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Resumen

La inflamacion es un proceso fisioldgico inmunitario crucial ante una alteracion de la
homeostasis tisular causado por distintos agentes fisicos, quimicos y biologicos. Se
caracteriza por tener sintomas clinicos, como el dolor, la hinchazoén, el calor,
enrojecimiento y perdida de funcion del tejido dafiado, ademas de desencadenar una
gran variedad de procesos moleculares y celulares, como la vasodilatacion, aumento de
la permeabilidad vascular y aumento del flujo sanguineo, esto con el objetivo de eliminar
el agente causante de la inflamacion, reparar el dafio ocasionado y restablecer la
homeostasis tisular. Esta respuesta biologica ha sido la base para distintas
investigaciones biomédicas, donde destaca la busqueda de alternativas naturales
antiinflamatorias, que tengan menos efectos secundarios en el organismo. Una fuente
de estudio han sido las plantas con propiedades medicinales, ya que estas presentan
gran variedad de grupos de metabolitos secundarios que han demostrado tener
propiedades biologicas ante distintas patologias relacionadas a la respuesta inflamatoria.
En este trabajo se evalud el efecto antiinflamatorio de extractos hidroalcohodlicos de
diferentes estructuras (hoja, tallo, flor, fruto y raiz) de Nectandra salicifolia en ratones de
la cepa CD-1. Se llevo a cabo el estudio etnofarmacoldgico de la planta en la comunidad
de limén chiquito donde se hicieron 50 entrevistas etnobotanicas a los habitantes de este
ejido, asi como la identificacion fitoquimica preliminar in situ de las distintas partes de la
especie, posteriormente se elaboraron extractos hidroalcoholicos en donde se
cuantificaron los metabolitos secundarios presentes por espectrofotometria UV-Visible.
Se determiné la actividad antioxidante de los extractos hidroalcohdlicos mediante el
ensayo del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH). Finalmente se valordé la
participacion de los extractos de Nectandra salicifolia en el proceso inflamatorio en un
modelo murino, mediante la induccion de edema plantar y evaluacion de la permeabilidad
vascular por medio de la cuantificacion de azul de Evans extravasado en 6rganos
vascularizados como el higado, el bazo y los rifiones. El estudio etnobotanico de
Nectandra salicifolia en la comunidad de limén chiquito nos indico que la mayoria de las
personas entrevistadas no conoce alguna propiedad medicinal, sin embargo, nueve
personas nos indicaron que la usan para aliviar el dolor de estbmago y cinco habitantes
mencionaron que agilizaba partos, en ambos tratamientos se emplean las hojas para
preparar una infusion. En las cuantificaciones de metabolitos el extracto de flor presento
mayor concentracion de lactonas sesquiterpénicas (2.934 mg/ml), glicosidos
cardiotonicos (4.136 mg/ml) y compuestos fendlicos (3.202 mg/ml), mientras que en el
ensayo del radical DPPH, se obtuvo mayor porcentaje reduccion de radicales libres en
los extractos de hoja (95.851%), tallo (93.971%) y flor (91.760%). En la valoracion del
efecto antiinflamatorio se determiné que los extractos de tallo y flor inhiben el edema
plantar de una forma similar que la indometacina. Esto se ve reflejado al evaluar la
permeabilidad vascular como marcador inflamatorio, con la extravasacion de azul de
Evans en organos vascularizados (bazo, higado y rifiones). Se concluye que la
disminucién de la inflamacion del extracto de flor puede atribuirse a las lactonas
sesquiterpénicas y glicésidos, y en tallo por la presencia de saponinas y compuestos
fendlicos.
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Introduccién

La respuesta inflamatoria es un proceso fisiolégico importante que ha sido base de
investigacion para diversas areas biomédicas. Este es un proceso complejo que lleva
consigo una serie de reacciones moleculares, celulares y vasculares, con el propésito de
lidiar con agentes nocivos enddgenos o exdgenos, ya sean fisicos, quimicos o biolégicos,
ademas de reparar el dafio en los tejidos por medio de mediadores inflamatorios
(Arulselvan et al., 2016). Este procedimiento se ve caracterizado por algunas
manifestaciones clinicas como enrojecimiento, calor, hinchazon, dolor y perdida de
funcién. Algunos de estos signos se deben a alteraciones vasculares, como la dilatacion
de vénulas y arteriolas, el aumento de permeabilidad vascular, la migracion y
acumulacion de células inmunitarias en el area inflamada. Dependiendo de la duraciéon
del proceso inflamatorio se pueden clasificar como aguda o crénica. Una respuesta
inflamatoria aguda puede durar horas o dias, mientras que una inflamacion crénica
puede durar semanas, meses, hasta afios debido a que no se puede lidiar con el dafio o
el agente nocivo. Este estado crénico tiene un riesgo de consecuencias secundarias en
respuestas biolégicas asociadas a enfermedades cronicas como diabetes, cancer,
artritis, obesidad, enfermedades cardiovasculares y autoinmunes (Ravipati et al., 2012).

La organizacion Mundial de la salud (OMS), estima que el 80 % de la poblacion mundial
llega a recurrir a diversas plantas medicinales para tratar distintos padecimientos, esta
tendencia hacia el interés de agentes terapéuticos alternativos naturales, ha llevado a la
investigacion de las propiedades fitoquimicas de especies vegetales, cuyos usos
farmacolégicos sean benéficos para la salud (Arulselvan et al., 2016), en este sentido,
pueden ser una alternativa natural como agentes terapéuticos ante padecimientos o
trastornos relacionados a la inflamacion aguda o cronica. Ante esto las plantas
medicinales representan una fuente importante de componentes quimicos que ayuden
al desarrollo de farmacos mas eficientes y con menos efectos secundarios, ademas de
generar conocimiento cientifico para dar validez a remedios tradicionales o empiricos.

Nectandra salicifolia es una especie perteneciente a la familia Lauraceae, estudios
realizados en esta planta reportan actividad antiplasmodial, vasoactiva, antidepresiva,
anticancerigena, antiulcerogénica y antipaltdica, atribuidas a la presencia de alcaloides
en extractos de hoja, tallo, corteza y raiz. Bajo este contexto en el presente trabajo se
realizd el estudio etnobotanico de N. salicifolia en la localidad de Limoén Chiquito,
Veracruz, también se hizo el analisis fitoquimico de los extractos hidroalcohdlicos de
hoja, tallo, flor, fruto y raiz, asi mismo se determiné la actividad antioxidante de estos,
por ultimo, se valoro el efecto antiinflamatorio de los extractos in vivo.

Marco teorico

Inflamacion

La respuesta inflamatoria es un proceso fisiologico crucial ante una alteracion de la
homeostasis tisular (Medzhitov, 2008). Esta generalmente se suele vincular con agentes
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infecciosos, sin embargo, lesiones o traumatismos y la exposicion a particulas extrafas,
irritantes o contaminantes también son potentes activadores de la inflamacion, esto
sugiere que la inflamacion es una respuesta biol6gica que evolucion6 como una
adaptacion general para hacer frente al mal funcionamiento de tejidos dafiados
(Medzhitov 2008).

Una respuesta inflamatoria aguda comienza por el reclutamiento de componentes
sanguineos como proteinas plasmaticas, fluidos y leucocitos al lugar del tejido dafiado,
estos son responsables principalmente de sintomas clinicos como la hinchazon,
enrojecimiento, dolor, calor y perdida de la funcion (Arulselvan et al., 2016). Cuando
llegan al lugar del tejido dafado, los leucocitos reconocen al agente patoldgico o lesivo
esto conduce la produccion de mediadores inflamatorios como quimiocinas, citocinas,
aminas vasoactivas, eicosanoides y productos de cascada proteoliticas (Arulselvan et
al., 2016). Estos productos inflamatorios reaccionan con los tejidos diana, como los vasos
sanguineos locales, seguidamente se estimula la vasodilatacion, posteriormente
comienza un proceso de extravasacion de neutréfilos y fuga de plasma hacia el sitio
perjudicado por el aumento de la permeabilidad vascular (Arulselvan et al., 2016).

Los neutrofilos que migraron al lugar de la lesidn intentan eliminar a los agentes nocivos,
estos van a liberar contenido citotdéxico de sus granulos que incluyen especies reactivas
de oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrdgeno, proteinasa 3, catepsina G y
elastasa (Medzhitov, 2008). Estos efectores no distinguen entre objetivos patdégenos y
huéspedes, por lo que se producen dafios colaterales del tejido del huésped. La
respuesta inflamatoria aguda es satisfactoria cuando se eliminé el agente infeccioso o
lesivo, seguida por una fase de resolucién y reparacion del tejido (Arulselvan et al., 2016).

Una vez que se ha eliminado el agente infeccioso hay un cambio de marcadores lipidicos
de prostaglandinas proinflamatorias a lipoxinas que tienen efecto antiinflamatorio y es
vital para dar paso a la resolucion de la inflamacién. Asi mismo las lipoxinas inhiben la
funcion de los neutrdfilos, los monocitos van a eliminar las células muertas y van a
desencadenar una remodelacién y/o reparacion de tejidos, que son mediados por otra
clase de marcadores lipidicos como las protectinas, resolvinas y factores de crecimiento
generados por macréfagos (Serhan, 2007).

Cuando no se regula adecuadamente la respuesta inflamatoria, ya sea porque no se
pudo eliminar el agente lesivo o infeccioso por mecanismos enddgenos, o por resistencia
contra las defensas del huésped, se desencadena una respuesta inflamatoria cronica, lo
cual genera efectos devastadores que conducen a la instalaciéon de enfermedades como
la diabetes, gota artritis, cancer, etc. (Arulselvan et al., 2016).

Mediadores inflamatorios

Agentes microbianos y proteinas del huésped, como proteinas del complemento, las
cininas y el sistema de coagulacion, activan la produccion de mediadores inflamatorios.
Estos se originan en el plasma como las proteinas del complemento y las cininas,
mientras que la histamina, las prostaglandinas y citocinas se originan en las células.
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También hay mediadores derivados de lipidos, siendo el acido araquidénico el
presurosos principal de los eicosanoides como prostaglandinas, tromboxano,
leucotrienos y lipoxinas. Otros elementos activados por respuesta inflamatoria son
citocinas, quinasas, factores de transcripcion y las metaloproteinasas de matriz (Patil et
al., 2019).

e Mediadores derivados de lipidos

El &cido araquidonico es el precursor principal de los eicosanoides y un componente
basico en todas las células del cuerpo. La activacién de enzimas como la fosfolipasa A2
(PLA2), provoca la liberacion del acido araquidonico de los fosfolipidos de la membrana,
esta se metaboliza a través de diferentes vias y forma productos oxigenados llamados
eicosanoides (prostaglandinas, tromboxano, leucotrienos y lipoxinas) (Patil et al., 2019).

La ciclooxigenasa (COX) es la responsable de formar a los eicosanoides, existen dos
isoformas de esta enzima; COX-1 constitutiva, esta se encuentra en la mayoria de los
tejidos del organismo y participa en la conversidbn del &acido araquidonico en
prostaglandinas E2 e 12 y tromboxano A2, se caracteriza por una actividad citoprotectora
hacia el sistema digestivo, ademas de tener un efecto positivo en el flujo sanguineo en
los riflones y regular la actividad de las plaquetas. La COX-2 inducida, se expresa por el
resultado de una lesion o inflamacién, ya que es inducida por mediadores inflamatorios
(endotoxinas, IL-1, TNF-a), es responsable de la formacion de prostaglandinas que
inducen el aumento de permeabilidad vascular, vasodilatacion, broncoconstriccion,
edema y dolor (Gliszczynska & Nowaczyk, 2021).

e Citocinas

Las citocinas son mediadores que regulan las respuestas inmunes y el proceso
inflamatorio, a estas se incluyen los factores de necrosis tumoral, interferones,
interleucinas y factores estimuladores. Estas regulan la expresion de moléculas de
adhesion, crecimiento celular, division celular, apoptosis, produccién de inmunoglobulina
y la quimiotaxis en células diana. La estimulaciéon de monocitos y macrofagos libera
citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), IL-1B8 e IL-
6. Estos son los responsables de regular la expresion de moléculas de adhesion y
también capturan a leucocitos circundantes (Patil et al., 2019).

e Mediadores vasoactivos

La histamina es uno de los mediadores vasoactivos, es almacenada en los mastocitos y
los basdfilos, esta ampliamente distribuido y preformado. La liberacion de la histamina
provoca un aumento transitorio de la permeabilidad tras una lesion tisular, la formacién
de edemas y mejora la secrecion de acido gastrico, la concentracion alta de la histamina
provoca la hinchazon de las células endoteliales y la adherencia de los leucocitos (Patil
et al., 2019).

La serotonina otra amina vasoactiva, se encuentra principalmente en los tejidos del
intestino, el cerebro y las plaquetas, que provoca un aumento de la permeabilidad
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vascular y la contraccion de los musculos lisos, también provoca la constriccion venosa
y en concentraciones mas altas retarda el flujo capilar. La bradicina conduce a la
separacion de células endoteliales, la formacion de espacio en las vénulas posca pilares
y al aumento de permeabilidad vascular (Patil et al., 2019).

e Enzimas hidroliticas

En el curso de la respuesta inflamatoria las células proinflamatorias estimuladas secretan
enzimas proteoliticas almacenadas. La elastina es un componente elastico primario de
los vasos sanguineos, los pulmones y las proteinas, incluido el colageno, los
proteoglicanos y las inmunoglobinas. La liberacion de elastasa leucotaria humana a partir
de los leucocitos polimorfonucleares estimulados (PMNL) conduce a la hidrélisis de la
elastina y a la migracion endotelial de los mediadores proinflamatorios estimuladas (Patil
et al., 2019).

e Factores de transcripciéon

El factor nuclear kappa beta (NF-kB) regula el sistema inmunoldégico como la respuesta
inflamatoria, ya que controla la transcripcion de genes implicados en la apoptosis, la
adhesion celular, la proliferacién, la respuesta de estrés celular. La regulacion de
citocinas inflamatorias como IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8 y TNF-a junto con los genes que
codifican COX-2, iINOS (Patil et al., 2019).

e Sistema de complemento

La activacion de la cascada del complemento da como resultado la formacién de
anafilatoxinas C3a, C5a y complejos de ataque a la membrana. El C5a es un potente
quimioatrayente que provoca una mayor produccion de anticuerpos, sintesis y liberacion
de citocinas, prostaglandinas y leucotrienos y estrés oxidativo. También estimula el
reclutamiento de células inflamatorias como neutréfilos, eosinéfilos, monocitos vy
linfocitos T (Patil et al., 2019).

e Especies reactivas

Las especies reactivas son moléculas oxidantes que se transforman facilmente en
radicales libres (Martinez et al., 2003). Existen clasificaciones la cual incluyen a las
especies reactivas de oxigeno. La mayoria se produce a través de la cadena respiratoria
mitocondrial como producto secundario de metabolismo energético oxidativo. Durante
reacciones metabdlicas endogenas, las células aerdbicas generan especies reactivas de
oxigeno, como productos habituales de la disminucién biolégica del oxigeno molecular
(Reuter et al., 2010). En situaciéon hipoxica, la cadena respiratoria mitocondrial también
genera Oxido nitrico, que puede producir otras especies reactivas de nitrégeno, estas
producen reactivas adicionales, por ejemplo, aldehidos reactivos-malondialdehido y 4-
hidroxinonenal, al inducir una peroxidacioén lipidica excesiva. Los lipidos y las proteinas
son objetos importantes para el ataque oxidativo (Poyton et al, 2009) (Reuter et al., 2010).

Los radicales libres como especies reactivas de oxigeno o nitrdgeno son generadas al
estar en exposicion a diversas fuentes exdgenas, como la irradiacion de la luz
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ultravioleta, rayos X, reacciones catalizadas por metales y las toxinas ambientales entre
otras. También hay fuentes enddgenas a la cuales se incluyen el metabolismo del
citocromo p450, las reacciones mitocondriales, los peroxisomasy la activacion de células
inflamatorias (Rudrapa et al., 2022). En condiciones normales existe un equilibrio entre
la formacion de radicales libres, asi como un mecanismo de defensa antioxidante
enziméticas como el superdxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y glutation
peroxidasa (GPx) y antioxidantes no enzimaticos como glutation reducido (GSH),
vitaminas (C y D), que ayudan a reducir los radicales libres (Reuter et al., 2010).

Relacion estrés oxidativo e inflamacién

Si se altera este equilibrio, se provoca un estrés oxidativo, lo que ocasiona dafios en las
macromoléculas como lipidos, carbohidratos, proteinas y ADN, alterando mecanismos
normales de sefializacion celular y causando un estado de estrés oxidativo (Losada-
Barreiro et al.,, 2022). Debido a esto, el estrés oxidativo se ha relacionado con la
patogénesis de diversas enfermedades como cancer, enfermedades inflamatorias,
enfermedades cardiacas, diabetes, entre otras (Rudrapa et al., 2022).

En una respuesta inflamatoria, los leucocitos y mastocitos estan presentes en regiones
lesionadas que provocan un “estallido respiratorio”, como consecuencia de una mayor
absorcion de oxigeno, lo que mejora la produccion y liberacion de especies reactivas de
oxigeno en el area dafiada (Coussens & Werb, 2002). Este entorno
inflamatorio/oxidativo, va a desencadenar un circulo nocivo para la salud, llegando a
dafar a células estromales sana y epiteliales vecinas que después de un prolongado
tiempo puede causar la carcinogénesis (Federico et al., 2007).

Sistema vascular

En la respuesta inflamatoria, el comportamiento de la vascularizacion, la microcirculaciéon
de mediadores inflamatorio y la permeabilidad vascular son cruciales para un proceso
inflamatorio exitoso. El sistema vascular esta formado por una red altamente organizada
y ramificada de arterias, capilares y venas, esta red conecta a los 6rganos y células de
forma directa o individualmente para proporcionar sangre y que mantengan sus
funciones fisiolégicas con el intercambio de componentes como el oxigeno, nutrientes y
la eliminacién de desechos, esenciales para mantener la homeostasis (Le Guelete &
Gavard, 2011).

Las células endoteliales recubren la superficie interna de los vasos sanguineos, donde
estas forman una barrera semipermeable que participan dinAmicamente al intercambio
de macromoléculas y fluidos entre la sangre y el especio intersticial (Kumar et al., 2009).
La regulacion de la permeabilidad es esencial para mantener funciones importantes,
como el tono del musculo liso vascular, las reacciones de defensa al huésped, la
angiogénesis y la homeostasis de fluidos tisulares (Mehta, 2006) cada una con
especificidades tisulares que se explican a continuacion.

Los glomérulos que recubren a los rifiones, junto a la membrana basal y células
epiteliales especializadas (podocitos) desempefian un papel importante en la filtracion
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de sangre en el espacio urinario, cabe destacar que las fenestraciones presentes en las
células endoteliales renales permiten el paso de macromoléculas, mientras que en el
lado puesto de la membrana basal los podocitos se asocian con extensiones celulares
(diafragmas de hendidura) que retienen macromoléculas como la albumina entre otras.
Es importante decir que el factor de crecimiento endotelial se expresa en los podocitos
glomerulares y son necesarios para el desarrollo de glomérulos y mantener su correcta
funcién (Le Guelete & Gavard, 2011).

El higado capta la sangre tanto por la vena porta y la arteria hepatica, este tejido se
compone por hepatocitos, macrofagos residentes (células Kupffer) y células endoteliales,
esta ademéas de cumplir con la funcion de barrera también restringe el acceso de
compuestos transportados por la sangre, la eliminacion de endotoxinas, bacterias y otros
compuestos, también regulan la inflamacion al reclutar leucocitos como respuesta
inmunitarias del huésped frente a patégeno (Le Guelete & Gavard, 2011).

El bazo recibe la sangre de la arteria esplénica a través de hilio, este 6rgano esta
compuesto por miofroblastos que son células contractiles que ayudan a drenar la sangre,
este tejido esta formado por trabéculas que lo divide en zonas, donde se almacenan
células los linfocitos T y B (pulpa blanca), los cordones de Billroth que se adhieren
macrofagos y plasmocitos. Estas células cumplen funciones como la filtracion de la
sangre, la eliminacion de eritrocitos dafiados o viejos, modular la respuesta inmune ante
agentes infeccioso (Mescher, 2013).

La barrera hematoencefélica esta formada por células endoteliales que recubren la
microvasculatura cerebral y es crucial para protegerlo de fluctuaciones en la composicién
del plasma y de agentes circundantes como neurotransmisores y xenobiéticos capaces
de perturbar su funcién neuronal. Esta unidad funcional, a menudo denominada unidad
neurovascular, se compone de células endoteliales con extensas uniones estrechas,
astrocitos, neuronas y un aparato contractil de células musculares lisas o pericitos.
(Ballabh et al., 2004).

En el pulmon las células endoteliales forman una barrera semi-selectiva entre a sangre
circundante y el liquido intersticial, estas células son reguladas por un contra peso entre
la barrera protectora y disruptiva. Por lo que al aumentar la permeabilidad las células
endoteliales pulmonares se asocian a la activacién de MAP quinasas y tirosinas quinasas
qgue controlan la reorganizacion de la actomiosina, la activacion de la contraccion y
desestabilizacion de uniones adherentes y formacion de lagunas (Mehta & Malik, 2006).

Permeabilidad Vascular

La permeabilidad vascular es un mecanismo selectivo que mantiene el intercambio de
nutrientes y agua, entre el tejido y el torrente sanguineo. Las tres moléculas presentes
en el plasma (la albumina, las globulinas y el fibrinbgeno) se consideran de gran
importancia en el equilibrio entre la presion sanguinea e intersticial (Wautier & Wautier,
2022). Los distintos mecanismos estan involucrados en el proceso del paso de las
moléculas a través del endotelio vascular se incluyen la glicocaliz que esta en contacto
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con los componentes sanguineos, el trafico transendotelial que es dependiente de la
energia y la apertura o modificacion de células. La transcitosis contribuye a la
permeabilidad basal del endotelio, el flujo paracelular tiene un papel importante en el
transporte de liquido plasmatico y proteinas a través de las uniones de las células
endoteliales ante una respuesta inflamatoria (Kumar et al., 2009).

Hay diferentes formas en que las células endoteliales se mantienen unidas, se dividen
en uniones estrechas, de intersticio y adherentes. En las uniones estrechas participan
diferentes moléculas (claudinas, oclusivas, moléculas de adhesion de unidén, moléculas
de union selectiva de células endoteliales, nectinas, etc.), todas estas se unen a la actina.
En las uniones de intersticio participan las conexinas, al juntarse seis conexinas forman
un conexdn o hemicanal, y el acoplamiento de dos conexones da como resultado un
canal de union de intersticio complemento Cxs, estas se expresan en practicamente en
todos los tejidos y tipos de células. Las uniones adherentes participan la nectina, la VE-
cadherina, estas estan unidas a la actina y a la vimentina de las células endoteliales
adherentes (Wautier & Wautier, 2022).

Mediadores de la permeabilidad

Una de las principales causas para que la barrera se vuelva permeable es el incremento
de mediadores inflamatorios ante un estado patolégico, mediadores como la acetilcolina,
ATP, adenosina, bradicinina, histamina, la trombina, factor de crecimiento endotelial
vascular, neutrofilos y citocinas, todas estas activan las vias del 6xido nitrico sintetasa
endotelial (eNOS) y la ciclooxigenasa (COX) a partir de esta se forma el éxido nitrico y
prostaciclina (Wautier & Wautier, 2022). Una interaccion entre estos mediadores y los
elementos estructurales, asi como agonistas inflamatorios van a ocasionar una
disociacion de las uniones de célula-célula del endotelio por medio de reacciones
moleculares como la fosforilacién, internalizacion o degradacion de las moléculas que
las mantiene unida. Estas reacciones promueven la contraccion del citoesqueleto y la
retraccion celular, lo que provoca un espacio intercelular ampliado que facilita la fuga del
flujo transendotelial (Kumar et al., 2009).

e Histamina

La histamina es un factor edematogénico que contribuye a la fuga microvascular en la
respuesta inflamatoria asociada a traumatismos, quemadura, alergia e infecciones. La
histamina puede entrar en accién a través cuatro subtipos de receptores acoplados a la
proteina G (H1, H2, H3 y H4), al unirse la histamina a estos receptores van a elevar el
calcio citosolico intracelular y va a incrementar la actividad de la quinasa de cadena ligera
de miosina y desencadena la contraccién actina-miosina. Algunas reacciones posteriores
incluyen la activacién de MAPK dependente de PKG, a nivel de la union entre células, la
sefalizacion de histamina provoca la fosforilacién y alteracion de la union adherente y
estrecha (Mehta & Malik, 2006).
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e Trombina

La trombina es una serina proteasa procoagulante, se une a los receptores activados por
proteasas (PAR). Existen cuatro isoformas conocidas (PAR-1, PAR-2, PAR-3 y PAR-4),
de las cuales PAR-1, -3, y -4 se activan con trombina y PAR-2 se activa con tripsina,
mientras que PAR-1 emite sefiales a través de la movilizacion de calcio citosélico
acoplado a Cq, activa a la proteina quinasa C y la sefalizacion de MAPK. Ademas, a
través de las cascadas PAR-1, la trombina puede activar multiples proteinas quinasa,
incluidas Src, FAK, PCK y MAPK, asi como la estimulacién de la comunicacion cruzada
(Birukova et al., 2004).

e El factor de crecimiento vascular endotelial

Esta es una glicoproteina, se han caracterizado tres tipos de receptores del factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGFR-1, VEGFR-2 y VEGFR-3), la transduccion de
sefales intracelulares desencadenada por el receptor tirosina quinasa que implica
interacciones complejas de moléculas de sefializacion y proteinas estructurales, de esta
forma el factor de crecimiento vascular endotelial afecta la permeabilidad paracelular al
promover la contraccién del citoesqueleto, la dinamica de adhesion focal y la apertura de
la union entre células (Kumar et al., 2009).

e Leucocitos

En la respuesta inflamatoria los leucocitos transmigran al sitio de la lesién a través del
endotelio, la adhesién de las células al endotelio esta mediada por distintas moléculas
adherentes. La interaccion entre los leucocitos sanguineos y células endoteliales se basa
en distintos pasos a las cuales se incluye el rodamiento, adhesion estable y
extravasacion, mediados por las citocinas como el factor de necrosis tumoral a (TNFa),
el interferéon y (INFy) y la interleucina-1 B (IL1B). Mientras que las células endoteliales
expresan la selectina E y molécula de adhesion vascular (VCAM), al mismo tiempo
aumenta de expresion de la molécula de adhesion celular intercelular por las citocinas.
(Wautier & Wautier, 2022). Todo este mecanismo tiene un impacto sobre la
permeabilidad, estimulando la activacion de la maquinaria contractil y la apertura de las
uniones entre células a través de las vias de sefializacion que involucran Src, RhoA,
PLC, calcio citosélico, MAPK y MLCK, esto facilita la infiltracion de leucocitos en los
tejidos (Kumar et al., 2009).

Tratamiento de inflamacion

En la actualidad patologias agudas o cronicas que estan relacionadas con el proceso
inflamatorio son normalmente tratados por farmacos antiinflamatorios esteroideos y no
esteroideos (AINES) que principalmente actian como analgésicos, antipirético y
antiinflamatorios (Ferndndez-Rebaza et al., 2017).

Los farmacos antiinflamatorios esteroideos son derivados del cortisol o hidrocortisona,
estas son hormonas que se sintetizan en la corteza adrenal por lo que también son
conocidos como corticoides naturales o semisintéticos. Estas hormonas se agrupan en




tres grupos: mineralocorticoides, glucocorticoides y andrégenos, siendo los
glucocorticoides los activos en procesos antiinflamatorios, antialérgicos e
inmunosupresores (Serra et al., 2012). Existen varios mecanismos antiinflamatorios,
entre los principales es la inhibicion de factores de transcripcion (AP-1y NF-kB. AP-1y
NF-kB) que inducen a la expresion de genes que codifican a citoquinas proinflamatorias,
también suprimen la expresion de genes inflamatorios que codifican a factores de
crecimiento de célula T como L-2, IL-4, IL-15 e IL-17, asi como el interferén-y (IFN-y).
Ademas de reducir la expresion de genes que codifican ciclooxigenasa (COX-2), oxido
nitrico sintetasa inducible (iNOS) y moléculas de adhesion intracelular-1 (ICAM-1), que
son inducidos por citocinas IL-1B y TNF-a. Y por ultimo incrementan la expresion de
genes gue codifican a moléculas antiinflamatorias como la citoquina IL-10 y su receptor
tipo 2 de IL-1 (Dinarello, 2010). Entre los farmacos mas importantes se encuentra la
dexametasona, prednisona, cortisona, hidrocortisona, que al ser muy eficaces tienen
varios efectos secundarios como aumento de presion arterial, retencion de liquidos y
complicaciones gastrointestinales (Serra et al., 2012).

Los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES) son los medicamentos mas
consumidos en el mundo por sus diversos usos terapéuticos. EI mecanismo de accién
de estos farmacos es la inhibicion de la enzima ciclooxigenasa (COX) ya que esta es la
encargada de producir prostaglandinas que reduce el umbral del dolor (Marcén et al.,
2016). Hay dos vias de sintesis de las prostaglandinas: la via constitutiva de la COX-1y
la via inducible de la COX-2, esta ultima induce en mayor magnitud la produccion de
prostaglandinas a comparacién de COX-1. La COX-1 es una enzima constitutiva
presente constantemente en el endotelio de los vasos sanguineos, trombocitos, mucosa
gastrica y rifiones, tiene un efecto antiagregante y vasodilatador al afectar la sintesis de
prostaciclina, regula el flujo sanguineo renal, protege la mucosa del tracto gastrointestinal
contra lesiones y mejora la produccién de prostaglandinas. La sintesis de COX-2 esta
regulada positivamente por citocinas proinflamatorias como IL-1 y TNF-a en respuesta a
un estimulo inflamatorio (Dinarello, 2010). EI mecanismo de inhibicion de la
ciclooxigenasa implicaciones farmacoldgicas, ya que la mayoria de los AINES inhiben
ambas isoformas de la ciclooxigenasa provocando efectos secundarios asociados
principalmente a la inhibicion de COX-1, Entre los efectos secundarios se incluyen dafio
gastrointestinal (mucositis, ulceracion, sangrado), dafio hepético y complicaciones
cardiovasculares (hipertension, insuficiencia cardiaca, infarto de miocardio y accidente
cerebrovascular) (Kotowska-Rodziewicz, et al., 2023).

La especificada de los AINES hacia las isoformas de la ciclooxigenasa constituye la base
para la divisién farmacoldgica de este grupo de sustancias terapéuticas. El primer grupo
de estos farmacos inhibes la isoforma COX-1 mas fuerte que la COX-2, y se incluyen el
acido acetilsalicilico, ketoprofeno, ketorolaco, indometacina y acemetacina entre otros.
El siguiente grupo tiene el efecto similar en ambas isoformas de la ciclooxigenasa, en
estas se encuentra el ibuprofeno, naproxeno, diclofenaco, fenoprofeno, etc. El tercer
grupo son farmacos que inhiben la COX-2 mas fuerte que la COX-1 en la cual se incluyen
meloxicam, nimesulida y etodolaco. El tltimo grupo esta formado por farmaco selectivos
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gue muestran mayor afinidad por la COX-2 que por la COX-1, en este grupo se incluyen
valdecoxib, etoricoxb y lumiracoxib (Kotowska-Rodziewicz, et al., 2023).

Etnobotanica

Las plantas medicinales han sido conocidas como fuentes naturales para algunas
terapias de diversas enfermedades, por lo que estas han formado parte importante a
través de la historia. La OMS informa que el 80% de la poblacién mundial acuden a la
medicina tradicional para necesidades primarias de la salud.

Debido a esto la etnobotanica es un campo importante que investiga la interaccion entre
los seres humanos y su entorno vegetal, de esta forma se evidencia como se ha
aprovechado los recursos naturales por parte de poblaciones locales o nativas que han
sido residentes en una region por largo tiempo (Carrefio-Hidalgo, 2016).

Por su naturaleza interdisciplinaria abarca muchas areas, incluyendo: botanica, quimica,
medicina, farmacologia, toxicologia, nutricibn, agronomia, ecologia, sociologia,
antropologia, linguistica, historia y arqueologia, entre otras; lo cual permite un amplio
rango de enfoques y aplicaciones (Bermudez, 2005). Se trata de una herramienta (til
para la recopilacion, descripcion y estudio de la cultura botanica popular. Los estudios
etnoboténicos centran su conocimiento en las aplicaciones medicinales, lo que conduce
a un sesgo de caracter etnofarmacologico (Pardo, 2003).

De acuerdo con Bermudez (2005) las técnicas de investigacion que se emplean para
registrar el conocimiento etnobotanico popular se encuentran; la observacion y las
entrevistas a determinados miembros de la comunidad. La forma en que las entrevistas
sean conducidas implican un impacto en la cantidad y cantidad de los datos colectados.

Metabolitos secundarios

Los metabolitos cumplen funciones cruciales para el crecimiento y la supervivencia de
las especies de plantas. Principalmente los metabolitos primarios como lipidos,
proteinas, carbohidratos, aminoacidos y vitaminas contribuyen directamente a procesos
celulares esenciales como la division celular, la respiracion y la fotosintesis (Reshi,
2023). En el caso de los metabolitos secundarios tienen funciones multifuncionales,
implicadas principalmente en la defensa y las interacciones con el medio ambiente,
ademas de contribuir al pigmento de las plantas, fragancias y sabores especificos
ademas de diversos tipos de estrés (Reshi, 2023).

Los metabolitos secundarios se clasifican en grupos quimicos dependiendo sus vias
biosintéticas a los cuales se incluyen a los terpenos (hormonas esteroideas, pigmentos
0 aceites esenciales), compuestos fendlicos (acidos fendlicos, cumarinas, flavonoides, y
taninos), glicésidos (saponinas, glicosidos cardiotonicos y glicosidos cianogénicos) y
compuestos nitrogenados (alcaloides) (Pérez & Jiménez, 2011). Estas estructuras
guimicas determinan la funcion y la adaptacion al estrés, como sequias, patogénesis,
herbicidas, salinidad y metales pesado promueven la acumulacion de metabolitos
secundarios.
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Las principales rutas de biosintesis de metabolitos secundarios se revivan del
metabolismo primario del carbono las cuales son la glicolisis, ruta de &cido shiquimico,
ruta del &cido maldnico, ruta del &cido mevaldnico y ruta del metileritritol fosfato, ademas
de metilaciones, hidroxilaciones y acetilaciones (Reshi, 2023) (Palacio-Rojas et al.,
2004).

Los metabolismos secundarios tienen un gran interés a la investigacion para fines
farmacoldgicos, nutricionales e industriales (Reshi et al. 2023). Esto debido a que
algunos grupos han demostrado tener un rol en la modulacién de las respuestas
inflamatorias y antioxidante como los compuestos fendlicos, flavonoides, alcaloides,
terpenoides entre otros metabolitos secundarios (Caballero-Gutiérrez & Gonzales, 2016).

e Alcaloides

Los alcaloides son compuestos organicos que contienen nitrégenos que normalmente
forman heterociclos, aunque hay algunas excepciones como la mezcalina o colchicina.
El nitrégeno de los alcaloides en su mayor parte proviene del metabolismo de los
aminoéacidos como el triptéfano, tirosina, fenilalanina, lisina solos o combinados con
terpenoides (Lichman, 2021). Estos compuestos tienen una gran variedad
composiciones estructurales que se han identificado y asilado, por ende, se le han
atribuido una variedad de propiedades biolégicas como lo son antioxidantes,
antipalidicas, antibacterianas, antiinflamatorias, antiplaquetarias, analgésico,
estimulantes, entre otros (Shang et al., 2020). Por lo que son importantes en la industria
farmacéutica, algunos de los farmacos que se sabe que tienen propiedades
antiinflamatorias son; la colchicina, tetrandrina, skimmianina, entre otros (Bhambhani et
al., 2021).

Algunos de los mecanismos para la actividad antiinflamatoria como la colchicina es la
interaccién de dimeros de tubulina, la inhibicion del crecimiento de microtibulos que
conduce a una disminucion de inflamacion, la inhibicién de la actividad de neutrdfilos e
interfieren en la formacion de superéxido (Nett et al., 2020). La tetrandrina actia
principalmente como bloqueador de canales de calcio e inhibe la desgranulacion de los
mastocitos (Bhambhani et al., 2021). Mientras que la skimmianina actia como analgésico
y antiinflamatorio, pues suprimen la transcripcion de los genes TNF-a e IL-6, inhibe la
produccién de 6xido nitrico, prostaglandina E2 y aniones superoxido (Yang et al., 2012).

e Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos estan formados por uno o mas grupos hidroxilo presentes en
un anillo aromatico, la biosintesis de estos compuestos se asocia a dos vias metabolicas,
la via del &cido shikimico y la via del acido maldnico (Santos-Sachez et al., 2019). Existen
una gran variedad de estos compuestos a los cuales se incluye acidos fendlicos,
benzoicos, cinamicos, fenilpropanoides, flavonoides, cumarinas, cromonas, quinononas,
pterocarpanos, naftoquinonas, xantonas, lignanos, ligninas y taninos (Sun &
Shahrajabian, 2023). Estos compuestos son conocidos principalmente por ser buenos
antioxidantes, sin embargo, también tienen otras propiedades biolégicas como




antiinflamatorios, cardioprotectores, anticancerigenos, antibacterianos, etc. (Sun &
Shahrajabian, 2023). Las propiedades antiinflamatorias de los compuestos fendlicos
dependen la concentracion en que esta se encuentre en la planta, se ha demostrado que
estos actian mediante la inhibicién de la produccién de oOxido nitrico y TNF-a en
macroéfagos (Diaz et al., 2012).

El acido galico es uno de los compuestos fendlicos mas abundantes en la naturaleza,
estos son buenos antioxidantes o eliminadores de radicales libres en la proliferacion de
adipocitos. Es un inhibidor directo de la trombina lo cual inhibe la agregacion plaquetaria.
También previene el desarrollo de lesiones precancerosas gastricas al inhibir la via de
sefializacion Wnt/B-catenina y luego suprimir el proceso de transicion epitelial-
mesenquimal (EMT) (Sun & Shahrajabian, 2023).

e Taninos

Los taninos son polimeros fendlicos que se unen con proteinas y carbohidratos por lo
gue tiene un alto peso molecular, estos pueden ser agentes quelantes de minerales al
reducir su absorcién, existen dos clases de taninos; los hidrolizables (galotaninos y
elagitaninos) y los condensados (proantocianidinas) que son rara vez sujetos a hidrolisis
(Pizzi, 2019). Los taninos han demostrado tener propiedades biolégicas como
astringentes, antiinflamatorios, antivirales, antioxidantes, antibacteriano, cicatrizantes,
entre otros. La actividad antiinflamatoria de los taninos esta altamente relacionada con
la actividad antioxidante, algunos de los mecanismos de accion son la eliminacién de
radicales libres en el caso de los taninos hidrolizables, mientras que los condensados se
han destacado como inhibidores de la formacién de 6xido nitrico, ademas de la reduccién
de la produccion de prostaglandinas y citoquinas (Fraga-Corral et al., 2020).

Uno de los compuestos identificados de los taninos, es el acido tanico que es importante
en los sectores farmacéutico, alimenticio y en la industria de curtiembres, como
intermediario en la tincion del cuero mediante la unién con proteinas de la piel animal.
Ademas de tener aplicaciones antibacterianas, antienzimaticas y astringentes (Palacio-
Arango et al., 2018).

e Flavonoides

Los flavonoides son compuestos cuya estructura estd formada por dos anillos de
benceno (A y B) unidos por un anillo de pirano (C) y pueden tener un grupo carbonilo en
la posicion 4 formando un anillo de pirona, dependiendo la ubicacion de los anillos
bencénicos se denominan flavonas, isoflavonas, flavanona, antocianina, flavonol, entre
otras (Nishiumi et al., 2011). Estos compuestos se sintetizan a partir de la fenilalanina y
de 3-malonil-CoA. Este compuesto se puede encontrar en las plantas de forma libre
(agliconas o geninas) o unida a azucares (glicésidos o heterésidos) (Lago et al., 2014).
Sus principales propiedades biologicas son la diminucion de la permeabilidad,
antiespasmaodicos, antiulcerosos, antiinflamatorios, antialérgicos, etc. (Nishiumi et al.,
2011).




La quercetina es un flavonol més conocido y su importancia radica en las propiedades
terapéuticas como antivirales, anticancerigenos, antiinflamatorio, enfermedades
cardiovasculares como la hipertension y principalmente un antioxidante. La quercetina
tiene un efecto antiinflamatorio ya que esta actta reduciendo los niveles de TNF-a (Sun
& Shahrajabian, 2023).

e Quinonas

Las quinonas son compuestos que contiene un grupo di-ona o dicetona, que al reducirse
se convierte en polifenoles en las que se distinguen en benzoquinonas, naftoquinas,
antraguinonas y quinonas isoprenoides, se pueden presentar en monoémeros, dimeros,
trimeros, glucésidos o en forma reducidas (Sun & Shahrajabian, 2023). Se sintetizan por
la ruta de los poliacetatos, que a su vez pueden contener diversos grupos funcionales
como anillos de furano/pirano que pueden ser parcialmente reducidos como antroles y
antronas. Las quinonas tienen diversas actividades biolégicas como lo son
antiparasitarios, antibacterianos, antifangico, anticancerigenos, antiinflamatorios (Babula
et al., 2009).

La plumbagina y la shikonina compuestos pertenecientes a las naftoquinonas han
demostrado tener una actividad antiinflamatoria, ya que estas inhiben la via NF-kappa B
por el factor de necrosis tumoral (TNF), carcinégenos y otros estimulos inflamatorios
(peroxido de hidrégeno, condensado de humo de cigarrillo, etc.) (Babula et al., 2009).

e Cumarinas

Las cumarinas son una clase de fenoles que estan formadas por anillos de bencenoy a -
pirona fusionados, el compuesto prototipico se conoce comol,2-benzopirona o acido o -
hidroxicindmico y lactona. A estos compuestos se le han atribuido una gran variedad de
propiedades terapéuticas en las cuales se incluyen actividad antiinflamatoria,
anticoagulante, antibacteriana, antifungica, antivirales, entre otros (Venugopala et al.,
2013). La forma en que las cumarinas actian contra la inflamacion es mediante la
estimulacién de fagocitosis que promueve la eliminacion de proteinas y liquidos
presentes en el lugar de la lesion, también bloquean la expresién de proteinas del 6xido
nitrico sintetasa inducible y la ciclooxigenasa-2 (Venugopala et al., 2013).

La umbeliferona es un compuesto con diferentes actividades farmacolégicas como
antiinflamatorios, anticancerigenos, antioxidantes y antihiperglucémicas. La
Umbeliferona mejora los sintomas y la inflamacién asociados a la dermatitis atdpica,
mediante la regulacion de diversas vias de sefalizacion. La forma de accion de la
umbeliferona es mediante la regulacion negativa de los niveles TGF-1 en el tejido renal
y puede promover la funcion renal y disminuir el estrés oxidativo renal (Sun &
Shahrajabian, 2023).

e Terpenos

Los terpenoides también conocidos como isoprenoides ya que estan formados por la
unidn de unidades isoprénica, tienen un esqueleto ramificado de 5 atomos de carbono,




algunos compuestos que se incluyen son los aceites esenciales, triterpenos y esteroides.
Segun el numero de isopropenos se clasifican en monoterpenos (10 &tomos de carbono),
sesquiterpenos (15 atomos de carbono), diterpenos (20 atomos de carbono), triterpenos
(30 atomos de carbono), carotenos (40 atomos de carbono) y politerpeno (mas de 40
atomos de carbono (Boncan et al., 2020).

Los triterpenos se encuentran diversos grupos como los triterpenos comunes, esteroides,
esteroles, saponinas y glicésidos cardiotonico, que se abordaran mas detalladamente a
continuacion. Los esteroles son los mas abundantes en las plantas, presentes en la
membrana celular y proporciona resistencia al estrés, realizando funciones de
proteccién, estructurales, transporte y sefializacion. El precursor de los esteroides
vegetales de sefializacion como bransinoesteroides y fitoescdisteroides es el colesterol,
biosintéticamente a partir de este se sintetiza primero los esteroles y por ultimo los
esteroides (Tarkowska, 2019).

Debido a la gran variedad de compuestos que abarca los terpenos se le atribuyen
diversas propiedades terapéuticas, como antinflamatorias, antihipertensivas y
antioxidantes (Boncan et al., 2020).

e Lactonas sesquiterpénicas

Las lactonas sesquiterpénicas constituye una subclase de sesquiterpenoides ya que
contiene 15 atomos de carbono con estructura isoprenoide y un grupo funcional lactona
(Ramirez et al., 2013), estos se clasifican en cuatro grupos principales: germacrandlidos,
eudesmandlidos, guaiandlidos y pseudoguaiandlidos, el sufijo "6lido" se refiere a la
presencia de un grupo y-lactona, que a menudo contiene un grupo exo -metileno
conjugado con el grupo carbonilo (Laurella et al., 2022).

Las lactonas sesquiterpénicas constituye una de las estructuras principales para el
desarrollo de agente terapéuticos pues presentan una gran cantidad de actividades
biologicas como antiinflamatorios, antipalddicos, antitumorales, antiulcerosos,
neurotoxicos, actividades cardiotonicas y actividades antineoplasica (Shoaib et al.,
2017).

Las lactonas sesquiterpénicas en la actividad antiinflamatoria, una de ellas es la
helenalina actla directamente en la molécula NF-kB en la subunidad p65 mediante una
alquilacién, se produce una translocacion nuclear de NF-kB, asi como la degradacién de
IkB, no se inhiben. Esta al no ser liberado reduce la transcripcion de genes en las vias
de inflamacion, al degradar esta subunidad reduce la respuesta inflamatoria (Chawick et
al., 2013).

e Glicosidos cardioténicos

Los glicosidos cardiotonicos poseen una estructural esteroidal que se caracteriza por
tener en el carbono-17 un anillo lactonico no saturado, también tiene especificamente un
anillo pentagonal con doble enlace conjugado con el grupo carbonilo. Ademas, la parte
denominada glicona, se incluyen en la posicion 3 moléculas de azucar como




sustituyentes, siendo las mas comunes, la glucosa y los 6-desoxiazucares (Amaringo-
Villa et al., 2011). El uso de los glicésidos cardiotonicos radica en sus propiedades
terapéuticas sobre enfermedades del corazon como la insuficiencia cardiaca, accion
tonica y fortalecedora del corazén, en donde el principal mecanismo de accion es la
inhibicién de la adenosina trifosfatos de sodio y potasio (Na* -K* ATPasa), lo que provoca
un aumento de la concentracién de sodio intracelular. Esto conduce a la acumulacién
progresiva de iones Na* y el aumento del calcio intracelular Na* - Ca?*. Por tanto, el calcio
se almacena en el reticulo sarcoplasmico y, tras su liberacion, aumenta la fuerza
contractil (Gerakaris et al., 2022).

La digoxina es un glicésido cardiotonico, esta se ha usado para tratar enfermedades
cardiacas como la insuficiencia cardiaca, congestiva y la fibrilacion auricular. Sin
embargo, se ha demostrado efectos benéficos en enfermedades relacionadas a la
inflamacion, en donde se reduce la disminucién de niveles de citocinas proinflamatorias
las cuales se incluyen IL-17A, IL-1B, TNF-a y activacion inhibida de NF-kB aunque aun
no se conoce si se suprime la inflamacion mediada por TNF-a (Meng et al., 2023).

e Saponinas

Son un grupo de compuestos con estructuras quimicas complejas, estan compuestas
por un esqueleto molecular aglicona triterpeonide o esteroide conjugado a una azucar,
los sacéaridos que comunmente componen las saponinas son D-glucosa, D-galactosa, D-
xilosa, L-arabinosa y L-ramnosa, etc. Dependiendo las estructuras de la sapogenina, las
saponinas se suelen clasificar en dos grupos: saponinas triterpénicas y saponinas
esteroides (Tan et al., 2022). La combinacion de la aglicona y una cadena de azlcar
hidrofilicas hacen que estos compuestos tengan propiedades anfifilicas, espumantes y
emulsionantes. Las saponinas pueden afectar la permeabilidad de la membrana celular
o la lisis de células al tener actividad hipoglucemiante, ademas de tener actividades
antinflamatorias, antitumorales, antibacterianas, antivirales, analgésicas, entre otras
(Tan et al., 2022) (Li et al., 2023).

El efecto antiinflamatorio se ha de algunas saponinas como la saikosaponina se basan
en la inhibicion de la expresion citotoxicos relacionados en el sistema inmunoldgico
incluidos COX-2 e iNOS, y, asimismo, las citoquinas proinflamatorias, como TNF-q, IL-
1B e IL-6. También inhiben la via de sefializacibn de MAPK al regular negativamente la
fosforilacién de p38 MAPK, c-JNK y ERK para ejercer la actividad antiinflamatoria (Zhu
et al. 2013) (Tan et al., 2022).

Familia Lauraceae

La familia Lauraceae conglomera aproximadamente de 50 géneros y alrededor de 2500
a 3500 especies. A esta familia pertenecen plantas con gran importancia econdémica
como el aguacate (Persea americana), la canela (Cinnamomum verum) y el laurel
(Laurus nobilis). Las especies de esta familia se distribuyen en bosques pluviales de
tierras bajas de todas la regiones tropicales y subtropicales de ambos hemisferios, pero




los grandes centros de dispersidén son el sudeste asiatico y América tropical (Van der
Werff et al., 1997).

Género Nectandra

El género Nectandra fue descrito por Rottboel en 1778. En la familia Lauraceae este
género es uno de los mas representativo en diversidad de especies que incluyen
aproximadamente 120 especies. Estas se ven favorecidas principalmente por ambientes
huimedos, tanto calidos como templados (Chacon & Fournier, 1987), estas se distribuyen
en regiones tropicales y subtropicales de América, Africa, Asia y Oceania (Van der Werff
et al., 1997).

Clasificacion cladista de N. salicifolia

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnaliopsida

Orden: Laureles

Familia: Lauraceae

Género: Nectandra

Especie: Nectandra salicifolia

Nombres vernaculos

Nectandra salicifolia ha recibido distintos nombres vernaculos, esto dependiendo del
lugar donde este distribuida, entre los reportados se encuentra Aguacate (en Veracruz),
Aguacatillo (en Michoacan y Veracruz), Laurel (en Veracruz, Yucatan y Honduras),
Piecito de paloma (en México) y Dulce de madera (en Honduras) (Jiménez-Arellano,
1996).

Descripcion morfolégica

Son arboles o arbustos que rara vez alcanza los 15 metros de altura, su tronco es
derecho y cilindrico, tiene un diametro de pecho de hasta 90 centimetros.
Presenta ramas nuevas blanquecinas estrigoso-tumentulosas, pardas oscuras,
cilindricas o subcilindricas (Jiménez-Arellano, 1996).

Sus hojas son simples, alternas, grandes enteras, la lamina es oscura por encima y por
debajo, por el haz es glabra y de caracter lustroso, glabros por el envés. Tienen formas
elipticas, elipticas lanceolada e inclusive oblongo elipticas, aproximadamente de 6 a 15
cm de largo y de 2 a 6 cm de ancho, su apice es acuminado u obtuso acuminado,
llegando a medir hasta 15 mm a la punta, su base es cuneada ligeramente decurrente
en el peciolo, poseen 6 a 8 pares de nervios laterales que se unen cerca del borde
(Mendizabal, 1998).

Sus flores son color blanco o blanco-rosadas, olorosas, hermafroditas, con diametro
aproximado de 10 mm, sus filamentos son peludos y cortos como anteras, sin apice
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estéril. Estdn dispuesta en una inflorescencia solitaria, gruesamente paniculada. Hasta
14 cm de largo (Mendizébal, 1998) (Jiménez-Arellano, 1996).

Sus frutos son drupa de color rojizo a purpura, borde entero o ligeramente ondulado, de
unos 1.5 cm de diametro, subloglobosa a oblongo eliptica. Su corteza es lisa de color
parda a pardo crema verdoso, con lenticelas prominentes distribuidas irregularmente y
como caracteristica de esta especie se menciona una frecuente coloracion roja o rosada
en sus nervios (Figura 1 y 2) (Gutiérrez-Garcia & Ricker, 2012) (Jiménez-Arellano, 1996).

Figura 1. Estructuras de Nectandra salicifolia. A). Fotos tomadas del ejido de Limon chiquito
(20°40'49.3"N; 97°16'55.3"W) B). llustracion recuperada de Van der Werff et al., 1997.

Habitat

Nectandra salicifolia tiene una distribucion ecolégica amplia, esto se debe al parecer
porque se ve favorecido por los disturbios en el ambiente, esta se puede encontrar en
dunas costeras hasta en distintos tipos de vegetacion como en bosques de encino,
bosques mesdfilos de montafia, y bosques de pino encino, bosque tropical caducifolio,
bosque tropical perennifolio, y bosque tropical caducifolio, bosque tropical perennifolio y
bosque tropical subcaducifolio (Lorea-Hernandez, 2002), generalmente se encuentran
en altitudes desde el nivel de mar hasta los 2300 (Pennington & Rohwer, 1994).

Distribucion en México

Tiene una amplia distribucién, desde el norte del Tropico de Cancer en Tamaulipas,
México, hasta Nicaragua, pasando por paises como Belice, Guatemala, Hondura, Costa
Rica y Panama (Pennington & Rohwer, 1994). En México se tiene registro que se
distribuye principalmente en las vertientes del pacifico (Nayarit hasta Chiapas) y del golfo
(Puebla, Veracruz, Yucatan y Quintana Roo), y en el centro de México, en Hidalgo,

]
181

—



Puebla, San Luis potosi, Querétaro y Michoacan (Pennington & Rohwer, 1994) (Lorea-
Hernandez, 2002).

Etnobotanica y antropologia

Se ha empleado principalmente en la construccion de cercas rurales; sin embargo, por
su color y su alto lustre de tonos dorados, se puede emplear en la fabricacion de muebles
finos, y puertas (Barajas et al. 1997).

Antecedentes

El primer estudio que se tiene registro sobre Nectandra salicifolia lo realizo Bohlke et al.
(1996), donde se recolecto la planta en un bosque tropical de baja montafia en Costa
Rica y de su extracto se aislaron 15 alcaloides de tronco, raiz y hojas, entre ellos
costaricina, un alcaloide, de la corteza y raices el cual presento actividad antiplasmodial.

Posterior a este estudio, Slish et al. (1999) realizaron un estudio etnobotanico en busca
de plantas medicinales que tuvieran efecto eficaz en el tratamiento de trastornos
cardiovasculares como la hipertension, la apoplejia y la angina de pecho. Recolectaron
plantas etnodirigidas y aleatorias de las cuales observaron que cuatro especies
etnodirigidas tuvieron una actividad vasoactiva, entre ellas estaba Nectandra salicifolia.

Por ultimo, Grecco et al. (2016) hicieron una revisién quimica del género Nectandra,
donde se recopilé aproximadamente 200 compuestos aislados de diferentes especies
junto con su potencial terapéutico. En esta revision se reporta a Nectandra salicifolia, los
compuestos que se identificaron en la especie son principalmente alcaloides en extractos
de tallo, corteza, raiz y hoja. Las actividades con potencial terapéutico que se reportan
son; actividad antidepresiva, anticancerigena, antiulcerogénico y antipaludico.

Planteamiento del problema

El 80 % de los habitantes del mundo recurre a distintos tipos de plantas medicinales para
tratar distintas patologias, la CONABIO ha reportado que el 15 % de la flora mexicana
presenta atributos medicinales. Sin embargo, solo el 5 % del total de estas plantas han
tenido un andlisis farmacoldgico. El extracto de estas especies vegetales tiene usos
medicinales debido a sus distintos componentes fitoquimicos, mostrando una variedad
de propiedades bioldgicas contra diversas patologias relacionadas con el proceso
inflamatorio.

Por lo que el conocimiento de esta respuesta fisiologica es crucial para el entendimiento
y la busqueda de tratamientos alternativos de origen vegetal antiinflamatorios que tengan
menores efectos adversos en el organismo. De acuerdo con lo anterior, el presente
estudio se enfoca en evaluar el efecto antiinflamatorio de extractos de Nectandra
salicifolia en un modelo murino.
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Hipoétesis
Los metabolitos secundarios presentes en los extractos hidroalcohodlicos de distintas
partes de Nectandra salicifolia modificara un proceso inflamatorio en ratones CD-1.

Objetivos

General

Analizar la actividad antiinflamatoria de extractos hidroalcohodlicos de Nectandra
salicifolia en ratones CD-1.

Particulares

e Reconocer el uso etnobotanico de Nectandra salicifolia en la localidad de Limén
Chiquito.

e Cuantificar los metabolitos primarios y secundarios en extractos hidroalcoholicos de
N. salicifolia.

e Determinar la actividad antioxidante de extractos hidroalcohdlicos de N. salicifolia
mediante el radical DPPH.

e Valorar la participacion de N. salicifolia en el proceso inflamatorio mediante edema
plantar y permeabilidad vascular.

Método

Localidad de recolecta

La zona de estudio se encuentra en la localidad de Limén chiquito (20°40'49.3"N;
97°16'55.3"W) a una altura de 22 metros sobre el nivel del mar, ubicado en el municipio
de Cazones de Herrera del estado de Veracruz.

Registro de informacion etnobotanico

Se realizaron 50 entrevistas etnobotanicas dirigidas a los habitantes de Limén chiquito
acerca del uso ethomedicinal de Nectandra salicifolia, siguiendo el formato de entrevista
etnobotanica (Anexo 1. Formato de entrevista etnoboténica), en donde se obtuvo
informacién como el nombre comun de la planta, usos que le da la comunidad a la planta,
si se conoce alguna enfermedad que puede tratar, la estructura que se usa para el
tratamiento, el modo de preparacion, algunas reacciones adversas, la dosis que se
recomienda y la frecuencia de uso.

Procesamiento de material vegetal

Se recolecto un ejemplar de la planta con sus estructuras (hoja, tallo, flor, fruto y raiz)
(Figura 2), este ejemplar se llevo a prensado y secado para su posterior identificacion
taxonomica. Se elabord una ficha descriptiva de Nectandra salicifolia y se preservo el
ejemplar en un micro-herbario que se resguarda en el laboratorio de terapia molecular
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de la unidad multidisciplinaria de investigacion experimental zaragoza de la FES
Zaragoza.

Figura 2. Estructuras de Nectandra salicifolia. A) Planta completa. B) Hojas. C) Flor. D) Fruto.
Fotos tomadas del ejido de Limén chiquito (20°40'49.3"N; 97°16'55.3"W).

Preparacion de extractos hidroalcohdlicos y secado

Se recolectaron 100 gramos (g) de material vegetal fresco y triturado de cada estructura
(hoja, tallo, flor, fruto y raiz) y se agregaron a un litro de una solucién de etanol al 70%,
se conservaron en frascos en frio por cuatro semanas. Transcurrido el plazo, se filtr6 el
extracto a vacio para su posterior concentrado, donde se evaporo toda la fase liquida, se
obtuvo el extracto seco y se registro su peso para determinar el rendimiento final de cada
uno.

El rendimiento de la extraccidén se determind utilizando la siguiente formula:

0 (9)

PR — I
PR =gy

100

En donde R es el rendimiento de la extracciéon, EO es el extracto seco obtenido (el peso
registrado después de evaporar la fase liquida) y TMV es el total de material vegetal (los
100 gramos recolectados).

Identificacion y cuantificacion de metabolitos secundarios

Para la identificacion de metabolitos secundarios, se tomaron muestras de los extractos
y se diluyeron a una concentracion de 5 mg/ml en agua, metanol, etanol, cloroformo,
segun el solvente y la polaridad que la técnica requiera, seguidamente se llevaron a cabo
el método correspondiente para cada metabolito, posteriormente se cuantifico la
concentracion total de metabolitos presentes de los respectivos extractos partiendo de
una concentracion de 5 mg/ml en el solvente que la prueba lo requiera, después de haber
realizado las curvas de calibracién correspondientes.
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e Alcaloides

Los alcaloides en soluciones neutras o ligeramente acidas responde a reacciones de
precipitacion o coloracién. En su identificacion se utilizan reactivos generales para
detectar alcaloides como: la solucion de yodo-yoduro de potasio (Reactivo de Wagner),
mercurio tetrayoduro de potasio (reactivo de Mayer), tetrayodo bismuto de potasio
(reactivo de Dragendorff) (Marcano, y Hasegawa, 1991).

e Prueba de Mayer. En un tubo de ensayo se afiadié 1 mililitro (ml) el extracto acuoso
y tres gotas del reactivo. La presencia de precipitado color crema indico presencia de
alcaloides.

e Prueba de Wagner. En un tubo de ensayo se agregd 1000 microlitros (ul) el extracto
acuoso y 3 gotas del reactivo. La formacion de precipitado de color marrén se
considero positiva.

e Prueba de Dragendorff. En un tubo de ensayo se adicioné 1 ml del extracto acuoso y
3 gotas del reactivo. La formacion de precipitado naranja marrén, indica presencia de
alcaloides.

Para la cuantificacion de alcaloides se siguio el método propuesto por Fazel et al. (2008),
se basa en la reaccion de un complejo amarillo formado por transferencias de cargas de
un alcaloide y el verde de bromocresol a un pH de 4.7 extraido con cloroformo. La curva
de calibracion se realiz6é partir de una solucion de brucina a 1 mg/ml en metanol, se
prepararon las diluciones de 0.1 a 1 mg/ml. Se agregaron a un embudo de separacion 1
ml de cada una de las diluciones y de los extractos metandlicos, seguidamente se
afladieron a cada muestra 2.5 ml de buffer de fosfato a pH 4.7 y 2.5 ml de solucién de
verde de bromocresol a 0.0002 M, se hizo un lavado de las mezclas para extraer el
complejo formado con 5 ml de cloroformo, después de separar la fase cloroférmica con
el complejo amarillo, se leyeron las absorbancias por espectrofotometria a una longitud
de onda de 470 nanémetros (nm).

e Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos estan presentes en la mayoria de las plantas vasculares, estos
reaccionan por quelacion de iones metélicos potencialmente prooxidantes como lo son
Fe3*, Al 3* y Cu 2* (Munin & Edwars, 2011). Para la identificacion colorimétrica se utiliz6
el método de cloruro férrico (FeCls), el cual se basa en el ataque producido por el ion
cloruro al hidrogeno del grupo provocando una ruptura de enlace y la union del grupo
fendxido al hierro para la formacién del complejo lo que produce un cambio del color
(Flores & Escudero, 2010).

e Prueba de cloruro férrico. En un tubo de ensayo se afiadié 1 ml de extracto acuoso
seguido de cinco gotas de cloruro férrico al 1%. El cambio de color marrén pardo y
formacion de un precipitado oscuro es positivo para compuestos fendlicos.
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La cuantificacion de los compuestos fendlicos se llevo a cabo por el método de Folin-
Ciocalteu desarrollado por Boligon et al (2012), el cual se fundamenta en que los
compuestos fendlicos reaccionan con dicho reactivo a pH bésico, dando una coloraciéon
azul susceptible a ser determinada espectrofotométricamente por una reaccion de oxido-
reduccion.

Se realiz6 una curva de calibracion a partir de una solucion de acido galico en agua a 50
pg/ml, seguidamente se hicieron diluciones de 10 a 50 pg/ml, se tomaron 750 pl de los
extractos acuosos y de cada una de las diluciones, seguidamente se agregaron 375 ul
de reactivo de Folin-Ciocalteu 1 N de cada una de las muestras, se dejaron reposar 5
minutos y posteriormente se les afiadieron 1875 ul de Carbonato de sodio (Na2COs3) al
20%, se agitaron y nuevamente se dejaron en reposo por 30 minutos en oscuridad y se
llevaron a lectura las absorbancias por espectrofotometria a una longitud de onda de 765
nm.

e Taninos

Este es un polimero fendlico cuyo peso molecular es alto que puede precipitar alcaloides
o proteinas y al igual que los compuestos fendlicos, se utiliza el cloruro férrico para su
identificacion al formarse un complejo de la union fenoxido al hierro, a diferencia de los
fenoles, los taninos muestran una coloracion verde intensa que indica taninos
pirocatecolicos mientras que un azul-verde indica la presencia de taninos del tipo
pirogalol (Coy et al., 2014). Debido a lo anterior se utiliz6 la misma prueba para la
identificacion de taninos.

Para la cuantificacion de taninos se sigui6 el método de Willis (1998), en la cual se genera
un complejo colorimétrico rojizo-amarillo formado por el yodo del reactivo y los taninos
presentes a una temperatura no superior a 25° C y evitando la congelacion tras un
tratamiento en acetona para evitar la precipitacion de taninos.

Para la elaboracion de la curva de calibracion se hizo a partir de una solucién de acido
tanico en acetona al 70% a 1 mg/ml, posteriormente se prepararon diluciones de 0.2 a 1
mg/ml, se tomaron 0.5 ml de cada una de las diluciones y de los extractos en acetona al
70%, se agregaron 2.5 ml de yodato de potasio al 2.5% a cada una de las muestras,
seguidamente se incubaron a 25° C por 7 minutos y se leyeron las absorbancias por
espectrofotometria a una longitud de onda de 550 nm.

e Flavonoides

Este grupo aromatico se puede identificar por su estructura tiene un nicleo benzopirona,
este en un medio acido reacciona con el magnesio se oxida por el acido clorhidrico (HCI)
concentrado, que da como producto hidrégeno y cloruro de magnesio el cual forma
complejos con los flavonoides presentes (Visaurre Martinez et al., 2007).




e Prueba de Shinoda. En un tubo de ensayo se agregé un mililitro de extracto acuoso,
con un trocito de viruta de magnesio y seguidamente de 4 gotas de HCI concentrado,
la coloracion naranja, rojo y amarillo identifica a los flavonoides.

A partir de la reaccion de cloruro de aluminio (AICI3) se cuantifico los flavonoides totales
mediante el método desarrollado por Feltrin et al. (2012), el principio se basa en formar
complejos estables del cloruro de aluminio AICIs y los acidos con el grupo cetona en
carbono 4 (C-4) o bien el grupo hidroxilo en Carbono 3 (C-3) o carbono (C-5) de flavonas
y flavonoles. También forma complejos labiles &cidos con los grupos di hidroxilo en el
anillo A o B de los flavonoides (Chang et al., 2020).

Se realiz6 la curva de calibracion con una solucion de quercetina a 0.5mg/ml en metanol
y seguidamente se prepararon diluciones de 0.1 a 0.5 mg/ml. Se tomaron 1 ml de cada
una de las diluciones y de los extractos metandlicos, posteriormente se les afiadieron a
las muestras 1 ml de cloruro de aluminio (AICls) al 2%, seguidamente de 1 ml de metanol,
se agitaron y se dejaron en reposo durante una hora en oscuridad, transcurrido el tiempo
se llevaron a lectura las absorbancias por espectrofotometria a una longitud de onda a
420 nm.

e Quinonas

Las quinonas son compuestos carbonilicos a-B insaturados. Esta se identifica mediante
una hidrdlisis de los enlaces glicosidicos y en las que se oxidan las antronas, los
antranoles y las antroquinonas generando la formacién de un complejo rojo (Carvajal
Rojas et al, 2008).

e Prueba Borntrager. Se maceraron 0.3 g de material vegetal con 1 ml de etanol al
80% posteriormente se calentd y el residuo se disolvié con 3 ml de agua destilada.
Se realiz6 una extraccion con 1 ml de benceno, seguidamente se afiadio hidroxido de
amonio a la fase organica que en brevedad se agito. La coloracién roja o rosa indico
la presencia de quinonas.

Se cuantificaron las quinonas del extracto mediante el método descrito por Abdollahi &
Bagheri (2004). Este se basa en la donacion de electrones de la anilina a las quinonas
en donde se forma un complejo, este se concentra y se extrae con naftaleno
microcristalino formando una masa solida que se disuelve con dimetilformamida debido
a la alta solubilidad. La naturaleza, estabilidad, velocidad e intensidad del desarrollo del
color producido por la interaccion de las quinonas presentes con un exceso de anilina
dependen principalmente del tipo de quinona y de la concentracién de anilina.

La curva de calibracion se realiz6 a partir de una solucién de p-benzoquinona a 0.4 mg/ml
en etanol, posteriormente se hicieron diluciones de 0.1 a 0.4 mg/ml. Se tomo 1 ml de
cada una de las diluciones y los extracto etandlicos, seguidamente a cada muestra se
afiadieron 2 ml de anilina 0.06 M, en brevedad se agitaron y se dejaron en incubacion 40
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° C por 3 minutos, posteriormente se agregaron 550 pl de naftaleno al 10% en acetona,
se filtr6 la masa formada de cada muestra y se disolvieron en 2 ml de dimetilformamida,
finalmente se llevaron a lectura las absorbancias por espectrofotometria a una longitud
de onda de 385 nm usando como blanco 2 ml de dimetilformamida.

e Cumarinas

Las cumarinas pertenecen a un grupo de lactonas, al tener un anillo lacténico reacciona
con compuestos aromaticos nitrados produciendo una ruptura de la lactona y una
sustitucion electrofilica en el anillo aromético formando un complejo coloreado entre el
acido picrico y la lactona a, B y y insaturada (Orantes, 2008) (Dominguez, 1988).

e Prueba de Baljet. Se tomo 1 ml del extracto acuoso, seguidamente se le aiadié dos
gotas de hidroxido de sodio mas dos de acido picrico. La reaccion fue positiva si se
torno a un color naranja o rojo.

La cuantificacion de cumarinas se determind mediante el método descrito por Os6rio &
Seferin (2004) en donde es necesario adicionar acetato de plomo para poder precipitar
los taninos presentes en la muestra. El &cido clorhidrico reaccionara con la cumarina que
solo se podra leer en una longitud de onda 320 nm ultravioleta-visible.

La curva de calibracion se realiz6 a partir de una solucion umbeliferona a 0.35 mg/ml en
metanol, seguidamente se hicieron diluciones de 0.06 a 0.35 mg/ml, se tomaron 1.6 ml
de cada una de las diluciones y de los extracto metandlicos, a estas se le afiadieron 0.5
ml de acetato de plomo al 5% , posteriormente se aforaron la muestras a 10 ml con agua
destilada, estas se centrifugaron a 3500 revoluciones por minuto (rpm) por 10 minuto, a
continuacion se tomaron 1 ml del sobrenadante de cada una de las muestras y se
agregaron 4 ml de &cido clorhidrico 0.1 M, finalmente se leyeron las absorbancias por
espectrofotometria a una longitud de onda de 320 nm,

e Glicosidos cardiotonicos

Para la identificacion de glicésidos cardiotonicos se analiza el anillo lacténico presente
en la estructura de este metabolito, por lo que al igual que las cumarinas la prueba Baljet
también indica la presencia de glicésidos cardioténicos (Dominguez, 1988).

Para la determinacion de glicosidos cardiotdnicos se siguid el método descrito por
Campos (2008) en donde el ion picrato formar un complejo con la estructura del glucésido
cardiotonico, formando un complejo denominado picrato hidrocarbonato, esta reaccion
toma un color amarillo a rojo Oliveros-Bastidas et al. (2009).

La curva de calibracion se elaboré a partir de una solucion de digoxina a 0.05 mg/ml en
etanol, seguidamente se prepararon diluciones de 0.01 mg/ml a 0.05 mg/ml. Se tomaron
1 ml de las diluciones y de los extractos en etanol, a cada uno estos se le agregaron 2
ml de solucidn alcalina de picrato de sodio pH 11.4, se agitaron las muestras y se dejaron
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reposar por 30 minutos y posteriormente se leyeron las absorbancias por
espectrofotometria a una longitud de onde de 495 nm.

e Saponinas

Las saponinas son un grupo de glicésidos solubles en agua (una sapogenina unido a
una cadena de azucares), se caracterizan por su propiedad espumante, debido a que si
se disuelve en agua disminuye la tension superficial (Depolte, 2010).

e Prueba de Molisch. Se colocaron 5 ml del extracto con 2 gotas de solucién de alfa
naftol 1% en etanol, posteriormente se adiciono suavemente por las paredes 1.5 ml
de &cido sulfurico (H2SO4) concentrado (No se debe agitar). La formacion de un anillo
violeta en la interfase acido sulfurico indico presencia de carbohidratos en la molécula
de saponinas.

e Prueba afro simétrica. Se coloco 1 g de planta humeda en un tubo, se adicioné 6 ml
de etanol al 75%, seguidamente se calentd y se decanto, en brevedad se adicionaron
5 ml de agua se volvio a calentar a bafio maria hasta ebullicion por 2 minutos y se
agito vigorosamente. La presencia de espuma después de agitar la muestra indica la
presencia de saponinas.

Se cuantifico las saponinas de forma indirecta mediante la cuantificacién de azucares
reductores, se siguid o el método descrito por Miller (1959). Esta se basa en la hidrolisis
de la saponina producido por el acido 3,5-dinitrosalicilico para separar la parte glucona
compuesta de azucares simples (1 a 5 unidades), de la sapogenina, formando asi un
complejo amarillo (Hernandez Royero, 1997). Este método es selectivo debido a que el
DNS reacciona con azucares reductores.

La curva de calibracion se realiz6 a partir de una solucion de glucosa a 1 mg/ml en agua,
seguidamente se prepararon diluciones a de 0.1 mg/ml al mg/ml. Se tomaron muestras
de 250ul de las diluciones y del extracto acuoso, a estos se le agregaron 250ul de
reactivo DNS, posteriormente se llevaron a ebullicion por 5 minutos en obscuridad e
inmediatamente se detuvo la reaccion enfriando las muestras con hielo, se le agregaron
2.5 ml de agua a cada muestra y se dejaron reposar 15 minutos en oscuridad, finalmente
se llevaron a lectura las absorbancias por espectrofotometria a una longitud de onda de
540nm.

e Esteroides

Este se identifica con una reaccién donde el esterol se oxida por el &cido sulfarico
formando una molécula con doble enlace adicional. Al principio de esta reaccion la
protonacion del grupo hidroxilo del esterol habiendo una deshidratacion y se obtiene el
ion carbonio 3,5 colestadieno lo que forma el color. Otra prueba utilizada es la prueba de
Salkowski, que indica la presencia de esteroides insaturados formando un anillo color
rojizo (Pocovi, 2004).
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e Prueba de Lieberman-Burchard. En un tubo de ensayo se agregaron 5 gotas del
extracto en cloroformo, seguidamente se afiadié 0.5 ml de anhidrido acético y 0.5
ml de cloroformo. Se enfrio a 0°C. posteriormente se adicionaron 2 gotas de acido
sulfurico concentrado. La aparicién de color azul que pasa a naranja para luego
volverse verde indica la presencia de nucleo esteroide.

e Prueba Salkowski. Se tom6 0.5 g del extracto en crudo y se le afiadié 2 ml de
cloroformo. Posteriormente se agregaron 2 ml de acido sulfurico concentrado. Una
coloracién anaranjada indica una reaccion positiva.

Para la cuantificacién de esteroides se siguio la metodologia descrita por Saptarini et al.
(2016). Esta se fundamenta en que el colesterol va a reaccionar con el anhidrido acético
y &cido sulftrico concentrado, se produce una pérdida de agua y una protonacion del
colesterol. Se constituyen en un medio anhidrido polimeros de hidrocarburos no saturado
de intenso color verde que pasa a naranja.

La curva de calibracion se realizé a partir de una solucion de colesterol a 2 mg/ml en
cloroformo, seguidamente se prepararon diluciones de 0.4 mg/ml a 2 mg/ml. Se tomaron
1ml de las diluciones de colesterol y de los extractos cloroférmicos, posteriormente se le
afiadieron 2 ml del reactivo Lieberman-Burchard seguido de 1 ml de cloroformo, las
muestras se incubaron durante 10 minutos y se llevaron a la lectura de absorbancias por
espectrofotometria a una longitud de onda de 626 nm.

e Sesquiterpenlactonas

Estos compuestos, como su nombre lo indica, son terpenos con un esqueleto de 15
atomos de carbono, que tienen ademas en su estructura una lactona. Debido a que este
metabolito es un grupo de terpenos, no hay una prueba en especifica para esta como lo
es la prueba de Lieberman-Burchard que identifica terpenos. La prueba de hidroxamato
férrico las lactonas reaccionan con la hidroxilamina formando acidos hidroxamicos, estos
generan hidroxamato férrico lo que da una coloracién marrén o violeta (Bilbao, 1997).

e Prueba de Lieberman-Burchard. Se afadié 1 ml del extracto acuoso en un tubo de
ensayo, se agrego una pequefa muestra de nitrito de sodio y 2 ml de acido sulfurico
concentrado. Se indica presencia de sesquiterpenlactonas al observar un color violeta
oscuro.

e Prueba de hidroxamato férrico. En un tubo de ensayo se anadiéo 1 ml del extracto
seguido de 2 ml de una solucién de clorhidrato de hidroxilamina 1.0 M, posteriormente
se adiciono 2 gotas de propilenglicol y se anadié 1 ml de hidréxido de potasio 1.0 M.
Se calentd hasta ebullicion. Por ultimo, se agregé 0.5 ml de una solucion del cloruro
Férrico al 5% en alcohol. Si la reaccion presenta un precipitado color marrén se indica
la presencia de sesquiterpenlactonas.

Para cuantificar las sequiterpenlactonas se siguio el método descrito por Villacorta et al.
(2017) en el cual se basa en la formacion de un complejo entre el ion del acido picrico y




la lactona af y Y insaturada. Para la curva de calibracion se realizé a partir de una
solucion de juanislamina a 1 mg/ml en cloroformo, seguidamente se prepararon
diluciones a 0.1 mg/ml a 1 mg/ml. Se tomaron 1 ml de las diluciones y de los extractos
en cloroformo, cada una se llevd a evaporacion para poder extraer el anillo lactonico, se
reconstruyeron cada una de las muestras con 1 ml de etanol absoluto y se afiadieron 2
ml de picrato de sodio pH 11.4, posteriormente se dejaron en incubacion por 30 minutos
en la oscuridad y finalmente se llevaron a la lectura de las absorbancias por
espectrofotometria a una longitud de onda de 495 nm.

Cuantificacion de metabolitos primarios

e Carbohidratos

Para la cuantificacion de carbohidratos totales se siguié el método descrito por Lopez-
Legarda et al. (2017), esta se basa en la deshidratacion de azucares con el &cido
sulfarico, formando derivados del furfural y el 5-hidroximetilfurfural, cuando este
interactda con el fenol facilitan la formacion de complejos que permiten la coloracién de
la solucién (Lopez-Legarda et al. 2017).

Se realizé la curva de calibracion a partir de una solucion de glucosa a 100 pg/ml en
agua, posteriormente se prepararon las diluciones a 20 pg/ml a 100 pg/ml. Se tomaron 1
ml de cada una de las diluciones y de los extractos, se le agregaron 0.5 ml de fenol al
5%, se agitaron las muestras y se dejaron en reposo por 15 minutos, posteriormente se
agregaron 1.8 ml de acido sulftrico concentrado y se volvieron a agitar y se incubaron
en bafio maria por 30 minutos, finalmente se llevaron a lectura de absorbancias por
espectrofotometria a una longitud de onda de 480 nm.

e Lipidos
Esta cuantificacion se realizé por el ensayo de sulfo-fosfo vainillina. Esta se basa en que

los lipidos insaturados reaccionan con acido sulfarico formando iones de carbono y en
presencia de las fosfo-vainillina dan una coloracion rosada (Zdlliner & Kirsch, 1962).

Se realizé la curva de calibracién a partir de una solucion de colesterol a 1 mg/ml en
cloroformo. Seguidamente se prepararon las diluciones de 0.1 mg/ml a 1 mg/ml. Se tomo
1 ml de cada una de las diluciones y de los extractos en cloroformo, se pusieron en bafo
maria por 3 minutos, posteriormente se adicionaron 2 ml de acido sulfurico concentrado
a las muestras, se incubaron las muestras y se afladen 4 ml de fosfo-vainillina, se
homogenizo la mezcla y se dejaron reposar por 30 minutos y finalmente se leyeron las
absorbancias por espectrofotometria a una longitud de onda de 530 nm.




e Proteinas

Las proteinas se cuantificaron por la reaccion de Biuret, en la cual se forma un complejo
colorido de coordinacion de los iones de cobre y los pares de electrones no compartidos
del nitrogeno que forma parte de los enlaces peptidicos (Gutiérrez & Hernandez, 2011).

Para la curva de calibracion se realizé a partir de una soluciéon de albumina a 10 mg/mi
en agua, seguidamente se hicieron diluciones 1 mg/ml a 10 mg/ml. Se tomaron 1 ml de
cada una de las diluciones y de los extractos y se le agregaron 2 ml de reactivo Biuret,
se agitaron las muestras y se llevaron a lecturas las absorbancias por espectrofotometria
a 545 nm.

Actividad antioxidante por medio del radical DPPH

Se evalud la actividad antioxidante de los extractos hidroalcohdlicos de N. salicifolia
frente al radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) mediante espectrofotometria a 517
nm mediante la técnica descrita por Dzomba et al. (2012). Donde se tomé un mililitro del
extracto seguido de 0.5 ml de DPPH 1 mM en metanol. La actividad de eliminacion de
radicales se calculara con la siguiente formula:

A
% de eliminacion de radicales = % X 100
c
Donde Ac es la absorcion de la muestra de control (metanol + DPPH) y As es la absorcién
de la muestra del extracto en metanol + DPPH. Se blanqueara con la muestra del extracto
+ metanol.

Esta técnica se basa en la absorcion de radicales libres del DPPH a una longitud de onda
517nm. ElI DPPH al entrar en reaccién con un antioxidante, en la cual se produce una
transferencia de electrones de los antioxidantes al radical DPPH, por lo que se observa
una caida en la absorbancia debido a la formacién de 2,2-difenil-1-picrilhidrazina
acompafada de un cambio de color de purpura a amarillo (Tatarczak-Michalewska &
Flieger, 2022).

Evaluacion de efecto antiinflamatorio

Se usaron 72 ratones hembra de la cepa CD-1 que fueron adquiridos en el bioterio de la
Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, se formaron 12 grupo de 6 ratones cada uno
(Tabla 1). Se mantuvieron en condiciones estandar y se registraron los pesos de cada
uno hasta que cumplieron las 12 semanas de edad. Posteriormente se les dio el
tratamiento via oral de extractos hoja, tallo, fruto y flor de Nectandra salicifolia a los
ratones correspondientes por 15 dias. Se determinaron las dosis del extracto con relacion
a los gramos que los habitantes de limoén chiquito ocuparon de Nectandra salicifolia ante
algun padecimiento o enfermedad, y se extrapolo la cantidad de gramos del extracto por
kg de peso de raton.
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Induccion de edema plantar

Se indujo el edema en la pata derecha del ratdbn mediante inyeccion subcutanea de 20
Ml de albumina de huevo al 1 % en solucion salina. Se midio la longitud de la pata antes
y después de la induccion del edema a los 30, 60, 90,120 y 180 minutos.

La albumina de huevo (ovoalbumina) es una de las proteinas que se han se han
identificado en la clara de huevo como alérgenos, al inyectarse en la pata del ratén
desencadenaria una respuesta inflamatoria (Kim et al., 2015), provocando la migracion
de células leucocitarias al sitio de induccién del edema liberando sustancias vasoactivas
como la serotonina y la histamina que favorecen la formacion de un edema (Barung et
al., 2021).

Ensayo de permeabilidad vascular

Mediante el método de Radu & Chernoff (2013), se inyecto en la vena lateral de la cola
de los 72 ratones 200 pl de una solucién de azul de Evans 0.6 % en PBS y se
mantuvieron en observacion durante 3 horas. Transcurrido el tiempo se sacrificaron los
ratones, se extrajeron los 6rganos (higado, rifiones y bazo) de interés y se pesaron. Se
incubaron los 6rganos en tubos (por cada 100 mg de tejido se afiadieron 500 ul de
formamida) a 55 °C por 24 horas para la extraccion del azul de Evans. Una vez que se
cumplio el plazo se llevaron a centrifugacion y se leyo la absorbancia del sobrenadante
de cada muestra por espectrofotometria a una longitud de onda de 610 nm. Se calcul6
la concentracion de azul de Evans mediante una curva de calibracion de azul de Evans
y usando el factor de dilucion de los microlitros de formamida usada por los miligramos
del peso del érgano.

Este ensayo se basa que condiciones fisioldgicas basales, macromoléculas como la
albamina no cruza la barrera endotelial. El azul de Evans es un colorante azoico que
tiene una alta afinidad a la albumina. Este al ser inyectado al torrente sanguineo de los
ratones, en condiciones fisiologica, se espera que este restringido a los vasos
sanguineos. Cuando hay un estimulante de permeabilidad vascular como la inflamacion,
los vasos sanguineos comienzan a perder proteinas, ya que comienza la extravasacion
de estas macromoléculas hacia los tejidos vascularizados, por lo que el azul de Evans
gue estd unido a la albumina empieza esto da una coloracion azulada de los tejidos
vascularizados (Radu & Chernoff, 2013).

Durante el procedimiento experimental se siguieron las normas establecidas por la ley
mexicana de proteccion animal para el Uso de Animales de Experimentacion (NOM-062-
Z00-199, Especificaciones Técnicas para el cuidado y Uso de los animales en el
laboratorio).




Tabla 1. Disefio experimental para evaluar el efecto inflamatorio de extractos de N. salicifolia
en grupos de ratones CD-1.

Numero
Grupo de

ratéon
1 1-6
2 7-12
3 13-18
4 19-24
5 25-30
6 31-36
7 37-42
8 43-48
9 49-54
10 55-60
11 61-66
12 67-72

Tratamiento
Control
Vehiculo
(solucién salina)

Positivo (Edema)

Negativo (Edema
+ indometacina)

Extracto de hoja

Extracto de hoja
+ edema

Extracto de tallo

Extracto de tallo
+ edema

Extracto de fruto

Extracto de fruto
+ edema

Extracto de flor

Extracto de flor +
edema

—

Descripcion

Se mantuvieron en condiciones normales en
el bioterio sin recibir tratamiento.
Se inyecto en la pata derecha Unicamente 20
I de solucién salina.
Se inyecto en la pata derecha 20 ul albimina
de huevo al 1% en solucion salina.

Se inyecto en la pata derecha 20 ul albimina
de huevo al 1% en solucion salina 'y se
administré oralmente una dosis Unica de
indometacina 10mg/Kg.

Se administré oralmente por 15 dias extracto
acuoso de hoja.

Se administré oralmente por 15 dias extracto
acuoso de hoja, finalizado el tratamiento se
inyecto en la pata derecha 20 pl albumina de
huevo al 1% en solucion salina.

Se administré oralmente por 15 dias extracto
acuoso de tallo.

Se administré oralmente por 15 dias extracto
acuoso de tallo, finalizado el tratamiento se
inyecté en la pata derecha 20 pl albumina de
huevo al 1% en solucién salina.

Se administré oralmente por 15 dias extracto
acuoso de fruto.

Se administré oralmente por 15 dias extracto
acuoso de fruto, finalizado el tratamiento se
inyecto en la pata derecha 20 ul albimina de
huevo al 1% en solucion salina.

Se administré oralmente por 15 dias diarios
extracto acuoso de flor (50 pl).

Se administré oralmente por 15 dias extracto
acuoso de flor, finalizado el tratamiento se
inyecto en la pata derecha 20 pl albumina de
huevo al 1% en solucién salina.
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Analisis estadistico

Los datos obtenidos en el aumento de la inflamacion por induccion del edema plantar por
ovoalbumina y la concentracion de azul de Evans extravasado en érganos vasculares
(rindn, higado y bazo) en el ensayo de permeabilidad vascular, se expresaron como el
valor de la media (n=6) y se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA)
seguida por una post hoc(prueba de comparacion multiple de Tukey-Kramer), los valores
de la medias se consideraron estadisticamente significativos cuando el valor p< 0.05.

Resultados

Estudio etnobotanico

Se hicieron un total de 50 entrevistas etnobotanicas en la localidad de Limon chiquito.
De acuerdo con las entrevistas etnobotanicas Nectandra salicifolia la conocen
comunmente como Laurel (aunque no es la misma que se utiliza para cocinar). En el
aspecto de uso medicinal de la planta, la mayoria de los entrevistados no conocen algun
tratamiento (20 personas), mayormente la conservan como uso ornamental de sus
hogares (16 personas) (Figura 3). A pesar de la escasa informacion del uso medicinal,
se logré conocer dos usos medicinales que se le da a esta planta; para dolor estomacal
(9 personas) y para agilizar labores de parto (5 personas), estos usos se ven
representado en la figura 3. La estructura que se usa para ambos casos es la hoja,
aproximadamente 20 gramos de esta. La aplicacion de esta terapia alternativa es en
forma de infusion (Tabla 2.).

Usos etnhobotanicos de Nectandra salicifolia

40%

[ Dolorde estomago  [Acelerarparto  ENingunoonosaben @ Ornamental

Figura 3. Grafica de porcentajes de usos etnobotanicos de Nectandra salicifolia en Limon
chiquito, Veracruz.

Tabla 2. Actividad etnofarmacolégica del uso de Nectandra salicifolia.

Enfermedad Estructura por Cantidad Forma de Frecuencia de
por tratar utilizar aplicacién tratamiento
Dolor Hoja Se desconoce Té o infusion Una sola toma
estomacal
Agilizar parto Hoja Se desconoce @ Té oinfusibn = Antesy después
del parto




Recolecta del ejemplar

Se recolecto las cinco estructuras de Nectandra salicifolia (hoja, tallo, flor, raiz y fruto) en
las coordenadas latitud N. 20°40°39” longitud W. 97°16’33” vy altitud: 27 metros sobre
el nivel de mar, de la localidad de limén chiquito. Se herborizo la planta y se elaboré la
ficha descriptiva para el micro-herbario (Figura 4 y 5).

Universidad Nacional Auténoma de México
Facultad de Estudios Superiores Zaragoza
Laboratorio de Terapia Molecular, UMIEZ
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Plantas Medicinales de Veracruz

Region Totonaca
Nombre cientifico: Nectrandra salicifolia {Kunth.) Nees.
Nombre comun: Laurel
Nombre en totonaco: Kgeskga
Familia: LAURACEAE
No. De colecta:1 Fecha: 06/05/2022 Col. Barbosa B.B.D Det.
Coordenadas: Lat. N.20°40°39” Long.W. 97°16°33" Altitud: 27 msnm
Localidad: Ejido Limon Chiquito Municipio: Cazones de Herrera
Datos generales:
Habitat: Parcela, Bosque Tropical Subcaducifolio perturbado y orilla de camino
Abundancia: Medianamente abundante Forma biolégica: Arbol Tamafio5 a6 m
Floracion: Mar.-Jul.  Fructificacion: Agt.-Dic. Ciclo de vida: Perenne
Propagacion: Semilla
Uso (s): Agilizar el parto ¥ para el dolor de estomago
Parte usada:Hoja Preparacion: Cocimiento e infusion
Administracion: Oral Frecuencia:Hasta aliviar el malestar

Figura 4. Ficha descriptiva con datos generales de Nectandra salicifolia en Limén chiquito
Veracruz.

Figura 5. Estructuras de Nectandra salicifolia (hoja, tallo, flor, fruto y raiz) herborizados para
micro-herbario.




Rendimiento del extracto seco de Nectandra salicifolia

Después de evaporar la fase liquida de los extractos hidroalcohdlicos, en la tabla 3 se
muestra el rendimiento calculado de cada una de las estructuras de los extractos de
Nectandra salicifolia, en donde se puede observar que los extractos de fruto y flor
tuvieron el mayor porcentaje de rendimiento de extraccion, siendo 3.6478% y 3.3095%
respectivamente a comparacion de las otras estructuras de la planta.

Tabla 3. Rendimiento de la extraccion de Nectandra salicifolia

Extracto % de rendimiento
hidroalcohdlico
Hoja 2.3823 %
Tallo 1.6535 %
Flor 3.3095 %
Fruto 3.6478 %
Raiz 1.7680 %

Analisis fitoquimico preliminar de los extractos de Nectandra salicifolia

En la tabla (4) se presentan los metabolitos identificados para cada estructura. Se utilizd
la simbologia: (-) ausente, (+) poca presencia, (++) moderada presencia, (+++) (alta
presencia), para indicar el grado en que se presenta el metabolito. En las figuras (6 - 18)
se observa la identificacion de los distintos metabolitos secundarios en las estructuras
de: A) hoja, B) Tallo, C) flor. D) fruto, E) raiz.

Tabla 4. Resultados de pruebas de identificacion de metabolitos secundarios de Nectandra
salicifolia

Nombre de la

Metabolito secundario técnicaempleadao Hoja Flor Tallo Fruto

reactivo
Alcaloides Mayer Je + ++ ++ +++
Wagner +++ + ++ ++ +++
Dragendorff +++ + + ++ +++
Flavonoides Shinoda ++ ++ ++ +++ -
Fenoles Cloruro Férrico +++ +++  +++ ++ ++
Taninos Cloruro Férrico ++ ++ +++ ++ ++
Cumarinas Baljet +++ +++ ++ + +
Glicésidos cardiotonicos Baljet +++ +++ ++ + +
Saponinas Afrosimétrico ++ +/- + S +
Molisch + + + + +++
Esteroides Lieberman-Burchard ++ + +/- ++ ++

—

]
341



Salkowski - + +/- ++ ++

Quinonas Borntrager - - - - -
Sesquiterpenlactonas Hidroxamato férrico + + + ++ ++
Lieberman-Burchard + + + ++ ++

Muy abundante: +++ Abundante: ++ Poca presencia: + Sin presencia: -

o i D ' -
Figura 6. Identificacién de alcaloides utilizando la prueba de Mayer, la presencia de un
precipitado crema indica la reaccion positiva. A) Extracto de hoja. B) Extracto de tallo. C)

Extracto de flor. D) Extracto de fruto. E) Extracto de raiz.

. Bl ™ g =
Figura 7. Identificacion de alcaloides utilizando la prueba Wagner, la presencia de un
precipitado marron indica la reaccion positiva. A) Extracto de hoja. B) Extracto de tallo. C)
Extracto de flor. D) Extracto de fruto. E) Extracto de raiz.

| D) E)
Figura 8. Identificacion de alcaloides utilizando la prueba Dragendorff, la presencia de un
precipitado naranja marrén indica la reaccion positiva. A) Extracto de hoja. B) Extracto de tallo.

C) Extracto de flor. D) Extracto de fruto. E) Extracto de raiz.

]
351

—




/ b) R ‘:';‘,A $
Figura 9. Identificacion de flavonoides utilizando la prueba Shinoda, la presencia de una
coloracion naranja, rojo y amarillo. A) Extracto de hoja. B) Extracto de tallo. C) Extracto de flor.
D) Extracto de fruto. E) Extracto de raiz.

Figura 10. Identificacion de fenoles y taninos utilizando la prueba de cloruro férrico, la
presencia de color verde, marrén y precipitado indica una reaccion positiva. A) Extracto de hoja.
B) Extracto de tallo. C) Extracto de flor. D) Extracto de fruto. E) Extracto de raiz.

la presencia de una coloracion rojo o naranja indica una reaccion positiva. A) Extracto de hoja.
B) Extracto de tallo. C) Extracto de flor. D) Extracto de fruto. E) Extracto de raiz.

Figura 12. Identificacién de carbohidratos utilizando la prueba de Molisch, la presencia de un
anillo color violeta indica la reaccion positiva. A) Extracto de hoja. B) Extracto de tallo. C)
Extracto de flor. D) Extracto de fruto. E) Extracto de raiz.
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Figura 13. Identificacién de saponinas utilizando la prueba afro simétrica, la presencia de
espuma indica una reaccion positiva. A) Extracto de hoja. B) Extracto de tallo. C) Extracto de
flor. D) Extracto de fruto. E) Extracto de raiz.

Figura 14. Identificacién de esteroides utilizando la prueba Sakowski, la presencia de una
coloracién naranja reaccion positiva. A) Extracto de hoja. B) Extracto de tallo. C) Extracto de
flor. D) Extracto de fruto. E) Extracto de raiz.

Figura 15. Identificacién de esteroides utilizando la prueba Lieberman-Burchard, la presencia
de una coloracion azul o naranja indica una reaccion positiva. A) Extracto de hoja. B) Extracto
de tallo. C) Extracto de flor. D) Extracto de fruto. E) Extracto de raiz.

Figura 16. Identificacién de quinonas utilizando la prueba Borntrager, la presencia de una
coloracion roja o rosa indica una reaccion positiva. A) Extracto de hoja. B) Extracto de tallo. C)
Extracto de flor. D) Extracto de fruto. E) Extracto de raiz.

]
371

—



| K » N
Figura 17. Identificacion de lactonas sesquiterpénicas utilizando la prueba hidroxamato férrico,
la presencia de un precipitado marrén indica una reaccion positiva. A) Extracto de hoja. B)
Extracto de tallo. C) Extracto de flor. D) Extracto de fruto. E) Extracto de raiz.

Figura 18. Identificacién de lactonas sesquiterpénicas utilizando la prueba Lieberman-
Bouchard, la presencia de una coloracion violeta oscura indica una reaccién positiva. A)
Extracto de hoja. B) Extracto de tallo. C) Extracto de flor. D) Extracto de fruto. E) Extracto de
raiz.

Cuantificacion de metabolitos primarios y secundarios

Después de la identificacién de metabolitos secundarios en los extractos de Nectandra
salicifolia, se cuantifico los metabolitos primarios y los metabolitos secundarios que su
reaccion fue positiva en las pruebas de identificacion fitoquimicas ademas de corroborar
con su presencia, partiendo de los extractos secos se prepararon a una concentracion
de 5 mg/ml en el solvente que la prueba lo requiera.

En la siguiente tabla (5) se presenta la cuantificacion de los metabolitos primarios de
Nectandra salicifolia expresado en mg/ml. Las pruebas se muestran en las siguientes
figuras (19 - 21).

Tabla 5. Cuantificacién de metabolitos primarios en extractos hidroalcohélicos de Nectandra

salicifolia.
Metabolito Concentracion mg/ml
(expresado como Tallo Hoja Raiz Flor Fruto

equivalente)

Carbohidratos ~ 252041176 850980392 268627451 319607843 B:39215686

(Glucosa)
Lipidos 0.050066079 0.005821586 0.020881057 0.007693833 0.007132159
(Colesterol)
Proteinas 1.3108937  1.24564085 0.544172659 1.10534721 0.594743622
(Albumina)




Figura 19. Cuantificaciéon de carbohidratos en extractos de N. salicifolia. A) Tallo; B) Hoja; C)
Raiz; D) Flor; E) Fruto.

Figura 20. Cuantificacion de lipidos en extractos de N. salicifolia. A) Tallo; B) Hoja; C) Raiz; D)
Flor; E) Fruto.

Figura 21. Cuantificacion de proteinas en extractos de N. salicifolia. A) Tallo; B) Hoja; C) Raiz;
D) Flor; E) Fruto.




En la siguiente tabla (6) se presentan las cuantificaciones de los metabolitos secundarios
expresadas en mg/ml.

Tabla 6. Cuantificacidon de metabolitos secundarios en extractos hidro-alcohoélicos de Nectandra

salicifolia.
Concentracion mg/ml
Tallo Hoja Raiz Flor Fruto

Alcaloides 0.08024519 0.08674654 0.1545463 0 0.01430296

(Brucina)

Compuestos 1.45183824 1.98492647 1.13198529 B8.22757353 1.91139706

fendlicos

(Acido galico)

Taninos 0.46886364 1.12795455 0.271136364 0.81431818 0.25977273
(Acido tanico)

Flavonoides 0.78387097 1.18419355 0.26774194 1.07419355 0.383870968
(Quercetina)

Quinonas 0.05730407 0.07339469 0.03155907 0.06974748 0.04035528
(p-benzoquinona)

Cumarinas 0.00204642 0.00964743 0.01023212 0.09793603 0.002631117
(Umbeliferona)

Glicésidos 0.16788321 0.63300227 0.30010769 4.13784851 0.38207491
cardiotonicos

(Digoxina)

Saponinas 2.19746177 2.02758069 1.34805636 0.67852503 2.52723094
(D-Glucosa)

Esteroides 0.65877312 0.22350023 0.57081642 0.18516013 0.16035183

(Colesterol)
Sesquiterpenlactonas 0.2395472 0.30801534 0.12999817 2.92495892 0.16742742
(Juanislamina)

En las siguientes figuras (22 - 30) se puede observar la coloracién que tomaron las
muestras de los extractos de Nectandra salicifolia ante las pruebas de cuantificacion de
metabolitos secundarios.

Al conocer las concentraciones de los distintos grupos de metabolitos secundarios en los
extractos de Nectandra salicifolia se puede destacar que los metabolitos secundarios con
alta concentracion dentro de las 5 estructuras fueron los compuestos fendlicos y
saponinas.

La estructura que tiene concentraciones moderadas a altas de algunos metabolitos
secundarios fue la flor la cual incluyen a los compuestos fendlicos: 3.22757353 mg/ml,
flavonoides: 1.07419355 mg/ml, taninos 0.81431818 mg/ml, glicdsidos cardiotonicos:
4.13784851 mg/ml y lactonas sesquiterpénicas: 2.92495892 mg/ml.
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El siguiente extracto que presenta concentraciones moderadas o altas de los metabolitos
secundarios es la hoja con las siguientes concentraciones, compuestos fendlicos:
1.98492647 mg/ml, taninos: 1.12795455 mg/ml, flavonoides: 1.18419355 mg/ml,
saponinas 2.02758069 mg/ml y glicésidos cardiotonicos: 0.63300227 mg/ml.

El extracto de tallo tiene concentraciones moderadas con los compuestos fendlicos:
1.45183824 mg/ml, taninos: 0.46886364 mg/ml, flavonoides: 0.78387097 mg/ml,
saponinas: 2.19746177 mg/ml y los esteroides: 0.65877312 mg/ml

Figura 22. Cuantificacion de alcaloides en extractos de N. salicifolia. A) Tallo; B) Hoja; C) Raiz;
D) Flor; E) Fruto.

Figura 23. Cuantificacion de compuestos fendlicos en extractos de N. salicifolia. A) Tallo; B)
Hoja; C) Raiz; D) Flor; E) Fruto.

Figura 24. Cuantificacion de taninos en extractos de N. salicifolia. A) Tallo; B) Hoja; C) Raiz; D)
Flor; E) Fruto.




Figura 25. Cuantificacion de flavonoides en extractos de N. salicifolia. A) Tallo; B) Hoja; C)
Raiz; D) Flor; E) Fruto.

Figura 26. Cuantificacién de quinonas en extractos de N. salicifolia. A) Tallo; B) Hoja; C) Raiz;
D) Flor; E) Fruto.

Figura 27. Cuantificacion de glicésidos cardiotdnicos en extractos de N. salicifolia. A) Tallo; B)
Hoja; C) Raiz; D) Flor; E) Fruto.

Figura 28. Cuantificacion indirecta de saponinas (azucares reductores) en extractos de N.
salicifolia. A) Tallo; B) Hoja; C) Raiz; D) Flor; E) Fruto.
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Figura 29. Cuantificacion de esteroides en extractos de N. salicifolia. A) Tallo; B) Hoja; C) Raiz;
D) Flor; E) Fruto.

Figura 30. Cuantificacién de sesquiterpenlactonas en extractos de N. salicifolia. A) Tallo; B)
Hoja; C) Raiz; D) Flor; E) Fruto.

Actividad antioxidante de Nectandra salicifolia

Se evalud la actividad antioxidante de los extractos hidroalcohdlicos de Nectandra
salicifolia por medio del radical DPPH, en la tabla 7 se muestra el porcentaje de
eliminacién de los extractos hidroalcoholicos de Nectandra salicifolia comparandolo con
un antioxidante como el acido ascérbico con la misma concentracion del extracto (Figura
31). En donde se puede observar que el porcentaje de eliminacién de radicales libre de
los extractos de hoja (95.8516155 %), tallo (93.9715016 %) y flor (91.7602996 %)
presentaron un mayor porcentaje de eliminacion de radicales libres a comparacién del
acido ascorbico (90.0193798 %).

Tabla 7. Actividad antioxidante de extractos hidroalcohdlicos de Nectandra salicifolia por el
ensayo de eliminacion de radicales libres de DPPH.

Concentracién de % de eliminaciéon de

extracto (5 radicales libres

mg/ml)

Tallo 93.971 %

Hoja 95.851 %

Raiz 78.467 %

Flor 91.760 %

Fruto 83.635 %

Acido ascorbico 90.019 %
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A) B) C) D) E) F) G)

Figura 31. Determinacion de actividad antioxidante por DPPH. A) Reactivo de DPPH; B)
Extracto de tallo; C) Extracto de hoja; D) Extracto de raiz; E) Extracto de flor; F) Extracto de
fruto; G) Acido ascorbico.

Evaluacion de efecto antiinflamatorio por inducciéon de edema

Después de inducir el edema plantar a los grupos correspondientes de ratones, se midio
con ayuda de un vernier la longitud de su pata cada 30 minutos, en la siguiente gréafica
(figura 32) se muestra el efecto antiinflamatorio que tuvieron los ratones en el edema
plantar con el tratamiento de los extractos de Nectandra salicifolia. En la tabla 8 se
muestra el incremento de la longitud de la inflamacién de la pata derecha, valor medio
(n=6), en donde se puede observar que los extractos de tallo y flor tiene efecto
antiinflamatorio al inhibir la formacion del edema similar a la indometacina. Los extractos
de hoja y fruto no tuvieron un efecto antiinflamatorio significativo en el edema plantar que
se pudiera percibir en los 120 minutos evaluados.

Efecto antiinfamatorio por induccion de edema con
albumina en la pata trasera derecha en ratones CD-1

0.42

0.4

0.38

0.36

0.34

0.32

0.3

Aumento de la longitod de la pata (cm)

0.28
0 30 60 90 120
Tiempo transcurrido despues de la induccion del edema (min)

e \/chiculo @ 0sitivo e negativo Flor + edema

e Fruto + edema = tgllo + edema = hoja + edema

Figura 32. Gréfica de efecto antiinflamatorio de los extractos hidroalcohélicos de Nectandra
salicifolia.




Grupo tratado

(n=6, media * error estandar de la media).

Incremento de la longitud de la pata (cm)

Tabla 8. Efecto de los extractos de N. salicifolia sobre edema inducido por albimina de huevo

0 min 30 min 60 min 90 min 120 min
Vehiculo 0.300£0.000 0.412+0.016 0.338+0.016 0.324+0.008 0.327+0.012
Positivo 0.322+0.016 0.378+0.019 0.369+0.012 0.3830.009 0.376+0.013
Negativo 0.297+0.008 0.368+0.013 0.348+0.016 0.330+0.006 0.323+0.008
(Indometacina)
EXtLaocjf de 58040018 0.383:0.017 0.379+0.013 0.379+0.024 0.345:0.011
EXtizlcltoo d€ 8510014 0.364+0.016 0.355:0.014 0.328+0.007 0.327+0.005
EXt][fSttg d& 3060006 0.388:0.010 0.360+0.015 0.347+0.010 0.353+0.016
EXtrggtro d& 3040007 0.356:0.005 0.361+0.010 0.347+0.007 0.335+0.008

Evaluacion del ensayo de permeabilidad vascular

Se evalud la permeabilidad vascular de todos los grupos de ratones, en donde se
cuantifico la concentracion de azul de Evans extravasado en los tejidos que se extrajeron,
(bazo, rifiones e higado) (Anexo 2. Figuras de la extravasacion de azul de Evans en
ratones.). Estos organos se eligieron debido a que ante un estimulo inflamatorio la
permeabilidad vascular de estos aumenta, por diversas sefializaciones celulares, para
poder mediar la inflamacién causada por el edema plantar.

En las siguientes graficas (figuras 33, 34 y 35) se presentan la concentracion de azul de
Evans extravasado en cada uno de los grupos de ratones y en la tabla 9 se muestran los
valores medios de la concentracién de azul de Evans extravasado en cada tejido.
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Figura 33. Grafica de concentracion de azul de Evans extravasado en bazo en ratones CD-1.
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Figura 34. Grafica de concentracion de azul de Evans extravasado en rifiones en ratones CD-
1.
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Figura 35. Grafica de concentracion de azul de Evans extravasado en higado en ratones CD-1.

Tabla 9. Concentracién de azul de Evans extravasado en cada tejido (n=6, media + error
estandar de la media).

Grupo tratado Concentracion de azul de Evans pug/g de tejido extravasado

Bazo Rifiones Higado
Control 28.206+2.510 19.392+1.372 22.513+1.998
Vehiculo 32.486+3.911 25.777+5.353 37.323+8.981
Positivo 44.726+11.957 32.409+4.913 30.498+3.841
Negativo 37.657+3.113 24.052+1.767 24.764+5.347
Hoja 31.388+3.134 28.218+6.820 29.170+4.669
Hoja + edema  31.704+5.093 26.749+2.936 31.599+6.571
Tallo 37.754+4.793 30.51446.037 49.481+6.895
Tallo + edema 39.211+4.821 24.173+1.962 28.085+4.223
Fruto 33.186+4.220 24.416+6.170 31.697+3.543
Fruto + edema 35.008+4.706 27.587+6.254 40.751+8.055
Flor 38.434+10.847 25.667+3.239 30.304+2.761
Flor + edema  34.012+4.353 24.829+2.775 34.094+3.326

Analisis de resultados

Estudio etnobotéanico

El estudio etnobotanico de Nectandra salicifolia en la comunidad de limén chiquito
Veracruz nos indica que el uso medicinal es casi nulo. En la figura 3 se muestra que de
las 50 entrevistas etnobotanicas la mayoria de los habitantes (20 personas entrevistadas)
no conocen algun uso terapéutico de esta especie, la mayoria de las personas le da un
uso ornamental (16 personas). Sin embargo, algunas personas (9 habitantes) nos
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indicaron que usan la planta para tratar el dolor estomacal. Por ultimo, el menor
porcentaje lo representa 5 personas que nos indicaron que la usan para agilizar el parto.
En ambos tratamientos los habitantes entrevistados nos indicaron que se usan las hojas
de esta planta (aproximadamente 20 gramos), se toman en infusiones durante el dolor
estomacal y antes de entrar en labor en parto. El uso de Nectandra salicifolia ante estos
padecimientos toma relevancia en este estudio etnobotanico, ya que no se ha tenido
reportes antes estos malestares en especifico.

Aunque la comunidad de limoén chiquito, Veracruz no conoce muchos usos medicinales
de Nectandra salicifolia, se ha reportado que en que esta especie tiene algunas
actividades bioldgicas benéficas. Bohlke et al. (1996) realizaron un estudio de Nectandra
salicifolia donde se evalud la actividad antiplasmodial de los extractos metandlicos de
corteza, raiz y hojas. Se asilaron principalmente 15 alcaloides entre ellos la costaricina a
la cual se le atribuye la actividad antiplasmodial. Este alcaloide esta presente en los
extractos de raiz y corteza. Por otro lado, Slish et al. (1998) hicieron un estudio
etnodirigido y aleatorios para encontrar tratamientos naturales de trastornos
cardiovasculares entre las especies que reportaron actividad vasoactiva se encuentra
Nectandra salicifolia en el extracto de hoja principalmente. Estos dos ultimos estudios
corroboran los usos medicinales que los habitantes de comunidad de limoén chiquito le
dan a esta especie, pues tienen una actividad bioactiva en la relajacion de musculos
lisos, lo que podria relacionarse al dolor de estbmago y aceleracion de partos. Esto
también podria deberse a los compuestos fitoquimicos reportados, principalmente
alcaloides (Grecco et al., 2016), que potencialmente se le pueden atribuir otras
actividades biolégicas como antidepresiva, anticancerigena, antiulcerogénico vy
antiinflamatorios (Bohlke et al., 1996). Esta planta no ha tenido un estudio fitoquimico
detallado, pues no se han identificado otros grupos de metabolitos secundarios presentes
en las estructuras de Nectandra salicifolia, debido a esto fue de tal importancia realizar
las pruebas de identificacion de metabolitos secundarios correspondientes a las
estructuras de hoja, tallo, flor fruto y raiz.

Ensayo fitoquimico preliminar o in situ

Después de los ensayos de identificacion in situ de los metabolitos secundarios
presentes en las estructuras de Nectandra salicifolia se encontraron la presencia de
alcaloides, cuya reaccion fue mas visible en los extractos de hoja, tallo y raiz, lo que
ratifica lo antes reportado por Bohlke et al. (1996) y posteriormente se corroboro con la
cuantificacion de este metabolito secundario. También se identificaron una alta presencia
de compuestos fendlicos en las 5 estructuras de Nectandra salicifolia, hasta donde se
tiene registro, no se ha hecho un andlisis fitoquimico de compuestos fendlicos en N.
salicifolia, los Unicos reportes que se tiene de identificacion de algunos grupos de
compuestos fendlicos, es la identificacion de flavonoides, fenilpropanoides y ligninas
presentes en distintas especies del género Nectandra recopilado en el estudio de Grecco
et al. (2016).




En las identificaciones preliminares de metabolitos secundarios en las estructuras de N.
salicifolia, se identificaron distintos grupos de compuestos fendlicos como los taninos y
cumarinas en las 5 estructuras. Los taninos reaccionan de igual forma que los fenoles
con el cloruro férrico, esta reaccion indica su presencia por la formacion colorimétrica del
color verde la cual no es tan apreciable como el color marron que indica la alta presencia
de compuestos fendlicos, esto puede deberse a la polaridad del solvente en que se uso
para su identificacion en los extractos, pues se modifica la extraccion de estos
compuestos dependiendo la polaridad en que se vea favorecida para la extraccion de
estos metabolitos secundarios. Los flavonoides se identificaron en la flor, tallo y fruto por
ultimo las quinonas no se identificaron en todas las estructuras (tabla 4) sin embargo se
evalud la concentracion de estos metabolitos en las cuantificaciones que se abordara
con mas detalle a continuacion.

El dltimo grupo de metabolitos identificados en N. salicifolia pertenecen a los terpenos
que incluyen lactonas sesquiterpénicas, triterpenos y saponinas, en donde la reacciones
de identificacién fueron visibles en la mayoria de los extractos, exceptuando al extracto
de flor, la cual no fue muy perceptible la reaccion de la prueba afro simétrica de
saponinas, de igual manera el extracto tallo y hoja en la prueba de Salkowski la reaccion
no fue muy perceptible, sin embargo se cuantifico estos metabolitos en los extractos para
corroborar su presencia.

Otra identificacion que indica la presencia de terpenos es la de glicésidos cardiotdnicos,
sin embargo, la reaccion de la prueba no es exclusiva de este metabolito, pues también
identifica las cumarinas ya que en ambos casos lo que se identifica es el anillo lacténico
gue esta presente en estos (Venugopala et al., 2013) (Amaringo-Villa et al., 2011). Por
ultimo, las reacciones de identificacion de las lactonas sesquiterpénicas fueron muy
perceptibles en todas las estructuras.

Se identificaron una gran cantidad de metabolitos secundarios en las estructuras de
Nectandra salicifolia, se corrobora la presencia de alcaloides, como lo reportan Bohlke
et al.,, (1996). Al reconocer la presencia de estos metabolitos secundarios en los
diferentes extractos de la planta, puede significar que tenga propiedades biolégicas que
no se han reportado de esta especie y que en la comunidad de limén chiquito aiin no se
tenga conocimiento. A continuacion, se describe las propiedades biolégicas que tiene
cada metabolito secundario identificado, ademas de conocer la concentracion de estos
en cada extracto.

Cuantificacion de metabolitos en extracto

En la cuantificacibn de metabolitos secundarios se realiz6 a partir del extracto
hidroalcohdlico seco disuelto en el solvente que la técnica lo requiera a una
concentracion de 5 mg/ml. A partir de esta concentracion se cuantifico la concentracion
de metabolitos como equivalentes del patrén empleado para la curva de calibracion

Para la cuantificacion de alcaloides se utilizo la brucina como patron de este metabolito
secundario (Figura 36). La concentracion mas alta se presentd en el extracto de raiz




(0.1545463 mg/ml) seguidas por el extracto de hoja (0.08674654 mg/ml) y tallo
(0.08024519 mg/ ml) (Tabla 6) (Figura 22).

En el estudio reportado por Béhlke et al. (1996), los alcaloides caracterizados que se
aislaron en los extractos metandlicos de Nectandra salicifolia fueron representados como
el porcentaje del peso total de la parte de la planta. En el extracto metandlico de la raiz
se aisl6 un total 827.2 mg de alcaloides en 190 g de raiz lo que represento 0.435%, si
comparamos este porcentaje con el extracto hidroalcohélico de raiz que se hizo en este
trabajo (0.1545463 mg/ml equivalentes de brucina presentes en 5 mg/ml de extracto), el
porcentaje de este es mayor (haciendo el calculo es aproximadamente 3.09%). El
extracto metandlico de hoja y ramas en donde Bohlke et al. (1996) mencionan que se
aislo un total de 6.9 mg de alcaloides caracterizados en 274.3 g de hoja que represento
un porcentaje de 0.0025%, que de igual forma es menor a la calculada de este trabajo
(0.08674654 mg/ml en 5 mg/ml de extracto hidroalcohdlico de hoja, que representa
1.7349%). En este trabajo no se tomé en cuenta la corteza del tronco de la planta, al
contrario de BoOhlke et al. (1996), en donde aislaron 1766.6 mg de alcaloides
caracterizados en 117.5 g de extracto metandlico de corteza de tronco (1.503%).

La diferencia de concentracion de alcaloides puede deberse a distintos factores, como
puede ser el distinto entorno donde crecio la especie, ya que Bohlke et al. (1996) hicieron
su recolectas en la provincia de Puntarenas y la provincia de Limon, ambas localizadas
en Costa Rica. Los extractos de este trabajo fueron recolectados en el ejido de Limon
Chiquito, Veracruz, de esta forma diferencias en el entorno como el tipo de suelo, el clima
y la vegetacion presente, puede alterar la sintesis de los alcaloides. Ademas, el solvente
gue se uso para la elaboracion de los extractos de Nectandra salicifolia fue metabdlico
en el estudio hecho por Bohlke et al. (1996), y en este trabajo se us6 un solvente
hidroalcohdlico, lo que puede modificar la extraccion de los alcaloides.

Como ya se ha abordado anteriormente la presencia de estos alcaloides puede
conferirles a los extractos de Nectandra salicifolia distintas actividades biolégicas, como
una actividad antiplasmodial, antitumoral, analgésico, vaso relajante entre otras (Grecco
et al., 2016). La estructura quimica que tienen los alcaloides le dan esta capacidad de
tener estas actividades bioldgicas (Daley & Cordell, 2021).

Aunque no se tiene registro de analisis fitoquimicos de compuestos fendélicos presentes
de Nectandra salicifolia, este fue uno de los grupos de metabolitos secundarios con
mayor concentracion en los extractos de esta planta, siendo el extracto de flor con la
mayor concentracion (3.22757353 mg/ml) seguida por el extracto hoja (1.98492647
mg/ml), fruto (1.91139706 mg/ml), tallo (1.45183824 mg/ml) y raiz (1.13198529 mg/ml)
(Tabla 6) (Figura 23), el patron utilizado para evaluar la concentracion de compuestos
fendlicos fue el acido galico (Figura 37). Los compuestos fendlicos se han examinado
ampliamente debido a sus actividades biologicas, como anticancerigenas, antioxidantes,
antiinflamatorias, inhibidoras de la oxidacion del ADN, anti hiperglucémicas vy
antimicrobianas (Shahidi & Hossain, 2023). La estructura quimica de los compuestos
fendlicos formada principalmente por un grupo fenilo sustituido por un grupo carboxilico
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con uno o mas grupos hidroxilo le da esta versatilidad de eliminar radicales libres y la
capacidad de quelacién de metales, de esta manera evita algunos problemas celulares
como la oxidacion del ADN al inhibir la escision de la cadena superenrollada inducida por
radicales libres como el hidroxilo y peroxilo. También inhiben la actividad de enzimas que
causan la hiperglucemia. En particular, la a-glucosidasa hidroliza los residuos de a-D-
glucosa unidos a 1,4 de las unidades de disacéridos, lo que permite la absorcion
gastrointestinal (Shahidi & Hossain, 2023).

La concentracion de taninos en los extractos de Nectandra salicifolia presentaron los
siguientes valores, el extracto de hoja (1.12795455 mg/ml) fue la que presento mayor
concentracion seguido por el extracto de flor (0.81431818 mg/ml), tallo (0.46886364
mg/ml), raiz (0.271136364 mg/ml) y fruto (25977273 mg/ml) (Tabla 6) (Figura 24), el
patrén que se uso fue el acido tanico (Figura 38). Este metabolito es uno de los més
importantes dentro de los compuestos fendlicos, ya que tienen la capacidad de unirse a
macromoléculas y formar quelatos con cationes de minerales en donde eliminando
parcialmente cantidades de hierro y cobre (Pizzi, 2019). Estos metabolitos poseen
distintas propiedades que se le pueden atribuir a Nectandra salicifolia a las cuales se
incluyen astringentes, antivirales, antioxidantes, cicatrizantes etc. (Fraga-Corral et al.,
2020).

Los flavonoides presentes en los extractos de N. salicifolia se ven mayormente
representados en el extracto de hoja (1.18419355 mg/ml), flor (1.07419355 mg/ml), tallo
(0.78387097 mg/ml) (tabla 6) (figura 29), el patrén para poder cuantificar los flavonoides
presentes fue la quercetina (Figura 39). Los flavonoides al pertenecer al grupo de los
compuestos fenodlicos comparten actividades biolégicas y como antioxidantes,
antiinflamatorios, etc. (Nishiumi et al., 2011). Shahidi & Hossain (2023), mencionan que
este grupo tiene una alta capacidad de inhibir a-glucosidasa en la regulacién de la
hiperglucemia, posiblemente por los grupos hidroxilo que tienen en sus estructuras.

Entre otros metabolitos que se agrupan dentro de los compuestos fendlicos se
encuentran las quinonas y cumarinas presentes en los extractos de Nectandra salicifolia
(tabla 6). En la cuantificacion de quinonas, la concentracibn mas alta la presento el
extracto de hoja (0.07339469 mg/ml) y flor (0.06974748 mg/ml). Las quinonas, tienen
diversas actividades biolégicas como antiparasitarios, antibacterianos, antifingico,
anticancerigenos, antiinflamatorios (Babula et al., 2009). Dai et al., (2014) reportan
actividad antiparasitaria en distintas antraquinonas aisladas como la aloe-emodina,
también mencionan que la presencia de grupos hidroxilo unidos por enlaces de
hidrogeno le da esta propiedad biol6gica, que aumenta al acetilar al alcohol primario.
Igualmente se menciona que la posicion y el nimero de oxigenaciones del grupo fenilo
influyen en la actividad antiplasmodial.

Por otra parte, las cumarinas presentan la mayor concentracion en la flor (0.09793603
mg/ml). El patron que se uso6 para cuantificar las cumarinas fue la umbeliferona (Figura
40). Entre las propiedades bioactivas de las cumarinas se incluyen actividad
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antiinflamatoria, anticoagulante, antibacteriana, antifingica, antivirales, entre otros
(Venugopala et al., 2013).

Al igual que los compuestos fendlicos, no se tiene registro de analisis fitoquimicos de
metabolitos secundarios terpenoides en Nectandra salicifolia, sin embargo, Grecco et al.
(2016) en su revision de compuestos fitoquimicos de distintas especies del género
Nectandra, reporta la identificacibn de monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
politerpenos y algunos esteroides presentes en distintas estructuras como en hoja,
tronco, frutos, ramas etc., de una variedad de especie pertenecientes a este género
Nectandra, ademas de una variedad de propiedades bioldgicas.

Los glicésidos cardiotonicos en los extractos de N. salicifolia se ve mejor representado
en el extracto de flor (4.13784851 mg/ml) por su alta concentracién seguida por la hoja
(0. 63300227 mg/ml), fruto (0. 38207491 mg/ml), raiz (0. 30010769 mg/ml) y tallo
(0.16788321 mg/ml) (tabla 6) (figura 31). El patron para poder cuantificar a los glicésidos
cardiotonicos fue la digoxina (figura 42). Principalmente estos metabolitos secundarios
tienen las propiedades bioldgicas benéficas para el corazon, a las cuales se incluyen la
insuficiencia cardiaca, la acciéon tonica y fortalecedora del corazén (Gerakaris et al.,
2022). También se ha demostrado que farmacos como la digoxina tiene propiedades
antiinflamatorias al inhibir citocinas proinflamatorias (Meng et al., 2023). También se ha
demostrado que inhibe la produccién de Oxido nitrico y TNF-a inducida por
lipopolisacaridos, ademas de promover la translocacion inducida por lipopolisacaridos
del factor nuclear NF-kB (Liu, 2022).

Las saponinas fue el siguiente grupo terpenoide al ser cuantificado, sin embargo, esta
se hizo de una forma indirecta al cuantificar los azucares reductores, pues como se sabe
la estructura quimica de las saponinas estad compuesta por una aglicona terpenoide
unidos a una azucar como por ejemplo la D-glucosa (Tan et al., 2022), misma que fue
utilizado como patrén para cuantificar a los azucares reductores (Figura 43). El extracto
de fruto obtuvo mayor concentracion (2.52723094 mg/ml), seguido por el extracto de tallo
(2.19746177 mg/ml) y hoja (2.02758069 mg/ml), lo que se corrobora con la prueba afro
simétrica en donde estos tres extractos se formé la espuma después de la prueba (Tabla
4y 6) (figura 13 y 32). Las saponinas tienen diversas propiedades biolégicas a las cuales
se incluyen actividad hemolitica, hipoglucemiante, antinflamatorias, antitumorales,
antibacterianas, antivirales, analgésicas, entre otras (Tan et al., 2022) (Li et al., 2023).
La estructura antes mencionada de las saponinas al tener un componente hidréfilo (la
azucar) y componente lipofilo (la algicona) al interactuar con el agua provoca la espuma
y al interactuar con la membrana celular provoca la hemolisis (Timilsena et al., 2023).
También se ha reportado que las saponinas forman complejos insolubles con 3-B-
hidroxiesteroides y se sabe que interactian con los acidos biliares y el colesterol,
formando micelas mixtas grandes. Se cree que estas funcionalidades dan como
resultado las capacidades de reduccion del colesterol (Timilsena et al., 2023)

Los esteroides en los extractos de Nectandra salicifolia, fue el siguiente grupo de
terpenos en ser cuantificado en las estructuras de la planta, se usé como patron el
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colesterol, ya que este es un precursor de los esteroides vegetales como
brasinoesteroides y fitoesteroles (Tarkowska, 2019) (Figura 44). Los extractos de
Nectandra salicifolia presentaron las siguientes concentraciones; tallo (0.65877312
mg/ml), seguida por la raiz (0.57081642 mg/ml) (tabla 6) (figura 33). Se le atribuyen
ciertas  propiedades  biolégicas como  antitumorales,  inmunosupresoras,
hepatoprotectoras, antibacterianas, reguladoras del crecimiento vegetal, antihelminticos,
citotoxicos y cardiotonicos (Boncan et al., 2020).

El ultimo metabolito secundario pertenecientes a los terpenoides cuantificado en
Nectandra salicifolia fueron las lactonas sesquiterpénicas, que se ve mayormente
concentrado en el extracto de flor (2.92495892 mg/ml), seguida por la hoja (0.30801534
mg/ml) y tallo (0.2395472 mg/ml) (tabla 6) (figura 34). Algunas de las propiedades
bioldgicas que ha demostrado tener las lactonas sesquiterpénicas son; antiinflamatorios,
antipaltdicos, antitumorales, antiulcerosos, neurotoxicos, actividades cardiotonicas y
actividades antineoplasica (Shoaib et al., 2017). Chadwick et al. (2013) reporta que la
unidad a-metilen-y-lactona (aMyL) que incluye un oxigeno con una funcion carbonilo,
presente en las estructuras de las lactonas sesquiterpénicas es el responsable de las
propiedades bioldgicas como el tratamiento de tumores o la regulacion arterial, ya que
tiene el poder de alquilacion sobre los factores de transcripcion y enzimas afectando su
funcionamiento. Se forma tras la oxidacién de C12 para formar la funcién carbonilo,
seguida de la hidroxilacion en C6 o C8, lo que da como resultado la formacién de la
estructura de anillo en un proceso denominado lactonizacion.

Estos metabolitos secundarios presentes en los extractos de N. salicifolia pueden
otorgarle la propiedad antioxidante, principalmente por la estructura quimica que tienen
estos grupos de metabolitos secundarios, la presencia de grupos funcionales como
hidroxilo, metoxilo etoxilo, amino etc., favorecen a la neutralizacion de radicales libres, la
inhibicion de oxidacion lipidica, disminucién del estrés oxidativo en entre otros
mecanismos.

Cuantificacion de metabolitos primarios

Los carbohidratos fueron los metabolitos primarios mejor representados en los extractos
de Nectandra salicifolia (hoja: 3.50980392 mg/ml, fruto: 3.39215686 mg/ml, flor
3.19607843 mg/ml, raiz: 2.68627451 mg/ml y tallo: 2.52941176 mg/ml) (tabla 5). Los
carbohidratos en las plantas pueden derivar a distintos metabolitos como los alcaloides,
compuestos fenolicos y algunos terpenos como las saponinas siguiendo algunas rutas
especificas como la via del shikimato que derivan a los compuestos fenolicos (Sharma
& Gupta, 2020). Esta alta concentracion puede derivar a la sintesis de los metabolitos
antes mencionados, si se sometiera a un estrés fisiologico de la planta provocado, por el
cambio de clima, el tipo de suelo o la contaminacion presente (Al-Khayri et al., 2023).

Las proteinas presentaron las siguientes concentraciones en los extractos (tallo:
1.3108937 mg/ml hoja: 1.24564085 mg/ml raiz: 0.544172659 mg/ml flor 1.10534721
mg/ml y fruto: 0.594743622 mg/ml) (tabla 5). Este metabolito primario puede derivar en
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los alcaloides a partir de los aminoacidos comunes como el triptéfano, la tirosina, acido
aspartico y la lisina. Los extractos de tallo y hoja al tener altas concentraciones de
proteinas pueden derivar a la sintesis de mas alcaloides en la planta que puede ser
causada a la exposicidén de una infecciébn microbiana (Al-Khayri et al., 2023).

Por ultimo los lipidos presentaron las siguientes concentraciones en los extractos de tallo
(0.050066079 mg/ml), hoja (0.005821586 mg/ml), raiz (0.020881057 mg/ml) flor
(0.007693833 mg/ml) fruto (0.007132159mg/ml) (tabla 5). Los lipidos derivan
principalmente en todos los metabolitos que pertenecen al grupo de los terpenos siguen
algunas rutas como la via del mevalonato (Lichtenthaler et al., 2000). Al comparar este
metabolito primario con los carbohidratos y proteinas, la concentracion es baja, esto
puede significar que la planta necesita a los terpenos para cumplir funciones fisioldgicas
0 ecologicas, actuando como defensa ya sea como insecticidas o antifungicos (Al-Khayri
et al., 2023).

Actividad antioxidante de N. salicifolia

El acido ascorbico fue utilizado debido a que es un compuesto altamente antioxidante
basico, de bajo peso molecular, este interviene en la regulacion de niveles de especies
reactivas de oxigeno en su etapa de formacién, el sistema antioxidante del &cido
ascorbico en una célula viva tiene tres lineas de defensa a las cuales incluyen la
eliminacion de radicales libres, biosintesis y activacion de enzimas antioxidantes y la
reparacion del dafio oxidativo. Esta capacidad de eliminador de radicales libres esta
relacionadas al formar un radical estabilizado, lo que permite que el acido ascorbico
reaccione con moléculas mas reactivas a las cuales se incluyen el radical hidroxilo o el
anion radical superoxido y evita que su interaccién con biomoléculas fundamentales para
el funcionamiento celular adecuado (Gegotek & Skrzydlewska, 2022).

La presencia de diversos metabolitos secundarios en los extractos de hoja, flor y tallo
como alcaloides, compuestos fendlicos, flavonoides y taninos puede relacionarse con el
elevado porcentaje de eliminaciéon de radicales libres. Se ha demostrado que los
compuesto fendlicos presente en el extracto de las plantas influye directamente en la
actividad antioxidantes (Losada-Barreiro et al., 2022), esto debido que en su estructura
lleva un anillo aromatico con al menos un grupo hidroxilo, este grupo es importante en la
actividad antioxidante, pues este grupo reduce a los radicales libres ademéas de que
pueden hacer una quelacion de iones metalicos como el hierro, previniendo la generacion
de radicales libres (Mishra et al., 2013). La alta disponibilidad de estos grupos funcionales
debido a la presencia de estos metabolitos secundarios en los extractos de flor, hoja y
tallo de Nectandra salicifolia le da esta alta capacidad antioxidante en la eliminacion de
radicales libres.

La actividad antioxidante es fundamental en los extractos de Nectandra salicifolia puede
ser beneficioso para la salud, debido que pueden prevenir diversas enfermedades, ya
gue el estrés oxidativo es uno de los motivos al causar patologias inflamatorias, al ser
participe de la activacion de diversas cascadas de transduccion de sefiales
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proinflamatorias (Reuter et al., 2010). Los antioxidantes exdgenos como los polifenoles
han demostrado reducir o inhibir algunas sefiales o mediadores inflamatorios en distintas
enfermedades, por ejemplo, la reduccion de niveles de citocinas en la colitis (Sharma et
al., 2014), también reducen la produccion de prostaglandinas E2 en células de fibroblasto
del colon CCD-18 estimuladas por IL-1B (Larrosa et al., 2009). Otros mecanismos
descritos para antioxidantes ante procesos inflamatorios, es la modulacién del NF-kB
(factor nuclear kappa-potenciador de la cadena ligera de las células B activadas) y
STATS3 (transductor de sefial y activador de la transcripcion) e inhibe la expresion de
TLR-2 (receptor tipo peaje-2) (Yahfouifi et al., 2018). Estos mecanismos descritos
pueden ser atribuidos al extracto de hoja que fue el que presento mayor actividad
antioxidante, ademas de tener como referencia las entrevistas de la comunidad de limon
chiquito, en donde se nos indicé que la usan para aliviar el dolor de estémago (tabla 2).
Los extractos de flor y tallo que también demostraron tener una alta actividad antioxidante
podrian también atribuirsele estos mecanismos de accién ante estas enfermedades.

La actividad antioxidante contribuye a disminuir un estado inflamatorio debido a los
distintos mecanismos explicados, ademas de esto los distintos metabolitos secundarios
presentes en los extractos, han demostrado tener distintos mecanismos de accién
antiinflamatorio. Finalmente, con todo lo anterior se busca que los extractos de Nectandra
salicifolia tenga un efecto antiinflamatorio con un modelo de edema plantar que no tenga
efectos secundarios en el funcionamiento fisiolégico.

Efecto antiinflamatorio de N. salicifolia.

En el modelo plantar se puede observar las primeras respuestas fisioldgicas en los 30
minutos después de la induccion del agente inflamatorio, en donde la mayoria de los
grupos de ratones van a presentar un pico en el incremento de la inflamacion en la pata
derecha mientras que el grupo de tratamiento de la indometacina y los extractos de tallo
y flor con la induccién de la inflamacion, inhibieron la formacion del edema de forma
inmediata, estos extractos mostraron un efecto antiinflamatorio de manera més eficaz
gue el farmaco.

Después de transcurrir 90 minutos de la induccion del edema, se hace perceptible el
efecto antiinflamatorio en el grupo tratado con indometacina con el estimulo inflamatorio
(grupo negativo) en comparacion al grupo que solo se indujo el edema plantar (grupo
positivo) lo que nos indica que este modelo inflamatorio no sirve para evaluar el efecto
antinflamatorio de los extractos. El tratamiento del extracto de tallo con estimulo
inflamatorio (tallo + edema) mostro una mayor eficiencia al inhibir la formacion del edema.
Los tratamientos de los extractos de flor y fruto con edema plantar (fruto + edema) (flor+
edema) tuvieron un efecto antiinflamatorio similar, sin superar la eficacia del tratamiento
del farmaco. Mientras que el tratamiento del extracto de hoja apenas empieza a mostrar
un efecto antiinflamatorio al empezar a disminuir la formacion de edema (tabla 8).

Después de transcurrir los 120 minutos de la induccién del edema, corroboramos la
eficiencia del tratamiento del extracto de tallo al inhibir la formacion del edema de forma
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similar que el tratamiento con la indometacina, el tratamiento del extracto de flor también
mostro un efecto antinflamatorio, aunque no fue tan eficiente como el farmaco, regulo el
incremento de la inflamacion al inhibir la formacion del edema durante los 120 minutos,
mientras que el tratamiento de extracto de fruto tuvo un efecto antiinflamatorio que es
apreciable 90 minutos, partir de este tiempo pareciera regularse la formacién del edema.
Por dltimo el tratamiento del extracto de hoja empieza a disminuir la formacién del edema
una vez transcurrido este tiempo, aunque pareciera ser el tratamiento mas ineficiente al
no mostrar un efecto antiinflamatorio inmediato, pareciera regular la inflamacion en un
prolongado plazo (Figura 32).

De acuerdo a la literatura revisada no hay reportes especificos de un efecto
antiinflamatorio de Nectandra salicifolia, sin embargo, esta respuesta se puede relacionar
a la actividad vasoactiva en la relajacion de musculos lisos reportado por Slish et al.
(1999), y con el uso etnomedicinal que le da la comunidad de Limon chiquito al aliviar el
dolor de estobmago y agilizar labores de parto. Ademas, los metabolitos presentes en los
extractos de Nectandra salicifolia que han demostrado tener mecanismos de accion al
inhibir la funciébn de algunos mediadores proinflamatorios reduciendo la actividad
inflamatoria, a continuacién, se explica detalladamente estos mecanismos de accién que
podrian ser las responsables de inhibir la formacién del edema en los tratamientos de los
extractos de tallo y flor.

El extracto de tallo N. salicifolia demostré tener una alta concentracién de compuestos
fendlicos totales, a los cuales se incluyen flavonoides y taninos, estos metabolitos han
demostrado tener una actividad antiinflamatoria al inhibir la sobreproduccién de 6xido
nitrico por sus propiedades antioxidantes (Diaz et al., 2012), el 6xido nitrico es un
mediador inflamatorio en condiciones fisiopatologicas, es formado por una serie de
células diferentes, como las endoteliales, leucocitosy células nerviosas sensoriales, esto
contribuye al aumento de la permeabilidad vascular que permite la migracion de
neutrdfilos al sitio de inflamacién y produzca mas mediadores inflamatorios (Posadas et
al., 2004), la presencia de estos metabolitos podria interrumpir este proceso inflamatorio.
También se ha demostrado que los compuestos fendlicos inhiben la produccion de factor
de necrosis tumoral a (TNF-a) (Diaz et al., 2012), una citocina producida por células
inmunitarias que estimula la produccion de mas mediadores inflamatorios como
prostaglandinas, quimiocinas y otras citocinas, estimulando la inflamacién aguda (Patil
et al.,, 2019). Las saponinas también son antiinflamatorios, ya que inhibe la funcion
ciclooxigenasa inducida (COX-2) (Zhu et al. 2013) (Tan et al., 2022), disminuyendo la
produccion de prostaglandinas, y el Oxido nitrico sintetasa inducible (iINOS). Las
saponinas también han demostrado inhibir citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-13
e IL-6, reduciendo la liberacibn de mas mediadores proinflamatorios ademas de la
estimulacién de prostaglandinas (Patil et al., 2019)

El extracto de flor de N. salicifolia tiene altas concentraciones en compuestos fenolicos,
gue se incluyen los flavonoides y taninos, glicésidos cardiotdénicos vy
sesquiterpenlactonas. Ademas de los mecanismos de accion antiinflamatorio ya
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mencionados de los compuestos fendlicos, algunos otros posibles mecanismos
antiinflamatorios que se le puedan atribuir al extracto de flor por su alto contenido de
glicosidos cardiotonicos, que se ha demostrado que tiene efecto benéficos contra
enfermedades cardiovasculares, sin embargo también se ha demostrado el efecto
antiinflamatorio al inhibir citocinas proinflamatorias como IL-17A, IL-1B, TNF-q,
responsables de estimular la inflamacién aguda, como se ha explicado anteriormente
(Meng et al., 2023). También la alta concentracion de lactonas sesquiterpénicas induce
un efecto antiinflamatorio, ya que se ha descrito que inhiben la fosforilacion de IkB, que
inhibe la via del factor nuclear kappa beta (NF-kB), que es la encargada de regular la
transcripcion de citocinas inflamatorias junto a genes que codifican a COX-2, iNOS,
moléculas de adhesion celular, receptores inmunolégico y receptores de factores de
crecimiento (Patil et al., 2019). También se ha demostrado que las lactonas
sesquiterpénicas que inhiben la produccion de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y
la interleucina-6 (IL-6) (Matos et al.,2020).

Ensayo de permeabilidad vascular

Se evallo la permeabilidad vascular de los ratones con el colorante de azul de Evans,
en los érganos de bazo, riflones e higado, ya que estos al ser 6rganos vascularizados
pueden alterar su permeabilidad vascular para cumplir diversas funciones fisioldgicas.

En el grupo control el 6rgano que mostro mas extravasacion vascular del azul de Evan
fue el bazo (28.206 pg/g tejido extravasado) seguida del higado (22.513 ug/g tejido
extravasado) y los rifiones (19.392 ug/g tejido extravasado) (tabla 9). La posible razén
por la que el riidn puede presentar menor concentracion del colorante, lo detallan
Tsopelas et al. (2002), en la que se reporta que en el higado se empieza el proceso de
eliminacion del azul de Evans que circula en el torrente sanguineo, lo cual evita la
coloracion de la orina en el sistema urinario, este sistema es regulado por los rifiones.

En el grupo del estimulo inflamatorio sin algun tipo de tratamiento (positivo) el bazo
presento una mayor concentracién de azul de Evans extravasado 44.726 ug/g de tejido,
seguido por lo rifiones 32.409 ug/g de tejido y el higado 30.498 ug/g de tejido (tabla 9).
El bazo y el higado ante un estimulo inflamatorio alteran su permeabilidad vascular, el
bazo es un érgano inmunitario que almacena linfocitos T y B, estas células inmunitarias
ante un estimulo inflamatorio migran desde el bazo hacia el sitio donde proviene la
respuesta inflamatoria por el torrente sanguineo (Mescher, 2013). Mientras el higado
también tiene una funcién inmunitaria, en este 6rgano se almacenan células Kupffer que
igual cumple un papel importante al mediar la respuesta inflamatoria (Le Guelte &
Gavard, 2011). Aunque los rifiones no cumplan un papel especifico para regular la
respuesta inflamatoria, al ser un 6rgano vascularizado puede alterar la permeabilidad de
sus células endoteliales debido a la alta produccion de sustancias vasoactivas como la
histamina y serotonina (Barung et al., 2021)

El grupo de ratones que fueron tratados con la indometacina mostraron una disminucién
de concentracién de azul de Evans con respecto al grupo positivo. El bazo presento
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mayor concentracion (37.657 pg/g de tejido), seguida por el higado (24.764 ug/g de
tejido) y el rifidn (24.052 ug/g de tejido) (tabla 9). La indometacina ha demostrado actuar
en la permeabilidad vascular, demostrando la capacidad de inhibir el paso de los
leucocitos a través de las paredes vasculares hasta el sitio de inflamacion, esto debido
a que la indometacina inhibe la ciclooxigenasa 2 (COX-2) que a su vez inhibe la
produccion de prostaglandinas que induce el aumento de permeabilidad vascular
(Gliszczynska & Nowaczyk, 2021). Esta diminucion de la concentracion de azul de Evans
en los érganos de ratones tratados con el farmaco antiinflamatorio nos indica que este
ensayo no sirve para evaluar la actividad antiinflamatoria en los extractos de Nectandra
salicifolia.

La concentracion de azul de Evans extravasado en los 6rganos de los ratones en el grupo
con el tratamiento del extracto de hoja sin edema aumenta a comparacion de los érganos
del grupo control, pero sin superar al grupo positivo, esto nos indica que el tratamiento
de hoja sin estimulo inflamatorio altera moderadamente la permeabilidad vascular de los
organos (bazo: 31.388 ug/g de tejido, rifion 28.218 ug/g de tejido, higado 29.170 ug/g de
tejido). Mientras que el tratamiento del extracto de hoja ante un proceso inflamatorio (hoja
+ edema) va a mantener permeabilidad vascular de una forma estable en todos los
organos, ya que no incrementa demasiado la concentracion de azul de Evans
extravasado en los 6rganos (bazo: 31.704ug/g de tejido, rifion 26.749 ug/g de tejido,
higado 31.599 pg/g de tejido). Esto nos indica que el tratamiento del extracto de hoja
puede tener un efecto antiinflamatorio de forma prolongada al comenzar la inhibicion del
edema después de transcurrir 120 minutos, que se ve reflejado en mantener o disminuir
la permeabilidad vascular por la concentracion de azul de Evans extravasado (tabla 9).

El tratamiento del extracto de tallo en el grupo de ratones sin estimulo inflamatorio. Se
puede percibir un aumento en la concentraciéon de azul de Evans en comparacion al
grupo control (bazo: 37.754 pg/g de tejido, rifdn: 30.514 ug/g de tejido, higado: 49.481
Hg/g de tejido). Lo que nos indica que este tratamiento altera el funcionamiento de estos
organos al alterar su permeabilidad vascular, se infiere que estas altas concentraciones
se deben al procesamiento de algunos componentes que tiene el extracto de tallo, al no
tener un uso especifico en el organismo del ratén, la alta concentraciéon en el higado
podria indicar que este tratamiento tenga un efecto nocivo sobre este érgano. Sin
embargo, el tratamiento del extracto de tallo ante un estimulo inflamatorio (tallo + edema)
va a disminuir las concentraciones de azul Evans extravasado en el higado y los rifiones,
en el bazo aumenta moderadamente por el proceso inflamatorio (bazo: 39.211, ug/g de
tejido, rindn: 24.173 ug/g de tejido, higado: 28.085 ug/g de tejido). Esto nos indica el
efecto antiinflamatorio que tiene el extracto de tallo al inhibir de forma eficiente la
formacion del edema en todo el proceso inflamatorio y que se ve reflejado en la
disminucién en la concentracion de azul de Evans lo que indica una permeabilidad
vascular estable en un proceso inflamatorio.

El tratamiento del extracto de fruto sin un estimulo inflamatorio, aumento moderadamente
la concentracion de azul de Evans extravasado en los organos comparandolo grupo
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control (bazo: 33.186 ug/g de tejido, rifion: 24.416 ug/g de tejido, higado; 31.697 ug/g de
tejido). Lo que nos indica que este tratamiento altera moderadamente la permeabilidad
vascular. El tratamiento del extracto de fruto con estimulo inflamatorio, la concentracion
de azul de Evans extravasado en los érganos incremento en todos los érganos, en el
higado de igual forma que en el extracto de tallo pareciera tener un efecto nocivo en este
(bazo: 35.008 pg/g de tejido, rifidn: 27.587 ug/g de tejido, higado: 40.751 pg/g de tejido).
A pesar de que incremento la permeabilidad vascular, ya que es un proceso normal ante
una respuesta inflamatoria, la concentracion de azul de Evans extravasado en el bazo y
los rifiones no supera a las concentraciones obtenidas en los 6érganos del grupo que solo
se le indujo la inflamacion (positivo). Esto nos indica que el extracto de fruto tiene un
efeto antinflamatorio al inhibir la formacion del edema a los 90 minutos y que se ve
reflejado en la alteracion moderada de la permeabilidad vascular ante un proceso
inflamatorio, sin embargo, este efecto no es tan eficiente como un farmaco
antiinflamatorio.

El tratamiento del extracto de flor sin estimulo inflamatorio mostro un aumento en la
concentracion de azul de Evans extravasado en todos los 6rganos con respecto al grupo
control (bazo: 38.434 ug/g de tejido, rifiones 25.667 ug/g de tejido higado: 30.304 ug/g
de tejido). Lo que nos indica que el tratamiento del extracto de flor sin estimulo
inflamatorio altera la permeabilidad vascular moderadamente. El tratamiento del extracto
de flor ante un estimulo inflamatorio disminuyo la concentraciébn de azul de Evans
extravasado en los érganos de bazo y en los rifiones, y aumenta moderadamente en el
higado (bazo:34.012 ug/g de tejido, rifidn 24.829 ug/g de tejido higado:34.094 ug/g de
tejido). Finalmente, el tratamiento de los extractos de flor tiene un efecto antiinflamatorio
al inhibir la formacion del edema durante los 120 minutos teniendo un efecto inmediato
a los 30 minutos, y esto se ve reflejado en la regulacion de la permeabilidad vascular en
los distintos 6rganos que se evalud en este ensayo.
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Conclusiones

El uso etnobotanico de Nectandra salicifolia en la localidad de Limon chiquito es
casi nula, sin embargo, se conocieron dos usos etnomedicinales especificos para
aliviar el dolor de estbmago y agilizar los partos que no habian sido reportados,
este uso terapéutico ante estos padecimientos puede relacionarse con un efecto
antinflamatorio.

En la cuantificacion de metabolitos secundarios, la alta concentracion de
compuestos fendlicos y presencia de metabolitos secundarios con actividad
antioxidante como las cumarinas, quinonas, alcaloides, flavonoides y taninos
presentes en los extractos de tallo, hoja y flor de Nectandra salicifolia se le atribuye
la alta capacidad antioxidante que mostraron estos.

Las altas concentraciones de saponinas ademas de la presencia de otros
metabolitos como alcaloides, glucdsidos cardiotdnicos y esteroides presentes de
en los extractos de tallo, hoja y fruto de Nectandra salicifolia se le puede atribuir
el efecto antiinflamatorio.

La alta concentracion de lactonas sesquiterpénicas y glucésidos cardiotonicos en
el extracto de flor pueden ser las causantes del efecto antiinflamatorio mostrar una
inhibicion eficiente en la formacién del edema que se ve reflejado en la regulacién
de la permeabilidad vascular.

El extracto de tallo tuvo un efecto antiinflamatorio al inhibir de forma eficiente
formacion del edema de similar a la que tuvo el farmaco antiinflamatorio comercial
(indometacina), que es atribuida a los compuestos fendlicos, flavonoides,
alcaloides, esteroides saponinas. Sin embargo, este efecto altera la permeabilidad
vascular de 6rganos vasculares lo que puede indicar una modificacion en las
funciones de estos 6rganos.
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Anexo 1. Formato de entrevista etnobotanica

Universidad Nacional Autonoma de México ¢

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza
Unidad Multidisciplinaria de Investigacion, L.7. P.A. Terapia Molecular <

2

ENTREVISTA ETNOBOTANICA

No. De entrevista:
Fecha:

Nombre del entrevistado: Edad: Sexo:

1.- ¢ Qué enfermedades ha padecido y cuales han presentado sus familiares mas cercanos?

2. ¢Qué alimentos consume regularmente?

3.- ¢Con que nombre (s) conoce a la planta?

4.- ;Cuadl es el uso que usted le ha dado a la planta?

5.- ¢ Conoce algun otro uso de la planta?

6.-  Cémo supo usted del uso medicinal de la planta? ; Quién le recomendé el uso?

7.- ¢ Qué parte de la planta uso? ; Tuvo una preparaciéon? ; se usa sola o combinada?

8.- ¢ Le advirtieron sobre algun efecto adverso sobre el uso de la planta?

9.- ;Coémo fue su aplicacion?

10.- ;Como inicio y progreso su padecimiento?

11.- ¢ Cuanto tiempo transcurrido desde la deteccion del problema hasta el inicio del tratamiento?

12.- Cuanto duro el tratamiento y con qué frecuencia?

13.- ¢ Cuales fueron sus observaciones mas importantes durante el tratamiento?

14.- ; Ademas de utilizar la planta, tenia otro tratamiento? ; Cual era?

15.- ¢ Presento algunas molestias durante el uso?

16.- ; Al término del tratamiento usted ha observado nuevas lesiones?

Nota:

——
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Anexo 2. Figuras de la extravasacion de azul de Evans en ratones.

Figura 36. Extravasacion del azul de Evans en érganos vasculares de ratones CD-1: A) Raton
del grupo sin edema plantar sin extravasacion vascular del colorante B) Raton del grupo con
edema de solucion salina con poca extravasacion vascular del colorante.

Figura 37. Extravasacion del azul de Evans en 6rganos vasculares de ratones CD-1: A) Ratén
del grupo con edema plantar con mucha extravasacion vascular del colorante B) Ratén del
grupo con edema plantar y con tratamiento de indometacina con moderada extravasacion

vascular del colorante.




Figura 38. Extravasacion del azul de Evans en érganos vasculares de ratones CD-1 con
tratamiento del extracto de hoja de N. salicifolia: A) Ratdn del grupo sin edema con mucha
extravasacion vascular del colorante B) Raton del grupo con edema plantar con moderada

extravasacion vascular del colorante.

Figura 39. Extravasacion del azul de Evans en 6rganos vasculares de ratones CD-1 con
tratamiento del extracto de tallo de N. salicifolia: A) Raton del grupo sin edema con alta
extravasacion vascular del colorante B) Raton del grupo con edema plantar con moderada
extravasacion vascular del colorante.




Figura 40. Extravasacion del azul de Evans en 6rganos vasculares de ratones CD-1 con
tratamiento del extracto de fruto de N. salicifolia: A) Raton del grupo sin edema con poca
extravasacion vascular del colorante B) Raton del grupo con edema plantar con alta
extravasacion vascular del colorante.

Figura 41. Extravasacion del azul de Evans en 6rganos vasculares de ratones CD-1 con
tratamiento del extracto de flor de N. salicifolia: A) Ratén del grupo sin edema con poca o nula
extravasacion vascular del colorante B) Raton del grupo con edema plantar con alta
extravasacion vascular del colorante.




