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1. Resumen  
 

México es uno de los países más ricos en diversidad de plantas medicinales. En la actualidad muchas 

de esas plantas se han vuelto fuente de materia prima para la industria debido a la producción de 

diferentes metabolitos. Éstos son integrados en la formulación y producción de múltiples productos, 

desde los alimenticios hasta fármacos y medicamentos. El árnica mexicana (Heterotheca inuloides ) 

es una de las plantas endémicas con mayor uso medicinal desde la antigüedad, tanto por comunidades 

rurales como urbanas. Hoy en día se puede encontrar a esta especie y su principio activo 7-hidroxi-

3,4-dihidrocadaleno a la venta en diferentes presentaciones tales como parches, pomadas, tinturas, 

geles o infusiones. Todas estas presentaciones tienen en común una vía de administración tópica, por 

lo que para salir al mercado se debe de cumplir con ciertas pruebas de producto terminado entre las 

que destacan las pruebas de irritabilidad dérmica. El objetivo de esta investigación fue determinar a 

través de un método in chemico si el árnica mexicana y su principio activo 7-hidroxi-3,4-

dihidrocadaleno son irritantes de la piel utilizando 5-(dimetilamino)-N-(2-mercaptoetil)naftalen-1-

sulfonamida (DCYA) como marcador fluorescente (fluoróforo). Para llevar a cabo dichas evaluaciones 

se realizó la validación analítica de este método. El método cumplió satisfactoriamente con ocho de 

los nueve parámetros de validación mínimos requeridos por el Colegio Nacional de Químicos 

Farmacéuticos Biólogos de México AC, en su guía de validación de métodos analíticos publicada en 

2002. 

Los extractos de árnica mexicana (H. inuloides) y su principio activo 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno 

resultaron ser irritantes débiles o no sensibilizadores de la piel, ya que obtuvieron un índice de 

reactividad entre 0 y 20. El extracto fluido comercial de árnica europea (A. montana) y el extracto fluido 

comercial de árnica mexicana (H. inuloides) presentaron un índice de reactividad muy similar entre 5 

y 20, en el orden de irritantes débiles de la piel. Para corroborar la funcionalidad del método utilizado 

también se determinó, el índice de reactividad de los extractos hidroalcohólicos de ortiga fresca y ortiga 

seca, los cuales presentaron un índice de reactividad entre 5 y 20, por lo que se pueden considerar 

irritantes débiles de la piel. Como sustancias irritantes de referencia se utilizó el aceite esencial de 

canela y la p-benzoquinona los cuales presentaron un índice de reactividad entre 20 y 80, por lo que 

se consideran como irritantes moderados de la piel, corroborando así lo reportado en la literatura.  



10 | P á g i n a   
 

Los resultados obtenidos sustentan el uso y la seguridad de H. inuloides y de A. montana en diversas 

formulaciones que suelen aplicarse sobre la piel, sobre todo para aliviar procesos de inflamación y 

dolor.  
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2. Introducción. 

 
En México alrededor de 4000 especies de plantas (aproximadamente el 15 % de la flora total) tienen 

atributos medicinales. Sin embargo, se estima que la validación química, biomédica y farmacológica 

de los principios activos que contienen se ha llevado a cabo solo en el 5 % o menos de estas especies. 

Los efectos biológicos se deben a las sustancias de algunas plantas que las hacen útiles como 

medicamento o cosmético y pueden encontrarse en toda la estructura de la especie o sólo en algunas 

de ellas. Su concentración y calidad dependen de diversos factores como la edad de la planta, el clima, 

la época del año, el tipo de suelo, la humedad, la forma en que se extraen los compuestos activos, 

entre otros factores (Ocegueda et al., 2005). 

Hablando en materia de regulación nacional, la Comisión Federal para la Protección Contra Riesgos 

Sanitarios (COFEPRIS) y la Cámara Nacional de Industrias de Productos Cosméticos (CANIPEC) son 

dos de las principales entidades encargadas del control y vigilancia de los cosméticos y medicamentos. 

Estas entidades velan por el cumplimiento de las Normas Oficiales Mexicanas (NOM). En cuestiones 

de irritabilidad, regían anteriormente los métodos generales de análisis (MGA) 515 irritabilidad en piel 

y MGA 516 irritabilidad ocular, ambos definidos en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos 

(FEUM), pero en septiembre de 2021, se aprobó en lo general y en lo particular, una reforma a la Ley 

General de Salud, en la cual se prohíbe el uso de animales en pruebas de productos cosméticos 

(Diario Oficial de la Federación, 2021). Es así como surge de nueva cuenta la necesidad de poner en 

práctica los principios de Russel-Burch (reemplazar, reducir, refinar) para lograr desarrollar nuevos 

métodos alternativos que eviten en la medida de lo posible el uso de animales (Russell et al.,1959). 

Los métodos in chemico propuestos hasta ahora se basan en la hipótesis de que los sensibilizadores 

de la piel se unen covalentemente a un blanco biológico con carácter nucleofílico para formar un 

complejo antigénico (hapteno) provocando así una respuesta inmune, una mayor exposición al mismo 

hapteno puede resultar en la producción de una inmunorreacción vigorosa, que habitualmente resulta 

en una erupción cutánea, enrojecimiento (eritema) u otras lesiones cutáneas (Luebke et al., 2007). 

Los sensibilizadores conocidos se han clasificado en cinco dominios mecanísticos: (1) aceptores de 

Michael, (2) agentes acilantes, (3) iniciadores de base de Schiff, (4) pre o proelectrófilos (no 

electrófilos) y (5) electrófilos capaces de sustitución nucleofílica (SN1, SN2) y sustitución nucleofílica 

aromática (SNAr) (Aptula et al., 2005). En la presente investigación, se pone a prueba un nuevo 

método in chemico para identificar rápidamente posibles sensibilizadores electrofílicos de la piel 
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utilizando un derivado fluorescente de cisteamina la 5-(dimetilamino)-N-(2-mercaptoetil)naftalen-1-

sulfonamida (DCYA). El método DCYA se basa en la cuantificación directa de la formación de aductos 

(DCYA-Sensibilizador de prueba) mediante detección de fluorescencia en microplacas de 96 pozos 

(Avonto et al., 2015). El método propuesto se validó para poder determinar de una manera confiable 

el potencial irritante de la piel para el extracto fluido árnica mexicana, de su principio activo 7-hidroxi-

3,4-dihidrocadaleno y de otras sustancias (extracto fluido de árnica europea, extractos 

hidroalcohólicos de ortiga fresca y seca, aceite esencial de canela y p-benzoquinona). 

3. Marco teórico. 

 

3.1 Plantas medicinales. 
 

Desde los inicios de la vida en el planeta tierra las plantas han desarrollado un papel fundamental 

como fuente de materia prima y primer eslabón en la cadena alimentaria. Las denominadas plantas 

alimenticias son las principales productoras de metabolitos primarios, los cuales son sustancias que 

no ejercen una actividad farmacológica sobre un organismo vivo, pero son necesarios para sobrevivir, 

por ejemplo: algunos aminoácidos, carbohidratos y lípidos. Mientras que en las plantas medicinales 

se contienen metabolitos secundarios, los cuales son compuestos con una acción farmacológica, 

benéfica o perjudicial sobre un organismo vivo (Muñoz et al., 2002). Estos compuestos incluyen a los 

alcaloides, fenoles, terpenoides, flavonoides, esteroles, entre muchos otros. Dichas sustancias en 

varios casos son sintetizadas con la misión de proteger a las plantas contra los depredadores, 

bacterias, hongos y virus (Shurkin et al., 2014). 

Muchas plantas medicinales son utilizadas como principio activo de varias formulaciones que se 

encuentran en el mercado y de varios sistemas médicos tradicionales. Estos sistemas tradicionales 

de medicina desempeñan un papel esencial en la atención médica, llegando al punto en que la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) estima que el 80% de los habitantes del mundo se basa 

principalmente en la medicina tradicional para resolver problemas básicos de salud y otras tantas son 

utilizadas con fines cosméticos. (Panplona et al., 2006). 
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3.2 Plantas medicinales en México. 
 

El primer libro de plantas medicinales publicado en el continente americano fue el “Libellus de 

Medicinalibus Indorum Herbis”, mejor conocido como el códice de la Cruz-Badiano, publicados en 

1552. Este libro habla sobre las hierbas medicinales de los indígenas, el cual fue escrito en náhuatl 

por el médico indígena Martín de la Cruz y traducido al latín por su compañero Juan Badiano, Dicho 

libro es la fuente más antigua sobre la herbolaria de México y afortunadamente fue regresado a México 

en 1990 por el entonces papa Juan Pablo II. (Zamudio et al., 2002). 

Se considera que después de China, nuestro país posee el mayor número de plantas medicinales 

inventariadas, sin embargo, según la Comisión Nacional para el Conocimiento y Uso de la 

Biodiversidad (CONABIO) en el registro del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) solo se 

encuentran registradas de 3,000 a 4500 especies de plantas con atributos medicinales. Lo anterior 

también precisa que sólo se ha hecho el análisis farmacológico de menos del 5% del total de esas 

plantas. De ese universo, aproximadamente 250 se comercializan de manera cotidiana, el 85% son 

extraídas del medio silvestre sin planes de manejo sustentable y al menos el 80% de la población 

mexicana ha hecho uso de alguna de ellas por lo menos en una ocasión (Bye et al., 1995). 

3.3 Árnica Mexicana (H. inuloides) 

 
El nombre Heterotheca se deriva de las raíces griegas ετεροσ (heteros: "otro, diferente") y θηκη (théke: 

"caja de semillas") y se refiere a las diversas formas de los frutos producidos por los floretes de rayos 

y flores de disco (cypselas dimórficas) (Imbert et al., 2002, Venable et al., 1985). Heterotheca 

inuloides Cass conocida popularmente como árnica mexicana, acahual o árnica peluche, es una planta 

medicinal endémica de México, es utilizada frecuentemente con fines terapéuticos por las 

comunidades indígenas, rurales y urbanas del país, ya que se le atribuyen múltiples propiedades entre 

las que destacan las propiedades antioxidantes, antimicrobianas, antiparasitarias, citotóxicas y 

antiinflamatorias (Castillo et al., 2009; Rosas et al., 2012; Rodríguez et al., 2017). En el Cuadro 1 se 

muestra la clasificación taxonómica para esta especie  

 

 

 

https://www.biodiversidad.gob.mx/diversidad/medicinal/plantas
https://www.biodiversidad.gob.mx/diversidad/medicinal/plantas
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Cuadro 1. Ficha taxonómica de H. inuloides 

Nivel Clasificación 

Reino                 Plantae 

Filo Traqueofita 

Clase Magnoliopsida 

Orden Asterales 

Familia Asteráceas 

Género Heterotheca Cass 

Nombre científico Heterotheca inulides Cass 

Características taxonómicas obtenidas de la plataforma trópicos, 2022 

 

3.3.1 Morfología. 

  
Planta herbácea que puede llegar a medir hasta 1 m de altura, con tallos erectos llenos de pelos, 

cuenta con unas hojas largas las cuales se encuentran alternadas y de un contorno entero que puede 

tender a aserrado. Sus flores son de color amarillo y se encuentran dispuestas en cabezuelas, todas 

colocadas sobre un receptáculo plano de unos 2 cm de ancho, parecidas a las margaritas. Todo esto 

sobre pedúnculos de hasta 8 cm de largo, además de contar con numerosas brácteas que rodean la 

cabezuela, ordenadas de mayor a menor, las cuales son velludas como el tallo (FHEUM, 2021)  

(Figura 2). Suele crecer como hierba silvestre, principalmente, en las regiones más frías y templadas 

del país, prefiriendo altitudes entre 2000 y 3000 m sobre el nivel del mar, es muy común encontrarse 

con ella en la temporada comprendida de mayo a diciembre en bosques templados constituidos por 

pinos, robles, abetos y encinos. Esta especie también sobresale por poder formar parte de la 

vegetación secundaria como en malezas y campos de pastos abandonados. (Rodríguez et al., 2017). 

Se encuentra distribuida en varios estados del país como Chihuahua, Durango, Guerrero, 

Guadalajara, Michoacán, Hidalgo, Morelia, Oaxaca, Puebla, Estado de México y la Ciudad de México 

(Figura 1) (Osuna et al., 2014). 
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                                                                            Figura 2. Morfología de Árnica mexicana (H.inuloides) 

 

Figura 1. Árnica mexicana (H. inuloides), 
colectada en Mesas Altas, San Juan 
Xoconusco, Donato Guerra, Estado de 

México en 2016.  
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3.3.2 Usos tradicionales.  
 

H. inuloides es una planta que se ha utilizado desde la antigüedad, ya que es muy conocida por su 

uso en la medicina tradicional mexicana, algunos estudios han documentado diferentes métodos 

tradicionales para llevar a cabo su preparación y para llevar a cabo su administración. En el  

Cuadro 2 se describen algunas de sus aplicaciones terapéuticas y su proceso de preparación. Las 

partes que comúnmente se utilizan son las flores, seguidas de las hojas y tallos. Entre los métodos de 

preparación más comunes se encuentran la infusión, la maceración y el remojo (Loredo et al., 2002; 

Cruz, 2007; Rodríguez et al., 2017). 

Cuadro 2. Afecciones y modos de uso tradicionales de H. inuloides para aliviarlas.  

 

Afección Preparación y modo de uso Referencia 

Golpes y heridas 

hinchadas 

Preparar una infusión de ramas y flores en agua. 
Administrar por vía oral o aplicar con un paño en la zona 

afectada 
 

Cruz, 2007 

Gastritis, 

Inflamación del 

estómago y 

úlceras 

Preparar una infusión de la flor fresca y ramas en agua. 
Beber una taza después de cada comida durante 15 días. 

CONAFOR, 
2010 

Tos y problemas 

respiratorios 

Preparar una infusión de la flor fresca en agua. Beber una 
taza antes de cada comida durante 3 días, suspender 3 

días y reanudar el tratamiento otros 3 días. 

INI, 1994 

Heridas y 

mordeduras de 

perro 

Hervir la planta entera en agua y Lavar las heridas con la 
infusión. 

Gallardo, 2008 

Hemorroides Poner a Hervir en agua una rama con inflorescencias. 
Tomar baños de asiento con la infusión todas las noches 

durante una semana. 

Cruz, 2007 

Inflamación del 

Hígado 

Preparar una infusión de las hojas en agua. Tomar una 
taza durante 3 días, suspender 3 días y reanudar el 

tratamiento otros 3 días. 

INI, 1994 
Cruz, 2007 

Reumatismo Preparar una infusión de las hojas frescas en agua. Beber 
una taza de la infusión después de cada comida durante 

15 días. 
Poner a extraer la planta en alcohol. Frotar el área 

afectada durante 8 días con el extracto 

CONAFOR, 
2010 

INI, 1994 
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Espinillas, 

erupción cutánea, 

urticaria y 

picazón. 

Poner a Hervir la planta en agua. Aplicar la infusión en la 
zona afectada una vez al día durante 3 días. 

INI, 1994 

Dolor de muelas Preparar una infusión de la planta en agua y aplicar 
compresas calientes en el área de la molestia. 

Linares et al., 
1988 

Trastornos 

biliares, 

disminución del 

apetito, problemas 

del riñón y venas 

varicosas. 

Preparar una infusión de flores, hojas y ramas. Administrar 
por vía oral la infusión 

Aguilar et al., 
1994 

INI, 1994 
Loredo et al., 

2002. 

 

3.3.3 Composición química.  
 

Esta especie es fuente de una gran cantidad y variedad de compuestos químicos. Entre las técnicas 

más utilizadas para su aislamiento e identificación se encuentra el ultrasonido, la cromatografía en 

columna y capa fina, la cromatografía de gases, la cromatografía de gases acoplada a espectrometría 

de masas y la cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC) (Sagrero., 1996; Maldonado, 2004; 

Stipanovic et al., 2006; Mijangos et al., 2011). Entre los compuestos aislados destacan los 

sesquiterpenos, flavonoides, fitoesteroles, triterpenos, derivados del ácido benzoico, entre muchos 

otros. Numerosos estudios han demostrado que los diferentes extractos y algunos compuestos 

aislados de esta planta presentan una amplia gama de actividades biológicas. Hasta la fecha los 

estudios relacionados con su toxicidad son limitados (Rodríguez et al., 2017) 

3.3.4 Compuestos sesquiterpenoides. 

  
El género Heterotheca se caracteriza por sintetizar sesquiterpenos con esqueleto de cadinano, el 

análisis de las partes aéreas de H. inuloides reporta la presencia de múltiples compuestos con estas 

características, entre los que destacan los ilustrados en la Figura 3, como el 7-hidroxicadaleno (1), 

cadaleno (2), 4-metoxi-isocadaleno (3), 4-hidroxiisocadaleno (4), 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno (5), 1α-

hidroxi-1(4H)-isocadalen-4-one (6), 2,3-epoxi-7-hidroxi-β-calacoreno (7), dicadalenol (8), 2,7-dihidroxi-

β-calacoreno (9, inuloidina) y 3,7-dihidroxi-3(4H)-isocadalen-4-one (10) (Rodríguez et al., 2017). 
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Figura 3. Compuestos de mayor importancia de origen sesquiterpénico aislados de las partes aéreas  

H. inuloides  

 

3.3.5 Compuestos polifenólicos. 
 

El contenido fenólico en extractos y en infusiones de H. inuloides disponibles comercialmente se ha 

evaluado utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu (Muñoz-Velázquez et al., 2012). Se han aislado de 

las flores secas agliconas y glicósidos ilustrados en la Figura 4 como la luteolina (11), el kaempferol 

(12), Kaempferol-3,7-dimetil éter (13), quercetina (14), quercetina-3,3´-dimetil éter (15), quercetina-

3,4´-dimetil éter (16), quercetina-3,7-dimetil éter (17), quercetina-3,7,3´-trimetil éter (18), eriodictol-3-

metil éter (19), catequina (20). Así como los O-glucósidos kaempferol 3β-glucopiranósido (21), 3β-

arabinósido (22), quercetina 3β-glucopiranósido (23), 3β-galactopiranósido (24), 3α-L-arabinósido (25) 

(Rodríguez et al., 2017). 
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                3        5       7        3´       4´                                         R1                R2          R3         R4 

    11)      H      OH     OH    OH     OH                   21) β-D-Glucopiranosa      OH                      OH 

    12)     OH    OH     OH      H      OH                   22) β-Arabinosa                 OH                       OH 

    13)  OCH3   OH   OCH3   H      OH                   23) β-D-Glucopiranosa      OH        OH         OH 

    15)  OCH3  OH     OH   OCH3  OH                   24) β-D-Galactopiranosa    OH        OH         OH 

    16)  OCH3  OH    OH      OH   OCH3                25) α-L-Arabinosa               OH        OH         OH 

    17)  OCH3  OH   OCH3   OH    OH                             

    18)  OCH3  OH  OCH3  OCH3  OH 

    19)    OH    OH    OH    OCH3   OH 

    20)      H     OH  OCH3  OCH3  OH 

 

Figura 4. Flavonoides y glucósidos de mayor relevancia aislados de flores secas de H. inuloides  

 

3.3.6 Otros compuestos de interés.  

 

Otros compuestos aislados e identificados de H. inuloides, son el guayacol (27), fenol (28), el ácido 

elágico (29), ácido p-cumárico (30), el ácido 1-cafeoilquínico (31), ácido 3-cafefeoquínico (32), ácido 

caféico (33), ácido protocatecúico (34), 7-(3,3-dimetilaliloxi) cumarina (35), vainillina (36), ácido 

vanílico (37), pirocatecol (38), y ácido gálico (39) (Figura 5). 
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Figura 5. Otros compuestos de importancia aislados de las flores de H. inuloides (Rodríguez et al., 2017). 
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3.3.7 Actividad biológica. 
 

Como se comentó anteriormente H. inuloides es fuente de numerosos compuestos químicos, aislados 

de diferentes partes de la planta y siguiendo diferentes metodologías. La presencia de estos 

compuestos le han conferido distintas propiedades (Cuadro 3). Cabe señalar que en cualquier tipo de 

planta la composición y la concentración de los metabolitos secundarios que desempeñan el papel de 

principio activo en muchas ocasiones varía según su hábitat y su edad. (Rodriguez et al., 2017). 

Cuadro 3.  Principales Actividades biológicas de H. inuloides reportadas en la literatura. 

Preparación o 

compuesto 

Actividad biológica Referencias 

Extractos acetónico, 

metanólico y 

butanólico. 

Anti inflamatorio y analgésico en edema 
inducido por carragenina. 
 
Anti inflamatorio en edema inducido por 
aceite de crotón.  

Gené et al., 1998 
 
Segura et al., 2000 

β-cariofileno, β-

cariofileno 4,5α-óxido, 

7-hidroxi-3,4-

dihidrocadaleno y 7-

hidroxicadaleno. 

Actividad citotóxica en contra de algunas 
líneas celulares de tumores 
sólidos.(carcinoma de mama, carcinoma 
epitelial de cuello uterino, melanoma de 
humanos, melanoma de ratón)  

Kubo et al., 1996 

Extracto acetónico y 

metanólico. 
Capacidad antioxidante en contra de ROS Coballase et al., 2010 

Extracto acetónico y 

metanólico. 
Hepatoprotección en contra del daño oxidante 
inducido por tetracloruro de carbono (CCl4). 

Coballese et al., 2011 
Coballase et al., 2013 

Extracto metanólico  

 

Extracto etanólico  

 

Cadaleno y 7-hidroxi-

3,4-dihidrocadaleno 

Actividad antimicrobiana en contra de 
Helicobarter pylori. 
 
Actividad antimicrobiana en contra de 
Streptococcus mutans  
 
Actividad antimicrobiana en contra de Bacillus 
subtilis, Brevibacterium ammoniagenes, 
Staphylococcus aureus meticilina resistente, 
ATCC 12598, ATCC 33591, Streptococcus 
mutans, Propionibacterium acnés y 
Trichophyton meentagropgytes. 

Castillo et al., 2009 
 
Rosas et al., 2012 
 
Kubo et al., 1994 

β-cariofileno  

7-hidroxi-3,4-

dihidrocadaleno,      

7-hidroxicadaleno 

Actividad antiparasitaria en contra de 
Leishmania amazonensis 
 
Actividad antiparasitaria en contra de Giardia 
intestinalis  

Soares et al., 2013 
 
Rodríguez et al., 2015 
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Aceite esencial  
Evita el desmontaje del citoesqueleto de 
actina, vimentina y tubulina en el modelo in 
vitro de acrilamida para la osteoartritis. 

 
Martín et al., 2013 

Infusiones  

 

Extracto acetónico 

Actividad quelante en contra del Fe2+  
 
Actividad quelante en contra de Cu2+, para así 
unirse a la tirosinasa  

Muñoz et al., 2012 
Rodríguez et al., 
2016.  

Polvos de hojas y flores Actividad insecticida en contra del gorgojo de 
maíz (Sitophilus zeamais) y gorgojo de frijol 
(Zabrotes subfasciatus)  

 
Juárez et al., 2010 
Rendón et al., 2013 

7-hidroxi-3,4-

dihidrocadaleno 
Actividad analgésica, antiinflamatoria y 
antineuropática 

Rocha et al., 2010; 
Rocha  et al., 2014  

 

 

3.4 Árnica mexicana (Heterotheca inuloides Cass.) v.s Árnica europea 

(Árnica montana l). 
 

Como se mencionó al inicio, uno de los nombres populares utilizados en México para referirse a 

Heterotheca inuloides Cass es el de “árnica mexicana”, el cual deriva de otra especie europea 

conocida como árnica europea, con la que comparte varias similitudes morfológicas (Rivera et al., 

2010). La existencia de plantas medicinales que comparten nombres populares, características 

morfológicas, características aromáticas y propiedades medicinales es muy habitual en la medicina 

tradicional de diferentes culturas, de ahí el interés por determinar los diferentes compuestos activos 

entre la llamada "árnica mexicana" y árnica europea (Perry at al., 2009). 

Aunque sus características morfológicas y usos medicinales tradicionales para ambas especies son 

similares, ya que forman parte de la misma familia (Asteraceae), las investigaciones fitoquímicas han 

revelado que sus contenidos metabólicos son diferentes. Hoy en día se sabe que los principales 

compuestos responsables de las propiedades antiinflamatorias de los extractos de A. montana son las 

lactonas sesquiterpénicas (SL), helenalina (40) y dihidrohelenalina (41), y sus correspondientes 

ésteres de cadena corta (42 y 43) como se ilustra en Figura 6; en contraste, H. inuloides contienen 

una serie diferente de metabolitos secundarios que producen la actividad antiinflamatoria como la 

quercetina (14), el dicadalenol (8) y el  7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno (5) (Delgado et al., 2001;Rocha 

et al., 2014).  
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                           40) R= H                                                                    41) R= H 

                           42) R= Acetilo                                                           43) isovalerilo 

 

Figura 6. Lactonas sesquiterpenicas aisladas de A. montana. 

 

Se ha encontrado que las flores de A. montana, contienen un aceite esencial rico en sesquiterpenos, 

monoterpenos, triperpenos, derivados del timol, carotenos, flavonoides, derivados de ácido fenólico, 

cumarinas, poliacetilenos y alcaloides. De todos estos compuestos, la helenalina, la dihidrohelenina y 

sus ésteres se consideran como los principales compuestos activos (Willuhn, 1998). La Farmacopea 

Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos (FHEUM) requiere un contenido de no menos del 0.4% 

m/m de lactonas sesquiterpénicas (SL), expresadas como tiglato de dihidrohelenalina, con referencia 

a la droga vegetal seca para la prueba de identidad. (FHEUM, 2021).  

Varios estudios reportan que la actividad biológica de estos compuestos se encuentra relacionada con 

la modulación de varios procesos inflamatorios, como la fosforilación oxidativa, la agregación 

plaquetaria, la histamina y la liberación de serotonina (Lyss et al., 1998). Cuando se produce 

inflamación, una infección viral o bacteriana y otros eventos estresantes, el factor NF-kB promueve la 

expresión de más de 150 genes diana, por lo que se le considera un mediador central de la respuesta 

inmune humana. Las SL y más específicamente la helenalina, produce la inhibición de este mediador 

debido a la alquilación del factor de transcripción activo (García et al., 2001). Se ha demostrado de la 

misma forma la capacidad de inhibición del factor de transcripción NF-AT, (este al igual que NF-κB, es 

una proteína responsable de la transcripción de genes que codifican varios mediadores inflamatorios) 

(Klaas et al., 2002). 
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Aunque el principal efecto farmacológico de A. montana se atribuye al contenido de SL, se deben tener 

en cuenta a los flavonoides y los ácidos fenólicos, ya que también se utilizan para asegurar la identidad 

de A. montana. De la misma manera se debe de tomar en cuenta los polifenoles ya que actúan 

principalmente como antioxidantes y agentes atrapadores de especies reactivas de oxígeno (ROS), 

los cuales también pueden contribuir a la actividad antiinflamatoria de la planta (Paßreiter et al., 1992). 

Debido a la alta demanda de Arnica montana, las flores comercializadas en los Estados Unidos y 

Europa a menudo son adulteradas o sustituidas con H. inuloides porque esta última es más accesible 

(Pietta et al., 1994;Walker et al., 2012). En los últimos años, con el cultivo industrial de A. montana, la 

falsificación ocurre con menos frecuencia. Sin embargo, con la intención de controlar esta práctica, se 

han realizado varios estudios para encontrar un marcador químico que detecte la presencia de H. 

inuloides en preparaciones de A. montana (Pietta et al., 1994; Durón et al., 2009). Recientemente 

también se ha propuesto el uso de códigos de barras de ADN como técnica para la identificación de 

cualquier especie (Aguilar, 2015).  La Farmacopea Europea incluye una prueba para detectar la 

adulteración de cabezas de flores de A. montana con H. inuloides (COE-EDQM, 2007), que consiste 

en la identificación de algunos glucósidos flavonoides, como la rutina (36), la cual se considera un 

componente específico de H. inuloides. Sin embargo, algunos cadinanos, por ejemplo, el 7-hidroxi-

3,4-dihidrocadaleno (6), podrían ser más apropiados para la detección, ya que son metabolitos típicos 

biosintetizados por H. inuloides y podrían considerarse como marcadores químicos (Marieschi et al., 

2012). En la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos (FHEUM, 2021) está descrita 

la monografía para árnica mexicana (H. inuloides) en el que el 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno es 

utilizado como compuesto marcador para establecer el control de calidad de esta especie, que la 

distingue de A. montana que no contiene este metabolito. 

 

3.5 Productos comerciales. 

  
En la actualidad, H. inuloides y A. montana se pueden encontrar en los mercados tradicionales y en 

tiendas departamentales en diferentes formulaciones y formas farmacéuticas, tales como tinturas, 

pomadas, infusiones, tabletas y geles. Estas especies poseen múltiples propiedades medicinales por 

las cuales son utilizadas, sin embargo, el efecto anti inflamatorio de estas plantas es el efecto más 

destacado y por lo que son ampliamente conocidas en varios países. (Heinrich et al., 2014). 
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Teniendo en cuenta que varias de las presentaciones se aplican tópicamente, el proceso de 

penetración de la piel de los componentes activos debe de ser muy significativo. Se ha reportado la 

predicción de la tasa de permeación de los principales compuestos de A. montana en el estrato córneo, 

utilizando el método de extracción con cinta adhesiva y pieles de oreja de cerdo. Los resultados 

muestran que las preparaciones de árnica tienen una penetración comparable a través del estrato 

córneo, y que la cantidad permeada es suficiente para lograr la eficacia antiinflamatoria (Wagner et 

al., 2004; Wagner et al., 2007). El primer ensayo clínico que involucró el uso tópico de A. montana 

confirmó la eficacia de un gel en un ensayo en seres humanos. El gel se aplicó dos veces al día a 

pacientes con osteoartritis leve a moderada de la rodilla. Después de tres y seis semanas se demostró 

una mejoría significativa en las condiciones de los pacientes (Knuesel et al., 2002). Para árnica 

mexicana también se ha demostrado la permeabilidad cutánea utilizando un sistema in vitro con 

membranas sintéticas Strat-M® (Galicia, 2015). 

 

3.6  Pruebas de irritabilidad en piel. 

   
De manera muy general, dentro del campo de la toxicología se encuentran las pruebas de seguridad, 

que a su vez incluyen pruebas de toxicidad aguda, irritabilidad dérmica o cutánea y ocular para 

diferentes sustancias. Históricamente, las pruebas en animales han sido las más utilizadas para este 

tipo de estudios. A grandes rasgos, para este tipo de evaluaciones, se aplica una sustancia a la piel o 

al ojo de un animal de laboratorio, durante un tiempo determinado. Posteriormente se observa si 

existen lesiones en las zonas de aplicación, las cuales se califican cualitativamente para determinar el 

daño provocado (eritema, edema). Los estudios sugieren que las respuestas observadas en los 

estudios con animales, en varias ocasiones no son similares a la respuesta observada en humanos 

(Choksi N et al., 2019). 

Un agente corrosivo es cualquier sustancia que causa la destrucción de un tejido vivo al contacto, 

mientras que un agente irritante es aquella sustancia que produce una reacción inflamatoria local al 

contacto inmediato, repetido o prolongado (CPSC de EE.UU). Las instituciones reguladoras en varias 

partes del mundo solicitan distintas pruebas para identificar y clasificar este tipo de sustancias, todo 

esto con el fin de llevar a cabo un correcto etiquetado del producto. Así es como se alerta a los 

manipuladores/consumidores sobre el posible peligro de lesiones al utilizarlos y se indica el nivel de 
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equipo de protección adecuado para su manejo. Otros objetivos son determinar los límites de 

exposición, estimar una dosis tópica aceptable para la administración en humanos y establecer una 

dosis inicial para estudios a largo plazo. (Choksi et al., 2019)  

Los métodos utilizados inicialmente para la evaluación de la irritación de la piel y ojos, fueron descritos 

por Draize y en la actualidad aún se usan ampliamente con fines regulatorios (Wilhelmus., 2001). Estos 

métodos han sido reevaluados, con el fin de reducir el número de animales y sustituir las pruebas in 

vivo por pruebas in vitro. Muchos modelos in vitro se están desarrollando para su uso en la evaluación 

del potencial irritante de los ojos y la piel, con la esperanza de que algún día se reemplacen las pruebas 

con animales. Para que las pruebas alternativas se incorporen a la evaluación de la seguridad, deben 

someterse a una evaluación definida que permita a los toxicólogos determinar si los nuevos 

procedimientos brindan información relevante. A medida que se determina la validez de los métodos, 

los nuevos procedimientos pueden incorporarse a la evaluación de la seguridad mediante un proceso 

de evaluación por niveles. El primer nivel incluye un análisis exhaustivo de los datos internos y 

publicados sobre la sustancia de prueba o sustancias similares. Una revisión de las características 

físico-químicas también puede proporcionar información valiosa. En el segundo nivel se emplean 

ensayos in vitro para complementar la evaluación de la seguridad de la sustancia. Si se requiere 

información adicional para finalizar los estudios de seguridad, en el último nivel se realizan pruebas in 

vivo usando un número limitado de animales o estudios clínicos en seres humanos (Calvin et al., 1992). 

Uno de los principales objetivos del Comité de Coordinación Interinstitucional sobre la Validación de 

Métodos Alternativos (ICCVAM, por sus siglas en inglés), compuesto por representantes de las 

agencias reguladoras y de investigación federales de EE. UU., es reducir, perfeccionar y reemplazar 

las pruebas con animales, cuando sea factible. Como parte de un esfuerzo por aumentar la confianza 

en los métodos alternativos y mejorar su relevancia para la salud humana, ICCVAM desarrolló una 

guía para incorporar nuevos enfoques para evaluar la seguridad de los productos químicos y médicos. 

Esta guía aborda el desarrollo y la evaluación de enfoques alternativos para las pruebas de toxicidad 

aguda, así como enfoques alternativos para las pruebas de irritación ocular y cutánea (Choksi et al., 

2019). 

Hablando en materia de regulación nacional, la Ley General de Salud, en el artículo 269, define los 

productos cosméticos como aquellas sustancias o formulaciones destinadas a ser puestas en contacto 

con las partes superficiales del cuerpo humano, con el fin de limpiarlas, perfumarlas, ayudar a 
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modificar su aspecto, protegerlas, mantenerlas en buen estado, corregir sus olores, atenuar/prevenir 

deficiencias o alteraciones en el funcionamiento de la piel sana. De la misma forma en el artículo 270 

se indica que no podrán atribuirse a los productos cosméticos acciones propias de los medicamentos, 

tales como curar o ser una solución definitiva de enfermedades, regular el peso o combatir la obesidad 

ya sea en el nombre, indicaciones, instrucciones para su empleo o publicidad. Esta definición hace 

distinción entre los productos cosméticos y los medicamentos, teniendo así una regulación diferente 

más no excluyente, los cosméticos también deben de seguir las normativas y regulaciones, aún 

aquellos considerados como artesanales u orgánicos (Ley General de Salud, 2022). 

La Comisión Federal para la Protección Contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) y la Cámara Nacional 

de Industrias de Productos Cosméticos (CANIPEC) son dos de las principales entidades encargadas 

del control y vigilancia de los cosméticos y medicamentos. Estas entidades velan por el cumplimiento 

de las Normas Oficiales Mexicanas (NOM). En cuestiones de irritabilidad, para los cosméticos 

anteriormente la regía la NOM-039-SSA1-1993. Bienes y servicios. Productos de perfumería y belleza. 

Determinación de los índices de irritación ocular, primaria dérmica y sensibilización. Sin embargo, para 

el 2003 esta NOM quedó cancelada y sustituida por los métodos generales de análisis (MGA) 515 

irritabilidad en piel y MGA 516 irritabilidad ocular, ambos definidos en la Farmacopea de los Estados 

Unidos Mexicanos (FEUM). De esta forma se logró unificar un poco las pruebas entre medicamentos 

y cosméticos (DOF, 2003). Pero toda esta unificación duró poco ya que, en septiembre de 2021, se 

aprobó en lo general y en lo particular, una reforma a la Ley General de Salud, en la cual se prohíbe 

el uso de animales en pruebas de productos cosméticos (Diario Oficial de la Federación, 2021). 

Métodos in chemico 

Los métodos alternativos in chemico disponibles para medir la sensibilización de la piel se basan en 

cuantificar el hapteno formado entre la sustancia de prueba y un nucleófilo modelo. Todo esto debido 

a que los sensibilizadores de la piel se unen de manera covalente a un blanco biológico con carácter 

nucleofílico para formar complejos antigénicos (haptenos) los cuales provocaran una respuesta 

inmune (Chittiboyina et al., 2015). Las reacciones de hipersensibilidad son respuestas inmunitarias 

que producen daño tisular a través de una respuesta exuberante al antígeno. Existen tres modalidades 

principales de hipersensibilidad: (1) respuestas alérgicas o reacciones de hipersensibilidad inmediata, 

(2) reacciones de hipersensibilidad mediadas por células B o anticuerpos, y (3) hipersensibilidad 

mediada por células T (Mcmanus et al., 2014).  
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El método de DCYA propuesto por Avonto (Avonto et al., 2015) es un método relativamente nuevo 

basado en fluorescencia. El método tiene como objetivo la identificación de electrófilos reactivos que 

puedan en función de su reactividad química reaccionar con el modelo de tiol fluorescente (Avonto et 

al., 2015). 

4 Hipótesis 

  

➢ El DCYA es un reactivo fluorescente que al entrar en contacto con sustancias irritantes para 

la piel aumenta su intensidad fluorescente de manera proporcional al grado de irritación de la 

sustancia. El árnica mexicana (H. inuloides) y su principio activo 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno 

no son considerados irritantes cutáneos por lo que en la prueba in chemico al entrar en 

contacto con el DCYA producirán baja fluorescencia. 

➢ A.montana y H. inuloides al tener propiedades medicinales antiinflamtorias muy similares 

tendrán de la misma forma un potencial irritante en piel.                         

 

5 Objetivo general  

 

➢ Determinar el potencial irritante del árnica mexicana (Heteroteca inuloides) y de su principio 

activo 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno, a través de un método in chemico, mediante la 

cuantificación directa de la formación del aducto hapteno-tiol por florescencia de 5-

(dimetilamino)-N-(2- mercaptoetil)naftalen-1-sulfonamida (DCYA). 

 

6. Objetivos particulares  

 
➢ Validar el método in chemico de 5-(dimetilamino)-N-(2- mercaptoetil)naftalen-1-sulfonamida 

(DCYA) para predecir el potencial irritante de diversas sustancias. 

➢ Comparar el potencial irritante de la piel de A. montana y de H. inuloides. 
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7. Materiales y método 

 
7.1 Síntesis de DCYA. 

La síntesis del compuesto utilizado como fluoróforo realizada por el Dr. Adelfo Natalio Reyes Ramírez 

de la FES Zaragoza UNAM, siguiendo la metodología publicada por Avonto y colaboradores (Avonto 

et al., 2015), que brevemente consistió en: 

1.-Síntesis de N,N′-(disulfanodiilbis(etano-2,1-diilo))bis(5-(dimetilamino)naftaleno-1 

sulfonamida) (disulfuro DCYA). 

En un matraz de fondo redondo de 500 mL, se disolvió el cloruro de dansilo (4,03 g, 14,94 mmol) en 

170 mL de una mezcla acetona: agua (30:1). Una solución de diclorhidrato de cisamina (1.61 g, 7.15 

mmol, 0.49 equivalentes) disuelta en 80 mL de NaHCO3 acuoso 0.1 M se agregó gota a gota. La 

solución se mantuvo a un pH 7.5 mediante la adición de hidróxido de sodio acuoso 0.5 M. Después 

de 90 min, la mezcla de reacción se diluyó con 100 mL de cloroformo, y la solución resultante se lavó 

cuatro veces con bicarbonato de sodio acuoso, seguido de agua. La fase orgánica se secó con MgSO4  

anhidro, se concentró y purificó por cromatografía en columna de gel de sílice, eluyendo con un 

gradiente de acetona de 10 % al 40 % en hexano) obteniéndose 4.14 g de disulfuro de DCYA como 

sólido esponjoso amarillo. 

2.- Síntesis 5-(dimetilamino)-N-(2-mercaptoetil)naftaleno-1-sulfonamida (DCYA) 

En un matraz de fondo redondo de 50 mL, el compuesto disulfuro de DCYA (0,32 g, 0,524 mmol) se 

disolvió en tetrahidrofurano (18 mL) y agua (2 mL), se enfrió a 0 °C y se añadió borohidruro de sodio 

(0,20 g, 5,29 mmol) en pequeñas porciones. Después de 4 h, se evaporó el disolvente y el residuo se 

diluyó con agua y se extrajo con éter dietílico (3 × 10 mL). Las fases orgánicas se juntaron, se secaron 

con MgSO4 anhidro, se concentraron y se purificaron en una columna de gel de sílice eluyendo con 

un gradiente de acetona de 10% al 30% en hexano para producir el tiol de DCYA como sólido 

esponjoso de color amarillo verdoso. Finalmente, la pureza del compuesto se comprobó por medio de 

cromatografía en placa fina (Figura 7). 
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Figura 7. A) Cromatografia en placa fina de DCYA observada a una longitud de onda de 365 nm utilizando 

como fase móvil acetato de etilo/hexano en proporción 6:4. B) Cromatografía en placa fina de DCYA 

observada a una longitud de onda de 254 nm utilizando la misma fase móvil en la misma proporción. 

 

7.2 Validación del método. 

  
La parte pre-analítica consistió en establecer las condiciones adecuadas para el manejo de DCYA, 

compuesto que se utilizó como fluoróforo en el método, así como para establecer el correcto uso del 

fluorómetro (GloMax EXPLORER). Posterior a esto se optó por seguir con la validación del método 

analítico, tomando como base la guía de validación de métodos analíticos del Colegio Nacional de 

Químicos Farmacéuticos Biólogos de México AC (Garcia et al., 2002). Se inició realizando la linealidad 

y precisión del sistema, para después continuar con lo relacionado al método; se determinó la 

exactitud, la repetibilidad, la linealidad, la precisión, los límites de detección y de cuantificación para 

las condiciones establecidas en el laboratorio.  

 

 

A) B) 
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7.3 Determinación del potencial irritante de la piel. 

  
Posterior a la validación se continuó con la determinación del potencial irritante de la piel del extracto 

fluido comercial de árnica mexicana (H. inuloides) y su principio activo 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno, 

siguiendo la metodología de Avonto y colaboradores (Avonto et al., 2015) con pequeñas variaciones 

ya validadas. Adicionalmente se determinó de igual manera el potencial irritante para el extracto fluido 

comercial de árnica europea (A. montana), para el extracto hidroalcohólico de la planta seca de ortiga 

(U. dioca), para el extracto hidroalcohólico de la planta fresca de ortiga (U. dioca), para el aceite 

esencial de canela y para el compuesto p-benzoquinona (CAS-No: 106-51-4).   

En un tubo de 2 mL, se mezclaron 50 μL de DCYA (CAS-No: 5354-61-0P) 2,5 mM (1 equivalente), 

para ser mezclado con 50 μL de una solución 5 mM de la sustancia de prueba (2 equivalentes), ambos 

preparados en acetonitrilo (ACN) grado HPLC (CAS-No: 75-05-8). Se añadieron 20 μL de una solución 

amortiguadora de fosfatos pH=10 a la mezcla y se incubó durante 20 min a temperatura ambiente 

(aproximadamente 22 ºC). Se preparó un conjunto de dos controles y un blanco a la par, como se 

resume en el Cuadro 4. El blanco (BL) se preparó adicionando 20 μL de ACN en lugar de la solución 

amortiguadora. Para preparar el control positivo (PC) se utilizaron 50 μL de DCYA mezclados con 70 

μL de ACN. El control negativo (NC) se preparó agregando 50 μL de ACN a 50 μL de DCYA y luego 

incubando con 20 μL de solución amortiguadora.  A continuación, se añadieron 20 mg maleimida sobre 

sílice (Código sigma: 569909) para eliminar el DCYA sin reaccionar, se agitó en vórtex y se incubó 

durante 1 h con agitación vigorosa. A continuación, las muestras se centrifugaron a 14000 rpm durante 

20 s, se diluyeron hasta un volumen final de 1 mL con ACN, se volvieron a agitar en vórtex y se 

centrifugaron a 14000 rpm durante 10 min. Finalmente, cada muestra se transfirió a una microplaca 

oscura de 96 pozos resistente a disolventes con fondo plano (100 μL del sobrenadante más 100 μL 

de ACN). Las muestras se resuspendieron con la micropipeta para finalmente ser leídas en el 

fluorómetro GLoMax EXPLORER de Promega a una longitud de onda de excitación UV 365 nm y, a 

longitud de onda de emisión de 500-550 nm, 50 lecturas de alta sensibilidad (Figura 8). 
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Cuadro 4. Condiciones empleadas para los diferentes controles experimentales 

 

 

 

 

  

          

 

 

 

 

            

Figura 8. Procedimiento experimental resumido del método de DCYA recuperado de Avonto et al., 2015 

 

Finalmente se calculó el Índice de reactividad para cada sustancia de prueba con la siguiente 

expresión: 

Índice de Reactividad 

                                           IR = 100 × (1 −
𝐵𝐿−𝑅

PC−𝑁𝐶
−

𝑃𝐶−𝐵𝐿

𝑃𝐶
) 

 

Donde se sustituye la respuesta fluorescente de:  

R:     Reactivo de prueba/Candidato sensibilizador 

PC:   Control positivo 

NC:   Control negativo  

BL:    Blanco 

Reactivo 

Condición experimental 

     Control 
Positivo (PC) 

      Control  
Negativo (NC) 

Blanco 
  (BL) 

Reactivo de 
Prueba (R) 

DCYA + + + + 
Electrófilo de Prueba - - + + 
Buffer de Fosfatos - + - + 
Maleimida sobre sílice + + + + 

DCYA  Candidato a 

sensibilizador de la piel  

No reactivo Reactivo 
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8. Resultados 
 

El extracto fluido de árnica mexicana (H. inuloides) a las concentraciones de 5, 10 y 20 mg/mL presentó 

un efecto irritante débil y su principio activo 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno a las concentraciones de 

2.5, 5.0 y 10.0 mM no fue irritante en el método in chemico ya que presentó un bajo índice de 

reactividad. La escala del potencial irritante se clasifica como no irritante (no sensibilizador) para un 

índice de reactividad (IR) < 5, irritante débil para 5 < IR < 20, irritante moderado para 20 < IR < 80 y 

finalmente irritante fuerte o extremo para un IR > 80 (Figura 9). Como compuesto irritante de referencia 

se utilizó p-benzoquinona que a la concentración de 5 mM presentó un índice de reactividad de 39, 

correspondiente a una irritabilidad moderada (Figura 9).  
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Figura 9.  Índice de reactividad del extracto fluido de árnica mexicana (H. inuloides; AM) a las concentraciones 

de 5, 10 y 20 mg/mL, su principio activo 7-hidroxi,3,4-dihidrocadaleno (3H34DC) a las concentraciones de 2.5, 

5.0 y 10.0 mM y p-benzoquinona (PBQ) a la concentración de 5 mM. Cada barra representa el promedio de 3 

repeticiones de al menos 50 lecturas. Las líneas punteadas delimitan las zonas correspondientes a los 

diferentes grados de irritación. * Diferencia significativa (p< 0.05) después de un análisis de varianza de una 

vía, seguida de la prueba Dunnett con respecto al grupo tratado con p-benzoquinona.  
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De igual forma, se evaluaron los extractos fluidos comerciales de árnica mexicana (H. inulouides) y de 

árnica europea (A. montana) a las concentraciones de 5, 10 y 20 mg/mL. Ambos extractos presentaron 

una irritabilidad débil, con un IR entre 5 y 10 (Figura 10).  
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Figura 10. Índice de reactividad para el extracto fluido de árnica mexicana (H. inuloides; AM) y el extracto 

fluido de árnica europea (A. montana; AE) a las concentraciones de 5, 10 y 20 mg/mL comparados con p-

benzoquinona (PBQ) a la concentración de 5 mM. Cada barra representa el promedio de 3 repeticiones de al 

menos 50 lecturas. Las líneas punteadas delimitan las zonas correspondientes a los diferentes grados de 

irritación. * Diferencia significativa (p< 0.05) después de un análisis de varianza de una vía, seguida de la prueba 

Dunnett con respecto al grupo tratado con p-benzoquinona. 
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Para estas determinaciones de flourescencia, se llevó a cabo previamente la validación analítica del 

método in chemico de DCYA (Cuadro 5). El método cumplió con los parámetros de validación de 

acuerdo con la guía de validación de métodos analíticos del Colegio Nacional de Químicos 

Farmacéuticos Biólogos de México AC (Garcia et al., 2002) excepto para el coeficiente variación (CV) 

del porcentaje de recobro para cada nivel de concentración en el método.  

 

Cuadro 5. Resumen de la validación del método de DCYA en ACN. A una longitud de onda de excitación de 

365 nm y una longitud de onda emisión de 500-550 nm. 

Determinación Metodología Criterios de 

aceptación 

Resultados Conclusión 

Linealidad del 
sistema 

Preparar al menos por 
triplicado 5 niveles de 

concentración ya sea por 
dilución o pesadas 

independientes 

R2 ≥ 0.098 R2= 0.9897 Aprobado 

Precisión del 
sistema 

Preparar por lo menos un 
sextuplicado de soluciones 
que represente el 100% de 
la respuesta del analito a 
cuantificar, por dilución o 

por pesadas 
independientes. 

CV ≤ 3 % CV= 3.0701 Aprobado 

Exactitud y 
repetibilidad del 

método  

Preparar por lo menos un 
sextuplicado de soluciones 
placebos, agregándole lo 
necesario de analito para 

obtener el 100% de 
respuesta analítica. 

97 % ≤ X del 
% de recobro 

≤ 10 3% 
 

CV ≤ 3 % 

X del % de 
recobro= 98.7855 

% 
 
 

CV= 2.2211 

Aprobado 
 
 
 

Aprobado 

Precisión Del 
método 

Preparar y analizar por lo 
menos por triplicado una 
muestra que contenga la 

cantidad necesaria de 
analito para obtener el 
100% de la respuesta 
analítica, en dos días 
diferentes y por dos 
analistas diferentes 

 
 

CV ≤ 5 % 

 
 

CV= 3.8064 

 
 

Aprobado 
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Linealidad del 
método 

 
 
 

Preparar por lo menos un 
triplicado de soluciones 

placebos, agregándole lo 
necesario de analito para 

obtener el 100% de 
respuesta analítica. Por 

triplicado también, 
Seleccionar al menos dos 
niveles, inferior y superior 
al 100% de la respuesta 

analítica  

R2 ≥ 0.098 
 
 

CV para 
cada nivel 

 < 3 % 
 
 

 
97 % ≤ X del 
% de recobro 

≤ 10 3 % 
 
 
 

CV del % de 
recobro para 

cada nivel  
< 3 % 

R2= 0.983 
 

CV 20uM= 2.8173  
CV 40uM= 2.9963  
CV 60uM= 1.5639  
CV 70uM= 2.9325  
CV 80uM= 2.8458 

 
X del % de 

recobro= 100.4952 
% 
 

CV 20uM= 4.6296 
CV 40uM= 4.1147 
CV 60uM= 3.5869 
CV 70uM= 3.7040 
CV 80uM= 0.5921 

Aprobado 
 
 

Aprobado 
 
 
 
 
 

Aprobado 
 
 
 
 

No 
aprobado 

Límite de 
detección del 

método 

Se calculó de manera 
teórica 

  
LD=4.327uM 

 

Límite de 
cuantificación 

del Método 

Se calculó de manera 
teórica 

  
LC=13.11uM 

 

 

9. Análisis de resultados. 
 

Los resultados obtenidos demuestran de manera contundente que los extractos fluidos de árnica 

mexicana a las concentraciones de 5, 10 y 20 mg/mL y su principio activo 7-Hidroxi-3,4-

dihidrocadaleno a las concentraciones 2.5, 5.0 y 10.0 mM son irritantes débiles o no sensibilizadores 

de la piel por el método de DCYA. Este tipo de pruebas de sensibilización de la piel son fundamentales 

para clasificar a la dermatitis alérgica por contacto, la cual se manifiesta en dos etapas. En la primera 

etapa, al entrar en contacto la piel con un potencial sensibilizador se puede llevar a cabo una reacción 

covalente para dar paso a un complejo antigénico, este complejo estimula la producción de antígenos, 

los cuales son responsables del reclutamiento y activación de los linfocitos T. En la segunda etapa, al 

estar expuesta la piel a un mayor lapso con el sensibilizador se puede producir una respuesta 

inmunológica más agresiva, que a menudo resulta en una erupción, eritema (enrojecimiento) o edema 

(Inflamación) (Chittiboyina, 2015). 



37 | P á g i n a   
 

Debido a la alta demanda de Árnica montana, las flores comercializadas en los Estados Unidos y 

Europa a menudo son adulteradas con H. inuloides debido a que esta última es más accesible y cuenta 

con propiedades medicinales muy similares (Pietta et al., 1994; Walker et al., 2012). En los últimos 

años, con el cultivo industrial de A. montana, la adulteración ocurre con menos frecuencia. Sin 

embargo, resulta sumamente complicado el poder diferenciar a simple vista a estos dos géneros de la 

misma familia (Figura 11). 

  

                                                                                          

  

 

 

 

 

 

  

  

                                                                     

                                                                      A)                     B) 

 

Figura 11.  Comparación entre las flores secas de H. inoloides (A) y las flores secas de A. montana (B) 

Con la intención de controlar esta práctica, se han realizado varios estudios para encontrar un 

marcador químico que detecte la presencia de H. inuloides en preparaciones de A. montana (Pietta et 

al., 1994; Durón et al., 2009). Recientemente también se ha propuesto el uso de códigos de barras de 

ADN como técnica para la identificación de cualquier especie (Aguilar, 2015).  La Farmacopea Europea 

incluye una prueba para detectar la adulteración de cabezas de flores de A. montana con H. inuloides 

(COE-EDQM, 2007), que consiste en la identificación de algunos glucósidos flavonoides, como la 

rutina, la cual se considera un componente presente en H. inuloides pero no en A. montana. Sin 

embargo, algunos cadinenos, por ejemplo, el 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno es más apropiado para la 

detección, ya que son metabolitos típicos biosintetizados por H. inuloides y se considera como 

marcador químico (Marieschi et al., 2012). 
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La Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos utiliza este cadineno como requisito en 

la prueba de identidad para H. inuliouides, El cual refiere no menos de 0.05 % de 7-Hidroxi-3,4-

dihidrocadaleno con respecto a la droga vegetal seca (FHEUM, 2021).  

Como podemos observar en la Figura 9 el extracto fluido comercial de árnica mexicana (H. inuloides) 

y el extracto fluido comercial de árnica europea (A. montana) resultaron ser irritantes débiles de la piel, 

ya que presentaron un índice de reactividad bajo. Cabe destacar que es la primera comparación que 

se tiene al respecto de ambos extractos de estas dos especies en el ámbito de la sensibilización de la 

piel, por lo que una vez más queda demostrado el enorme parecido entre estos dos diferentes géneros 

de la misma familia y más aún, se ratifica el enorme grado de complejidad para diferenciar a estas dos 

plantas.   

Con fines de comprobar la efectividad del método se utilizaron algunas sustancias potencialmente 

sensibilizadoras de la piel o irritantes con diferente reactividad química. Se evaluaron extractos 

hidroalcohólicos de ortiga fresca y ortiga seca (Urtica dioica) a las concentraciones de 5, 10, 20 mg/mL 

los cuales presentaron índices de reactividad entre 5 y 20, en el orden de irritantes débiles o no 

sensibilizadores (Figura 10). También se evaluó el aceite esencial de canela a las concentraciones 

de 5, 10, 20 mg/mL el cual presentó un índice de reactividad en el rango de 20 a 80, correspondiente 

a un irritante moderado (Figura 12).  
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Figura 12. Índice de reactividad del extracto hidroalcohólico de ortiga fresca (OF), extracto hidroalcohólico de 

ortiga seca (OS) y aceite esencial de canela (CAN) a las concentraciones de 5, 10, 20 mg/mL y p-benzoquinona 

(PBQ;5mM). Cada barra representa el promedio de 3 repeticiones de al menos 50 lecturas. Las líneas 

punteadas delimitan las zonas correspondientes a los diferentes grados irritación. * Diferencia significativa (p< 

0.05) después de un análisis de varianza de una vía, seguida de la prueba Dunnett con respecto al grupo tratado 

con p-benzoquinona. 

 

En la actualidad aún no se han identificado todos los requisitos necesarios para considerar a una 

sustancia como un sensibilizador ideal de la piel, pero varias características químicas como el bajo 

peso molecular, la lipofilia y la reactividad química (electrófilos fuertes, electrófilos aromáticos, bases 

de Schiff, agentes acilantes y aceptores de Michael) se consideran esenciales para que una sustancia 

sea considerada como un potencial sensibilizador de la piel (Chittiboyina, 2015). Como podemos 

observar en la Figura 12 los extractos hidroalcohólicos de ortiga fresca y ortiga seca (U. dioca) 

resultaron irritantes débiles de la piel, esto debido a que el mecanismo por el cual causan irritación es 

gracias a que en los tallos y las hojas se encuentran pelos urticantes. Estos pelos o tricomas urticantes 

contienen en su interior varias sustancias químicas como: acetilcolina, histamina, serotonina, 

moroidina, leucotrienos y posiblemente ácido fórmico. Después de entrar en contacto con la piel, las 
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puntas de estos pelos o tricomas se desprenden transformándose en un tipo de aguja que penetra la 

piel liberando todo su contenido irritante, produciendo dolor, ronchas y una sensación de escozor que 

puede permanecer incluso por más de 12 horas (Jinous, 2012). Este mecanismo pudo haberse 

destruido o alterado durante la preparación de los extractos hidroalcohólicos o bien con el pH básico 

que se utiliza en el método in chemico de DCYA.  

A la par se comprobó que las plantas pierden su carácter punzante al secarse o cocinarse ya que al 

comparar los extractos hidroalcohólicos de ortiga fresca y ortiga seca a las mismas concentraciones 

se observa un índice de reactividad menor para los extractos de la planta seca (Dhouibi, 2020)   

De la misma forma se corroboró que el aceite esencial de canela, cuyo principal componente es el 

cinamaldehído, y la p-benzoquinona son sensibilizadores moderados con diferente reactividad química 

(Chittiboyina, 2015).  

El diseño de una sonda fluorescente de cisteamina dansilada (DCYA) como nucleófilo modelo para 

utilizarse con electrófilos potencialmente sensibilizadores de la piel tiene varias ventajas. Los 

derivados de dansilo se utilizan ampliamente en espectroscopia de fluorescencia, para el marcaje de 

proteínas y aminoácidos, así como para la detección de iones Zn2+ y Fe3+ (Yang et al., 2013). Una de 

las principales ventajas de los fluoróforos de dansilo es su relativa estabilidad, el alto rendimiento 

cuántico y el gran cambio de Stokes, con una emisión máxima generalmente en el rango de 500 nm. 

La cisteamina es un análogo de cisteína, lipofílico, versátil, y compatible con disolventes orgánicos 

(Avonto et al., 2011). La cadena alifática corta proporcionó una distancia de enlace adecuada entre el 

tiol reactivo y el grupo dansilo sin interferir con el mecanismo electrónico de empujar/jalar de la parte 

fluorescente. Estas características permitieron que el desarrollo y la validación del método analítico 

fuera satisfactoria.  

A partir de unos años a la fecha se han desarrollado varios métodos alternativos in silico, in vitro e in 

chemico con el fin de predecir los posibles resultados adversos si se probara directamente en un 

modelo in vivo (Chittiboyina, 2015). De esta manera se ha tratado de dar un poco más de seguimiento 

al concepto de las 3R de Russel-Burch (reemplazar, reducir y refinar) (Russell y Burch,1959).  

Mientras que los métodos in silico como QSAR Toolbox, Derek, TIEMPOS-SS y ToxTree se basan en 

las relaciones estructura-actividad, los ensayos in vitro modelan los eventos tempranos del proceso 

de sensibilización de la piel basándose en la presencia de ciertas partes de las estructuras químicas, 
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como los ensayos basados en Nrf-2, por ejemplo  KeratinoSens y LuSens los cuales analizan la 

inducción de la vía antioxidante celular y también los ensayos basados en células dendríticas como 

MUSST, hCLAT los cuales miden marcadores de maduración DC (CD86, CD54). Por otro lado, los 

ensayos de reactividad química (in chemico) DPRA, GSH, ADRA reflejan el mecanismo de 

haptenación asociado a la sensibilización de la piel. Algunos de estos métodos fueron examinados por 

el Centro Europeo para la Validación de Métodos Alternativos (ECVAM); los métodos de luciferasa 

DPRA y ARE-Nrf2 han sido adoptados recientemente por la Organización para la Cooperación y el 

Desarrollo Económicos (OCDE) para probar los efectos de los productos químicos en la salud 

(Chittiboyina, 2015). 

Es posible que los métodos in silico e in vitro los cuales son predictivos, no identifiquen sensibilizadores 

que poseen dominios mecanísticos indefinidos, la presencia de presensibilizadores o 

prosensibilizadores. Además, se ha demostrado que mezclas potencialmente sensibilizadoras con 

más de un componente resulta en una tarea difícil de analizar y cuantificar con los métodos existentes, 

a excepción del ensayo KeratinoSens. Recientemente, Andrés y colaboradores (Andrés et al., 2013) 

evaluaron la aplicabilidad del ensayo KeratinoSens para extractos de plantas utilizados en el campo 

cosmético. Sin embargo, hubo limitaciones para un extracto con alta citotoxicidad, en cuyo caso la 

detección resultó ser muy complicada.    

En general, cada uno de los métodos alternativos sin animales puede no ser capaz de predecir 

completamente el potencial de sensibilización de la piel de una amplia gama de productos químicos. 

La mayoría de los métodos químicos de última generación independientes o en combinación con algún 

otro método in silico podría proporcionar la información crítica sobre cuánto o qué tan rápido ocurre la 

reacción para el potencial de sensibilización de una sustancia de prueba dada. Sin embargo, aún 

quedan preguntas importantes sin respuesta sobre dónde ocurre la reacción y cuáles son las 

estructuras químicas de los aductos resultantes.  

Para aclarar estas dudas críticas y agregar conocimiento adicional a los métodos alternativos actuales, 

sería ideal adicionar una evaluación utilizando el seguimiento por resonancia magnética nuclear  

(RMN) para identificar y clasificar el aducto formado entre el DCYA y la sustancia potencialmente 

sensibilizadora de la piel. Para el caso del extracto fluido comercial de árnica mexicana y para su 

compuesto activo 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno el aducto formado que se esperaría es el mostrado en 

la Figura 13.  
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Figura 13. Aducto esperado en la reacción entre el DCYA y el 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno 

 

Investigar, desarrollar e innovar métodos alternativos que reduzcan o eliminen en la medida de lo 

posible el uso de animales en pruebas de laboratorio, provocará una disminución en la inversión del 

capital necesario para la investigación y desarrollo de nuevos medicamentos y cosméticos. Las 

pruebas de irritabilidad son fundamentales sobre todo para varios de estos productos cuya zona de 

aplicación es la superficie de la piel. En septiembre de 2021, se aprobó en lo general y en lo particular, 

una reforma a la Ley General de Salud, en la cual se prohíbe el uso de animales para pruebas de 

productos cosméticos (Diario Oficial de la Federación, 2021). Con estas recientes restricciones 

regulatorias sobre el uso de animales en pruebas cosméticas, este método in chemico es una 

alternativa que beneficiará a la sociedad, brindándole a aquellos productos que se apliquen en la 

superficie corporal una prueba de irritabilidad eficaz. 
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10. Conclusiones  
 

➢ Utilizando el método in chemico validado del DCYA se concluye que el extracto fluido 

comercial de Árnica mexicana (H.inuloides) y su principio activo 7-hidroxi-3,4-dihidrocadaleno 

son irritantes débiles o no sensibilizadores de la piel a las concentraciones probadas.  

 

➢ Utilizando el método in chemico validado del DCYA se concluye que el extracto fluido 

comercial de Árnica mexicana (H. inuloides) y el extracto fluido comercial de (A. montana) son 

irritantes débiles de la piel a las concentraciones probadas, lo que comprueba una vez más el 

enorme parecido entre estas dos plantas de la misma familia. 

 

➢ Se llevó a cabo la validación del método analítico in chemico del DCYA con éxito, cumpliendo 

satisfactoriamente en ocho de los nueve parámetros mínimos necesarios para cualquier 

método analítico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



44 | P á g i n a   
 

   11. Perspectivas  

 

Con base en la investigación realizada algunas perspectivas son:  

 

➢ El seguimiento en la formación e identificación del aducto cuantificado por el método del DCYA 

través de Resonancia magnética nuclear (RMN). 

 

➢ El Screening de diferentes sustancias potencialmente sensibilizadoras de la piel con diferente 

reactividad química. 

 

➢ La comprobación de los resultados obtenidos por el método ya validado del DCYA, a través 

de en un método in vivo de igual forma ya validado. 

 

➢ La implementación del método en la industria cosmética y farmacéutica para llevar a cabo las 

evaluaciones de irritabilidad dérmica en sus productos terminados.   
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