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1. RESUMEN

Vitex mollis se encuentra en el sur del estado de Morelos, en la Reserva de la Biosfera
Sierra de Huautla, se le conoce cominmente como coyotomate, los habitantes de la
REBIOSH comentan que posee propiedades antinflamatorias. El objetivo de este estudio
fue el evaluar la capacidad antiinflamatoria de extractos de polaridad ascendente de la
especie vegetal Vitex mollis Kunth utilizando dos modelos in vivo; edema inducido por
13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA) y edema plantar inducido con carragenina
utilizando ratones ICR. El extracto de acetato de etilo (VMACOELt) present6 el mayor
porcentaje de inhibicion del edema (71.41% + 1.22) a una dosis de 1 mg/oreja. Del
fraccionamiento quimico de VMACOEt se obtuvieron las subfracciones VMC1R12 y
VMCI1R13 las cuales inhibieron el edema en 74.79% + 152 y 75.27% = 1.91
respectivamente, semejantes a la inhibicion del control positivo (indometacina 81.21%
+0.75). Mientras gque en el modelo de edema plantar se administraron los tratamientos de
VMACOEt (500 mg/Kg), VMC1R12 y VMC1R13 a una dosis de 50 mg/kg, de los cuales,
las fracciones VMC1R12 y VMC1R13 lograron reducir significativamente (*p<0.05) el
edema en comparacién con el VEH a las 4 h después de la administracién de carragenina
(4%), estas dos fracciones mostraron un porcentaje de inhibicién del edema mayor (16.8
% y 14.03 %, respectivamente) en comparacion al control positivo (meloxicam) que fue
administrado a una dosis de 10 mg/kg y tuvo un porcentaje de inhibicion del edema de
9.64%. Por otro lado, las sub-fracciones VMC3R3, VMC3R6 y VMC4R6-F31 aisladas
de VMC1R13 fueron analizadas en cromatografia liquida de alta resolucion, cuyo analisis
permitio la identificacion de los compuestos de acido cafeico, una mezcla de quercetina
y luteolina, y apigenina, respectivamente. Estos metabolitos son de importancia médica,
por lo cual se exhibe a Vitex mollis como una alternativa interesante, en la bisqueda de
tratamientos para enfermedades que tienen como sustrato fisiopatolégico a la

inflamacion.




2. INTRODUCCION

La inflamacidn constituye una respuesta natural, en esencia pretende liberar al cuerpo de
una lesion celular y de las consecuencias que ésta conlleva. Una vez, determinada la
lesion celular se inicia una cascada bioquimica y proliferacion de células mediadas por
agentes quimicos, los cuales provocan cambios en la microvasculatura, asi como, un
aumento de leucocitos y de este modo se presenta la inflamacion aguda (Regal et al.,
2015). Pero si la inflamacion se transforma en un proceso cronico, se convierte en un
problema de salud grave, ya que, forma parte de varias enfermedades de alto impacto
como el cancer, la artritis, o el Alzheimer entre muchas otras (Salinas-Sanchez et al.,
2012). Su tratamiento esta basado principalmente en antiinflamatorios no esteroidales
(AINES) y corticoides (Olsen y Stein, 2004). Sin embargo, muchos de estos farmacos a
pesar de ser eficaces y generan efectos colaterales adversos, que van desde molestias
gastricas, hepatotoxicidad y toxicidad de la médula dsea entre otros. Todo lo anterior,
genera deterioro de los pacientes, que se suma a la condicion incapacitante del
padecimiento (Saag et al., 2008). La medicina tradicional se ha utilizado para atender las
demandas de salud humana y hoy en dia podria considerarse como la fuente mas
importante de nuevos compuestos. Un ejemplo es Vitex mollis Kunth (Verbenaceae), la
cual se ha utilizado como tratamiento para inflamacion, fiebre, diarrea, disenteria y
célicos abdominales y en algunos casos el fruto se usa como tratamiento para picadura de
escorpiones (Meena et al., 2011; Osuna et al., 2005). Se ha comprobado que esta especie
vegetal posee propiedades como antiespasmadicas, antiprotozoarias, analgésicas,
antioxidantes, y antinflamatorias (Morales del Rio et al., 2015; Meena et al., 2011; Pio-
Ledn et al., 2014). Ademas, el género Vitex contiene compuestos bioactivos, como
iridoides, flavonoides, diterpenoides, y fitosteroides (Meena et al., 2011; Cuevas-Juarez
et al., 2014; Padmalatha, et al., 2009). Las plantas que poseen compuestos con actividad
farmacoldgica sobre el sistema inmune son de gran interés por su potencial terapéutico
sobre diferentes enfermedades. El objetivo del presente trabajo fue medir el efecto
antinflamatorio de V. mollis Kunth en dos ensayos farmacolégicos: induccion de edema
en el pabellon auricular de raton por 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA) y

edema plantar en ratén inducido con carragenina.




3. ANTECEDENTES

3.1 Inflamacién

La inflamacién es un mecanismo de proteccion del sistema inmunoldgico del organismo,
ante las agresiones del entorno que provoca una lesion celular o de los tejidos vasculares.
Esto se debe a agentes patdgenos como lo pueden ser bacterias; de igual forma se puede
producir por traumatismos, sustancias quimicas, entre otros agentes patoldgicos (Barreno,
2008). Es un proceso tisular que actla en defensa frente a dichas agresiones que pretende
eliminar la causa inicial de la lesion, eliminar el tejido dafiado para asi generar tejido
nuevo. Es de gran interés debido a que la respuesta inflamatoria se ve involucrada en la
patogénesis de muchas enfermedades de importancia médica como lo son el céncer,
diabetes mellitus, hipertension arterial, entre otras (Grossman & Porth 2013).

La inflamacidn se divide en aguda y cronica. La inflamacion aguda se caracteriza por ser
de duracion corta, puede durar de minutos a dias, mientras que la inflamacién crénica

puede durar de meses hasta afios.

3.2  Manifestaciones clinicas

Existen signos o sintomas cardinales que caracterizan la inflamacion los cuales son: rubor
(eritema), tumor (tumefaccion), calor (aumento de la temperatura) y dolor, aunque
recientemente se agregd un quinto signo cardinal; fuctio laesa o pérdida de la funcién
(Barreno, 2008). En algunos casos se pueden presentar manifestaciones sistémicas como
puede ser fiebre.

Entre las causas de los signos mencionados pueden ser por la acumulacion leucocitaria

y proteinas plasmaticas en el sitio de la lesion o de la infeccion (Gonzéles-Costa, 2018).

3.3 Inflamacion aguda

Nos referimos a una inflamacion aguda cuando el proceso se lleva a cabo en minutos o
hasta varios dias, en donde diversos mecanismos de respuesta inmune innata activan la
respuesta inmune adquirida. En esta inflamacion hay una migracion de leucocitos
(principalmente neutrofilos) hacia los tejidos extravasculares, de igual forma se
caracteriza por el exudado de fluido y los componentes del plasma (Regal et al., 2015).
Esta inflamacidn se puede producir por distintos factores ya sean infecciosos, por disparos
autoinmunes, por traumatismos y por agentes fisicos o quimicos. Consta de dos fases: la

fase vascular y la fase celular.




3.4 Fase vascular

Esté caracterizada por modificaciones en la estructura de los vasos sanguineos pequefios
que se encuentran en el sitio de la lesion. Primero se da una vasoconstriccién momentanea
seguida rapidamente de una vasodilatacion, esta ultima modifica la funcion de las
arteriolas y las venas, provocando un incremento del flujo sanguineo capilar, lo que
conlleva a generar 2 de los signos cardinales previamente mencionados; calor y eritema.
También existe un escape de fluido rico en proteinas (exudado) hacia los espacios
extravasculares, esto se debe a un aumento de la permeabilidad vascular y ocasiona una
reduccion de la presion osmotica capilar y a su vez incrementa la presion osmatica
intersticial; lo que conlleva a generar un flujo de salida intenso del exudado y su
acumulacion en espacios tisulares. Este fendmeno produce otros signos cardinales:

tumefaccion y dolor (Grossman & Porth, 2013).

3.5  Fase celular

En esta fase, el sitio de lesion se ve infestado de leucocitos, principalmente de neutrofilos,
los cuales actan en defensa del hospedero. Los leucocitos siguen un proceso de adhesion
y marginacion (acumulacion leucocitaria), en el cual participan moléculas
complementarias como selectinas e integrinas y permiten el paso al espacio vascular hacia
el tejido extravascular en las superficies de leucocitos y el endotelio; después sigue la
migracion de los leucocitos por los tejidos hasta el sitio de lesidn mediante la quimiotaxis
o también llamada locomocién orientada.

Después de la lesion tisular, se desencadenan respuestas leucocitarias, fagocitosis y de
eliminacién celular. Primero se lleva a cabo el recubrimiento de un antigeno con
anticuerpo para la facilitacion de unién (opsonizacion), para después activar a los
receptores que realizan la sefializacion intracelular y el ensamblaje de actina en el
neutrdfilo, esto forma seuddpodos que rodean al microbio al interior de un fagosoma, este
ultimo se funde con un lisosoma intracelular para dar formar un fagolisosoma el cual
liberara enzimas lisosomicas y radicales de oxigeno para culminar con el proceso al

eliminar al microbio (Grossman & Porth, 2013).

3.6  Inflamacion cronica
A lo contrario de la inflamacion aguda, la inflamacion crénica puede durar semanas,
meses e incluso afios (Regal et al., 2015). Puede ser originada por distintas razones, por

ejemplo, como consecuencia de una inflamacion aguda persistente, o por respuestas




subitas incapaces de controlar un proceso inflamatorio agudo (Villalba, 2014). La
caracteristica principal de la inflamacion cronica es la infiltracion por macrofagos y
linfocitos, en comparacion de la inflamacion aguda, donde los neutr6filos son los
protagonistas. También hay proliferacion de fibroblastos, en lugar de exudados. Todos
los agentes que participan en esta inflamacion son persistentes de bajo grado, incapaces
de penetrar a profundidad y no se dispersan con rapidez, como resultado, el riesgo de
cicatrizacion y deformidad es mayor que en la inflamacion aguda. Existen diversas causas
para la inflamacidn crénica, algunos pueden ser agentes extrafios al organismo, al igual
que virus y bacterias, sin olvidar que existe la posibilidad de que los propios mecanismos
inmunitarios desempefien un papel importante en esta inflamacion. Existen dos tipos;

inflamacién croénica inespecifica y la inflamacion granulomatosa.

3.7 Inflamacion cronica inespecifica

En esta existe un exceso de macrofagos y linfocitos en el sitio de lesion. A su vez, se
producira una proliferacion de fibroblastos, con formacion subsecuente de una cicatriz,
que en muchas ocasiones va a sustituir al tejido conectivo normal o a los tejidos

parenquimatosos funcionales en las estructuras dafiadas.

3.8 Inflamacién granulomatosa

Un granuloma, es una lesion pequefia en la que existe una acumulacion de macréfagos
circundados por linfocitos. Los macréfagos modificados, actia de forma similar a las
células epiteliales y denominandose de células epitelioides. Estas células, derivan de los
monocitos de la sangre, que se transforman en macrdfagos en el sitio de la lesion. Este
tipo de inflamacion se ve implicada por cuerpos extrafios al igual que por
microorganismos, los cuales tienen la similitud de digerirse de manera deficiente y no
suelen controlarse con facilidad mediante otros mecanismos inflamatorios. Las células
epitelioides al acumularse forman una gran célula multinucleada que circunda al agente

extrafio; denominadas células gigantes de cuerpo extrafio.

3.9  Fisiopatologia

Como se mencion0 anteriormente, la inflamacion es una respuesta rapida y que involucra
procesos humorales y celulares; es una respuesta benéfica siempre y cuando exista una
homeostasis entre células y mediadores. Consta de diversos procesos como

vasodilatacion, que ademas del incremento de la permeabilidad microvascular, aumentan




la disponibilidad de nutrientes y de oxigeno en el sitio de inflamacidn; esto acompariado
de cambios hemodinamicos que producen los 5 signos cardinales de la inflamacion.

Cuando es producida la respuesta ante la lesion, el organismo presentara cambios en
distintos sistemas; por ejemplo, en el sistema cardiovascular provocara taquicardia,
aumento de contractilidad y aumento del gasto cardiaco; de igual forma se presentan
cambios neuroendocrinos; liberacion de catecolaminas, insulina, hormona de
crecimiento, entre otras. La intensidad o la repeticion de la lesion llegan a provocar la
pérdida del control local, provocando una inflamacién sistémica denominada SIRS. Esta
puede ser causada por infecciones (por virus, bacterias, etc.) o por causas no infecciosas
como traumatismos, o propias del sistema inmune. EI SIRS comprende 3 fases para su
desarrollo. En la fase 1 después de la lesion, son liberadas citocinas que dan inicio a la
respuesta inflamatoria, estas se encargan de reparar los tejidos dafiados y reclutan células
reticuloendoteliales. En la fase 2, pequefias cantidades de citocinas son liberadas en la
circulacion para reforzar la respuesta local. Ademas, otras células inflamatorias
(macrdfagos y trombocitos) para generar factores de crecimiento. Hay una disminucion
de los mediadores proinflamatorios y se liberan los antagonistas endégenos, dando paso
a una respuesta de fase aguda. Manteniendo el proceso, se completa la cicatrizaciéon, la
infeccion es resuelta y nuevamente entra en homeostasis. Cuando este equilibrio no se
restablece, se da la fase 3, que también es conocida como reaccién sistémica masiva.
Citocinas activan cascadas humorales de mediadores inflamatorios que perpetdan la
activacion del sistema reticulo endotelial lo que provoca perdida de la integridad micro-

circulatoria y una diseminacion de la lesion en 6rganos cercanos.

3.10 Proceso inflamatorio

3.10.1 Vasodilatacion
El inicio de la respuesta inflamatoria se da con una vasodilatacion, la cual es una
caracteristica del proceso, que se manifiesta con los signos cardinales de eritema, y calor
en el sitio afectado. Gracias a la vasodilatacion los mediadores y células inflamatorias
actian mas facilmente. El 6xido nitrico (NO) y las prostaglandinas vasodilatadoras son
las que regulan la vasodilatacion. EI NO provoca la relajacion muscular lisa a través de
la formacion de Monofosfato ciclico de Guanosin (GMPc). Otro de los productos que se
generan durante el proceso inflamatorio, es el acido araquidonico (AA), que a través de
la enzima ciclooxigenasa generan algunas de las prostaglandinas vasodilatadoras, como:
prostaciclina (PGI2), PGD2, PGE2 Y PGF2a (Garcia de Lorenzo et al., 2000). La




vasodilatacion involucra inicialmente arteriolas seguida de aperturas microvasculares, sin
embargo, en casos de inflamacion sistémica grave la vasodilatacion puede provocar dafios

severos como hipotension sistémica y shock (Sherwood & Toliver-Kinsky, 2004).
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Figura 1. Produccion de prostaglandinas vasodilatadoras a través de las acciones de
las fosfolipasas y ciclooxigenasas. COX: ciclooxigenasa; PG: prostaglandina.
(Sherwood & Toliver-Kinsky, 2004).

3.10.2 Formacién de edema
Al igual que la vasodilatacion, el edema es formado en las primeras etapas del proceso de
inflamacion. Es causado por el flujo rico en proteinas a través de los vasculares, y es el
resultado de mediadores como la histamina, bradicinina, leucotrienos, entre otros.
Ademas, estos mediadores alteran la funcion de los vasos sanguineos y aumentan la

permeabilidad de capilares y vénulas para el agua y proteinas (Regal et al., 2015).

3.10.3 Migracion leucocitaria

Ante la respuesta a la lesion, los neutréfilos son los primeros y mas abundantes leucocitos
en llegar a la zona o el area afectada. Viajan desde el espacio intravascular hacia el
intersticio inflamado (Gonzales et al., 1994).

La migracion esta dividida por las fases de marginacion, rodamiento, adhesion, diapédesis
y quimiotaxis. En la primera fase se lleva a cabo el movimiento de neutrdfilos desde el
torrente sanguineo hasta la periferia del vaso, para que después se desarrolle una adhesién
débil de los neutrofilos hacia las células endoteliales vasculares, de tal manera que los
neutrdfilos permanezcan cerca del endotelio vascular. La fase de rodamiento se lleva a
cabo gracias a estas interacciones adhesivas, y es facilita por selectinas y ligandos. Una
vez culminada el rodamiento se establece un proceso de fijacion por adherencia. La

adherencia se da gracias a integrinas y sus respectivos ligandos, de las cuales algunas




interacttan con los neutréfilos y les permiten adherirse al endotelio facilmente, para de
igual forma facilitar la diapédesis y la quimiotaxis. Una vez adherido, el neutréfilo debe
penetrar el endotelio y la membrana basal para poder llegar al sitio inflamatorio
extravascular. Las plaquetas dan paso a la diapédesis, que es el paso de elementos de la
sangre como lo son los leucocitos, a través de los vasos capilares para dirigirse a la zona
de afeccion sin que se desencadene alguna alteracion capilar. La union de la molécula de
adhesion celular plaquetaria endotelial 1 (PECAM-1) provoca una disminucién de la
adhesion de los neutréfilos a la ICAM-1, lo que resulta en la inhibicion de la adherencia
y la promocion de la diapédesis. Estas fases culminan gracias a las interacciones entre
moléculas de adhesion en los neutrdfilos y las células endoteliales (Lajo-Flores, 2018).

Ademas de los neutréfilos, otros leucocitos involucrados en procesos inflamatorios
también requieren la ayuda de quimioatrayentes para de igual forma facilitar su llegada a
la zona de lesidn. Estos son moléculas solubles que funcionan para atraer a los leucocitos
necesarios a los tejidos afectados. Las quimiocinas son un ejemplo de estos, y también
sirven como mediadores en la respuesta proinflamatoria de una lesién, entre las cuales

destacan la IL-8, que es un potente quimioatrayente de neutrdéfilos.
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Figura 2. Mecanismo de migracion de neutréfilos en el proceso de
inflamacion. (Lajo- Flores, 2018).




3.10.4 Activacion de la cascada de coagulacion y sistema de complemento
Muchos de los procesos se activan durante la lesion tisular o la infeccion, lo mismo ocurre
con la cascada de coagulacion, la cual se divide en dos vias que como Ultimo paso tienen
la activacion de la trombina con la subsecuente division del fibrindgeno en fibrina. El
factor Hageman (factor XII) es una proteina que se sintetiza en el higado y es el estelar
en una activacion de una cascada de proteinas, teniendo como resultado la formacién de
trombina. También se encarga de activar a la via intrinseca, que es una serie de proteinas
plasmaticas que se encarga de ser la via de coagulacion primaria durante la inflamacién
sistémica. El factor tisular es el producto de las células endoteliales y los monocitos que
se da durante los periodos de inflamacidn en respuesta al factor de necrosis tumoral a,
(TNFa), IL-1, IL-6 y la proteina C-reactiva. EL factor tisular junto con la activacion del
factor V11 provocan la formacidn de trombina; esta Gltima junto con el complejo del factor
tisular VI pueden inducir la produccion de citocinas proinflamatorias como el TNFa por
celulas endoteliales.

La activacion de la cascada de coagulacion es importante en la formacion de coagulos de

fibrina, ademas de que puede potencias ain mas la respuesta inflamatoria (Medzhitov,
2008).
El sistema del complemento entra en activacion en respuesta ante un agente patégeno
(microbios) y su principal funcion es la de promover la inflamacion y destruir a los
mismos agentes. Este sistema se ve asociado con traumatismos y quemaduras mayores, y
la cascada del mismo se activa por: 1) los anticuerpos IgM o 1gG que estan unidos a la
superficie de microbios activan la via clésica; las moléculas que se encuentran en la
superficie microbiana se unen al componente C3 del complemento y activan la via
alternativa; y por ultimo la via lectina es activada por la lectina de union a manosa (Lajo-
Flores, 2018).

3.10.5 Sistema inmunitario innato y adquirido
Este sistema es el primero en accionar ante la respuesta a la invasion de tejido. Las células
que intervienen en la inflamacién pueden ser de la inmunidad innata como lo son los
neutrofilos, macréfagos, mastocitos y células dendriticas a nivel del epitelio; de igual
forma las fases de vasodilatacion, aumento de la permeabilidad vascular e infiltracion
celular pertenecen a la respuesta inmune innata (Gonzales-Costa, 2018). Mientras que las
proteinas como el complemento y la cascada de coagulacion estan involucradas en la

inmunidad innata.




Las citocinas son polipéptidos que son producidos por las células del sistema inmunitario
en respuesta a la lesion tisular y determinan la magnitud de la respuesta innata. Ademas,
sirven para regular las reacciones inmunitarias e infamatorias. Alginas de estas como el
TNFa y la IL-1 estan encargadas de inducir fiebre y activan células endoteliales.

Por otro lado, la inmunidad adquirida se activa y amplifica por la respuesta inmune innata,
y este efecto es mediado por la IL-12. La respuesta inmune adaptativa se activa por la
presentacion de antigenos extrafios a las células T CD4+ y CD8+; y esto provoca que
otras citocinas se activen. El interferon gamma (IFNy) es la principal célula producida
por las células T y este amplifica la respuesta proinflamatoria activando a macrofagos y

estimulando funciones citoliticas de las células T CD8+.

3.10.6 Mediadores del proceso inflamatorio

Durante todo el proceso inflamatorio se ven involucrados mediadores que son productos
de las celulas que intervienen en el proceso inflamatorio, o bien, productos del plasma,
los cuales son liberados durante la lesidn tisular. Se encargan de desactivar la respuesta y
permiten que el proceso se resuelva. Los derivados de células son liberados en el sitio de
inflamacion y algunos de ellos son la histamina, la serotonina, productos del &cido
araquidonico (prostaglandinas y leucotrienos) y el factor activador de plaquetas; mientras
que los derivados del plasma viajan a través del plasma y son generados principalmente
en el higado (Gonzélez et al., 1994).
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3.10.7 Mediadores derivados de las células

Histamina: en una amina biogénica producto de la descarboxilacion del
aminoacido histidina, que es distribuida ampliamente en el organismo y que se
almacena principalmente en el mastocito y basofilo. También estd presente en
trombocitos y en los granulos de células cebadas (Grossman & Porth, 2013). Su
liberacion se da por un aumento de Ca*? citosdlico y produce vasodilatacion e
incrementa la permeabilidad y la formacion de las vénulas. Ademas, la histamina
libera citocinas como la IL-1 y el TNFa por los macrofagos. Produce efectos
inhibitorios o reguladores al actuar sobre determinados receptores.

Serotonina: es un producto de la descarboxilacion del aminoécido triptéfano y se
almacena en granulos secretores. Se deriva de mastocitos y forma después de la
coagulacién de sangre. Funciona como neurotransmisor y como hormona del
sistema vascular periférico. Esta presente en plaquetas en altas concentraciones.
Provoca un aumento de motilidad gastrointestinal, contraccion del musculo liso y
la agregacion plaquetaria la excitacion o inhibicién del SNC.

Adenosina: es un nucleésido de purina que actla provocando vasodilatacion,
inhibicidn de la agregacion plaquetaria y libera mediadores de mastocitos e inhibe
la migracion de eosinéfilos (Lajo-Flores, 2018).

Metabolitos del acido araquidonico: el acido araquidonico es liberado por la
accion de las fosfolipasas y esto desencadena la sintesis de mediadores
inflamatorios de la familia de eicosanoides (prostaglandinas, leucotrienos y
metabolitos relacionados). Esta sintesis de eicosanoides sigue dos vias: la via de
la ciclooxigenasa, que culmina con la sintesis de prostaglandinas; y la via de la
lipooxigenasa, que su producto final son los leucotrienos (Garcia de Lorenzo et
al., 2000).

Prostaglandinas: inducen inflamacion y amplian los efectos de la histamina y
de otros mediadores inflamatorios. Por ejemplo, el tromboxano A2 promueve la
agregacion plaquetaria y vasoconstriccion. La prostaglandina E2 (PGE2) es la
mas importante en el proceso inflamatorio pues produce vasodilatacion y dolor.
Ademas, contrae los muasculos lisos bronquiales, intestinales e inhibe la secrecion
de &cido gastrico. Las prostaglandinas D2 (PGD2) e 11 (PGI1) provocan también
vasodilatacion y la inhibicion de la agregacion plaquetaria (Gonzalez et al.,
1994).
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Leucotrienos: afectan la permeabilidad de vasos capilares, las propiedades de
adhesion de las células endoteliales, y la extravasacion y la quimiotaxis de
neutrofilos, eosinofilos, monocitos y mastocitos. Los leucotrienos C4, D4 y E4
en conjunto se les conoce como sustancia de reaccion lenta de la anafilaxia
(SRLA) y producen una constriccion lenta de los bronquiolos y son mediadores
importantes en el asma bronquial y la anafilaxis (Grossman & Porth, 2013).
Factor activador de plaquetas (FAP): es un lipido biolégicamente activo que
afecta a distintos tipos de células e induce la agregacion plaquetaria. También
produce vasodilatacion, aumento de permeabilidad vascular, activa a los
neutréfilos y es un quimioatrayente potente para los eosinofilos (Yost &
Zimmerman, 2010).

Endotelinas: son péptidos que actGan como vasoconstrictores y aumentan la
liberacion de mediadores inflamatorios de una gran variedad de células. La
principal es la endotelina 1 (ET1) aumenta la formacion de superdxido y libera

TNFa en los macréfagos alveolares.

3.10.8 Mediadores derivados del plasma

Bradicinina: son péptidos activos que tienen dos receptores B1 y B2. La
bradicinina causa vasodilataciébn y aumento de la permeabilidad vascular.
Ademas, actla como un potente productor de dolor y se ve potenciada por las
prostaglandinas.

Citocinas: son proteinas producidas por muchos tipos de célula, principalmente
por macrofagos y linfocitos activados y modulan la funcién de otras células. Las
citocinas estan divididas en interleucinas, quimiocinas, interferones, factores
estimulantes de colonias, factores de crecimiento y factores de crecimiento
tumoral (White, 1999) Ademas de tener un papel importante en las respuestas
inmunitarias también desempefian un papel importante en procesos inflamatorios
ya sean agudos o crénicos. Las citocinas inflamatorias mas importantes son el
TNFa y la IL-1, ademas participan en la reparacion y resolucién. Y su fuente
celular son los macréfagos activados. La IL-1 también se produce en neutréfilos
y en células endoteliales y epiteliales. EL TNFa y la IL-1 son estimuladas por
endotoxinas, agentes patogenos, células inmunitarias, la lesion y por distintos

estimulos inflamatorios (Grossman & Porth, 2013). Su funcidn, es activar a las
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células endoteliales para producir moléculas de adhesion y liberar quimiocinas,
especies reactivas de oxigeno y otras citocinas como IL-6, IL-8 y la proteina
quimiotactica de macréfagos (MCP). Las IL-8 y el MCP son altamente
quimiotacticos para granulocitos y monocitos. El TNFa y la IL-1 también inducen
la liberacion de eicosanoides, FAP y oxido nitrico (NO); también liberan citocinas
antiinflamatorias como IL-4, IL-10 e IL-13. Estas citocinas se encargan de
disminuir la produccion de TNFa y de la IL-1 en los monocitos como respuesta a

la agresion (Garcia de Lorenzo et al., 2000).

3.10.9 Células que participan en el proceso de inflamacion
Las células que intervienen en la inflamacion pueden ser de la inmunidad innata como lo
son los neutrofilos, macrofagos, mastocitos y células dendriticas a nivel del epitelio.
Mientras que los linfocitos T y B son los efectores de la inmunidad adquirida (Gonzalez-
Costa, 2018).

e Mastocitos: son una importante fuente de mediadores proinflamatorios y
citocinas que promueven la inflamacion y cambios vasculares. Se encargan de
liberar mediadores como histamina, heparina, leucotrienos, FAP y algunas
interleucinas. Se considera que estas células intervienen con la reparacion de
tejidos (Davis & Rothenberg, 2016).

e Leucocitos polimorfonucleares (PMN): los neutrofilos, eosinéfilos y basofilos
integran este grupo de leucocitos. Los neutréfilos son los mas abundantes y los
primeros en llegar al sitio de inflamacion; actian como fagocitos de
microorganismos y generan productos de oxigeno y nitrégeno que facilitan la
destruccion de detritos endocitados. Una vez liberados sus productos quimicos,
los neutrdfilos sufren apoptosis. Los eosinéfilos parecen tener cierta funcion
reguladora dentro del proceso inflamatorio mientras que los baséfilos, en funcion
con los mastocitos se encargan de liberar mediadores inflamatorios (Gonzalez et
al., 1994).

e Monocitos y macrofagos: los monocitos son los precursores circulantes de los
macrofagos. Sintetizan mediadores vasoactivos, prostaglandinas, leucotrienos,
citocinas inflamatorias, entre otras. Ademas, atraen a otros leucocitos a la zona de
inflamacion, mientras que los macréfagos endocitan porciones y cantidades
mayores de detrito en comparacion a los neutrofilos y también ayudan a destruir

el agente causal.
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Linfocitos: generan respuestas inmunes adquiridas y desarrollan un
compartimento de memoria para futuras respuestas. Promueven la liberacion
inmediata de citocinas que ayudan a formar la respuesta adquirida. También
ayudan a combatir a los agentes patdgenos (Gonzéles-Costa, 2018).

Células endoteliales vasculares: se encargan de producir agentes
antiplaquetarios y antitrombadticos los cuales le dan fluidez al liquido plasmaético,
ademas regulan el flujo sanguineo a través de vasodilatadores y vasoconstrictores
(Grossman & Porth, 2013).

Trombocitos: también llamadas plaquetas, son otro tipo de fragmentos celulares
que participan en los mecanismos celulares de hemostasia. También incrementan
la permeabilidad vascular y alteran las propiedades quimiotacticas, adhesivas y
proteoliticas de las células endoteliales, esto a través de mediadores inflamatorios.
Pueden generar radicales libres y proteinas cationicas proinflamatorias, ademas
de tromboxano A2 y FAP (Davis & Rothenberg, 2016).

Células endoteliales

2013).

3.11 Tratamiento farmacoldgico

Es importante considerar que existe una amplia gama de medicamentos para la

inflamacion. Debido a que el dolor es el signo cardinal que mas impacto presenta durante

la inflamacioén, los medicamentos constan de aliviar tanto el dolor como la inflamacién

en si. El objetivo de este pretende disminuir el dolor y la inflamacién y prevenir dafios

severos a la lesion tisular.

Los analgésicos y antinflamatorios son los principales medicamentos debido a que

disminuyen el dolor y la inflamacién; los antiinflamatorios no esteroides (AINES) y

corticoides son los mas utilizados.
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Se deben considerar distintos puntos para aplicar un tratamiento farmacolégico, debido a
que este debe ajustarse a la evolucién del proceso, a las condiciones del paciente, a la
respuesta a tratamientos previos y a efectos adversos que se pudieran presentar.

3.11.1 Analgésicos
Actuan para disminuir el dolor y la fiebre, en caso de presentarla. Se utilizan analgésicos
simples como el paracetamol, naproxeno, entre otros. Estos farmacos no se consideran
como parte del tratamiento basico debido a que no intervienen en el proceso de
inflamacion y pueden alterar la actividad de otros farmacos (Cabo de Villa, 2020;
Rodriguez, 2015).

3.11.2 Antiinflamatorios no esteroides (AINE)

Los AINEs son indicados para controlar o reducir la inflamacién y aliviar el dolor por
sobre los analgésicos, es decir, proporcionan efectos antiinflamatorios y analgésicos.
Pueden reducir la inflamacion, pero para algunas enfermedades que son de fondo
inflamatorio son incapaces de actuar a fondo, ademéas de que pueden llegar a causar
efectos adversos en los pacientes, pero puede ser muy eficaz para aliviar la inflamacién
en dosis elevadas (Oscanoa-Espinoza, 2015). Estos farmacos tienen como mecanismo de
accion el inhibir la sintesis de prostaglandinas mediadas por COX. Antes de iniciar un
tratamiento con un AINE se debe tomar en consideracion que no debe usarse como
farmaco Unico, ademas de considerar efectos colaterales, eficacia, costo y horarios de
dosificacion, ademas de evaluar el riesgo individual gastrointestinal, cardiovascular y
renal del paciente, esto se debe a que pueden llegar a generar dafios intestinales como
irritacion o sangrado y dafios renales (Prozzi, 2018).

Existen AINESs no selectivos y selectivos, pero ambos son muy eficaces para aliviar el
dolor y reducir la inflamacién. Los no selectivos son méas antiguos y son considerados
como tradicionales, tienen como mecanismo de accion el inhibir a las prostaglandinas,
ademas de que reducen la produccién plaquetaria de tromboxano A2 (TXA2), que
intervienen en procesos inflamatorios; entre los que destacan el acido acetilsalicilico
(aspirina), indometacina, ibuprofeno, entre otros. Por su parte, los AINEs selectivos
llevan el nombre porque actian especificamente sobre una enzima Ilamada
ciclooxigenasa-2, que de igual forma interviene en el proceso inflamatorio. Son
designados como COXIBEs y destacan el colecoxib, el rofecoxib y el etoricoxib
(Rodriguez, 2015; Dowling, 2011).
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A pesar de que son farmacos muy utilizados a nivel mundial, pueden llegar a desarrollar
una gran cifra de efectos adversos en los pacientes, que pueden llegar a ser desde muy
irrelevantes hasta muy graves. Algunos de estos son problemas gastrointestinales,
retencion de liquidos, hipertension arterial, enfermedad renal, hipersensibilidad y

reacciones alérgicas (Oscanoa-Espinoza, 2015).

3.11.3 Corticoides

Son utilizados por presentar un efecto antiinflamatorio e inmunomodulador de mayor
potencia. Estos farmacos funcionan inhibiendo la accion de mediadores proinflamatorios
y estimulando la accién de mediadores antiinflamatorios; por lo cual se vera reflejado en
células que intervienen en el proceso inflamatorio como macréfagos, mastocitos y
granulocitos. Entre los corticoides mas utilizados destacan la prednisona, la
metilprednisona, el deflacort y la hexacetonida de triamcinolona. Pueden llegar a
presentar efectos adversos como retencion de liquidos, aumento de peso corporal, entre
otros; esto si el tratamiento es prolongado o las dosis son elevadas (Rodriguez, 2015;
Barnes, 2006).

3.12 Medicina tradicional en inflamacion

La medicina tradicional se ha utilizado con eficacia en el tratamiento de enfermedades
cronicas no transmisibles (Solis et al., 2019); muchas de estas presentan inflamacién
como parte del cuadro fisiopatoldgico de la enfermedad.

La medicina de origen natural tiene un largo historial en la inflamacién y se han
investigado especies que han presentado o pueden llegar a presentar un gran potencial
para controlar o restaurar la inflamacion. Muchas de estas se cree que acttan blogueando
la actividad de las citocinas que intervienen en el proceso inflamatorio, sin embargo, no
se tienen registros claros de todas las plantas estudiadas sobre los efectos adversos que
puedan llegar a presentar (Cameron, 2011). Estudios preclinicos demuestran efectos
inmunosupresores y antiinflamatorios.

Compuestos derivados de las plantas como flavonoides, terpenos, quinonas, catequinas,
alcaloides, antocianinas y antoxantinas son de gran importancia debido a los efectos
antiinflamatorios que presentan (Khanna et al., 2007). El aceite de plantas como
Oenothera biennis y Borago officinalis se ha comprobado que posee propiedades
analgeésicas (Cameron, 2011); Tripterygium wilfordii, es una planta muy relacionada con

inflamacion debido a que presenta efectos inmunosupresores y reduce signos y sintomas
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de la enfermedad, sin embargo, se cree que los efectos adversos que puede llegar a
producir sean graves (Cameron, 2011; Canter et al., 2006). Curcuma longa produce un
agente llamado curcumina (Figura 5), el cual regula la activacion del factor de
transcripcion NF-kB, lo que ocasiona la regulacion de TNF-a, COX-2 y otros intermedios
inflamatorios (Khanna et al., 2007). El resveratrol (Figura 6), agente derivado de plantas
como Vitis vinifera, Vaccinium myrtillus y Arachis hypogaea actla suprimiendo la
activacion del complejo NF-xB y regula agentes inflamatorios como COX-2, IL-1R y la
IL-6 (Khanna et al., 2007). El esterol guglusterona, presente en la planta Commiphora
wightii inhibe la activacion de NF-kxB y regula la COX-2 (Khanna et al., 2007).

Lin Huang y colaboradores (2016), realizaron una combinacion de nueve plantas
(Cinnamomum cassia, Paeonia lactiflora, Ephedra sinica, Anemarrhena asphodeloides,
Radix glicyrrhizae, Saposhnikovia divaricata, Aconitum carmichaelii, Zingiber officinale
y Atractylodes macrocephala) para lograr obtener efectos antiinflamatorios y analgésicos,
sin embargo, cada una de estas especies contienen ya sea un efecto antiinflamatorio o
analgésico que por si solas podrian funcionar. Por ejemplo, compuestos de Cinnamomum
cassia y Anemarrhena asphodeloides afectan la via NK-xB, Paeonia lactiflora posee un
compuesto TGP (glucésidos totales de peonia) que actla como hepatoprotector e
inmunoregulador, la Ephedra sinica y Aconitum carmichaelii intervienen como
analgésicos y compuestos de Zingiber officinale inhibe la COX-2 vy, por lo tanto, reduce
la inflamacion (Lin Huang et al., 2016).

Otra especie es Boswellia serrata, de la familia de Burseras (Burseraceae), de la cual se
han obtenido &cidos boswellicos (Figura 7) alfa y beta, los cuales pueden inhibir vias

proinflamatorias de la lipooxigenasa o de la ciclooxigenasa (Patel & Savjani, 2015).
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Figura 5. Curcumina. Figura 6. Resveratrol.
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Figura 7. Acido boswellico.

3.13 Género Vitex
3.13.1 Descripcion general

El género Vitex perteneciente a la familia Lamiaceae (Cantino et al., 1992); anteriormente
a la familia Verbenaceae (Moldenke, 1955), incluye aproximadamente 250 especies de
arboles y arbustos, y presenta una distribucion principalmente en zonas tropicales,
subtropicales y templadas en el mundo (Martinez- Gordillo et al, 2013; Williams 2011;
Mabberley, 1997). Algunas nativas en zonas templadas de Europa y Asia (Moldenke,
1955); en México se encuentran 4 especies de las cuales 2 son endémicas (Martinez-
Gordillo et al., 2013).

Son érboles o arbustos, glabros o pubescentes; con hojas morfolégicamente palmado-
compuestas con entre 3 a 8 foliolos, unifoliadas, decusadas o verticiladas con peciolo
presente; tricomas simples; margenes enteros o dentados. Presenta inflorescencias
axilares o terminales, solitarias o dispuestas en paniculas; bracteas similares a las hojas,
persistentes y bractéolas generalmente deciduas. Flores pediceladas; el céliz puede ser
actinomorfo a zigomorfo y ligeramente bilabiado, campanulado o tubular, 3-5 lobado o
truncado, acrescente; corola zigomorfa y puede ser azul, amarilla, blanca o purpura;
bilabiada, infundibuliforme, 4-5 lobada, tubo recto o curvo; 4 estambres, didinamos
unidos cercanamente a base del tubo; por lo general exertos, tecas dorsifijas, divergentes;
ovario 4-locular, globoso, glabro; estilo terminal; estigma bifido; ramas estigmaticas
cortas, iguales; fruto en forma de drupa, globosa; pirenos duros; 1-4 semillas oblongas.
(Martinez- Gordillo et al., 2013; Moldenke, 1955).

3.13.2 Propiedades y medicina tradicional del género Vitex
Muchas de las especies del género Vitex se utilizan en la medicina tradicional para
combatir enfermedades antiinflamatorias, analgésicas, antimicrobianas, antioxidantes,

hepatoprotectoras, antihistaminicas y antiasmaticas es por ello que algunas de estas se
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han investigado a fondo para corroborar dichos usos. Algunas de las especies mas
investigadas son V. negundo Linnaeus, V. trifolia Linnaeus, V. doniana Sweet y V.
cymosa Bertero, y sus metabolitos secundarios pudiesen ser utilizados como alternativas
farmacoldgicas naturales.

V. negundo L se ha utilizado en la medicina tradicional como tratamiento para el dolor y
la inflamacion (Tiwari, 2005); ademés de que se ha demostrado que sus hojas y semillas
poseen efectos anticancerigenos y hepatoprotectores, respectivamente (Gacche et
al.,2008). Se ha demostrado la presencia de compuestos polifendlicos, terpenoides,
iridoides glucosidicos y alcaloides. Debido a la presencia de compuestos polifenolicos,
Prakash Tiwari (2005), realiz6 un estudio para investigar el potencial antioxidante en
ensayos in vitro de éstos. Ademas, de ser usado para tratar el reumatismo y para
afecciones inflamatorias de las articulaciones. V. trifolia L se ha utilizado como terapia
para la inflamacidn, fiebre, tos y como antihelmintico (Rajan et al., 2012; Chong, 2012).
En un estudio se demostrd la presencia de constituyentes como flavonoides, taninos,
fitosteroles, saponinas y diterpenos (Rajan et al., 2012). Un extracto acuoso de V. doniana
S fue utilizado en un modelo experimental en higado de ratas albinas para proteger el
dafio hepatico inducido por CCL4, donde los resultados sugieren que este extracto puede
ser utilizado como hepatoprotector (Ladeji, 1996).

Por otra parte, especies como V. mollis K, V. piramidata B.L Rob, V. pubescens Valh, V.
agnus-castus Linnaeus y V. gaumeri Greenm se ha demostrado que poseen efectos
antidisentéricos, analgésicos, antiinflamatorios y antitumorales, ademas de ser utilizadas
en la medicina tradicional para el tratamiento de picaduras de escorpiones y trastornos
gastrointestinales; mientras que especies como V. glabrata R.Br, V. leucoxylon Linnaeus,
V. penduncularis Wall ,V. pinnata Linnaeus y V. trifolia L son utilizadas en la India como

insecticidas (Kumar et al., 2011).

3.13.3 Fitoquimica del género Vitex
V. agnus-castus Linnaeus
Se ha demostrado que V. agnus-castus L contiene iridoides, flavonoides, diterpenos y
cetosteroides. Extractos metandlicos del tallo de esta especie dieron con 3 nuevos
iridoides: agnucastoside A (Figura 8), agnucastoside B (Figura 9) y agnucastoside C
(Figura 10) (Kuruuzum et al., 2003). Mientras que del fruto se aislé un nuevo alcaloide
de diterpeno de labdano, el vitexlactama A (Figura 11) (Sun et al., 2002). De la corteza

de la raiz se han identificado compuestos como la luteolina (Figura 12), la artemetina
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(Figura 13) y la isorhamnetina (Figura 14), ademas de la identificacion de 4 nuevos
flavonoides: luteolina 6-C- (4”-metil-6” -O-trans-caffeoylglucoside), luteolin 6-C- (6”-
Otrans-caffeoylglucoside), luteolin 6-C- (2 -O- trans-caffeoylglucoside) y luteolin 7-O-
(6”-p-benzoylglucoside) (Lin et al., 2009).
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Figura 12. Luteolina. Figura 13. Artemetina.
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Figura 14. Isorhamnetina.
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Vitex negundo Linnaeus

Esta especie estd ampliamente estudiada por las propiedades que posee. El extracto
etandlico de sus hojas posee &cido (3, 4-dimetoxifenilo) acético (Figura 15), que es
utilizado para la elaboracidn de farmacos, insecticidas y aditivos alimentarios. El extracto
metanolico contiene negundoside (Figura 16), agnuside (Figura 17) y vitegnuside;
mientras que de extractos metanolicos y hexanicos de la corteza se han aislado acido p-
hidroxibenzoico (Figura 18) y B-sitosterol (Figura 19) (Meena et al., 2011).

Ademas, se han aislado dos triterpenoides de extractos metandlicos las hojas de V.
negundo: &cido betulinico (Figura 20) y acido ursolico (Figura 21) y han sido evaluados
contra Bacillus subtilis y Escherichia coli teniendo resultados leves de la actividad
antibacteriana (Chandramu et al., 2003).
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Figura 17. Agnuside. Figura 18. Acido p-hidroxibenzoico.

Figura 19. p-sitosterol. Figura 20. Acido betulinico.
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Figura 21. Acido ursolico.

Vitex doniana Sweet

Posee propiedades antiinflamatorias y analgésicas, y se le da uso para trastornos
intestinales, los metabolitos secundarios que se han detectado para esta planta son
ecdisteroides conocidos como shidasterona, ajugasterona C, hidroxiecdisona (Figura 22)
y 11B, 24 hidroxiecdisona en extractos de metanol de la corteza del tallo; ademas de tres
nuevos fitoecdisteroides 21 hidroxishidasterona, 11p-hidroxi20-desoxyshidasterona y
2,3-acetonido-24-hidroxiecdisona. Todos estos compuestos tienen un efecto inhibidor del

edema plantar de ratén inducido por carragenina (Ochieng et al., 2013).

Vitex trifolia Linnaeus

En un estudio se demostré que el compuesto metil-fidroxibenzoato (Figura 23), aislado
del extracto metanolico de las hojas de esta planta, tiene posee efecto larvicida sobre
especies de moscos (Culex quinquefasciatus y Aedes aegypti) (Kannathasan et al., 2011).
Otros compuestos aislados de extractos de acetona de los frutos de V. trifolia como
vitexifolina E, vitexifolina F, vitexilactona (Figura 24), 6-acetoxi-9 -hidroxi-13 (14) -
labden-16,15-olido y previtexilactona resultaron letales contra epimastigotes de
Trypanosoma cruzi, siendo componentes tripanocidas (Kiuchi et al., 2004). Mientras que,
en otro estudio se identifico en el extracto de acetona de los frutos, algunos compuestos
diterpénicos de tipo abietano, denominado vitetrifolina A, y dos de tipo labdano,
denominados vitetrifolinas B y C, junto con tres diterpenos conocidos, rotundifurano
dihidrosolidagenona y abietatrieno 3p-ol y el flavonoide casticina (Figura 25). Las
estructuras de estos compuestos se aclararon sobre la base de andlisis espectroscopico,

andlisis cristalografico de rayos X y evidencia quimica (Ono et al., 2000).
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Figura 22. Hidroxiecdisona. Figura 23. Metil p-hidroxibenzoato.

OH O
Figura 24. Vitexilactona. Figura 25. Casticina.

Vitex polygama Cham

Se han descritos compuestos activos aislados mediante extractos hidroalcoholicos de
hojas de V. poligama. La orientina (Figura 26), isoorientina (Figura 27), schaftosido y
carlinésido fueron aislados de dicha especie y son conocidos por sus potentes propiedades
antiinflamatorias y antioxidantes (Gallo et al., 2008).

OH O
Figura 26. Orientina. Figura 27. Isoorientina.

Vitex pinnata Linnaeus

Se han aislado del extracto etandlico de la corteza de V. pinnata flavonoides conocidos
como luteolina, la apigenina (Figura 28) y la vitexina (Figura 29). Ademas, se logro aislar
un glucosido iridoide nuevo, pinnatoside. Este compuesto mostré una modesta actividad
antifangica contra Candida albicans. Se ha informado que estos flavonoides y glucésidos

iridoides tienen actividad antibacteriana y antifingica (Ata et al., 2009).
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Figura 28. Apigenina. Figura 29. Vitexina.

Vitex rotundifolia Linnaeus

En un estudio se logré identificar una serie de compuestos activos de V. rotundifolia, los
cuales fueron aislados de extracto de metanol de los frutos y hojas; como el éster metilico
del &cido 4-hidroxibenzoico, éster metilico del &cido vainilico, 4-hidroxibenzaldehido
(Figura 30), acido 4-hidroxibenzoico (Figura 31) y acido ferdlico (Figura 32); también
estuvieron presentes los flavonoides 5,5 -dihidroxi-4, 6,7-trimetoxiflavanona, luteolina,
vitexicarpina (casticina) y artemetina (Yoshioka et al., 2004); ademas de reportarse la
actividad antioxidante de algunos de éstos (Lee et al., 2013) y también la inhibicion del
oxido nitrico (Ono et al., 1999).

Vitex cymosa Bertero
Mientras que de V. cymosa se ha logrado aislar e identificar una aglicona iridoide con
posible efecto hepatico y biliar denominada tarumal (Santos et al., 2001).

OH
O
OH
NS HO
O Ve
Figura 30. 4-hidroxibenzaldehido. Figura 31. Acido 4-hidroxibenzoico.

T o
0 o

HO
Figura 32. Acido ferdlico.
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3.14  Vitex mollis Kunth
3.14.1 Clasificacion taxondémica
Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta
Subfilo: Angiospermae
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Subfamilia: Viticoideae
Género: Vitex
Especie: Vitex mollis Kunth

=550 == RS

Figura 33. Ejemplar de Vitex mollis K. Localidad de Tilzapotla, Puente de Ixtla,
Morelos, México. Fotografia tomada por Alexis Ocampo, 2020.

13.14 Descripcion
V. mollis Kunth fue descrita por Carl Sigismund Kunth en 1818 y es conocido
comunmente como coyotomate, capulincillo, nanche de perro, uvalama, igualama, taruma

y aguilote.
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Es un arbol que puede llegar a alcanzar hasta los 18 metros de altura. Posee hojas
trifoliadas, decusadas, de hasta 21.5 cm de largo, densamente pubescentes y de color
amarillo ferruginoso. Foliolos elipticos y angostamente obovados. Las flores son de hasta
5 cm de largo, pubescentes, fragantes, bilabiadas, labio superior blanco e inferiores lila
palido, el central es més grande lila y con una mancha amarilla con lineas lila en el cuello.
Frutos en forma de drupa carnosa, globosa, con base céncava y morado oscuro
(Naturalista, 2021)

Figura 34. Partes aéreas de Vitex mollis. (Dorado y Cuevas, 2021).

3.14.3 Habitat y distribucion
Habita en selva mediana subcaducifolia y caducifolia, en climas calidos y semicalidos y

puede crecer en zonas montafiosas, a orillas de arroyos y riachuelos. Se distribuye desde
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{ %6 )]



centro América (Mexico) por toda la vertiente del pacifico desde Sonora y Chihuahua
hasta Oaxaca, incluyendo la cuenca del Rio balsas y la zona seca de Oaxaca, hasta la parte
norte de Sudamérica (Naturalista, 2021).

3.14.4 Usos medicinales y propiedades farmacolégicas
Se ha utilizado V. mollis en la medicina tradicional como tratamiento para diarrea, fiebre,
disenteria y colico abdominal; ademés de que su fruto es utilizado en algunos pueblos
indigenas como tratamiento para picaduras de escorpiones y trastornos gastrointestinales
(Meena et al., 2011, Montiel-Herrera et al., 2004).
Se ha demostrado que posee propiedades antiinflamatorias y analgésicas (Morales del Rio
et al., 2015; Meena et al., 2011); antitumorales (Pio-Ledn et al., 2014; Meena et al.,
2011), antioxidantes (Montes-Avila et al., 2018; Morales del Rio et al., 2015; Pio-Ledn
et al., 2014; Cuevas-Juarez et al., 2014); antiprotozoarias (Tapia-Pérez et al., 2003),
antiespasmddicas (Osuna et al., 2005); antibacterianas (Valencia-Botin et al., 2018;
Osuna et al., 2005; Pio-Leon et al., 2014) e inmunomoduladoras (Montes-Avila et al.,
2018).
Morales del Rio y col. (2015) midieron la actividad antiinflamatoria y antioxidante en
extractos de V. mollis, obteniendo como resultado una actividad antinflamatoria en
compuestos hexanicos (de hojas y tallo); mientras que extractos metandlicos presentaron
altas propiedades antioxidantes. Por otro lado, un estudio demostr6 que con poca cantidad
de extracto (metandlico, acetonico y hexanico) de hoja y tallo se pueden inhibir bacterias
como e. Coli, Salmonella entérica y especies de hongo Fusarium que son de gran
importancia médica y en agricultura. Por tal motivo, esta especie tiene un gran potencial
para combatir enfermedades bacterianas y ser de utilidad para la industria agricultora
(Valencia-Botin et al., 2018). También se han tratado infecciones gastrointestinales por
Entamoeba histolytica y Giardia lamblia obteniendo resultados positivos, por lo cual,
posee actividad antiprotozoaria (Tapia-Pérez, 2003).
Otras investigaciones, sefialan que el fruto preparado como melaninas acuosas solubles y
parcialmente purificadas a partir de la pulpa comestible del fruto, se analizaron para
determinar el contenido total de fenoles, las actividades como antioxidante y la inhibicién
de la a-glucosidasa y acarbosa (importantes enzimas en el control de la obesidad)
(Cuevas-Juarez et al., 2018). Recientes investigaciones enfocadas también en las
melaninas del fruto se han enfocado en las propiedades fisicoquimicas, antioxidantes e

inmunomoduladoras de estas. Los resultados demuestran que las melaninas se
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biosintetizan a partir de la tirosina y tienen potencial como agentes fotoprotectores y
podrian considerarse para el tratamiento de enfermedades cronico-degenerativas
(Montes-Avila et al., 2018).

3.14.5 Fitoquimica de Vitex mollis
En cuanto a los compuestos aislados no se tienen muchos registros. Del extracto
metandlico de las hojas de V. mollis se pudo aislar un iridoide ya descrito, la agnuside
(Figura 35) (Hansel & Winde,1959); que se ha demostrado que tiene un efecto inhibidor

de COX-2 en el proceso inflamatorio (Ramirez- Cisneros et al., 2015).
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Figura 35. Agnuside.

3.15 Modelos farmacol6gicos
3.15.1 Fundamento de la prueba de inflamacion por TPA

Una administracion topica de TPA esta caracterizado por inflamacion, edema y la
infiltracion de leucocitos (Bralley et al., 2008). EI TPA es un agente que promueve
tumores y es un activador de proteina quinasa C y es muy utilizado para la induccion
inflamatoria cutanea en animales de experimentacién (Rao et al., 1993); liberando acido
araquiddnico, cuyos metabolitos son capaces de actuar como mediadores en procesos
inflamatorios. La inflamacion se atribuye a COX y lipoxigenasas (LO), esto se debe a que
las LO contienen &cido 5-hidroxieicosatetraenoico (&cido 5-HETE) que es un
guimiotactico que promueve la agregacion y adhesién de leucocitos al endotelio vascular
y esto provoca la liberacion de enzimas lisosomales (Carlson et al., 1985; Bralley et al.,
2008).

3.15.3 Fundamento del edema plantar por carragenina
El edema planta por carragenina es una de las técnicas mas utilizadas para evaluar el

efecto antiinflamatorio de algin compuesto bioactivo, el cual esta basado en medir la
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inhibicidn del edema producido en la pata de las ratas (Lajo-Flores, 2018). La carragenina
es un polisacarido sulfatado formado por unidades de galactosa y anhidrogalactosa, y es
un producto que deriva de especies de rodofitas o algas rojas (Rhodophyta) (Ou et al.,
2019). Los signos cardinales de inflamacion (edema, hiperalgesia y eritema) se
desarrollan inmediatamente después de la inyeccion subcutanea (Morris, 2003). Este
agente produce una respuesta que desencadena distintas vias inmunitarias innatas de la
inflamacion, ademas de que estimula la produccion de mediadores inflamatorios como lo
son las prostaglandinas, tromboxanos, histamina, entre otros (Vazquez et al., 2015).
Durante la primera fase (0-1 h) el proceso inflamatorio da inicio por la liberacién de
algunos mediadores inflamatorios como lo son la histamina, bradicinina y serotonina;
mientras que en una segunda fase (1-4 h) existe una liberacion de prostaglandinas y hay
una infiltracion de neutrofilos, lo cual desencadena la activacion de otros mediadores que
potencian la respuesta inflamatoria, tal es el caso de los radicales libres. Se estima que el
mayor pico de inflamacién se da aproximadamente a las 3 horas después de inyectar el
agente irritante (Yueqin, Z, 2006).

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢Extractos y fracciones de las hojas de V. mollis inhibiran el crecimiento del edema en

oreja de raton y plantar inducidos quimicamente?

5. HIPOTESIS
Especies del género Vitex han demostrado actividad antiinflamatoria, por lo tanto, Vitex
mollis presentara dicho efecto en alguno de los dos modelos propuestos en este trabajo de

investigacion.

6. JUSTIFICACION
La inflamacion es un conjunto de eventos celulares con los que cuentan los organismos
para contrarrestar el dafio derivado de las agresiones del entorno. Sin embargo, cuando
ésta se sale de control se convierte en uno de los puntos clave que perpettan el deterioro
y es la base de una gran variedad de enfermedades cronico-degenerativas. Las principales
drogas antiinflamatorias son los AINEs y corticoides, desafortunadamente este tipo de
compuestos, pueden generar importantes efectos adversos, que afectan la condicion del

paciente. Debido a esto, la blsqueda de mejores tratamientos sigue vigente, y son las
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plantas medicinales uno de los primeros objetos de estudio en dicha exploracion para
llegar al desarrollo de novedosos fitomedicamentos. Dentro del género Vitex, diferentes
especies han sido evaluadas con buenos resultados sobre sus propiedades
antiinflamatorias, por lo que en el presente proyecto se propuso trabajar con una especie
de dicho género, la cual se encuentra ampliamente distribuida en México y en el Estado
de Morelos.

El conjunto de eventos celulares asociados a la inflamacion, pueden ser reproducidos por
diversos agentes quimicos que causan irritacion, edema, rubor, comezon local, y que han
sido ampliamente validados en laboratorios a nivel internacional. Dos de estas sustancias
son el 13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol que de manera aguda es usado para generar
inflamacién en la oreja de raton; y la carragenina que al ser aplicada en el cojinete plantar
de un roedor inicia el edema, cuya gravedad es dependiente del tiempo.

Ambos, fueron utilizados en este trabajo para evaluar la capacidad antinflamatoria de
extractos y fracciones quimicamente menos complejas, provenientes de Vitex mollis. Para
posteriormente, realizar una caracterizacion quimica de la fraccion mas activa, utilizando

métodos cromatograficos.

1. OBJETIVOS
7.1  Objetivo general
e Evaluar la capacidad antiinflamatoria de los extractos de diferente polaridad de
Vitex mollis, utilizando los modelos de edema de pabellén auricular y de edema

plantar en raton.

7.2 Objetivos particulares

e Obtener dos extractos de Vitex mollis, que sean diferentes en su composicién
basado en la polaridad del disolvente de extraccion.

e Evaluar el efecto antiinflamatorio de extractos organicos y fracciones de Vitex
mollis, en el bioensayo de edema del pabellén auricular de ratén inducido con
TPA.

o Evaluar el efecto antiinflamatorio de extractos organicos y fracciones de Vitex
mollis, en el bioensayo de edema plantar inducido con carragenina.

e Determinar el grupo de metabolitos secundarios presentes, mediante técnicas de

cromatografia en capa fina y cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).
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8. MATERIALES Y REACTIVOS

8.1  Colecta de material bioldgico

La especie fue colectada el mes de julio del 2020 en la localidad de Tilzapotla en Puente
de Ixtla, Morelos, de la cual una muestra se depositd en el herbario de la Universidad
Auténoma de Estado de Morelos (CIByC-UAEM). La identificacion taxondmica estuvo
a cargo del M en C Gabriel Franco Flores, botanico e investigador del Centro de
Investigacion en Biodiversidad y Conservacion (CIByC) con numero de registro 39812
(Anexo a). Fueron colectados 3.500 kg de hoja fresca para al final obtener 1.200 kg de

hoja seca.

8.2  Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones macho de la cepa Balb-C con un peso aproximado de 25-30 g
proporcionados por el bioterio Centro Médico Nacional-Siglo XXI. Los experimentos se
realizaron bajo la Norma Oficial Mexicana: Pautas NOM-062-Z00-1999
(Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio)
y pautas éticas internacionales para el cuidado y uso de animales experimentales. El
protocolo experimental fue autorizado por el Comité Local de Investigacion en Salud
(IMSS, nimero de registro: R-2010-1701-33). Los ratones se mantuvieron a una
temperatura de 22 °C £ 3 °C, 70% + 5% de humedad con ciclos de luz/oscuridad de 12 h

y comida /agua.

9. METODOS

9.1  Extraccion de hexano y acetato de etilo de V. mollis

El material vegetal (hojas) fue secado a la sombra, para posteriormente ser triturado en
un molino. Con el producto obtenido (0.0 g) se realiz6 la maceracidn con dos disolventes
(hexano y acetato de etilo) por 24 horas cada uno (uno después del otro). Una vez
concentrado el disolvente con el material bioldgico se evaporé a presion reducida en un
evaporador rotatorio marca BUCHI 205. Esta técnica se llevo a cabo con cada uno de los
disolventes previamente dejando secar el material biolégico. Cabe mencionar que este
proceso se realiz6 cuidando la polaridad de cada disolvente, comenzando de baja (hexano)
a media (acetato de etilo) polaridad. Obteniendo 13.9 g de extracto de hexano y 20.1 g de
extracto de acetato de etilo.
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9.2  Fraccionamiento del extracto de acetato de etilo de V. mollis

El extracto en hoja de acetato de etilo mostré una mayor inhibicion en el modelo de edema
de oreja de raton inducido por TPA, por tal motivo se realizo el fraccionamiento quimico
del mismo. Se tomaron 17 g de VMACOEt para ser absorbidos en 20 g de silice para
posteriormente ser separados en una columna cromatografica abierta, la cual se
empaquetd con 80 g de silice en 100 % de hexano; para despues, eluir con gradientes de
hexano- acetato de etilo 95%-5% respectivamente; después se prosiguio la elucion con
hexano- acetato de etilo 90%-10% y asi seguir el patrén (10 en 10) hasta llegar a hexano-
acetato de etilo 50%-50%. Por ultimo, la columna cromatogréafica se limpio primero con
acetato de etilo (100%); después con acetona (100%); para finalizar con metanol (100%).
De este proceso se obtuvieron 43 fracciones de 100 ml de las cuales las que mostraron
patrones similares en Cromatografia en Capa Fina (CCF) fueron agrupadas de acuerdo
con su contenido quimico obteniendo 14 sub-fracciones (Tabla 1). El proceso de
separacion fue comprobado por medio de CCF la cual utilizo TLC silica gel 60 F254
(Merck, Alemania) asi como los disolventes hexano, acetato de etilo y metanol. Las
placas fueron reveladas con sulfato cérico amoniacal en HSOs 2N y 2-

aminoetildifenilborinato (Flavonoides).

Tabla 1. Fraccionamiento del extracto de hoja de acetato de etilo de Vitex mollis

(VMC1).
Polaridad del sistema Fracciones Sub-fracciones Clave
Hexano (100%) 1-5 1 1-2 VMCI1R1
Hexano-AcOEt (95%:5%) 6-10 2 3-6 VMC1R2
Hexano-AcOEt (90%:10%) 11-15 3 7-8 VMCI1R3
Hexano-AcOEt (80%:20%) 16-20 4 9-12 VMCI1R4
Hexano-AcOEt (70%:30%) 21-25 5 13-14 VMCI1R5
Hexano-AcOEt (60%:40%) 26-30 6 15-16 VMCI1R6
Hexano-AcOEt (50%:50%) 31-35 7 17-19 VMCI1R7
AcOEt (100%) 36-37 8 20-22 VMCI1R8
Acetona (100%) 38 9 23-25 VMC1R9
Metanol (100 %) 39-43 10 26-27 VMC1R10
11 28-32 VMC1R11
12 33-36 VMC1R12
13 37-39 VMCI1R13
14 40-43 VMC1R14
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El andlisis cromatografico en capa fina de las sub-fracciones VMC1R7, VMC1R12 Y
VMCI1R13 en un sistema hexano-acetato de etilo (6:4) reveladas con 2-
aminoetildifenilborinato dio positiva para flavonoides (Figura 36 y 37) (Billeter et al.,
1990). Estas sub-fracciones fueron probadas en el modelo de TPA, siendo la sub-fraccion
VMCI1R13 la que presentd una mayor actividad antiinflamatoria, por tal motivo se
someti6 a HPLC para poder identificar algin compuesto activo. Para un segundo
fraccionamiento quimico se utilizaron 3 g de VMC1R13 y 500 mg fueron almacenados a

4 °C para su uso en las pruebas biologicas.

A)

Figura 36. Cromatografia en capa fina en fase normal (FN) vista en luz UV de las
sub-fracciones VMC1R7 y VMC1R13 (en circulo rojo). Sistema 6:4 hexano-acetato
de etilo. A) Onda corta, B) Onda larga y C) Revelador Flavonoides.

Figura 37. Cromatografia en capa fina FN vista en luz UV de las fracciones 33-36
(VMC2R-12). Sistema 6:4 hexano-acetato de etilo. A) Onda corta, B) Onda larga y
C) Revelador Flavonoides.

9.3  Fraccionamiento de la reunion VMC1R13

Se tomaron 3 g de VMC1R13 para ser absorbidos en 5 g de silice para posteriormente ser
separados en una columna cromatografica abierta, la cual se empaquetd con 12 g de silice
en 100 % de hexano; para después, eluir con gradientes de hexano- acetato de etilo 90%-
10% respectivamente; después se prosiguio la elucidn con hexano- acetato de etilo 85%-
15%; seguido de 80%-20% Yy asi seguir el patrén (10 en 10) hasta llegar a hexano- acetato




de etilo 50%-50%, para después utilizar un sistema de 30%-70%. Por ultimo, la columna
cromatografica se limpié con metanol (100%). De este proceso se obtuvieron 42
fracciones de 100 ml de las cuales las que mostraron patrones similares en CCF fueron

agrupadas de acuerdo a su contenido quimico obteniendo 14 sub-fracciones (Tabla 2).

Tabla 2. Fraccionamiento de la reunion VMC1R13.

Polaridad del sistema Fracciones Sub-fracciones Clave
Hexano (100%) 1-5 1 (1-6) VMC2R1
Hexano-AcOEt (90%-10%) 6-10 2(7) VMC2R2
Hexano-AcOEt (85%-15%) 11-15 3 (8-9) VMC2R3
Hexano-AcOEt (80%-20%) 16-20 4 (10-11) VMC2R4
Hexano-AcOEt (70%-30%) 21-25 5(12) VMC2R5
Hexano-AcOEt (60%-40%) 26-30 6 (13-15) VMC2R6
Hexano-AcOEt (50%-50%) 31-35 7 (16-17) VMC2R7
Hexano-AcOEt (30%-70%) 36-40 8 (18-22) VMC2R8
Metanol (100%) 41-42 9 (23-25) VMC2R9
10 (26-27) VMC2R10
11 (28-30) VMC2R11
12 (31-34) VMC2R12
13 (35-39) VMC2R13
14 (40-42) VMC2R14

El andlisis mediante CCF de las sub-fracciones VMC2R11 y VMC2R12 en un sistema
diclorometano-acetona (8:2) reveladas con 2-aminoetildifenilborinato dio positiva para
flavonoides (Figura 38). Estas fueron sometidas en HPLC para poder identificar algun

compuesto activo.

Figura 38. Cromatografia en capa fina FN vista en luz UV de las sub-fracciones
VMC2R11y VMC2R12. Sistema 8:2 diclorometano-acetona. A) Onda corta, B)
Onda larga y C) Revelador Flavonoides.
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Una tercera cromatografia en columna en fase reversa de la sub-fraccion 12 (VMC2R12)
permitid separar 0.7 g de la misma y una cuarta cromatografia en columna en fase normal
de la sub-fraccion R11 (VMC2R11) permitio separar 0.5 g.

9.4  Fraccionamiento de la reunion VMC2R12

Se tomaron 0.7 g de VMC2R12 para ser absorbidos en 1 g de silice fase normal y 1 g de
silice gel fase reversa para posteriormente ser separados en una columna cromatografica
abierta, la cual se empaquetd con 8 g de silice de fase reversa iniciando con un sistema
de 100 % agua (H20); para después, eluir con gradientes de H.O—Acetonitrilo 95%-5%
respectivamente; siguiendo el patrén (5 en 5) hasta llegar a HoO—Acetonitrilo 65%-35%.
Por ultimo, la columna cromatogréfica se limpié con metanol (100%). Se obtuvieron 43
fracciones de 10 ml de las cuales las que mostraron patrones similares en CCF fueron
agrupadas de acuerdo a su contenido quimico obteniendo 9 sub-fracciones (Tabla 3).

El analisis mediante CCF en fase reversa (FR) de las sub-fracciones VMC3R3 y
VMC3R6 en un sistema 5-5 HoO/acetonitrilo reveladas con 2-aminoetildifenilborinato
dio positiva para flavonoides (Figura 39). Estas fueron sometidas en HPLC para poder
identificar algin compuesto activo. Ademas, la fraccion VMC3R6 fue sometida a una

evaluacion antiinflamatoria.

Tabla 3. Fraccionamiento de la reunion VMC2R12.

Polaridad del sistema Fracciones  Sub-fracciones Clave

H20 (100%) 1-5 1 (1-5) VMC3R1
H20-Acetonitrilo (95%-5%) 6-10 2 (6-10) VMC3R2
H20-Acetonitrilo (90%-10%) 11-15 3(11-18) VMC3R3
H20-Acetonitrilo (85%-15%) 16-20 4 (19-22) VMC3R4
H20-Acetonitrilo (80%-20%) 21-25 5 (23-27) VMC3R5
H20-Acetonitrilo (75%-25%) 26-30 6 (28-29) VMC3R6
H20O-Acetonitrilo (70%-30%) 31-35 7 (30-34) VMC3R7
H20-Acetonitrilo (65%-35%) 36-40 8 (35-40) VMC3R8
Metanol (100%) 41-43 9 (41-43) VMC3R9
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Figura 39. Cromatografia en capa fina FR vista en luz UV de las sub-fracciones
VMC3R3y VMC3R6. Sistema 5-5 H>O/acetonitrilo. A) Onda corta, B) Onda larga y
C) Revelador Flavonoides

9.5  Fraccionamiento de la reunion VMC2R11

Se tomaron 0.5 g de VMC2R11 para ser absorbidos en 2 g de silice para posteriormente
ser separados en una columna cromatografica abierta, la cual se empaquet6 con 10 g de
silice en 100 % de diclorometano; para después, eluir con gradientes de hexano- acetato
de etilo 90%-10% respectivamente; después se prosiguié la elucién con diclorometano-
acetona 98%-2; siguiendo el patrén (2 en 2) hasta llegar a diclorometano-acetona 86%-
14%, para después utilizar un sistema de 50%-50%. Por dltimo, la columna
cromatografica se limpié con acetona (100%). De este proceso se obtuvieron 47
fracciones de 10 ml de las cuales las que mostraron patrones similares en CCF fueron
agrupadas de acuerdo a su contenido quimico obteniendo 9 sub-fracciones (Tabla 4).

Tabla 4. Fraccionamiento de la reunion VMC2R11.

Polaridad del sistema Fracciones Sub-fracciones Clave
Dicloro-Acetona (100%) 1-8 1(1-10) VMC4R1
Dicloro-Acetona (98%-2%) 9-13 2 (11-20) VMC4R2
Dicloro-Acetona (96%-4%) 14-18 3 (21-24) VMC4R3
Dicloro-Acetona (94%-6%) 19-23 4 (25-28) VMC4R4
Dicloro-Acetona (92%-8%) 24-28 5 (29-30) VMC4R5
Dicloro-Acetona (90%-10%) 29-33 6 (31-33) VMC4R6
Dicloro-Acetona (88%-12%) 34-38 7 (34-38) VMCA4R7
Dicloro-Acetona (86%-14%) 39-41 8 (39-41) VMC4R8
Dicloro-Acetona (86%-14%) 42-44 9 (42-47) VMC4R9
Acetona (100%) 45-47

Al monitorear las CCF en FN y FR de las fracciones VMC4F25 y VMCA4F31 en sistemas
5-5 hexano-acetato de etilo y 5-5 H>O/acetonitrilo reveladas con 2-
aminoetildifenilborinato dio positiva para flavonoides (Figura 40, 41 y 42). Estas

fracciones fueron sometidas en HPLC para identificar algin compuesto activo.
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Figura 40. Cromatografia en capa fina FN vista en luz UV de la fraccion VMC4F25.
Sistema 5-5 hexano-acetato de etilo. A) Onda corta, B) Onda larga y C) Revelador
Flavonoides.

Figura 41. Cromatografia en capa fina FN vista en luz UV de la fraccion VMC4F31.
Sistema 5-5 hexano-acetato de etilo. A) Onda corta, B) Onda larga y C) Revelador
Flavonoides.

Figura 42. Cromatografia en capa fina FR vista en luz UV de la fraccion VMC4F31.
Sistema 5-5 H20O-acetonitrilo. A) Onda corta, B) Onda larga y C) Revelador
Flavonoides.

9.6  Modelos experimentales
9.6.1 Modelo de inflamacion aguda en ratones con TPA

La inflamacion se indujo siguiendo el método descrito previamente (Paya et al., 1993).
Se agruparon los ratones (seis individuos) y se les aplico TPA (2.5 ug) disuelto en acetona
(20 pL) en la superficie interna y externa de la oreja derecha para causar edema. Se
aplicaron dosis de 1 mg / oreja de cada tratamiento (extracto) en la oreja de cada
individuo. El farmaco antiinflamatorio indometacina fue administrado a 1 mg/oreja.
Todos los tratamientos fueron disueltos en acetona y se aplicaron topicamente en ambas
orejas inmediatamente después de la administracion de TPA. Cuatro horas despueés de la
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administracion del agente pro-inflamatorio, los animales fueron sacrificados por
dislocacion cervical. Se tomaron secciones circulares de 6 mm de didmetro de ambas: las
orejas tratadas (t) y no tratadas (nt), que fueron pesadas para determinar la inflamacion.
El porcentaje de inhibicidn se obtuvo utilizando la siguiente expresion: % de inhibicion

= [w control - w tratamiento / w] [100].

9.6.2 Modelo de edema plantar inducido por carragenina
El edema agudo de la pata con carragenina fue inducido en 6 grupos de 7 ratones Balb-C
por via intraplantar en inyeccién de 40 pL de carragenina al 4% en el cojinete plantar de
la pata trasera izquierda segun el método de Winter et al. (1962). Los tratamientos fueron
por via oral 30 min después de la induccién de edema de carragenina. El grupo 1 o grupo
de control, recibid solucion salina fisioldgica por via oral. El grupo 2 o grupo de control
negativo, le fue administrado solamente el agente inflamatorio carragenina. El control
positivo (grupo 3), recibio el farmaco meloxicam (MELO) a una dosis de 10 mg/kg. El
grupo 4, se aplico el extracto de VmACOEt a una dosis de 500 mg/kg; al grupo 5, se le
administro la sub-fraccion VMC1R12 en dosis de 50 mg/kg. Al grupo 6, se le administro
la sub-fraccion VMC1R13 en una dosis de 50 mg/kg. El tamafio o grosor del edema de la
pata se midi6 utilizando un micrometro digital, 30 min antes de la induccion del edema 'y
4 h después tratamiento edema de carragenina, con el objetivo de determinar la actividad
antiinflamatoria. Cuatro horas después de la administracion del agente inflamatorio, los

animales fueron sacrificados por dislocacion cervical (Ou et al., 2019).

9.7  Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Es uno de los métodos cromatograficos méas utilizado para el analisis (separacion y la
identificacion) de compuestos bioactivos de plantas medicinales por su facilidad de uso
(Van Middlesworth & Cannell, 1998). El detector mas empleado en HPLC es el detector
UV por a su alta sensibilidad, asi como a que la mayoria de los agregados de origen

natural presentan absorcién a longitudes de onda baja (195-210 nan6metros).
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9.8  Analisis estadistico utilizado

Los resultados obtenidos de los modelos de inflamacion fueron sometidos a una prueba
ANOVA de una via seguida de una post-prueba de Dunnet con un nivel de significancia
de p <0.05, en comparacion con los grupos de dafio (Veh, en ambas pruebas

farmacologicas). Todos los analisis se procesaron con el paquete estadistico SPSS.
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10. RESULTADOS
Los extractos de VM fueron cuantificados y el rendimiento de cada uno respecto al total
de la planta extractada (Tabla 5).

Tabla 5. Rendimientos de los extractos de Vitex mollis.

Planta/Parte Disolvente Peso del extracto (g) Rendimiento (%)
V. mollis/hoja Hexano 13.9 1.15
V. mollis/hoja  Acetato de etilo 20.1 1.67

El extracto de acetato de etilo de las hojas de Vitex mollis tuvo una importante actividad
antinflamatoria en el modelo de TPA (Diagrama 1).

1
Vitex mollis

Maceracion
]

| 1

* *
VmHexano VmACcOEt
ek

Columna cromatogrdfica silica gel Fase Normal (14 reuniones)
jc1
1

1
*® *® ®

VmC1R7 VmC1R12 VmC1R13

[ 13 3
1
Columna cromatogrdfica silica gel Fase Normal (14 reuniones)

1

1€2
L 1
VmC2R11 VmC2R12
3 s | (9 reuniones)
Columna cromatogrdfica silica gel Fase Normal Columna cromatogrdfica silica gel Fase Reversa
IC4 (9 reuniones) 1€3
1 1
*
VmC4F31 VmC3R3 VmC3R6
| | I
HPLC HPLC HPLC
] | |
Apigenina Acido Cafeico Quercetina +
Luteolina

Diagrama 1. Separacion fitoquimica de V. mollis.
*Extractos y subfracciones con efecto antiinflamatorio modelo de TPA.
**Extractos y subfracciones con efecto antiinflamatorio modelo de Carragenina.
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10.1 Actividad antiinflamatoria de extractos de hexano y acetato de etilo de Vitex
mollis en TPA

En la tabla 6 se observan 2 extractos aislados de esta especie, capaces de inhibir

significativamente (*p <0.05) el edema del pabellon auricular, en comparacion con el

grupo TPA. El extracto de AcOEt inhibio el edema en un 71.4%, mientras que el extracto

de hexano inhibid el edema en un 54.6%. EIl control positivo que fue la indometacina

(INDO), presentd una inhibicion del edema del 80%. Siendo asi el extracto de AcOEt el

que presentd mayor inhibicion del edema.

Tabla 6. Actividad antiinflamatoria de extractos de VmHex y VmACOEt en un
modelo de edema auricular en raton ICR inducido por TPA.

Extracto Tiempo Dosis Edema (mg) Inhibicion del
(h) (mg/oreja)  Prom. + EEM edema (%0)
TPA 6 -- 13.76 £ 1.41 --
INDO 6 1.0 2.72 +0.75* 80.23+£0.75
VmHex 6 1.0 6.23 +1.73* 54.69 £ 1.73
VmACOEt 6 1.0 3.93+1.22* 71.41+1.22

*p < 0.05 en comparacion con el grupo TPA, que so6lo recibié como vehiculo acetona.

10.2 Actividad antiinflamatoria de las fracciones VMC1R7, VMC1R12 Y
VMC1R13 en TPA
Los resultados mostraron que, de igual forma, fracciones aisladas de VmACcOet, son
capaces de disminuir significativamente (*p <0.05) el edema del pabell6n auricular, en
comparacion con el grupo con TPA. VMC1R13, VMC1R12 y VMC1R?7 inhibieron el
edemaen un 75.2%, 74.7%, y 45.7% respectivamente. La indometacina (control positivo)
presento una inhibicion del edema del 81.2% (Tabla 7).

Tabla 7. Actividad antiinflamatoria de las reuniones VMC1R7, VMC1R12 y
VMC1R13 en un modelo de edema auricular en ratén inducido por TPA.

Extracto Tiempo Dosis Edema (mg) Inhibicion del
(h) (mg/oreja) Prom.+ EEM edema (%)
TPA 6 - 14.48 + 1.33 --
INDO 6 1.0 2.72 £ 0.75* 81.21 £0.75
VMCI1R7 6 1.0 7.85 + 1.64* 4578 £ 1.64
VMC1R12 6 1.0 3.65 + 1.52* 74.79 £ 1.52
VMC1R13 6 1.0 3.58 +1.91* 75.27 £1.91

*p < 0.05 en comparacion con el grupo TPA, que s6lo recibié como vehiculo acetona.
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10.3 Actividad antiinflamatoria de la reunion VMC3R6 a 1 mg/orejay a 0.5
mg/oreja en TPA
Los resultados mostraron que VMC3R6 a 1 mg/oreja inhibié el edema en un 73.4%,
mientras la misma reunion a una dosis de 0.5 mg/oreja inhibio el edema en un 62.5%, los
cuales también son capaces de disminuir significativamente (*p <0.05) el edema del
pabellén auricular, en comparacién con el grupo con TPA como se muestra en la tabla 8.

La indometacina presenté una inhibicién del edema del 81.2%.

Tabla 8. Actividad antiinflamatoria de la reunion VMC3R6 a 1 mg/orejay a 0.5
mg/oreja en un modelo de edema auricular en ratén inducido por TPA.

Extracto Tiempo Dosis Edema (mg) Inhibicién del
(h) (mg/oreja) Prom.+ EEM edema (%)
TPA 6 -- 14.48 £1.33 --
INDO 6 1.0 2.72 £0.75* 81.21 £0.75
VMC3F6 6 0.5 542 +1.0* 62.56 + 1.0
VMC3F6 6 1.0 3.85+ 1.49* 73.41 +1.49

*p < 0.05 en comparacion con el grupo TPA, que solo recibié como vehiculo acetona.

10.4 Efecto antiinflamatorio de extractos y reuniones seleccionadas en modelo de
edema plantar inducido por carragenina
En este modelo se logré observar que la inyeccion de la carragenina al 4 % fue capaz de
incrementar el nivel de inflamacidn del cojinete plantar en los ratones a partir del minuto
30 después de ser aplicada, este efecto prevalecié durante las 4 h que se mantuvo en
observacién, en el grupo que solo recibié Tween 20 al 1% (VEH); a comparacién de este,
el grupo que recibié solamente Solucion Salina Fisioldgica (SSF) tuvo un efecto diferente
significativamente (*p <0.05) como se observa en la Gréafica 1. En la Grafica 2 se muestra
el efecto del tratamiento MEL (Meloxicam) en comparacion con el grupo VEH,
mostrando Unicamente diferencia significativa (*p <0.05) en la primera media hora
después de la induccion del edema; por su parte, VMACOEt no logré disminuir
significativamente el edema en comparacion del VEH (Grafica 3), mientras que las
fracciones R-12 y R-13 lograron reducir significativamente (*p <0.05) el edema en
comparacion con el VEH en la hora 4 de observacion (Gréfica 4 y Gréafica 5). Se puede

observar que el edema plantar en los 4 grupos, tienden a incrementar a los 30 min, a partir
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de este punto el edema se mantiene a lo largo de las horas y no llega a los niveles del
VEH. En la grafica 6, se muestra la caracterizacion de la evolucién del proceso
inflamatorio a lo largo del curso temporal de la evolucion del edema plantar. Se midio el
cambio del &rea bajo la curva (ABC), que se obtuvo de cada una de las anteriores graficas
(2, 3,4 y5), en las que se representan los cursos temporales del edema plantar. Podemos
observar que la carragenina provoca un incremento relativo estadisticamente significativo
de 11.6 %. Con el tratamiento de meloxicam, solo alcanz6 4.9 % de incremento relativo,
lo cual fue una reduccion importante de dicho edema. El tratamiento con el extracto
VmMACOEt, el valor de ABC, mostré un incremento relativo del edema de 7.3 %. Es
importante mencionar, que estos efectos no fueron estadisticamente diferentes cuando se
compar6 contra el grupo de dafio (VEH). Los tratamientos con las fracciones R12 y R13,
presentaron valores de ABC que al contrastarlo contra el grupo control basal (SSF),
mostraron un incremento relativo del edema de 0.3% y 0.7%. Y estos no fueron
estadisticamente diferente al compararlo contra el grupo basal; pero si lo fueron con el
VEH; mientras que en la Gréfica 7 se muestra el porcentaje inhibido del edema a partir
de la inyeccion de carragenina, siendo los grupos R-12 y R-13 los de mayor porcentaje
(16.8 %y 14. 03 % respectivamente) seguidos del MEL (9.64 %) y por ultimo VmACcOEt
(5.15 %).

3.90

3.70
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I I | I

gs 30 | I
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a * *®

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 35 4 4.5
--SSF VEH Curso temporal (hrs)

Gréfica 1. Curso temporal de la inflamacion inducida con carragenina en el cojinete
plantar. Comparacion del grupo VEH (carragenina) con el grupo SSF. *p < 0.05 en
comparacion con el grupo VEH.
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Gréfica 2. Curso temporal de la inflamacién inducida con carragenina en el cojinete
plantar. Comparacion del grupo VEH (carragenina) con el grupo MEL (Meloxicam).
*p < 0.05 en comparacion con el grupo VEH.
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Gréfica 3. Curso temporal de la inflamacion inducida con carragenina en el cojinete
plantar. Comparacion del grupo VEH (carragenina) con el grupo VmACOELt. *p < 0.05
en comparacion con el grupo VEH.
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Gréfica 4. Curso temporal de la inflamacion inducida con carragenina en el cojinete
plantar. Comparacion del grupo VEH (carragenina) con el grupo R-12. *p < 0.05 en
comparacion con el grupo VEH.
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Gréfica 5. Curso temporal de la inflamacion inducida con carragenina en el cojinete
plantar. Comparacion del grupo VEH (carragenina) con el grupo R-13. *p < 0.05 en
comparacion con el grupo VEH.
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Grafica 6. Efecto de los tratamientos sobre la inflamacidn del cojinete plantar después
de la administracion de carragenina. *p < 0.05 en comparacion con el grupo VEH.
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Gréfica 7. Porcentaje de inhibicion del edema de los tratamientos utilizados a las 4 h
después de la induccion del edema con carragenina al 4 %.
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10.5 Efecto de extractos y reuniones sobre el bazo de ratones con edema plantar
inducido por carragenina

En la Gréfica 8 se observa que la inyeccion de carragenina en el cojinete plantar provocd

un incremento en el porcentaje del peso del bazo (0.51 %) respecto al total del animal

(VEH); el grupo que recibié SSF obtuvo un 0.44 %; mientras que la administracion de

los tratamientos MEL, AcOEt, R-12 y R-13 disminuyeron significativamente el valor

respecto al grupo VEH (*p <0.05).
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Gréfica 8. Porcentaje del bazo respecto al peso total de raton con edema plantar
inducido con carragenina de los grupos utilizados. *p < 0.05 en comparacion con el
grupo VEH.

10.6 Identificacion del compuesto &cido cafeico en la sub-fraccion VMC3R3

El resultado de CCP en fase reversa de la sub-fraccion VMC3R3 produjo un precipitado
amarillento, por lo que fue analizado en HPLC con la finalidad de identificar algin
compuesto bioactivo. La comparacion con el estandar de acido cafeico mediante HPLC
nos corrobord la presencia de este compuesto con un tiempo de retencion de 9,04 min,
con espectro de UV Anm (nandmetros)= 219, 241 y 325 sefiales caracteristicas para un

fenil propanoide (Figura 43 y 44).
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Figura 43. Cromatograma de VMC3R3 en HPLC a 300 nm.
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Figura 44. Acido cafeico.

10.7 Identificacion de la mezcla de quercetina y luteolina en la sub-fraccion
VMC3R6
El resultado de CCP en fase reversa de VMC3R6 produjo un precipitado amarillento, por
lo que fue analizado en HPLC con la finalidad de identificar algiin compuesto bioactivo.
La comparacion con el estdndar de luteolina y quercetina mediante HPLC nos corrobord
la presencia de estos compuestos con un tiempo de retencion de 14,08 min, con espectro
de UV Anm= 212.2, 253.3 y 348.2 sefiales caracteristicas para una flavona; y 14,95 min,
con espectro de UV Anm = 199.3, 255.7 y 368.2 sefiales caracteristicas para un flavonol,

respectivamente (Figura 45, 46 y 47).
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Figura 46. Quercetina. Figura 47. Luteolina.

10.8 Identificacion del compuesto apigenina en la fraccion VMCA4F31

El resultado de CCP en fase normal y reversa de VMC4F31 produjo un precipitado
amarillento, por lo que fue analizado en HPLC con la finalidad de identificar algin
compuesto bioactivo. La comparacion con el estandar de apigenina mediante HPLC nos
corrobord la presencia de este compuesto con un tiempo de retencion de 18,26 min, con
espectro de UV Anm = 211, 267 y 338 sefiales caracteristicas para una flavona. (Figura
48 y 49).

49

——
| —



0.034 |
0.032]
0.030 ‘
0.028

0.026-{

0.024 |
0.022

0.020

0.018 |
o.01e]
0.014-
0.012 1
o.010]
0.008|
0.008]
0.004

0.002-

A
0.000-W

-0.002 -

4
-0.004 J\

| VMCA4F31
| Apigenina

...... P =000

= \
b=
= |
i
i
|
=
8
=
=
= | T
Sy | A
b | | |
)= ‘ 1
| It ] |
"N | |
Al I\ [} \\
2 bl il okl CRTSC TN, | SR . SO e

Figura 48. Cromatograma de VMC4F31 en HPLC.

OH

HO o)

OH O
Figura 49. Apigenina.

50

——
| —




11.  DISCUSION

Alo largo de la historia, el uso de las plantas medicinales ha sido el sustento del desarrollo
de nuevos medicamentos, debido a esto es parte fundamental para la investigacion. Las
plantas son sésiles y por lo tanto, la respuesta a agresiones del entorno se ve reflejada en
una gran cantidad de moléculas producidas por el metabolismo secundario de las mismas.
Ahora bien, desde el punto de vista antropocéntrico, uno de los principales objetos de
estudio de la etnobotanica es la busqueda de los usos medicinales de las plantas, a partir
del gran interés médico de las actividades farmacoldgicas interesantes que llegan a
mostrar. A lo largo del tiempo, esta estrategia ha sido muy exitosa, debido a que la
seleccion natural es el gran laboratorio de pruebas, que a lo largo de millones de afios ha
generado a través del ensayo de prueba y error, una gran cantidad de moléculas. De tal
forma, que es perfectamente logico que, se puedan disefiar tratamientos para una
multiplicidad de enfermedades y con ello tener ventajas competitivas comparando con
los farmacos sintéticos. Otra diferencia notable que se identifica entre los dos tipos de
abordaje terapéutico, extractos vegetales y farmacos de sintesis, es que los primeros estan
basados en que el tratamiento utiliza una mezcla de compuestos en donde la interaccion
farmacoldgica es parte del modo de accion. En cambio, un farmaco de sintesis en
principio es una Unica molécula activa, que generalmente es de mayor potencia
farmacoldgica. Hay evidencia de que la eficacia comparativa entre un fitomedicamento y
un farmaco de sintesis es similar, aunque en el primer caso los pacientes presentan un
mayor apego terapéutico por el menor impacto de los efectos colaterales adversos
(Herrera-Arellano et al., 2007a; Herrera-Arellano et al., 2007b.). La inflamacion es una
respuesta del sistema inmunitario que se produce ante una lesion por distintos factores
(agentes patdgenos, traumatismo, etc.) que afecta a los tejidos celulares o vasculares
(Barreno, 2008). EI TPA, es un agente que causa inflamacion por la liberacion de acido
araquiddnico, cuyos metabolitos eicosanoides pueden actuar produciendo vasodilatacion,
agregacion plaquetaria, afectan la permeabilidad vascular y atraen a leucocitos
polimorfonucleares a la zona de lesion (Grossman & Porth, 2013). Se ha comprobado
qgue el género Vitex contiene compuestos bioactivos, como iridoides, flavonoides,
diterpenoides, y fitosteroides (Meena et al., 2011); que son capaces de intervenir en
procesos de inflamatorios inhibiendo la produccion de eicosanoides (Cuevas-Juarez et
al., 2014; Padmalatha, et al., 2009). Por tal motivo, el presente estudio evalué la actividad

antiinflamatoria de extractos organicos de polaridades baja y mediana (hexano y acetato
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de etilo) de la especie Vitex mollis en dos modelos experimentales de inflamacion. El
primero de ellos fue el modelo de edema de pabelldn auricular de ratén inducido por TPA,
el cual inicia incrementando la corriente entrante de Ca++ en células epiteliales, lo que
desencadena la activacion de proteina quinasa C, que deriva en la liberacion de AA para
finalmente provocar la produccion y liberacion de eicosanoides (Flores-Vieyra et al.,
2005). Todos los extractos aislados y las sub-fracciones utilizados en el modelo de TPA
mostraron, en algun grado, actividad antiinflamatoria disminuyendo significativamente
el edema.

Esto probablemente sea atribuido a los compuestos identificados en V. mollis, y de cdémo
acttan en contrarrestando los efectos del TPA, por ejemplo, la quercetina y luteolina
tienen la capacidad de inhibir alasenzimas COXYy LO, lo que disminuye la produccién
de eicosanoides (Raso et al., 2001; Ziyan et al., 2007).

El &cido cafeico modula la cascada metabdlica del AA, ademas de inhibir células
inflamatorias como macrdéfagos, linfocitos y polimorfonucleares (Morones et al, 2016).
Por ultimo, el flavonoide apigenina inhibe a COX-2 y mediadores inflamatorios como
TNF-a, IL-1 e IL-6 (Zhang et al., 2014).

El modelo de edema en la pata de raton inducido con carragenina es usado ampliamente
en el desarrollo de farmacos antiinflamatorios no esteroideos e inhibidores selectivos de
la COX-2, para la formacion de edema e hiperalgesia (Chattopadhyay et al., 2012). La
inyeccidon de la carragenina promueve la activacion de células como macrofagos y
linfocitos, las cuales desencadenan la produccién de células proinflamatorias (TNF-a, IL-
1B e IL-6), responsables de la respuesta inflamatoria (Salinas-Sanchez et al., 2015), para
después, desencadenar la produccién de células antiinflamatorias como lo son la IL-10 e
IL-4 (Nicasio-Torres et al., 2020). La inyeccion de carragenina provoco el desarrollo de
edema durante las 4 h.

De esta manera, concluimos que las sub-fracciones R-12 y R-13 lograron obtener una
diferencia significativa (p < 0.05) respecto al control negativo (VEH). Los farmacos
control positivo utilizados en los ensayos, fueron elegidos por su efectividad y potencia
farmacoldgica (Lucas S, 2016; Khalil NY & Aldosari KF, 2020). Estos criterios de
eleccion son los mismos por los que tiene un amplio uso en la terapéutica. Sin embargo,
su uso por periodos prolongados de tiempo, provoca efectos colaterales adversos. Por otro
lado, los resultados obtenidos de extractos y sub-fracciones demuestran que V. mollis es
capaz de reducir la inflamacidn considerablemente de manera comparable a indometacina

y meloxicam. Ahora bien, los compuestos activos identificados (quercetina, luteolina,
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acido cafeico y apigenina) en esta especie, al ser aplicados por separado, probablemente
muestren eficacia, pero con una menor potencia respecto a los farmacos de referencia.
Como ya se menciond, una posible ventaja competitiva, como nos lo muestran los
resultados obtenidos, es que la mezcla de compuestos presentes en los extractos y en las
fracciones activas, deban su eficacia y potencia a la interaccion farmacolégica, bajo un
esquema de efecto sinérgico entre compuestos activos.

Como se menciona anteriormente, fue posible detectar algunos metabolitos secundarios
de V. mollis a través de técnicas de CCP y HPLC; se pudo observar una mezcla de
quercetina y luteolina en VmC3R6; &cido cafeico en VMC3R3 y apigenina en VmC4F31.
Esta investigacion farmacoldgica y quimica de los extractos de Vitex mollis puede ser de
importancia en la investigacion de terapias farmacoldgicas alternativas, que permitan
disminuir los efectos colaterales que se presentan con el tratamiento de compuestos
sintéticos y tener la posibilidad de desarrollar fitomedicamentos eficaces y seguros para

el tratamiento de la inflamacion.
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12. CONCLUSIONES

El extracto de acetato de etilo (VmACOELt) obtenido de V. mollis, despliega una
importante actividad antiinflamatoria en el modelo de TPA.

VMC1R12, VMC1R13 y VMC3R6 aisladas de VmACOEt, resultaron activas en
el ensayo de TPA, siendo la VMC1R13 la de mayor actividad.

VMC1R12 y VMC1R13 disminuyen el edema plantar inducido con carragenina.
Se identificaron, el acido cafeico perteneciente al grupo de &cidos fendlicos en la
sub-fraccion VMC3R3; asimismo, la quercetina perteneciente al grupo de
flavonoles y luteolina perteneciente al grupo de flavonas en la sub-fraccidn
VMC3R6; y por altimo, la apigenina perteneciente al grupo de flavonas en la sub-
fraccion VMC4F31 mediante HPLC, con muestras auténticas de dichos

compuestos.
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14. ANEXOS

UNIVERSIDAD AUTGNOMA DEL ESTADO DE MORELOS
ESCUELA DE ESTUDIOS SUPERIORES DEL JICARERO

LAMIACEAE
Vitex mollis Kunth
Det. Gabriel Flores F 2021

Morolos: Mpio Pusnte de Iatia Tilzapota
Coordonadas: 18°26 27 5 N 9915288 W
Altitud. 1112 msnm

Forma de vida: Arbol de 8 m con frutcs verdes,

tol

Colector: Alexis Omar Ocampo Garcia .1 con D
Salinas, C Sotelo y G_Flores
Fecha: 20 de julio de 2020

‘-

Anexo a. Planta Vitex mollis colectada en Tilzapotla, municipio de Puente de Ixtla,
Morelos, México. Muestra del espécimen depositada en el herbario de la Universidad
Auténoma del Estado de Morelos (CIByC-UAEM); con nimero de registro 39812.
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