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“No nos hacemos sabios por recordar nuestro pasado, sino

por tomar responsabilidad de nuestro futuro”

- George Bernard Shaw -

“... La ciencia y la religion son dos lenguas que cuentan una
misma historias...”

- Anonimo -
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Resumen

Desde la antigledad las plantas han sido fuente de innumerables recursos para el
hombre, desde material de construccion hasta alimento y medicamentos; es por
esto que muchas especies vegetales fueron valiosos recursos para la medicina

tradicional de todas las culturas y hoy en dia siguen siendo utilizadas.

Muchas plantas pertenecientes a la familia Euphorbiaceae han sido estudiadas,
pues se les atribuyen multiples efectos curativos, entre ellos actividad analgésica,
antifungica, antibacteriana y antiinflamatoria. Por lo cual en el presente trabajo se
llevaron a cabo diversas pruebas para evaluar las propiedades del latex de J.
neopauciflora, planta que es reportada con uso etnomedicinal en el Valle de
Tehuacan-Cuicatlan,  principalmente por su actividad antiinflamatoria,
antibacteriana y antifungica. Se realiz6 el analisis de la capacidad antiinflamatoria
por el método de edema plantar inducido por carragenina en rata, se realizo la
cuantificacion de fenoles totales y flavonoides, se determindé la capacidad
antioxidante, asi como el contenido de proteinas, carbohidratos totales y
carbohidratos reductores, también se determindé la toxicidad general y se realizé la
identificacion de compuestos mediante HPLC, se determind la presencia de

saponinas, alcaloides y se observo de forma cualitativa la actividad antibacteriana.

El latex de J. neopauciflora presentd un efecto antiinflamatorio en los cuatro
tratamientos empleados, tres concentraciones administradas via oral (250, 500 y
750 mg/kg de Peso Corporal (PC)) y una tépica (100%), observando una relacién
dosis-dependiente en la administracién por via oral, siendo la concentracion de
750 mg/kg de PC la concentracion mas efectiva. En la cuantificacion de fenoles
totales el contenido en el latex fue de 11.5 mg EqAG/mL, lo que representa el
1.15% del latex. En cuanto al contenido de flavonoides se encontrdé un total de
1.55 mg EqQ/mL, que representan el 0.15% del latex. La capacidad antioxidante
media (CAsp) mostrada en el ensayo de reduccién de DPPH fue de 111.92 ug/mL,
el contenido de proteinas fue de 10.71 mg/mL y en la cuantificaciéon de
carbohidratos se encontraron 8.56 mg/ml y 6.5 mg/mL para carbohidratos totales y

carbohidratos reductores respectivamente, mientras que la concentracion letal

0.SJ.M 1
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media (CLsp) fue de 608.82 pg/mL, clasificando el latex como ligeramente toxico
segun el CYTED, en los resultados de la cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) los principales compuestos identificados fueron catequina, glucosa e
inulina, se encontraron saponinas y alcaloides y actividad antibacteriana sobre

bacterias Gram negativas y Gram positivas.

Con los resultados presentados este trabajo quedan demostradas las propiedades
medicinales del latex de J. neopauciflora, en especial su capacidad
antiinflamatoria y antioxidante, asi como su actividad antibacteriana. Lo cual

justifica de manera cientifica su uso dentro de la medicina tradicional.

OSJM 2
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Introduccion

Desde la antiguedad las plantas han sido recursos importantes para el hombre en
diversos aspectos, pues no soélo las ha empleado como alimento, sino que en cada
etapa de la historia les ha dado un uso diferente y mas sofisticado, asi en la
prehistoria aparecio la paja de las chozas y a partir de entonces muchos otros
usos les han sido encontrados, desde la utilizacion de fibras vegetales para la
elaboracion de cuerdas y tela, hasta el uso de pigmentos como pinturas naturales,
aunado a una gran cantidad de plantas con actividades medicinales es como los
vegetales se convirtieron en fuente de comida, ropa, cobijo, materiales de
construccion y medicamentos, recursos utiles para el desarrollo de la humanidad
(Bequette, 1997).

Debido al potencial medicinal que las plantas poseen, su utilizacion para curar y
tratar numerosas enfermedades ha sido una costumbre de la humanidad que se
remonta a miles de afios, incluso desde antes de la aparicion de las grandes
civilizaciones, dicha costumbre surgié a partir del conocimiento que nuestros
ancestros acumularon a través de la observacion e imitacion de distintas
conductas animales, asi como la ingesta accidental o voluntaria de algunas
especies vegetales (Cruz, 2007). Médica e histéricamente las plantas medicinales
tienen una gran importancia, pues durante mucho tiempo los remedios naturales
fueron el principal y en ocasiones el Unico recurso con el que las comunidades
contaban para tratar las enfermedades, es de este modo que todas las culturas en

el mundo las han usado como base de su propia medicina (Quesada, 2008).

La medicina tradicional representa el conocimiento ancestral que las comunidades
poseen sobre la naturaleza y que surgié por los descubrimientos de algunos
individuos a partir de experiencias propias, por medio de la experimentacién y
repeticion de sus principios y que son transmitidos generacion tras generacion,
dentro de estos conocimientos encontramos el uso de las plantas medicinales

para el cuidado de la salud (Fagetti, 2004).

OSJM 3
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Desde hace algunos afnos para la ciencia, la investigacion de plantas medicinales
ya no es vista como un folklore, sino, como una actividad relevante, ya que las
plantas medicinales son una alternativa viable en el desarrollo de nuevas técnicas
terapéuticas, en la obtencion de nuevas moléculas bioactivas que se manifiesten

con diferentes mecanismos de accion (Ramirez, 2012).

Cientificamente se ha demostrado que las plantas medicinales pueden presentar
una gran variedad de compuestos y efectos farmacoldgicos, entre los que se
incluyen efectos vasodilatadores, antimicrobianos, anticonvulsivos, sedantes,
antipiréticos, antiinflamatorios, etc. Aproximadamente el 40% de los medicamentos
actuales derivan de plantas medicinales y otros productos naturales empleados

tradicionalmente en el cuidado de la salud (Dimayuga, 2010).

Para que un ser vivo se mantenga saludable, resulta indispensable tener la
capacidad de librarse de restos necréticos o lesionados, organismos patdgenos e
invasores extrafios como pueden ser los microbios. La respuesta de un organismo
enfocada a conseguir tales objetivos consiste en una reaccion inflamatoria
(Robbins et al., 2010), la cual favorece acciones como la fagocitosis de un agente
patdgeno o atrapamiento y digestidn posterior de sustancias irritantes por parte de
células especializadas, aunque todos los seres vivos llevan a cabo estas
funciones, la diferencia con el proceso inflamatorio que realizan los seres
superiores es la reaccion de los vasos sanguineos que da lugar a la acumulacion
de liquido y leucocitos en los tejidos extracelulares que a medida que avanza el
proceso de inflamacién, se hacen presentes los signos clinicos que la

caracterizan: rubor, calor, tumor y dolor (Garcia, 2008).

La inflamacion es un proceso tisular constituido por una serie de fendmenos
moleculares, celulares y vasculares de finalidad defensiva frente a agresiones
fisicas, quimicas o biolégicas, que puede dividirse en aguda o cronica en funcion
de su duracién. Al igual que el dolor, esta condicién conduce a la pérdida de
funcionalidad de la parte afectada (Robbins et al., 1990). Este fendmeno se
caracteriza por cambios de flujo y calibre vascular, cambios de la permeabilidad

vascular y exudacion leucocitaria. Inicialmente, la reaccion inflamatoria esta

0.SJ.M 4



Evaluacién de algunas propiedades medicinales de Jatropha neopauciflora

medida por la histamina y posteriormente por una gran variedad de mediadores
quimicos que son activados en fases consecutivas (Robbins et al., 1990 y
Bendtzen et al., 1998).

La inflamacion aguda es una respuesta rapida del anfitrién, que sirve para hacer
llegar leucocitos y proteinas plasmaticas como los anticuerpos, al foco de infeccién
o lesidn tisular, tras haber ocurrido un estimulo nocivo en un tejido (Robbins et al.,
2010). El proceso de inflamacién inicia con la dilatacion de los capilares y
arteriolas locales, provocada por mediadores quimicos como histamina,
prostaglandinas (PGE2, PGI2 PGE1) y el factor activador de plaquetas,
producidos por las células del tejido circundante, lo que causa un exceso de flujo
sanguineo local, asi el paso de proteinas aumenta la presion oncética y la salida
de agua, lo que clinicamente provoca el edema que se localiza en el area de la

lesion (Lallman et al., 1992).

Aunque la inflamacion es una respuesta de caracter protector y esta relacionada
con el proceso de reparacion, ésta puede llegar a ser perjudicial, pues las
reacciones inflamatorias constituyen el mecanismo patéogeno basico de las
reacciones de hipersensibilidad potencialmente mortales, asi mismo son parte de
algunas enfermedades crénicas muy frecuentes en la actualidad, como artritis

reumatoide, aterosclerosis y fibrosis pulmonar (Collins, 2001).

A partir de la década de 1960, muchos antiinflamatorios no esteroideos (AINES)
se introdujeron en la practica clinica y se encuentran entre los medicamentos mas
prescriptos en todo el mundo, se utilizan principalmente en el tratamiento de la
inflamacion,  dolor, osteoartritis, artritis reumatoides 'y  problemas
musculoesqueléticos. Esta clase heterogénea de farmacos incluye varios agentes
inhibidores de la ciclooxigenasa (COX) (Howard, 2004), que presenta dos
isoformas denominadas COX-1 y COX-2. La COX-1 se expresa de forma
constitutiva en la mayor parte de los tejidos y es esencial para el mantenimiento
del estado fisiolégico normal de estos, mientras que la COX-2 es inducida en la
inflamacion (Vane y Botting, 1998). Los AINES no selectivos de la COX inhiben la

produccion de prostaglandinas en la mucosa gastrointestinal, pudiendo causar
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gastroduodenitis, Ulcera gastrica y sangrado digestivo (Fitzgerald y Patrono,
2001).

Los AINES, tradicionales o convencionales presentan efectos inhibitorios variados
con relaciéon a la COX-1 y COX-2 por ejemplo, la aspirina es aproximadamente
166 veces mas potente como inhibidor de la COX-1 en relacion a la COX-2. Otros
AINES no selectivos, como naproxeno, ibuprofeno y piroxicam, ocasionan
inhibicion variable de la COX-1 y COX-2 y provocan inhibicion plaquetaria
reversible (Fitzgerald y Austin, 2001).

Por estas causas muchas plantas han sido estudiadas con el fin de tratar de aliviar
las molestias causadas por los padecimientos inflamatorios. En México por
ejemplo son empleadas infusiones hechas con las hojas y la corteza del capulin
(Cerasus capuli Kunth), raiz de tejocote (Craetaegus mexicana Moc.) y flores de
malva (Malva sylvestris L.) para disminuir el malestar (Tumalan, 2014), pero
existen otras plantas de las cuales se sabe poseen actividad antiinflamatoria, tal
es el caso de la linaza (Linus usisatissimum L.) cuyas hojas son utilizadas sobre la

parte inflamada asi como varias especies de sabila (Aloe sp.) (Samano, 1995).

Desde la antigledad, se les ha atribuido efectos curativos a muchas especies de
la familia Euphorbiaceae, por ejemplo, en la India el latex de Euphorbia hirta L. es
utilizado directamente para curar heridas y resequedad en los labios, asi como el
tallo de Euphorbia tirucalli L. preparado en té para el tratamiento de enfermedades
de la piel (Muthu et al., 2006). En la regién del Amazonas el té de Croton cajucara
Benth. es empleado en el tratamiento de diabetes, diarrea, malaria, fiebre, dolores
abdominales, inflamaciones hepaticas y renales y es utilizado para controlar los
niveles altos de colesterol en sangre. Las especies de la familia Euphorbiaceae
han sido también ampliamente utilizadas en diferentes tipos de cancer, como es el
caso de la Euphorbia peplus, la cual es empleada en el tratamiento de cancer de

estdmago, higado y utero (Llanes, 2009).

La familia Euphorbiaceae es una de las familias de Angiospermas con mayor

numero de especies en el mundo. Las plantas que pertenecen a esta familia se

OSJM 6
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caracterizan por presentar en todos sus 6rganos tubos lacticiferos por donde
recorre abundante latex, generalmente de un color blanco o amarillento. Estas
plantas crecen en regiones tropicales y cuentan con cerca de 8000 especies
agrupadas en 317 géneros en el mundo (Llanes, 2009), para México se calcula

que existen 782 especies agrupadas en 43 géneros (Steinmann, 2002).

El género Jatropha perteneciente a esta familia, cuenta con mas de 70 especies,
que se destacan por su dureza, rapido crecimiento y facil propagacién. A nivel
biolégico el género se utiliza ampliamente en el control de plagas por sus
propiedades como insecticida y fungicida. En diferentes especies del
género Jatropha se han evidenciado usos medicinales, en especial en el
tratamiento de infecciones de la piel, enfermedades de transmision sexual, ictericia
y fiebre, en algunas especies se han identificado metabolitos como apigenina,
vitexina e isovitexina, que pueden ser utilizados contra la malaria, el reumatismo y
los dolores musculares. Algunos latex se utilizan como desinfectante en las
infecciones bucales y se ha establecido que presentan compuestos con
propiedades anticancerigenas como jatrophina, jatrofano, y curcaina. Se ha
observado actividad antimicrobiana de Jatropha curcas frente a Staphylococcus

aureus 'y Escherichia coli (Pabon y Hernandez, 2012).
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Antecedentes

Muchas plantas de la familia Euphorbiaceae han sido estudiadas a causa de las
propiedades medicinales que presentan, e incluso en diversas partes del mundo
son usadas para el alivio de algunos padecimientos, tal es el caso de Securinega
virosa Roxb.& Willd, de la cual el extracto metandlico de hojas mostré actividad
antiinflamatoria moderada utilizando el modelo de edema plantar inducido por

carragenina (Yerima et al., 2009).

Otros géneros que también muestran propiedades medicinales son Euphorbia y
Jatropha, como E. heterophilla L. (Falodun et al., 2006) planta de la cual se realiz6
un estudio a partir de los extractos metandlico y acuoso de las hojas,
encontrandose que el extracto acuoso presentdé una mayor actividad

antiinflamatoria a concentraciones de 100 y 150 mg/Kg de peso corporal (PC).

También se ha probado la actividad antiinflamatoria del extracto hexanico de
Euphorbia hirta, comparandolo con sus tres constituyentes triterpénicos principales
(b-amirina, 24-metilencicloartenol y 3-sitosterol), combinados de diferentes formas,
encontrando que los triterpenos aislados asi como el extracto mostraron actividad
antiinflamatoria significativa con efectividad dosis-dependiente (Martinez et
al.,1999).

Lorente (2006) realizé un estudio en ratas Wistar y ratones Swiss en el cual se
puso a prueba la actividad antidiarreica y antiinflamatoria de Euphorbia hirta, de la
cual se extrajo quercitina, flavonoide al que se le atribuye entre otras la actividad
antiinflamatoria y de la cual se observd una reduccion significativa del proceso

inflamatorio a una concentracion de 1 mg/Kg de PC.

Jeong et al. (2014), realizaron un estudio con el extracto etandlico de Euphorbia
hirta, encontrando capacidad antioxidante media (CAsp) de 0.225 mg/mL y
actividad antiinflamatoria dosis-dependiente en macréfagos de raton, también se
evalud su efecto citotoxico, los resultados obtenidos demostraron que hasta 200

mg/mL E. hirta no fue toxica para las células RAW 264.7.
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Majid et al. (2015), estudiaron la composicion fitoquimica y la capacidad
antioxidante, antiinflamatoria y analgésica de diferentes extractos de las partes
aeéreas de Euphorbia dracunculoides Boiss, la mejor actividad antioxidante se
presentd en el extracto etandlico mientras que la mejor actividad antiinflamatoria

se observo en el extracto hexanico.

Falodun et al. (2013), pusieron a prueba el extracto metandlico de Jatropha
multifida L. para evaluar su actividad analgésica, antiinflamatoria vy
anticancerigena, con resultados de actividad antiinflamatoria significativa a una

concentracion de 400 mg/Kg de PC.

Perea (2013) analizdé el contenido de compuestos fendlicos y la capacidad
antioxidante del extracto metandlico de testa de Jatropha curcas, encontrando
quercetina y acido p-cumarico como compuestos mas abundantes y una
capacidad antioxidante media (CAsp) de 0.19 mg/mL y 12.71 mg EqAG/g en la

cuantificacion de fenoles totales.

Abdullah et al. (2011), evaluaron la actividad antioxidante, antiinflamatoria y
anticancerigena del latex y extractos metandlicos de diferentes partes de Jatropha
curcas, encontrando mayores concentraciones de compuestos fendlicos en el
latex, mostrando actividad antiinflamatoria en el ensayo de inhibicion de la 6xido-
nitrico-sintasa en la linea celular de macréfagos RAW 264.7 y una citotoxicidad

moderada.

También se ha comparado la efectividad de los extractos metandlicos de las hojas
de Jatropha curcas L. Ocimum gratissimum L. y Solanum scabrum Mill. para tratar
la inflamacion inducida por formaldehido en patas de rata, estudio en el cual J.
curcas presentd la mayor actividad antiinflamatoria (Olutayo et al., 2013). De
Jatropha gossipifolia L. fue realizado un estudio del efecto del latex sobre edema
plantar inducido por carragenina en ratas donde se observo una disminucion del
edema en las dos concentraciones utilizadas (25 y 50 mg/Kg de PC) (Ahmed et
al., 2015).
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Hernandez (2013) estudi6 el extracto metandlico y latex de Jatropha rzedowskii los
cuales mostraron actividad antiinflamatoria en un modelo de edema plantar en tres

concentraciones estudiadas (250, 500 y 700 mg/Kg de PC.).

Canales et al. (2006), describen el uso tradicional del latex de la planta conocida
como Sangre de grado (Jafropha neopauciflora) en el poblado de San Rafael
Coxcatlan, Puebla. En donde el latex es utilizado para el tratamiento de fuegos
bucales, infeccion de heridas y dolor de dientes aplicado directamente sobre las

heridas.

Hernandez (2010) realizé un estudio acerca de la actividad antifungica del extracto
metandlico de Jatropha neopauciflora obteniendo como resultado que esta
especie inhibe el crecimiento de hongos filamentosos mostrando una toxicidad

general fuerte y actividad antioxidante.

Garcia y Delgado (2006) estudiaron el efecto citotoxico del extracto de la corteza
de Jatropha neopauciflora en dos lineas celulares, U251 (células tumorales de
sistema nervioso central humano) y K562 (linea celular de leucemia) encontrando

una toxicidad moderada sobre las células.
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Justificacion

Debido a que en México existe una gran diversidad de flora utilizada de manera
ancestral para el remedio de numerosos malestares y ya que se conocen muchas
plantas de la familia Euphorbiaceae con actividad antiinflamatoria, segun su uso
tradicional, en el presente trabajo se pretende corroborar de forma cientifica el uso
del latex de Jatropha neopauciflora como antiinflamatorio, de igual manera
identificar algunos compuestos responsables de dicha actividad, para su posible

uso como complemento de farmacos antiinflamatorios.

Planteamiento del problema

Se sabe que Jatropha neopauciflora es una especie endémica de México que se
localiza en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan y que tiene usos etnomedicinales
documentados, por lo que en el presente estudio se evaluo el uso tradicional del

latex de esta planta, abordando el siguiente problema:

¢ El latex de Jatropha neopauciflora tendra efecto antiinflamatorio?
Hipotesis

Se sabe que los extractos y latex de muchas plantas pertenecientes a la familia
Euphorbiaceae presentan diversas actividades como antimicrobiana, antifungica y
antiinflamatoria entre otras. El uso del latex de Jatropha neopauciflora es comun
en algunas regiones de México como el valle de Tehuacan Cuicatlan, para el
tratamiento de malestares en los que se observa un proceso inflamatorio, por lo

cual se espera que el latex de J. neopauciflora disminuya la inflamacion.
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Objetivos

Objetivo general.

Evaluar algunas propiedades medicinales del latex de J. neopauciflora.

Objetivos particulares.
Del latex de J. neopauciflora:

I. Evaluar la capacidad antiinflamatoria (método de induccién de edema

plantar inducido por carragenina).

[I.  Evaluar la capacidad antioxidante (método de reduccién del radical DPPH).

[ll.  Realizar la extraccion y cuantificacion de proteinas (método de Bradford).

IV. Realizar la extraccion y cuantificacion de carbohidratos totales y reductores

(método de Antrona y método de Nelson Smongy).

V. Realizar la identificacion de compuestos presentes en el latex mediante

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC).

VI.  Evaluar la toxicidad general (bioensayo de letalidad general en Artemia

salina).

VIl. Observar de manera cualitativa la actividad antibacteriana (método de

difusion en agar de Kirby-Bauer)

VIll.  determinar la presencia de saponinas y alcaloides
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Material y Métodos

Colecta de Material

El latex de J. neopauciflora fue recolectado en San Rafael Coxcatlan Puebla en los
meses de marzo y junio de 2011 y se mantuvo con una capa de hexano a — 18 °C

para evitar su oxidacion (Apéndice 4).
Actividad Antiinflamatoria

Para la evaluacion de la actividad antiinflamatoria del latex de J. neopauciflora se
realizd el ensayo en dos formas, la primera fue la administracién topica del latex
directamente sobre el area del edema y la segunda consistid en la administracion
por via oral mediante una canula a tres diferentes concentraciones del latex (250,
500 y 750 mg/Kg de PC), en ambos casos se emplearon como controles positivos
dexametasona y naproxeno sodico. En los ensayos se emplearon ratas Wistar
hembras (200 — 250 g de peso corporal (PC) con ayuno de 8 horas y acceso libre
a agua, previamente separadas de forma aleatoria en 9 grupos de 5 ratas cada
uno, a las cuales se les provocd un edema plantar mediante la inyeccion de A-

carragenina al 1% (Apéndice 5).
Grupos Experimentales

Las ratas fueron distribuidas en cuatro grupos control, un grupo testigo y cuatro
grupos experimentales, para cada una de las concentraciones las cuales se
designaron de la siguiente manera:
Grupo testigo:

Solucién salina (30 pL)
Grupos control ensayo oral:

1. Dexametasona [0.5 mg/Kg de PC] (30 uL)

2. Naproxeno sédico [25 mg/Kg de PC] (300 pl)
Grupos control ensayo topico:

1. Dexametasona (Alcori [0.1%])

2. Naproxeno sodico (Flanax gel [5.5 %]).
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Grupos experimentales tratados con el latex:
1. administracion oral [250 mg/Kg de PC] (62.5 yL en promedio).
2. administracion oral [500 mg/Kg de PC] (125 uL en promedio).
3. administracién oral [750 mg/Kg de PC] (187.5 uL en promedio).
4

. administracion toépica en la zona del edema [100 %]

A todos los grupos se les inyectaron 200 uL de carragenina al 1% disuelta en
solucién fisiologica (cloruro de sodio al 0.9%), en el cojinete plantar de la pata
derecha una hora después de la administracion del latex y los controles. En el
caso del ensayo topico el latex, la dexametasona y el naproxeno sodico se
administraron al momento de la inyeccion de carragenina y cada hora después de
realizar las mediciones del edema. Las mediciones se realizaron con un vernier
electronico de gatillo en diferentes tiempos (0, 1, 2, 3 y 4 horas después de la

inyeccion). Posteriormente fueron sacrificadas en camara de CO,.

Las extremidades posteriores fueron conservadas en EDTA para su posterior

procesamiento y realizacion de estudios histoldgicos.

Capacidad Antioxidante

La evaluacion de la capacidad antioxidante se llevé a cabo mediante el método de
reduccion del radical 2,2-Difenil-1-Picrilhidracil (DPPH) (Okusa et al., 2007) en
placas de ELISA de 96 pozos de fondo plano, se determiné la Capacidad
Antioxidante Media (CAsp) del latex utilizando las siguientes concentraciones: 2, 4,
6, 8. 10, 12, 14, 16, 18, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 y 200 ppm. Como
control positivo se utilizé quercetina a diferentes concentraciones (1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8,9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 ppm) y como blanco, pozos con
200uL de MeOH grado HPLC la curva patron y el problema se leyeron en un lector
de ELISA a 492nm (Apéndice 6).

Cuantificacion de Fenoles Totales

La concentracion de fenoles totales del latex de J. neopauciflora, se realizd por el

método modificado de Singleton (Singleton et al.,1999) utilizando como referencia
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una curva patron de acido galico con una solucion estandar de 0.2 mg/mL de la
cual se tomaron alicuotas para seis concentraciones (0.00625, 0.012, 0.025, 0.05,

0.1y 0.2 mg/mL) y se ley6é a 760nm.

Mientras que en las muestras se emplearon las concentraciones de 2, 4, 8 y 16

mg de latex diluidas en 5 mL de agua destilada.

Posteriormente se realizé una interpolacion mediante la ecuacidn de la curva y el
coeficiente de correlacion R? para determinar la concentracion de fenoles en el
latex. Los resultados se expresan como mg eAG/mL de latex (mg equivalentes de

acido galico por mL de latex) (Apéndice 7).
Contenido de Flavonoides

Ya que en varios antecedentes se reporta que el latex y otras partes de las plantas
de la familia Euphorbiaceae contienen cantidades representativas de flavonoides,
se llevé a cabo la cuantificacion de flavonoides presentes en una muestra de latex
de J. neopauciflora por el método de Dowd (modificado por Ramamoorthy y Bono,
2007) (Apéndice 8) en el cual se emplea una solucion de AICI; al 2%. Se elabor6
una curva patrén de quercetina a diferentes concentraciones (1-100 pg/mL) que
posteriormente se lee a 415nm y para determinar el contenido en las muestras con
cuatro concentraciones (2, 4, 8 y 16 ug/mL). Se interpolan los resultados de la

ABS del latex en la curva patron.

Los reultados se expresan como mg eQ/mL de latex (mg equivalentes de

quercetina por mL de latex).

Cuantificacion de Proteinas.

Para la cuantificacion de proteinas se realizd la extraccién a partir de 1 mL de
latex, con wuna mezcla de metanol-cloroformo-agua (MCA, 12: 5: 3)
homogeneizado en frio, se centrifugd a 3,000 rpm por 5 minutos y se recolecto el
sobrenadante, la pastilla fue resuspendida en 2 mL mas de MCA y se centrifugd

nuevamente los sobrenadantes se juntaron y posteriormente se les agregdé
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1 mL de cloroformo y 1.5 mL de agua destilada. La mezcla se centrifugd

nuevamente y se desecho la fase cloroformica.

La cuantificacion se realizé mediante una curva patron de albumina y colorante de
Bradford, la curva y el problema fueron leidos a 620nm y la absorbancia del latex
se interpold en la ecuacion de la regresion lineal de la curva patron, para

determinar la concentracion de proteinas (Apéndice 9).

Contenido de Carbohidratos

Para la cuantificacidon se realizd una extraccion de carbohidratos a partir de 500 uL
de latex con 2 mL de etanol 80% (x2) para carbohidratos totales y carbohidratos
reductores, la muestra fue centrifugada a 10,000 rpm y se extrajo el sobrenadante.
La pastilla se resuspendid cuatro veces mas con 2 mL de etanol y los

sobrenadantes se almacenaron en frio (Apéndice 10).

Para determinar el contenido de carbohidratos totales (con el reactivo de
ANTRONA) se utilizé una de las muestras antes obtenida, se evapord el solvente
y la muestra se resuspendié en 10 mL de agua destilada. Se elaboré una curva
patron con un stock de glucosa (200 pg/mL), agua destilada y solucién de
ANTRONA al 2% (Apéndice 11), la curva y las muestras se leyeron en un
espectrofotometro a 630nm, se determin6é la concentracion por medio de la

interpolacidn del valor de la muestra con la ecuacion de la curva.

En la cuantificacion de carbohidratos reductores se empledé una muestra de la
extraccidn descrita previamente y al igual que en el ensayo con reactivo de
ANTRONA, se evaporo el solvente, la muestra se resuspendié en 5 mL de agua
destilada. Para determinar la concentracion de carbohidratos reductores (método
de Nelson Somogyi), se realizd una curva patron con un stock de glucosa (200
pMg/mL), agua destilada, reactivo de arsenomolibdato y reactivo de cobre, la curva

y la muestra fueron leidas en un espectrofotometro a 660nm (Apéndice 12).
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Mediante la interpolacién de la absorbancia de la muestra en la ecuacion de la
curva patron de glucosa se determind la concentracion de carbohidratos

reductores.

Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC)

Para la identificacién de azucares presentes en el latex se utilizaron estandares de
glucosa, fructuosa, sacarosa e inulina por medio de cromatografia liquida de alta
resolucidon, empleando una columna Supelcogel Ac de 300 x 7.5mm ID a una
temperatura de 80 °C con un detector de refraccion de luz y una fase mévil acuosa

con un flujo de 1.2 mL/min.

Del latex se inyectaron 20 pyL y se cuantificd la concentracion de carbohidratos

presentes en la muestra mediante el area bajo la curva.

Asi como la caracterizacion de algunos componentes fendlicos del latex,
utilizando una columna Discovery C-18, de 250 x 4.6mm, tamafo de particula
5um. Corrida isocratica con mezcla de MeOH-acetonitrilo-agua (25-25-50), flujo de
1 mL/min. Detector de arreglo de diodos (DAD) a longitud de onda de 260nm con
barrido completo de 200-400nm (Apéndice 13).

Toxicidad General

Se realizdé mediante el ensayo de letalidad frente a Artemia salina (Apéndice 14),
en el cual se emplean larvas nauplio para evaluar la toxicidad de los compuestos
contenidos en el latex. Se colocaron 10 larvas en cada frasco vial y se dejaron en
exposicion a los compuestos del latex y un control positivo de acido galico a tres
concentraciones (10, 100 y 1,000 ppm) durante 24 horas, se registré el numero de
individuos vivos (IV) colocados inicialmente, pasado el tiempo se contabilizé el
numero de individuos muertos (IM) y se calcul6 el porcentaje de letalidad por cada
una de las  concentraciones mediante la siguiente  ecuacion:
%L etalidad=IM/IVx100, la prueba se realizé por triplicado y con la interpolacién en

una curva patrén se calculd la concentracion letal media (CLsp).
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Actividad Antibacteriana.

La actividad antibacteriana se evalué de acuerdo con el método de difusion en
agar Kirby-Baler (Vanden y Vlietinck, 1991) (Apéndice 15), para corroborar lo
descrito por Hernandez en 2013 con cepas de Staphilocuccus aureus (caso
clinico), Escherichia coli (caso clinico), Vibrio cholera (caso clinico) y Candida
albicans (ATCC 32354). Se utilizaron sensidiscos impregnados con 10uL del latex
y como control positivo discos con Cloranfenicol (25 ug por disco). Todos los

bioensayos se realizaron por triplicado.

Presencia de Saponinas y Alcaloides.

Se realizaron las pruebas fitoquimicas de acuerdo con los métodos estandar, para
saponinas se realizo el ensayo de espuma (Apéndice 16), se le agregaron 2 mL de
agua destilada a 200 pL de latex y se agitaron durante 5 minutos. Si la espuma

formada perdura por mas de 5 minutos, el resultado se considera positivo.

Para la determinacion de alcaloides con el reactivo de Dragendorff (Apéndice 17)
se disolvio el latex en acido clorhidrico al 5% y se filtrd, se le agregd reactivo de
Dragendorff (solucion de yoduro potasico de bismuto). La formacién de precipitado
de color rojo indica la presencia de alcaloides. Ademas se realizé el mismo
procedimiento y se agrego reactivo de Mayer en el cual la formacién de

precipitado blanco se considera positiva
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Resultados
Actividad Antiinflamatoria

Se evalu6 por el ensayo de edema plantar inducido por carragenina, durante
cuatro horas se registr6 el aumento de volumen causado por el proceso
inflamatorio y se calculé el porcentaje de inflamacion, los resultados se muestran

en las graficas siguientes (Figuras 1 — 6 y Cuadros 1y 2)
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Figura 1. Efecto del latex de J. neopauciflora administrado de forma topica sobre el

edema plantar

Los resultados presentados en la figura 1 muestran que el latex posee actividad
antiinflamatoria por via tépica, inhibiendo el 36% de la inflamacion, mientras el

naproxeno sodico presentd una inhibicion del 59% y la dexametasona 62%,
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Figura 2. Efecto del latex de J. neopauciflora administrado por via oral sobre el

edema plantar

Al igual que en el ensayo de administracion tdpica, el latex mostré actividad
antiinflamatoria cuando es administrado via oral, con un efecto dependiente de la
dosis, ya que los porcentajes de inhibiciéon de la inflamacién incrementaron
mientras la concentracion aumenté (Cuadro 1).

Cuadro 1. Porcentaje de inhibicion de inflamacion de cada tratamiento del latex de

J. neopauciflora sobre el edema plantar.

% de inhibicion de

Tratamiento % de inflamacion . ..
inflamacion
Latex [250 mg/Kg de PC] 77 23
Latex [500 mg/Kg de PC] 60 40
Latex [750 mg/Kg de PC] 39 61
Latex [100% (Topico)] 61 39

Ya que el latex presentd una mejor actividad antiinflamatoria en forma de

administracion oral, se realiz6 un segundo ensayo con la concentracion mas
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efectiva (750 mg/kg de PC), administrando una dosis mas, posterior a la segunda

hora de haber inyectado la carragenina.
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Figura 3. Efecto del latex de J. neopauciflora con administracion de doble dosis via

oral sobre el edema plantar.

En el ensayo con doble dosis del latex, al compararlo con los controles positivos,
se puede observar que la efectividad que este presenta es muy similar a la de la
dexametasona, logrando mantener el volumen del edema en las primeras tres
horas y posteriormente mostrando una tendencia a disminuirlo, mientras que el

naproxeno sodico inhibe en menor medida el aumento del edema.

Los resultados del tiempo final (cuarta hora después de la inyeccion de
carragenina) de cada ensayo, se analizaron utilizando ANOVA de un factor con el
programa Graph Pad Prism 6 para comparar los tratamientos utilizados. Como se
puede observar en las graficas (Figuras 4 - 6). Todos los tratamientos del latex

presentan diferencia significativa con respecto a la carragenina (P<0.05).
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Lix — Latex
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Tratamientos
Figura 4. Comparacion del efecto antiinflamatorio del latex a las cuatro horas de la
inyeccién de carragenina, administrado de forma tépica; *Diferencia significativa
con respecto a la carragenina (P<0.05); “Diferencia significativa con respecto a la

dexametasona (P<0.05); °Diferencia significativa con respecto al naproxeno sdédico
(P<0.05).
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Figura 5. Comparacion del efecto antiinflamatorio de las diferentes concentraciones

de latex a las cuatro horas de la inyeccion de carragenina, administradas de forma
oral; *Diferencia significativa con respecto a la carragenina (P<0.05); “Diferencia

significativa con respecto a la dexametasona (P<0.05); °Diferencia significativa con

respecto al naproxeno sodico (P<0.05).
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Figura 6. Comparacion del efecto antiinflamatorio del latex a las cuatro horas de la

inyeccion de carragenina, con una segunda dosis. *Diferencia significativa con

respecto a la carragenina (P<0.05); “Diferencia significativa con respecto a la

dexametasona (P<0.05); °Diferencia significativa con respecto al naproxeno soédico

(P<0.05).

Una vez analizados los resultados del ensayo con una segunda dosis del latex se

encontré que entre el latex y la dexametasona no hay diferencia significativa.

Cuadro 2. Comparacioén del efecto antiinflamatorio de los tratamientos utilizados.

Inhibicién de
Tratamiento
inflamacién
250 mg/Kg 23% +3.6
500 mg/Kg 40% +9.4
Latex 750 mg/Kg 61% +8.5
100% (Topico) 39% 5.8
750 mg/Kg (x2) 68% + 4.6
Controles + Dexametasona 62.5% + 3.3
Topicos Naproxeno Sédico 59% £ 2.7
Controles + Dexametasona 70% + 8.8
Orales Naproxeno Sdédico 58.8% + 8.9

Inhibicién de la inflamacién: media y error estandar.
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Capacidad Antioxidante

Ya que durante el proceso inflamatorio existe una gran generacion de radicales
libres que pueden afectar a las células propias del organismo mientras favorece la
eliminacion del agente lesivo, en caso de ser un patdgeno, fue de gran importancia
realizar el ensayo para determinar la capacidad antioxidante del latex de J.
neopauciflora, en la cual la capacidad antioxidante media (CLs) fue de 111.92

pg/mL, mientras que la curva patrén de quercetina mostro una CLsp de 3.4 pug/mL.

Cuantificacién de Fenoles Totales.

Se determind la concentracion de fenoles totales de J. neopauciflora debido a que
muchas de las sustancias con mayor actividad antioxidante y antiinflamatoria son

los fenoles y los flavonoides (Gutiérrez el al., 2008).

Mediante la regresion lineal de la curva patron, se determiné que el contenido de
fenoles en el latex fue de 11.5 mg EqQAG/mL (mg equivalentes de acido galico por

mL de latex), lo que representa el 1.15% del latex.

Contenido de Flavonoides

Se realizd la cuantificacion de flavonoides presentes en el latex de J.
neopauciflora, a partir de una curva patron de quercetina, se encontré un total de
1.55 mg EqQ/mL (mg equivalentes de quercetina por mL de latex), que

representan el 0.15% del latex.

Cuantificacion de Proteinas

La extraccion y cuantificacion de proteinas se realizé a partir de 1 mL de latex,
mediante la interpolacién de los valores de la absorbancia del latex en una curva
patron de albumina se determiné un total de 10.71 mg/mL de proteinas,

equivalentes al 1.07% del latex.
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Contenido de Carbohidratos.

La concentracion de carbohidratos en un mililitro del latex de J. neopauciflora

fueron de 8.56 mg/mL y 6.5 mg/mL para carbohidratos totales y carbohidratos
reductores respectivamente.

Cuadro 3. Resumen del analisis fitoquimico del latex de J. neopauciflora.

Prueba Resultado porcentaje
Capacidad antioxidante 111.92 pg/mL
Fenoles 11.5 mg EqQAG/g 1.15%
Flavonoides 1.55 mg EqQ/g 0.15%
Proteinas 10.71 mg/mL 1.07%
Carbohidratos totales 8.5 mg/mL 17%
Carbohidratos reductores 6.5 mg/mL 13%
Toxicidad general (CLsg) 609.41 ppm
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Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC)

Con el analisis por HPLC fue posible realizar la identificacion de compuestos fendlicos y azucares en el latex, se logro

identificar la presencia de catequina como el principal compuesto fendlico.

*DAD1, 4.639 (262 mAU, - ) of CORTEZA-003.D

*CATEQUINA
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Figura 7. Cromatograma del latex con tiempos de retencion de los compuestos.
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Figura 8. Cromatograma del latex comparado con los estandares de carbohidratos

En la detecciéon de carbohidratos por cromatografia liquida de alta resolucién, comparando los datos de los tiempos de

retencion, se logré determinar la presencia de glucosa e inulina.
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Toxicidad General

La evaluacién de la toxicidad general, se realizé con el latex de J. neopauciflora y

acido galico como control positivo, sobre larvas nauplio || de Artemia salina.

Cuadro 4. Porcentaje de mortalidad de Artemia salina en interaccion con latex y
acido galico.

% de letalidad
Concentracion ppm

Latex Acido galico
10 20 40
100 23.3 53.3
1000 70 100

Mediante la regresién lineal de los resultados, se calculé la concentracion letal

media del latex, que fue de 609.41 ppm, lo que lo clasifica como ligeramente
téxico de acuerdo a CYTED.

Cuadro 5. Clasificacién de toxicidad de acuerdo con el CYTED (1995).

Extremadamente toxico 1-10 Ppm
Altamente toxico 10 - 100 Ppm
Moderadamente tdxico 100 — 500 Ppm
Ligeramente toxico 500 - 1000 PPmM
Practicamente no tdxico 1000 — 1500  PPM

Relativamente inocuo >1500 ppm
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Actividad Antibacteriana.

En el ensayo de actividad antibacteriana se observd que el latex inhibio el
crecimiento de bacterias Gram positivas y negativas, ya que en todas las cepas
utilizadas se presentaron halos de inhibicion. De las cepas empleadas las mas

sensible fue Staphylococcus aureus.

Cuadro 6. Tamafio en mm de los halos de inhibicion presentados en el control
positivo y el latex.

C+ Latex
Staphylococcus aureus 22 + 2 163
Vibrio cholerae 283 25105
Escherichia coli 295 N.E.
Candida albicans 2212 N.E.

N.E. no presenté efecto

Presencia de Saponinas y Alcaloides.

En la determinacién de saponinas y alcaloides las pruebas cualitativas resultaron

positivas para ambos tipos de compuestos.

OSJM 29



Evaluacién de algunas propiedades medicinales de Jatropha neopauciflora

Discusioén

Actualmente se tiene el conocimiento de que muchos compuestos derivados de
plantas, cuya actividad farmacoldgica es importante, se producen mediante vias
metabdlicas adicionales al metabolismo primario, conocido como metabolismo
secundario (Wink, 1999), por lo que dichos compuestos son llamados metabolitos
secundarios. Muchos de éstos, ya sea de forma individual o en diferentes
combinaciones, poseen efectos estimulantes, calmantes o terapéuticos en el
humano, ademas de que en su mayoria son utilizados como materias primas de la
industria alimentaria, textil, agroquimica, cosmetologia y farmacéutica (Hartmann,
2007).

Las plantas han sido utilizadas como alimento y en la medicina tradicional, practica
habitual, que representa cerca del 79% en la poblacibn mundial, por sus
propiedades benéficas para la salud (Martinez, 2013). Algunas especies de la
familia Euphorbiaceae especificamente del género Jatropha, cuyo nombre
proviene de los vocablos griegos Jatros (doctor) y Trophe (Alimento), del cual se
conocen mas de 175 especies, son utilizadas en la medicina tradicional en varios
paises como: la India, Africa, Portugal y México (Argueta y Zolla, 2009) Algunos
estudios han reportado la presencia de metabolitos secundarios en las plantas de
este género como: alcaloides, terpenos (diterpenos, triterpenos) lignanos, péptidos
ciclicos (Can-Aké et al., 2004), flavonoides, y fitoesteroles (Thomas et al., 2008),
asociados con actividades biolégicas como antinflamatoria, antimicrobiana

(Naengchomnong et al., 1986; Hernandez, 2013) y antitumoral (Evans, 1983).

En México existe un gran acervo de plantas consideradas como medicinales, una
de ellas es Jatropha neopauciflora o “Sangre de grado”, de la cual el latex e
infusiones de la parte aérea son utilizados para el tratamiento de heridas e

infecciones bucales y cuando existen piezas dentales flojas (Canales et al., 2006).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo concuerdan con lo reportado no
solo en la medicina tradicional, sino en otras investigaciones, en las cuales se

evidencian las propiedades medicinales del género Jatropha, pues se encontrd
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que el latex de J. neopauciflora presenta capacidad antiinflamatoria considerable
(Cuadro 2), al igual que Jatropha multifida (Falodun et al., 2013), Jatropha curcas
(Abdullah et al., 2011 y Olutayo et al., 2013), Jatropha gossipifolia (Ahmed et al.,
2015) y Jatropha rzedowskii (Hernandez, 2013).

Ya que en los antecedentes (Canales et al., 2006), se describe el uso medicinal
que la poblacion de San Rafael Coxcatlan le ha dado al latex de J. neopauciflora,
empleandolo para el tratamiento de heridas abiertas y encias inflamadas,
administrado directamente sobre la region afectada, en este trabajo se decidid
realizar dos ensayos para el determinar su efecto antiinflamatorio. Un ensayo de
administracién topica, pues la manera en que se emplea el latex en la medicina
tradicional es de forma directa, sobre heridas abiertas o en la boca; como se
desconoce si la gente de la poblacion suele ingerir el latex, se realizé un ensayo

de administracion oral.

A pesar de que en el ensayo del latex administrado de forma topica la inhibicion
del edema fue del 36% comparada con la de la dexametasona de 62.5% y la del
naproxeno soédico de 59%, se puede considerar como buena capacidad
antiinflamatoria, tomando en cuenta que la dexametasona y el naproxeno sddico
son compuestos puros utilizados para el tratamiento de la inflamacién tanto aguda
como cronica y su efectividad ha sido probada desde hace mucho tiempo,
mientras que el latex es una suspension acuosa coloidal producida por las células
laticiferas de la planta (Puigdoménech, 1986) y fue utilizado directamente sin

ningun tratamiento adicional.

Por otra parte en los resultados obtenidos del ensayo de administracion via oral, la
concentracion de 250 mg/Kg de PC presentd el valor mas bajo de inhibicion del
edema (23%) mientras que las concentraciones de 500 y 750 mg/Kg de PC no
mostraron diferencias significativas con respecto al naproxeno sodico mientras
que la concentracion mas alta (750 mg/Kg de PC.) manifesté actividad
antiinflamatoria bastante considerable (61%) ademas no presento diferencia
significativa con respecto a la dexametasona (70%) e incluso mostro inhibicion

mas eficaz que el naproxeno sddico (58.8%), mientras que en la comparacion de

OSJM 31



Evaluacién de algunas propiedades medicinales de Jatropha neopauciflora

los diferentes tratamientos orales se pudo apreciar diferencias significativas entre
las dosis de 250 y 500 mg/Kg de PC. con la dosis de 759 mg/Kg de PC. Con lo

que se puede apreciar un efecto dependiente de la dosis.

Es por esto que se llevd a cabo otro ensayo de administracion del latex via oral
con una segunda dosis de 750 mg/Kg de PC, administrada dos horas después de
la inyeccion de la carragenina. En este segundo ensayo, se pudo apreciar que la
actividad antiinflamatoria del latex aument6é considerablemente con un valor de
inhibicion similar al de la dexametasona (68%), encontrando que no hay diferencia

significativa (P<0.05) entre estos.

Los resultados obtenidos en los ensayos mostraron que el efecto antiinflamatorio
es mejor en la administracion oral, esto se debe a que la via de administracion es
mas rapida y efectiva. Pues para que un medicamento llegue a su sitio de accion y
produzca su efecto biolégico caracteristico debe llegar al torrente sanguineo. Ya
que las vias de administracién de un farmaco se clasifican en funcion de su sitio
de aplicacion en enteral y parenteral, la via enteral incluye la administraciéon del
farmaco a lo largo del tracto digestivo. Por via oral, el farmaco puede ser
absorbido en dos sitios, el revestimiento del estdmago y la mucosa intestinal que
tiene una mayor absorcion, mientras que por via parenteral, en particular de
manera topica, los farmacos se depositan en el tejido y deben ser disueltos en los
liquidos de los tejidos ademas de tener que atravesar las diferentes barreras
bioldgicas que presentan diferente estructura, por lo que la tasa de absorcién es
mas baja y lenta (Florez et al., 2013). De hecho en un ensayo no mostrado se
pudo observar que el latex aplicado de forma tépica (10 L), sobre un fuego labial
(con el epitelio abierto y muy dafiado) disminuyd la inflamaciéon y una segunda

dosis fue suficiente para aliviar el dafo.

Estos resultados nos llevan a considerar que probablemente el latex debe estar en

contacto con el tejido abierto para tener una actividad antinflamatoria mas efectiva.

En la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), se determind la presencia

de catequina como principal compuesto fendlico, concordando con lo reportado
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por Hernandez en 2013 y en las pruebas realizadas al latex para determinar la
concentracion de fenoles totales, se determind un valor de 11.5 mg EqQAG/mL, que
concuerda con los resultados de Majid et al. (2015), que en diferentes extractos de
E. dracunculoides determin6 valores entre 8 y 13 mg EqAG/mg, también con lo
reportado por Perea (2013) que determind 12.7 mg EgAG/mg del extracto
metanolico de testa de J. curcas, aunque es un valor relativamente bajo ya que
Abdulla (2011) reporta un valor de 25.2 mg EqQAG/mg, en el latex de J. curcas,
mas del doble de lo encontrado en este trabajo. Mientras que el contenido de
flavonoides fue de 1.55 mg EqQ/mL muy cercano a lo reportado por Perea (2013),
con un total de 2.3 mg EqQQ/mg y que también difiere de los resultados de Abdulla

(2011) que determind un total de 16 mg EqQ/mg.

El contenido de estos compuestos resulta importante ya que los flavonoides son
los principales componentes con capacidad antioxidante y antiinflamatoria (Kalita
et al., 2013). Los flavonoides son compuestos bioactivos relativamente no toxicos,
de los cuales se tiene evidencia del efecto que poseen sobre la inhibicion de
varias enzimas involucradas en los procesos inflamatorios (Kwon et al 2005,
Garcia et al., 2007). Otros compuestos fendlicos como la catequina, presente en el
latex de J. neopauciflora también pueden ayudar a contrarrestar el proceso de
inflamacion, mediante la inhibicion del LTB4 en neutréfilos que es responsable de
ligar los receptores celulares, la adhesion leucocitaria, quimiotaxis, activacion

leucocitaria y aumento de la permeabilidad vascular (Choyillas, 2000).

El papel que pueden tomar estos compuestos en el proceso inflamatorio es de
gran importancia pues, inhiben el metabolismo del acido araquidénico (AA) por lo
tanto, evitan el incremento de la prostaglandina E2 (PGE2) (Moreira et al., 2000),
inhiben la expresién de la COX2 y la 6xido-nitrico-sintasa inducible (NOSi) (Lee et
al., 2003), efecto que reportan Jeong (2014), Majid et al. (2015) y Abdullah (2011)
pero que en este trabajo no se pudo analizar. Y como se menciond, poseen
propiedades antioxidantes, por lo cual contribuyen a reducir la cantidad de
especies reactivas de oxigeno (ERO), que causan dafio celular y estimulan la

expresion de otros mediadores.
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Por ello también fue importante evaluar la capacidad antioxidante del latex ya que
la generaciéon de especies reactivas de oxigeno y liberacion del contenido
lisosomal a causa de la lisis celular, conduce al dano celular y tisular (Choyillas,
2000). Se ha demostrado que agentes, como la antralina, inductores de las
citocinas inflamatorias, basan su accion en la produccion de formas reactivas del
oxigeno donde el radical OH y RO (alcohoxi) son los responsables de la
expresion genética del TNF-a (Factor de Necrosis Tumoral-a) y de la IL-8,

importantes mediadores del proceso inflamatorio (Lange et al.,1998).

Se encontrd que el latex tiene una capacidad antioxidante media (CAsp) de 111.92
Mg/mL, que es mucho mas baja que la de la curva patrén de quercetina cuya CAsg
fue de 3.4 pg/mL, pero que concuerda con lo reportado por Hernandez (2013) que
determind una CAsp de 108.8 ug/mL del extracto metandlico de J.neopauciflora y
Perea (2013), que determind una CAsy de 140 pug/mL del extracto metandlico de J.
curcas, aunque difiere con los resultados que obtuvieron Abdulla et al. (2011) que
del latex de J. curcas determinaron una CAsy de 10.6 ug/mL y Hernandez (2013)
que encontré una CAsy de 10.5 pg/mL del latex de J. rzedowskii. Lo que muestra
que la capacidad antioxidante esta estrechamente relacionada con el contenido de
fenoles y flavonoide y que los latex de las plantas del género Jatropha poseen una
capacidad antioxidante mas elevada que los diferentes extractos de las mismas,
ya que en él se pueden encontrar una mayor cantidad de compuestos fendlicos
pues los conductos laticiferos suelen estar asociados al floema, encargado del

transporte de nutrientes producidos por la parte aérea fotosintética de las plantas.

Por lo que tal vez la baja concentracion de fenoles y flavonoides asi como la
capacidad antioxidante que exhibié el latex en estos analisis pudo haber sido

causada por el tiempo de almacenamiento.

Por otra parte, en la cuantificacion de proteinas se encontraron 10.71 mg/mL, un
valor muy proximo al contenido de fenoles hecho que resulta interesante, pues en
afos recientes se han realizado estudios sobre las proteinas funcionales y los
péptidos bioactivos, que ademas de su valor nutricional por ser fuente de
aminoacidos, son capaces de ejercer efectos bioldgicos (Rutherfurd y Moughan,

OSJM 34



Evaluacién de algunas propiedades medicinales de Jatropha neopauciflora

2005, Korhonen y Pihlanto 2003), tal como lo proponen Medina et al. (2011), que
determinaron la actividad antihipertensiva de pasta de semillas de J. curcas de

Veracruz y Puebla.

La literatura evidencia que los péptidos bioactivos pueden ejercer su accién tanto
a nivel local como sistémico, ya que pueden atravesar el epitelio intestinal y llegar
a tejidos periféricos a través de la circulacion sanguinea (Rutherfurd y Moughan,
2005; Vermeirssen et al., 2004).

Asi, varios péptidos y proteinas han sido propuestos para el tratamiento de varias
enfermedades, por ejemplo, ya existe en el mercado una férmula de nutricién
enteral que contiene TGF-B (Factor de crecimiento transformante 3) que por su
efecto antiinflamatorio es empleado para el tratamiento de la enfermedad de
Crohn (Fell, 2005).

Estudios en modelos animales y celulares sugieren que algunas proteinas como la
lactoferrina poseen actividad inmunomoduladora. Estos estudios indican que
podrian actuar mediante dos mecanismos de accién, el primero implicaria la
inhibicién de la produccién de varias citocinas como el TNF-a o la interleucina (IL)
18. La existencia de receptores de estas proteinas en monocitos, linfocitos,
macrofagos, neutrofilos y células epiteliales esto sugiere que podrian tener un
efecto directo en la regulacion de la produccién de citocinas mediante la
regulacion de vias de sefializacién mediadas por estos receptores (Legrand et al.,
2004).

El latex de J. neopauciflora contiene carbohidratos de los cuales se determin6 una
concentracion de 856 mg/mL y 6.5 mg/mL de -carbohidratos totales y
carbohidratos reductores respectivamente. De los carbohidratos detectados por

HPLC es relevante la presencia de inulina.

Tomando en cuenta que el latex de J. neopauciflora es utilizado para aliviar
heridas infectadas por su actividad antibacteriana y ya que la inflamacion es la
primera fase en la reparacion de una herida (Karodi et al., 2009) es relevante la

presencia de carbohidratos en el latex, pues generan un medio con bajo contenido

OSJM 35



Evaluacién de algunas propiedades medicinales de Jatropha neopauciflora

de agua (con una alta osmolaridad) controlando la proliferacién de bacterias
(Haddad et al., 2000). Cabe resaltar que uno de los carbohidratos detectados fue
la inulina, que es un polimero de fructosa (fructano) los fructanos estan presentes
en los tejidos vegetales como carbohidratos de reserva (Hosono et al., 2003).
Estos pueden estar involucrados en la modulacidn del sistema inmunoldgico,
principalmente incremenatndo la resistencia a la infecciones y aumentando la

actividad antimicrobiana (Choque et al., 2010).

Acorde a los resultados de la prueba con Artemia salina el Latex resulto ser toxico,
ya que no todos los individuos en contacto con el latex sobrevivieron al ensayo, lo
que demuestra que los nauplios en la prueba de toxicidad fueron directamente
afectados aunque no en la misma medida de los que fueron expuestos al control
positivo (acido galico). Los resultados de CLsy fueron medidos a partir de la
regresion lineal del porcentaje de muertes en cada concentracion. Lo que permite
catalogar el latex de J. neopauciflora como moderadamente toxico con una CLsg
de 609.41 ppm, segun la clacificacion del CYTED (1995), lo que difiere con los
resultados descritos por Hernandez (2010) que reporta el latex con una toxicidad

general fuerte.

Entre los compuestos relacionados con la toxicidad que pueden presentar las
sustancias extraidas de plantas se encuentran las saponinas, que son heterdsidos
muy extendidos en el reino vegetal. Principalmente se caracterizan porque en
contacto con el agua producen una espuma persistente, propiedad que se ha
utilizado ampliamente en muchas partes del mundo. En contacto con la sangre
son hemoliticas, ya que interaccionan con el colesterol de la membrana de los
eritrocitos y tienen ademas la capacidad de aumentar la permeabilidad de las
paredes celulares (Arteche et al., 1998). Pero también, se han reportado varias
actividades bioldgicas importantes en extractos de plantas entre los cuales se les
atribuye un rol importante en la actividad antiinflamatoria, ya que se ha visto que
inhibe la actividad de la fosfolipasa A, (Bhattaram et al., 2002; Sirtori, 2001)
disminuyendo la liberacion de acido araquiddnico y por lo tanto reduciendo la

produccion de prostaglandinas.
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Los alcaloides por otra parte son el grupo mas extenso de metabolitos secundarios
en plantas, y sus propiedades bioactivas son bastante conocidas dentro de la
fitoquimica, brindando en la mayoria de los casos un efecto estimulante, sedante,
analgésico o hipnético (Primo, 2007). Pero también han sido reportados con
actividad antiinflamatoria, cicatrizante y antihemorragica, ejemplo de ello es la
taspina, alcaloide aislado de Croton lechlerlii (Persinos et al., 1979), planta
perteneciente a la familia Euphorbiaceae, de la cual el latex es utilizado para

detener hemorragias causadas en la piel o musculo (Whitson, 2002).

En los resultados obtenidos en las pruebas para metabolitos se determind la

presencia de saponinas y alcaloides.

En cuanto la actividad antibacteriana, se pudo corroborar que el latex de J.
neopauciflora, inhibid el crecimiento de bacterias Gram positivas y negativas, con
lo cual favorece el proceso de reparacion del tejido, pues un proceso inflamatorio
puede pasar del estado agudo a cronico en presencia de un estimulo irritante

como un patégeno, concordando con lo reportado por Hernandez en 2013.
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Conclusiones

El latex de J. neopauciflora presenta capacidad antiinflamatoria administrado tanto

de forma tépica como oral, esta ultima con efecto dependiente de la dosis.
El latex de J. neopauciflora presenta una capacidad

El latex de J. neopauciflora muestra actividad antibacteriana en cepas Gram

positivas y Gram negativas.
El latex se clasifica como ligeramente téxico.

En su composicién quimica el latex contiene fenoles, flavonoides, proteinas,

carbohidratos, saponinas y alcaloides.

Los principales compuestos identificados fueron Catequina, Glucosa e Inulina.
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Apéndice 1. Inflamacion.

Hipocrates considero la inflamacién como el inicio de un proceso de resoluciéon o
de curacion. La primera descripcidon comprensiva de la inflamacion se encuentra
en los escritos de Aulo C. Celso, quién no fue médico ni cientifico. En su texto “De
Medicina” introdujo los que hasta hoy se consideran los sintomas cardinales de la

inflamacion: rubor, tumor, calor y dolor (Garcia, 2008).

La inflamacion es un proceso tisular constituido por una serie de fendmenos
moleculares, celulares y vasculares de finalidad defensiva frente a agresiones
fisicas, quimicas o bioldgicas, la reaccién inflamatoria se divide en aguda y crénica
en funcion de su duracién y al igual que el dolor conduce a la pérdida de
funcionalidad de la parte afectada (Robbins et al.,, 1990). La inflamacion aguda
presenta edema de manera inmediata o transitoria, suele comenzar
inmediatamente después del estimulo lesivo, alcanza un maximo de 5 a 10
minutos después y puede desaparecer en 20 o 30 minutos, si no existe otro
estimulo o si no se desencadenan otros mecanismos. Este fendémeno se
caracteriza por cambios de flujo y calibre vascular, cambios de la permeabilidad
vascular y exudacion leucocitaria. Inicialmente la reaccion inflamatoria esta
medida por la histamina y posteriormente por una gran variedad de mediadores
quimicos que son activados en fases consecutivas (Robbins et al., 1990 y
Bendtzen et al., 1998).

La presencia de material extrafio o de una lesion tisular induce a la activacion de
macrofagos residentes, los receptores de membrana de los macréfagos y los
mastocitos reaccionan al estimulo liberando una serie de mediadores de la
inflamacion ya sean de origen lipidico derivados del acido araquidénico,
aminoacidos modificados o pequefas proteinas que desencadenan una serie de

reacciones con la intencion de neutralizar la agresion.
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A partir de este evento inicial, se desencadenan una serie de procesos que
incluyen el reclutamiento de leucocitos (neutrdfilos, basofilos y eosinofilos), los
cuales ejercen un papel amplificador y una cascada de liberacion de mediadores
de diferentes origenes: algunos generados por la lesién tisular (bradicinina,
factores de la coagulacion, serotonina, histamina, prostaglandinas etc.), factores
neurogénicos, ademas de factores de crecimiento (Dray y Urban, 1994; Ferreira et
al., 1993; Sorkin et al., 1997).

La inflamacién aguda esta constituida por tres componentes esenciales: 1)
alteraciones del calibre vascular que aumentan el flujo de sangre; 2) cambios
estructurales de los microvasos que permiten la salida de la circulacion de las
proteinas plasmaticas y los leucocitos y 3) emigracion de los leucocitos de la
microcirculacion, acumulacion de los mismos en el foco de lesion y activacion para

eliminar el agente lesivo (Robbins et al., 2010).

Figura 9. Las principales manifestaciones locales de la inflamacién aguda
comparadas con la normalidad. 1. Dilatacion vascular y aumento del flujo de sangre
(responsable del eritema y el calor). 2. Extravasacion y depdsito extravascular de
liquido plasmético y proteinas (edema). 3. Emigracion de los leucocitos, que se

acumulan en el lugar de la lesién (tomado de Robbins et.al. 2010).
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Pasos de la inflamacion.

Tras ocurrir un estimulo nocivo en un tejido, el proceso de inflamacion inicia con la
dilatacion de los capilares y arteriolas locales, esto produce un exceso de flujo

sanguineo local.

La vasodilatacién es provocada por numerosos mediadores quimicos producidos
por las células del tejido circundante, entre ellos la histamina prostaglandinas
(PGE2, PGI2, PGE1) y el factor activador de plaquetas. Acompafiado por un
aumento de la permeabilidad de las paredes de las vénulas postcapilares locales,
que favorece el paso de volumen de liquido a los espacios intersticiales, el paso
de proteinas aumenta la presion oncética y la salida de agua lo que clinicamente
provoca el edema, que se localiza en el area de la lesidon. Este incremento de la
permeabilidad vascular es favorecido principalmente por la accion de la histamina
y las prostaglandinas PGE-2 y PGI-1 (Garcia y Kaski, 1999).

Como parte de la respuesta inflamatoria se activa la cascada de la coagulacién
para la formacion de fibrina. Esto forma una red que ocluye los vasos linfaticos lo
que a su vez limita la diseminacién de los microorganismos (Jawetz y Melnick
1990; Ganong, 1992).

El calor, otro de los signos clasicos de la inflamacién ocurre por una alteracion del
centro regulador de la temperatura a nivel hipotalamo. Durante el proceso de
inflamacion se liberan interleucinas (IL-1 y factor de necrosis tumoral TNF-
pirdgenos y enddgenos) que actuan sobre las neuronas del érgano vascular, lo
que produce la activacion de la prostaglandina sintetasa (ciclooxigenasa) para la
sintesis de prostaglandina E2. Este mediador se difunde hacia la regién
hipotalamica anterior (subcentro del calor) y provoca un aumento de la
temperatura y la liberacion de citocinas que generan una respuesta autonémico

endocrina (Isselbacher et al., 1994).

El dolor aparece debido a la presion del liquido sobre las terminaciones nerviosas
y la irritacion nerviosa directa, facilitada por mediadores como la prostaglandina
(Mateos et al., 1998).
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Figura 10. Generacién de metabolitos del acido araquidénico, y su papel en la
inflamacién, accién de algunos farmacos antiinflamatorios marcados con una X
(tomado de Robbins et.al. 2010).
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Apéndice 2. Medicamentos Antiinflamatorios

Un medicamento antiinflamatorio es un farmaco capaz de detener el proceso
inflamatorio provocado por algun dafo en un tejido del cuerpo, estos
medicamentos se pueden clasificar segun su naturaleza en dos grandes grupos,
por una parte los derivados de la hidrocortisona y el cortisol, denominados
glucocorticoides o corticosteroides, que actuan basicamente a nivel intracelular,
modificando factores de transcripcion, el segundo grupo son los antiinflamatorios
no esteroideos, mejor conocidos como AINES, que actuan interrumpiendo la

produccion de prostaglandinas (Aron et al., 2007).

Los antiinflamatorios esteroideos son farmacos antiinflamatorios, antialérgicos e
inmunosupresores derivados de hormonas producidas por la corteza adrenal, las
propiedades antiinflamatorias e inmunosupresoras de los glucocorticoides los
convierten en agentes terapéuticos invaluables en numerosas enfermedades, su
efecto mas importante es la inhibicion de pasos cruciales de la respuesta tisular
ante una lesion (Aron et al., 2007; Bondy, 1964).

Estos tienen influencia sobre el trafico de leucocitos circulantes y las células
inmunes accesorias, suprimen la activacién inmunoldgica de estas células, inhiben
la produccion de citocinas y otros mediadores de la inflamacion y producen
resistencia a las citocinas (Serra et al., 1998). Los glucocorticoides afectan
preferentemente ciertos grupos de linfocitos T, suprimen la funcion de linfocitos
Th1 y estimulan la apoptosis de eosindfilos; todos estos efectos dependen de
alteraciones a nivel de transcripcidén en los genes susceptibles a glucocorticoides
o cambios en la estabilidad del RNA mensajero de numerosas proteinas
inflamatorias, por ejemplo los glucocorticoides suprimen la produccion de las
interleucinas IL-6 y IL-1B mediante la disminucién de la velocidad de transcripcion
de los genes de estas interleucinas y la estabilidad del RNA mensajero. También
actuan suprimiendo los genes de la fosfolipasa A,, la ciclooxigenasa 2 y la 6xido
nitrico sintasa 2, disminuyendo la produccion de prostanoides, factor activador de

plaquetas y éxido nitrico (Goodman y Gilman, 2003).
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Los antiinflamatorios no esteroides (AINES) se encuentran entre los
medicamentos mas prescriptos en todo el mundo. Se utilizan principalmente en el
tratamiento de la inflamacion, dolor y edema, asi como también en las osteoartritis,
artritis reumatoides y disturbios musculoesqueléticos. Estos famacos presentan
también accion antipirética y analgésica ademas del efecto antiinflamatorio que los
caracteriza, Administrados en dosis unicas o como terapia a corto plazo generan
la analgesia adecuada para el tratamiento del dolor, su efecto antiinflamatorio se

puede apreciar varios dias y hasta por dos semanas (Lullman et al., 1992)

Su mecanismo de accién es mediante la inhibicion de la enzima ciclo-oxigenasa
(COX), lo que resulta en la disminucion de la formacion de prostaglandinas y
tromboxanos a partir del acido araquidonico, la disminucién en la sintesis de
prostaglandinas y su importancia en la produccion del dolor, inflamacion vy fiebre,

es responsable de la mayoria de sus efectos terapéuticos (Hall et al., 2001)

Los principales problemas con el uso de estos dos tipos de medicamentos son los
efectos secundarios a largo plazo que pueden causar, pues en el caso de los
glucocorticoides, el uso prolongado puede causar una atrofia en la glandula
suprarrenal, mientras que los antiinflamatorios no esteroideos bloquean de forma
variable las dos isoformas de la ciclooxigenasa (COX1 y COX2) pudiendo llegar a

causar dano a nivel gastrico (Kirwan et al., 1999).
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Apéndice 3. Jatropha neopauciflora.

FAMILIA: Euphorbiaceae

NOMBRE CIENTIFICO:

Jatropha neopauciflora.

NOMBRE COMUN:

“Sangre de grado”

Figura 11. Jatropha neopauciflora

Figura 12. Flor de Jatropha
neopauciflora

Jatropha neopauciflora pertenece a la familia Euphorbiaceae, que es una de las
mas grandes con mas de 200 géneros y 7000 especies. Su floracion es durante el
periodo de sequia, en el que la planta pierde sus hojas y solo se observan sus
flores de color rojo. Es un arbusto de porte robusto que alcanza alturas hasta de 2
metros (Arias et al., 2001).

La mayoria de las plantas de la familia se distinguen por la combinacion de savia
lechosa (latex) y el fruto de 3-celdas. En muchas especies el latex es venenoso o
al menos altamente irritante y las semillas también poseen propiedades
purgativas, o en gran cantidad son venenosas (Standley y Steyermark, 1949).
Dentro de esta familia algunos miembros contienen antraquinonas, triterpenoides,
epoxiacidos grasos y acidos grasos insaturados. Los alcaloides cuando estan
presentes suelen ser del tipo aporfina, piridina, indol, quinoleina o tropano (Trease
y Evans, 1983).
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El género Jatropha esta formado por hierbas, arbustos y arboles, cuenta con
alrededor de 115 especies distribuidas en las regiones tropicales de ambos
hemisferios (Standley y Steyermark, 1949). J. neopauciflora es utilizada en San
Rafael Coxcatlan, Puebla para aliviar los “granitos” que salen dentro de la boca a
los nifios, las postemillas, una muela que duele a causa de caries, se usa también
en casos de fuegos en los labios (herpes simple), también se aplica sobre las
heridas y en la elaboracién de jabones para problemas de caida de pelo (Arias et
al., 2001 y Canales et al., 2006).

De la planta lo que la gente del poblado de San Rafael emplea para aliviar los
padecimientos antes mencionados es el latex, que al igual que en muchas otras
especies de la familia Euphorbiaceae, es de color rojo y se puede obtener
haciendo una incisién al tallo de la planta, del cual comienza a salir de forma lenta.
Los pobladores toman directamente con los dedos y lo untan en la regidn

afectada.
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Apéndice 4. Zona de Colecta.

El latex de Jatropha neopauciflora se colecté en el poblado de San Rafael,
municipio de Coxcatlan, que se localiza al sureste de Tehuacan, en el Valle de
San Rafael Tehuacan-Cuicatlan, entre 18°12’ y 18°14’ latitud norte, 97°07’ y
97°09’ longitud oeste, con un rango de altitud de 957 a 1400 m.s.n.m. (Figura 13).

Figura 13. Ubicacion geogréfica del poblado.

Clima

El clima es de tipo Bs (h’) w” (w) de acuerdo con la clasificaciéon de Kdppen,
modificado por Garcia (1981), el cual corresponde a un tipo seco o arido con
lluvias en verano y temperatura media anual de 22 °C, variando entre 25 °C en
abril y mayo, y 18 °C en enero (Medina, 2000). Se calcula una precipitacién anual
de 364.6 mm para la zona; cerca de los 386.57 mm registrada en 1988 en la
estacion climatica Tilapa, situada a 3.25 Km al sur de la zona de estudio. En 1998
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los 763.7 mm de precipitacion casi duplicaron el promedio anual, concentrandose

en los meses de junio a noviembre.
Hidrografia

El sureste de Puebla se encuentra irrigado por el Rio Salado. La parte sur del
Valle de Tehuacan-Cuicatlan es drenado por el Rio Grande o Tomellin, que fluye
al norte desde Oaxaca; uniéndose cerca de Quitepec los dos forman el Rio de
Santo Domingo, el cual corta la Sierra Madre de Oaxaca en direccion este y
eventualmente se vuelve el Rio Papaloapan. El Rio Tehuacan encuentra su
camino al oeste del Cerro Colorado, para entrar en el Valle de México cerca de
San Diego, Chalma. Este pequefio rio el cual se convierte en el Rio Salado, se
une por un numero de cortas ramificaciones alcanzando la Sierra Madre de

Oaxaca en el noreste (Salcedo-Sanchez, 1997).
Edafologia

El origen del suelo data del periodo Cuaternario, era Cenozoica. Los suelos en las
regiones estan pobremente desarrollados y pueden ser divididos en dos grandes
tipos: regosoles, predominantemente calcareos y regosoles éutricos y xerosoles,

predominantemente xerosoles haplicos.
Vegetacion

La vegetacion predominante es un bosque tropical caducifolio, donde Escontria
chiotilla (F. A. C. Weber) Rose y Pachycereus weberi (J. Coulter) Backeberg son

particularmente abundantes (Valiente-Banuet et al., 2000).

Fernandez (1999), reconocié por nivel topografico los siguientes tipos de
vegetacion en San Rafael: Cordonal de Pachycereus weberi (J. Coulter)
Backeberg, que se caracteriza por el predominio de cactaceas columnares

(cardones).
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Chiotillal de Escontria chiotilla, en el nivel proximo al cauce del rio, sobre niveles
de terreno de 0.7 a 1.5 m por encima del nivel basal de esta region, con una alta

densidad arbustiva.

Cuajiotal con especies dominantes como Bursera morelensis Ramirez, Mimosa
polyantha (Brandegee), Fouqueiria formosa (Kunth), asi como arbustos y hierbas
como Sanvitalia fructicosa (Helms), localizada aproximadamente a 1.5-3.5 m por

encima del nivel basal.

Fouqueria con especies dominantes como Fouqueria formosa, Bursera aptera
(Ramirez), Mimosa polyantha, Ceiba parvifolia (Rose), Manihotoides pasiflora
(Brandegee), Senna wisliseni (DC), Mimosa luisiana (Brandegee) y Sanvitalia
fructicosa. Localizada en el nivel mas alto, de 3.5 a 5 m por encima del nivel basal.
La densidad de plantas en los estratos arbustivos y herbaceos es muy baja,

dominado en su totalidad por Sanvitalia fructicosa.

En un estudio etnobotanico realizado en San Rafael (Rosas, 2003), se determiné
un total de 374 especies pertenecientes a 249 géneros y 87 familias botanicas, de
las cuales 368 especies fueron registradas con uno o mas usos (18% son usadas
como plantas medicinales). Las familias con un mayor numero de especies fueron
Asteraceae, Cactaceae, Solanaceae, Araceae Yy Euphorbiaceae, que

corresponden a las familias mas representativas del Valle de Tehuacan-Cuicatlan.
Poblacion

La comunidad de San Rafael, es relativamente joven. Se fundé a principios del
siglo XX y para 2010 contaba con 258 habitantes (129 mujeres y 129 hombres)
(SEDESOL, 2010). La mayor parte de la poblacion actual es nativa de San Rafael
y la actividad econémica mas importante es la agricultura, cuyo principal ingreso
proviene del cultivo de la cafia de azucar. También se dedican a la cria de ganado
caprino, la recoleccion de frutos, semillas, lefia y madera para diversos fines
(Rosas, 2003).
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Apéndice 5. Edema Plantar Inducido por Carragenina.

El método de edema plantar inducido por carragenina consiste en la
administracion subcutanea de una solucidén de A-carragenina (un mucopolisacarido
sulfatado extraido del alga marina Chondus crispus) a nivel de la aponeurosis
plantar de rata, provocando una reaccion de caracter inflamatorio medida por la
liberacion de diversos autocoides (histamina, serotonina, bradicidina vy
prostaglandinas) (Giraldez, 2001). En una primera fase (0-1 h) se inicia el proceso
inflamatorio por la liberacion de aminas y péptidos vasodilatadores (histamina,
serotonina y bradicinina). En una segunda fase (1-6 h) se liberan prostaglandinas
y hay infiltracion de neutrofilos, cuya activacion libera otros mediadores,
incluyendo radicales libres que potencian la respuesta inflamatoria. El maximo es

aproximadamente a las 4 h (Yueqin, 2007).

En la fase tardia, comprendida en el periodo que va desde la 12 hasta la 52 hora,
es cuando los AINES tienen mayor efecto, lo que demuestra que el proceso esta
mediado basicamente por la COX inducida o COX-2. El método permite estudiar
compuestos que se administran via oral, lo que supone una forma comun de

administracién en la practica terapéutica (Yueqin, 2007).

Se utilizaron 45 ratas Wistar hembra con un peso de 200 a 250 g, procedentes del
bioterio de la Facultad de Estudios Superiores lztacala, divididos en 9 grupos
experimentales. Los animales se mantuvieron en ayuno de 8 horas y acceso libre

a agua previo y durante el ensayo.

Al inicio del ensayo se les administré el latex y los medicamentos empleados como
controles positivos y testigo, una hora después se procedidé a registrar el tamafo
de las extremidades posteriores para tener la referencia del volumen antes del

proceso inflamatorio.

En la pata derecha se inyecté 0.1mL de carragenina al 1%, y en la pata izquierda
se inyecto solucion fisiologica (NaCl 9%), después de la inyeccion de carragenina

se registré cada hora el tamafo de las extremidades durante 4 horas.
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Apéndice 6. Capacidad Antioxidante (Okusa et al., 2007).

La actividad antioxidante se evalua midiendo el grado de decoloracion
(desvanecimiento del color violeta intenso a amarillo claro), de una solucién
metandlica de 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH) por la adicién de un compuesto
activo a diferentes concentraciones (1- 100 ppm), por medio de espectrometria
UV-VIS.

Se utilizan las concentraciones a partir del stock de 5 mg en 5 mL de MeOH para
la curva de actividad antioxidante como se muestra en la tabla. (Para las
concentraciones de 1-4 ppm se toman 20 pL del stock original y se agregan 180

ML de agua destilada).

[ ]ppm pL stock uL MeOH
1 10 990
2 20 980
3 30 970
4 40 960

[ ]ppm pL stock pL MeOH
5 5 995
6 6 994
7 7 993
8 8 998
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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En una placa de ELISA se adicionan 50 uL de las diferentes concentraciones (1-
100 ppm) por triplicado, posteriormente a cada pozo con las concentraciones
sefaladas, se adicionan 150 pL de una solucion metandlica de DPPH (0.004g en
100 mL), inmediatamente después se protege de la luz durante 30 min a 37 °C.
Una vez transcurrido el tiempo se determina la absorbancia a 492 nm en un lector
de ELISA SLT Spetra; el blanco consistie en 200 yL de metanol y como control
positivo se usara quercetina a las mismas concentraciones que el compuesto

problema.
Calculo del porcentaje de reduccion

Los resultados se reportan obteniendo el porcentaje de reduccion y se calcula con

la siguiente formula:

C-E
( )x100

% de reducciomn =

En donde:
C= Absorbancia del DPPH.

E= Absorbancia del experimento (Mezcla DPPH + (extracto o quercetina)).
Calculo de la capacidad antioxidante media (CAso)

Se grafica la concentracion contra el porcentaje de reduccion, se realiza una
regresion lineal y mediante la ecuacion de la grafica se realiza una despeje para
sustituir la variante “Y” y asi obtener la concentracidén del extracto que se requiere

para reducir al DPPH en un 50%.
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Figura 14. Capacidad antioxidante del latex de J. neopauciflora, determinacion de la
CAso.
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Apéndice 7. Cuantificacion de Fenoles Totales (Método modificado de
Singleton et al., 1999)

La concentracién de fenoles totales se mide por espectrofotometria, con base a
una reaccion colorimétrica de oxido-reduccién, para ello el agente oxidante que se
utiliza es el reactivo de Folin-Ciocalteu. El reactivo consiste en una mezcla de
fosfomolibdato y fosfotugngstato (coloracion amarilla), en el cual el molibdeno y el
tungsteno se encuentran en el estado de oxidacién 6°. La reaccion con ciertos
agentes reductores provoca la formacién de molibdeno y tungsteno con un estado

de oxidacion entre 57 y 6 formando una solucién azul.

Se prepara una curva de calibracion con acido galico, el cual es una pequefia
molécula que por su estabilidad y su estructura fendlica, presenta un grupo
benceno unido a tres grupos OH. Se utiliza para evaluar la cuantificacion de

fenoles totales.

Para la curva de calibracion se emplea una solucion estandar de acido galico a 0.2
mg/mL y a partir de esta se toman alicuotas para obtener las siguientes
concentraciones: 0.00625, 0.012, 0.05 0,1 y 0.2 mg/mL para la curva patron de
acido galico. A cada una se le agrega agua destilada para obtener un volumen

final de 1mL.

Con el latex se prepard una solucién estandar (200 ug/mL), de la cual se toma una
alicuota de 250 uL y se agregan 750 pyL de agua destilada, se obtienen las

concentraciones mencionadas a un volumen final de 1 mL.

Se toma 1 mL de cada una de las concentraciones (acido galico y extracto) y se
transfiere a un tubo de ensayo con 7 mL de agua destilada a continuacién se

adicionan 500 pL de reactivo Folin-Ciocalteu.

Después de cinco minutos se afiaden 1.5 mL de una solucion de Na; CO3; (200

g/L) y agua hasta completar un volumen de 10 mL.

Después de dos horas de reaccion a temperatura ambiente se determina la

absorbancia a 760 nm. Cada concentracion se determina por triplicado.
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Finalmente se grafica la concentracion contra la absorbancia para obtener la curva
patron de acido galico, se realiza un analisis de regresion lineal y se interpola la
absorbancia de la muestra a evaluar. Los resultados se expresan como

equivalentes de acido galico o bien en porcentaje.

Fenoles Totales

O Curva patron

0.61 QLétex

absorbancia

R%2=0.9998

0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12

concentracion (mg/mL)

Figura 15. Curva patrén de acido galico, determinacion de la concentracién de
fenoles totales en el latex de J. neopauciflora.
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Apéndice 8. Contenido de Flavonoides (Ramamoorthy y Bono, 2007).

La concentracion de flavonoides se mide por espectrofotometria utilizando cloruro
de aluminio (AICl3). El cation de aluminio forma complejos estables con los
flavonoides en metanol, produciendo en el analisis espectrofotométrico un desvio
a longitudes de onda mas largas y una intensificacion de la absorcion. Por lo tanto
es posible determinar la cantidad de flavonoides, evitando la interferencia de otras
sustancias fendlicas, en particular los acidos fendlicos que invariablemente
acompanan a los flavonoides en los tejidos vegetales. Esto se hace en un
espectrofotometro de 425 nm utilizando cloruro de aluminio al 2 % en metanol. En
estas condiciones el complejo flavonoide aluminio absorbe a una longitud de onda
mucho mayor que el flavonoide sin presencia del agente complejante. Los acidos
fendlicos, incluidos los que forman los complejos con AlCI; absorben a longitudes
de onda mucho mas bajas evitando asi la interferencia de las medidas de

absorbancia.

Se prepara una curva de calibracidon con quercetina, flavonoide que consiste de 3
anillos aromaticos y 5 grupos hidroxilo. Se pesan 3 mg de quercetina y se
disuelven en 3 mL de MeOH grado HPLC

A partir de esta solucion se toman las alicuotas necesarias del stock de quercetina
para la preparacion de la curva patrén, con las concentraciones: 6, 7, 8, 9, 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 ppm, para la concentracién de 1, 2, 3, 4 y 5 ppm se
toman 20 uL que llevan 0.02 mg (20 ug) y se agregan 180 uyL de MeOH, para un

volumen final de 200 pL. a todos se les agregara 1 mL de AICI; al 2%.

WL Stock

[ 1ppm Quercetina uL MeOH (AICl3) al 2%
1 10 990 1
2 20 980 1
3 30 970 1
4 40 960 1
5 50 950 1
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De stock 3:3
[ 1ppm Q*LLef’sgt‘i:Ea uL MeOH (AICI5) al 2%

6 6 994 1
7 7 993 1
8 8 992 1
9 9 991 1
10 10 990 1
20 20 980 1
30 30 970 1
40 40 960 1
50 50 950 1
60 60 940 1
70 70 930 1
80 80 920 1
90 90 910 1
100 100 900 1

Para el analisis de flavonoides totales del latex, se prepard una solucién estandar
de 0.2mg/mL en metanol, a la cual se adiciona 1mL de soluciéon de AICI; y su
correspondiente blanco se prepara con 1 mL del stock y 1 mL de MeOH sin AICls,
el blanco para la curva patron se prepara con 1 mL de metanol y 1 mL de solucion
de AICl;. Después de 10 minutos de reaccidén a temperatura ambiente se

determina la absorbancia a 415 nm.

Se grafica la concentracion contra la absorbancia de la curva patréon y se realiza el
analisis de regresion lineal para interpolar los datos de la muestra.

Los resultados se expresan como mg equivalentes de quercetina (EqQ)
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Flavonoides

1.8

1.5

1.2
©
e O Latex
S 0.9 .
Q O Curva patrén
o
n 2
2 0.6 R"=0.9932
<

0.3

0.0

30 60 90 120

Concentraccion (mg/mL)

Figura 16. Curva patrén de quercetina determinacidon de la concentracion de

flavonoides en el latex de J. neopauciflora.
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Apéndice 9. Cuantificacién de Proteinas (microtécnica de Bradford)

Para la extraccion de proteinas se utilizé 1 mL de latex y se deposité en un tubo
de microcentrifuga con 1mL de MCA (metanol:cloroformo:agua 12:5:3), y se
centrifugd a 14 000 rpm por 5 minutos. Se recuperd el sobrenadante y la pastilla
se resuspendié con 1 mL mas de MCA (esto se realizd tres veces mas). Los
sobrenadantes se combinaron y se les agregé 1 mL de cloroformo. Se retiré la
fase cloroférmica y el resto se empled para realizar la cuantificacién de proteinas
por el método de Bradford, para el cual se prepara una curva de albumina (2 mg/5

mL agua) con la siguiente serie de tubos.

1 2 3 4 5 6 7
Albumina (ug). 10 8 6 4 2 1 --
Patrén de Albumina (uL). 100 80 60 40 20 10 --
Problema (uL). -- -- -- -- -- - 10uL
Reactivo de Bradford (uL). 40 40 40 40 40 40 40

BSA: albumina bovina sérica
Las reacciones se hacen en una placa de ELISA mezclar bien y leer a 620nm.
Reactivo de Bradford

Pesar 100mg de Azul de Commasie G250 y disolver en 50mL de etanol al 96%,
agregar 100mL de acido fosférico al 85% y aforar a 1L con agua destilada, filtrar y

almacenar en frasco ambar, macerar durante 12 horas.
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Figura 17. Determinacién del contenido de proteinas en el latex de J. neopauciflora

en la curva patron de albumina.
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Apéndice 10. Extraccion de Carbohidratos (Gonzalez y Pefialosa 2000).

1. Se toman 500 uL de latex y se le agregan 2mL de etanol frio al 80%
2. Se enfria en un bafo de hielo por 15 minutos para precipitar proteinas.
3. Se centrifuga a 10,000 rpm por 15 minutos, se recupera el sobrenadante y

se resuspende la pastilla 2 veces mas y se juntan los sobrenadantes.

4. Se evapora el etanol hasta que se seque y se reconstituye en 5mL de agua

destilada.

Apéndice 11. Carbohidratos Totales (método de Antrona)

La reaccion de antrona constituye la base de un método rapido y conveniente para
la determinacion de hexosas, aldopentosas y acidos hexurdénicos, ya sea que
estén libres o formando parte de un polisacarido, la solucion azul verdosa muestra
absorcidon maxima a 630nm, aunque en algunos carbohidratos pueden dar otros
colores. Esta reaccibn no es adecuada si en la muestra también se hallan
presentes proteinas que contengan grandes cantidades de triptéfano, puesto que

en este caso se obtiene una coloracion roja.

Para la cuantificacion de carbohidratos por este método se requiere preparar una
curva patrén de glucosa (stock 1mg de glucosa/5 mL de agua) de la siguiente

forma:

tubo 1 2 3 4 5 6 7

Patrén de glucosa
(mL) - 0125 025 05 0.75

Problema (mL) 0.5 1.0
Agua destilada (mL) 2.5 2375 225 20 175 2.0 1.5

Los tubos se ponen en hielo y a cada tubo se le agregan 5 mL de solucién de
antrona al 0.2%, que se prepara al momento disolviendo 0.2g de antrona en 100
mL de acido sulfurico concentrado. Se mezcla y se somete a ebullicion por 10

minutos

OSJM 61



Evaluacién de algunas propiedades medicinales de Jatropha neopauciflora

Posteriormente se lee en un espectrofotometro a 630 nm, con los tubos 2 a 5 se

construye la curva patrén y mediante una regresion lineal se interpolan los valores

de los tubos 6y 7.

Carbohidratos Totales

2.0
1.5
S
(&)
c
©
21.0
o
2 R%=0.9708
©
0.431 O Latex
0.5 O Curva patrén
0.0
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
Concentracion de Glucosa (mg/mL)
Figura 18. Determinacién de la concentracién de carbohidratos totales en el latex de

J. neopauciflora en la curva patron de glucosa.
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Apéndice 12. Carbohidratos Reductores (Método de Nelson-Somogyi).
(Gonzélez y Pefalosa 2000).

Se hace reaccionar un azucar reductora (como glucosa) se forma 6xido cuproso
de color rojo, debido a la donacién de electrones del reductor al oxidante (el ién
Cu?* se transforma en i6n Cu*). Ya que el dxido cuproso precipitado insoluble no
puede valorarse fotométricamente, por lo que se trata con reactivo de
arsenomolibdato para transformarse a un i6n verdoso que se mide en el

espectrofotometro.

Al estar los reactivos en exceso el agente reductor es el factor limitante; por lo cual
se puede usar para determinar la cantidad de Cu,O que es proporcional a la

cantidad de glucosa originalmente presente. La sensibilidad es de 25 a 250ug/mL.

1. Se construye la siguiente serie de tubos:
(mL) 1 2 3 4 5 6
Patron de
0.25 05 0.75 1.0
glucosa
Agua
: 1.0 0.75 05 0.25
destilada
Problema - = - = o 10
Reactivo de
1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
cobre
2. Se tapan los tubos con papel aluminio y se colocan en bafio maria hirviente

por 20 minutos, enfriar con agua corriente.

3. Se agrega a cada tubo 1mL del reactivo de arsenomolibdato.

4. Agregar a cada tubo 7.5mL de agua destilada.

5. Mezclar por inversion cada tubo y leer en el espectrofotometro a 565nm
utilizando el tubo 1 como blanco.

6. Se construye una curva patron y se interpola la absorbancia de los tubos
problema.

Patrén de glucosa (200 pg/mL).

Disolver 1mg de glucosa en 5mL de agua destilada.
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Reactivo de Cobre

400mL de agua destilada + 40g de carbonato de sodio anhidro y disolver.
Agregar 7.5g de acido tartarico y disolver otra vez. Enfriar si es necesario. Agregar
4.5g de sulfato de cobre (CuSO4 . 5H,0) y disolver. Aforar a 1L y envasar en

frasco ambar. Dejar madurar por 2 semanas.

Reactivo de Arsenomolibdato

Disolver 50gr. de molibdato de amonio en 900 mL de agua destilada,
agregar 42mL de H,SO4 concentrado lentamente y afadir 50 mL de solucién de
ortoarseniato disddico al 12% (NaHAsO4). Mezclar bien e incubar a 37°C durante

24 a 48 horas. Envasar en frasco ambar.

Carbohidratos Reductores
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Concentracion de Glucosa (mg/mL)

Figura 19. Determinacion de la concentracion de carbohidratos reductores en el

latex de J. neopauciflora en la curva patrén de glucosa.
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Apéndice 13. Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

(Gros et al., 1985; Mathews et al., 2002).

Este método es ampliamente usado para la separacion, identificacion, purificacion
y cuantificacion de componentes de productos naturales (Gurib-Fakim, 2006). Es
un tipo de cromatografia en columna, se utilizara para separar componentes de
una mezcla basandose en diferentes tipos de interacciones quimicas entre las

sustancias analizadas y la columna cromatografica.

Los elementos que participaran en la interaccion en un HPLC son: fase movil, fase
estacionaria y la muestra. En el HPLC el compuesto (muestra) pasa por la
columna cromatografica a través de la fase estacionaria, la cual presentara
pequefias particulas con ciertas caracteristicas quimicas en su superficie. La
muestra pasara mediante el bombeo de liquido (fase mévil) a alta presion a través
de la columna. La muestra que se analizara sera introducida y sus componentes
se retrasaran diferencialmente dependiendo de las interacciones quimicas o
fisicas con la fase estacionaria a medida que se adelantaran por la columna. El
grado de retencidon de los componentes de la muestra dependera de la naturaleza
del compuesto, de la composicién de la fase estacionaria y de la fase movil. El
tiempo que tardara un compuesto a ser eluido de la columna se denominara
tiempo de retencion y se considerara una propiedad caracteristica que identificara

a un compuesto en una determinada fase moévil y estacionaria.

Condiciones para la identificacién de compuestos fendlicos.
Columna Discovery C-18 de 250 x 4.6 mm, tamano de particula de 5 uym.
Flujo de 1 mL/min.

Detector de arreglo de diodos (DAD)
Longitud de onda de 260nm, realizando un barrido completo de 200-400 nm

Condiciones para la identificacién de carbohidratos.

Columna Supelcagel Ac de 300 x 7.5mm ID
Temperatura de 80 °C y detector de refraccion de luz

Fase movil acuosa con un flujo de 1.2 mL/min..

OSJM 65



Evaluacién de algunas propiedades medicinales de Jatropha neopauciflora

Apéndice 14. Toxicidad General

(Método modificado de Nifio et al., 2006)

El ensayo se realizé con larvas nauplio || de Artemia salina (Leach). Se prepara
una solucion para un litro de agua en el que se agregaron 5 g de NaCly 2 g de

NaHCOs, posteriormente se pesan e incorporan a la solucion 0.5 g de quistes de
A. salina.

Para hacer eclosionar los quistes se dejan durante 24 a 48 horas con buena

oxigenacion, iluminacion (luz blanca) y temperatura de 25 °C aproximadamente.

En frascos de vidrio transparentes se colocan 10 mL de agua de mar, se aforan

los frascos hasta 10 mL, posteriormente se colocan 10 larvas por frasco.
La concentracion del problema a ensayar son 1000, 100y 10 ppm.

Control Positivo: acido galico.
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Figura 20. Determinacion de la concentracion letal media (CLso) del &cido gélico

Los cultivos se mantienen iluminados (luz blanca) a una temperatura de 23-25°C

durante 24 horas.
Interpretacion de resultados

Se cuenta el numero de larvas sobrevivientes, las cuales se desplazan de la

misma manera que el grupo testigo.

La concentracién letal media (CLsp) se determina para cada extracto interpolando
en graficas de porcentaje de mortalidad contra la concentracion en mg/mL y a

través del analisis de regresion lineal.
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Figura 21. Determinacion de la concentracion letal media (CLsg) del latex.
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Apéndice 15. Actividad Antibacteriana (Beer y Sherwood, 1945)

Método de difusion en agar o de Kirby-Bauer

Esta técnica se emplea para evaluar cualitativamente la actividad antibacteriana,
de un extracto puro o de los compuestos de un extracto, los cuales se difunden a
través del agar desde el disco de papel. El crecimiento del microorganismo
comienza y los compuestos se alejan del disco de acuerdo a un gradiente de
dilucion, de modo que a mayor distancia del disco menor concentracion,
formandose un halo de inhibicién circular donde la sustancia no alcanza a inhibir el
crecimiento y cuyo diametro sera proporcional a la potencia de la sustancia frente

al microorganismo.
Medio

Para el ensayo con bacterias se emplea medio de cultivo Mueller-Hinton ya que
promueve el desarrollo de la mayoria de los aislamientos bacterianos clinicamente
significativos. Se debe dejar incubar las cajas 24 horas previas a realizar la prueba

de susceptibilidad para verificar la ausencia de contaminacion del agar.
Indeulo

Con un asa de siembra se tocan las superficies convexas de 4 o 5 colonias y se
sumerge en 10 mL de caldo Mueller-Hinton para el ensayo en bacterias, se
enjuaga bien en el liquido para descargar todo el material y luego se retira el asa,

el tubo de cultivo se incuba a 37°C durante aproximadamente 18 a 24 horas.

Posteriormente se sumerge un hisopo de poliéster estéril y seco en la suspension
de bacterias, antes de retirarlo se eliminara el exceso de liquido, con este hisopo
se inocula la superficie de una placa con agar de Miuller-Hinton a temperatura
ambiente. Finalmente, se siembra por estria en por lo menos tres direcciones,
dando vueltas a la placa en angulos de aproximadamente 60° luego de cada

estria.

Preparacién de sensidiscos
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Se utiliza sensidiscos de 5 mm de diametro hechos de papel Whatman del N° 5,

posteriormente se aplicara la sustancia a evaluar en la prueba de susceptibilidad.
Extracto o fracciones activas

Se emplea el latex de forma directa aplicando 10 pL por sensidisco.

Control positivo

Se evalua la sensibilidad de las cepas bacterianas experimentales con sensidiscos
impregnados con 25 ug de cloranfenicol. Posteriormente se deja evaporar el

solvente de los discos impregnados durante 12 horas.

Apéndice 16. Deteccién de saponinas.

El método estandar para la deteccion de saponinas consta en agregar agua
destilada a la muestra a probar, posteriormente se somete a agitacion constante
durante 5 minutos, en los cuales si hay presencia de saponinas, se forma una
gruesa capa de espuma, ya que estos compuestos tienden a incrementar la

tensién superficial, la espuma formada perdura largos periodos de tiempo.

En la prueba del latex se realizé el ensayo de espuma con 2 mL de agua destilada
y 200 uL de latex.

Apéndice 17. Deteccién de alcaloides.

Las técnicas se basan en la capacidad que tienen los alcaloides de combinarse
con el yodo y metales pesados como bismuto, mercurio y tungsteno formando
precipitados; estos ensayos preliminares se pueden realizar en el laboratorio o en

el campo.

Una de las técnicas mas usadas para su deteccion se realiza con el reactivo de
Dragendorff en la cual se disuelve la muestra en acido clorhidrico al 5%,
posteriormente se filira y se le agrega el reactivo de Dragendorff (solucion de
yoduro potasico de bismuto). La formacion de precipitado de color rojo indica la
presencia de alcaloides. Para confirmar los resultados de la prueba se sigue la
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misma metodologia pero se agrega reactivo de Mayer, si la solucion se torna

blanca se considera resultado positivo.
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