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RESUMEN

La colitis ulcerosa (CU) es una enfermedad de creciente morbilidad, de la cual se desconoce su
etiologia y que se caracteriza por la inflamacion crénica de la parte final del tracto digestivo,
especificamente intestino grueso y colon. Los medicamentos existentes para el tratamiento de esta
enfermedad, presentan multiples efectos secundarios como son: deterioro de la funcion renal,
mayor predisposicion al herpes zoster, deterioro de la funcion hepatica, anemia y en casos donde
los tratamientos son muy prolongados, se puede desarrollar un cancer de colon. Por ello, es que se

requieren estudios encaminados a encontrar nuevas alternativas al tratamiento de la enfermedad.

Juliania adstringens es una planta utilizada en la medicina tradicional para tratar lceras, cancer
de estdbmago, gastritis algunas lesiones cutaneas, para el tratamiento de fiebres intermitentes,
paludismo, calentura, caida del cabello, afecciones respiratorias, como anti-inflamatorios, entre
otras por lo que es un buen candidato para ser evaluado como una alternativa para el tratamiento

de la colitis ulcerosa.

En el presente trabajo se utiliz6 un modelo de colitis aguda inducido mediante la administracion
de Dextran sulfato de sodio (DSS) donde se encontré que el extracto etandlico de Juliania
adstringens a una concentracion de 200 mg/Kg aument6 la sobrevida de los animales, presento
diferencias significativas respecto al indice de la actividad de la enfermedad (DAI), en la longitud
del colon, gener6 una proteccion a los cambios histologicos inducidos por el DSS, presenta un
aumento en la actividad de la Superoxido dismutasa, Glutation peroxidasa y no presentdé cambios
respecto a la Catalasa. Dentro de los compuestos presentes en el extracto etanolico de J. adstringes
a los que se les podria atribuir dichos efectos se encuentran: Catecol, Catequina, Naringenina,
Pinocembrina, Acido palmitico, Ester metilico del 4cido palmitico, Acido palmitico, Acido oleico

éster metilico, Acido estedrico y Monoleato gliceril.

Palabras clave: Dextran sulfato de sodio, colitis aguda, medicina tradicional, J. adstringens.
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INTRODUCCION

La enfermedad inflamatoria intestinal

La enfermedad inflamatoria intestinal (EII) es un trastorno que incluye la enfermedad de Crohn

(EC) y la colitis ulcerosa (CU); la EC provoca inflamacion en la pared intestinal llegando a

comprometer todo el tracto digestivo mientras que la CU presenta inflamacion solo en ciertas partes

del tracto digestivo (el colon) [1].

La etiologia de la EII no estd determinada con exactitud, sin embargo, se ha sugerido como

principales componentes patoldgicos los siguientes aspectos:

a)

b)

d)

Factores ambientales tales como la dieta, deficiencias nutricionales, el tabaquismo, los anti-
conceptivos orales, el estrés, la apendicitis, higiene, el uso de anti-bidticos y los diferentes
estilos de vida estan directamente asociados como un factor de riesgo [1, 2].

Factores genéticos ya que se estima que del 2-14% de los pacientes con EC reportan un
historial familiar con este padecimiento. De manera similar entre el 8-14% de los pacientes
con CU reportan un historial familiar similar [2].

El sistema inmunoldgico, presentando una elevada produccién de citocinas pro-
inflamatorias, como IL-1f3, IL-6, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), TL1A, siendo el
TNF-a el sello caracteristico de la colitis ulcerativa [3].

Los niveles anormalmente elevados de especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas
en inglés y especies reactivas de nitrogeno (RNS por sus siglas en inglés) como el perdxido
de hidrégeno (H20»), el anién superdxido (O2), radical perhidroxilo (OH?), radical
hidroxilo (OH) seguidos de la modulacion redox por anti-oxidantes como la catalasa
(CAT), glutation peroxidasa (GPx) y superéxido dismutasa (SOD) [4].

La relacion entre la respuesta inmunitaria innata y la inmunidad adquirida que genera un
cambio en la funcion de la barrera del epitelio intestinal; lo cual interviene en el desarrollo
de una respuesta inmune local inapropiada frente a antigenos luminales de la microbiota

intestinal [2].
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Esto da como resultado la teoria mas aceptada que sugiere una desregulacion del sistema
inmunolégico del huésped frente a la microbiota que reside y a otros agentes dentro de la luz
del tracto digestivo. Por otro lado, se ha observado en modelos animales que estos factores
producen un aumento en el desarrollo de estas patologias, sin embargo, no existe un criterio
patognomoénico por lo cual su diagnostico estd basado en una serie de criterios clinicos,

endoscopicos e histologicos (Figura 1) [1, 2].
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Figura 1. Factores que contribuyen a la inflamacidn cronica intestinal en individuos susceptibles.

Sintomas, cuadro clinico
Aunque los sintomas tienden a variar en la EIl, la CU y la EC causan sintomas muy parecidos. De
manera general se presenta el cansancio, adelgazamiento, fiebre, anemia, dolor abdominal,
sangrado rectal, diarrea, pérdida de apetito, artritis, ulceras, alteraciones en el higado e inflamacion
de la columna (Cuadro 1) [5], sin embargo, existen signos caracteristicos de cada una de las

enfermedades los cuales se describen a continuacion:
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Cuadro 1. Principales sintomas de la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn.

ﬂnos CU EC
Localizacién Recto y/o colon Desde la boca hasta el ano
Ulceras So6lo mucosas Toda la pared intestinal
Fiebre Si Si
Diarrea Liquida con sangre, moco y pus Pastosa con sangre
Fistulas No Si
Anemia Frecuente En pocos casos
Pérdida de peso Si Si
Dolor abdominal Si Si
Abscesos Raros Frecuente
Afectacion So6lo mucosas Transmural

Colitis ulcerosa
Se caracteriza por el desarrollo de una prolongada inflamacion en algunas partes del revestimiento
epitelial del intestino (sobre todo al colon), afectando principalmente la parte inferior izquierda del
intestino llegando a propagarse parcial o totalmente por el intestino grueso (Figura 2 A). Aquellas
personas afectadas por la enfermedad, presentan los siguientes sintomas: pérdida de peso, sangre

en heces, diarrea, formacidn de ulceras, produccion de pus, moco y hemorragia [1, 5].

La enfermedad de Crohn
Se caracteriza por el desarrollo de una inflamacion cronica de la pared intestinal llegando en
algunos casos a producir obstruccion intestinal y transmural que puede comprometer a todo el
tracto digestivo afectando preferentemente el ileon terminal, colon y region perianal (Figura 2 B).
Las personas afectadas por esta enfermedad presentan los siguientes sintomas: problemas de
desnutricion, pérdida de peso, dolor en el abdomen inferior derecho, pérdida de apetito, fiebre,

nauseas, vomitos, diarrea cronica y leves hemorragias rectales [1, 5].
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Figura 2. Diferentes sintomatologias que se presentan en la colitis ulcerosa (A) y en la enfermedad de Crohn (B).

Importancia del padecimiento
La EII es considerada de gran importancia en la clinica contemporanea debido al severo deterioro
de la calidad de vida de quienes las padecen y al riesgo de desarrollar cancer de colon. De igual
manera, la EII se puede ver significativamente modificada por algunas variables como la edad, el
sexo y las regiones geograficas, se ha reportado que existe una mayor incidencia en las areas

urbanas de paises industrializados [6].

La prevalencia de la EII es relativamente alta en el norte de Europa, Reino Unido y Estados Unidos
(los paises altamente industrializados). Sin embargo, recientemente se ha identificado un aumento
en la incidencia y prevalencia en otras areas del mundo como son: Europa central, Europa del sur,

Asia, Africa y Latinoamérica [1].

La colitis ulcerosa, tiene una incidencia anual de 0.6-19.2 por cada 100,000 habitantes en Norte
América y de 0.6-24.3 por cada 100,000 personas en Europa, lo cual corresponde a una prevalencia
del 37.5-248.6 habitantes en América del Norte y de 4.9-505 personas en Europa respectivamente
[1,7,38].
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En México existe una menor incidencia de la EII, aunque no existen estudios epidemiolédgicos que
lo comprueben ya que sélo se cuenta con la prevalencia en admisiones hospitalarias las cuales
arrojan que existen 2.6 casos por 1000 admisiones hospitalarias y 74 casos por cada 1000 en un

servicio de gastroenterologia [7, 9].

Tratamientos convencionales

Los tratamientos para la EIl implican el uso de medicamentos anti-inflamatorios, los cuales
provocan una produccion de citocinas anti-inflamatorias tales como: IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, que
inhiben la produccion de citocinas pro-inflamatorias, por tanto, reducen significativamente los
sintomas de la enfermedad. Sin embargo, los medicamentos presentan limitaciones, por ejemplo
los medicamentos esteroideos cuando se administran en altas concentraciones provocan multiples

efectos secundarios (Cuadro 2) [1, 6].

Se ha observado en algunos casos que la EII tiene un curso cronico y evolucionan con frecuentes
recaidas, por lo cual se considera que los tratamientos deben ser de por vida o hasta que los
pacientes se someten a cirugias, esto ultimo en el caso de la CU. Sin embargo, otros estudios

mencionan que no existe una cura médica o quirargica para la EII [6].
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Cuadro 2. Principales farmacos utilizados en el tratamiento de la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn.

Nombre del
medicamento

Estructura quimica

Mecanismo de accion

Efectos secundarios

Azatioprina

Mercaptopurina

Metotrexato sodico

Infliximab

2

HZNTN\ N\ C‘Ha
N~ N/LCHZN—@—CONH
NH ‘

HOOC—CHZ—CHZ—‘C —COOH

H

Debido a que el
mecanismo de la respuesta
inmune es complejo y no
esta totalmente
comprendido, el
mecanismo correcto de
accion inmunosupresora
todavia no se conoce en
forma completa.

La mercaptopurina es un
anti-metabolito de tipo
analogo de las purinas

especifica de la fase S del

ciclo celular.

Reprime las respuestas
inflamatorias liberando
adenosina; ésta induce la
apoptosis de los linfocitos
T activos e inhibe la
sintesis de purinas y
pirimidinas.

Se une y neutraliza al
TNF-0, logrando
interrumpir la cascada
secuencial de activacion de
las vias inflamatorias
mediadas por esta citocina,

pero no a la linfotoxina
(TNF-B).

Actia como
antagonista en el
metabolismo de las
purinas y puede inhibir
la sintesis del ADN,
ARN y de las
proteinas; también
puede interferir en el
metabolismo celular e
inhibir la mitosis.

Deterioro de la funcion
renal, mayor
predisposicion al
herpes zoster, deterioro
de la funcién hepatica,
anemia, entre otros.

Puede causar muerte
fetal, teratogénesis,
artritis reumatoidea

Aumenta el riesgo al
cancer, infecciones de
cualquier tipo, fiebre,
cansancio extremo, tos
y piel caliente o
enrojecida.

Los datos de estudios realizados hasta la fecha sugieren que de no tener una intervencion temprana

en el desarrollo de la EIl, puede convertirse a largo plazo en un céncer de colon (CCR) lo que

representa un millon de casos al afio de los cuales, 50 mil llegan al deceso a causa del CCR. En

Meéxico, se reportan 1243 casos de cancer de colon y 586 de cancer de recto en hombres, mientras

que en las mujeres se reportan 1190 casos de cancer de colon y 532 de recto [7, 8].

Rubén Jimeénez Rivas
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Modelos biologicos
Los modelos fiables para la reproduccion clinica, morfologica e histoldgica de las enfermedades
son necesarios para identificar los eventos moleculares asociados con la progresion de la
enfermedad. Con base en esto, se sabe que para la medicina experimental los modelos animales
juegan un papel de suma importancia en el desarrollo de nuevas drogas que tengan como fin la
busqueda de una posible cura y la descripcion del mecanismo de accion de dichas drogas. Ante
esto, el raton es un modelo que ofrece muchas ventajas con respecto a otros modelos genéticos
como la mosca de la fruta Drosophila melanogaster ¢ inclusive la rata [3, 10, 11], dichas ventajas

que presenta el raton son:

a) Al tratarse de un mamifero, gran parte de sus procesos bioquimicos son similares a los del
humano.

b) Tienen un tiempo generacional muy corto, lo que permite controlar las variables
ambientales en las experimentaciones.

c) Tiene el privilegio desde el punto de vista genético de que el primer borrador de su genoma

esta completo.

Dextran Sulfato de Sodio DSS

El Dextran Sulfato de Sodio (DSS) (Figura 3) es un polisacarido sulfatado utilizado para inducir
colitis aguda y crénica en animales, ya que reproduce morfologicamente y sintomatolégicamente
la colitis humana que, como muchos otros quimicos es toxico y afecta la funcion protectora de la
barrera epitelial de la mucosa (Cuadro 3 y 4). Este expone la mucosa local a los estimulos de la
microbiota intestinal, por lo tanto, es particularmente 1til para estudiar la contribucion de los

mecanismos de la inmunidad innata de la colitis [12, 13].

El modelo de DSS fue descrito por primera vez por Ohkusa en 1985 en un modelo de hamster que
posteriormente adaptod a ratones, encontrando que con un peso molecular de 50 mil Da, causa
deformidad en la integridad del epitelio y permeabilidad en la mucosa del colon. Por lo tanto, el
DSS causa en particular colitis aguda que es morfoldégicamente y macroscopicamente caracterizada
por hiperemia, ulceraciones, edema de la submucosa de moderado a severo, lesiones acompafiadas

por cambios histopatologicos que incluyen infiltracion de granulocitos en las criptas y pérdida de
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la arquitectura tisular. Sintomas que en ultima instancia se manifiestan en forma de diarrea

sanguinolenta [3, 5, 13, 14].

CH,

OH

/ 50,0

080, 0

CH,OH
-50,0

-50;0

080y

Figura 3. Estructura molecular del Dextran Sulfato de Sodio (DSS).

Uno de los modelos mas utilizados para inducir colitis ulcerosa aguda en ratones machos y hembras
consiste en la administracion de DSS en solucion acuosa en concentraciones que van del 3% al 5%
(peso/volumen), especificamente para las cepas C57BL/6NTac, C57BL/6 y BALB/c [14, 15]. Al
final del tratamiento los ratones muestran dafio en la integridad histologica del colon, asi como,
cambios en los niveles de las citocinas TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-10, I[L-17, cambios en la actividad
de la a-mieloperoxidasa (MPO), (CAT), (GPx), (SOD) entre otras debido a un aumento de las ROS
[3,4,16].

Cuadro 3. Diferentes quimicos utilizados en la induccion de la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn.

Farmaco Area afectada Inflamacién Similitudes
TNBS/Etanol Colon Aguda/Cronica EC-CU
DSS Colon Aguda/Cronica CuU
Oxazolona Colon descendente Aguda/Cronica CU
Acido acético Colon descendente Aguda CcU

Rubén Jimeénez Rivas
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Modelos experimentales para inducir

la EII en roedores

| Farmacos utilizados

2,4,6 Acido

trinitrobenceno sulfénico Carragenina Acido acético

Provoca respuestas inmunes e
histopatologicas parecidas a las
de los humanos. Se caracteriza
por el aumento de la infiltracion

de leucocitos, edema,

ulceracion y se asocia con la
predominante activacion de la

respuesta inmune Thl. En el
modelo de colitis, eleva la IL-

12 y TNF-a aumentando la

infiltracion trasmural y la
inflamacion.

En ratas machos, permite
evaluar secuencialmente los
cambios histopatologicos y

morfoldgicos (semejantes a los
que ocurren en el hombre). Se
piensa que el dafio es
provocado debido a una
sobreproduccion de 6xido
nitrico via NF-kB mediante una
regulacion por incremento de
ICAM-1 y la secrecion y
expresion del TNF- a.

En términos de patogénesis,
caracteristicas histopatologicas
y el perfil de mediador
inflamatorio intrarrectal es un
modelo parecido al hombre
mediante la administracion de
la solucion diluida de acido
acético. Causa inflamacion
transmural caracterizada por un
aumento de neutrofilos en el
tejido intestinal, necrosis
masiva de las capas mucosa y,
submucosa, la dilatacion
vascular, edema y ulceracion de
la submucosa.
Se asocia principalmente con

Sélo utilizado para
la enfermedad de Crohn

inflamacién local.

En ratones se debe
administrar 1 mL de acido
acético 4-5% (v/v) en
solucidn salina mediante una
canula a través del ano.

Cuadro 4. Modelos para inducir la enfermedad inflamatoria intestinal.

Rubén Jiménez Rivas

Oxalazona

Es generalmente utilizado para
producir colitis ulcerosa en los

ratones destinados a estudiar los

procesos patologicos
involucrados en la perpetuacion
de la colitis ulcerosa. Se ha
dicho que regula la respuesta
Th2, por lo que produce
cambios epiteliales en el colon
distal, tales como,
manifestaciones de la
inflamacion de la mucosa,
produce micro-ulceracion
epitelial y cambios
histopatologicos.

En ratones, requiere pre-
sensibilizacion de la piel
abdominal (50-150 pL 3%)
de oxazolona en 100% de
etanol seguido por re-
exposiciones por 5-8 dias
(Administracion intrarrectal
de 70-150 pL de oxazolona al
0.75 -1% en etanol 45-50%.

Peptiglicano

Es utilizado principalmente
para inducir la enfermedad de
Crohn humana en ratas. En
ratones, se ha reportado que
provoca la activacion de la
calicreina-sistema de quinina;

calicreina, para los neutréfilos,

liberando bradicinina
provocando un aumento en la
produccién de la IL-1 y de
oxido nitrico.

Pégina | 10



“Actividad terapéutica del extracto etandlico de Juliania adstringens en un modelo murino de colitis
experimental”

Busqueda de nuevas alternativas
Debido a los efectos secundarios ya mencionados, surge el interés por conocer las propiedades de
productos naturales que puedan ser utiles para aliviar esta enfermedad y otras complicaciones
similares. Debido a esto y para lograr la integracion de la medicina tradicional, se ha recurrido a la
investigacion de las plantas medicinales con lo cual se busca validar su uso cientifico, ya que, la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define a las plantas medicinales como cualquier especie
vegetal que contenga sustancias que puedan ser empleadas para propdsitos terapéuticos o cuyos
principios activos en forma de extractos, puedan servir como precursores para la sintesis de nuevos

farmacos [17].

Medicina tradicional
El estudio etnobotdnico representa una actividad de suma importancia en la investigacion y
desarrollo de farmacos ya que segun estadisticas de la OMS, las plantas son utilizadas
aproximadamente por el 80% de la poblacion mundial con el objetivo de satisfacer sus necesidades
médicas y se cree que un 40% de los productos farmacéuticos que se consumen en el mundo
proceden de productos naturales, principalmente de las plantas. Sin embargo, este conocimiento
esta basado en la eficacia, es decir, si se utiliza una planta medicinal y se observa que sirve para el

tratamiento de un padecimiento, se acepta, si no cae en desuso [17, 18].

En México, el uso de las plantas medicinales se ha dado desde tiempos prehispanicos y de manera
tradicional. Gracias a los actuales grupos étnicos que conservan este conocimiento, es que México
posee la tradicion en su empleo. El Instituto Nacional Indigenista estima que el territorio nacional
cuenta con cerca de tres a cinco mil especies de plantas que tienen uso terapéutico, lo cual
representa cerca del 10% de la riqueza floral del pais. Se ha reportado que aproximadamente sélo
el 1% ha sido estudiado a fondo respecto a sus propiedades medicinales. Aunque los reportes
indican que existe una gran cantidad de plantas medicinales, las mas nombradas por sus usos son:
gordolobo, eucalipto, hierbabuena, manzanilla, nopal, arnica, epazote, sabila, ruda, romero,

tomillo, hinojo, etc., [18, 19]
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Plantas medicinales y metabolitos secundarios
Dentro de los organismos, al conjunto de reacciones bioquimicas se le conoce como metabolismo
primario, el cual consta de aminoacidos, nucledtidos, azucares, lipidos y proteinas (Figura 4) y
estan presentes en todas las plantas. Sin embargo, en la actualidad, se sabe que muchos de los
compuestos derivados de las plantas medicinales son producidos mediante vias metabolicas
adicionales al metabolismo primario, conocido como metabolismo secundario, por tanto, son
denominados metabolitos secundarios (MS) también conocidos como productos secundarios o
productos naturales (Figura 5). Estos MS son constitutivos como consecuencia del ataque de
patdgenos, dafios ocasionados por insectos, o como proteccion de las especies reactivas del
oxigeno. Recientes trabajos han logrado determinar que ciertos MS poseen actividades
farmacoldgicas para el tratamiento del cancer, enfermedades gastrointestinales, dérmicas, del

sistema nervioso central, cardiovasculares, diabetes entre otras [17, 18, 20].

Una de las principales diferencias que presentan los MS con relacion a los primarios es su
distribucion, ya que los metabolitos primarios se encuentran en todos organismos y, los MS
dependen del desarrollo y de los elementos ambientales en los que se desarrolle la planta (estrés
biotico y abidtico). Los MS son compuestos de bajo peso molecular de los cuales se conocen
aproximadamente 20 mil estructuras que por su composicion quimica son clasificados en dos

grupos principales, nitrogenados y no nitrogenados [20, 21]
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Figura 4. Elementos basicos del metabolismo primario en relaciéon con el metabolismo secundario [22].
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Figura 5. Origen de algunos metabolitos secundarios (alcaloides, fenilpropanoides y terpenos) en el metabolismo
primario [22].
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Los principales MS con uso terapéutico son:

Alcaloides
El término alcaloide significa semejante a los alcalis y se aplica a compuestos naturales basicos
nitrogenados de origen vegetal (Figura 6). Son compuestos heterociclicos que generalmente se
sintetizan a partir de los aminoécidos: triptéfano, tirosina, fenilalanina, lisina arginina y ornitina.
Se encuentran en las semillas, raices, corteza y hojas; en estado libre o como glucésidos, o forman
sales como acidos organicos. La funcion de los alcaloides en las plantas atin no es muy conocida,
aunque se reporta que algunos intervienen como reguladores del crecimiento, o como repelentes o

atrayentes de insectos [20, 23]

OMe
NCOCH,

OMe
OMe

Figura 6. Colchicina, ejemplo de alcaloide.

Terpenioides
Los terpeniodes son el grupo méas numeroso de metabolitos secundarios (mas de 40 mil moléculas
diferentes), insolubles en agua y estdn formados por repeticiones de una molécula de 5 carbonos
llamada isopreno (Figura 7); estos se clasifican segiin el nimero de isoprenos que contengan: a)
Isopreno: es el mas simple y es sintetizado por los tejidos fotosintéticos. Se piensa, que este MS es
producido por las plantas que tienen que hacer frente a las altas temperaturas; b) Monoterpenos:
(formado por dos moléculas de isoprenos) suelen ser componentes de las esencias volatiles de las
flores y de los aceites esenciales de las hierbas. Son utilizadas en la produccion de perfumes y
saborizantes; c¢) Sesquiterpenos: (formados por tres moléculas de isopreno) al igual que los
monoterpenos, muchos sesquiterpenos se presentan en los aceites esenciales. Por otro lado, muchos
sesquiterpenos son utilizados como antibidticos (fitoalexina) y como agentes repelentes de
herbivoros; d) Diterpenos: estan compuestos por 20 dtomos de carbonos que pueden presentarse
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en forma de hidrocarburos, alcoholes, cetonas, lactonas y &cidos carboxilicos. Algunos han
mostrado actividad anti-tumoral, actividad anti-inflamatoria, edulcorantes y e) Triterpenos: poseen
un esqueleto de seis isoprenos derivado del escualeno. Muchos de ellos se encuentran glicosilados
formando las llamadas saponinas. Se ha reportado que las saponinas presentan actividades

farmacéuticas, entre ellas: cortisona, anticonceptivos, estrogenos, testosterona [18, 24-26].

CH,
(|: o
\
H/ CH
2

C

Figura 7 Estructura base de los terpenoides-isopreno.

Compuestos fendlicos
Se caracterizan por tener en su estructura un anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilos
(Figura 8). Se sintetizan a partir del 4cido cindmico y hasta la fecha se tiene un registro aproximado
de mas de 40 mil fenilpropanoides diferentes. Se piensa que su principal funcion en las plantas es
establecer barreras fisicas que detengan la expansion de los patdégenos y ejerzan una accion
protectora ante la generacion de especies reactivas del oxigeno. Farmacologicamente presentan
caracteristicas anti-bacterianas, anti-virales, anti-inflamatorias, espasmoliticas, vasodilatadoras,

citotoxicas [18, 20, 25, 26].

OH O

Figura 8. Estructura general de los flavonoides.
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Juliania adstringens
Es una planta de uso antiguo, cominmente conocida como Cuachalalate (Apéndice 1) de la cual
se ha confirmado una actividad anti-bacteriana, anti-tumoral y anti-cancerigena. En varios estados
de la Republica Mexicana se ha reportado el uso de J. adstringens para tratar ulceras, como anti-
inflamatorios, cancer de estomago, gastritis algunas lesiones cutaneas, para el tratamiento de
fiebres intermitentes, paludismo, calentura, caida del cabello, afecciones respiratorias entre otras.
La forma de empleo depende del tipo de afeccion, por ejemplo, las picaduras de mosquitos se curan
mediante la ingestion o aplicacion de la resina de la corteza. Algunas infecciones tales como las

cutaneas o vaginales, se alivian mediante lavados con infusiones de la corteza [27-29].
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ANTECEDENTES

Se ha reportado que la resina de los arboles femeninos de J. adstringens presentan altas

concentraciones de acidos masticadenonicos los cuales poseen actividad anti-inflamatoria [30].

En otros estudios se demostrd que el extracto acuoso de J. adstringens presenta actividad anti-
inflamatoria en un modelo de inflamacion aguda causado por carragenina. Mientras que el extracto
hexanico de J. adstringens posee actividad anti-inflamatoria en un modelo de inflamacién aguda

inducida por 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) [31].

Hay reportes que mencionan que los flavonoides presentes en las plantas figuran entre los

metabolitos secundarios capaces de inhibir el proceso inflamatorio en las EII [25].

También se ha descrito que el extracto de la corteza de J. adstringens posee actividad anti-
bacteriana sobre bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, actividad anti-oxidante y presencia

de fenilpropanoides [29].

Tras realizar una revision bibliografica se reporté que J. adstringens posee actividad anti-

ulcerogénica, asi como actividad anti-inflamatoria ante un modelo de colitis humana [32].

JUSTIFICACION

Las EII representan un serio problema clinico ya que las personas que las padecen tienen un grave
deterioro en su calidad de vida y un alto riesgo de desarrollar cancer colon-rectal, pues se ha
observado que los diferentes tratamientos comuinmente utilizados no son capaces de curar
completamente los padecimientos y por encima de eso, presentan una serie de efectos secundarios
adversos. Por esta razon y por todo lo anterior es necesaria la busqueda de nuevos compuestos que

sean efectivos y menos dafinos para la salud del hombre.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad terapéutica del extracto etandlico de Juliania adstringens en un modelo murino

de colitis experimental.

Objetivos particulares

Previamente se obtuvo el extracto etanolico de Juliania adstringens por el método de maceracion

y se determind el rendimiento.

a)

b)

c)

d)

g)
h)

)

Rubén Jimeénez Rivas

Determinar la concentracion Optima del extracto para utilizar como
tratamiento.

Determinar la sobrevida de los ratones tratados con el extracto de Juliania
adstringens.

Cuantificar el indice de actividad de la enfermedad (DAI) de ratones
enfermos de colitis.

Evaluar el efecto de Juliania adstringens sobre la longitud de los intestinos.
Determinar el efecto de Juliania adstringens sobre el tamaio e integridad de
las crestas intestinales mediante la técnica histologica convencional y la
tincion Azul de Alcian.

Cuantificar los niveles de la actividad enzimética de la Superoxido
Dismutasa (SOD), Glutation Peroxidasa (GPX) y Catalasa (CAT).
Cuantificar la concentracion de Fenoles totales del extracto.

Cuantificar la concentracion de Flavonoides en el extracto.

Determinar la capacidad anti-oxidante del extracto.

Caracterizar quimicamente del extracto por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (HPLC) y Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de

masas (CG-EM).
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MATERIALES Y METODOS

Datos de los ratones
Se adquirieron ratones hembras Mus musculus cepa BALB/c del distribuidor Harlan de seis
semanas de edad con un peso de 17.5g = 1 g, los cuales se mantuvieron en condiciones estériles

estandar de 12 h de luz/oscuridad a temperatura de 23+2°C.

Obtencion del extracto
La colecta del material vegetal se realizo a finales del afio 2012 y principios de 2013 en San Rafael
Coxcatlan Puebla, que se localiza dentro de la region de Tehuacén-Cuicatlan, Reserva de la

Biosfera.

La obtencion del extracto se llevé a cabo por el método de maceracion descrito por Dominguez,
(1973). El material (corteza) fue pesado y colocado en trozos en un matraz con etanol durante dos
dias, para posteriormente obtener el extracto etandlico crudo que fue filtrado y destilado a presion

reducida en un rotavapor marca IKA modelo HM10 digital.

Posteriormente, el extracto obtenido se coloco en charolas de vidrio para completar la evaporacion
del solvente y calcular el rendimiento total por diferencia de peso. Una vez que se obtuvo el

extracto, se determino el porcentaje de rendimiento.

Grupos experimentales
Los grupos experimentales fueron determinados aleatoriamente con una n de seis; Grupo control,
ratones suministrados con agua potable estéril; Grupo DSS, ratones a los que se les administro
diariamente DSS al 4% disuelto en agua potable estéril y Grupo DSS/Extracto, ratones a los que
se les administré diariamente DSS al 4% disuelto en agua potable estéril y 100 uL de extracto de

J. adstringens mediante una canula gastrica metalica.

Determinacion de la concentracion optima
Se establecieron grupos de seis animales a los que se les administré 100 pL de extracto a las
concentraciones de 500, 250, 200, 150, 100 y 50 mg/Kg de peso diluyendo el extracto etanolico de

J. adstringens en etanol al 50% y se llevo registro diariamente de la pérdida de peso durante 10
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dias y finalmente se sacrificaron los animales para obtener los intestinos gruesos y medirlos con

un Vernier digital marca Mitutoyo modelo CD-12 [33].

Induccion de colitis por DSS a 4%
En los grupos DSS y grupo DSS/Extracto (n=6), se indujo la colitis mediante la administracion de
una disolucion de DSS al 4% en agua potable estéril “ad-libitum” (peso/volumen) durante 10 dias,

monitoreando diariamente la supervivencia, pérdida de peso, sangrado rectal y la consistencia de

las heces [15].

Administracion de los extractos

Una vez determinada la concentracion Optima se establecieron nuevamente los grupos
experimentales (n=6) colitis a la par que se administraron via oral 100 uL del extracto mediante

una canula géstrica. A estos animales se les determiné diariamente el DAI [15].

Porcentaje de sobrevida

Una vez establecidos los grupos, se monitored diariamente el progreso de la enfermedad, para

determinar si el tratamiento con el extracto prolongaba la sobrevida en el grupo experimental.

Indice de actividad de la enfermedad (DAI)

El indice de la actividad de la enfermedad que se utiliz6 incluye los siguientes parametros [15]:

Valor Peso Diarrea Sangrado
0 No hay pérdida de peso Sin diarrea Sin sangrado
1 Pérdida entre 1-5% e e
2 Pérdida entre 6-10% Pérdida de la consistencia pero no de la forma Sangrado ligero
3 Pérdida entre 11-15% e e
4 Pérdida mayor al 15% Pérdida de la consistencia y forma Sangrado abundante

Para el registro de la pérdida de peso se utiliz6 una balanza digital marca Velab modelo ES-1000.
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Obtencion y longitud del intestino
Los ratones fueron sacrificados al décimo dia mediante dislocacion cervical. Se expuso el lado
ventral de los ratones, asegurando las patas para evitar la obstruccion al acceso del abdomen. Se
limpid perfectamente el abdomen del animal con alcohol etilico al 70%. Después de esto, se realizd
un corte en la base del abdomen, se extendi6 la piel hasta descubrir por completo el contenido
abdominal, se identifico el ciego gastrico, el intestino delgado e intestino grueso cuidando de no
danar los tejidos, y una vez identificados se extrajeron haciendo una incision en la base del ciego
y en la base del ano. Finalmente se extendid el tejido sobre un vidrio y se midi6é con un Vernier
marca Mitutoyo modelo CD-12, ya que esta medida también es indicador de la gravedad de la

lesion dado que la colitis aumenta el edema y reduce la longitud total del colon [34, 35].

Preparacion para histologia y obtencion del homogeneizado
Para evaluar el efecto del extracto etandlico de J. adstringens, con una jeringa para insulina, se
intub6 una canula en el colon y se procedi6 a lavar con una solucién tamponada con fosfato (PBS)
frio hasta que el efluente salio limpio de heces, para los andlisis histologicos del colon se realizé la
técnica descrita por Whittem [35]. Se utiliz6 la técnica convencional histologia descrita por Garcia
[36] para analizar el dafio causado al tejido. Para el homogeneizado, los intestinos gruesos fueron
lavados perfectamente con PBS frio. Se agregaron perlas de 6xido de zirconio (0.5 mm de didmetro,
Next Advance, Cambridge, MA) lavadas y esterilizadas en un volumen igual al del tejido.
Posteriormente se agregd buffer de lisis isotonico (1 mM EDTA, 50 mM HEPES-NaoH, pH 7.9,
250 mM NacCl, 20 mM B-glicerofosfato, 1 mM ortovanadato, 1% NP-40, 1 mM DTT) al tejido y a
las perlas en un volumen igual al del tejido. Esto fue homogeneizado mecanicamente con el Bullet
Blender (Next Advance, Cambridge, MA) a 4°C por rotacion a 4°C durante 9 minutos. Los tejidos
homogenizados fueron centrifugados 20 min a 4°C; los sobrenadantes se almacenaron a -70°C

[37].
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Indice de dafio Histolégico

Una vez obtenidos los cortes histoldgicos, la puntuacion para evaluar el dafio histologico fue
dividida en dos categorias: infiltrado inflamatorio y ulceracion. El infiltrado inflamatorio fue
evaluado en cada capa del colon, incluyendo el epitelio superficial, criptas, estroma, submucosa y
la capa transmural. Se asignaron valores en una escala de 0 a 3, quedando los parametros de la
siguiente forma:

Valor Infiltrado inflamatorio
0 No hay
1 Leve
2 Moderado
3 Severo

A la extension del dafio se le asignaron los siguientes valores:

Valor Extension del dafio

0 No hay

1 En la capa mucosal
2 En la capa de la submucosa
3 En la capa transmural

Al dafo en las criptas se les asignd una escala de 0 a 4, quedando de la siguiente manera:

Valor Daiio de la cripta
0 No hay
1 Primer tercio basal danado
2 Dos tercios dafiados
3 Pérdida total de la cripta

Al final, la suma de las puntuaciones arroja valores minimos y méximos entre 0 y 9 puntos, siendo
los valores mas altos los que representan el dafio mas severo. Se analizaron cinco laminillas de

cada colon [38].
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Fenoles totales

La concentracion de fenoles totales (CFT) se midid por espectrofotometria con base a una reaccion
colorimétrica de oxido-reduccion por medio del reactivo de Folin-Ciocalteu. El extracto de
referencia fue acido galico por su estabilidad y estructura fenolica. El extracto estandar de J.
adstringens se prepard a una concentracion de (0.2 mg/mL) (Apéndice 2). El ensayo fue realizado

por triplicado.

Concentracion de Flavonoides

La concentracion de flavonoides totales se midid por espectrofotometria con base a una reaccion

colorimétrica de 6xido-reduccion tal como describe Tumalan-Gil [39] (Apéndice 3).

Capacidad anti-oxidante

La evaluacion de la capacidad anti-oxidante se llevo a cabo mediante el método de reduccion del
radical 2,2-Difenil-1-Picrilhidracil (DPPH) método modificado de Murillo [40] (Apéndice 4), para

determinar la CAso del extracto de J. adstringens.

Determinacion de la actividad enzimatica de la SOD, GPX, y CAT
Para determinar los niveles de enzimas, se siguieron las especificaciones de los kits del distribuidor

CAYMAN (Apéndice 5).
Caracterizacion quimica

Del extracto etandlico se realizo una caracterizacion quimica por medio de un anélisis de HPLC,
posteriormente del extracto etanolico se realizaron dos particiones, una hexanica y una con
cloroformo las cuales fueron analizadas mediante un CG-EM con un Cromatdgrafo de Gases
Modelo 6850 y un Espectrometro de Masas Modelo 5975 C. Columna RTX 30 m. de largo por

0.25 mm de didmetro interno por 25 micras de pelicula [41].
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Condiciones de corrida:

a) Temperatura del inyector: 250°C
b) Modo de inyeccion: Split

¢) Radio: 33.5:1

d) Flujo del Split: 29.9 mL/mn

e) Flujo de corrida: 35 cm/s

a) Temperatura inicial: 70°C

b) Rampa de calentamiento: 8°C por minuto hasta 270°C., segunda rampa: 10°C por minuto
hasta 290°C, se mantiene 6 min.

¢) Tiempo de corrida total: 35 min.

d) Linea de transferencia: 290°C.

Analisis estadistico
Para determinar si existia o no diferencia significativa entre los grupos, la sobrevida se analiz6
mediante la prueba de Mantel-Cox con una P<0.0001, las pruebas cuantitativas (longitud de
intestino y actividad enzimatica) se analizaron con un andlisis de varianza (ANOV A) con una valor
de P<0.05. Las pruebas cualitativas (DAI e indice histoldgico) se analizaron mediante la técnica
de Kruskal-Wallis con una valor de P<0.05. Los analisis fueron realizados con el software

GraphPad Prism 6.
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RESULTADOS

Rendimiento del extracto

La corteza de J. adstringens (Cuachalalate) fue recolectada a finales del afio 2012 y principios de
2013 en la region de Tehuacan-Cuicatlan, Reserva de la Biosfera, en la localidad de San Rafael
Coxcatlan, Puebla. El rendimiento del extracto etanolico crudo de la corteza de J. adstringens

(Cuachalalate) es el que se observa en la Tabla 1.

Especie Rendimiento en gramos Rendimiento en %

J. adstringens 218.71 39.41%

Tabla 1. Rendimiento del extracto de la corteza de J. adstringens en gramos y porcentaje.
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Concentracion optima para utilizar como tratamiento
Tras evaluar las diferentes concentraciones (50,100, 150, 200, 250 y 500 mg/Kg) del extracto, se

observo que a la concentracion de 200 mg/Kg se mantiene mas estable el peso en los diferentes
grupos a lo largo del experimento, asi como, la mayor longitud del intestino, que es de gran
importancia debido a que la longitud del colon se relaciona directamente con la gravedad de la
colitis inducida por DSS, debido a esto es que para los experimentos posteriores se utilizd esta

concentracion.

Sobrevida
La mortalidad comenzaron a observarse al dia 13, sin embargo, el grupo DSS alcanz6 el 100% de
mortalidad al dia 16, mientras que el grupo DSS/Extracto, registraba un 15% de mortalidad para el

mismo dia (Figura 9).
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Figura 9. Curvas de sobrevida de los grupos control (tratados con agua potable), DSS (4% peso/volumen) y
DSS/Extracto (DSS al 4% peso/volumen y 100 mL a una concentracion de 200 mg/Kg), todos los grupos con una n=6.
Donde se puede apreciar que el extracto disminuye la mortalidad. #: Diferencia significativa respecto al control; *:
Diferencia significativa respecto al grupo DSS (Mantel-Cox P<0.0001).
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Indice de actividad de la enfermedad (DAI)

Durante los 10 dias de tratamiento con DSS, de los grupos control, DSS y DSS/Extracto, se registro
la pérdida de peso, la presencia-ausencia de sangre en las heces y la presencia-ausencia de diarrea,
siendo 12 el valor méximo de la enfermedad. A partir del segundo dia los animales pertenecientes
a los grupos DSS y DSS/Extracto comenzaron a presentar los signos de la enfermedad y
mantuvieron un comportamiento similar hasta el dia siete, ya que para el dia ocho los animales del
grupo DSS comenzaron a aumentar drasticamente el DAI alcanzando tres animales el valor
maximo de 12, mientras que los animales tratados con 200 mg/Kg de extracto presentaron un menor
indice, alcanzando una media de tres. En la Figura 10 se muestran los valores medios por grupo a

lo largo del experimento.
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Figura 10. indice de actividad de la enfermedad de los grupos control (tratados con agua potable), DSS (4%
peso/volumen) y DSS/Extracto (DSS al 4% peso/volumen y 100 mL a una concentracion de 200 mg/Kg), todos los
grupos con una n=6. Se puede apreciar que el extracto disminuye los sintomas de la colitis entre los grupos. #:
Diferencia significativa respecto al control; *: Diferencia significativa respecto al grupo DSS (Kruskal-Wallis P<0.05).
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Longitud del colon

Una caracteristica de la colitis ulcerativa inducida por DSS, es que la longitud del colon se relaciona
directamente con la gravedad de la colitis inducida. Por esto, es que al dia 10, los animales de los
tres grupos fueron sacrificados y los intestinos gruesos fueron extraidos y medidos (Figura 11). Se
encontrd que existe una diferencia significativa de la longitud de los intestinos gruesos entre el
grupo control y el DSS/Extracto, asi como, entre el grupo DSS/Extracto y el grupo DSS a una
concentracion de 200 mg/Kg (Figura 12).

e '_'J-"w

Figura 11. Longitudes de los intestinos gruesos obtenidos al dia del sacrificio (A) Grupo control, (B) Grupo

DSS/Experimental y (C) Grupo DSS.
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Figura 12. Longitud de los intestinos gruesos al dia 10 de los grupos control (tratados con agua potable), DSS (4%
peso/volumen) y DSS/Extracto (DSS al 4% peso/volumen y 100 mL a una concentracion de 200 mg/Kg), todos los
grupos con una n=6. Se puede apreciar que el grupo tratado con el extracto mantiene na mayor longitud que el grupo
DSS. #: Diferencia significativa respecto al control; *: Diferencia significativa respecto al grupo DSS (ANOVA de
una via P<0.05).
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Daiio a la integridad de las crestas intestinales
Para determinar si la estructura morfologica del colon de los diferentes grupos experimentales

(tratados con DSS) se ve afectada o comprometida, se realizaron cortes histologicos los cuales
fueron tefiidos con H&E. El andlisis histolégico reveld que los ratones del grupo DSS mostraron
cambios tipicos de inflamacion en la arquitectura del tejido del colon, tales como pérdida de la
integridad del tejido, dafio en las criptas y pérdida de las células caliciformes asi como un elevado
infiltrado celular. Sin embargo, el colon de los ratones del grupo DSS/Extracto, mostraron una
reduccioén significativa del infiltrado inflamatorio, asi como, un menor dafio de la mucosa y las
criptas Figura 13 y 14. Los resultados demuestran que la administracion del extracto etandlico de
J. adstringens (200 mg/Kg) disminuye el dafio histolégico ocasionado por el DSS y esta

disminucion es estadisticamente significativa (P<0.0001) (Figura 15).

Pégina | 31
Rubén Jimeénez Rivas



“Actividad terapéutica del extracto etandlico de Juliania adstringens en un modelo murino de colitis experimental”

DSS-+Extracto

-

4 X

10X |

40X [#

."- "‘
.—/.’."4

Figura 13. Hlstologla de los colon H&E de los grupos control (tratados con agua potable) DSS (4% peso/volumen) y DSS/Extracto (DSS al 4% peso/volumen y
100 mL a una concentracion de 200 mg/Kg), todos los grupos con una n=6. Se puede apreciar que el grupo tratado con el extracto mantiene una arquitectura mas
integra que el grupo DSS, sin embargo si se muestran dafios en el epitelio, asi como, infiltrado inflamatorio. A: Mucosa; B: Submucosa; C: Musculo; D: Serosa; {:
Cripta; @: Presencia de infiltrado inflamatorio; {: Erosion del epitelio; —: Células caliciformes.
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Figura 14. Histologia de los colon Azul de Alcian de los grupos control (tratados con agua potable), DSS (4% peso/volumen) y DSS/Extracto (DSS al 4%
peso/volumen y 100 mL a una concentracion de 200 mg/Kg), todos los grupos con una n=6. Se puede apreciar que el grupo tratado con el extracto presenta un
mayor nimero de células caliciformes que el grupo DSS, sin embargo si se muestran dafios en el epitelio, asi como, infiltrado inflamatorio. A: Mucosa; B:
Submucosa; C: Musculo; D: Serosa; J: Cripta; &: Presencia de infiltrado inflamatorio; §: Erosion del epitelio; —: Células caliciformes.
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Figura 15. Indice histopatologico de los grupos control (tratados con agua potable), DSS (4% peso/volumen) y
DSS/Extracto (DSS al 4% peso/volumen y 100 mL a una concentracion de 200 mg/Kg), todos los grupos con una n=6.
Se pudo observar que el grupo DSS/Extracto presenta un menor dafio en la integridad de los intestinos gruesos respecto
al grupo DSS. #: Diferencia significativa respecto al control; *: Diferencia significativa respecto al grupo DSS
(Kruskal-Wallis P<0.05, se analizaron 5 laminillas por animal).
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Fenoles, Flavonoides y Capacidad anti-oxidante del extracto

Teniendo el antecedente que dentro de los metabolitos secundarios, a los fenoles se les atribuyen
muchas de las propiedades medicinales que poseen los productos naturales, es que se determiné la
concentracion de fenoles totales, encontrando una concentracion de 276 mgeAG/g de extracto lo
cual corresponde al 27.6% del extracto. Asi dentro de la familia de los fenoles, los flavonoides son
los compuestos que se encuentran reportados por poseer una buena actividad anti-oxidante al igual
que una buena actividad anti-inflamatoria, por ello es que se determind la concentracion de
flavonoides presentes en el extracto, encontrando una concentracion de 10.37 mg/mL. Finalmente,
se determind la capacidad anti-oxidante (CA) mediante la prueba de DPPH, utilizando a la
Quercetina como control positivo donde el extracto de J. adstringens mostrd una CAso de 36.040

ug/mL (Tabla 2).

Parametros estudiados Valores encontrados
Fenoles 276 mgeAG/g
Flavonoides 10.37 mgeQ/g
Capacidad anti-oxidante CAsg del Quercetina 4 pg/mL
Capacidad anti-oxidante CAs del extracto 36.040 pg/mL

Tabla 2. Determinacion fitoquimica del extracto.
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Niveles de la actividad enzimatica de la SOD, GPXy CAT.

Se sabe que en la colitis, las especies reactivas de oxigeno son a las que se les atribuye en buena
parte el dafio a la mucosa y al comprobar que el extracto posee una buena capacidad anti-oxidante
se decidio cuantificar la actividad de las enzimas anti-oxidantes: Superoxido dismutasa, Glutation

peroxidasa y Catalasa en el colon un homogenizado de este tejido.

Al administrar el extracto etandlico de J. adstringens y cuantificar la actividad de la SOD, se pudo
observar que la actividad de la enzima se incrementd respecto al grupo control y al grupo DSS, la
funcién principal de esta enzima es formar perdxido de hidrégeno (H2O2) y Oz, a O2"y agua (Figura
16). El siguiente paso de la proteccion anti-oxidante del cuerpo es la participacion de la GPx la
cual consiste en eliminar los hidroperoxidos organicos e inorganicos como el H>O2 a O y agua, en
¢ésta se pudo observar que la actividad de las enzimas fue igual en el grupo DSS/Extracto que en el
grupo control Figura 17. Finalmente la Catalasa en la que no se observo una diferencia
significativa entre los diferentes grupos observados y que tiene como funcién trasformar el H2O»
en agua Figura 18.

Las diferencias significativas se determinaron mediante un ANOVA de una via con una P<(0.05.
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Figura 16. Niveles de actividad de la enzima Superéxido dismutasa (SOD) en el tejido (U/mL) de los grupos control
(tratados con agua potable), DSS (4% peso/volumen) y DSS/Extracto (DSS al 4% peso/volumen y 100 mL a una
concentracion de 200 mg/Kg), todos los grupos con una n=6. Se pudo observar que el grupo DSS/Extracto presenta
una mayor actividad inclusive respecto al grupo control. #: Diferencia significativa respecto al control; *: Diferencia
significativa respecto al grupo DSS (ANOVA de una via P<0.05).
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Figura 17. Niveles de actividad de la enzima Glutation peroxidasa (GPx) en el tejido (nmol/min/mL) de los grupos
control (tratados con agua potable), DSS (4% peso/volumen) y DSS/Extracto (DSS al 4% peso/volumen y 100 mL a
una concentracion de 200 mg/Kg), todos los grupos con una n=6. Se pudo observar que el grupo DSS/Extracto presenta
una actividad semejante a la del grupo control pero no asi al grupo DSS. #: Diferencia significativa respecto al control;
*: Diferencia significativa respecto al grupo DSS (ANOVA de una via P<0.05).
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Figura 18. Niveles de actividad de la enzima Catalasa (CAT) en el tejido (nmol/min/mL) de los grupos control
(tratados con agua potable), DSS (4% peso/volumen) y DSS/Extracto (DSS al 4% peso/volumen y 100 mL a una
concentracion de 200 mg/Kg), todos los grupos con una n=6. Se pudo observar que el grupo DSS/Extracto presenta
una actividad semejante al grupo DSS. #: Diferencia significativa respecto al control (ANOVA de una via P<0.05).

Pégina | 39
Rubén Jimeénez Rivas



“Actividad terapéutica del extracto etandlico de Juliania adstringens en un modelo murino de colitis
experimental”

Caracterizacion quimica del extracto por HPLC y (CG-EM)

HPLC
Mediante la cromatografia liquida de alta resolucidon se logré identificar y, cuantificar los

compuestos polares y de mediana polaridad presentes en J. adstringens a través de su tiempo de
retencion y a sus espectros de UV, los cuales se observan en el cromatograma se pueden observar

11 picos (Figura 19), los datos de éstos se muestran en el Cuadro 5.

CG-EM
A través de la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) se logro

separar, identificar y cuantificar los componentes volatiles de los compuestos presentes en J.
adstringens. Cada uno de los compuestos presentes en el extracto, se registra en forma de pico
cromatografico teniendo como base su tiempo de retencion y la abundancia (Figura 20 extracciéon
hexanica y Figura 21 extraccion con cloroformo). Se identifican mediante su espectro de masas
obteniendo la elucion sucesiva de los componentes individuales aislados cuando pasan al
espectrometro de masas. Cabe mencionar que no todos los compuestos fueron identificados debido
a que la base de datos no cuenta con todos los metabolitos secundarios que poseen las plantas, por
lo que se analizan con respecto a los patrones conocidos hasta el momento. Sin embargo, abre la
posibilidad de encontrar compuestos dentro de este extracto que no se hayan descrito anteriormente

al aislar cada uno de los metabolitos secundarios presentes dentro del mismo (Cuadro 6)

Las actividades biologicas de los compuestos encontrados, se reportan en el Cuadro 7.
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Comatograma del extracto por HPLC
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Figura 19. Cromatograma de J. adstringens en HPLC.
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Cuadro 5. Compuestos identificados mediante HPLC en el extracto etandlico de J. adstringens.

Tiempo de
Compuesto retencion % de UV Amax Tipo de Estructura quimica

(min) abundancia (nm) compuesto
1 24 32.98 280 Catequina
2 3.2 3.05 202, 278 Catequina
3 3.37 5.37 280 Catequina
4 3.87 4.72 280 Catequina

OH
OH
5 4.42 3.39 275 Catecol
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6 5.59
7 5.81
8 6.79
9 7.83
10 9.28
11 10.11

1.02

1.21

2.48

0.42

0.78

2,26

280

280

285, 305

275
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290
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Cromatograma del extracto por (CG-EM)
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Figura 20. Cromatograma de J. adstringens de una extraccion hexanica.
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Figura 21. Cromatograma de J. adstringens de una extraccion con cloroformo.
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Cuadro 6. Compuestos identificados mediante CG-EM en el extracto etanolico de J. adstringens.

Tiempo (%)
Compuesto de o Nombre Formula
.. Abundancia
retencion
Hexano
a-Terpineol
12 8.720 0.441
/Son
13 9.971 0.247 NI NI
O
Dietil suberato
14 12.190 0.346 \/OMO/\
@)
15 12.460 0.287 NI NI
16 12.992 1.999 NI NI
17 13.762 0.126 NI NI
Ester etilico del \/OWV\/\A/\/
18 13.813 0.197 . I
acido miristico Ie)
Ester metilico >
19 14.532 0.404 del 4cido 0
pentadecanoico OW
Ester metilico 0
20 14.763 1.266 del cido WNWV\
palmitico 0
0
) sola 0435 Acido palmitico YWW
0
Ester rfle.tﬂico \/OW/\/\/\/\/\/\/\/\
22 15.225 24.943 del acido
margarico ©
23 15.699 0.157 NI NI
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24

25

26

27

28

29

30

31

32
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15.744

15.918

15.956

16.091

16.334

16.367

16.501

17.303

17.752

0.255

0.451

0.442

0.340

11.488

9.182

3.147

0.732

5.454

Ester etilico del
acido palmitico

Ester metilico
del acido
linoléico

Ester metilico
del acido oleico

Ester metilico,
14-metil del
acido palmitico

Ester etilico del
4cido linoleico

Ester etilico del
4cido oleico

Ester etilico del
acido estearico

NI

Acido palmitico

\/OY\/\/\/\/\/\/\/\/

o]

NI

\AMAAA/\H/O\/
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33 18.836 1.352 NI NI
34 19.189 7.601 NI NI
35 19.440 1.023 NI NI
36 19.510 1.104 NI NI
37 20.889 0.285 NI NI
38 21.063 0.128 NI NI
39 21.127 0.281 NI NI
Cloroformo
40 7.259 0.082 NI NI
41 7.435 0.074 NI NI
42 8.740 0.319 NI NI
43 9.986 0.127 NI NI
44 10.018 0.196 NI NI
45 10.195 0.077 NI NI
46 12.104 0.134 NI NI
47 12.217 0.174 NI NI
48 13.008 0.483 NI NI
49 13.142 2.774 NI NI
50 13.821 0.297 NI NI
51 14.148 0.103 NI NI
52 14.345 2.203 NI NI
53 14.431 0.126 NI NI
54 14.458 0.099 NI NI
55 14.597 0.856 NI NI
56 14.768 0.291 NI NI
57 15.009 0.809 NI NI
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58

59

60

61

62

63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74

75
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15.078

15.223

15.458

16.373

16.405

16.549

16.659

16.988

17.571

17.651

17.662

17.886

18.073

18.180

18.277

18.427

18.517

18.887

5.531

5.129

0.071

3.018

2.742

0.737

0.092

0.090

0.997

6.224

4.670

0.210

0.827

0.074

0.087

0.068

0.161

3.237

0
Acido palmitico W

Ester etilico del
acido palmitico

NI

Monooleato
gliceril

Ester etilico del
acido palmitico

NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI

NI

0

Wov

NI

(0]

OH
_ O\/bOH
0}

/\/\/\7\/\/\/\)Lo/\

NI

NI

NI

NI

NI

NI

NI

NI

NI

NI

NI

NI

NI
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76 18.780 6.226 Fenol, 3-

pentadecil
77 19.052 2.627 NI NI
78 20.411 1.852 NI NI
79 20.529 3.445 NI NI
80 20.817 0.106 NI NI
81 21.277 1.167 NI NI
82 21.502 5.799 NI NI
83 21.769 0.081 NI NI
84 22.802 0.413 NI NI
85 22.973 0.675 NI NI
86 23.064 1.617 NI NI

NI: Compuestos no identificaos

Cuadro 7. Actividades bioldgicas reportadas para los compuestos identificados.

Compuestos Actividad biolégica

Actividad anti-bacteriana, anti-viral, anti-inflamatoria en la colitis, espasmolitica, anti-
Catequina ulcerosa, inhibe la lipoperoxidacion vasodilatadora, citotdxica, anti-cancerigena,

inhibitoria plaquetaria, anti-diabética, anti-alergica y neuroprotectora [34, 42, 43].
Catecol Presenta actividad anti-inflamatoria, anti-oxidante y anti-bacteriana [43, 44].

Presenta actividad anti-inflamatoria, anti-oxidante, anti-bacteriana, anti-parasitaria, anti-
) ) diabética, anti-aterogénica, anti-depresiva, hipolipemiante y, mejora la colitis inducida
Naringenina ) ) ) i
por DSS mediante la restauracion de la expresion de las proteinas de union estrecha

como la ocludina y la adhesion de la molécula —A y clavina. [43-45]
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) ) Presenta actividad anti-inflamatoria, anti-oxidante, anti-cancerigeno, anti-bacteriana,
Pinocembrina

anti-tumoral, anti-protozoaria, anti-artritis [44].

a-Terpineol Inhibe la contraccion del ileon y actividad anti-espasmoédica [46].

Dietil suberato NR
, ) ) Fue reportado en la fraccion de un extracto con capacidad anti-artralgia reumatica, para
Ester etilico del acido ) . )
) tratar la hemi-paralisis, las convulsiones y las fracturas [47]. Fue reportado como una
miristico

fraccion de un extracto con capacidad inmonumoduladora y anti-oxidante [48]

Ester metilico del

) ] NR
acido pentacadenoico

Reduce la deposicion de coldgeno, actividad anti-inflamatoria, anti-oxidante, regula los
efectos de las citocinas, en la endotoxemia inducida por lipopolisacaridos, reduce los

Ester metilico del niveles en plasma de TNFa y de IL-6 [49]. Dafia la viabilidad celular e incrementa la

acido palmitico apoptosis en las “neural stem cells (células neurales stem)”, regula la funcion de las

células progenitoras del endotelio; produce apopotosis en las células progenitoras del
endotelio por la via p38 y por las rutas JINK y MAPKS [50].
Reduce la deposicion de coldgeno, actividad anti-inflamatoria, anti-oxidante, regula los

efectos de las citocinas, en la endotoxemfa inducida por lipopolisacaridos, reduce los

Acido palmitico niveles en plasma de TNFa y de IL-6 [49]. Dafia la viabilidad celular e incrementa la
apoptosis en las “neural stem cells”, regular la funcion de las células progenitoras del
endotelio; produce apoptosis en las células progenitoras del endotelio por la via p38 y

por las rutas INK y MAPKS [50].

Acido heptacadenoico Actividad anti-leishmanica [51].

Ester etilico del 4cido

. NR
palmitico
i Inhibe la proliferacion de células cancerigenas de colon e induce la apoptosis y la
Ester metilico del
diferenciacion en células de cancer de colon como inhibidor de histona de sacetilasa
acido linoléico
[52].

Ester metilico del Inhibe la proliferacion de células cancerigenas de colon e induce la apoptosis y la

oleico acido diferenciacion en células de cancer de colon como inhibidor de histona de sacetilasa [52]
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Ester metilico, 14-
metil del 4cido

palmitico

Ester etilico del acido

linoleico

Ester etilico del 4cido

linoleico

Acido estearico

Ester etilico del acido

hexacadenoico

Acido palmitico

Monoleato gliceril

Fenol-3-pentadecil

NR

NR

NR

Actividad pro-inflamatoria, apoptdtica y, necrética en macrofagos J774 [53].

Fue reportado en la fraccion de un extracto con capacidad anti-artralgia reumatica, para
tratar la hemi-paralisis, las convulsiones y las fracturas [47]. Fue reportado como una
fraccion de un extracto con capacidad inmonumoduladora y anti-oxidante [48]
Reduce la deposicion de coldgeno, actividad anti-inflamatoria, anti-oxidante, regula los
efectos de las citocinas, en la endotoxemia inducida por lipopolisacaridos, reduce los
niveles en plasma de TNFa y de IL-6 [49]. Dafia la viabilidad celular e incrementa la
apoptosis en las “neural stem cells”, regular la funcion de las células progenitoras del
endotelio; produce apopotosis en las células progenitoras del endotelio por la via p38 y
por las rutas INK y MAPKS [50].

Es un aditivo alimentario y emulsionante, es un tenso activo no idénico promotor en la

absorcion de farmacos lip6filos, hidrofilos y macromoleculares [54].

NR

NR: Compuestos no reportados.
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DISCUSION

En la medicina tradicional la corteza de J. adstringens es utilizada para resolver afecciones
gastrointestinales, Ulceras géstricas y ciertas lesiones cutdneas. Sin embargo, el presente estudio es
uno de los pocos en el cual se reporta el efecto del Cuachalalate como una alternativa para el
tratamiento de la colitis ulcerosa, que es una enfermedad inflamatoria no especifica, que se
caracteriza por el desarrollo de una prolongada inflamacion del revestimiento epitelial del intestino
(sobre todo del colon), afectando principalmente la parte inferior izquierda del intestino llegando
a propagarse parcial o totalmente por el intestino grueso. Es considerada como una enfermedad de
creciente morbilidad, en la que se utilizan medicamentos anti-inflamatorios esteroideos e
inmunosupresores para controlarla, los cuales presentan multiples efectos secundarios como
diarrea, dolor abdominal, problemas renales, deterioro de la funcion hepatica, mayor

predisposicion al cancer, etc. [1, 28, 31].

Con referencia al rendimiento del extracto, los datos obtenidos fueron semejantes a lo reportado
por Jaury [28] los cuales mostraron un rendimiento del 39.41%, esto considerando que el solvente
mediante el que se obtuvo el extracto fue otro, ya que en el caso de Jaury se utilizdé metanol y en el
presente estudio se trabajo con etanol, sin embargo, al realizarse una extraccion exhaustiva y
considerando que se trata de solventes polares, nos aseguramos de extraer todos los compuestos

presentes en la corteza.

Se han hecho estudios in vivo en los que se han utilizado fracciones de extractos hexanicos de
Cuachalalate, a donde se reporta que a una concentracion de 100 mg/Kg en un modelo de edema
inducido por carragenina a las tres horas, alcanza el 100% de su actividad anti-inflamatoria [31].
Con este antecedente es que las concentraciones a probar en el presente estudio fueron de los 50 a
los 500 mg/Kg, debido a que en este caso se utilizo un extracto etandlico el cual contenia todos los
compuestos presentes en la corteza y por otro lado que es la forma en como se utiliza en la medicina
tradicional, a diferencia del extracto de Oviedo-Chéavez pues su extracto sélo contenia los
compuestos de baja polaridad, entre ellos los 4cidos masticadendicos, especificamente: 3-alfa-

hidroximasticadienonico y dacido 3-epi-oleandlico, los cuales han sido reportados como
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compuestos con capacidad anti-inflamatoria [30]. La dosis de 200 mg/Kg que se utilizo en este
estudio, se determin6 mediante los criterios de: la menor pérdida de peso y la menor reduccion en

la longitud de los intestinos de los grupos establecidos para dicho experimento.

Referente al porcentaje de sobrevida, como se muestra en la Figura 9, se observa que el grupo DSS
al dia 16 alcanza el 100% de mortalidad mientras que el grupo experimental solo llegd a presentar
un 20%, lo cual se relaciona directamente con el DAI (Figura 10) pues los animales del grupo DSS
al dia 8 comenzaron a aumentar drasticamente el DAI en cada uno de los valores medidos (pérdida
de peso, diarrea y sangrado), la pérdida de peso producida por la diarrea y la disminucién en la
longitud de los intestinos gruesos Figura 11 y 12, son resultados que coinciden con lo reportado
por Song [55] donde se utiliz6 un extracto etandlico de Phellinus linteus que es un hongo utilizado
en la medicina tradicional koreana y una solucion de DSS al 3.5% debido a que los compuestos
presentes en este extracto tales como p-hidroxibenzaldehido, acido elagico y acido cafeico, se
caracterizan por tener una buena capacidad anti-oxidante, anti-inflamatorios, anti-cancer, y
propiedades anti-alérgicas, mismas propiedades a las presentadas en los compuestos encontrados
en el extracto de J. adstringens. Xiao [56] trabajo con una dieta a base de ardndanos y una solucion
de DSS al 1%, mostrando semejanzas en los resultados durante la primer exposicion al DSS y

finalmente por Azuma [15] en donde se utilizo DSS al 2% y un tratamiento de Wy-14643.

Entre las alteraciones del sistema inmunoldgico se producen altos niveles de ROS, los cuales
pueden contribuir a la iniciacion o propagacion de la CU. Por esto es que los términos estrés
oxidativo, radicales libres, capacidad anti-oxidante, se han convertido recientemente, en un
lenguaje comln entre la comunidad cientifica ya que poseen una gran importancia en la clinica

actual [4, 57].

Las ROS son indispensables como mediadores en muchos procesos celulares bajo condiciones
fisiologicas adecuadas ya que su generacion es controlada por un gran nimero de sistemas anti-
oxidantes. Pero cuando estas moléculas se producen sin control, pueden causar multiples
afecciones en los organismos dafiando las proteinas, al DNA, lipidos y tejidos. La evidencia sugiere
que la inflamacién se asocia con una mayor produccion de ROS ya que los macrdéfagos y neutrofilos

que son las células presentes en los infiltrados inflamatorios se caracterizan entre otros aspectos
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por la produccion de estas moléculas, tal es el caso de la CU donde estas células son el sello
fisiopatologico de la enfermedad, tal como se observa en el grupo DSS (Figura 13), donde se
aprecia una gran cantidad de neutrofilos y macréfagos, asi como, la pérdida de la integridad total
de las crestas y la ausencia total de las criptas intestinales donde se encuentran las células
caliciformes, que son las encargadas de generar moco para la proteccion, la lubricacion y el
transporte en el revestimiento del colon ante la presencia de la microbiota, por lo que una
disminucion en el nimero de las criptas estd asociada directamente con el desarrollo de la CU
(Figura 14) [58, 59]. Se puede observar dafio en la integridad de las crestas y una disminucién en
la presencia de las criptas, sin embargo, el dafio observable del grupo DSS/Extracto causado por el
DSS es menor respecto al grupo DSS, debido posiblemente a los compuestos presentes en el
extracto de J. adstringens ya que estos resultados coinciden con lo que reporta Kaur [59] donde se
indujo colitis con DSS al 2% y se reporta que en los grupos con un menor numero de células

caliciformes hay mayor dafio respecto al DAI, mayor pérdida de peso y de arquitectura histoldgica.

Por lo antes mencionado se determino la capacidad anti-oxidante del extracto, encontrando una
concentracion de 36.040 pg/mL en el extracto de J. adstringens, mientras que la Quercetina
presenta un valor de 4 pg/mL, sin embargo, hay que mencionar que en el caso de la Quercetina se
trata de un compuesto puro y que a pesar de esto, segun lo reportado por Al-Fatimi el extracto de
J. adstringens posee una buena capacidad anti-oxidante pues éste menciona que aquellos extractos
con capacidad anti-oxidante menor a 96.6 pg/mL, poseen una buena capacidad [60]. Ballester [25]
y Somani [43] reportan que dentro de los metabolitos secundarios la familia de los fenoles poseen
capacidad anti-oxidante, por ello es que en el presente estudio se determind la concentracion de
fenoles totales, encontrando que en el extracto etanolico de J. adstringens posee una concentracion

del 276 mgeAC.

Especificamente los flavonoides, son los compuestos a los que se les atribuyen una amplia gama
de actividades farmacologicas, incluyendo anti-oxidante, anti-inflamatorio, anti-cancerigena,
cardioprotectora, neuroprotectora, antialérgico y antidiabético. Destacando su capacidad anti-
oxidante debido a que retiran oxigeno reactivo, especialmente en forma de aniones O>", radicales
OH, perodxidos lipidicos o hidroperdxidos (ROO). De esta manera, bloquean la accion toxica de
dichas sustancias sobre las células [43, 61]. Debido a esto es que se determiné la concentracion de
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flavonoides, encontrando un valor de 10.37 mgeQ/g. Ademas, aumentan la concentracion de SOD
la cual es una enzima encargada de transformar las ROS en una especie de menor toxicidad, tal es
el caso del Oz- y perdxido de hidrogeno (H202) que posteriormente son transformados en agua por
otras enzimas [43, 61] tal como se observa en la Figura 16 donde la concentracion de SOD presenta
una diferencia significativa con el grupo control. Estos resultados son semejantes a lo reportado
por Kanodia [62] donde indujeron la EIl con un modelo de acido acético utilizando como
tratamiento 500 mg/Kg de extracto etanolico de Fragaria vesca en el que se ha reportado la
Catequina y la Naringenina, metabolitos también presentes en el extracto de J. adstringens [63].
Aunado a esto, tenemos entre los compuestos identificados al Catecol, que ha sido reportado como
un compuesto que mejora la inhibicion de la peroxidacion lipidica evitando en parte la formacion
de ROS y aumentando la concentracion de SOD aminorando con esto la inflamacion de la mucosa
al inhibir la produccién de TNF-a, sello caracteristico de la colitis ulcerosa [43, 44, 62].

La GPx es una enzima que se activa en conjunto con la SOD, la cual requiere de un tripéptido de
bajo peso molecular, llamado glutation reducido (GSH) para reducir el peroxido de hidrogeno
(H202) a agua y a O al igual que la SOD se encontr6 una diferencia significativa entre los
tratamientos (Figura 17), de igual manera se ha reportado que esta es la enzima del sistema de
defensa anti-oxidante més importante en este sitio, inhibiendo la actividad de la CAT (Figura 18),
razon por la cual probablemente no se encontrd una diferencia significativa entre grupo DSS y el
grupo DSS/Extracto [61, 64].

Sumado a todo lo anterior, muchos de los compuestos encontrados en el extracto, tales como;
Catequina, Catecol, Naringenina, Pinocembrina, Ester etilico del acido miristico, Ester metilico del
4cido palmitico, Acido palmitico, Ester etilico del acido hexacadenoico y el Acido palmitico
(Cuadro 7) han sido reportados como compuestos con actividad anti-oxidante, ya que estos tienen
la capacidad de donar un electron y estabilizar las moléculas reactivas. Con capacidad anti-
inflamatoria destaca la Naringenina la cual ha demostrado tener capacidad anti-inflamatoria en un
modelo de DSS [45]. El 4cido oleico éster metilico se ha reportado como inhibidor de la
proliferacion las células cancerosas del colon. En su conjunto estos compuestos también han sido
reportados por tener una buena capacidad anti-microbiana, lo cual es muy importante debido a que
cuando las bacterias alcanzan la superficie del epitelio, el sistema inmune se activa y el proceso
inflamatorio también [2, 28, 42-45, 50, 65]. Entre las bacterias que destacan como agentes
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infecciosos en el 22% de los pacientes de la EIl se encuentran: Eubacterium aerofaciens,
Enterococcus faecalis, Eubacterium rectale, Faecalibacterium prausnitzii, Clostridium leptum,
Clostridium coccoides, Clostridium septicum, Bacteroides fragilis, Bacteroides prevotella,

Fusobacterium nucleatum y Escherichia coli [2, 65].

La CU es una enfermedad crénica que puede condicionar a los pacientes a tomar medicamentos
durante toda su vida para prevenir recaidas, reducir el riesgo de cancer colorrectal y mejorar su
calidad de vida. El uso de remedios a base de plantas medicinales son capaces de tratar una amplia
gama de trastornos gastrointestinales tanto agudos como crénicos, incluyendo la CU. Sin embargo,
no basta con los estudios etnobotanicos que tengan como meta rescatar el conocimiento tradicional,
al mismo tiempo, se necesitan estudios que avalen cientificamente las terapias alternativas mas
utilizadas. De esta manera, estos medicamentos a base de productos naturales a menudo han sido
probados en su contexto tradicional y también se ha encontrado que pueden utiles en nuevas
aplicaciones y en diferentes padecimientos, abriendo de este modo nuevas vias para el tratamiento
de enfermedades. Los resultados presentados aqui pueden, por lo tanto, proporcionar una base
cientifica para el uso de fitopreparados de J. adstringens contra la CU y otros padecimientos

inflamatorios.
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CONCLUSIONES

El extracto etandlico de Juliania adstringens:
a) Aumenta la sobrevida y reduce los sintomas de los ratones con colitis ulcerosa.

b) Aminora el dafio a nivel intestinal tanto en longitud del intestino, como en la integridad

de las crestas y criptas.

c) Tiene actividad anti-oxidante y regula la actividad de las enzimas encargadas de

contrarrestar las ROS.

d) Algunos de los principales compuestos presentes en el extracto son; Catecol, Catequina,
Naringenina y Pinocembrina, Acido palmitico, Ester metilico del acido palmitico, Acido

palmitico, Ester metilico del acido oleico, Acido estearico y Monoleato gliceril.
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APENDICE 1
Juliania adstringens Schitdl

Clasificacion taxonomica

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Burserales

Familia: Julianiaceae

Figura 22. Corteza de Juliania

Género: Juliania
adstringens Schltdl

Especie: Juliania adstringens Schltdl

Sinonimos

Amphipterygium adstringens Standl, Hypopterygium adstringens Schltdl [66].

Nombre comiin
Cuachalalate, cuachalala, matixeran, pacueco, palo santo, cuachinala volador, maceran y

cuachinala [18, 66].

Descripcion
Juliania adstringens Schltdl es un arbol dioico de 10 m con hojas dispuestas en espiral aglomeradas

en las puntas de color verde opaco en el haz y verde grisdceo en el envés. Las flores se pueden
observar solitarias o en ramilletes. Los frutos son nueces abultadas que estan en ramas de color
verde palido. Su corteza externa es de color grisdceo con grandes escamas mientras que la corteza

interna presenta un color rosado [66].
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Distribucion

La especie habita en climas calidos, semicélidos y templados desde los 100 hasta los 3000 m.s.n.m.
Es una especie de origen mexicano comin en el bosque tropical caducifolio que se encuentra
restringida a la vertiente del Pacifico desde Nayarit, sureste de Zacatecas y noreste de Jalisco hasta
el Estado de México, Distrito Federal, Michoacan, Oaxaca, Guanajuato, Guerrero, y Puebla [30,

66].

Figura 23. Juliania adstringens Schltdl; hojas; arbol y corteza seca.
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APENDICE 2

Contenido de Fenoles Totales (CFT)
(Método modificado de Singleton ef al., 1999 [69])

La concentracion de fenoles totales (CFT) se midio6 por espectrofotometria con base a una reaccion
colorimétrica de 6xido-reduccion, para ello el agente oxidante que se utilizo es el reactivo de Folin-
Ciocalteu. El reactivo consiste en una mezcla de fosfomolibdato y fosfotungstato (coloracion
amarilla), en el cual el molibdeno y el tungsteno se encuentran en estado de oxidacion 6. La
reduccién con ciertos agentes reductores genera la formacion de molibdeno y tugsteno con un

promedio de estado de oxidacion entre 5" y 6, formando una solucion azul.

Se prepar6 una curva de calibracion con acido galico, el cual es una pequeiia molécula que por su
estabilidad y su estructura fendlica, presenta un grupo benceno unido a un grupo -OH. Esto, se

utiliaza para evaluar la cuantificacion de fenoles totales.

Se utilizé una solucion estandar de acido galico de 0.2 mg/mL. A partir de esta solucioén se toman
las alicuotas correspondientes para obtener las concentraciones seriadas de acido galico (0.00625,
0.0125, 0.025, 0.05, 0.1 y 0.2 mg/mL), a cada una se le agrega el volumen correspondiente de agua

destilada para obtener las concentraciones mencionadas a un volumen final de 1 mL. (Tabla 3).

Para el analisis de fenoles totales del extracto, se prepar6 una solucion estandar (0.2 mg/mL), se
tomo una alicuota de 250 pL de esta y se agregaron 750 pL de agua destilada, para obtener un

volumen final de 1 mL a una concentracion de 0.05 mg/mL.

Se tomd 1 mL de cada una de las concentraciones (4cido gélico y extracto) y se transfirieron a un
tubo de ensayo con 6mL de agua destilada a continuacion se adicionaron 500 pL de reactivo Folin-
Ciucalteu. Después de cinco minutos se anadieron 1.5 mL de una solucion de Na,COs (200 g/L) y

agua hasta completar un volumen de 10mL.

Después de dos horas de reaccion a temperatura ambiente se determiné la absorbancia a 760nm.

Cada concentracion se determina por triplicado.
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Finalmente se grafico la concentracidon contra la absorbancia para obtener la curva patron de acido
galico, se realizd un andlisis de regresion lineal y se interpolaron la absorbancia de la muestra a

evaluar. Los resultados se expresan como equivalentes de acido galico o bien en porcentaje.

Curva patron

Tubo B (blanco) [Acido galico] mg/ pL patron pL agua destilada mL Agua destilada
mL
1 0.00625 31.25 (1) 968.75 (968.5) 7
2 0.0125 62.5 937.5 7
3 0.025 125 875 7
4 0.05 250 750 7
5 0.1 500 500 7
6 0.2 1000 0 7
P (problema) - 250 750 7

Tabla 3. Curva patron para determinar la concentracion de fenoles totales.

APENDICE 3

Concentracion de Flavonoides
Se pesaron 2 mg de Quercetina y se disolvieron en 2 mL de MeOH grado HPLC (stock). De esta

solucion se tomaron las alicuotas para la preparacion de la curva patrén de Quercetina como se

muestra en el (Tabla 4).

Se peso 1 mg de extracto etanolico de J. adstringens y se disolverd en 5 mL de MeOH grado HPLC

(problema). De esta solucion problema se tom6 1 mL (se realizo por triplicado).

A todas las soluciones de la curva de calibracion y a la muestra problema se le agregaron 1 mL de
AlClz al 2%. Se cargaron 200 puL de las soluciones preparadas a partir del stock y del problema en
una placa de 96 pozos para ELISA, por triplicado. Después de 10 minutos de reacciéon en reposo a
temperatura ambiente se determind la absorbancia a 415 nm. Como blanco se utiliz6 una mezcla

de 3 mL de stock y 3 mL de MeOH grado HPLC.
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Tabla 4. Concentraciones utilizadas para la curva de Quercetina.

[ppm] pL stock pL stock pL MeOH
1 1 999
2 2 998
3 3 997
4 4 996
5 5 995
6 6 994
7 7 993
8 8 992
9 9 991
10 10 990
20 20 980
30 30 970
40 40 960
50 50 950
60 60 940
70 70 930
80 80 920
90 90 910

100 100 900
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APENDICE 4

Actividad anti-oxidante
(Murillo, 2006 [68]).

La actividad anti-oxidante se evalué midiendo el grado de decoloracion (desvanecimiento del color
violeta intenso a amarillo claro), de una solucién metanolica de 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH)
por la adicion del compuesto activo a diferentes concentraciones (1-100 ppm), por medio de
espectrometria UV-VIS. En una placa de ELISA se adicionaron 50 pL de la solucion problema a
diferentes concentraciones (1-100ppm) por triplicado, posteriormente a cada pozo con las
concentraciones senaladas, se adicionaron 150 pL de una soluciéon metanodlica de DPPH cuya
concentracion final fue de 100 g/mL; inmediatamente se protege de la luz y se mantuvo en agitacion
constante durante 30 min a 37°C. Una vez transcurrido el tiempo se determin6 la absorbancia a
540 nm en un lector de ELISA SLT Spetra; el control negativo fue aplicando 200 pL de metanol
en los pozos y como control positivo se huso Quercetina a las mismas condiciones que el

compuesto problema.
Interpretacion de Resultados

Los resultados fueron reportados obteniendo el porcentaje de reduccion y se calcularan con la

siguiente formula:
% de reduccion= (C-E/C)*100

En donde:
C= Absorbancia del control (DPPH con metanol)
E= Absorbancia del experimental

(Mezcla DPPH + compuesto problema).
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APENDICE 5

Glutation peroxidasa
La glutation peroxidasa (GPx) cataliza la reduccion de hidroperoxidos, incluyendo peroxido de

hidrégeno, por el glutation reducido y las funciones para proteger a la célula del dafio oxidativo. Con
la excepcion de fosfolipido hidroperéxido de GPx, un mondémero, todas las enzimas GPx son
tetrameros de cuatro subunidades idénticas. Cada subunidad contiene una selenocisteina en el sitio
activo que participa directamente en la reduccion de dos electrones del sustrato de peroxido. La enzima
utiliza glutation como el donador de electrones final para regenerar la forma reducida de la

selenocisteina.

El ensayo de GPx de Cayman mide la actividad de GPx indirectamente por una reaccion acoplada con
la glutation reductasa (GR). El Glutation oxidado (GSSG), producido por reduccion de hidroperdxido
de GPx, se recicla a su estado reducido por GR y NADPH: La oxidacion de NADPH a NADP" se
acompafia de una disminucion en la absorbancia a 340 nm. En condiciones en que la actividad GPx es
limitante de la velocidad, la tasa de disminucion de la Asso es directamente proporcional a la actividad
de GPx en la muestra. El kit de GPx de Cayman se puede utilizar para medir todas las glutation
peroxidasas dependientes en plasma, eritrocitos lisados, tejidos homogeneizados y lisados celulares
(Figura 25).

GPx
R-O-O-H + 2GSH » R-O-H + GSSG + H,0

GR
GSSG + NADPH + H* » 2GSH + NADP*

Figura 24. Actividad de Glutation Peroxidasa.
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Superoxido Dismutasa
Las Superoxido dismutasas (SODs) son metaloenzimas que catalizan la dismutacion del anion

superoxido en oxigeno molecular y peroxido de hidrégeno y por lo tanto forman una parte crucial del
mecanismo de defensa antioxidante celular.

Tres tipos de SOD se han caracterizado de acuerdo con su contenido de metales: cobre/zinc (Cu/Zn),
manganeso (Mn) y el hierro (Fe). SOD se encuentra ampliamente distribuida en las plantas y los
animales. Se presenta en altas concentraciones en el cerebro, el higado, el corazon, los eritrocitos, y el
rifion. En los seres humanos, hay tres formas de SOD: Cu/Zn-SOD citosélica, MnSOD mitocondrial y
SOD extracelular. SOD extracelular se encuentra en los espacios intersticiales de los tejidos y también
en los fluidos extracelulares, lo que representa la mayoria de la actividad de SOD en el plasma, linfa y
el liquido sinovial.

La cantidad de SOD presente en entornos celulares y extracelulares es crucial para la prevencion de
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo. Las mutaciones en SOD se pueden considerar en
aproximadamente el 20% de los casos familiares de esclerosis lateral amiotréfica (ELA). SOD también
parece ser importante en la prevencion de otros desordenes neurodegenerativos como en las
enfermedades de Alzheimer, Parkinson y Huntington. La reacciéon catalizada por SOD es
extremadamente rdpida, que tiene una constante de velocidad de 2x10° Msec™! y la presencia de
cantidades suficientes de la enzima en células y tejidos normalmente mantiene la concentracion de
superoxido (O27) muy bajo. Sin embargo, en una reaccion competitiva, el 6xido nitrico (NO) reacciona
con el 02" con una constante de velocidad de 6.7x10° M 'sec”! para formar el oxidante potente y agente
de nitracion, peroxinitrito. En condiciones en que la actividad SOD es baja o ausente (mutacion SOD)
o que favorecen la sintesis de concentraciones pM de NO (isquemia/reperfusion, la regulacion positiva
de iNOS, etc.), NO compite fuera de SOD para superdxido, lo que resulta en la formacion de
peroxinitrito. La presencia de nitrotirosina como una "huella" de peroxinitrito, y por lo tanto la co-
existencia previa de tanto Oz y NO, se ha observado en una variedad de condiciones médicas,

incluyendo la aterosclerosis, sepsis y ALS.

El Kit de Superoxido Dismutasa de Cayman utiliza una sal de tetrazolio para la deteccion de los

radicales superdxido generados por la Xantina oxidasa y la hipoxantina (Figura 26). Una unidad de
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SOD se define como la cantidad de enzima necesaria para exhibir el 50% de dismutacion del radical

superoxido. El ensayo de SOD mide los tres tipos de SOD (Cu/Zn, Mn y FeSOD).

Xantina + O, \ / 20, Colorante de formazan

Xantina oxidasa

AN

H,0, Acido drico Sal de tetrazolio

sSOD

0, + HO,;

Figura 25. Esquema del ensayo de Superdxido dismutasa.

Catalasa
La catalasa es una enzima antioxidante ubicua que esta presente en la mayoria de las células aerdbicas.

La catalasa (CAT) esta implicada en la detoxificacion del peroxido de hidrogeno (H20:), una especie
reactiva de oxigeno (ROS), que es un producto toxico tanto del metabolismo aerdbico normal y la
produccion de ROS patogena. Esta enzima cataliza la conversion de dos moléculas de H>O» al oxigeno
molecular y dos moléculas de agua (actividad catalitica). CAT también demuestra la actividad
peroxidativa, en la que los alcoholes de bajo peso molecular pueden servir como donadores de
electrones. Mientras alcoholes alifaticos sirven como sustratos especificos para CAT, otras enzimas

con actividad peroxidativa no utilizan estos sustratos (Figura 27).

Catalasa
Actividad catalitica  2H,0, - 0, + 2H,0

Catalasa
Actividad peroxidativa H,0, + AH, -> A + 2H,0

Figura 26. Actividad de la Catalasa.
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En los seres humanos, los mas altos niveles de CAT se encuentran en el higado, los rifiones y los

eritrocitos, donde se cree que representan la mayoria de la descomposicion de H>O».

El ensayo “Kit de catalasa” de Cayman utiliza la funcion peroxidativa de CAT para la determinacion
de la actividad enzimatica. El método se basa en la reaccion de la enzima con metanol en presencia de
una concentracion optima de H»O,. El formaldehido producido se mide colorimétricamente con 4-
amino-3-hidrazino-5-mercapto-1,2,4-triazol ~ (Purpald) como cromégeno. Purpald forma
especificamente un heterociclo biciclico con aldehidos, que en los cambios de oxidacion de incoloro a
un color purpura. El ensayo se puede usar para medir la actividad CAT en el plasma, suero, lisados de

eritrocitos, homogeneizados de tejido, y los lisados celulares.
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