LESQOD

Laboratorio de Elucidacion y Sintesis
en Quimica Qrgénica

TECNOLOGIA

BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA
DE PUEBLA

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

“Perfil fitoquimico y evaluacion del efecto cicatrizante de
Eupatorium aschenbornianum”

TESIS

PARA OBTENER EL TITULO DE

LICENCIADA EN BIOTECNOLOGIA
PRESENTA
VANIA LIZANDRE CASTANON VARGAS

DIRECTOR DE TESIS: DR. JESUS SANDOVAL RAMIREZ
CODIRECTOR DE TESIS: DRA. SOCORRO REYES MEZA
ASESOR TECNICO: M.C. ALAN CARRASCO CARBALLO

Noviembre, 2020



Partes del tema de tesis se presentaron en los siguientes eventos:

54° Congreso Mexicano de Quimica. Centro Cultural Universitario de la BUAP, Puebla del 30 de
septiembre al 3 de octubre de 2019, modalidad cartel: “Analisis fitoquimico cualitativo del Axihuitl
proveniente del estado de Morelos”. Vania Lizandre Castafidn Vargas, Alan Carrasco Carballo,
Socorro Reyes Meza, Jesus Sandoval Ramirez.

ler Workshop de Investigacion del Jardin Botdnico Universitario y el Laboratorio de Elucidacion y
Sintesis Orgdnica. Jardin Botadnico Universitario BUAP, Puebla el 10 de diciembre de 2019,
modalidad ponencia: “El axihuitl como cicatrizante”. Vania Lizandre Castafion Vargas.



INDICE GENERAL

RESUMIEIN <ttt etttk 8
1o INETOAUCCION ...ttt 9
2. ANTECERARNTES ..ttt 12
2.1.  Eupatorium ASCRENDOINIGNUM ...........ccoeiiiiiiiiii et 13
2.2.  Metabolitos secundarios de Plantas..........ccooviiiiiiiiiiieiiie e 17
2.3, CICALIIZACION oot 26
3. ODJETIVOS ot 31
3.1, ODBJELIVO ENEIAN w.iiiiiiiiii e 31
3.2, ODbjJEtiVOS PArTiCUIAIES . .iii i 31
4. ReSUItadOS Y AISCUSION ..uviiiiieiieice e 32
4.1.  Pruebas fitoquimicas preliminares ..o 32
4.2, EXTracCion SOXNIET .....coiiiiiii i 36
4.3.  Pruebas fitoquimicas a [0S eXtraCtos ......oocuuviiiiiiiiiiicce e 36
4.4, Prueba PIlOTO N VIVO ......ocooiiiieeeeeeee e 38
5. CONCIUSIONES. ..ttt ettt b ettt ettt 46
B, METOAOIOGIA 1.ttt 47
6.1.  Preparacion de material VEgeTal......oovviiiiiii 47
6.2.  Pruebas fitoquimicas preliminares ... 47
6.3, EXEracCion SOXNIEL ...ccuiiiiii e 48
6.4.  Pruebas fitoquimicas a 105 EXEraCtoS ......uiiiii i oo 48
6.5. Seleccidn de disolventes para eXtraCCion ........oooouuvviiiiie i 48
6.6.  Prueba de estabilidad ..........cooiiiiiii 49
6.7, ANALISIS MICIOSCOPICO. ...ttt 49
6.8.  Prueba PilotO iN VIVO .....cooceeiiiiiee e 49
[0 AANIEXOS et 50
8. BIDHOGIAa ..o 56



INDICE DE ILUSTRACIONES

llustracion 1. Diversidad de grupos de organismos en Méxicoy en el mundo ............ccccvveeeeenn.n. 9
llustracién 2. A: Axihuitl, B: Soluciéon etandlica utilizada tradicionalmente en heridas................. 11
llustracion 3. A: Plantas medicinales. B: Medicamentos comerciales..........cccccoovvviieeiiiiieeecnnnnen. 12
llustracion 4. Tableta sumeria con conocimientos medicinales de Nippur.......cccccveeevviieeeciinnn.n. 12
llustracion 5. A: Agave salmiana . B:Grindelia inuloides Willd. ...........ccccooiiiiiiie, 13
lHustracion 6. Muestra de aXinUItl..........oooviiiiiiiii e 14

llustracion 7.Graficos del efecto anti-Ulceras de diferentes dosis de encecanescina (1) vy

CArDENOXO0IONE (2) coviieiiie ettt 15
llustracion 8.Molécula de dioscina (3) y a-hedering (4) ........ooooviiiieiiiiiiieeeiee e 18
llustracion 9. Molécula de codeina (5) y de morfina (6).........coovvuviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 19
llustracion 10. Acido boswélico (7) y terpinen-4-0l (8) .......c.cocvooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee . 20
llustracion 11. Molécula de B-SitoStErol (9).....couieiiiieiiie e 21
llustracion 12. Molécula de quercetina (10) y de apigenina (11)......ccccceeeviiiiieeiiiieiceiiiiee e, 22
llustracion 13. Molécula de malviding (12) ....ooooiiiiiiiiieee e 23
llustracion 14. acido gluconico yY-1actona (13) ...eeeoiiieiiiieiiiee e 24
llustracion 15.Molécula de ammoresinol (14) y umbeliferona (15).......ccccoevvieiiiiiiiiiiiieee. 25
llustracion 16.Molécula de thieleanina (16)...........cooouviiiiiiiiii e 25
llustracion 17. Estructura general de la piel. ..o, 27
ustracion 18. CElIUIAS SANGUINEAS ......cciuuuiiiiee et e e e e 28
llustracion 19. Etapas de la CiCatrizaCion . ........ooiiiiiiiiii e 29
llustracion 20. Esquema general de la cicatrizacion. .........coooiiiviiii e 30
llustracion 21. Diagrama general de bloque de etapas metodoldgicas.......ccveieiiiiiiiiiiiiiiciieiinn, 32

llustracion 22. Resultados de las pruebas fitoquimicas para; A: alcaloides, B: saponinas. y C:
L el ol [o [TV T 01T a0 T USSR PPPPPP 34

llustracion 23. Resultados de las pruebas fitoquimicas para; D: azlcares, E: insaturaciones y F:
BrUPO CArDONIIO. oo e 34

llustracion 24. Resultados de pruebas fitoquimicas para: G: cumarinas, H: lactonas e I
SESQUITEIPENIACTONAS ..ttt 35



llustracion 25. Resultados de pruebas fitoquimicas para: J: hidroxilos fendlicos, K: Flavonoides y L:
AANTOCIANINGS 1ttt 36

llustracion 26. Grafico del progreso de la cicatrizacion por etanol (control y tratamiento) ......... 41

llustracion 27. Grafico del progreso de la cicatrizacion con acetato de etilo (control y tratamiento)

....................................................................................................................................................... 42
llustracion 28.Evolucion de la herida de ambos extractos (Grafico normalizado) ......c....oeeeveeinnne. 44
llustracion 29. Evolucién de la cicatrizacién en ambos tratamientos (Grafico normalizado)........ 45



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Principales usos terapéuticos de los productos Naturistas. .........cccoeevveeeeiiiiieecciiieeeeee, 10
Tabla 2.CMI de Eupatorium aschenborniamun contra diferentes microorganismos.................... 16
Tabla 3. Metabolitos secundarios estudiados en este Proyecto .........ccccveeevvviiieeiiiiiiee e, 17
Tabla 4. Pruebas fitoquimicas preliminares en Eupatorium aschenbornianum..........ccccccvveeee.n. 33
Tabla 5 Contenido de producto por extraccion SOXhlet........cocuvviiiiiiiiiiiie e, 36
Tabla 6. Pruebas de los extractos de éter etilico, acetato de etilo, etanoly agua ........c..cccceuvne.. 37
Tabla 7. Fotografias de la evolucién de las heridas en ambos tratamientos y controles. ............. 39
Tabla 8.Datos normalizados de la evolucién de la herida en ambos tratamientos. ...................... 43



ABREVIATURAS

Abreviatura
CMI

STL
IC
PFP

PC

Significado
Concentracion minima
inhibitoria
Sesquiterpenlactonas

Concentracion inhibitoria

Pruebas fitoquimicas
preliminares

Porcentaje de cicatrizacion



Resumen

Las plantas vasculares representan la segunda categoria con mayor diversidad en México con
25,008 de 272,655 especies conocidas en el mundo hasta el 2012, esta diversidad permite tener
plantas con una amplia variedad de aplicaciones, incluyendo plantas medicinales. Se han hecho
esfuerzos para reunir el acervo de conocimientos en esta materia, como la creacién de un herbario
IMSS, sin embargo, de las 3,000 a 4,500 especies albergadas ahi, Gnicamente se han hecho andlisis
farmacoldgicos de un 5% de especies, por lo que las propiedades farmacoldgicas quedan
Unicamente en el conocimiento popular de la poblacién sin hacerse estudios cientificos
apropiados.

Eupatorium aschenbornianum es una especie endémica del estado de Morelos, a la que se le han
atribuido propiedades medicinales para tratamiento de quemaduras, reumas, mejora de la
circulacién, regulacion de los niveles de glucosa, artritis y siendo uno de los mas populares, el
tratamiento de heridas topicas. Ha sido reportado en la literatura como agente gastroprotector,
antifungico y no toxico en modelos bioldgicos, sin embargo, hasta ahora no se ha reportado como
cicatrizante, por lo que este proyecto busca determinar el perfil fitoquimico de Eupatorium
aschenbornianum, asi como evaluar su actividad cicatrizante in vivo.

Se realizaron pruebas fitoquimicas preliminares directamente en las hojas secas para determinar
los metabolitos secundarios y grupos quimicos presentes, estos fueron; alcaloides, saponinas,
esteroides, hidroxilos fendlicos, antocianinas, flavonoides, azlcares y estructuras como
insaturaciones y grupo carbonilo. Los terpenos, cumarinas, lactonas y sesquiterpenlactonas se
encontraron ausentes.

La masa del extracto bajo el empleo del extractor Soxhlet y etanol como disolvente fue de 21%,
con el de acetato de etilo 1.2% y con el de éter etilico de 11.3%. Posteriormente a la extraccion
con distintos disolventes se realizaron pruebas fitoquimicas a cada uno de los extractos: en la
extraccion acuosa se encontraron presentes alcaloides, saponinas e hidroxilos fendlicos, en la
extraccion con etanol se encontraron alcaloides, hidroxilos fendlicos, compuestos insaturados; en
la de acetato de etilo se hallaron esteroides, azlcares, antocianinas, flavonoides e insaturaciones.
Finalmente, en la extracto de éter etilico se ubicaron a esteroides, azlcares, antocianinas vy
flavonoides. Compuestos carbonilicos no fueron detectados en ningln extracto.

Las pruebas in vivo se realizaron empleando a los extractos etandlicos y de acetato de etilo, en
cuatro modelos bioldgicos; dos de estos se trataron con extractos de etanol, los restantes con
acetato de etilo (control y tratamiento para cada uno), los controles se realizaron con los vehiculos
(etanoly acetato de etilo). En distintas fases de la cicatrizacion se observé una mayor recuperacion
en los tratamientos a comparacion de los controles.

Comparando ambos tratamientos, el extracto de acetato de etilo muestra una mayor efectividad
en los dias aproximados a la fase inflamatoria y proliferativa, mientras que el mayor efecto del
extracto etandlico se presenta en dias aproximados a la fase proliferativa y de remodelacién, por
lo que, en conjunto, los metabolitos contenidos en ambas extracciones actuarian en el proceso
completo de cicatrizacion.



1. Introduccion

México es un pais biolégicamente megadiverso, esto quiere decir que en el territorio habitan miles
de grupos taxondmicos que poseen alta variabilidad genética. De hecho, ocupa uno de los
primeros lugares en el mundo en esta categoria. A pesar de que su superficie consta del 1.5% de
la superficie total del planeta, cuenta con el 10-12% de las especies totales existentes. Las plantas
vasculares representan la segunda categoria con mayor diversidad en el pais, con 25,008 de
272,655 especies conocidas en el mundo hasta el 2012 (llustracion 1)[1]
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llustracion 1. Diversidad de grupos de organismos en México y en el mundo

La diversidad vegetal que posee el pais permite tener plantas con una amplia variedad de
aplicaciones, dentro de la alimentaciodn, la medicina, el vestido, la perfumeria, los venenos, y otras.
Las plantas medicinales en México ocupan el segundo lugar de plantas inventariadas, después de
China. Sin embargo, a pesar de que se han hecho esfuerzos para reunir el acervo de conocimientos
en esta materia, como la creacion de un herbario IMSS, de las 3,000 a 4,500 especies albergadas
ahi, Unicamente se han hecho analisis farmacoldgicos de un 5% de especies [2]. Esto es evidencia
de la relativa poca importancia antropoldgica que se le ha dado a la investigacién de plantas con
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atribuciones medicinales, que nos permitiria obtener conocimiento que avale o evite el uso de
estas especies, asi como posibles efectos secundarios y nuevas moléculas factibles para el
desarrollo de farmacos. Las plantas medicinales tienen diversos usos tradicionales en nuestro pafs,
Unicamente en la Ciudad de México y de 1993-1996 se encontraron los mostrados en la Tabla 1.

Usos 1993 (%) 1994 (%5) 1996 (%)
Complemento Alimenticio 9 24 19
Obesidad 16 19 15
Enfermedades del Sistema Nervioso 12 15 12
Tratamiento de las Vias Respiratorias 6 12 11
Gastrointestinales 9 5 11
Circulatorias 6

Piel y Cuero Cabelludo - - 5

Dolor - — 4

Diabetes 12 6 3 =
Hepaticas 5 3 3 3
Renales 5 2 3 §
Reumaticas - — 2 %
Otras 26 14 6 =

Tabla 1. Principales usos terapéuticos de los productos naturistas.

Las heridas representan una afeccion de salud frecuente en el pais, en el periodo 2016-2018 Vela-
Anaya et al. evaluaron la incidencia de heridas en 15 entidades federativas; las heridas traumaticas
representaron el primer puesto, abarcando el 27.5% de heridas totales [3]. Este estudio hace
referencia Unicamente a los pacientes que acuden a centros médicos, por lo que los datos de
incidencia de las personas que tratan sus heridas en casa o complementan su tratamiento con
terapias alternativas basadas en plantas es desconocida. Sin embargo se estima que un 80% de
mexicanos hace uso frecuente de la herbolaria [2] para tratar afecciones médicas, por lo que no
podemos descartar el autotratamiento de heridas con herbolaria.

Destacando que dependiendo de la region es la planta medicinal que se utiliza, por ejemplo,
Eupatorium aschenbornianum es una especie endémica del Estado de Morelos, a la que se le han
atribuido propiedades medicinales para tratamiento de quemaduras, reumas, mejora de la
circulacion, regulacién de los niveles de glucosa vy artritis, siendo uno de los mas populares el
tratamiento de heridas tdpicas, generalmente suministrado en forma de emplastos o soluciones
acuosas o en alcohol etilico (llustracién 2B) [4].
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llustracion 2. A: Axihuitl, B: Solucion etandlica utilizada tradicionalmente en heridas

No existe abundante informacion acerca de esta especie, sin embargo, hay reportes cientificos
que avalan la efectividad de E. aschenbornianum para tratar Ulceras gastricas. También se conocen
sus propiedades antifungicas e incluso su ausencia de toxicidad y su incapacidad de causar
mortalidad si se administra de manera directa; sin embargo, no estd reportado en la literatura su
capacidad cicatrizante, empleada por pobladores del Estado de Morelos, por lo que el presente
proyecto representa un precedente en la investigacion de Eupatorium aschenbornianum como
planta cicatrizante, proporcionando informacién acerca de su composicion fitoquimica
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2. Antecedentes

Una planta medicinal es definida como cualquier especie (llustracion 3A) que muestre actividad
fitoterapéutica debida a metabolitos contenidos en su matriz [5], estos pueden encontrarse en un
organo en especifico o en todas sus estructuras y su concentracion varia de acuerdo a la edad del
organismo, clima, época del afio y las condiciones del suelo [6], por lo tanto una fitoterapia
correctamente aplicada requiere que la planta pase por estdndares que le permitan tener una
concentracién deseada de metabolitos de interés, de otra forma los resultados pueden no ser
efectivos, estos metabolitos de diversas especies vegetales han servido de base para el disefio de
medicamentos farmacéuticos, que para considerarse como tal, se requiere la extraccion,
aislamiento e identificacion del principio activo (llustracion 3B) [7].

llustracion 3. A: Plantas medicinales. B: Medicamentos comerciales

El origen de la fitoterapia se remonta a épocas prehistdricas cuando se comenzd a discernir entre
las plantas que tenian efectos nocivos vy las que curaban padecimientos de la poblacién, uno de
los registros mas antiguos del uso de plantas medicinales es una tableta sumeria de 3000 afios
a.e.c. (llustracion 4), que contenia informacion acerca de fuentes de plantas medicinales [5]. Hoy
en dia, de acuerdo con la OMS, un 80% de la poblacién mundial utiliza plantas medicinales como
complemento o como Unico tratamiento en afecciones de salud [6].

Ilustracion 4. Tableta sumeria con conocimientos medicinales de Nippur
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Existe una gran variedad de plantas que son utilizadas popularmente para el tratamiento de
distintas afecciones: por ejemplo, la manzanilla (Matricaria recutita L.) es popularmente utilizada
para tratar afecciones como el dolor de estémago, ademas de tener propiedades relajantes,
sedantes, antiespasmadicas, cicatrizantes, antiinflamatorias y digestivas [8]. Otro ejemplo, son las
pencas del maguey (Agave salmiana) (llustracion 5A) y el arnica (Grindelia inuloides Willd)
(llustracion 5B) que son utilizadas para el tratamiento de heridas y golpes [9][10].

llustracion 5. A: Agave salmiana . B:Grindelia inuloides Willd.

Un tépico importante y sobre el cual hay diversos estudios, son las plantas medicinales utilizadas
en la cicatrizacién. Ejemplos de estas son:

e Jasminum auriculatum: los extractos etandlicos de sus hojas tienen un efecto positivo en
la cicatrizacién de heridas debido a la mayor produccién de coldgeno. De acuerdo al analisis
fitoquimico de la especie, esta contiene alcaloides, terpenoides, saponinas, taninos y
compuestos fendlicos [11].

e Plumeria obtusa: Su analisis fitoquimico revela la presencia de taninos, flavonoides,
alcaloides, saponinas, glicdsidos, terpenoides y esteroides, mientras que los extractos
etandlicos de sus hojas muestran un efecto positivo en la cicatrizacion de heridas en
modelos bioldgicos [12].

e Pongamia Pinnata: Los extractos metandlicos de las hojas de este especie favorecen la
contraccién de la herida y la fuerza de tension, ademas de tener un efecto antioxidante y
una actividad antimicrobiana moderada [13].

Las plantas anteriores poseen precedente cientifico de su eficacia como cicatrizantes, sin
embargo, en nuestro pais debido a la amplia biodiversidad, existen muchas otras plantas con usos
tradicionales que aun no han sido probadas cientificamente, un claro ejemplo es Eupatorium
aschenbornianum, perteneciente a la familia asteraceae.

2.1. Eupatorium Aschenbornianum

Esta especie pertenece a la familia asteraceae o compositae, que a su vez se encuentra dentro del
orden Asterales, que cuenta con aproximadamente 1620 géneros [14], por lo que se considera
una de las familias mas grandes en el reino plantae. Una de las caracteristicas distinguibles de la
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familia es el agrupamiento de las flores en inflorescencias, que suelen parecer a gran escala una
flor individual, estas son también llamadas “cabezas” y se encuentran rodeadas por hojas
modificadas llamadas bracteas [14].

Hasta el 2018, México registra 26 tribus, 417 géneros y 3113 especies de las cuales 3050 son
especies nativas y 1988 son endémicas del pais, esta familia es considerada la mds grande de la
flora mexicana, por lo que es posible encontrarla a lo largo de todo el territorio; desde en la
vegetacion costera hasta en los picos nevados de altas montafias. Diversos autores han propuesto
que esta extension geografica es debido a una excelente capacidad de dispersién del vilano o
debido a la plasticidad genética de la familia, que estaria permitiendo la sintesis de diversos tipos
de metabolitos secundarios que le permitirian hacerle frente a diferentes depredadores [15].

wd 01

llustracion 6. Muestra de axihuit!

El axihuitl (llustracion 6) (del ndhuatl “atl” -agua y “xihuitl” -hierba) es una planta originaria del
estado de Morelos, México, recibe otros nombres comunes como “achiwis”, “yerba del agua” y
“hoja del agua”. Es una herbdcea de hojas opuestas con borde acerrado, peciolo de 5a 10 cm de
largo, posee tallos semilefiosos color café amarillento. Sus periodo de floracion estd comprendido
entre noviembre a febrero, son blancas y rojizas, organizadas en forma de corimbo.
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No hay un registro histérico preciso sobre el comienzo de sus usos etnobotanicos, sin embargo,
hay reportes en fuentes bibliograficas del siglo XVI; principalmente es utilizada en la medicina
herbolaria tradicional para tratar inflamaciones, colitis, heridas y Ulceras gastricas, pero existen
pocos reportes cientificos que confirmen dichas propiedades [4]. Por ejemplo, ha sido reportado
como agente gastroprotector [16], teniendo mejor actividad los extractos de hexano derivados de
la planta; dicho ensayo constd de la suministracion de extractos hexanicos, diclorometdanicos y
metandlicos en ratas hembras Wistar, asi como un gastroprotector de referencia (carbenoxolona,
2).
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Ilustracion 7.Grdficos del efecto anti-ulceras de diferentes dosis de encecanescina (1) y carbenoxolona (2)

En el estudio antes mencionado, con la finalidad de encontrar el ingrediente activo se llevd a cabo
la purificacidon del extracto encontrando como metabolito principal a la encecanescina (1), un
integrante del grupo de los cromenos, esta es comparada con un medicamento gastroprotector
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(llustracion 7). Ademas, se encontré f-sitosterol y estigmasterol, por lo que se deduce la
produccion de un efecto sinérgico.

Por otro lado, los extractos hexanicos de E. aschenbornianum han sido probados como
antifungicos, resultando efectivos contra Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum,
Aspergillus niger y Candida albicans [17], en este ensayo se pusieron en contacto directo los
extractos de la planta con los hongos, para después medir la concentracion minima inhibitoria
(CMI) (ver Tabla 2).

Microorganismo ¢ A. niger I g g

8 albicans g mentagrophytes | rubrum o

(@]

<

CMI antifungica (rrl1g_/ml) del 3.0 40 0.03 0.2 A
extracto hexanico s

&

L . Q.

CMI anifingica (mg/ml) del 8.0 58.0 1.0 s %

extracto metandlico

Tabla 2.CM| de Eupatorium aschenborniamun contra diferentes microorganismos.

El axihuitl también ha sido probado en toxicidad, demostrando no causar mortalidad, en los
modelos bioldgicos empleados en este estudio. Las consecuencias del suministro de axihuitl en los
animales fueron ligeros cambios en el metabolismo, denotados por el aumento de fosfatasa
alcalina en sangre [18].

Por otra parte, se ha estudiado el efecto que produce la aplicacion de plantas emparentadas a E.
aschenbornianum a nivel genético; Chromolaena odorata, una planta perteneciente a la misma
tribu que E. aschenbornianum (Eupatorieae) induce la expresién de genes como hemo oxigenasa-
1 (enzima citoprotectora [19]), donde fue incrementado a nivel transcripcional y traduccional [20].

Las hojas de Eupatorium adenophorum, aplicadas a una induccion de hipersensibilidad mostraron
la inhibicion de la expresion de genes IL-1B y COX2, que codifican para moléculas pro-
inflamatorias, ademds de inducir una mayor expresion de TNF-a y TGF-B. Resulta contradictoria
la estimulacion de la expresion de esto dos uUltimos genes ya que dan lugar a factores pro-
inflamatorios, sin embargo, el efecto cicatrizante podria ser explicado ya que la citoquina
codificada a partir de TNF-a tiene una importante participacion en la reconstruccion de la matriz
extracelular después de la fase inflamatoria, ademas de promover la angiogénesis, mientras que
TGF-B dara lugar al factor de crecimiento que esta involucrado en la producciéon de colageno vy la
reorganizacion de la matriz extracelular [21].
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Las propiedades que expresan algunas plantas en animales son debidas a metabolitos secundarios,
metabolizados con fines de supervivencia, por lo que a continuacién se abordara el tema con mas
detalle.

2.2. Metabolitos secundarios de plantas

De manera general, el término metabolito se refiere a moléculas de bajo peso molecular y se
excluyen proteinas, polinucledtidos, polisacaridos vy lipidos [22]. Los metabolitos son cominmente
clasificados en metabolitos primarios y secundarios; los metabolitos primarios son aquellos que
permiten al organismo llevar a cabo funciones celulares esenciales, tales como nutricion vy
reproduccion [23], por otra parte, los metabolitos secundarios (MS) son compuestos formados
por el metabolismo, pero que no se usan para formar nuevas células, ademas tienen papeles
importantes en funciones como atraccién de polinizadores, para establecer simbiosis, defensa
contra otros organismos, y para proveer componentes estructurales de las paredes lignificadas de
los tejidos vasculares, entre otros, debido a esto, los MS se consideran no esenciales, pero
contribuyen en la supervivencia de las especies vegetales. Al contrario de los metabolitos
primarios, estos se encuentran en menores concentraciones y algunos suelen ser inducidos en
situaciones de estrés siendo los mas conocidos los que se pueden observar en la Tabla 3 [24].

Tipo Metabolito

Compuestos conteniendo dtomo(s) de Alcaloides
nitrégeno

Saponinas

Derivados de la acetil coenzima A
Esteroides y terpenos

Sesquiterpenlactonas
Cumarinas
Hidroxilos fendlicos
Fendlicos o
Antocianinas

Lactonas

Flavonoides

Tabla 3. Metabolitos secundarios estudiados en este proyecto
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2.2.1. Saponinas

El término “saponina” viene del latin sapon que significa “jabdén”. Estas moléculas estan
compuestas por una aglicona policiclica (también llamada sapogenina) y un carbohidrato [25].
Poseen capacidad tensioactiva confiriéndoles una caracteristica espumosa distintiva [26].
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llustracion 8.Molécula de dioscina (3) y o-hederina (4)

Podemos distinguir a las saponinas en dos tipos: las saponinas neutrales son derivadas de
esteroides (3, llustracion 8) y presentan cadenas laterales espiroacetdlicas, se encuentran casi
exclusivamente presentes en las angiospermas monocotileddneas. Por otra parte, las saponinas
acidas (4, llustracion 8) tienen estructuras derivadas de triterpenoides y son el tipo mas comun de
saponinas presentes en las angiospermas dicotileddneas [26].

Las saponinas son metabolizadas por las plantas con fines de defensa contra microorganismos, sin
embargo para el hombre y otras especies, algunas saponinas poseen las siguientes actividades
[26] [25]:

e Efecto antiinflamatorio: Esto se atribuye a que las saponinas actlan como un inhibidor de
las moléculas mediadoras de la inflamacion, tales como histaminas, serotoninas vy
prostaglandinas. Ademas, las saponinas inhiben la formacion de especies reactivas de
oxigeno [26]. Un ejemplo de esto es la platicodina proveniente de la planta Platycodon
grandiflorum. La platicodina ha sido estudiada como antiinflamatorio y con actividades anti
alergénicas[27].

Actividad antifungica: Esta propiedad se asocia a la aglicona contenida en las moléculas de
saponina ademas del nimero y estructura de las unidades de monosacaridos en sus
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cadenas glucosidicas. Distintos tipos de saponinas triterpenoides de las semillas de
Chenopodium quinoa Wild han sido reportadas como inhibidoras del crecimiento de cepas
de Candida albicans cuando actlan en conjunto de manera sinérgica [26].

Actividad antimicrobiana: Las moléculas de saponina de semillas de Sorghum Bicolor (L.)
Moench inhiben el crecimiento de microorganismos gram-positivos y negativos, siendo
menos efectivo en los gram - debido a que no pueden penetrar adecuadamente en sus
membranas celulares [28].

2.2.2. Alcaloides

La definicion elemental indica que los alcaloides contienen un nitrogeno [29] ocurriendo en forma
de aminas secundarias, terciarias, ciclicas o lineales. Son de origen vegetal, microbiano, animal o
fungico [30] y presentan cardacter basico; algunos alcaloides son derivados o intermediarios de los
aminodcidos y actuan en diversos niveles celulares del organismo, asi como en el sistema nervioso
central (por lo que muchos de ellos son medicamentos o narcoéticos); sin embargo, los alcaloides
no pueden ser unidades estructurales de macromoléculas celulares, tales como vitaminas u
hormonas [31].
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llustracion 9. Molécula de codeina (5) y de morfina (6)

Debido a su diversidad, los alcaloides tienen una amplia variedad de funciones bioldgicas, siendo
las de mayor interés en este proyecto las siguientes:

Antimicrobiana: Existe una amplia variedad de alcaloides antimicrobianos, un ejemplo de
estos son los encontrados en los extractos acuosos de Pongamia pinnata, efectivos contra
bacterias como B. subtills, S. aureus, M. luteus, E. coliy A. niger [32].

Analgésica: Algunos alcaloides como la codeina (5, llustracion 9) y morfina (6, llustracion
9) han sido ampliamente estudiados, estos provienen de plantas del género Papaver L [33].
Vasoconstrictor: Un ejemplo de esto es la ergometrina [30], un alcaloide utilizado
comunmente en la prevencién de la hemorragia postparto. Especificamente, su
mecanismo de accidn se basa en la estimulacion de los receptores de serotonina a-
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adrenérgicos y la inhibicién de la produccion del factor de relajacion derivado del endotelio
[34].

Esta diversidad de actividades bioldgicas debe al atomo de nitrégeno vy a grupos funcionales como
hidroxilo fendlico y restos de policiclicos que fungen como aceptores o donadores de protones, lo
que les permite formar puentes de hidrogeno con diversas proteinas y/o receptores [30].

2.2.3. Terpenoides

El término terpeno viene de la palabra “trementina” que deriva del latin balsamum terebinthinae;
que hace referencia a la resina del arbol del pino. Un terpeno es una estructura molecular formada
por unidades isoprénicas [35]. Los terpenos son el grupo mas grande de compuestos naturales
con actividad bioldgica, este grupo incluye a los hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos,
sesterterpenos, triterpenos, tetraterpenos, politerpenos. En las plantas, algunos terpenos fungen
como defensa contra depredadores, asi como en contra del estrés abidtico y también para atraer
insectos polinizadores.
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llustracién 10. Acido boswélico (7) y terpinen-4-ol (8)
Sus propiedades de interés antropocéntrico son:

e Antiinflamatoria: Un ejemplo de esta es el acido boswélico (7, llustracién 10) ,obtenido de
géneros de Boswellia y utilizado para amortiguar la inflamacién y controlar el dolor en la
osteoartritis [36].

Antibacteriana: El aceite esencial de las semillas de Nigella sativa mostraron una actividad
inhibitoria de ICso de 12.0 y 62.0 pg/mL contra Staphylococcus aureus 'y Escherichia coli
respectivamente. Los terpenos identificados en el aceite esencial son p-cimeno, y-terpineno,
timoquinona, f-pineno, carvacrol, terpinen-4-ol (8, llustracion 10) y longifoleno[37].
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2.2.4. Esteroides

Los esteroides son un grupo de moléculas derivadas del colesterol, son de caracter lipofilico y
bajo peso molecular [38]. Podemos encontrarlos en plantas, animales y microorganismos [39].
Los esteroides sirven como componentes de las membranas celulares en la bicapa lipidica [40]
y son divididos en dos categorias: fitoesteroles y brasinoesteroides [38]: los fitoesteroles,
también llamados simplemente esteroles, son un grupo de alcohol esteroideo, mientras que
los brasinoesteroides son un grupo pequefio de aproximadamente mas de 70 integrantes y
tienen un papel fundamental en el desarrollo de la planta, fungiendo como fitohormonas [40].

®

HO

llustracion 11. Molécula de fS-sitosterol (9)

Los esteroides derivados de plantas han sido reportados como agentes antiinflamatorios y
analgésicos [40]:

El extracto de la hoja de Trigonella foenum graecum posee un antiinflamatorio probado en
la inflamacién producida por la formalina en las patas de ratas, el mecanismo de accién se
basa en un glucdsido esteroideo de esta planta que inhibe las quimiocinas producidas para
la atraccién de los linfocitos en el proceso inflamatorio [40].

Commiphora mukul tiene propiedades antiinflamatorias en su fraccion esteroidal [40].
Los metabolitos de Smilax officinalis han sido comparados con medicinas antiinflamatorias
como dexametasona e indiometacina, siendo mas efectivos los componentes de saponina
de la planta [40].

Withania sominifera tiene propiedades antiinflamatorias en su fraccion soluble en metanol
[40].

Los esteroides f-sitosterol (9, illustracion 11) y f-sitosteril-f-D-glucésido de las hojas de
Mentha cordifolia tienen propiedades analgésicas [40].

2.2.5. Flavonoides

Los flavonoides son metabolitos secundarios de bajo peso molecular [41] compuestos por anillos
fendlicos hidroxilados. Los flavonoides son divididos cominmente en flavonas, flavonoles,
flavanonas y otros. Esta clasificaciéon dependerd del nivel de oxidacion y la sustituciones en los
anillos estructurales [42].

En las plantas, fungen como agentes antioxidantes ayudando en la defensa contra
microorganismos, estrés abidtico, como un componente importante en la coloracién y son
reguladores de los factores de crecimiento[42].
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Ilustracion 12. Molécula de quercetina (10) y de apigenina (11)

Los flavonoides tienen distintas propiedades importantes para distintas especies fuera del reino
vegetal:

Antioxidantes: Principal caracteristica de estos metabolitos, esta actividad es posible
debido a que son moléculas propensas a donar protones o dtomos de hidrogeno [41].
Juegan un papel importante en la inhibicién de enzimas productoras de especies reactivas
de oxigeno, asi como el arrastre directo de estas moléculas de oxigeno [42] Un ejemplo de
esto es la quercetina (10, llustracién 12), una molécula que tiene capacidad
antiinflamatoria de larga duracién, ademads de ser regulador en la inflamacion. Podemos
encontrarla en una amplia cantidad de frutas como manzanas, bayas, uvas y tomates [43].
Antibacteriales: Esta actividad se atribuye a su habilidad de inactivar adhesinas
microbianas; los flavonoides lipofilicos tienen la capacidad de alterar las membranas
microbianas, por ejemplo, las catequinas son alcaloides efectivos contra Vibrio cholerae y
Streptococcus mutans y especies de Shigella. La especie Chamomilla recutita contiene
flavonoides que funcionan efectivamente como bactericidas contra especies como
Cryptococcus neoformans, Bacillus cereus y Pseudomonas aeruginosa [42].
Antiinflamatorias: Esta capacidad podria estar dada por la capacidad antioxidante de los
flavonoides y su actividad inhibitoria de enzimas. Esta comprobado que los flavonoides son
inhibidores potentes de la produccién de prostaglandinas. Algunos ejemplos de
flavonoides antiinflamatorios son hesperidina, apigenina (11, llustraciéon 12), luteolina y
guercetina.

Antifungicas: Se sabe que esta actividad estd dada mediante la formacion de complejos
con proteinas solubles, presentes en la pared fungica de algunas especies. La baicaleina es
un tipo de flavonoide presente en Scutellaria baicalensis que es efectiva contra Candida
albicans, C. tropicallis y C. parapsilosis [41].

2.2.6. Antocianinas

Son moléculas miembros del grupo de los flavonoides, en las plantas tienen un papel importante
para la polinizacion y dispersion de semillas, ademads de ser las responsables de pigmentos rojos,
azules y morados en diversas especies vegetales [44]. Bajo un pH acido, las antocianinas se
presentan como pigmentos rojos, mientas que en pH alcalinos se muestran azules [45].
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Las antocianinas pueden poseer carbohidratos (comuUnmente glucosa), sin embargo, también
pueden estar presentes sin estas moléculas (siendo agliconas), en este caso se nombran como
antocianidinas [44].
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Ilustracion 13. Molécula de malvidina (12)

Estas moléculas son mayormente conocidas por su capacidad antioxidante, sin embargo, tienen
un amplio espectro de accién:

Antioxidantes: Este efecto es dado por la estructura glicosilada del anillo B, que otorga el
poder de hidroxilacién y metoxilacién. Las antocianidinas poseen una mayor capacidad de
absorcién de radicales de oxigeno debido a su mayor inestabilidad y, por tanto, mayor
reactividad.

Un ejemplo son las antocianinas pelargonidina-3-glusosido, cianidina-3-glucdsido vy
delfinidina-3-glucdsido provenientes de Phaseolus vulgaris L., tanto estas como su
correspondiente aglicona han demostrado tener una fuerte actividad antioxidante [45].
Antimicrobianos: Ha sido demostrado que las antocianinas de especies del género
Vaccinium han sido efectivas conta Helicobacter pylori, Salmonella y Staphylococcus
aureus. El mecanismo de accién puede ser por inhibicidon de unién bacteriana a paredes
celulares, actuando en sinergia potenciando antibiéticos y destruyendo directamente a las
bacterias [46] [47]

Antiinflamatorio: Este efecto puede ser dado por la inhibicién de la actividad de
proteosomas, asi como la inhibicién de la activacién del factor nuclear NF-kB (controlador
de la expresion de genes involucrados en la respuesta inflamatoria). El efecto
antiinflamatorio podria también estar dado por las propiedades antioxidantes de las
antocianinas [47]. Un ejemplo es la malvidina (12, llustracién 13) encontrados en bayas
como los arandanos [48].

2.2.7. lLactonas

Son ésteres ciclicos formados por una reaccion de acido carboxilico con un grupo hidroxilo o un
atomo haldgeno [49]. Dependiendo del tamafio de la molécula y la posicién del grupo hidroxilo y
acido carboxilico, las lactonas se distinguirdn y nombrardn como a, B, v, 6 [50]. La bioactividad en
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mamiferos se da principalmente en forma de sesquiterpenlactonas. Sin embargo, algunas lactonas
no sesquiterpénicas presentan actividad bioldgica en mamiferos como:

(13) HO

HO
OH

llustracion 14. acido glucdnico y-lactona (13)

e Cicatrizante: La aplicacion de acido glucénico y-lactona (13, llustracion 14) extraida de
Grewia tiliaefolia en heridas de modelos bioldgicos causd una mejor epitelizacion,
contraccién de heridas, mayor resistencia a la traccion, mas contenido de hidroxiprolina y
mayor coldgeno con respecto a los controles del ensayo.

e Antibacterial: la lactona sintética y-etil-y-lactona tiene actividad significante contra S.
aureus y L. monocytogenes, resultados similares se obtienen de derivados de f-ciclocitral
[51].

2.2.8. Cumarinas

Son una clase de lactonas, constituidas por un anillo aromatico fusionado a un anillo a-pirona.
Estas moléculas se encuentran como metabolitos en plantas y en menor incidencia en bacterias,
hongos y algunas especies de esponjas. Se sintetizan a partir de la fenilalanina por la via del acido
shikimico [52]. Las cumarinas pueden ser subdivididas en simples, dimeros, furanocumarinas y
piranocumarinas, todas sintetizadas por la misma via [53].
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llustracién 15.Molécula de ammoresinol (14) y umbeliferona (15)

En especies vegetales, su funcion es de defensa contra herbivoros y microorganismos[52], sin
embargo, en mamiferos presenta las siguientes funciones:

Antibacterial: La estructura de cumarina por si misma no tiene una alta actividad
antibacteriana, sin embargo, cuando presenta sustituciones hidrocarbdnicas de cadena
larga, esta actividad mejora. Un ejemplo de esto es el ammoresinol (14, llustracion 15) y
ostrutina; cumarinas conocidas por su actividad contra bacterias Gram+. Antogenol es otra
cumarina con actividad antimicrobiana, encontrada en especies como Aegle marmelos y
con efectividad contra especies del género Enterococcus [54].

Antifungica: 6,7-dimetoxilcumarina tiene una efectividad del 100% de inhibicion
(250ug/mL) contra Rhizoctonia solani [53].

Antiinflamatoria: La umbeliferona (15, llustracién 15) encontrada en diversas especies del
reino vegetal ha sido estudiada como antiinflamatoria [55].

Anticoagulante: Las cumarinas poseen esta actividad debido a su antagonismo con la
vitamina K, esta funge como cofactor en la carboxilacion de residuos del glutamato a y-
carboxiglutamatos, mismos que son indispensables para el funcionamiento de algunos
factores de coagulacion [54]. La imperatorina es encontrada en familias como Rutaceae y
Apiaceae y presenta funcién anticoagulante [53].

Antioxidante: La fraxina es encontrada en Weigela florida var. glabra leaves y mostro la
capacidad de arrastre de radicales libres en alta concentracion (0.5 mM), ademas de
proteccién celular en estrés oxidativo por H20; [54].

2.2.9. Sesquiterpenlactonas

Estas estructuras quimicas lipofilicas y sin color [56], consisten en un esqueleto de 15 carbonos,
teniendo como caracteristica un anillo y -lactona. En muchos casos poseen un grupo exo-metileno
conjugado con el grupo carbonilo [57]. Las plantas producen sesquiterpenlactonas (STL) para
defenderse de ataques de herbivoros, como fitoalexinas, hormonas, aleloquimicos y como
proteccién contra los rayos UV [56].

(16)
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llustracion 16.Molécula de thieleanina (16).

En los humanos tienen las siguientes funciones:
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e Antiinflamatorio: La molécula costundlido es una STL encontrada en las raices de Sausserea
lappa con propiedades antiinflamatorias [57]. Las STL millerendlido y thieleanina (16,
llustracion 16) muestran un efecto antioxidante sobre macrofagos de raton, provocando
la disminucién de NO y por lo tanto, disminuyendo el estrés oxidativo [58].

e Antimicrobiana: La dehidroleucodina presenta actividad antimicrobiana contra cepas
multirresistentes de Pseudomonas aeruginosa. La dehidroleucodina se encuentra presente
en Artemisia douglasiana [57].

e Antioxidante: La Helenalina es una STL proveniente de la especie Arnica montana con
actividad antioxidante [57]

2.3. Cicatrizacion

Los metabolitos anteriormente mencionados tienen alguna relacién con los eventos llevados a
cabo en la cicatrizacién, comunmente como antioxidantes y antiinflamatorios, por lo que con el
objetivo de tener un panorama tedrico integral es necesario abordar el mecanismo de cicatriacién,
comenzando por la piel, el lugar mas comun donde se Ileva cabo.

La piel ( llustracion 17)tiene una importancia relevante en la
salud de un individuo, es el drgano mas grande del cuerpo humano, considerado responsable de
un 15% del peso total en un cuerpo adulto [59]. Tiene como funciones evitar la penetracién de los
rayos UV provenientes del sol, evitar la evaporacién del agua contenida en nuestro organismo y
ser una barrera para patogenos [60].

En el ambito dérmico, se considera una lesién cuando se rompe la continuidad fisica de la piel [61],
el organismo responde cerrando la herida con mecanismos fisiolégicos que involucran distintos
tipos de células, incluyendo inmunitarias y estructurales.

El mecanismo global de cicatrizacidon es un proceso conservado evolutivamente y compartido
entre varias especies, incluye eventos como coagulacién sanguinea, inflamacion, proliferacion y
remodelacién celular (

llustracion 20) [60].

Es importante destacar que la cicatrizacion es influida por factores intrinsecos y extrinsecos.
Algunos de los factores intrinsecos que pueden influir en que se lleve un proceso de cicatrizacion
normal son: diabetes, inmunosupresién, estasis venosa. Mientras que los principales factores
extrinsecos son la corticoterapia y el uso de productos de tabaco [61].
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llustracion 17. Estructura general de la piel

A continuacién, se explica de manera general el proceso de cicatrizacion bajo condiciones
normales:

De acuerdo a Oliveira [61] y Broughton [62], los mecanismos celulares y quimicos que dan lugar a
la cicatrizacion se dividen en tres fases que no son mutuamente excluyentes (llustracion 19):

e Reaccion inflamatoria
e Proliferacion celular
e Remodelacién

En estas fases, las células secretan sustancias quimicas llamadas citoquininas y factores de
crecimiento para comunicarse entre si [63].

2.3.1. Fase inflamatoria

Los vasos sanguineos que han sido dafiados se contraen con la finalidad de evitar la pérdida
sanguinea, esto sucede gracias a la secrecién de sustancias vasoconstrictoras por parte de las
plaguetas, mismas que también crean un codgulo que sellard el vaso sanguineo dafiado.
Posteriormente se crea una red de fibrina que ayuda a reestablecer la homeostasis y al mismo
tiempo sirve como una barrera que evita el ingreso de los microorganismos. Las plaquetas son
responsables de secretar factores de crecimiento que atraen a neutréfilos y monocitos [63].

En la zona de la herida habrd una acumulacion de células inmunitarias
llustracion 18) que secretaran quimiocinas y citoquininas. Los neutroéfilos son las primeras células
en llegar a la zona herida; expresan citoquininas pro inflamatorias, especies de oxigeno reactivo,
proteasas y péptidos catidnicos con la finalidad de atacar patdgenos que se hayan introducido a
través de la herida, ademas de esto, los neutrofilos realizan fagocitosis de los agentes patégenos.
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La migracion de monocitos sucede aproximadamente a las 48 h de la herida. Estas células llegan
desde vasos sanguineos cercanos. Se convierten en macréfagos una vez que entran a los tejidos.
Actlan como presentadoras de antigeno y fagocitan microorganismos infecciosos, se encargan
también de liberar factores de crecimiento necesarios para la formacion de nuevo tejido en el drea

herida.
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llustracion 18. Células sanguineas

2.3.2. Fase proliferativa

Esta fase es la responsable de que la herida cierre. Esta etapa comprende tres procesos:
angiogénesis, fibroplasia y reepitelizacién.

La angiogénesis consiste en la multiplicacion de células endoteliales, el reordenamiento de la
membrana basal y la migracion de células para la construccién de estructuras tubulares que daran
lugar a vasos sanguineos, estas reconstrucciones son importantes ya que permiten el transporte
de células, oxigeno y nutrientes a la zona afectada.

La fibroplasia se lleva a cabo después de 4 dias, consiste en un aumento de fibroblastos (debido a
su multiplicacién y algunos otros migran de lugares aledafios), estos sintetizan colageno que
ayudard a crear una red de tejido conectivo.

Se denomina reepitelizacién cuando las células epiteliales proliferan y migran a la zona afectada
para reconstruir la membrana basal, generalmente este proceso es llevado a cabo por
queratinocitos. La migracidon cesa cuando existe una inhibicién de las células debido a contaacto
entre ellas.

2.3.3. Fase de remodelacion
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Esta fase finaliza la inflamacion inicial e inicia al cabo de dos a tres semanas después de la lesién
[61], puede extenderse hasta dos afios después, dependiendo del organismo y de la gravedad de
la lesidon [63].

Los vasos sanguineos sintetizados no son necesarios en esta fase, por lo que se degradan, al mismo
tiempo que las células inflamatorias comienzan ya sea a migrar o a realizar apoptosis.

La fase de remodelacion consiste en la reorganizacién celular, degradacion y resintesis de la matriz
extracelular del tejido granular, haciéndolo menos celular y mas fibroso, esto con la finalidad de
obtener la mayor fuerza de traccion posible y reconstruir con la mayor normalidad posible el tejido
afectado [64].

Los fibroblastos antes mencionados, cambian su fenotipo y expresan actina de musculo suave, a
estas células transformadas se les llama miofibroblastos, los cuales tienen la capacidad de
contraerse, esta habilidad hace que la herida completa presente contraccion.

Cabe destacar la importancia de la informacion anterior para el proyecto; sentar las bases tedricas
de la cicatrizacion nos permite analizar el mecanismo en el que podria intervenir algin metabolito
secundario, ademas de teorizar su posible accion en el proceso.
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llustracion 19. Etapas de la cicatrizacion
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Ilustracion 20. Esquema general de la cicatrizacion.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Determinar el perfil fitoquimico preliminar de Eupatorium aschenbornianum, asi como evaluar su
actividad cicatrizante in vivo.

3.2. Objetivos particulares

Determinar cualitativamente los metabolitos secundarios y grupos quimicos presentes en
E. aschenbornianum.

Determinar cualitativamente los metabolitos secundarios y grupos quimicos presentes en
los extractos de agua, etanol, acetato de etilo y éter etilico de E. aschenbornianum
Establecer la prueba in vivo piloto de los extractos convenientes de E. aschenbornianum y
determinar si existe mejoria en el proceso de cicatrizacién.
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4. Resultados y discusion

Tomando en cuenta la escasa informacidn existente acerca de Eupatorium aschenbornianum y la
importancia de sentar un marco de referencia para estudios posteriores, se exponen a
continuacién los resultados obtenidos siguiendo el esquema mostrado en la llustracion 21.

1.-Pruebas

fitoquimicas
preliminares

2.-Extraccion 5.-Prueba in

Soxhlet vivo piloto

3.-Pruebas 4.-Seleccidn de
fitoquimicas a disolventes
los extractos para extraccion

llustracion 21. Diagrama general de bloque de etapas metodoldgicas

4.1. Pruebas fitoquimicas preliminares

Las pruebas fitoquimicas preliminares se realizaron directamente en la planta seca para
determinar los metabolitos secundarios y grupos quimicos presentes en E. aschenbornianum; |os
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4. Es importante tomar en cuenta que la presencia
de metabolitos en E. aschenbornianum depende de diversos factores como clima, tipo de suelo,
presencia de nutrientes y estado del ciclo bioldgico de la planta.

Prueba Resultado
Alcaloides ++
Saponinas +

Esteroides y terpenos ++

Azucares +
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Insaturaciones ++
Carbonilo +
Cumarinas -
Lactonas -

Sesquiterpenlactonas ++
Hidroxilos fendlicos ++
Antocianinas ++
Flavonoides +++

Tabla 4. Pruebas fitoquimicas preliminares en Eupatorium aschenbornianum

La prueba de Dragendorff para alcaloides mostré precipitados rojizos (llustracion 22 A), lo que
denota un resultado positivo y significativo en la muestra. En caso de que estas moléculas cumplan
con un papel de apoyo en la cicatrizacion y debido a las propiedades que poseen dada su
estructura, podrian estar actuando como aceptores y donadores de protones; algunos tipos de
alcaloides presentan actividades tales como analgésicos (actuando en la etapa inflamatoria y
proliferativa) y de vasoconstricciéon (actuando en la hemostasis, proceso de la fase inflamatoria)
[30][33].

La determinacion de saponinas se realiza con la prueba acuosa, en la cual se evalla la presencia
de espuma estable; en E. Aschenbornianum no estan presentes de manera moderada ya que la
espuma formada resulta no muy estable (llustracién 22 B), por lo que no es probable que su papel
en el proceso de cicatrizacion sea protagdnico, sin embargo, podria tener un efecto
antinflamatorio debido a sus interacciones con moléculas mediadoras de este proceso [27],
ademas, algunos tipos de saponinas han sido reportadas como antifliingicas [26] y antimicrobianas
[28], de ser el caso de las saponinas encontradas en E. aschenbornianum, estarian también
auxiliando en la asepsia de la cicatrizacién.

La prueba de Liebemann-Buchard para esteroides y terpenos es una reaccién dual que
dependiendo de su coloracion revelara la presencia de alguno de estos dos metabolitos, si se
presenta una coloracién de azul a verdosa sera positiva para esteroides, mientras una coloracién
violeta o morada sera positiva para triterpenos. En el caso de E. aschenbornianum, la prueba fue
positiva para esteroides y negativa para terpenos (llustracion 22 C). Si los esteroides de la planta
en cuestion presentan un efecto cicatrizante, de acuerdo con lo consultado en la bibliografia, este
podria ser antiinflamatorio o analgésico [40].

La presencia de saponinas y de esteroides, sumado a la ausencia de terpenos sugiere que las
saponinas podrian ser esteroideas.
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llustracion 22. Resultados de las pruebas fitoquimicas para; A: alcaloides, B: saponinas. y C: esteroides y terpenos.

Los azlcares se muestran ligeramente presentes al formarse un anillo coloreado en la interfase
(llustracidon 23 D) después de agregar el reactivo de Molisch, sin embargo, es probable que estos
no ejerzan ningun efecto relevante en el proceso de cicatrizacion y mas bien sean moléculas
unidas a agliconas o constituyentes de la estructura y reservas de energia de la planta.

La deteccidn de insaturaciones positivas esta denotada por una decoloracién en el reactivo o la
formacion de un precipitado café, en E. aschenbornianum se encuentran presentes
significativamente ya que este precipitado café se presenta en cuanto el reactivo toca la muestra
(llustracion 23 E). La presencia de este tipo de estructura aporta caracteristicas de los metabolitos
presentes en la planta, las insaturaciones podrian estar presentes en moléculas con la misma
incidencia, por ejemplo, los flavonoides y los esteroides.

La prueba para grupo carbonilo se denotd ligeramente positiva debido a la aparicion de un
precipitado muy tenue después de afiadir 2,4-dinitrofenilhidracina (llustracién 23 F), este grupo
puede estar presente en diversos metabolitos, dependiendo de la complejidad de cada uno.

3 i

Ilustracion 23. Resultados de las pruebas fitoquimicas para; D: azucares, E: insaturaciones y F: grupo carbonilo.

La determinacién de cumarinas se realizé mediante la prueba de NaOH, que denotaria resultados
positivos bajo coloraciones que desaparecen al acidular la solucién. En los ensayos realizados no
hubo ningln cambio de coloracion a amarillo; la coloracion rojiza presentada no cambid cuando
se agregd acido al tubo de ensayo, por lo que el resultado para esta prueba es negativo (llustracién
24 G).

La evaluacion de la presencia de lactonas se realiza con KOH, donde un resultado positivo seria
notable cuando se observen coloraciones amarillas o naranjas que desaparecen al agregar HCI, en
este caso, no hubo ninglin cambio de coloracién a tonos rojizos cuando se agregd HCl, por lo que
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el resultado de esta prueba es negativo (llustracion 24 H). Los resultados negativos de cumarinas
y lactonas se confirman mutuamente debido a que funcionan bajo el mismo principio, ademas de
que las moléculas son de naturaleza similar.

La prueba de Baljet para sesquiterpenlactonas es positiva si el color de la solucion vira a
tonalidades naranjas- rojo obscuro; en la prueba realizada para la planta de interés se pueden
observar resultados positivos, sin embargo, al contrastarse con las demds pruebas, resulta
incoherente debido a que las lactonas y terpenos se encuentran ausentes, por lo que resulta un
falso positivo dado posiblemente por el reactivo utilizado (llustracion 24 1).

G I Falso positivo

llustracion 24. Resultados de pruebas fitoquimicas para: G: cumarinas, H: lactonas e I: sesquiterpenlactonas

Los hidroxilos fendlicos en E. aschenbornianum se determinaron con la prueba de FeCls, los
resultados positivos se hacen notar con coloraciones rojas, azules, violetas o verdes; se obtuvo un
precipitado verde (llustracion 25 J). Los hidroxilos fendlicos se presentan como un metabolito
comun en una gran variedad de plantas, por lo que su presencia en forma simple o compleja podria
estar actuando como antioxidante. La prueba para hidroxilos fendlicos puede también estar
confirmando la presencia de flavonoides, debido a que estos poseen estructuras fendlicas [42].
Por otra parte, su presencia podria también estar justificada por su presencia en estructuras
lignificadas presentes normalmente en las plantas [65].

Los flavonoides se encuentran en E. aschenbornianum de manera notable debido a la clara
presencia de una coloracion rojo-naranja después de aplicar la prueba de Shinoda (llustracion 25
K), estos metabolitos son de los mas destacables en presencia y se caracterizan por ser
antioxidantes, por lo que al estar presentes en la planta, esta podria auxiliar en el proceso de
formacion excesiva de radicales libres en heridas [41] y por lo tanto ser de apoyo en la fase
inflamatoria del proceso de cicatrizacion.

Las antocianinas se encuentran presentes también, denotadas claramente por un cambio de
coloracién correspondiente al cambio de pH (llustracion 25 L). Este resultado se confirma
mutuamente con el positivo para flavonoides ya que se trata del mismo tipo de molécula.
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Ilustracion 25. Resultados de pruebas fitoquimicas para: J: hidroxilos fendlicos, K: Flavonoides y L: Antocianinas

4.2. Extraccion Soxhlet

La extraccion Soxhlet fue utilizada debido a que permite la separacion de moléculas contenidas en
la planta de acuerdo con su polaridad, por lo que al aplicarla obtenemos extractos contenidos en
metabolitos con distinta polaridad, lo que nos acerca a su futura identificacion. Esta técnica
presenta muchas ventajas, entre ellas una metodologia relativamente simple, la nula necesidad
de filtracidn después de la extraccion y su bajo costo [66].

Etanol Acetato de etilo Eter etilico

21.13% 1.2% 11.3%

Tabla 5 Contenido de producto por extraccion Soxhlet

El contenido de la extraccion con etanol como disolvente fue de 21.13%, el de acetato de etilo de
1.2% vy el de éter etilico de 11.3% (Tabla 5). El porcentaje de materia obtenida varia de acuerdo
con la afinidad de los componentes extraidos con el disolvente, por lo que en E. aschenbornianum
se encuentran mas metabolitos y otras moléculas con polaridad similar al etanol, esto resulta un
dato importante ya que las personas que utilizan esta planta para tratar heridas realizan emplastes
con soluciones etandlicas o acuosas, por lo que al haber mayor cantidad de moléculas en esta fase,
hay mads probabilidad de que existan metabolitos que ayuden en el proceso de cicatrizacion de
heridas.

En la Tabla 5 no se muestra el porcentaje de producto para la extraccidon acuosa, ya que, debido a
su alto punto de ebullicién, es imposible concentrar el producto eficientemente.

4.3. Pruebas fitoquimicas a los extractos

Posteriormente a la extraccidon con distintos disolventes se realizaron pruebas fitoquimicas a cada
uno de los extractos, siguiendo la metodologia usada anteriormente, la Tabla 6 muestra los
resultados obtenidos en cada uno de los disolventes y la comparativa con las pruebas fitoquimicas
preliminares (PFP). Estas pruebas son Utiles para determinar la polaridad de los grupos vy
metabolitos, por lo que Unicamente se llevaron a cabo las pruebas que anteriormente fueron
positivas.
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Acetato Eter

PFP Agua Etanol ' '
de etilo etilico
Alcaloides ++ ++ + - -
Saponinas + + - ; -
Esteroides y
++ - - + ++
terpenos
Azucares + - - + +
Insaturaciones ++ = ++ + .
Carbonilo + - , . .
Hidroxilos
L ++ + ++ - -
fendlicos
Antocianinas ++ - - n "
Flavonoides +++ - - ++ ++

Tabla 6. Pruebas de los extractos de éter etilico, acetato de etilo, etanol y agua

En el extracto acuoso se obtuvieron alcaloides y en menor medida saponinas e hidroxilos fendlicos;
respecto a los alcaloides, estos generalmente son muy poco solubles en disolventes polares, a
menos que se encuentren en forma de sales [31]. Por otra parte, las saponinas presentes en esta
extraccion fueron detectadas con una prueba fundamentada en su capacidad anfipatica, lo que
permite formar espuma; por lo que las moléculas tendrian la facultad de ser solubles en agua
gracias a la glicona contenida en su estructura.

El extracto etandlico presentd menor incidencia de alcaloides que el extracto acuoso, mientras
que las insaturaciones e hidroxilos fendlicos fueron mucho mas abundantes en este extracto, por
lo que los hidroxilos fendlicos y algunos alcaloides contendrian una mayor cantidad de
insaturaciones que los demas metabolitos. Los hidroxilos fenélicos podrian encontrarse de manera
libre, ademas de como parte de flavonoides, en el primer caso, la planta contaria con distintos
tipos de metabolitos con capacidad antioxidante, pudiendo potenciar esta actividad en la
cicatrizacion. De acuerdo a la literatura, la solubilidad de los hidroxilos fendlicos en agua de 0 a 65
°C es limitada, mientras que es muy soluble en alcohol [67], por lo que corresponde con los
resultados obtenidos.

El extracto de acetato de etilo es el extracto que contiene el mayor nimero de metabolitos y
grupos quimicos, esto incluye esteroides, azlcares, insaturaciones, antocianinas y flavonoides.
Resulta contradictorio que los azlcares se encuentren en disolventes apolares debido a que si se
tratase de moléculas de carbohidratos sencillos (para los que esta disefiada la prueba), estas serian
Unicamente solubles en agua [68]. Podria ser posible que sean constituyentes de moléculas mas
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complejas como glucdsidos de flavonoides o saponinas, dado que los esteroides y flavonoides se
encuentran también en los mismos extractos. La ausencia de saponinas en los extractos de acetato
de etilo y éter etilico cuando se realizd su prueba podria estar justificada debido a que la prueba
estd basada en la capacidad de formar espuma, y las agliconas de las saponinas podrian ser mucho
mas solubles en estos disolventes, por lo que la formacion de espuma no es tan eficiente. En este
caso es recomendable una futura prueba de saponinas distinta a la ya realizada.

Este extracto contiene ligeramente insaturaciones en los metabolitos presentes. Por otra parte,
los flavonoides (agliconas o flavonoides glucésidos) pueden ser solubles en alcoholes puros o en
mezclas con agua, mientras que algunos otros (como isoflavonas, flavonas metiladas y flavonoles)
son solubles en disolventes como cloroformo, diclorometano, éter dietilico o etanoato de etilo
[69]. En el caso de E. aschenbornianum, los flavonoides se presentaron en este extracto y en el de
éter etilico, por lo que estos metabolitos son apolares.

El extracto de éter etilico contiene esteroides, azlcares, antocianinas y flavonoides. Los esteroides
se encuentran en una menor concentracién que en el extracto de etilo, mientras que los azUcares
se encuentran en menor medida respecto al mismo. Las antocianinasy flavonoides se encuentran
en concentraciones similares a las encontradas en el extracto de acetato de etilo, lo que confirma
la baja polaridad de estas moléculas

Los extractos de acetato de etilo y éter etilico concentran a la mayor parte de los metabolitos,
ademads de que cada uno presenta ventajas; el extracto de acetato de etilo es el que presenta
mayor cantidad de metabolitos, esto significa una mayor probabilidad de que alguna de estos
funcione a favor de la cicatrizacion, por otro lado, una de las maneras tradicionales de utilizar
remedios de E. aschenbornianum es en emplastos de etanol, por lo que al analizar el extracto de
etanol estamos obteniendo informacion acerca de los metabolitos contenidos en este tipo de
remedios. Por estas razones, los extractos de acetato de etilo fueron elegidos para continuar con
la fase experimental.

4.4, Prueba piloto in vivo

Esta prueba se realizd en cuatro modelos biolégicos; dos de estos se trataron con extractos de
etanol, los restantes con acetato de etilo (control y tratamiento para cada uno). Los controles con
los vehiculos (etanol y acetato de etilo) permiten descartar que estos son los agentes involucrados
en la mejora de la cicatrizacion, ademas de ser una referencia para observar diferencias respecto
al tratamiento. La cicatrizacion en heridas excisionales en ratas sin ningun tipo de aditamento ha
sido reportada anteriormente: llega cerca del 100% dentro de los dias 18-22 dependiendo del area
de la herida siendo 500 mm? la mds grande, al menos en bibliografia consultada [12][11][70].

En la Tabla 7 se muestra mediante las fotografias mas representativas, la evolucion de la herida
en cada uno de los modelos bioldgicos, la coleccién completa de fotografias puede consultarse en
la seccidn 7 (Anexos).
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Tabla 7. Fotografias de la evolucion de las heridas en ambos tratamientos y controles.
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4.4.1. Extracto de etanol

En el ensayo control se obtuvo un porcentaje de cicatrizacién (PC) al dia 21 de 95.03%, mientras
que el PC para el mismo dia en el modelo con tratamiento es de 97.43%; de manera general,
podemos observar un adelanto en la cicatrizacién de la herida (ver Tabla 7) en el modelo bioldgico
al que se le aplico el tratamiento con extracto etandlico; por ejemplo, en la fotografia de la herida
con tratamiento correspondiente al dia 3 podemos observar una textura ligeramente menos
inflamada que en la fotografia del mismo dia en el control, para el dia 15 es muy notable la
disminucion de la herida en el tratamiento y para el dia 21 es notable a simple vista la diferencia
en el PC entre ambos. En el ensayo, los modelos bioldgicos presentaron escozor al aplicar ambos
tratamientos, esta desaparecia a los pocos minutos y mientras tanto se les impedian los intentos
de rascarse o manipularse la herida.

La llustracion 26 presenta en una grafica las areas de la herida del ensayo con extracto de etanol.
Es importante destacar que a pesar de que los modelos biolégicos realizan contraccién de la piel
para disminuir el impacto de la herida [71] se puede observar una diferencia clara entre la
recuperacion de la herida control y la del tratamiento. La herida correspondiente al control tiene
un area inicial de 163.51 mm?, ligeramente mas pequefia que la herida de tratamiento con 176.87
mm?, a pesar de esto, la herida con tratamiento muestra una recuperacién mas acelerada. Por
otra parte, en el control del dia 3 puede observarse un incremento en el area de la herida a
comparacién del dia 0, esto podria explicarse por el angulo en la toma fotografica. En ambos
tratamientos es notable una disminucion del drea de la herida desde el dia 6 hasta el 12, esta
progresion podria estar favorecida debido a la contraccién antes mencionada, sin embargo, es
notable la disminucién de drea de la herida del tratamiento a comparacion del control.

Los dias donde se encuentra mayor diferencia de recuperacién corresponderian
aproximadamente al final de la fase inflamatoria y a la fase proliferativa, por lo que al menos en la
presente prueba piloto, el tratamiento de extracto etandlico asistié en el proceso cicatrizante en
dichas fases y tomando en cuenta el andlisis fitoquimico realizado a esta extraccidon, estan
presentes alcaloides e hidroxilos fendlicos, ademas de insaturaciones en estas estructuras.
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Progreso de cicatrizacidn con etanol (vehiculo y extracto)
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Ilustracion 26. Grdfico del progreso de la cicatrizacion por etanol (control y tratamiento)
4.4.2. Extracto de acetato de etilo

El PC obtenido en el control con Unicamente acetato de etilo aplicado es de 99.55% al dia 21,
mientras que el tratamiento mostré un PC de 97.19% para el mismo dia. La mayor diferencia entre
ambas aplicaciones puede ser observada en el dia 9, donde la herida con el tratamiento es
notablemente mads pequefia que la herida control, para el dia 15 la diferencia entre ambas heridas
no es tan destacable y para el dia 21 no se puede observar gran diferencia entre ellas en las
fotografias (ver Tabla 7), sin embargo, la diferencia del PC final se abordard mas adelante. El
escozor fue mas intenso en este ensayo a comparacion del ensayo de etanol, sin embargo, en la
aplicacion del control y tratamiento de acetato de etilo, el escozor desaparecia mas rapido que en
el ensayo etandlico, de igual forma, los intentos de manipulacion de la herida por parte del modelo
biolégico fueron impedidos.

La llustracion 27 muestra de manera grafica a comparacion de la progresion de las heridas control
y tratamiento del extracto de acetato de etilo. El 4rea inicial del control es de 167.26 mm?,
mientras que el drea del tratamiento es de 169.09 mm?; en los dias 0-6 es notable una disminucidn
acelerada mas remarcada en el modelo control, por lo que el tratamiento no estaria siendo
efectivo en la fase inflamatoria, por otra parte, es notable una disminucion significativa de la herida
del tratamiento a comparacion del control entre los dias 6 al 12 (aproximadamente
correspondientes a la fase proliferativa y de remodelacion del proceso de cicatrizacion), esta
continda del dia 12 al 18 de manera aventajada al control, pero no mas acelerada que los dias
anteriores, finalmente, el PC al dia 21 del control es superior, pudiendo estar justificado por el
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desprendimiento de mayor parte de costra en los dias 20-21, seguido por la contraccion de la piel
del roedor.

Proceso de ciatrizacion con acetato de etilo ( vehiculo y extracto)
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llustracion 27. Grdfico del progreso de la cicatrizacion con acetato de etilo (control y tratamiento)

Los metabolitos correspondientes a la extraccion de acetato de etilo son esteroides, azUcares
antocianinas y flavonoides, estos cuentan con insaturaciones de manera moderada. Como se
habia mencionado anteriormente, los azlcares pueden estar formando parte de otros
metabolitos, en caso de que se encuentren con esteroides, tendriamos presencia de saponinas.
Por otra parte, de manera general, los flavonoides destacan por sus propiedades antiinflamatorias
[41], sin embargo, también suelen tener otros roles importantes en la cicatrizacién; existe
evidencia de estas moléculas en especies emparentadas a E. aschenbornianum con actividad
adyuvante del proceso de cicatrizacién, esto nos puede dar un marco de referencia del tipo de
molécula que se busca, ademas de su mecanismo de accion. La primer especie es Ageratina
pichinchensis pertenece a la misma tribu que E. aschenbornianum (Eupatoriae), en la cual se
descubrio el flavonoide nombrado 7-0-(B-p-glucopiranosil)-galactin, que actia como estimulante
del crecimiento de células de piel humana normal in vitro, ademas, se comprobd la actividad
antiinflamatoria del extracto acuoso de A. pichinchensis en edema y el ausente efecto tdxico en
los animales, esta planta también ha sido reportada como estimulante de la neoformacién de
vasos sanguineos y la acumulacién de fibroblastos en heridas [72].

Otra especie de la misma tribu con propiedades cicatrizantes causadas por sus flavonoides es
Chromolaena odorata, a pesar de tener distintos metabolitos secundarios, los mas bioactivos son
las agliconas de flavonoides incluyendo acacetina, eupatilina, luteolina, naringenina, kaermpferol,

42



quercetina, quercetagetina y sinensetina; estas moléculas estimulan la proliferacién de
fibroblastos y queratinocitos en las heridas [20].

Por otra parte, se ha comprobado la actividad antiinflamatoria debida a flavonoides de diversas
especies de Eupatorium; E. subhastatum, E. laevigatum, E. hecatanthum, E. macrocephalum vy E.
candolleaum. De estas, E. hecatanthum mostré la mayor inhibicion de edema en ratén a una dosis
de 2.0 mg, el flavonoide identificado en esta especie es nepetina, mientras que en E. laevigatum
(la segunda mejor especie en inhibir el edema en ratén con la misma dosis) se halld el flavonoide
hispidulina, que no se encontrd en ninguna otra especie analizada en el estudio [73].

4.4.2.1. Comparacién de ambos extractos

La llustracién 28 y la llustracién 29 muestran graficos normalizados con los datos obtenidos a partir
de los ensayos de ambas extracciones, por lo que engloban toda la prueba in vivo. Las lineas en
color azul corresponden al ensayo con etanol, mientras que las lineas color amarillo representan
el ensayo con acetato de etilo, en ambos pares las lineas con mayor saturacién de color
corresponden al tratamiento, mientras que el control seran las lineas tenues.

Los datos de la Tabla 8 corresponden a la grafica de la llustracién 28, esta muestra la evolucion
de la herida tomando en cuenta un 100% como inicio, lo que hace que las pequefias variaciones
en las distintas heridas iniciales no intervengan y el desarrollo de cada resultado sea relativo a si
mismo, por lo que podemos observar de manera mas objetiva la disminucion del drea herida y asi
comparar de manera imparcial el desempefio de los tratamientos y controles.

Control

Control OH Tx EtOH ACOEt Tx. AcOEt
Dia 0 100 100 100 100
Dia 3 115.39 88.70 74.04 79.01
Dia 6 110.32 83.54 72.44 74.44
Dia 9 73.62 34.38 72.41 29.65
Dia 12 34.43 11.18 26.71 21.56
Dia 15 25.91 5.96 17.45 8.15
Dia 18 6.18 3.04 10.67 5.49
Dia 21 4.96 0.91 0.44 2.80

Tabla 8.Datos normalizados de la evolucion de la herida en ambos tratamientos.

De manera general, se puede observar una mejora en la cicatrizacién de ambos tratamientos con
extraccion de E. aschenbornianum a comparacion de los controles, esta diferencia se encuentra
mas remarcada a partir del dia. Por otro lado, comparando ambos tratamientos, el tratamiento
de extracto de acetato de etilo muestra una mayor efectividad a partir del dia 0-9
(correspondiente a la fase inflamatoria y proliferativa) a comparacion del tratamiento con etanol,
sin embargo, la mayor contribucion del extracto de etanol se presenta después del dia 9 al 21
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(correspondiente a la fase proliferativa y de remodelacion). Esto resulta sumamente interesante
ya que, en un tratamiento integral que incluya los metabolitos presentes en ambas extracciones,
se complementarian y actuarian en todo el proceso de cicatrizacion.

Evoluciéon de |a Herida

140
120
100

80

% de area

60
40

20

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

ControlOH —@—Tx EtOH Control AcOEt Tx. AcOEt

Ilustracion 28.Evolucion de la herida de ambos extractos (Grdfico normalizado)

La llustracién 29 muestra la evolucion de la cicatrizacidon tomando en cuenta cada tratamiento y
sus controles, para el dia 3, el control de acetato de etilo fue la aplicacidon con mayor cicatrizacién,
mientras que el control de etanol mostrd “cicatrizacion negativa” debido al aumento de area en
el lapso del dia 0-6. En la etapa de proliferacion (aproximadamente entre los dias 3-15) es en
donde se puede observar una mayor diferencia entre la cicatrizacién de todos los tratamientos y
controles, teniendo un mayor porcentaje de cicatrizacion ambos tratamientos en esta prueba in
vivo piloto; mientras que el tratamiento de acetato de etilo destaca mas como cicatrizante del dia
6-9, el tratamiento de etanol destaca del dia 12 hasta el final del tratamiento.
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Ilustracion 29. Evolucion de la cicatrizacion en ambos tratamientos (Grdfico normalizado)
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5. Conclusiones

Los metabolitos secundarios en las hojas de E. aschenbornianum son alcaloides, saponinas,
esteroides, hidroxilos fendlicos, antocianinas y flavonoides, también se encontraron azucares y
estructuras como insaturaciones y grupo carbonilo. Los terpenos, cumarinas, lactonas vy
sesquiterpenlactonas se encuentran ausentes.

En la extraccidn acuosa se encuentran presentes alcaloides, saponinas e hidroxilos fendlicos, en la
extraccion con etanol se encontraron alcaloides, hidroxilos fendlicos e insaturaciones, en la de
acetato de etilo se encuentran esteroides, azUcares, antocianinas, flavonoides e insaturaciones,
es posible que se encuentren saponinas debido a la presencia de azUcares y esteroides y que estas
no hayan sido detectadas de manera adecuada en la prueba de espuma para saponinas.
Finalmente, en la extraccidon de éter etilico se encuentran de esteroides, azlcares, antocianinas y
flavonoides. El grupo carbonilo no fue detectado en ningun extracto.

Los extractos elegidos para la prueba piloto in vivo fueron etanol y acetato de etilo. En esta prueba
se observa una mejora en la cicatrizacién con el tratamiento a comparacion de los controles, por
lo que los metabolitos actuando a favor de la cicatrizacion en el ensayo piloto son alcaloides,
hidroxilos fendlicos, esteroides, azlcares, antocianinas y flavonoides.

Comparando ambos tratamientos, el extracto de acetato de etilo muestra una mayor efectividad
en los dias aproximados a la fase inflamatoria y proliferativa, mientras que el mayor efecto del
extracto de etanol se presenta en dias aproximados a la fase proliferativa y de remodelacién, por
lo que, en conjunto, los metabolitos contenidos en ambas extracciones actuarian en el proceso
completo de cicatrizacidn, sin embargo es necesario realizar mas ensayos que permitan obtener
resultados probabilisticos favorables.

No es posible proponer adn un mecanismo por el cual estén actuando los metabolitos a favor de
la cicatrizacién, sin embargo, con futuros ensayos histoldgicos y de elucidacion estructural de los
MS sera posible acercarnos al mecanismo de accion.
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6. Metodologia

6.1. Preparaciéon de material vegetal

La planta Eupatorium aschenbornianum con la que se trabajo en este proyecto fue adquirida en
seco en Cuernavaca, Morelos, en el mes de enero del afio 2019 y en el mercado principal de
Cuautla, Morelos en el mes de agosto del afio 2019. La especie fue validad por el Jardin Botanico
Universitario de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla.

De la materia total destinada para el ensayo en laboratorio, se retiraron los tallos, trabajando
Unicamente con las hojas. Estas fueron trituradas manualmente en un mortero hasta obtener
textura de polvo.

6.2. Pruebas fitoquimicas preliminares

En cada tubo de ensayo se colocd un aproximado de 0.24 g de E. aschenbornianum en polvo y se
realizaron por triplicado las siguientes pruebas fitoquimicas:

e Prueba de Liebemann-Buchard para esteroides y terpenos.

Se afiade una gota de 4cido sulfurico en una mezcla de 1 ml de anhidrido acético con un 1mL de
cloroformo, se disuelve una pequefia cantidad de muestra en cloroformo para afiadir el reactivo
de Liebemann-Buchard. Se deja reposar una hora.

e Prueba de 2,4-dinitrofenilhidracina para grupos carbonilo.

Para preparar el reactivo se disuelven 50 mg de 2,4-dinitrofenilhidracina en 1 ml de etanol
caliente, se agregan aproximadamente 50 mg de la muestra y se calienta en bafio Maria por 15
minutos. Se deja en reposo y se enfria en bafio de hielo.

e Prueba de Molisch para azucares.

Se afiade 1 g de a-naftol en 100 mL etanol al 95%, se agrega a la muestra 3 gotas del reactivo de
Molisch, después se depositan por la pared dos mL de acido sulfurico concentrado.

e Prueba de Dragendorff para alcaloides.

Se preparan dos reactivos: A: 0.85 g de nitrato de bismuto en una mezcla de 10 mililitros de acido
acético glacial y 40 mL de agua. B: 8 g de yoduro de potasio en 20 mL de agua. Se mezclan 5 mL
de A con a 4 mililitros de By 7 mL de agua. Se coloca la muestra en etanol y se agrega unas gotas
del reactivo de Dragendorff

e Prueba de NaOH para cumarinas.
Se disuelve la muestra en una solucion de NaOH al 10%
e Prueba de KOH para lactonas.
Se disuelve 1 a 2 mg de la muestra en una solucion alcohélica de KOH al 10%

e Prueba de Shinoda para flavonoides.
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Aproximadamente 1mg de la muestra se disuelve en etanol, se le agrega limaduras de magnesio
y se aplica calor. Por las paredes del tubo se dejan caer gotas de HCl concentrado por las paredes.

e Prueba de Baljet para sesquiterpenlactonas.

Se preparan dos reactivos, A: 1 g de acido picrico en 100 mL de etanol y B: 10 gramos de NaOH en
100 mL de agua. Mezclar Ay B a partes iguales. Se le coloca a la muestra 3 a 4 gotas del reactivo

e Prueba del KMnO4 para insaturaciones.

Se disuelven aproximadamente 1 a 2 ug de la muestra en 1 mL de agua acetona o etanol, se afiade
gota a gota la solucion de KMn0s al 2%

e Prueba de FeCls para oxidrilos fendlicos.

Aproximadamente 1-2 mg de la muestra en 1 mL de agua, acetato o etanol. Adicionar unas gotas
de FeCls

e Prueba de pH para antocianinas.

Se disuelve la muestra en agua o etanol y dividirla en 3 partes a la 12 se adiciona unas gotas de
acido sulfurico la 22 no se realiza tratamiento y a la 32 se le adicionan gotas de hidréxido de potasio

e Prueba acuosa para saponinas
Agitar vigorosamente la muestra con 2 mL de H>O.

Los resultados obtenidos en las pruebas fitoquimicas se evaluaron de forma cualitativa, tomando
en cuenta el simbolo “+” como la presencia de coloracién, mientras que “++"’ se debe interpretar
como la presencia significativa de coloracién. El simbolo “-” indica ausencia de coloracién y por lo

tanto una nula presencia del grupo quimico o metabolito.

6.3. Extraccion Soxhlet

Se colocaron 10 g de planta en polvo en cartuchos para Soxhlet y se realizé la extraccidon con éter
etilico, acetato de etilo, etanol y agua, en el orden anterior, en concordancia con el incremento en
la polaridad de cada disolvente. Cada extracciéon fue posteriormente concentrada y pesada, para
determinar el porcentaje de producto obtenido

6.4. Pruebas fitoquimicas a los extractos

Se llevaron a cabo las pruebas fitoquimicas mencionadas anteriormente en los extractos de la
planta.

6.5. Seleccion de disolventes para extraccion

Se analizaron los resultados obtenidos en las pruebas fitoquimicas a los extractos para elegir los
dos mas convenientes para las siguientes etapas del proyecto, con ellos se realizd extraccidon de
Soxhlet, utilizando 3 cartuchos con 50 g de E. aschenbornianum en polvo. Las concentraciones de
las extracciones fueron pesadas y nuevamente disueltas en 100 ml de su disolvente original. Se
obtuvieron en total 3 frascos de cada disolvente.
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6.6. Prueba de estabilidad

Durante una semana se dejaron reposar los extractos en frascos dmbar, a temperatura ambiente.

6.7. Analisis microscépico

Se observé bajo el objetivo 100x muestras de todos los extractos, con el objetivo de detectar
microorganismos.

6.8. Prueba piloto in vivo

El ensayo se realizd con 4 ratas Wistar de alrededor de 360 g de peso. La comida y agua fueron
suministradas ad libitum.

6.8.1. Herida escisional simple
Los animales fueron anestesiados y la zona dorsal se rasurd y desinfectd con etanol
al 70%. Se marcé la circunferencia con un molde previamente desinfectado y la herida
se realizé con ayuda de pinzas vy tijeras para cirugia.
Los animales se mantuvieron en observacién en cajas separadas para evitar lo mas
posible la interacciéon con sus heridas. Se les aplicé antibidtico intramuscular y
analgésico subcutdaneo durante los primeros tres dias.

6.8.2. Aplicacién de tratamiento
Se aplicé 0.1 ml de vehiculo o tratamiento (asegurandose de que toda la herida
estuviera cubierta) cada 24 h durante 21 dias.

6.8.3. Fotografias y planimetria
Las fotografias fueron tomadas cada 3 dias. El equipo utilizado fue una camara
fotografica Canon Rebel T6 con velocidad 1/60, F3.5, ISO 6400 y AF. El area fue
calculada a partir de la medida fotografiada junto a la herida utilizando el programa
Imagel.
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/. Anexos

Fotografias de las pruebas fitoquimicas a los extractos. Los tubos gruesos son los controles,
excepto en el caso de saponinas:

Acetato Eter
Agua Etanol

de etilo etilico

Alcaloides

Saponinas

terpenos

Azucares
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Analisis microscépico a los extractos:

Acetato de etilo Etanol

Acetato de Etanol
etilo
Negativo Negativo
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Tabla con los valores del drea de las heridas en los modelos bioldgicos (valores en mm?):

Control OH Tx OH Control Tx. AcOEt
AcOEt
Dia 0 163.513 176.878 167.264 169.096
Dia 3 188.689 156.903 123.849 133.608
Dia 6 180.395 147.768 121.167 125.888
Dia 9 120.38 60.818 121.12 50.139
Dia 12 56.308 19.792 44.692 36.468
Dia 15 42.382 10.553 29.193 13.791
Dia 18 10.118 5.393 17.85 9.291
Dia 21 8.121 1.613 0.748 4.746
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Fotografias prueba piloto in vivo

Extracto de etanol Extracto de acetato de etilo

Control Tratamiento Control Trtamiento
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