UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

Actividad antiinflamatoria y perfil neurofarmacolégico del
"huitzquilitl" (Cirsium ehrenbergii Sch. Bip., Asteraceae), una
planta del Cédice De la Cruz-Badiano

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
BIOLOGA
P R E S E N T A:

LAURA RIGEL GONZALEZ DIEGO

DIRECTORA DE TESIS:

DRA. SILVIA LAURA GUZMAN GUTIERREZ

CIUDAD UNIVERSITARIA, CD. Mx., 2019



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Hoja de Datos del Jurado

1.Datos del alumno

Gonzélez

Diego

Laura Rigel

551763 1294

Universidad Nacional Autbnoma de
México

Facultad de Ciencias

Biologia

31115466 9

2. Datos del tutor
Dra.

Silvia Laura
Guzman
Gutiérrez

3. Datos del sinodal 1
Dr.

Ricardo

Reyes

Chilpa

4. Datos del sinodal 2
Dra.

Helia Reyna

Osuna

Fernandez

5. Datos del sinodal 3
Dr.

José Guillermo

Avila

Acevedo

6. Datos del sinodal 4
M. en C.

Antonio

Nieto

Camacho

7.Datos del trabajo escrito.

Actividad antiinflamatoria y perfil neurofarmacolégico del "huitzquilitl" (Cirsium ehrenbergii Sch.
Bip., Asteraceae), una planta del Cédice De la Cruz-Badiano

69 pp.

2019



Este trabajo fue realizado en el Laboratorio 2-4A del Departamento de Productos Naturales del

Instituto de Quimica, UNAM, cuyo responsable es el Dr. Ricardo Reyes Chilpa.



AGRADECIMIENTOS

Al Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacién e Innovacién Tecnolégica (PAPIIT,
DGAPA, UNAM), proyecto AG200418: “Quimica, Farmacologia y Botanica de las Plantas del
Cadice De la cruz-Badiano de 1552” por la beca otorgada para la realizacién de este trabajo.

Al programa “Nuevas Alternativas para el Tratamiento de Enfermedades Infecciosas” del
Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM por el apoyo otorgado en la realizacién de
este trabajo.

A la Dra. Mayra Silva Miranda, Investigadora Catedratica CONACyT-IIB, UNAM, por su apoyo
en la realizacion de los experimentos con Mycobacterium tuberculosis.

Por su asistencia técnica en el Instituto de Quimica de la UNAM:

A A. Nieto y M. T. Ramirez del laboratorio de Pruebas Bioldgicas.

A L. Velasco, J.F. Pérez y M.C. Garcia del laboratorio de Espectrometria de Masas.
A E. Huerta y H. Rios del Laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear.

A M. Lebn y E. Tapia del Laboratorio Nacional de Ciencias para la Investigacion y la
Conservacion del Patrimonio Cultural, LANCIC-IQ-UNAM, el cual fue financiado por CONACyYT
(LN 232619, LN 260779, LN 279740, LN 293904. LN 271614 y LN 293904).

A B. Quiroz del Laboratorio Universitario de Resonancia Magnética Nuclear, LURMN-IQ-UNAM,
el cual fue financiado por CONACYT (0224747) y la UNAM.

Al comité revisor de esta tesis:
Dr. Ricardo Reyes Chilpa.
Dra. Helia Reyna Osuna Fernandez.
Dra. Silvia Laura Guzman Gutiérrez.
Dr. José Guillermo Avila Acevedo

M. en C. Antonio Nieto Camacho.



AGRADECIMIENTOS PERSONALES

A la UNAM, por todos los conocimientos y servicios brindados, y en especial a la Facultad de
Ciencias por mi formacion académica, pese a todo.

A la Dra. Laura Guzman por aceptar dirigir esta tesis y guiarme en el proceso de todo el
trabajo, por compartir conmigo sus conocimientos, por su paciencia y por su confianza durante
todo este tiempo, muchas gracias.

Al Dr. Ricardo Reyes Chilpa por recibirme en el taller y en su laboratorio, y por brindarme todo
el apoyo necesario durante la realizacion del trabajo, muchas gracias.

A Tofio de Pruebas Biolégicas del IQ, por su apoyo en la realizacion de los experimentos de
inflamacién, por compartir su experiencia conmigo y por sus consejos, muchas gracias.

A todos los comparfieros del laboratorio 2-4 del Instituto de Quimica, a Miriam, a Israel, a
Mishel, a Karina, a Alma Soriano, a Paola 1 y 2, a Karlita, a Alfredo, a Rubén, a Félix, a
Yoscelina, a Jorge, a Gris, a Heidi y a Dulce, por todo su apoyo desde que llegué al laboratorio,
por compartir conmigo sus conocimientos y sus experiencias, por su ayuda, por su compafiia,
por su amistad, por su confianza y por hacer mas divertido el trabajo en el lab, muchas gracias
comparnieros.

A mis amigos de la Facultad de Ciencias: a Dafne, al “Sitio” entero, a mis amigos de Universum
y a todos con quiénes comparti buenas experiencias durante la carrera, por su amistad, por sus
porras y por el apoyo emocional mutuo durante la realizacién de la tesis, los quiero mucho.

A todos mis amigos mas cercanos, que siempre han estado conmigo apoyandome en todo y
echandome porras para seguir alcanzando mis metas, ustedes saben quiénes son, los quiero

muchisimo, muchas gracias.

Y finalmente, a todos quiénes de alguna manera colaboraron en la realizacion de esta tesis.
Gracias.



Dedicada a mi mamdy; a mepapd y a mehermano;
por darme el apoyo incondiclonal, el amor, el cariiro y todo
el soporte necesario e Loy momentoy mas difieidesy dunronte Lo
carreva Y duronte la realizoacién de esto tesis,

a wstedes uinfuntoy gracios de todo- corazén,

sin wstedes no- hbiera podido Lograrlo,

Loy amo- murciro:



INDICE

1RT6 [[oT=X o [=Y A=Y = PSRRI v
INQICE @ fIGUIAS......vevieeeeeeeee ettt ettt ettt et et e et e et et eseereeteste et enseseereanes vii
INAICE B CUALIOS. .......ecveviieeicteete ettt ettt ettt ettt se et e st et e b essebe st e et et essereaae e iX
ADreviaturas Y SIMDOIOS .........uueiiiiiiei ettt e e as X
. RESUMEN ... et oo e e e ettt e e e ettt e e ettt e e e eata e eaeara e aeee -1-
1. INTRODUCCION .......cotiitiitieieeie ettt ettt ettt et e re et et e s teare e s e e e stesreeneenes -2-
1. ANTECEDENTES ...ttt e et et e e e et e e e e aa e e e eaaa s -4 -
3.1 Familia Asteraceae (COMPOSITAR).......ccciiieiiiiiiii e ee e e e e e e e -4 -
3.2 GENEro CirSiUM Mill. ... e e e e e s eeees -4 -
I R O 67101 =1 a1 =T ] o 1= (o | TS -5-
3.4 Codice De la Cruz-Badian0 ..........cuuuiiiiiiieiiiiiiiiiii e -8-
3.5 Uso medicinal actual de Cirsium ehrenbergii.........cccccciieeiiiiiiiiiiiici e, -10-
3.6 Estudios farmacoldgicos previos con Cirsium ehrenbergii ...........ccevvvvvvviiiiiiiiiieieenennn, -10-
I A 111 =T = TodTo ] o TSP PPUPRTPP -11-
3.8 DePresiOn Y anSIEUAA ..........ooeiiiiiei e -12-
V. JUSTIFICACION ...ttt ettt et eetesre e e e eeestnaneanens -14 -
V. HIPOTESIS. ..ottt ettt et e et e te e et e teeteenseaeeteateereeneas -14 -
VI. OBUIETIVOS ... e et e ettt e e e ettt e e e e tt e e e e et aeaaee -14 -
6.1 ODJELIVO GENEIAL ......viiiiii e e e e e et e e e e e e e e e e et e eaaes -14 -
6.2 ODJEtiVOS PArTICUIAIES .......coiiiiiiiiiiieeeeie -15-
VI, MATERIAL Y METODO ....ooiuiiieite ettt ettt eaeeta e eaeaneareenens -15-
7.1 Colecta del material vegetal y ejemplar de herbario ..........ccccccvvviii -15-
7.2 Obtencion de eXtraCtoS OFJANICOS .......ceiieeiiiiiuiiiiieiae e e e et e e e e e e e s s e e e e e e e s aneneeees -16 -
7.3 Animales de exXperimentaCiON............coiiiiiiiiiiiii e e e -17 -
7.4 Modelo de inflamacién inducida con TPA en oreja de raton ............ccccvvveveeeeeeiiiinnnne. -17 -
7.5 CUIVA dOSIS-TESPUESEA . .....ceiieeeiitieie e et e e e et e e e e e e e e eett e e e e e e e eeeaeannaaeeeeeas -19-
7.6 Actividad de la enzima mieloperoxidasa (MPO)...........cccccviiiiiiiiiiiiiiiiiee -19-
7.7 Tratamientos y administracion para pruebas conductuales ..........cccccccvvvvvvveiiveenennnn.n. -20 -
7.8 Pruebas para determinar el perfil neurofarmacoldgico............cccccoeviiiiiiiiiiiiiiieiiiee, -20 -
7.9 Pruebas @STAdISICAS .......uueiiiiiiiiiiiiiiii et e e e e e e -24 -



7.10 Cromatografia en Columna (CC) ......c.ooeiiiiiiiiiii e

7.11 Identificacion de 10S cCOMPUESLOS AISIAAOS ........eeveiiiiriiiiiiiiieee e

7.12 Cernimiento de la actividad antiinflamatoria de los compuestos aislados .................

7.13 Evaluacion de la actividad sobre Mycobacterium tuberculosis..............cccccceriiinnnne.
VII. RESULTADOS Y DISCUSION .....ccuiiiiiiitiiticieieeete ettt

8.1 ReENAIMIENTO € [0S EXITACTOS. .. evuiretieteee ettt ettt ettt et et seaeeea s et s easeaseaseaasenees

8.2 Modelo de inflamacion inducida CON TPA ..o e

8.3 CUIrva DOSIS-RESPUESTA. ........ccuiiiiiii i e e e e e e e
8.4 Actividad de 1a €nzima MPO ...

8.5 Pruebas para determinar el perfil neurofarmacol0giCo............coovvviiieiiiiiiiiiiicceee e,

8.6 Cromatografia en columMNa (CC) .......uuuiiiiiiiiiiiiiiiie e

8.7 ldentificacion de los compuestos aislados ..........ccoovveviiiiiiii i

8.8 Cernimiento de la actividad antiinflamatoria de los compuestos aislados ...................
X, CONCLUSIONES. ..ottt e et e e et e e e e e e nnraeaaeans

X. REFERENCIAS

Vi



indice de figuras

Figura 1. Clasificacién taxonémica y Cirsium ehrenbergii en campo...............coouveiiiiiiiiiiiiiiciiieeenn, 5
Figura 2. Mapa de distribucién de C. ehrenbergii en México. Rojo: Ejemplares en museos, colectas y
proyectos (SNIB) Verde: Observaciones de naturalista.com ciencia ciudadana. Obtenido de Enciclovida-
OO N 7Y = T (2 0 ) PP 7
Figura 3. Lamina del folio 41r. del Cédice, donde se describe el remedio para la “sangre negra” (Nigri
remedium sanguinis) utilizando el “huitzquilitl” (Cirsium ehrenbergii) y el “tlatlanquaye” (Peperomia
galioides). (De 1A CrUz, 1991 ). . i e ettt e 9
Figura 4. Cirsium ehrenbergii en campo y ejemplar de herbario depositado en FCME....................... 15
Figura 5. Esquema para el grupo control del modelo de edema inducido con TPA en oreja de ratdn
(MUS MUSCUIUS CEPA CDT ).ttt e ettt ettt e et ae e e eae e 18
Figura 6. Esquema para los grupos tratados del modelo de edema inducido con TPA en oreja de raton
(MUS MUSCUIUS CEPA T ).ttt e ettt ettt e et e e e e e 18
Figura 7. Esquema de la metodologia utilizada para probar la actividad antiinflamatoria de extractos de
C. ehrenbergii en el modelo de edema inducido con TPA enorejaderaton...............cccooeiiiiiiiiinnns, 19
Figura 8. Cilindro de exploracién utilizado para probar la actividad sedante de extractos de C.
L= T =T ] o =T o 1P 21
Figura 9. Modelo conductual de campo abierto utilizado para evaluar la actividad motora espontanea al
administrarlos extractos de C. €nrenDergii..... .. ..o 22
Figura 10. Laberinto en cruz elevado para determinar la actividad ansiolitica de los extractos de C.
CRIBNDOIGI. . ... e 23
Figura 11. Contenedor cilindrico utilizado en el modelo de nado forzado para probar la actividad
antidepresiva de los extractos de C. enrenbergii...... ..o 24
Figura 12. Efecto de los extractos de CH2Clz, AcOEt y EtOH de C. ehrenbergii en el porcentaje de
inhibicidn de la inflamacion inducida por TPA, mostrando diferencias significativas* para CeDH (hojas) y
CeDF (cabezuelas). Vehiculo: cloroformo. Simbologia: CeDH: extracto CH2Cl2 de hojas; CeDF: extracto
CH2Cl2 de cabezuelas; CeDR: extracto CH2Cl2 de raices; CeAH: extracto de AcOEt de hojas; CeAR:
extracto de AcOEt de raices; CeEH: extracto EtOH de hojas. Cada barra (n=3) representa X + EEM.
ANOVA (p< 0.05), seguida de una prueba de Dunnett........... ..o 27
Figura 13. Efecto de los extractos organicos de MeOH y EtOH de C. ehrenbergii en el porcentaje de
inhibicién de la inflamacién inducida por TPA. Vehiculo: agua-acetona 1:1. Simbologia: CeMH: extracto
MeOH de hojas, CeMF: extracto MeOH de cabezuelas; CeMR: extracto MeOH de raices; CeER: extracto
EtOH de raices. Cada barra (n=3) representa X + EEM. ANOVA (p< 0.05). No se observaron diferencias

significativas entre [0S tratamientos. ... ... i e 28

Vil



Figura 14. Curva dosis-respuesta del extracto de diclorometano de hojas de C. ehrenbergii (CEDH),
comparada contra la curva dosis-respuesta de la Indometacina, farmaco control positivo.................... 29
Figura 15. Actividad de la enzima mieloperoxidasa (MPO) en muestras de oreja de ratén con
inflamacion inducida por TPA y tratadas con el extracto de diclorometano (CH2Cl2) de C. ehrenbergii.
Cada barra (n=4) representa X £ EEM. ANOVA (P<0.05)......iuiiiiiiiiiiii e 30
Figura 16. Efecto del extracto etandlico de C. ehrenbergii sobre el nimero de levantamientos que
realiza el ratén en el modelo de cilindro de exploracion. Cada barra (n=4) representa X + EEM. ANOVA
(10201 T PRSP 32
Figura 17. Efecto del extracto etandlico de C. ehrenbergii sobre la actividad motora espontanea en
ratones (modelo de campo abierto). Cada barra (n=5) representa X+ EEM. ANOVA (p<0.05)............... 32
Figura 18. Efecto del extracto etandlico de C. ehrenbergii sobre el tiempo que el ratén pasa en los
brazos abiertos del modelo de laberinto de cruz elevada. Cada barra (n=5) representa X £ EEM. ANOVA
(RO 101 TP 33
Figura 19. Efecto del extracto etandlico de C. ehrenbergii sobre el nimero de cruces entre brazos del
laberinto de cruz elevada. Cada barra (n=5) representa X + EEM. ANOVA (p<0.05).........cocovevinennnnnn. 34
Figura 20. Tiempo de inmovilidad de ratones después de la administracién del extracto etandélico de C.

ehrenbergii en la prueba de nado forzado. Cada barra (n=12) representa X+ EEM. ANOVA (p<

Figura 21. Cromatoplaca de silica gel del extracto de diclorometano:1: extracto de hojas, 2: extracto de

cabezuelas, 3: extracto de raices, mostrando compuestos similares para la muestra 1 y 2. Fase movil:

HX-AC O L O . e e e 37
Figura 22. Representacion de las diferentes polaridades de la fase movil de la cromatografia en
columna y 10S compueStOS ODLENIAOS. ... .c.uie e 38
Figura 23. Columna cromatografica al inicio y al final de la elusion con diferentes polaridades........... 40
Figura 24. Estructura quimica del pseudotaraxasterol.................ooeuiiiiiiiiiiiiiiiiei e 43
Figura 25. Estructura quimica del taraxasterol................oouiiiii i 44

viii



indice de cuadros

Cuadro 1. Metabolitos secundarios que contienen diversas especies del género Cirsium (Glasby, 1991;
Ganzera et al., 2005; Nazaruk y Gudej, 2003; Soon-Ho et al., 2003; Lee et al., 2002; Peng-Cheng et al.,

2019; Lai et al., 2014 y Takaishi et @l., 1990) ... e 6
Cuadro 2. Mediadores quimicos de la respuesta inflamatoria aguda (Le6n et al., 2015).................... 11
Cuadro 3. Rendimiento de los extractos organicos y acuoso, obtenidos a partir del material vegetal seco
(o0 [=Tex r=To [0 H PP 26
Cuadro 4. Peso de los sdlidos de las fracciones aisladas en la columna cromatogréfica.................... 39

Cuadro 5. Composicion quimica del sélido 12 identificada a través de cromatografia de gases acoplada

a espectrometria de masas en el LANCIC-IQ, UNAM. ... ..o 41
Cuadro 6. Nimero de desplazamiento quimico de RMN !H y 13C de pseudotaraxasterol................... 43
Cuadro 7. Nimero de desplazamiento quimico de RMN !H y 13C de taraxasterol............................. 44

Cuadro 8. Efecto inhibitorio del edema inducido con TPA en ratones de 4 sélidos aislados mediante CC

del extracto de CH2Cl2de Cirsium ehrenbergii. Cada muestra representa el promedio de tres repeticiones

(N=3) £ EEM. ANOVA (D< 0.05% Y P< 0.0155) ...ttt e, 45



Abreviaturas y simbolos

AcOEt
ANOVA
CcC

CCF
CH:Cl,

cm

CO:

COX
CICUAL-IQ

DEso.
Dlso
EEM
EtOH

et al.
Fig.

g

h

H-0>
H2SO4
HTAB

in vivo
i.p.
LANCIC-1Q
LOX

m

M

M. en C.
m.s.n.m.

MeOH

Acetato de Etilo

Prueba estadistica Analisis de Varianza
Cromatografia en Columna
Cromatografia en Capa Fina
Diclorometano

centimetro

Dioxido de Carbono

Cicloxigenasa

Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del
Instituto de Quimica, UNAM

Dosis efectiva 50

Dosis inhibitoria 50

Error Estandar de la Media
Etanol/etandlico

Del latin “y otros”

figura

gramos

horas

Perdxido de hidrogeno

Acido sulfarico

Bromuro de hexadeciltrimetilamonio
Del latin “dentro del vivo”

Via de administracion intraperitoneal

Laboratorio Nacional de Ciencias para la Investigacién y la
Conservacion del Patrimonio Cultural del Instituto de Quimica, UNAM
Lipoxigenasa

metro

molar

Maestro en Ciencias

metros sobre el nivel del mar

Metanol



mg/Kg
mg/mL
mg/oreja
mL

mm

mM
MPO

NIST
nm

NOM-062-
Z00-1999

@]

0.p.
PBS
REMA
RMN H
RMN 3C
rpm
TMB
TPA
UNAM
uv

Hg
ML

miligramos por peso en kilogramos
miligramos por mililitro

Miligramos por oreja

mililitro

milimetros

milimolar

Enzima mieloperoxidasa

Numero de muestra

Norte

Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia
nanémetros

Norma Oficial Mexicana-062: Especificaciones técnicas para la
produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio

Oeste

Via de administracion oral

Buffer fosfato salino

Resazurin Microtitter Assay

Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno
Resonancia Magnética Nuclear de Carbono
Revoluciones por minuto
3,3’,5,5'-tetrametilbenzidina

13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol
Universidad Nacional Autonoma de México
Ultravioleta

microgramos

microlitros

Media o promedio de la muestra

grados centigrados

grados

minutos

segundos

Xi



RESUMEN

México ocupa el segundo lugar a nivel mundial en cuanto a mayor riqueza de plantas
medicinales con alrededor de 4 mil especies registradas que equivalen al 15% de la flora total.
Sin embargo, s6lo el 5% de esta flora medicinal ha sido estudiada biol6gica, quimica y
farmacoldgicamente. Cirsium ehrenbergii (Asteraceae), conocida como cardo santo o cardo
rojo, es una especie reportada en el Codice De la Cruz-Badiano (1552), importante manuscrito
histérico considerado el primer compendio de plantas medicinales en México escrito después
de la conquista espafiola. En este manuscrito C. ehrenbergii se reporta en un remedio contra la
“sangre negra’, enfermedad interpretada como melancolia o depresion. Actualmente esta
especie es utilizada en la medicina tradicional mexicana contra los nervios, desinflamacion de
heridas y padecimientos del sistema respiratorio. Existen pocos estudios realizados con esta
especie, sin embargo, para Cirsium japonicum esta reportado que posee actividad
antidepresiva. Debido a lo anterior, en este trabajo se busco probar la actividad de extractos
organicos de C. ehrenbergii sobre el Sistema Nervioso Central (SNC), empleando pruebas
neurofarmacologicas conductuales en ratones, que miden la actividad sedante, ansiolitica,
antidepresiva y la actividad motora espontanea. Ademas, se evalud la actividad antiinflamatoria
de los extractos mediante el modelo de edema inducido con TPA en ratones, y la actividad de
la enzima mieloperoxidasa (MPO) como marcador bioquimico de neutréfilos infiltrados. Los
resultados obtenidos indican que el extracto de diclorometano posee actividad antiinflamatoria
con un porcentaje de inhibicién del edema de 54.62% y una ICso de 0.89 mg/oreja, lo cual se
pudo corroborar al medir la actividad de la enzima MPO, donde se observé una disminucién de
su actividad. Por otra parte, el extracto etandlico de las hojas de C. ehrenbergii no posee
actividad sobre el SNC tras administrarlo de forma aguda. Adicional a las pruebas bioldgicas,
se realiz6 una cromatografia en columna (CC) para separar los compuestos del extracto de
diclorometano que resulté activo en la actividad antiinflamatoria. De las fracciones obtenidas,
se identificaron 5 sélidos por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(CG-EM) o mediante Resonancia Magnética Nuclear de ¥*C y H. Se identifico el
pseudotaraxasterol, el taraxasterol, y una mezcla de B—sitosterol con estigmasterol. Algunos de
estos compuestos ya se han reportado en otras especies de Cirsium. Con este estudio se
contribuye al estudio quimico y farmacol6gico de la especie, determinando los compuestos que

justifican su uso medicinal.



Il. INTRODUCCION

Desde la antigiiedad, la humanidad ha recurrido a practicas y remedios naturales, con el
objetivo de buscar alivio a diversas enfermedades que el hombre ha padecido a lo largo del
tiempo. Actualmente, el uso de algunas de estas practicas es conocido como medicina
tradicional, alternativa o complementaria. Uno de los elementos que conforman a la medicina
tradicional son las plantas medicinales. Segun estadisticas de la OMS, se estima que cerca del
80% de la poblacion mundial ha recurrido a las plantas medicinales para satisfacer o
complementar sus necesidades médicas (Ocegueda et al., 2005).

En México, desde la época prehispanica se tiene registro del uso de plantas medicinales para
el tratamiento de distintas enfermedades. Prueba de ello la podemos constatar en documentos
histéricos como el Libellus de Medicinallibus Indorum Herbis, conocido como el Cdodice De la
Cruz-Badiano (1552), la Historia Natural de la Nueva Espafia (1571-1577) y el Codice
Florentino, también llamado Historia General de las Cosas de la Nueva Espafia (1580),
manuscritos donde se describen remedios y plantas utilizadas por los antiguos
mesoamericanos desde antes de la conquista espafiola.

Se conoce como herbolaria al conocimiento y practicas terapéuticas adquiridas a lo largo del
tiempo que utilizan plantas medicinales para el tratamiento de enfermedades, y que en la
actualidad contindian vigentes, sobre todo en sitios con bajos recursos o donde el sistema de
salud no es eficiente para atender a toda la poblacién (Ocegueda et al., 2005).

Segun la CONABIO, México es el segundo pais a nivel mundial con mayor riqueza de plantas
medicinales, con alrededor de 4 mil especies registradas, que equivalen al 15% de la flora total
(Loa-Loza et al., 1998). Esto tiene sentido debido a la gran riqueza floristica que posee nuestro
pais con un gran nimero de biomas representados, producto de las condiciones fisiogréaficas,
geoldgicas y climaticas presentes (Rzedowski, 1978).

La gran variedad de condiciones ambientales que existen en el territorio mexicano también da
lugar a que las plantas biosinteticen una amplia variedad de sustancias quimicas, que son los
principios activos que las hace utiles para el manejo o tratamiento contra diversas
enfermedades. Una sola planta medicinal puede contener uno o varios principios activos, lo que
indica la complejidad y riqueza bioquimica que existe en la naturaleza. Sin embargo, en México
solo el 5% de la flora medicinal ha sido estudiada biolégica, quimica y farmacol6gicamente
(Ocegueda et al., 2005). El estudio de estas especies vegetales y sus productos derivados, asi

como sus componentes activos y su actividad biolégica, ha permitido el avance en el



conocimiento cientifico y el desarrollo de nuevos medicamentos que pueden servir como
tratamientos terapéuticos para combatir distintas enfermedades (Rodriguez et al., 2015).

El uso medicinal de Cirsium ehrenbergii fue reportado en la época colonial en el Codice De la
Cruz-Badiano (1552), donde se nombra como “huitzquilitl”. Este cddice recopila remedios tanto
mexicas como europeos utilizados para tratar diferentes enfermedades. En este libro el
“huitzquilitl” forma parte de tres remedios medicinales, uno de ellos para el tratamiento de la
“sangre negra”. La “sangre negra” hace referencia a la melancolia, padecimiento descrito desde
la época de Hipécrates (siglo IV a. C.) y que actualmente podemos relacionar con la depresion.
En el manuscrito, el “huitzquilitl” también se encuentra presente en la descripcién del remedio
contra la “sarna” y contra la “frialdad del vientre”. En cuanto a su uso medicinal actual, esta
especie se utiliza para la desinflamacién de heridas, contra padecimientos respiratorios,
irritacion de ojos, reumas y para flujo y hemorragia vaginales (Pérez-Escandén et al., 2003;
Biblioteca de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

En este trabajo se realizé un estudio biodirigido de la especie vegetal Cirsium ehrenbergii Sch.
Bip. (Asteraceae); por sus antecedentes histéricos, y su uso medicinal actual, se evalué la
actividad antiinflamatoria de los extractos organicos, asi como su actividad sobre el Sistema
Nervioso Central. Ademas, se realiz6 el fraccionamiento del extracto que resulté méas activo en
las pruebas biolégicas de inflamacion, mediante cromatografia en columna (CC), de donde se
aislaron algunos compuestos y se identificaron mediante Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas y Resonancia Magnética Nuclear de H y *C. Ademas, se examind

también la actividad antiinflamatoria de los compuestos aislados.



Ill.  ANTECEDENTES

3.1 Familia Asteraceae (Compositae)

Dentro de las angiospermas o plantas con flores, la familia de las compuestas (Asteraceae) es
una de las mas grandes, diversas y mas ampliamente distribuidas en América. Alrededor del
mundo se conocen aproximadamente de 950 a 1450 géneros y entre 20 000 y 30 000
especies. En México, existen alrededor de 373 géneros, de los cuales 3080 especies son
nativas, ademas de 29 géneros introducidos. Frecuentemente se ven favorecidas por el efecto
de la perturbacion en las comunidades vegetales, por lo que es comun encontrarlas creciendo
de forma arvense, en forma de maleza compitiendo con los cultivos y jardines, o como
ruderales en los caminos (Redonda-Martinez y Villasefior-Rios, 2011). Algunas de sus
especies tienen uso ornamental, medicinal y alimenticio. Su uso medicinal ha llevado a la
investigacion de los metabolitos secundarios que producen las especies de esta familia y se
han encontrado una gran variedad, como son: terpenos, alcaloides pirrolizidicos, poliacetilenos,
flavonoides, etc., los cuales son responsables de la actividad biol6gica de la familia en general
(Heinrich et al.,, 1998). A esta familia pertenece el arnica (Heterotheca inuloides), el
cempasuchil (Tagetes erecta), la manzanilla (Matricaria recutita), los girasoles (Heliantus
annuus) y los cardos, entre ellos el “cardo rojo” o “cardosanto” (Cirsium ehrenbergii), una
especie cuyo uso ha sido reportado como tratamiento para diferentes padecimientos, desde la

época prehispanica hasta la medicina tradicional mexicana mas actual.

3.2 Género Cirsium Mill.

El género Cirsium pertenece a la tribu Cardueae de las Asteraceas y comprende alrededor de
2050 taxones especificos e infraespecificos descritos, aunque solo 481 son nombres aceptados
(The Plant List, 2013). Cirsium es uno de los géneros mas diversos y ampliamente distribuido
de esta tribu. Sus especies se distribuyen desde el nivel del mar hasta las regiones alpinas y
boreales de Canada y los trépicos de América Central. Los miembros del género se encuentran
en una gran variedad de hébitats, incluidos pantanos, bosques, praderas y desiertos (Kell, s.f.).

Una gran diversidad de especies del género es utilizada en varias comunidades en el mundo y
en México para tratar diferentes padecimientos de sus habitantes. Algunos ejemplos son: C.
anartiolepis: para tratar el asma (Waizel y Waizel, 2009); C. rhaphilepis: para el dolor de rifion y
bronquitis (Molina-Mendoza et al., 2012) y C. mexicanum para tratar problemas relacionados
con vias respiratorias y enfermedades como hipertension y presion alta (Gheno-Heredia et al.,
2011).



En cuanto a la quimica, en diversas especies del género se ha reportado la presencia de
flavonoides y derivados, ademas de otros compuestos como cumarinas, poliacetilenos,
terpenos, esteroles y gliceroles en extractos de flores y partes aéreas de varias especies, de
las cuales algunas también se ha probado su actividad biologica a través de diferentes ensayos
(Ganzera et al., 2005; Nazaruk y Gudej, 2003; Soon-Ho et al., 2003 y Lee et al., 2002) (Cuadro
1).

3.3 Cirsium ehrenbergii

La especie vegetal Cirsium ehrenbergii, con nombre en ndhuatl “huitzquilitl” (cardo comestible)
y de nombre comun cardo santo o cardo rojo, es una planta herbacea perenne que llega a
medir de 70 cm a 1.5 m de altura. Es de tallo erecto de color amarillento a rojizo, estriado con
alto grado de pubescencia. Sus hojas son en general pecioladas, de 60 a 80 cm de largo,
pinnatipartidas, con 5 a 10 segmentos triangulares a ovados y su margen es espinoso-dentado.
Las cabezuelas son solitarias 0 agrupadas en los apices de las ramas en inflorescencias
hojosas. Su involucro contiene de 200 a 300 bracteas graduadas, las puntas son rosadas, el
receptaculo puede ser plano o convexo y presenta de 100 a 250 flores con corolas también
rosadas, asi como las anteras y los estilos que son de color rojizo-rosado. Florece de agosto a

mayo Yy en forma esporadica durante todo el afio (Rzedowski y Calderén, 1995) (Figura 1).

Cirsium ehrenbergii Sch. Bip.

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae

Superorden: Asteranae
Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Tribu: Cardueae
Género: Cirsium
Especie: Cirsium ehrenbergii Sch. Bip.

Figura 1. Clasificacion taxonémica y Cirsium ehrenbergii en campo.



Cuadro 1. Metabolitos secundarios que contienen diversas especies del género Cirsium (Glasby, 1991; Ganzera et al., 2005; Nazaruk y Gudej, 2003;
Soon-Ho et al., 2003; Lee et al., 2002; Peng-Cheng et al., 2019; Lai et al., 2014 y Takaishi et al., 1990)

Especie Flavonoides Derivados de acidos Terpenos Esteroles
grasos
C. arisanense Kitam. Linarina
Linarina, acacetina, Ciryneol C

C. arvense (L.) Scop.

C. ferum Kitam.

C. japonicum

C. kawakamii Hayata

C. rivulare Jacq. All.

C. setidens Nakai

C. setosum Willd

C. wallichii DC.

pectolinarigenina-7-0-3-
glucopiranosido
Pectolinarina Acido fumarico
Pectolinarina,
linarina, hispidulina-7-
neohesperidosido, CDE
luteolina, silidianina
diyn-8-ol
1-Heptadecene

Luteolina 7-glicosido

Tricina

Apigenina

Luteolina

Hispidulina

Linarina

Apinenina 7-O-B-D-glucurénido
Apinenina 7-O-B-D-glucésido

Acido a-linolénico
Acido linoleico
Acido palmitico

Linarina

- Acido fumarico

Ciryneol A, B, C, D, E,
G, H, cirsiumina A, B,

9,10-Epoxy-16-heptadecene-4,6-

a-tocopherol,
25-hidroperoxicicloart-23-en-3-ol,
24-hidroperoxicicloart-25-en-33-ol,
Mokkolactona, Transfitol

22-0x0-20-taraxasten-34, 30-diol
22a-hydroxy-20-taraxasten-308, 30-
triol, 20-taraxasten- 3, 30-diol, 20-
taraxasten-3g-ol

Acilglicosil B-sitosterol,

(2R)-1,2-0-(9z, 12z, 15z-dioctadecatrienoil)-3-
O-B-D-galactopiranosil glicerol,

Glucoésido B-sitosterol




C. ehrenbergii es una especie endémica de México, se distribuye principalmente en el area

centro-sur del pais, en la Ciudad de México y, segun la literatura, en los estados de: México,

Hidalgo, Tlaxcala, Puebla, Morelos, Aguascalientes, Durango, Guanajuato, Guerrero, Jalisco,

Michoacan de Ocampo, Oaxaca, Querétaro y Veracruz (Rzedowski y Calderon, 1995;
Enciclovida-CONABIO, 2019) (Figura 2).
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3.4 Codice De la Cruz-Badiano

El primer documento sobre remedios medicinales redactado después de la Conquista, el
Libellus de medicinalibus indorum herbis (Libro sobre las hierbas medicinales de los indigenas)
es el antecedente etnobotanico mas antiguo en América. Es un manuscrito de la época colonial
del afio 1552, dictado en n&huatl por el médico azteca Martin de la Cruz y traducido al latin por
Juan Badiano, un médico xochimilca. Fue elaborado en el Colegio de la Santa Cruz en
Tlatelolco de la Ciudad de México. Este manuscrito contiene distintas descripciones de
remedios medicinales de mas de 150 plantas originarias de México empleadas en la medicina
prehispénica (Rios et al., 2012). También es referido como el Cédice De la Cruz-Badiano. El
codice presenta ilustraciones coloridas y el nombre en nahuatl de algunas de las plantas
utilizadas en los remedios medicinales descritos, por lo que gracias a ello la mayor parte de
estas plantas se han podido interpretar botanicamente (Valdés et al., 1992). Una de estas
plantas es Cirsium ehrenbergii de nombre en nahuatl “huitzquilitl” o “cuauhtlahuitzquilitl” (cardo
comestible o cardo comestible de las montafias) (Ortiz, 2017). En el codice la podemos
encontrar en tres laminas (f. 8v., f. 32r. y f. 41r.), donde se describe su uso medicinal contra la
“sarna” en combinaciéon con otras dos plantas de nombre “tezonpahtli” y “tequammaytl”; y
contra la “frialdad del vientre” en combinacion con “copaliyacxiuhtontli’, “tlanextixiuhtontli” y
“chichicxihuitl” (De la Cruz, 1991). Por ultimo, el “huitzquilitl” es mencionado en el folio 41r. para
elaborar un remedio contra la “sangre negra”, esto en combinacion con otra planta llamada
“tlatlanquaye”, la cual ha sido interpretada botanicamente como la especie Peperomia galioides
(Piperaceae) (Valdés et al., 1992). Este remedio para la “sangre negra” se describe de la

siguiente manera (De la Cruz, 1991) (Fig. 3):

“Se cuecen en agua las ramas y raices molidas de las hierbas cuauhtlahuitzquilitl
(huitzquilitl) y tlatlanquaye; se les agrega perla, higado de lobo y pulque. Debe
beber ese liquido asi preparado.

Separadamente ha de beber antes de la comida el jugo exprimido de diversas
flores que huelen bien. Ha de andar en lugar sombreado, y se ha de abstener de
trato carnal. Beberd muy moderadamente el pulque y mejor no lo bebe, si no es
como medicina. Dediquese a cosas alegres, como es el canto, la musica, el tocar

los instrumentos con que acostumbramos acompafiar nuestras danzas publicas”.
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Figura 3. Lamina del folio 41r. del Cédice, donde se describe el remedio para la “sangre negra” (Nigri
remedium sanguinis) utilizando el “huitzquilitl” (Cirsium ehrenbergii) y el “tlatlanquaye” (Peperomia
galioides). (De la Cruz, 1991).

En Europa desde la época de los griegos hasta el siglo XIX se creia que la salud en el hombre
era establecida por el equilibrio de los cuatro humores del cuerpo: la sangre, la flema, la bilis
amarilla y la sangre negra (bilis negra). La melancolia era la sangre negra mezclada con hiel,
debido a que en griego, al negro lo llaman melan (mélan), y a la hiel, colhn (jolén). En el siglo IV
a. C., Hipdcrates describié el cuadro patoldgico de la depresién con el nombre de melancolia,
ya que, de acuerdo a su teoria, este padecimiento era originado por la sangre negra (Calderén
y Colin, 2003).

Por lo tanto, el mal de la sangre negra, ya que se refiere a la melancolia, era el mal de la
tristeza, y de acuerdo al Cddice, uno de los remedios preparados con C. ehrenbergii era
utilizado para animar a los enfermos de tristeza, es decir, enfermos cuyos sintomas estan
relacionados con lo que actualmente conocemos como depresion (com. per. Reyes-Chilpa,
2017). Con base en estas interpretaciones se propuso que C. ehrenbergii podria tener efecto
antidepresivo o contra otros padecimientos relacionados con el sistema nervioso central como

la ansiedad.



3.5 Uso medicinal actual de Cirsium ehrenbergii

Como ya se menciond, varias especies del género Cirsium Mill. han sido utilizadas en épocas
recientes dentro de la medicina tradicional mexicana para tratar diferentes padecimientos tanto
en México, como alrededor del mundo. En el estado de Hidalgo, especificamente Cirsium
ehrenbergii, se utiliza para tratar afecciones como flujo vaginal, tos, dolor de corazén y
hemorragia vaginal. Se utilizan las hojas y las raices, y se administra de forma oral en
infusiones (Pérez-Escandodn et al., 2003). Adema4s, en este mismo estado, en el municipio de
Nicolas Flores utilizan las ramas de esta especie para tratar problemas como nervios e
insomnio (Sanchez-Gonzalez et al., 2008).

En la Biblioteca de la Medicina Tradicional Mexicana (2009) se reporta el uso medicinal de C.
ehrenbergii para problemas respiratorios, por ejemplo para tos (mezclada con pitaya roja y
canela) y pulmonia (mezclada con tabachin y flor de tila). También esta reportada para la

desinflamacion de heridas, irritacion de ojos, flujo vaginal y reumas.

3.6 Estudios farmacolégicos previos con Cirsium ehrenbergii

Hay escasos estudios farmacoldgicos que justifiquen o corroboren la actividad medicinal de
Cirsium ehrenbergii. Fernandez-Martinez y colaboradores (2007) realizaron un estudio
preliminar fitoquimico y biolégico donde se encontrd la presencia de alcaloides en extractos
polares y no polares de esta especie. En este mismo estudio también se evalué la toxicidad de
los extractos en Artemia salina, la actividad antibacterial y el efecto relajante en masculo uterino
de rata.

Fernandez-Martinez y colaboradores (2018) realizaron un estudio donde probaron el efecto
hepatoprotector del extracto hexanico de Cirsium vulgare y Cirsium ehrenbergii. En este estudio
se encontré que ambos extractos poseen propiedades hepatoprotectoras ya que disminuyeron
significativamente todos los indicadores de dafio hepético.

Por otra parte, se ha encontrado que algunas especies del mismo género tienen actividad
antiinflamatoria, por ejemplo C. maackii (Jung et al., 2012), y particularmente en México se ha
estudiado la actividad analgésica y antiinflamatoria de C. subcoriaceum, donde se encontré que
el extracto acuoso de esta especie posee actividad antiinflamatoria dependiente de la dosis en
una prueba de induccion de edema (Martinez-Vazquez et al., 1998).

No se han llevado a cabo estudios que prueben la actividad sobre el Sistema Nervioso Central
de C. ehrenbergii. Sin embargo, se ha probado la actividad pro-cognitiva y neuroprotectora en
C. rivulare y C. setidens respectivamente (Walesiuk et al., 2010; Chung et al., 2016). Ademas,

en un estudio realizado con la especie C. japonicum se determin6 que posee actividad
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antidepresiva de acuerdo a la prueba de nado forzado, donde observaron una disminucion en
el tiempo de inmovilidad de ratones a una dosis de 300 mg/Kg de extracto acuoso-metandlico
al 80%, administrado por via oral (Park et al., 2006).

3.7 Inflamacién

La inflamacién es una respuesta del sistema inmunol6égico de un organismo ante un dafio
causado por agentes biolégicos, quimicos o fisicos, sea un microorganismo infectante, una
sustancia irritante o un golpe o traumatismo. El proceso inflamatorio es una cadena de eventos
como respuesta reparadora que logra aislar la lesion, destruye el agente patégeno y repara el
tejido con el fin de restaurar su funcionalidad junto con la del 6érgano afectado (Villalba, 2014).
El proceso de inflamacién consta de cambios vasculares y celulares mediados por factores
guimicos (mediadores de la inflamacion) (Cuadro 2) que se manifiestan por los cuatro signos
cardinales de la inflamacion (dolor, calor, edema y rubor) descritos por Aulio Cornelio Celso,
médico romano del siglo | a.C. El agente agresor, los mediadores de la inflamacion y el
aumento de la presién producida por la distension los tejidos originan el dolor; el aumento del
flujo sanguineo en la zona afectada provoca el enrojecimiento de la zona (rubor); el aumento
local de la temperatura después de la vasodilatacién y el aumento del consumo local de
oxigeno provoca calor, y por ultimo, el aumento de la permeabilidad capilar junto con el
hiperaflujo de sangre provoca que se acumule agua en el intersticio que externamente se
visualiza con un aumento del volumen que ocasiona el edema o tumor (Garcia, 2008).

La inflamacién puede presentarse de forma aguda como una reaccién inmediata al agente
agresor a través de la liberacion de mediadores de defensa del organismo en el area de la
lesion (Cuadro 2). También puede presentarse de manera crénica en un proceso prolongado
en donde existe destruccion tisular, inflamacion activa y el repetitivo intento de reparacion
(Villalba, 2014).

Cuadro 2. Mediadores quimicos de la respuesta inflamatoria aguda (Le6n et al., 2015).

Mediador quimico

Accion

Histamina y serotonina (aminas vasoactivas)

Bradicinina
C3a (producto del complemento, anafilotoxinas)

CSa (producto del complemento, anafilotoxinas)

Prostaglandinas (metabolitos del dcido
araquiddnico)

Leucotrieno Bs(metabolito del dcido
araquiddnico)

Leucotrieno Cy4, Ds, E4 (metabolitos del acido
araquiddnico)

Metabolitos del oxigeno (radicales libres)
Factor activador de plaguetas (PAF)

Interleucina-1 (IL-1) y Factor de necrosis
tumoral (TNF) (citocinas)
Oxido nitrico

Incremento de la permeabilidad

Incremento de la permeabilidad y dolor

Incremento de la permeabilidad opsonina

Incremento de la permeabilidad, quimiotaxis, adhesidn y
activacidn leucocitaria

Vasodilatacién, dolor, fiebre, activa a otros mediadores

Quimiotaxis, adhesidén y activacién leucocitaria

Incremento de la permeabilidad, broncoconstriccidn,
vasoconstriccion

Incremento de la permeabllldad, lesidn endotelial y tisular
Incremento de la permeabilidad, broncoconstriccidon, cebado
de leucocitos

Reacciones de fase aguda, activacion endotelial, quimiotaxis

Incremento de la permeabilidad, vasodilatacién,
citotoxicidad
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En la actualidad se cuenta con distintos tipos de tratamiento para contrarrestar los efectos de la
inflamacién, de manera que la lesién no deje secuelas en el tejido u 6rgano afectado. Uno de
estos tratamientos es el farmacolégico, sin embargo, debido a que los farmacos pueden tener
diferentes mecanismos de accion dependiendo de su diana, se busca encontrar aquel que
tenga la menor cantidad de efectos secundarios al administrarlo. En la busqueda de nuevas
sustancias quimicas, por ejemplo las derivadas de plantas (productos naturales), se han
desarrollado a la par diversos modelos biolégicos en animales donde se pueda probar la
actividad antiinflamatoria de extractos y compuestos de plantas. Uno de ellos es el modelo de
edema inducido con 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA). Este modelo permite
dilucidar la actividad antiinflamatoria utilizando ratones y aplicando de manera tépica el TPA,
induciendo la inflamacién, para posteriormente aplicar los tratamientos a evaluar (Young,
1983). El modelo tiene la ventaja de ser rapido y sencillo, utiliza poca cantidad de muestra,
ademas de que la respuesta obtenida se debe a un efecto local del extracto evitando efectos de
metabolismo y excrecién de los componentes (Mifio et al., 2002). Ademas, este modelo tiene
buena reproducibilidad de los resultados, y éstos se obtienen de manera rapida con poca
probabilidad de error (Winyard y Willoughby, 2003).

3.8 Depresién y ansiedad

La depresion es un trastorno mental del estado de animo caracterizado por la presencia de
tristeza patolégica y pérdida de interés general o placer por las cosas. Algunos de sus sintomas
son sentimientos de culpa o falta de autoestima, trastornos del suefio o del apetito, sensacién
de cansancio y falta de concentracién, ademas de otros sintomas fisicos sin causas organicas
aparentes (OMS, 2018). Diversos estudios indican que alrededor de la mitad de la poblacion
adulta con trastorno depresivo mayor presenta también uno o mas trastornos de ansiedad
(Berenzon et al., 2013).

La ansiedad comprende diversos tipos de trastornos mentales que en general son
caracterizados por la presencia de molestias relacionadas o similares al miedo como
intranquilidad, desesperacién, temor o preocupaciones excesivas. La ansiedad suele aparecer
ante un evento estresante o una situacién de peligro, se trata de una respuesta normal que
manifiestan todas las personas, e incluso cierto grado de ansiedad es deseable para el manejo
normal de las exigencias o demandas del medio ambiente. Cuando esta ansiedad sobrepasa
cierto limite de intensidad o se supera la capacidad adaptativa entre el individuo y el medio

ambiente, es cuando se convierte en un trastorno patolégico provocando malestares
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significativos a nivel fisico, psicolégico y conductual (Heinze y Camacho, 2011; Rodriguez,
2018).

Se calcula que méas de 300 millones de personas padecen depresion a nivel mundial, en su
mayoria mujeres, ademas de ser la principal causa de discapacidad en el mundo (OMS, 2018).
Por otra parte, se calcula que méas de 260 millones de personas tienen trastornos de ansiedad y
gue muchas personas padecen conjuntamente tanto depresion como ansiedad (OMS, 2017).
Estos trastornos han estado en aumento en todo el mundo: entre 1990 y 2013 el numero de
personas con depresion o ansiedad ha aumentado de 416 millones a 615 millones y cerca de
un 10% de la poblacion mundial esta afectado (OMS, 2016). Adicionalmente, en México, se ha
encontrado que la depresion produce mayor discapacidad que otras condiciones crénicas como
la diabetes, los trastornos respiratorios, las enfermedades cardiacas o la artritis (Berenzon et
al., 2013).

Debido a lo anterior, se han establecido una variedad de estudios que conlleven a encontrar
alternativas de tratamiento, como la blsqueda de sustancias quimicas derivadas de las plantas,
a partir de las cuales se puedan desarrollar farmacos que atiendan a estos padecimientos. Para
realizar estos estudios se han desarrollado diferentes modelos con el objetivo de conocer la
actividad de extractos, fracciones y/o compuestos derivados de plantas que se utilizan en la
medicina tradicional. Un ejemplo son los modelos conductuales desarrollados dentro de la
neurofarmacologia para conocer la actividad sobre el Sistema Nervioso Central del extracto o
compuesto(s) en cuestion y, de esta manera, determinar su perfil neurofarmacologico (Kasper
et al., 2014; Rahmati et al., 2017).

Plantas medicinales utilizadas para el tratamiento de la ansiedad y depresion

Desde épocas antiguas hasta la actualidad se han utilizado una variedad de plantas
medicinales para tratar la depresion y la ansiedad. Algunos ejemplos son la hierba de San Juan
(Hypericum perforatum), la valeriana (Valeriana officinalis), la pasiflora (Passiflora incarnata), el
laurel (Litsea glaucescens), entre otras. Estas plantas contienen metabolitos secundarios como
la hipericina, el acido valerénico, diversos flavonoides y B-pineno y linalol respectivamente, los
cuales han demostrado tener actividad antidepresiva o ansiolitica actuando sobre algunos
mecanismos de accion enfocados a disminuir los sintomas de la depresion y bajar los niveles

de ansiedad (Garcia et al., 2002; Guzman-Gutiérrez et al., 2012).
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IV. JUSTIFICACION

Las plantas poseen una variedad de compuestos quimicos que les brindan diferentes
propiedades y que las hacen (utiles para tratar diversas enfermedades que aquejan a la
poblacion, sobre todo en areas de bajos recursos donde la medicina tradicional se considera
como la atencién de salud primaria. De acuerdo a las estadisticas, en México sélo una pequefia
parte de la flora potencialmente medicinal ha sido estudiada en aspectos como su biologia,
guimica y farmacologia. Por ello, es importante llevar a cabo proyectos donde se estudie a
estas especies vegetales y sus productos derivados, asi como la actividad biol6gica que
poseen y sus componentes activos. El objetivo es aportar un avance en el conocimiento
cientifico y permitir el desarrollo de nuevos tratamientos para combatir las enfermedades.

La informacion etnobotanica reciente sobre el uso medicinal de C. ehrenbergii indica que se
utiliza como desinflamante de heridas, ademas de que diversos estudios sefialan que otras
especies del género Cirsium poseen actividad antiinflamatoria, por lo que en este trabajo se
evalud dicha actividad con extractos de C. ehrenbergii en un modelo in vivo. Por otra parte, con
base en lo descrito en el Cédice de la Cruz-Badiano, se determiné si diferentes extractos de C.
ehrenbergii tienen actividad antidepresiva, asi como otros posibles efectos en el sistema
nervioso central por medio de la evaluacion de su perfil neurofarmacologico.

Adicionalmente, también se buscé encontrar los metabolitos secundarios que pudieran ser los

responsables de la actividad biolégica de la especie.

V. HIPOTESIS

Con base en los antecedentes etnomédicos de Cirsium ehrenbergii, se espera que esta

especie presente actividad antiinflamatoria y/o sobre el sistema nervioso central.

VI. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Determinar la actividad antiinflamatoria y sobre el sistema nervioso central de extractos
organicos de C. ehrenbergii, e identificar del extracto mas activo al menos uno de sus principios

activos.
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6.2 Objetivos particulares

e Preparar extractos organicos de C. ehrenbergii con diferentes polaridades para su
evaluacién bioldgica.

e Determinar la actividad antiinflamatoria de C. ehrenbergii in vivo en ratones (Mus
musculus) cepa CD1, macho.

e Determinar la actividad sobre el sistema nervioso central (SNC) de C. ehrenbergii
mediante pruebas conductuales en ratones in vivo.

e Identificar al menos uno de los principios activos del extracto que resulte més activo en

alguno de los modelos evaluados.

VIl. MATERIAL Y METODO

7.1 Colecta del material vegetal y ejemplar de herbario

Se realizaron dos colectas del material vegetal en el Parque Nacional Cumbres del Ajusco,
Ciudad de México, sobre la carretera Xalatlaco-El Ajusco. Lo anterior debido a que en el afio
2010 el equipo de trabajo del laboratorio donde se realizd este trabajo (2-4 A del Instituto de
Quimica de la UNAM), ya habia encontrado, colectado e identificado a Cirsium ehrenbergii en
este mismo sitio.

La primera colecta se realiz6 el 31 de mayo de 2017, en las coordenadas: 19° 11’ 48” N, 99°
51”317 O a 3327 m.s.n.m. y en un segundo sitio con las coordenadas 19° 11° 49 “ N, 99° 99°
15’ 29” O a 3420 m.s.n.m. El ejemplar se deposité en el herbario de la Facultad de Ciencias de
la UNAM (FCME) con nimero de registro 0163435. Una segunda colecta se realiz6 el dia 11 de

octubre de 2017 en las mismas coordenadas ya mencionadas (Fig. 4).
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Figura 4. Cirsium ehrenbergii en campo y ejemplar de herbario depositado en el herbario FCME.

7.2 Obtencion de extractos organicos

El material vegetal de la primera colecta (mayo de 2017) se dividi6 en raices, hojas y
cabezuelas y se dejo secar a temperatura ambiente por dos semanas. Después, el material
vegetal seco se triturd, se pesd y se macerd con el primer disolvente a utilizar: diclorometano
(CH.Cl,) por 3 dias. Posteriormente el extracto se filtré y se concentré en un rotavapor BUCHI
R-1l a presién reducida y se dej6 secar en una campana de extraccion para que el disolvente se
terminara de evaporar. Esto se repitid 3 veces, ademas de diclorometano, con acetato de etilo
(AcOEt) y metanol (MeOH) de manera consecutiva.

Con el material vegetal de la segunda colecta (octubre 2017) se prepar0 el extracto etandlico
de C. ehrenbergii. De igual manera, se dividio en raices, hojas y cabezuelas y se dejé secar a
temperatura ambiente por dos semanas. Posteriormente, el material vegetal se triturd, se pesé
y se le agreg6 etanol (EtOH), dejandolo macerar por 3 dias. Este procedimiento también se
repiti6 3 veces. Los extractos se filtraron, se concentraron en el rotavapor y se terminé de
eliminar el disolvente en la campana de extraccion.

El material vegetal de la segunda colecta también se utilizd para la elaboracion del extracto
acuoso de partes aéreas de C. ehrenbergii. Sin embargo, este extracto no se utilizé para el
andlisis y los experimentos, ya que mostré6 un cambié de coloracion durante el proceso de
liofilizacion, por lo que es posible que los metabolitos secundarios se hubieran degradado.
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Todos los extractos se almacenaron en un frasco de vidrio bien tapado y sellado con plastico
Parafim M., y en refrigeraciobn hasta el momento de su utilizacion. Para obtener los

rendimientos de los extractos de C. ehrenbergii se utilizé la siguiente ecuacion:

100 X Peso del extracto ..
9) = % de rendimiento del extracto

Peso del material vegetal seco utilizado (g)

7.3 Animales de experimentacion

La evaluacién de la actividad en el sistema nervioso central y antiinflamatoria se realiz6 con
ratones (Mus musculus) de la cepa CD1 machos (25 a 30 g) de la Unidad de Produccién y
Experimentacion de Animales de Laboratorio (UPEAL) de la Universidad Auténoma
Metropolitana Campus Xochimilco. Los experimentos realizados siguen los lineamientos de la
Norma Oficial Mexicana: Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los
animales de laboratorio (NOM-062-Z0O0-1999), que estd en armonia con las reglas
internacionales sobre el uso de animales de experimentacién. Ademas, los protocolos
experimentales fueron aprobados por el comité de ética del Instituto de Quimica, CICUAL-IQ-
002-17 y CICUAL-IQ-004-17. Los animales se mantuvieron en jaulas en grupos de 10, con
acceso libre a agua y alimento, en un cuarto de alojamiento del Instituto de Quimica a
temperatura controlada (20-26°C) y un ciclo luz/obscuridad de 12/12 h. En este sitio también se
llevaron a cabo los ensayos para determinar la actividad antiinflamatoria de los extractos de C.

ehrenbergii, asi como también las pruebas conductuales para determinar el perfil

neurofarmacoldgico de C. ehrenbergii.

7.4 Modelo de inflamacion inducida con TPA en oreja de ratén

El ensayo de edema inducido con 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA) se realizé
siguiendo la metodologia ya descrita anteriormente (Oviedo-Chavez, 2007). Se emplearon
ratones macho de la cepa CD1 (25-30 g). Se realiz6 el cernimiento de la actividad
antiinflamatoria (n=3) de los siguientes extractos organicos de C. ehrenbergii: diclorometano
(hojas, cabezuelas y raices), acetato de etilo (hojas y raices), metanol (hojas, cabezuelas y
raices) y etanol (hojas y raices), mas un grupo control positivo al que sélo se le administré TPA.
Para llevar a cabo el modelo, bajo anestesia general con pentobarbital sédico (63 mg/Kg, i.p.),
en la oreja derecha (tratamiento) se aplicaron 10 puL de una solucién etandlica de TPA (0.25

mg/mL). Diez minutos después, en la misma oreja se aplicaron los extractos ya mencionados a
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una dosis de 1 mg/oreja, previamente disueltos en 20 pL del vehiculo (en este caso se utilizd
cloroformo y mezcla de agua-acetona 1:1). La oreja izquierda (control) recibié solamente 10 uL
de etanol y 20 uL del vehiculo del compuesto. Cuatro horas después a la aplicacion del TPA,
los animales se sacrificaron con CO; para tomar una biopsia de 7 mm de didmetro de ambas
orejas. El incremento del peso de la muestra derecha con respecto a la izquierda representa el
edema. (Fig. 5y 6). El porcentaje de la inhibicion del edema se calcul6 utilizando la siguiente

formula:

Inhibicion del edema (%) = % x 100

Donde C = edema inducido en el grupo control positivo (sélo aplicacion TPA) y E = edema
inducido por TPA en los grupos experimentales tratados con los diferentes extractos organicos
(TPA mas el extracto).

peso - peso

P
Tratamiento Control

Tratamjemo,> Control
TPA — 10 L Vehiculo TPA (E:OH) — 10pL
Vehiculo — 20uL Vehiculo extracto — 20uL

~

Zmm"y

——- ﬁ 7

o 0 4h ~ = —
. -~

Figura 5. Esquema para el grupo control del modelo de edema inducido con TPA en oreja de ratén (Mus
musculus cepa CD1).

peso - peso

~
Tratamiento Control

Tratamiento Control
TPA — 10 pL Vehiculo TPA (E:OH) — 10pL
Extracto — 20Ul Vehiculo extracto — 20uL
I~
7 mm §
—— ﬁ 7
o 0 4h ~ - >
9 -

Figura 6. Esquema para los grupos tratados del modelo de edema inducido con TPA en oreja de raton
(Mus musculus cepa CD1).

-18 -



7.5 Curva dosis-respuesta

Posteriormente, con el extracto que presentd mayor actividad en el cernimiento de la actividad
antiinflamatoria (extracto de diclorometano) se construy6 una curva dosis-respuesta, utilizando
como variables “x” y “y” que corresponden a los valores de la dosis y los porcentajes de
inhibicion del edema, respectivamente. Se administraron 3 dosis diferentes: 0.32, 0.56 y 1.78
mg/oreja. Con estos datos se obtuvo la dosis inhibitoria 50 (Dlsp), mediante un andlisis de
regresion lineal de la curva dosis-respuesta. La Dlsp se define como la dosis a la que se

produce el 50% de inhibicion de la inflamacion respecto a la inflamacién méxima (Figura 7).

GRUPO CONTROL GRUPOS DE TRATAMIENTO
Oreja lzquierda Oreja Derecha Oreja lzquierda Oreja Derecha
VEHICULO DEL TPA TPA VEHICULO DEL TPA TPA
5 min 5 min 5 min 5 min
EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO (1mg/oreja)
4h

CORTE DEL TEJIDO 7mm

COMPARACION PESO
OREJA IZQUIERDA Y DERECHA

Figura 7. Esquema de la metodologia utilizada para probar la actividad antiinflamatoria de extractos de
C. ehrenbergii en el modelo de edema inducido con TPA en oreja de ratén.

7.6 Actividad de la enzima mieloperoxidasa (MPO)

Después de realizar la curva dosis-respuesta del extracto de diclorometano de hojas, se
utilizaron las biopsias de oreja de los ratones para determinar la inhibicion de la actividad de la
enzima mieloperoxidasa (MPO), con el fin de observar de manera indirecta la disminucion en la

migracion de neutréfilos en las biopsias inflamadas.
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Para observar la actividad de la MPO, se utilizé una prueba colorimétrica segun el método de
Bradley y colaboradores (1982a) y de Suzuki y colaboradores (1983). De acuerdo a este
método, cada tejido (oreja) se homogeniz6 por 30 segundos a 4°C con 1 mL de HTAB al
0.5%M en PBS 80 mM y pH 5.4. El homogenizado obtenido se congeld y descongel6 3 veces y
por ultimo se coloc6 en un bafio ultrasénico por 20 segundos y se centrifugé de 5 a 10 minutos
a 12,000 rmp a 4°C. Después, se colocaron 10 pL del sobrenadante en una placa de 96 pozos
por cuadriplicado, se mezclaron con 180 uL de PBS al 80 mM sin HTAB y se calenté a 37° C.
Una vez que se mantuvo a esta temperatura, se agregaron 20 yL de H-O; al 0.017% y para
iniciar la reaccion se agregaron 20 pyL de TMB (3,3,5,5'-tetrametilbenzidina) al 18.4 mM. La
placa se incub6 a 37°C por 5 minutos con agitacion. Para detener la reaccién se agregaron 20
pL de H,SO4 a 2 M. Al terminar se midié la absorbancia a 450 nm. La actividad de la MPO fue

expresada como densidad éptica/biopsia.

7.7 Tratamientos y administracion para pruebas conductuales

En una primera parte se realizaron las siguientes pruebas conductuales consecutivamente:
cilindro de exploracién, campo abierto y laberinto en cruz elevada. Se evalud el extracto
etandlico de las hojas de C. ehrenbergii. El extracto se suspendié en Tween 80 y en solucion
salina al 0.9%. Se administraron 3 dosis diferentes (tratamientos): 30, 100 y 300 mg/Kg,
ademas de un grupo control negativo al que sélo se le administr6 el vehiculo. Los tratamientos
se administraron por via oral (p.o.), 30 minutos antes de realizar las pruebas conductuales.
Cada grupo experimental incluyé 4-5 ratones.

En la segunda parte se realizé la prueba de nado forzado. Se evalué el extracto etanélico de
hojas de C. ehrenbergii suspendido en solucién salina al 0.9% con Tween 80. Se administrd
una dosis de 300 mg/Kg, el cual se compar6é con un grupo control negativo al que sélo se
administré solucion salina (9.0%) y un control positivo Imipramina (22.6 mg/Kg), el cual es un
farmaco antidepresivo. Los tratamientos fueron administrados por via oral, 24, 18 y 1 hora
antes de realizar los experimentos conductuales. Cada grupo experimental fue integrado por 12
ratones.

Para ambas partes de esta metodologia se realiz6 segin Guzman-Gutiérrez y colaboradores
(2012).

7.8 Pruebas para determinar el perfil neurofarmacoldgico

Cilindro de exploracion. Para determinar la actividad sedante del extracto se utilizd el modelo

de cilindro de exploracién. Para realizar la prueba se utilizé un cilindro de vidrio transparente de
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aproximadamente 30 cm de altura y 11 cm de diametro. El ratén se coloc6 en el centro del
cilindro sobre un papel blanco y se contabilizé el nimero de levantamientos que realizé el ratén
sobre sus extremidades posteriores durante un periodo de 5 minutos (Fig. 8). Entre cada ratén,
el interior del cilindro se limpié con solucién etandlica (30%) y se cambié el papel blanco del
centro. Una exploracion reducida (poco numero de levantamientos) en un ambiente no familiar
para el ratén, comparada con el grupo control, se interpretd6 como un efecto sedante (Guzman-
Gutiérrez et al., 2012).

i

Figura 8. Cilindro de exploracién utilizado para probar la actividad sedante de extractos de C.
ehrenbergii.
Campo abierto. Para evaluar la actividad motora al administrar el extracto de C. ehrenbergii se
utilizé el modelo de campo abierto. Este modelo se realiz6 en una caja de acrilico de 21 x 28
cm dividida en 12 cuadrados de areas iguales. Cada animal se colocé en el centro del aparato,
siempre en la misma direccion, y se contabilizé el numero de cuadrados recorridos con las
cuatro extremidades del ratén durante un periodo de 2 minutos (Fig. 9). Se grab6 cada
individuo con una camara de video para analizar la grabacion después del experimento. Si el
namero de cuadrantes recorridos de los grupos de prueba fue significativamente diferente al del
grupo control, se interpretd que el extracto evaluado produce un cambio en la actividad motora

espontanea (Archer, 1973, Herrera-Ruiz et al., 2006).
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Figura 9. Modelo conductual de campo abierto utilizado para evaluar la actividad motora espontanea al
administrarlos extractos de C. ehrenbergii.

Laberinto en cruz elevado. Este modelo se utiliz6 para determinar la actividad ansiolitica del
extracto evaluado de C. ehrenbergii. El laberinto en cruz elevado consiste en un laberinto
elevado 50 cm sobre el suelo y se compone de dos brazos abiertos (30 cm x 5 cm de ancho) y
dos brazos cerrados de las mismas dimensiones con una plataforma central de 5 x 5 cm (Fig.
10). Cada animal se coloco en el centro del laberinto siempre hacia una misma direccion (hacia
uno de los brazos abiertos). Durante 5 minutos se midié el tiempo que el ratbn pasaba en los
brazos abiertos y el nimero de entradas totales hacia cada brazo, considerando que las cuatro
extremidades del raton entraran al brazo Cada individuo fue grabado con una camara de video
y analizado después del experimento. Una mayor cantidad de tiempo que el ratén estuviera en
los brazos abiertos, comparada con el grupo control, se interpret6 como un efecto ansiolitico
del extracto (Pellow y File, 1986, Lister, 1987, Rejon-Orantes et al., 2011).

-22.



Figura 10. Laberinto en cruz elevado utilizado para determinar la actividad ansiolitica de los extractos de
C. ehrenbergii.

Nado forzado. El modelo de nado forzado se utiliza para determinar la actividad antidepresiva
de compuestos y/o posibles farmacos. Consta de un recipiente cilindrico de 27 cm de altura x
10 cm de didmetro, al cual se le agrega agua a 25°C hasta una altura de 15 cm (Fig. 11). Para
evaluar la actividad antidepresiva de extractos de C. ehrenbergii, una hora después de la
administracion de la tercera dosis de la muestra, se colocaron a los ratones en el agua por 6
minutos. Entre cada individuo se va colocando agua limpia nuevamente. Todos los individuos
fueron grabados con una camara de video y analizados después del experimento. Se registro el
tiempo total (segundos) que el ratén permanecia inmovil después de dos minutos de haber sido
ingresado al agua. Se consideré que el animal permanecia inmévil cuando no hacia ningin
intento de escapar del lugar, a excepcion de los movimientos necesarios para mantenerse
flotando. En esta prueba conductual, una disminucién del tiempo de inmovilidad en el grupo al
gue se le administr6 el tratamiento comparado con el grupo control, indica un efecto
antidepresivo del extracto (Porsolt et al., 1977).
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Figura 11. Contenedor cilindrico utilizado en el modelo de nado forzado para probar la actividad
antidepresiva de los extractos de C. ehrenbergii.

7.9 Pruebas estadisticas

Se verificd la distribucion normal y homogeneidad de varianza de los datos para aplicar
ANOVA. Todos los datos se analizaron con una prueba de ANOVA (1 via) a una p < 0.05

seguidas de una prueba de Dunnett, con el programa Graph Pad Prism 7.02.

7.10 Cromatografia en Columna (CC)

Se preparé una cromatografia en columna (CC) para realizar el fraccionamiento y posterior
aislamiento de los compuestos del extracto de hojas de diclorometano de C. ehrenbergii, ya
gue fue el que resulté mas activo en la evaluacion de la actividad antiinflamatoria. Para ello, se
pesaron 3 g del extracto y se disolvieron en diclorometano, se mezclo con celita y finalmente se
colocd en la campana de extraccion para evaporar por completo el disolvente. La mezcla
obtenida se agreg6 a una columna cromatogréafica de vidrio previamente empaquetada con
silica gel y hexano, después se comenz6 a eluir utilizando como fase mévil este mismo
disolvente. A la fase movil se le fue incrementando la polaridad progresivamente mezclando el
hexano con acetato de etilo hasta llegar a una fase movil de 100% acetato de etilo.

Las fracciones obtenidas se concentraron en un rotavapor BUCHI R-Il y se analizaron por
cromatografia en capa fina (CCF) en fase normal. Para ello se observaron en luz UV de onda
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corta (254 nm) y de onda larga (366 nm) y se revelaron con sulfato cérico. Se reunieron las
fracciones que mostraban una composicién similar en el andlisis de CCF.

Para la limpieza y purificacion de los compuestos se utilizé un disolvente de polaridad contraria
en el que se obtuvo el compuesto, y se filtr6 a vacio para obtener la muestra sélida limpia, la
cual se almacené en un vial para su posterior analisis (elucidacion estructural). En algunos

casos fue necesaria su purificacion por cromatografia en placa preparativa.

7.11 Identificacion de los compuestos aislados

Para identificar los compuestos obtenidos en la columna cromatografica se realizaron analisis
de Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de Masas en el Laboratorio Nacional de
Ciencias para la Investigacion y la Conservacion del Patrimonio Cultural (LANCIC) en el
Instituto de Quimica de la UNAM. También, algunas fracciones fueron enviadas a Resonancia
Magnética Nuclear de 'H y *C. La identificacién de los compuestos se realiz6 mediante la
comparacion de los resultados obtenidos en dichos analisis y lo reportado en la literatura.

7.12 Cernimiento de la actividad antiinflamatoria de los compuestos aislados

Se realiz6 el cernimiento de la actividad antiinflamatoria de cuatro solidos obtenidos en la
cromatografia en columna, utilizando el modelo de edema inducido con TPA. La metodologia
utilizada fue la misma ya descrita para el cernimiento de la actividad antiinflamatoria que se

realizé con todos los extractos organicos obtenidos de C. ehrenbergii.

7.13 Evaluacién de la actividad sobre Mycobacterium tuberculosis

Segun los reportes mas recientes del uso medicinal actual de C. ehrenbergii, se utiliza
mezclada con otras plantas para el tratamiento de enfermedades respiratorias (Biblioteca de la
Medicina Tradicional Mexicana), por lo que se decidi6 evaluar la actividad de algunos extractos
de C. ehrenbergii sobre la cepa H37Rv de M. tuberculosis.

La actividad anti-micobacteriana se realiz6 mediante el ensayo de REMA (Resazurin Microtitter
Assay), con el apoyo de la Dra. Mayra Silva Miranda en el laboratorio de Bioseguridad BSL-3,
utilizando un inéculo de M. tuberculosis H37Rv ATCC27294. Sin embargo ninguno de los

extractos evaluados present6 actividad significativa.
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VIIl. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Rendimiento de los extractos

El peso del material vegetal seco utilizado fue de 78 g de raices, 300 g de hojas y 222 g de
cabezuelas para realizar la extraccion continua con diclorometano, acetato de etilo y metanol.
Para la elaboracion del extracto etandlico se utilizaron 58.77 g de raices, 50 g hojas y 60 g de
cabezuelas.

El mayor rendimiento fue del extracto metandlico en cabezuelas, raices y hojas con un 7.30%,
10.42% y 6.42% (peso seco del material vegetal), respectivamente, seguido por el extracto de
diclorometano en cabezuelas con un 4.09% y el extracto etandlico en raices y hojas con 1.12%
y 2.44% respectivamente, esto a pesar de que se utiliz6 una menor cantidad de material
vegetal seco para la elaboracion del extracto etandlico (Cuadro 3).

Cuadro 3. Rendimiento de los extractos organicos y acuoso, obtenidos a partir del material vegetal seco

colectado.
Peso de cada extracto (g) Rendimiento (%)
Extracto Cabezuelas Raiz Hoja Cabezuelas Raiz Hoja
Diclorometano 9.09 0.16 5.61 4.09 0.21 1.87
Acetato de 15 0.21 1.93 0.68 0.27 0.64
Etilo

Metanol 16.21 8.13 19.26 7.30 10.42 6.42
Etanol 0.18 0.66 1.22 0.3 1.12 2.44

Acuoso (partes 6.57 21.12

aéreas) ' '

8.2 Modelo de inflamacién inducida con TPA

El modelo de edema inducido por TPA en oreja de raton es muy utilizado para evaluar
sustancias con posible efecto antiinflamatorio. El proceso inflamatorio que se desencadena por
la aplicacion topica del TPA se debe a la activacion de la proteina cinasa C (PKC) dérmica y
fosfolipasa A2, asi como también a la produccion de prostaglandinas y leucotrienos (Matulevich
et al., 2016). Los agentes antiinflamatorios que suelen mostrar actividad en este modelo son los

gue se encargan principalmente de inhibir las enzimas cicloxigenasa (COX) y lipoxigenasa
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(LOX), y los inhibidores de la COX parecen ser mas efectivos que los inhibidores de la LOX
para reducir la respuesta edematosa (Matulevich et al., 2016).

El cernimiento de la actividad antiinflamatoria se realizé con los extractos organicos de C.
ehrenbergii, administrados por via tépica a una concentracion de 1 mg/oreja. Los resultados
arrojaron que los extractos de diclorometano de hojas y cabezuelas son los que poseen
actividad antiinflamatoria, con un porcentaje de inhibicién del edema de 54.62% y 52.66%
respectivamente, por lo que mostraron diferencias significativas en comparacién con el grupo
control al que sélo se administré6 TPA. Como ya se menciond en la metodologia, los extractos
se disolvieron de acuerdo a su solubilidad en cloroformo y en una mezcla de agua-acetona 1:1,
por lo que se compararon respecto al control tomando en cuenta su disolvente utilizado
(Figuras 12 y 13).

Si tomamos en cuenta estos resultados, se podria inferir que los metabolitos secundarios
contenidos en los extractos activos podrian tener la capacidad de inhibir a la COX y/o LOX,
esto sblo en caso de que su mecanismo de accién actie como generalmente se ha observado
en diversos estudios donde se ha utilizado el modelo de inflamacion inducida con TPA
(Matulevich et al., 2016).

804

N ()]
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Inhibicion del edema (%)
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Tratamiento (1 mg/oreja)

Figura 12. Efecto de los extractos de CH2Clz, AcOEt y EtOH de C. ehrenbergii en el porcentaje de
inhibicion de la inflamacion inducida por TPA, mostrando diferencias significativas (*) para CeDH (hojas)
y CeDF (cabezuelas). Vehiculo: cloroformo. Simbologia: CeDH: extracto CH2Clz de hojas; CeDF: extracto
CH:Cl. de cabezuelas; CeDR: extracto CH2Clz de raices; CeAH: extracto de AcOEt de hojas; CeAR:
extracto de AcOEt de raices; CeEH: extracto EtOH de hojas. Cada barra (n=3) representa X + EEM.
ANOVA (p< 0.05), seguida de una prueba de Dunnett.
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Figura 13. Efecto de los extractos organicos de MeOH y EtOH de C. ehrenbergii en el porcentaje de
inhibicién de la inflamacion inducida por TPA. Vehiculo: agua-acetona 1:1. Simbologia: CeMH: extracto
MeOH de hojas, CeMF: extracto MeOH de cabezuelas; CeMR: extracto MeOH de raices; CeER: extracto
EtOH de raices. Cada barra (n=3) representa X + EEM. ANOVA (p< 0.05). No se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos.

8.3 Curva Dosis-Respuesta

Se observé un efecto dosis-dependiente del extracto que resulté mas activo en el cernimiento
de la actividad antiinflamatoria, el extracto de diclorometano de hojas. La Dls; que arroja la
curva dosis-respuesta es de 0.89 mg/oreja, de acuerdo a la regresién lineal con una R?=0.9547.
Se compar6 el valor de la Dlsp obtenida con el de la indometacina, farmaco desinflamatorio

utilizado como control positivo, el cual presenta una Dlso de 0.084 mg/oreja (Fig. 14).
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Figura 14. Curva dosis-respuesta del extracto de diclorometano de hojas de C. ehrenbergii (CEDH),
comparada contra la curva dosis-respuesta de la Indometacina, farmaco control positivo.

Al igual que Cirsium ehrenbergii en este estudio, también se ha reportado la actividad
antiinflamatoria de Cirsium subcoriaceum y su principal flavonoide, la pectolinarina, pero
utilizando el modelo de edema inducido con carragenina en ratas (Martinez-Vazquez et al.,
1998). Ademéds, otras especies del género Cirsium han sido reportadas con actividad
antiinflamatoria, por ejemplo, Cirsium chanroenicum, Cirsium maackii y Cirsium japonicum var.
maackii. En estas especies se probd la actividad antiinflamatoria de extractos y compuestos
aislados de los mismos en modelos de inflamacion in vitro, en lineas celulares RAW 264.7 (Lim
et al., 2008; Jung et al., 2012; Shin et al., 2017). Estos estudios han propuesto que la
pectolinarigenina, la pectolinarina, la luteolina 5-O-glucésido y la cirsimaritina son los
compuestos que les confieren la actividad antiinflamatoria a estas especies. Sin embargo, el
mecanismo de accion por medio del cual estos compuestos actian no se ha determinado con

exactitud.
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8.4 Actividad de la enzima MPO

Los resultados indican que la actividad de la enzima MPO va disminuyendo, conforme también
disminuye la inflamacion, sin embargo, debido a la dispersién de los datos no se obtuvo una

diferencia significativa (Figura 15).
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Figura 15. Actividad de la enzima mieloperoxidasa (MPQO) en muestras de oreja de raton con inflamacion
inducida por TPA y tratadas con el extracto de diclorometano (CH2Cl2) de C. ehrenbergii. Cada barra
(n=4) representa X £+ EEM. ANOVA (p< 0.05). No se observaron diferencias significativas.

Cuando un agente externo sea biolégico, quimico o un trauma afecta a las células del
organismo y se desencadena el proceso inflamatorio, con este se permite el paso de neutréfilos
a la zona afectada, que son células del sistema inmunolégico que tienen el fin de destruir al
agente externo. Los neutrdéfilos tienen la funcién de migrar hacia el sitio del dafio o de la
inflamacién y fagocitar a los agentes externos (p. €j. bacterias) y matarlas por la actividad
oxidante del &cido hipocloroso. La MPO es una enzima que requiere de peroxido de hidrégeno
para activarse. Este es el sustrato para la sintesis del acido hipocloroso a partir de iones CI'y
H20.. Los neutréfilos estan cargados con la MPO y la almacenan en los granulos azurdfilos.
Por esta razdn se utiliza a la enzima como marcador bioquimico, para determinar de manera
indirecta el contenido de neutréfilos en un tejido inflamado. De manera general cuando hay una
disminucion del edema también se espera que haya una disminucion del contenido de MPO.

En estos resultados, que proceden de las muestras utilizadas para la curva dosis-respuesta de

-30 -



TPA, se puede observar la disminucion de la actividad de la enzima conforme se fue
aumentando la dosis del extracto administrado, por lo que se considera que la infiltracion de

neutrofilos también disminuyd.

8.5 Pruebas para determinar el perfil neurofarmacoldgico

La neurofarmacologia conductual se ocupa de la comprension de los mecanismos
neurobiolégicos y farmacoldgicos del comportamiento, asi como de las anomalias conductuales
gue acompafian a los trastornos neuropsiquiatricos, mediante el uso de modelos animales. El
objetivo es observar y cuantificar el comportamiento en animales y relacionar este
comportamiento con un proceso cerebral especifico (Tzschentke, 2008). En este trabajo
también se utilizaron diferentes modelos conductuales para determinar si C. ehrenbergii tiene
actividad sobre el sistema nervioso central. Se utilizaron los modelos de cilindro de exploracion,
campo abierto, laberinto en cruz elevado y nado forzado para determinar el efecto sedante,
sobre la actividad motora espontanea, ansiolitico y antidepresivo, respectivamente. De manera
general cuando se realiza el cernimiento de la actividad de diferentes sustancias, los grupos
administrados con cada una de ellas pasan por los primeros tres modelos antes mencionados
de manera consecutiva. Esto nos lleva a un ahorro en el uso de animales de experimentacion.
Solo de aquellas sustancias que resulten activas en alguno de los modelos, se determina su
DEso.

En el caso de C. ehrenbergii, debido al uso medicinal reportado en el Cédice De la Cruz-
Badiano en el folio 41r., remedio contra la “sangre negra” (el cual se ha relacionado con la
depresién), se decidié evaluar primero el extracto etandlico de hojas, ya que la composicion de
dicho extracto podria contener una composicion similar al remedio que era preparado segun el
Cadice.

De acuerdo a los resultados obtenidos con el modelo de cilindro de exploracién, se determiné
gue el extracto etandlico de las hojas de C. ehrenbergii no presenta un efecto sedante (Figura
16). Asimismo, de acuerdo a la prueba de campo abierto, el extracto no afecta la actividad

motora espontanea en los ratones (Figura 17).
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Figura 16. Efecto del extracto etanélico de C. ehrenbergii sobre el nUmero de levantamientos que realiza
el raton en el modelo de cilindro de exploracion. Cada barra (n=4) representa X + EEM. ANOVA (p<
0.05).
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Figura 17. Efecto del extracto etanélico de C. ehrenbergii sobre la actividad motora espontanea en
ratones (modelo de campo abierto). Cada barra (n=5) representa X + EEM. ANOVA (p< 0.05).
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En la prueba de laberinto en cruz elevado, se observa una tendencia en el aumento del tiempo
que los ratones permanecen en los brazos abiertos a una dosis de 100 mg/Kg, lo que estaria
indicando actividad ansiolitica del extracto (Figura 18). Sin embargo, al realizar la prueba
estadistica, ésta no arroja diferencias significativas. Debido a la tendencia que se observa se
propone evaluar el extracto con una administracion subcronica. Por otra parte, el nimero de
cruces entre brazos del laberinto en cruz elevado que los ratones realizan tampoco muestra

diferencias significativas (Figura 19).
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Figura 18. Efecto del extracto etanélico de C. ehrenbergii sobre el tiempo que el ratén pasa en los
brazos abiertos del modelo de laberinto de cruz elevada. Cada barra (n=5) representa X + EEM. ANOVA
(p< 0.05).
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Figura 19. Efecto del extracto etandlico de C. ehrenbergii sobre el nUmero de cruces entre brazos del
laberinto de cruz elevada. Cada barra (n=5) representa X £+ EEM. ANOVA (p< 0.05).

El modelo conductual de campo abierto busca determinar si la sustancia administrada en los
ratones afecta a la actividad motora espontanea, de acuerdo al nimero de cuadrados que
recorren en el periodo establecido (Gould et al., 2009). En este caso, C. ehrenbergii no afecta
la actividad de los ratones. Dela Pefia y colaboradores en 2014 encontraron que el extracto
etandlico de Cirsium japonicum tampoco tiene efecto en la actividad locomotora general.

En la busqueda de nuevas sustancias que puedan servir como futuros farmacos para el
tratamiento de padecimientos que afectan el sistema nervioso central como la ansiedad, se ha
buscado dirigir las investigaciones hacia farmacos que no produzcan efectos secundarios como
sedacion o somnolencia. Los efectos sedantes de un farmaco pueden causar deficiencias en el
funcionamiento 6ptimo diario de una persona ya sea en el trabajo o en la escuela, e incluso
tienen una mayor predisposicion a sufrir incidentes como caidas o accidentes automovilisticos.
Por esta razén, las investigaciones se han centrado en la busqueda de farmacos
ansioselectivos (De la Pefia et al., 2013). En el resultado obtenido en los modelos de cilindro de
exploracién y campo abierto, no hubo modificacién de la conducta posterior a la administracion
del extracto etandlico, lo cual resulta importante ya que, como se menciond anteriormente,
ninguna sustancia que se pretenda utilizar con un fin medicinal debe tener efecto sedante y/o

sobre la actividad motora de los individuos.
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El modelo de laberinto en cruz elevado es la prueba mas ampliamente utilizada y aceptada
para medir el comportamiento relacionado a la ansiedad en roedores. Es considerado como un
modelo valido porque utiliza estimulos ansiogénicos naturales similares a los observados en
humanos (Pellow y File, 1986). A pesar de que no se observaron diferencias significativas en
esta prueba, los resultados obtenidos pueden compararse con un estudio de De la Pefa y
colaboradores (2013). En este estudio se probé la actividad ansiolitica del extracto etandlico de
Cirsium japonicum en ratones, y encontré que a una dosis de 100 y 200 mg/Kg incrementa
significativamente el tiempo que pasan los ratones en los brazos abiertos del laberinto y las
entradas a ambos brazos (nUmero de cruces). Sin embargo, los resultados obtenidos no siguen
una respuesta dependiente de la dosis, ya que a 400 mg/Kg disminuye el nUmero de entradas y
el nimero de cruces entre brazos. Esto es similar a los resultados obtenidos en este estudio, ya
gue en la Figura 18 se puede observar que el tiempo que pasan los ratones en los brazos
abiertos aumenta a una dosis de 100 mg/Kg, sin embargo a 300 mg/Kg disminuye. Este tipo de
respuesta De la Pefia y colaboradores infieren que puede deberse al complejo farmacocinético
y farmacodindmico de los extractos de las plantas, ya que estdn compuestos de varias
sustancias con datos farmacolégicos y de dosis-respuesta desconocidos. Ellos suponen que a
dosis mayores ocurren interacciones mas complejas (entre el extracto y otros sistemas del
organismo), lo que provoca que se alteren los efectos ansioliticos del extracto (De la Pefia et
al., 2013).

En la prueba de nado forzado, el extracto etandlico de hojas no present6 actividad a una dosis
de 300 mg/Kg en comparacion con el grupo control al cual solamente se le administrd el
vehiculo, y tampoco con el grupo control positivo al cual se le administr6 Imipramina a una
dosis de 30 mg/Kg. Esto indica que el extracto etandlico de hojas no posee actividad

antidepresiva (Fig. 20).
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Figura 20. Tiempo de inmovilidad de ratones después de la administracién del extracto etandlico de C.
ehrenbergii en la prueba de nado forzado. Cada barra (n=12) representa X + EEM. ANOVA (p< 0.05).

De la Pefa y colaboradores (2014) encontraron que el extracto etandlico de Cirsium japonicum
posee actividad antidepresiva, ya que a dosis de 200 y 400 mg/Kg disminuye significativamente
el tiempo de inmovilidad de los ratones en la misma prueba de nado forzado. Ademas,
determinaron a la luteolina, componente del extracto etandlico de C. japonicum, como el
compuesto con actividad antidepresiva de forma dosis-dependiente. Este compuesto es el
principal componente de Cirsium japonicum y estaria involucrado directamente en su efecto
antidepresivo.

Cirsium ehrenbergii y C. japonicum a pesar de formar parte del mismo género, pertenecen a
habitats muy diferentes y las condiciones geogréaficas y ambientales en las que se desarrollan
guedan ubicadas a distintas latitudes y longitudes. Se ha estudiado que uno de los factores
para la produccion de los metabolitos secundarios que poseen las plantas son las condiciones
climéticas en las que crecen y se desarrollan, por lo que este podria ser un factor que esté
influyendo en los metabolitos secundarios y por lo tanto también en la actividad biol6gica que
ambas especies poseen (Gobbo-Neto y Lopes, 2007).

También se debe considerar que en el cddice De la Cruz-Badiano, el remedio descrito para la
sangre negra (melancolia) se preparaba en conjunto con otra planta ahi nombrada

“tlatlanquaye”, actualmente interpretada como Peperomia galioides, por lo que el efecto
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farmacologico para el que era utilizado pudo deberse a la mezcla de los componentes de
ambas plantas e incluso otros elementos que también indica la receta.

8.6 Cromatografia en columna (CC)

Se realizé una cromatografia en capa fina (CCF) de silica gel fase normal con los extractos de
diclorometano de hojas, de cabezuelas y de raices. Se observdé que los extractos que
resultaron activos en la prueba antiinflamatoria, muestran una similitud cromatogréafica (Figura
21). Sin embargo, se decidio estudiar el extracto de diclorometano debido a que presentd una

mayor actividad antiinflamatoria y ademas se tenia en mayor cantidad.

Figura 21. Cromatoplaca de silica gel del extracto de diclorometano:1: extracto de hojas, 2: extracto de
cabezuelas, 3: extracto de raices, mostrando compuestos similares para la muestra 1 y 2. Fase mdvil:
Hx-AcOEt 9:1.
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El siguiente esquema resume el fraccionamiento del extracto de diclorometano de hojas de C.

ehrenbergii (Fig. 22).
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Figura 22. Representacion de las diferentes polaridades de la fase moévil de la cromatografia en columna
y los compuestos obtenidos.

Fraccion 1-5

Fraccion 6-65 Soélido 12
Sélido 43-46
Solido 47-51

Fraccion 66-137
Solido 69-71

Fraccién 138-185 Sdlido 73-76
Clorofilas

Fracciéon 185-213

Fraccion 214-242

Fraccion 243-261

Fraccion 262-283

Fraccién 284-304 > Solido 294

Fraccion 305-320

Fraccién 321-328

Fraccion 329-338

Fraccion 339-356

- 38 -



En la fraccién 12 de la columna se obtuvo una cera amarilla nombrada con la clave “solido 12”.
Posteriormente, se obtuvieron dos conjuntos de solidos blancos correspondiente a las
fracciones 43-46 y 47-51, los cuales pesaron 8.9 mg y 13 mg respectivamente. Ambos fueron
purificados mediante un lavado de los sélidos con hexano. De igual manera se obtuvieron las
fracciones 69-71y 73-76. También correspondia a un sélido blanco que pesé en total 15.2 mg y
9 mg. Finalmente se obtuvo muy poca cantidad de un sélido (2 mg) con una fase mavil de
polaridad 100% acetato de etilo, nombrado sélido 294. La cantidad aislada de este sélido no

permitié su elucidacién quimica (Cuadro 4).

Cuadro 4. Peso de los sélidos de las fracciones aisladas en la columna cromatografica.

Fraccién/Solido Peso (mgQ)

12 7
43-46 8.9
47-51 13
69-71 15.2
73-76 9

294 2

Después de eluir la columna con una fase movil de 100% acetato de etilo, se seguia
observando una coloracion oscura en el area donde se aplicé la celita con el extracto, por lo
gue se decidi6 utilizar una fase moévil mucho mas polar para tratar de que se obtuvieran todos
los compuestos que aun pudiera contener el extracto. Se utiliz6 como fase mévil una mezcla de
acetato de etilo-metanol, hasta llegar al 100% de metanol. En dichas fracciones siguientes no

se obtuvo ningdn compuesto mas (Fig. 23).
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Figura 23. Columna cromatografica al inicio y al final de la elusion con diferentes polaridades.

8.7 Identificacion de los compuestos aislados

El sélido 12 se envio al Laboratorio Nacional de Ciencias para la Investigacion y la
Conservacion del Patrimonio Cultural en el Instituto de Quimica (LANCIC-IQ) para realizar una
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. A través de este analisis se
obtuvo la composicién de la fraccién donde se identific6 una mezcla de 3 diferentes triterpenos,
esto por medio de la comparacion de los espectros de masas con los reportados en la libreria
del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia 2014 (NIST 2014) (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Composicion quimica del sélido 12 identificada a través de cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas en el LANCIC-IQ, UNAM.

Compuesto Estructura TR % Similitud % Area

Acetato de (3a)-

12-Oleanen-3-il 34.61 95.2 10.93

Acetato de
(3B,21B)-A'-
Neogammacer-
22(29)-en-3-ol 35.62 82.8 17.49

Moretenil acetato

Acetato de (3B)-

Lup-20(29)-en-3-ol 35.71 88.8 58.33

De acuerdo a la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas realizada con el
sélido 12 y su respectiva comparacion con la biblioteca NIST 2014 para su identificacion
guimica, se encontré que incluye 3 compuestos triterpénicos: acetato de (3a)-12-Oleanen-3-il,
acetato de (3pB,21B)-A'-Neogammacer-22(29)-en-3-ol, y acetato de (3B)-Lup-20(29)-en-3-ol
(acetato de lupeol). De estos tres compuestos, el mayoritario que comprende esta fraccion
(s6lido 12) corresponde al acetato de lupeol, con un area de 58.33% a un tiempo de retencion
de 35.71. Este compuesto ya ha sido identificado como el constituyente mayoritario en
extractos hexanicos de Cirsium vulgare y C. ehrenbergii, ademas de reportar a este compuesto
como el posible responsable de la actividad hepatoprotectora de dichas especies (Fernandez-

Martinez et. al., 2018). Ademas, los tres compuestos ya han sido reportados con actividad
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antiinflamatoria mediante diversos métodos in vivo e in vitro (Nikiema et al., 2001; Zhong et al.,
2015; Pérez-Gonzélez et al., 2017). De acuerdo al cernimiento de la actividad antiinflamatoria
de los extractos orgénicos de C. ehrenbergii, estos compuestos podrian estar influyendo en la
actividad antiinflamatoria del extracto de diclorometano de hojas de C. ehrenbergii. Por esta
razén, se decidi6 incluirlo en el cernimiento de la actividad antiinflamatoria de los compuestos
aislados.

Por otra parte, la fraccion del sélido 43-46, que luce como un polvo blanco amorfo, fue
identificada como pseudotaraxasterol (o w-taraxasterol). Esta identificaciébn se llevé a cabo
mediante Resonancia Magnética Nuclear de H y 3C.y su respectiva comparacién con la
literatura (Reynolds et al., 1986; Jassbi et al., 2016) (Cuadro 6)

El sélido 47-51 que tiene la misma apariencia sélida, blanca y amorfa que el solido 43-46, se
identific6 mediante Resonancia Magnética Nuclear como taraxasterol (Reynolds et al., 1986;
Jassbi et al., 2016). La cantidad de compuesto aislada en las fracciones correspondientes
permitié realizar experimentos bidimensionales que permitieron la identificacion de todas las
sefiales. El cuadro 7 muestra los datos de RMN H y *C.

La fraccion 69-71 también de apariencia polvosa (blanco) fue identificada como mezcla de B-
sitosterol con estigmasterol mediante Resonancia Magnética Nuclear y el sélido 73-76 con las
mismas caracteristicas, fue identificado como estigmasterol (Al-Attas et al., 2015).

Todos los compuestos identificados ya han sido reportados para otras especies del mismo
género Cirsium (Jordon-Thaden y Louda, 2003). Sin embargo, esta es la primera vez que se
reportan los compuestos para Cirsium ehrenbergii.

El y-taraxasterol y taraxasterol son dos triterpenos los cuales también se ha encontrado que
poseen actividad antiinflamatoria en modelos de edema inducido en oreja de raton con aceite
de crotén o incluso con TPA (Akihisa et al., 1996; Zitterl-Eglseer et al., 1997). Ademas, el
taraxasterol y el B-sitosterol han sido aislados de tres especies de Cirsium (C. leucopsis, C.
sipyleum y C. eriophorum), y se probd su actividad antioxidante. También se reporté que el
taraxasterol posee fuerte actividad inhibitoria de las enzimas acetil y butiril-colinesterasa (Boga
et al., 2014).
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Cuadro 6. Numero de desplazamiento quimico de RMN *H y 13C de pseudotaraxasterol.

No.deC ©&1H 613C

1 0.95m, 1.7m 38.93, CH2
2 1.58 m, 1.64 27.20, CH2
3 3.22,dd, J=10.85, 5.45 79.19, CH
4 0.7m 39.08,C

5 0.69 55.46, CH
6 1.38m, 1.52m 18.46, CH2
7 1.38m, 1.42m 34.4 CH2
8 41.23C

9 13 m 50.59 CH
10 37.27C
11 1.26 m, 1.58 m 21.78 CHs
12 1.23m,1.62m 27.80 CH2
13 1.61m 39.39 CH
14 4250 C
15 1.01m,1.78 m 25.90 CH2
16 1.25m 36.87 CH:2
17 3455C
18 10m 48.88 CH
19 15m 36.48 CH
20 140.03 C
21 5.3,d,J=6.83 Hz 119.05 CH
22 42.35 CH2
23 0.95, s 28.15 CHs
24 0.76, s 14.90 CHs
25 0.85, s 16.45 CHs
26 1.04, s 15.55 CHs
27 0.88, s 14.27 CHs
28 0.73,s 17.86 CHs
29 0.97,d, J=6.3 Hz 22.85 CH2
30 1.63, s 22.70 CHs

1H RMN 300 MHz y 13C 100 MHz, CDCls.

Figura 24. Estructura quimica del pseudotaraxasterol.
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Cuadro 7. Numero de desplazamiento quimico de RMN H y 3C. de taraxasterol.

No.deC & 1H 6 13C

1 0.95m, 1.72 m 38.92, CH2
2 1.61m, 1.63 m 27.56, CH:
3 3.2dd, J=11.38, 4.88 79.19, CH
4 39.03, CH:
5 0.7m 55.52, CH
6 1.41 m, 1.53m 18.45, CH:
7 1.37m, 1.40 m 34.22, CH:
8 41.06, C

9 1.31m 50.65, CH
10 1.33m, 1.51 m 37.29,C
11 1.1m, 1.69m 21.61, CH2
12 26.34, CH:2
13 1.61m 39.33, CH:2
14 42.2,C

15 0.94 m, 1.66 m 26.81, CH2
16 0.95m, 1.25m 38.46, CH2
17 34.69, C
18 0.97 m 48.82, CH
19 39.53, CH
20 154.82, C
21 1.30m, 1.33 m 25.89, CH2
22 1.36 m, 1.40 m 39.03, CH2
23 0.97 s 28.13, CHs3
24 0.73s 15.53, CHz
25 0.85s 16.43, CHs
26 1.02s 16.04, CHs
27 091s 14.92, CHs
28 0.85s 19.64, CHs
29 1.02s 25.65, CHs3
30 4.61 dt, J=8.26, 2.34 107.29, CH:2

1H RMN 500 MHz y 13C 100 MHz, CDCls.

Figura 25. Estructura quimica del taraxasterol.
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8.8 Cernimiento de la actividad antiinflamatoria de los compuestos aislados

Con los cuatro solidos de las fracciones obtenidas en la CC se realizé el cernimiento de la
actividad antiinflamatoria empleando el modelo de edema inducido con TPA. Estos fueron el
sélido 12, fraccién 50-51, fraccién 70 y el sélido 294. Todas las fracciones y/o solidos fueron
probados a una dosis de 1 mg/oreja en el modelo de edema inducido con TPA, a excepcién del
sélido 294 que al ser muy poca cantidad sélo se probé a una dosis de 0.5 mg/oreja. Los
resultados obtenidos se resumen en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Efecto inhibitorio del edema inducido con TPA en ratones de 4 sélidos aislados mediante CC
del extracto de CH2Clz de Cirsium ehrenbergii. Cada muestra representa el promedio de tres repeticiones
(n=3) Xx EEM. ANOVA (p< 0.05* y p< 0.01**).

Muestra Dosis Edema Inhibicién
(mg/oreja) (mg) (%)
Control 16.84+0.75

Sélido 12 1 9.43+1.54* 43.98+9.18*
Sélido 47-51

1 2.17+0.93** 87.1345.51*
(Taraxasterol)
Sélido 69-71

) _ 5.27+2.68** 68.72+15.90**
(B-sitosterol+estigmasterol)

Sélido 294 0.5 7.60+2.30** 54.87+13.67**

Cabe mencionar que el y-taraxasterol y el taraxasterol ya han sido probados mediante el
modelo de edema inducido con TPA, obteniendo un porcentaje de inhibicién del edema de 77%
y 90% respectivamente (Akihisa et al., 1996). El resultado para el taraxasterol es comparable
con el obtenido en el presente estudio que corresponde al 87.13% de inhibicion, y que ademas
tiene el porcentaje de inhibicion mas alto de los cuatro sélidos probados. Este compuesto
podria ser el responsable de la actividad antiinflamatoria del extracto de diclorometano de
hojas. Por otra parte, el y-taraxasterol también ha demostrado tener actividad antiinflamatoria,
pero en un modelo de induccidn de edema con aceite de Croton (Croton tiglium L.) en oreja de
raton (Zitterl-Eglseer et al., 1997).
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El B-sitosterol y estigmasterol son esteroles comunes de las plantas con los cuales se han
realizado multiples estudios que demuestran que poseen diversas actividades biolégicas. Estos
fitoesteroles han mostrado tener actividad antiinflamatoria en el modelo de TPA y en el modelo
de induccién de edema con carragenina, asi como también reducen la actividad de la enzima
MPO (Navarro et al.,, 2001; Ammar et al., 2009; Nirmal et al., 2012; Herndndez-Valle et al.,
2014). EIl porcentaje de inhibicion del edema reportado en este trabajo para la mezcla de estos
esteroles es de 68.72%, comparable con el obtenido por Jiménez-Suarez y colaboradores
(2016) de 72.7%, donde se aislé la misma mezcla de compuestos de la especie Hamelia

patens (Rubiaceae) y fue probada en el mismo modelo de edema inducido con TPA.

IX.  CONCLUSIONES

El extracto de diclorometano de las hojas y de las cabezuelas de C. ehrenbergii poseen
actividad antiinflamatoria segun el modelo de edema inducido con TPA en oreja de ratdn, con
una inhibicién de 54.62% y 52.66% respectivamente.

En la curva dosis-respuesta realizada con el extracto de diclorometano de hojas de C.
ehrenbergii, se obtuvo una DIs=0.89 mg/oreja. Dicha actividad antiinflamatoria esta
acompafiada por una disminucién del contenido de MPO lo que indica una disminucion de la

infiltracion de neutrdfilos al sitio de inflamacion.

Se realizé una CC del extracto de diclorometano de hojas de C. ehrenbergii (extracto activo en
la actividad antiinflamatoria), mediante la cual se aislaron diferentes triterpenos, entre ellos
pseudotaraxasterol y taraxasterol, ademas de una mezcla de dos fitoesteroles muy comunes en

las plantas, B-sitosterol y estigmasterol.

De los compuestos aislados mediante CC, el taraxasterol result6é tener mayor actividad
antiinflamatoria en el modelo de edema inducido con TPA con un porcentaje de inhibicién de

87.13%, por lo que podria ser el mayor responsable de la actividad del extracto.

El extracto etandlico de las hojas de C. ehrenbergii no presenta efecto sedante ni afecta la
actividad motora espontanea a una dosis de 300 mg/Kg. Por otra parte, con base en los
resultados obtenidos en el laberinto en cruz elevado, el extracto no presenta actividad

ansiolitica, sin embargo, se observo una tendencia en aumento del tiempo que los ratones
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pasan en los brazos abiertos a una dosis de 100 mg/Kg, por lo que se propone evaluarlo

mediante una administraciéon subcroénica.

La administracion del extracto etandlico a 24, 18 y 1 h antes de la prueba de nado forzado, no
disminuye el tiempo de inmovilidad de los ratones, lo que significa que el extracto no posee

actividad antidepresiva a una dosis de 300 mg/Kg.
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