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RESUMEN

Los conocimientos etnomédicos en la medicina tradicional mexicana, han
permitido identificar plantas con propiedades antimicrobianas, tal es el caso de las
plantas conocidas comunmente como “axihuitl” (Monroy y Castillo, 2010),
pertenecientes al género Ageratina antes Eupatorium (familia Asteracea). Las
especie vegetales pertenecientes al género Ageratina, generalmente se emplean
en la medicina tradicional para el tratamiento de infecciones en la piel e
infecciones gastrointestinales, asi como en lavado de heridas (Cragg y Newman,
2013; Henrich et al., 2013; Lépez y Gutiérrez, 2009). Por ello, el objetivo de este
trabajo fue determinar el potencial farmacologico (antimicrobiano, antiinflamatorio
y antioxidante) de tres especies del género Ageratina conocidas en la medicina
tradicional de manera indistinta como “axihuitl”. Las especies del género Ageratina
recolectadas fueron: A. aschemborniana (30224) del municipio de Tepoztlan; A.
glabrata (30225) del municipio de Tlalnepantla y A. pazcuarensis (30226) del

municipio de Huitzilac.

Las tres diferentes especies de Ageratina, se sometieron a un proceso de
maceracion (partes aéreas) utilizando diferentes disolventes de polaridad creciente
(hexano, acetona y metanol). Posteriormente, mediante presion reducida se
obtuvieron tres extractos organicos para cada especie, a los cuales se les realizé
un cernimiento de tres actividades bioldgicas: antimicrobiana (método de
microdilucién en placa), antiinflamatoria (modelo murino de edema auricular
inducido con TPA) y capacidad antioxidante (ABTS, DPPH y CARF). El extracto
hexanico de A. glabrata presenté el mayor potencial antimicrobiano sobre los
microorganismos probados que fueron: P. aeruginosa (CMI 250 pg/mL), K.
pneumoniae (CMI 250 pg/mL), P. mirabilis (CMI 250 pg/mL), E. coli (CMI 250
pg/mL), S. aureus (CMI 125 ug/mL), C. albicans (CMI 32 pg/mL) y C. glabrata
(CMI >1000 ug/mL), ademas demostro tener un amplio espectro contra bacterias
Gram positivas y Gram negativa. Sin embargo los extractos de A. aschemborniana

fueron mas especifico contra levaduras (CMI de 4 pg/mL contra C. albicans y 32

Xi




pg/mL contra C. glabrata). Por otro lado, las tres especies de Ageratina
presentaron actividad antiinflamatoria; extracto metanol de A. aschemborniana con
80.36%, extracto acetonico de A. glabrata con 87.24% y extracto acetonico A.
pazcuarensis con 89. 63 % de inhibicion inflamatoria, teniendo como control
indometacina con un 91.80%, todas las muestras fueron probadas a una
concentracion de 0.1 mg/oreja. En el caso de la actividad antioxidante, se observo
que el extracto acetonico de A. aschemborniana fue el mas activo (Clsp =
6.51ug/mL) por el método ABTS; sin embargo, comparado contra el control
positivo (extracto estandarizado de C. sinensis) la actividad fue de 50 %. Los
resultados del presente trabajo contribuyen a la generacién de evidencia cientifica
que permite validar el uso tradicional de las especies del género Ageratina
estudiadas, asi como una posible fuente de obtecion de principios bioactivos, para

contribuir al cuidado de la salud.
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ABSTRACT

The ethnomedical knowledge in Mexican traditional medicine allowed us to find
plants with antimicrobial properties, such as the plants commonly known as
"axihuitl" (Monroy and Castillo, 2010), belonging to the genus Ageratina before
Eupatorium (Asteraceae family). Plant species belonging to the genus Ageratina
are generally used in traditional medicine for the treatment of skin and
gastrointestinal infections as well as wound washing. (Cragg and Newman, 2013,
Henrich et al., 2013, Lopez and Gutiérrez, 2009).

Therefore, the objective of this work was to determine the pharmacological
potential (antimicrobial, anti-inflammatory and antioxidant) of three species of the
genus Ageratina known in traditional medicine indistinctly as "axihuitl". Ageratina
aschemborniana (30224) was colleted in the town of Tepoztlan, A. glabrata
(30225) was found in Tlalnepantla and A. pazcuarensis (30226) was obtained in

Huitzilac.

These three species of Ageratina were subjected to a maceration (aerial parts)
process using different solvents of increasing polarity (hexane, acetone and
methanol). Subsequently, three crude organic extracts were obtained for each
species, which were monitored for three biological activities: antimicrobial (plate
microdilution method), antiinflammatory (murine model of atrial edema induced
with TPA) and antioxidant capacity (ABTS, DPPH and CARF). The hexane extract
of A. glabrata showed the highest antimicrobial potential on the microorganisms
tested: P. aeruginosa (MIC 250 pg/mL), K. pneumoniae (MIC 250 pg/mL), P.
mirabilis (MIC 250 pg/mL). ), E. coli (MIC 250 pg/mL), S. aureus (MIC 125 ug/mL),
C. albicans (MIC 32 pg/mL) and C. glabrata (MIC> 1000 ug/mL), also proved to
have a broad spectrum against Gram positive and Gram negative bacteria.
However, the extracts of A. aschemborniana were more specific against yeasts
(MIC of 4 yg/mL against C. albicans and 32 yg/mL against C. glabrata). On the
other hand, the three species of Ageratina presented anti-inflammatory activity;
methanol extract of A. aschemborniana with 80.36%, acetonic extract of A.
glabrata with 87.24% and acetonic extract A. pazcuarensis with 89. 63% of
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inflammatory inhibition, taking control of indomethacin with 91.80%, all the samples
were tested at a concentration of 0.1 mg / ear. In the case of antioxidant activity, it
was observed that the acetonic extract of A. aschemborniana was the most active
(IC50 = 6.51ug / mL) by the ABTS method; however, compared to the positive
control (standardized extract of C. sinensis) the activity was 50%. The results of
this work contribute to the generation of scientific evidence that allows to validate
the traditional use of the Ageratina species studied, as well as a possible source of

bioactive principles, to contribute to health care.
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1. INTRODUCCION

México posee diversos climas, que permiten el crecimiento y diversidad
amplia de plantas, las cuales se utilizan desde la época prehispénica debido a las
propiedades de sus principios activos. Existen numerosos reportes que
demuestran que las especies vegetales contienen metabolitos secundarios
responsables de su efecto farmacoldgico y pueden ser utilizadas en el tratamiento
de una o varias enfermedades (Lee y Artaza, 2013; Torres, 2004).

Asi mismo, las plantas medicinales siguen siendo objeto de estudio para
demostrar su accion terapéutica, ya que la naturaleza sigue siendo una importante
fuente de diversos principios activos, algunos de ellos muy complejos y diversos
(Newman y Cragg, 2010; Cordell y Colvard, 2012).

En México se estima la existencia de cerca de 30,000 especies de plantas,
de las cuales alrededor de 4,500 de las mismas, poseen propiedades medicinales,
sin embargo, so6lo 10% de las especies registradas han sido estudiadas
fitoquimicamente y aproximadamente el 5% de éstas han sido evaluadas biolégica
y/o farmacolégicamente (SNIB, 2015; Schlaepfer y Mendoza, 2010).

Las plantas conocidas comunmente con el nombre de “axihuitl” (Monroy y
Castillo, 2010) pertenecen al género Ageratina (familia Asteracea), y se emplean
en la medicina tradicional para tratamiento de artritis, infecciones en la piel y
gastrointestinales, asi como en el tratamiento de heridas (Cragg y Newman, 2013;
Henrich 2013; Lopez y Gutiérrez, 2009). En Morelos se encuentran reportadas
diferentes especies del género Ageratina y todas ellas se emplean
tradicionalmente para los mismos fines sin distinguirse una de otra, por lo que
resulta interesante comprobar el efecto farmacologico asociado al uso que tienen

en la medicina tradicional algunas especies pertenecientes a dicho género.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reportd que las enfermedades
infecciosas provocan el 25% de la morbilidad mundial; trayendo como
consecuencia alrededor de 17 millones de decesos al afio, ademas disminuyen la
calidad de vida de miles de personas (OMS, 2015).
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Una infeccion es el resultado del establecimiento de un numero significativo
de microorganismos patogenos dentro de un huésped (Mandell et al., 2006). Una
infeccion asocia frecuentemente una inflamacion, por ser esta Ultima una
respuesta del sistema inmunoldgico para contrarrestar cualquier tipo de agresion

generada por algun cuerpo extrafio o por dafio fisico al tejido (Puerto et al., 2009).

Diversos estudios demuestran que una inflamacibn puede ser
desencadenada en una infeccion por la generacion de especies oxido reductoras,
lo que se conoce como estrés oxidativo. El oxigeno es importante para el
mantenimiento del metabolismo y viabilidad celular, sin embargo, al mismo tiempo
representa un peligro potencial debido a las caracteristicas del mismo, ya que
también es responsable de la formacion de intermediarios parcialmente reducidos
de una alta reactividad conocidas como “Especies Reactivas de Oxigeno” (ERO)
(Celik et al.,2010).

Los compuestos antioxidantes son vitales para el cuerpo humano, pues
poseen la capacidad de protegerlo contra el estrés oxidativo de diversas
enfermedades. Las ERO se generan en muchas células bajo condiciones
fisiolégicas y el organismo utiliza mecanismos potentes de defensa para evitar la
acumulacion de las ERO, no so6lo a nivel fisioldégico si no también bioquimico (Gil,
2011; Babbar et al., 2011).

En el mercado farmacéutico existen tratamientos para contrarrestar
infecciones; sin embargo, a pesar de existir estos tratamientos, el mal manejo y
uso de los antibidticos ha generado farmaco-resistencia por parte de los
microorganismos, dejando asi inutilizables algunos de los medicamentos
existentes en el mercado. Por lo anterior, se ha generado un creciente interés en
la busqueda de compuestos con actividad antimicrobiana a partir de plantas
usadas en la medicina tradicional de ahi la importancia de validar los usos de las

plantas medicinales como el axihuitl.




2. ANTECEDENTES

2.1. Salud Publica en México

En la actualidad los estilos de vida poco saludables han generado una
transicion epidemioldgica de la salud a nivel mundial. En México, el 98 % de las
consultas médicas, atienden problemas relacionados con alguna de las principales
enfermedades como: diabetes mellitus, enfermedades del corazén, infecciones
respiratorias, asi como, gastrointestinales. En la grafica 1 se observan las
principales causas de muerte en México durante el 2015, (Secretaria de Salud

Publica, 2015; INEGI, 2015).

Otras 425
Diabete mellitus | 14.5%
Enfermedad isquémicadel corazon | 12.6%
Accidente cerebrovascular | 5.5%
Violencia interpersonal | 5.4%
Cirrosis del higado | 4.1%
Enfermedad pulmonar obstructivacrénica | 3.8%
Infecciones respiratorias inferiores | 3.4%
Enfermedad cardiaca hipertensiva | 3.4%
Lesiones || 2.5%

Enfermedades renales | 2.3%

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Gréfica 1 Principales causas de muerte en México durante el afio 2015
(Secretaria de Salud Publica, 2015).




Las infecciones como se observd en la grafica anterior, siguen
representando un problema clinico y epidemioldgico, ya que aumentan las tasas
de morbilidad y mortalidad, lo cual se suma al incremento de gastos hospitalarios.
Los gastos en salud, como porcentaje de la inversion publica en México han
aumentando de 2.4% a 3.2% del Producto Interno Bruto (PIB) entre 2014 y 2015.
México posee actualmente un rezago de atencion epidemioldgico por
enfermedades infecciosas ligadas a la pobreza, las cuales lamentablemente no

son atendidas (Fleicher et al., 2008).

En la grafica 2, se muestran los porcentajes de los cinco principales grupos
de enfermedades infecciosas que tienen mayor incidencia en la poblacién

mexicana.

B Infecciones
respiratorias

B Infecciones
gastrointestinales

m Infecciones en vias
urinarias

B Infecciones de tejido
y piel
® Otras infecciones

Grafica 2. Infecciones con mayor incidencia en México (Informacion
Epidemiolégica de Morbilidad, 2015).




Las grandes desigualdades en materia de salud, especificamente en lo que
respecta a la distribucion del equipamiento, personal y recursos para operar,
sumado al incremento de la pobreza, limita la capacidad de las personas para
enfrentar los problemas de salud. Las infecciones respiratorias, gastrointestinales
y urinarias (causadas por bacterias, virus, levaduras o protozoarios) entre otras,
son las causantes del mayor numero de decesos en Meéxico, estas estan
consideradas dentro las principales afecciones que atentan contra la salud
humana en nuestro pais y en el mundo, esto principalmente por la resistencia
bacteriana y la alta incidencia de infecciones nosocomiales. Por ello, es importante
seguir en la busqueda de tratamientos para contrarrestarlas (Gutiérrez et al., 2008;

Lee y Artaza, 2013).

En el Estado de Morelos, la Secretaria de Salud Publica (2015) reporta
como la principal causa de morbilidad las infecciones respiratorias causadas por
diversos microorganismos (bacterias, virus) con una incidencia de 459,869 casos,
mientras que en segundo y tercer lugar estan las infecciones gastrointestinales e
infecciones de vias urinarias con 110,888 y 88,277 casos respectivamente, dentro
de las cuales destacan afecciones como las candidiasis, neumonias Yy

enfermedades diarreicas.

2.2. Microorganismos de impacto en Salud Publica.

La flora microbiana normal es el conjunto de microorganismos que se
localizan de manera normal en distintos sitios del cuerpo humano. La microbiota

normal tiene una relacién simbiética comensal con el hospedador, debido a que




ambos obtienen ventajas, el equilibrio entre las comunidades microbianas es de

vital importancia para la salud del ser humano (Patrick et al., 2009).

La naturaleza de la microbiota normal del cuerpo puede ser afectada debido
a la resistencia del huésped a las infecciones, asi como, a la colonizacion de otros
microorganismos que pueden ser patégenos y generen un desequilibrio,

produciendo infecciones (Kumate et al., 2009)

Mandell et al., en 2006 se refiere a las infecciones como un grupo de
condiciones que tienen en comun la presencia de un numero significativo de
microorganismos (bacterias, hongos, protozoarios, virus) mediante diversos
mecanismos que afecta a un individuo susceptible, provocando un estado de
enfermedad. Estos microorganismos son los agentes causales asociados a
diferentes infecciones, los cuales a su vez, pueden proceder de fuentes exdgenas

0 enddgenas.

Las fuentes enddgenas se encuentran presentes en la flora microbiana
normal de las personas (tracto intestinal), mientras que las fuentes exdgenas
pueden ser causadas por el movimiento de microorganismos desde fuentes
externas, como en la piel (manos, pies). Es importante mencionar que un mismo
agente puede ocasionar multiples infecciones, y que una determinada infeccién
puede ser ocasionada por mas de un microorganismo patogeno (Vila et al., 2009).
Los microorganismos predominantes en algunos tipos de infecciones pueden ser
bacterias Gram positivos, bacterias Gram negativos y/o levaduras como se puede

observar en la tabla 1.




Tabla 1. Principales grupos de microorganismos causantes de infecciones
(Modificado de Pérez et al., 2010).

-' Género Especies i

Pseudomonas | P. aeruginosa Urinaria
' 9 ' Gastrointestinal
Salmonella S. typhi, S. paratyphi A, By C. | Gastrointestinal
) . nteri . flexneri, S. i i
Shigella S dyge teriae ,_S exneri, S Resp!ratgrlay
boydii, S. sonnei. urinaria
. . K. pneumoniae, K. ozaenae, . .
Bacterias | Klebsiella P . . Respiratoria
K. rhinoscleromatis.
Gram (-)
E. aerogenes, E. cloacae, E. . .
Enterobacter .. Gastrointestinal
sakazakii.
. . . Respiratoria
Escherichia E. coli , E. albertii,E. blattae. p. . y
urinaria
Proteus P. mlratl).lhs, P. vulgaris, P. Url,nar_la y
morganii. dérmica
. Heridas
S. pneumoniae,S. pyogenes, .
Streptococcus . quirurgicas
S. salivarius. . .
Bacterias Respiratoria
S. aureus, S. epidermidis, S. Dérmicay
Gram (+) | Staphylococcus . : :
afermentans, S. haemolyticus. respiratoria
E. faecalis, E. avium, E. .
Enterococcus . Urinaria
durans, E. faecium.
C. albicans,C. krusei, C. Respiratoria
Levaduras | Candida glabrata, C. parapsilosis, C. p . y
L dérmica
tropicalis.

De las infecciones gastrointestinales reportadas por la Secretaria de Salud
en el 2015, Escherichia coli es el principal microorganismo causante de la diarrea
aguda, la cual provoca una enfermedad intestinal infecciosa (Pérez et al., 2010).
E. coli es responsable de aproximadamente 630 millones de casos de diarrea en
el mundo y entre 5 a 6 millones de muertes al afio, afectando principalmente a la

poblacion infantil de paises en desarrollo (Hernandez et al., 2011).




En infecciones respiratorias el principal microorganismo involucrado es
Staphylococcus aureus, presente en la piel y en las membranas mucosas, sin
embargo cuando penetra en los tejidos, produce toxinas ocasionado una amplia
gama de infecciones respiratorias como cistitis, bronquitis, neumonia, asi como
infecciones de piel y tejidos blandos (infeccién de heridas). Este microorganismo
es responsable de mas del 70% de las infecciones en nifios y representa una
quinta parte de las consultas a urgencias pediatricas (Castellanos et al., 2013;

Dinges et al., 2006).

Pseudomonas aeruginosa se encuentra ampliamente distribuida en la
naturaleza. Las infecciones por P. aeruginosa suelen ser severas, especialmente
cuando existe bacteriemia, es decir la presencia de esta bacteria en la sangre
(Lebeque et al., 2006). P. aeruginosa frecuentemente ocasiona infecciones
adquiridas en el hospital, prolongando el periodo de hospitalizacion,
incrementando  los  costos  médicos, particularmente en  pacientes

inmunodeprimidos (Murray et al. 2013).

Las bacterias pertenecientes al género Klebsiella se encuentran de forma
natural en el suelo, en el agua, asi como en humanos y animales, estos Ultimos,
principalmente alojados en los tractos respiratorio, intestinal y urogenital. Las
enfermedades causadas por Klebsiella incluyen neumonia (una enfermedad
inflamatoria de los pulmones), infecciones del tracto urinario (ITU), la espondilitis
anquilosante (artritis inflamatoria degenerativa), septicemia (inflamacion del

cuerpo)( Navarro et al., 2011).




Proteus mirabilis es una bacteria que forman parte de la flora normal del
tracto gastrointestinal humano. Esta comunmente asociada con infecciones que
afectan el tracto urinario, también se han reportado otras infecciones que incluyen
la bacteremia, puede conducir a la formacion de céalculos renales o de la vejiga

(Villamil et al., 2006).

Por otro lado, muchas de las infecciones no soOlo son causadas por
bacterias, sino también por levaduras, el género Candida es uno de los mas
representativos, ya que son microorganismos patdégenos causante de infecciones
gue afectan la piel o membranas mucosas. C. albicans es una levadura que afecta
principalmente la mucosa oral y junto con C. glabrata son responsables de
infecciones vaginales las cuales generan complicaciones en el embarazo y el

parto (Martin et al., 2008).

C. glabrata es una levadura que produce micosis sistémicas graves en los
enfermos criticamente inmunodeprimidos y con neoplasias hematolégicas.
También se puede encontrar presente en mujeres afectadas de vaginitis con flujo
aumentado (Kokoto y Adams, 2006). Las candidiasis sistémicas se presentan
cuando el microorganismo ingresa al torrente sanguineo de un huésped con
defensas fagociticas inadecuadas (Pardi y Cardozo, 2002). Por ello, es
indispensable establecer y operar sistemas integrales de vigilancia epidemiologica
gque permitan prevenir y controlar las infecciones de este tipo (Secretaria de Salud,

2015).




2.2.1. Terapéutica general de las infecciones

Los antimicrobianos son moléculas naturales (producida por un organismo
vivo, hongo o bacteria), sintéticas o semisintéticas, capaces de inducir la muerte o
detener el crecimiento de bacterias, virus u hongos. Entre los antimicrobianos se
encuentran los antibidticos, antifuUngicos, antiparasitarios antiviricos y algunos

agentes quimioterapéuticos (Murray y Baron, 2007).

2.2.1.1. Antibidticos y su clasificacién

Los antibidticos son un subgrupo de antimicrobianos con actividad
antibacteriana y se han clasificado tradicionalmente como bactericidas (ejercen
accion letal para bacteria) o como bacteriostaticos (ejercen inhibicién transitoria
del crecimiento bacteriano). La accidén de los antibidticos generalmente depende
de la concentracion que alcance en la diana o de su afinidad por la diana de un
determinado microorganismo (Calvo y Martinez, 2009). Los bactericidas actian
inhibiendo la sintesis de la pared, alterando la membrana citopldsmica o
interfiriendo con algunos aspectos del metabolismo del ADN. Los bacteriostaticos

inhiben la sintesis proteica, excepto los aminoglucosidos (Mendoza, 2011).

Los agentes antimicrobianos pueden interferir en diferentes funciones
necesarias para la supervivencia y replicacion de la bacteria. Los antibioticos de
uso clinico, en una clasificacion mas especifica, pueden ejercer su accion en una
de las siguientes estructuras o funciones (Murray et al., 2013). En la tabla 2 se

muestran las principales familias de antibiéticos segun su mecanismo de accion.
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Tabla 2 Principales familias de antibi6ticos segin su mecanismo de accion

(Murray et al., 2013; Calvo y Martinez, 2009).

Inhibicién de la
sintesis de la
pared celular

Penicilinas, Cefalosporinas,
Vancomicina,
Fosfomicina,Tercoplanina,
Bacitracina

Reaccionan con enzimas
requereridas para sintetizar
peptidoglicano desarrollando
puntos osmaoticamente
fragiles.

Lesion en la
permeabilidad de
la membrana
celular

Poliomixinas, Colistinas,
Nistatina, Anfotericina B

Modifican la permeabilidad,
permitiendo la salida de iones
potasio y acidos nucleicos,
causando un efecto litico.

Inhibicion de la
sintesis proteica

Cloranfenicol, Tetraciclinas,
Macrolidos,
Aminoglucésidos,
Eritromicina

Reacionan inhibiendo el
complejo ribosoma-mRNA.
en las subunidades
ribosomales(80S y 70S)

Inhibicion de la
sintesis de
acidos nucleicos

Quinolonas, Sulfonamidas,
Rifampicina, Trimetoprim

Bloquean la sintesis de sus
componentes, inhibiendo la
replicacion o deteniendo la
transcripcion.

2.2.1.2. Trimetroprim con sulfametoxazol y su mecanismo de accioén

Estos antibioticos son de un amplio espectro para contrarestar diversos
tipos de infecciones con actividad complementaria, ademas de ser eficaces en
contra de microorganismos sensibles . El trimetoprim es un antibibtico

bacteriostatico derivado de la trimetoxibenzilpirimidina, mientras que el
sulfametoxazol es una sulfonamida de accion intermedia. Ambos actian sobre la
ruta de sintesis del tetrahidrofolato, cuya inhibicion provoca finalmente que las
bacterias afectadas no puedan sintetizar

purinas (Katzung, 2007). El

sulfametoxazol bloguea la enzima responsable de la sintesis de tetrahidrofolato,
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https://es.wikipedia.org/wiki/Tetrahidrofolato

un paso posterior es la unién de dos moléculas de dihidrofolato en una sola de
tetrahidrofolato, en este paso donde actua trimetoprim, ya que es analogo a este,
por lo que bloquea la enzima responsable de la union, originando un déficit
metabdlico en la bacteria, lo que facilita su muerte e impide su reproduccion (Fig.

1) (Baker, 2009; Murray et al., 2013).
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Figura 1 Mecanismo de accion del Trimetoprim con Sulfametoxazol en
la sintesis del acido tetrahidrofélico (Modificado de Mayer, 2016).

2.2.2.1. Antifungicos y su clasificacion

El concepto de agente antifingico o antimicotico engloba cualquier sustancia
capaz de producir una alteracion tal de las estructuras de una célula fungica que

consiga inhibir su desarrollo, alterando su viabilidad o capacidad de supervivencia,
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directa o indirectamente, lo que facilita el funcionamiento de los sistemas de

defensa del huésped (Fernandez et al., 2005).

Los antifungicos actualmente se pueden dividir de las siguiente manera

segun el tipo de accién (Paredes y Roca, 2004) (Tabla 3).

Tabla 3 Clasificacion de los antifungicos segun su mecanismo de accion sobre las
estructuras fangicas (Murray et al., 2013; Calvo y Martinez, 2009; Arenas, 2005).

Inhibicién de sintesis de
Actuan en . _ glucanos mediante la
Lipopéptidos | Papulacandina | L .
pared celular inactivaciéon de la enzima 1,3-
betaglucano sintetasa.
Polienos (pérdida de proteinas,
. o glucidos y cationes), azoles
Actuan en Polienos, Nistatina, o ) )
(inhiben la sintesis del
membrana azoles, fluconazol, _
o ergosterol (citocromo P4503A) y
celular alilaminas ketoconazol o o _
alilaminas (inhiben a la enzima
escualeno).
El 5FU (5-fluorouracil ) inhibe a
S la timidilato sintetasa impidiendo
Actuan en Pirimidinas o ; ) )
’ Flucitosina | la sintesis de proteinas de la
nacleo fluoradas ) _
célula o reemplaza el uracilo
con 5FU en el ARN fungico.

2.2.2.2. Fluconazol y su mecanismo de accion

El fluconazol es un antifingico sintético de la familia de los imidazoles, su

espectro de actividad es mayor que el de otros antifungicos imidazélicos
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(miconazol, ketoconacol, clotrimazol) y es ampliamente utilizado en el tratamiento
de candidiasis. El fluconazol es menos lipofilico y se une menos a las proteinas

del plasma, por lo que tiene una mayor biodisponibilidad (Gregori, 2005).

Como otros antifungicos azoles, el fluconazol ejerce su efecto alterando la
membrana celular del hongo. El fluconazol inhibe la sintesis de ergosterol
mediante la interaccion con desmetilasa 14-alfa, una enzima del citocromo P-450
gue se necesita para convertir el lanosterol a ergosterol, un componente esencial
de la membrana (Fig. 2). La inhibicion de la sintesis de ergosterol resulta en un
aumento de la permeabilidad celular provocando fugas del contenido celular

(Bidart, 2004).

Ruta de biosintesis del colesterol /E”J CH,
Acido acético '  Tom

Acido mevalonico Terbinafina

[
v /
Escualeno Azoles

Ecualeno epoxidasa 7

Lanosterol ‘/
_~ | T~ 14 alfa desmetilasa
/ l ‘\\ ;
g ‘ Y Fluconazol
- v Micoesterol
Colesterol  Fjtoesteroles o ergosterol
(animales) (plantas) th )

Figura 2 Mecanismo de accién de algunos antifangicos como el fluconazol
(Modificado de Hardman et al., 2008).
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2.2.3. Resistencia a los antimicrobianos

La resistencia a los antimicrobianos (o farmacorresistencia) se produce
cuando los microorganismos, sean bacterias, virus, hongos o parasitos, sufren
cambios que hacen que los medicamentos utilizados para tratar las infecciones
dejen de ser eficaces. EI fendmeno es muy preocupante porque las infecciones
por microorganismos resistentes pueden causar la muerte del paciente,
transmitirse a otras personas y generar grandes costos tanto para los pacientes

como para la sociedad (Calvo y Martinez, 2009).

La resistencia a los antimicrobianos se ve facilitada por el uso inadecuado
de los medicamentos, el tomar dosis insuficientes o no finalizar los tratamientos
prescritos. Los medicamentos de mala calidad, las malas prescripciones y las
deficiencias de la prevencion y el control de las infecciones son otros factores que
también facilitan la aparicion y la propagacion de la farmacorresistencia (Darren,

2014).

Desde el punto de vista clinico, Darren (2014) sefiala que se considera que
una bacteria es sensible a un antibacteriano cuando la concentracién de este en el
lugar de la infecciébn es al menos 4 veces inferior a la concentracioén inhibitoria
minima (CMI). Una concentracion por arriba de la CMI califica a la bacteria de
resistente y los valores intermedios como de moderadamente sensibles. Existen

diferentes tipos de resistencia:
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Natural o intrinseca. La resistencia natural es un caracter constante de cepas de
una misma especie bacteriana y es un mecanismo permanente, determinado

genéticamente y sin correlacion con la dosis de antibidtico (Pérez y Robles, 2013).

Adquirida: La resistencia adquirida es una caracteristica propia de una especie
bacteriana, que por naturaleza es sensible a un antibiético pero que ha sido
modificada genéticamente ya sea por mutacion o por adquisicion de genes de
resistencia (plasmidos, transposones e integrones). Son evolutivas y su frecuencia
depende de la utilizacion de los antibiéticos. Las bacterias se hacen resistentes a
los antibioticos desarrollando mecanismos de resistencia que impiden al antibiético

ejercer su mecanismo de accién. (Fernandez et al., 2003).

Tipos de resistencia antimicrobiana

Los mecanismos de resistencia de las bacterias son fundamentalmente tres:

1) Inactivacion del antibiético por enzimas: La bacteria produce enzimas que
inactivan al antibiético; las mas importantes son las betalactamasas y muchas
bacterias son capaces de producirlas. En las gram positivas suelen ser
plasmidicas, inducibles y extracelulares y en las gram negativas de origen
plasmidico o por transposones, constitutivas y periplasmicas. También hay
enzimas modificantes de aminoglucésidos y aunque no es éste su principal
mecanismo de resistencia, también el cloranfenicol, las tetraciclinas y los

macrolidos pueden ser inactivados por enzimas (Pérez y Robles, 2013).

2) Modificaciones bacterianas que impiden la llegada del antibiotico al punto

diana: Las bacterias producen mutaciones en las porinas de la pared que impiden
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la entrada de ciertos antibioticos (betalactamicos) o alteran los sistemas de
transporte (aminoglucésidos en los anaerobios) o pueden provocar la salida del
antibiotico por un mecanismo de expulsién activa, impidiendo que se acumule en

cantidad suficiente para que actue eficazmente (Pérez y Robles, 2013)..

3) Alteracion por parte de la bacteria de su punto diana, impidiendo o
dificultando la accion del antibiético: Presenta alteraciones a nivel del ADN
girasa (resistencia de quinolonas), del ARNr 23S (macrélidos) de las enzimas
PBPs (proteinas fijadoras de penicilina) necesarias para la formacion de la pared
celular (resistencia a betalactamicos). Una misma bacteria puede desarrollar
varios mecanismos de resistencia frente a uno o muchos antibiéticos y del mismo
modo un antibiodtico puede ser inactivado por distintos mecanismos de diversas
especies bacterianas, todo lo cual complica sobremanera el estudio de las
resistencias de las bacterias a los distintos antimicrobianos (Pérez y Robles,

2013)..

2.2.4. Determinacion de susceptibilidad antimicrobiana “in vitro”.

Para evaluar la actividad antibacteriana se pueden emplear generalmente
alguno de los siguientes tres métodos: a) Métodos de difusién, b) métodos de
dilucién y c) bioautografia (Tabla 4). Los métodos de dilucion y difusion evaltan la
susceptibilidad antimicrobiana ayudandonos a determinar la concentracion minima

inhibitoria (CMI) (Garcia y Diaz, 2008).
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Tabla 4 Principales métodos para la determinacion de actividad antimicrobiana.

Se basa en una relacién entre la
Métodos de | concentracion para inhibir una cepa Ferraro,
difusion bacteriana y el halo de inhibicion de 2001

crecimiento en una placa de agar.
Se basa en la realizacion de diluciones

Mé : e LS tal.,
étodo de seriadas del antifungico en pg/mL de caldo opezeta

dilucion . . : : 2005
nutritivo, inoculdndolos con microorganismos.
Lizcanoy
Bioautografia | El ensayo se realiza usando cromatogramas Vergara,
2008

2.2.4.1. Método de microdilucion en placa

El método de dilucibn en agar o en caldo evalia la susceptibilidad
microbiana para determinar la concentracibn minima bactericida (CMB) y la
concentracion minima inhibitoria (CMI), la cual es definida como la concentracion
mas baja de sustancia que puede inhibir el crecimiento visible de un
microorganismo después de incubar por 24 horas. Esta herramienta es adecuada

para investigar nuevos antimicrobianos (Holland et al., 2009).

En esta técnica son utilizados tubos o microplacas (microdilucién) que
contienen concentraciones crecientes del extracto vegetal. El organismo en
estudio es inoculado en los diferentes tubos o pozos de las microplacas y la CMI

es determinada después de la incubacion (Holland et al., 2009).

Los métodos de microdilucién en caldo son una técnica util para determinar
la CMI, en un gran numero de muestras. Es un método de gran sensibilidad por lo

que permite la evaluacién de cantidades pequefias, lo cual es importante cuando
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se trabaja con productos naturales, ademas permite diferenciar entre un efecto

bactericida o bacteriostatico (Canton, 2010).

2.3. Inflamacién

La inflamacién se considera una respuesta defensiva del organismo que se
caracteriza por el movimiento de células y fluidos de la sangre hacia los tejidos
extravasculares donde se ha generado un estimulo nocivo. Esta reaccién vascular
tiene como objetivo eliminar los agentes y los tejidos lesionados. Sin embargo, la
inflamacion puede ser causada por diversos factores como: agentes infecciosos,
tejidos necroéticos, agentes quimicos, agentes fisicos e hipersensibilidad (Han et

al., 2005).

En un proceso infeccioso si algin patégeno logra atravesar las barreras
naturales de la primera linea de defensa se encuentra con la expresion de la
inmunidad innata (inespecifica), produciendo factores solubles, proteinas
(interferones), células (neutréfilos, monocitos, macrofagos, células dendriticas),
esta defensa se expresa provocando un proceso de inflamacion; también se hace
presente la inmunidad adaptativa (especifica) mediante la respuesta humoral

(linfocitos B) y la respuesta celular (linfocitos T y macréfagos) (Duarte et al., 2009).

2.3.1. Proceso inflamatorio

En un estimulo inflamatorio inducido por una infeccibn se encuentran
implicadas diferentes lineas celulares, las cuales al activarse sintetizan y liberan al

medio extracelular sustancias solubles con actividad proinflamatoria, cuya funcion
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es directamente ejercida por la propia sustancia o a través de la activacion de

otras células con capacidad inflamatoria (Kumar et al., 2010).

Por consiguiente inicia una dilatacion de los capilares y arteriolas locales,
produciendo un flujo sanguineo en exceso (vasodilatacion). La vasodilatacion es
provocada por numerosos mediadores quimicos de las células del tejido
circundante, algunos de ellos como la histamina y algunas prostaglandinas (PGE,
PGl,, PGE;) ademas del factor activador de plaquetas. Tambien existe un
aumento de la permeabilidad de las paredes de las vénulas postcapilares locales,
lo que favorece el paso de un volumen de liquido a los espacios intersticiales

(Duarte et al., 2009).

Al intersticio (escape de plasma) ingresan grandes cantidades de agua,
fibrin6geno, inmunoglobulinas. El paso de proteinas aumenta la presion osmética
y la salida de agua provoca el edema que se localiza en el area de la lesion. El
incremento de la permeabilidad vascular se favorece por accion principalmente de
la histamina y las prostaglandinas PGE, y PGIl;. Como parte de la respuesta
inflamatoria se activa la cascada de la coagulacion para la formacion de fibrina.
Esta forma una red que ocluye los vasos linfaticos lo que a su vez limita la

diseminacién de los microorganismos (Abbas y Lichtman, 2009).

Los macréfagos son fagocitos mononucleares que se forman en la médula
Osea, posteriormente emigran hacia tejidos, donde maduran a macréfagos
tisulares. Los macréfagos liberan interleucinas (IL-1) leucotrienos, factor de

necrosis tumoral (FNT). Mientras que otras células como los mastocitos se activan
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por diversos tipos de estimulos, como un traumatismo, estos liberan grandes

cantidades de histamina y en menor cantidad heparina (Gomez et al., 2011).

También producen algunas prostaglandinas (PGE,, PGD,), leucotrienos y
FAP, asi como las células endoteliales de los vasos sanguineos, en la pared de
las arteriolas segregan un Factor Relajante Derivado del Endotelio (EDRF), capaz
de relajar la musculatura lisa de la pared de los vasos, produciendo vasodilatacion,
las cuales son activadas por diversos mediadores quimicos, especialmente por
histamina y acetilcolina. Estas células producen, ademas, grandes cantidades de

prostaciclina (PGl,) (Kumar et al., 2010).

Los polimorfonucleares son células que acceden al area inflamada en
primera instancia, se adhieren a las células endoteliales y atraviesan la pared del
vaso sanguineo y emigran hacia el agente irritante. De los tres tipos de
polimorfonucleares existentes, neutrdéfilos, basofilos y eosindfilos, son los primeros
los que mayor trascendencia tienen en el proceso inflamatorio. Los neutrofilos
contienen lisosomas, con un contenido muy rico en enzimas hidroliticas. Ademas,
son capaces de generar una gran cantidad de radicales superéxido (O,) los cuales
destruyen a los agentes agresores (Kumar et al., 2010). Los monocitos son células
moviles de accion tardia, ya que actian hasta varias horas después de que lo
hagan los polimorfonucleares. Una vez en el tejido afectado, se transforman en
macrofagos, los cuales son capaces de fagocitar cualquier resto celular o

bacteriano presente en el entorno (Gomez et al., 2011).
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MEDIADORES FUENTE

§ 2 Mediadores preformados [ Histamina Mastecites, baséfilos, plaquetas
& en granulos secretores Serotonina Plaquetas
O
'a' i Prostagiandinas Todos los leucocitos, mastocitos
o | Leucotrienos Todos los leucocitos, mastocitos
1 Factor activador de plaquetas  Todos los leucocitos, EC
< De nueva sintesis —— Especies reaclivas del oxigeno Todos los leucocitos
= Oxido nitrico Macréfagos, EC
§ Citocinas Macrdfagos, linfocitos, EC,
mastocitos
L Neuropéptidos Leucocitos, fivras nerviosas
3
0l " Cda
3k Activacién del Csa I anaflotoxinas
o = complemento C3b
~ | C5b-9 (complejo de ataque a la membrana)
8 PLASMA
<2 -
23 Activacion del factor XIl | sistema de las cininas (bradicinina)
gE (factor de Hageman) ™| Ceagulacién/sistema de la fibrindisis
]
E {fuente principal)

Figura 3 Respuesta inflamatoria (Kumar et al., 2010)

2.3.2. Tipos de inflamacion

Existen dos etapas o tipos de inflamacion: la aguda y la crbnica. La
inflamacion aguda se produce de manera rapida y por lo general dura pocas horas
o incluso dias, este tipo de inflamacién se genera por la exudacién de liquidos y
proteinas plasmaticas (edema), asi como la emigracion de leucocitos (Fig. 4). En
esta etapa puede ocurrir una reaccion sistémica generalizada y dinamica, para
conformar la resolucién de la inflamacion, ya que de no ser asi la inflamacién
evoluciona a cronica (Kumar et al., 2010; Abbas y Lichtman, 2009).

La inflamacién cronica sucede cuando el estimulo inflamatorio es
persistente, su duracion es prolongada (semanas hasta meses) El infiltrado de
células inmunes tipico de la inflamacion crénica esta compuesto por macréfagos,

linfocitos y células plasmaticas. La liberaciébn crénica de mediadores de la
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inflamacion producira lesion tisular, cicatrizacion y la posible pérdida de la funcién

del tejido (Duarte et al., 2009)

INFLAMAGION AGUDA RESOLUCION
* Cambios vasculares « Eliminacicn de los estimulos agresorss
* Reclutamiento de neutrdfilos » Eliminacion de madiadores

y células inflamatorias agudas
» Sustitucicn de células lesionadas
» Funcion normal

* Infarto

» Toxinas

* Traumatismo 4  Formacion de pus (absceso)

S T

» [nfecciones viricas

» Infecciones cronicas e ®
» Lesidn persistente Y Ay FIBROSIS
» Enfermedadss autoinmunitarias Y ! » Pérdida de funcion
INFLAMACION CRONICA
* Angiogénesis
* Infiltrado de células mononucleares
 Fibrosis (cicatriz)

Figura 4. Caracteristicas generales de los diferentes tipos de inflamacion
(Kumar et al.,2010).

2.3.3. Antiinflamatorios No Esteroideos (AINES) y su mecanismo de accion

En la actualidad los antiinflamatorios, segun la naturaleza quimica se
dividen en esteroidales y no esteroidales, siendo los ultimos, los mas utilizados en
el tratamiento de numerosas condiciones convirtiéndose en el grupo terapéutico
mas utilizado (Mandell et al., 2006).

Los antiinflamatorios no esteroidales inhiben la actividad de la enzima ciclo-

oxigenasa (COX-1), disminuyendo la formacion de prostaglandinas y tromboxanos

23




a partir del acido araquidonico. La disminucion en la sintesis de prostaglandinas
(ya que estas generan dolor, inflamacion, fiebre) es la responsable de la mayoria
de los efectos terapéuticos de los AINES (Kumar et al., 2010).

Mientras que la COX-1 tiene caracteristicas de enzima constitutiva y es
importante para el control de funciones fisiolégicas, la COX-2 tiene caracteristicas
de enzima inducible en determinadas células, debido a circunstancias patolégicas
(citoquinas y mediadores de la inflamacion COX-2) las cuales se encuentran
mayormente en tejido dafiado o inflamado. Los AINES tradicionales inhiben de
manera no selectiva la actividad enzimatica de las isoformas COX-1y COX-2, o en
todo caso en mayor medida de la COX-1 lo cual trae como consecuencia la
aparicion de efectos secundarios a nivel gastrointestinal, renal y de coagulacién

(Diaz et al., 2009).

- = CO,H

Acido araquidonico

COX-1 COX-2
“Constitutiva™ “Inducible”
b AINEs
COXIBS
Prostaglandinas Prostaglandinas
Proteccion de la Mediadores del dolor,

mucosa Hemostasia inflamacion, y fiebre
gastrica

Diagrama 1 Principio general de la accion de la mayoria de los antiinflamatorios
no esteroideos (Modificado de Rivera, 2006).
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Todos los AINE tienen en comuUn su mecanismo de accién: la mayoria de
ellos actua inhibiendo de forma estereoespecifica y competitiva la enzima
ciclooxigenasa (COX). Algunos de ellos lo hacen de forma reversible, mientras que
otros lo hacen de forma irreversible destruyendo la capacidad catalitica de la
enzima que no podra ser recuperada hasta que la célula sintetice sus nuevas
moléculas. Cuanto mas potente es la inhibicion de la COX, mejor efecto
antiinflamatorio. No obstante, la ciclooxigenasa es una enzima ubicua, presente en
casi todas las células, siendo necesaria su mediacion en la produccion de ciertas
prostaglandinas no inflamatorias que permitiran el correcto funcionamiento de

muchos 6rganos y sistemas (Lacy et al., 2013).

Tabla 5 Clasificacion de Antiinflamatorios no esteroideos (Modificado de Lacy et

al., 2013)
Acidos propionicos Ibuprofeno, Ketoprofeno, Naproxeno

. . Diclofenaco sodico, Etodolac,
Acidos acéticos )
Indometacina, Ketorolaco

Acidos antranilicos Meclofenamato

Derivado del 4cido salicilico Diflunisal

Agentes no acidos Nabumetona

Oxicanes Piroxicam, Meloxicam, Tenoxicam

2.3.3.1 Indometacinay su mecanismo de accién

La indometacina es un farmaco antiinflamatorio no esteroideo, posee

propiedades analgésicas y antipiréticas (Narayanan et al., 2000).
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El mecanismo de accion de la indometacina se debe a la inhibicion de la
sintesis de prostaglandinas y a la inhibicion de la migracion leucocitaria a las areas
inflamadas. Pero ademas otros mecanismos que contribuyen a su actividad anti-
inflamatoria son la inhibicion de las fosfodiesterasas con el consiguiente aumento
de las concentraciones intracelulares del adenosin monofosfato y la interferencia

con la produccion de anticuerpos inflamatorios. (Van et al., 2000).

2.3.3.2. Métodos de evaluaciéon de la actividad antiinflamatoria “in vivo”.

Para evaluar la actividad antiinflamatoria in vivo existen modelos que varian
en la intensidad de la reaccion. En el estudio de agentes antiinflamatorios se
pueden seleccionar diferentes agentes irritantes que permiten un conocimiento
mas selectivo de la forma de actuar de la sustancia objeto de estudio. Dentro de
los modelos de inflamacién aguda se pueden emplear dos métodos (tabla 6), cada
uno presenta caracteristicas especiales dependiendo de las condiciones bajo las
cuales se realice el estudio (Gonzéalez et al., 2011).

Tabla 6 Métodos de evaluacion in vivo para la determinacion de procesos
antiinflamatorios.

‘Método  Principio  Bibliografia

Administracion subcutanea de una solucion
de carragenina a nivel de la aponeurosis
plantar de rata o de ratén. Se puede
administrar la muestra, por diferentes vias
como intraperitoneal, oral u otras.

Edema auricular El TPA posee propiedades irritantes, pro-
en ratdon inducido | inflamatorias y promotora de tumores.

por el 13-Acetato | La aplicacién del TPA desencadena el

Edema plantar
por carragenina

Chakraborty
et al., 2004

Hetter, 2000.

del2-O- proceso inflamatorio: vasodilatacion, eritema
tetradecanoil- y edema. Se administra la muestra a evaluar
forbol (TPA) por via topica.
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2.3.3.3. Edema auricular en raton inducido por acetato de tetradecanoil forbol
(TPA).

Esta técnica se basa en el efecto de los ésteres de forbol que se extraen del
aceite de croton (Croton tiglium L.). El TPA es la mas potente de las moléculas
pro-inflamatorias con propiedades irritantes, pro-inflamatorias y promotora de
tumores. La aplicacion del TPA desencadena todos los eventos propios del
proceso inflamatorio: vasodilatacion y eritema, extravasacion y edema (Gémez et
al., 2011).

A nivel histologico, se produce: agregacion plaquetaria, agregacion y
adherencia de compuestos polimorfonucleares (neutrofilos y eosindfilos),
migracion a la dermis y degranulacion de mastocitos. También, se observa la
acumulacion y migracién de leucocitos al compartimiento subcorneal epitelial,
particularmente alrededor de los foliculos que degenera en la formacion de
abscesos subcorneales. A partir de 24 h aparece incremento de mitosis en la
membrana basal epidérmica, lo que conlleva hiperplasia y engrosamiento
epidérmico aparente (Gonzélez et al., 2011).

A nivel bioquimico, en minutos y hasta varias horas después, se elevan el
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y las PGs E4, E,y F». La sintesis proteica del
acido ribonucleico (RNA) y del acido desoxirribonucleico (DNA) empieza a ser
significativa a las 12 h y llega al maximo entre 48 h. La actividad del TPA parece
implicar o ser independiente de la liberacién y metabolismo del &cido araquidoénico,

lo que puede ocurrir simultdneamente con o casualmente subsecuente a la
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interaccion del TPA con un receptor de la proteina quinasa C (PKC) estimulandola

de modo anélogo al diacilglicerol, su agonista natural (Gonzalez et al., 2011).

2.4. Actividad oxidante

Se ha definido el dafio o estrés oxidativo como la exposicion de la materia
viva a diversas fuentes que rompen el equilibrio que debe existir entre las
sustancias o factores prooxidantes y los mecanismos antioxidantes encargados de
eliminar a ciertas especies quimicas, ya sea por un déficit de estas defensas o por
un incremento exagerado de la produccion de especies reactivas del oxigeno

(Carrillo, 2009; Martinez, 2007).

2.4.1. Radicales libres

Los radicales libres son todas aquellas especies quimicas, cargadas o no,
gue en su estructura atomica presentan un electrén desapareado o impar en el
orbital externo, dandole una configuracién espacial que genera gran inestabilidad.
Molecularmente, son pequefias moléculas que se producen por diferentes
mecanismos entre los que se encuentran la cadena respiratoria mitocondrial, la
cadena de transporte de electrones a nivel microsomal y en los cloroplastos, y las

reacciones de oxidacién (Martinez, 2007).

Sin embargo, los radicales libres del oxigeno tienen una funcién fisiol6gica
en el organismo como la fagocitosis, favorecen la sintesis de colageno, favorecen
la sintesis de prostaglandinas, activan enzimas de la membrana celular,

disminuyen la sintesis de catecolaminas por las glandulas suprarrenales,
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modifican la biomembrana y favorecen la quimiotaxis. Existe un término que
incluye a los radicales libres y a otras especies no radicalicas, pero que pueden
participan en reacciones que llevan a la elevacion de los agentes prooxidantes y

son las especies reactivas del oxigeno (EROS) (Tabla 7) (Hirst et al., 2008).

Tabla 7 Principales especies reactivas del oxigeno o sustancias prooxidantes.

B T

Cardiovasculares y

Radical hidroxilo (HO) Gutiérrez, 2003
Pulmonares
Peréxido de hidrégeno _ _ Yamaguchi et al.,
Proceso inflamatorio
(H202) 2000
» o Diabetes y proceso Yamaguchi et al.,
Anién superoxido (O2) | _
inflamatorio 2000
] o Hipertension y proceso _
Oxido nitrico (NO) _ _ Liu et al., 2002
inflamatorio

Buhimschi y Weiner,

Per6xido (ROO) Preclamsia
2001

Infecciones respiratorias
Lopez y Ballesteros,

Ozono (O3) y Enfermedades
2003

cardiovasculares

2.4.2. Actividad antioxidante

El dafio oxidativo que caracteriza al estrés oxidativo (EO) ha sido ligado a
diferentes enfermedades neurodegenerativas, procesos de isquemia-reperfusion e

inflamacion, entre otros (Feijoo et al., 2010)
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El concepto de antioxidante puede definirse como una sustancia que a
ciertas concentraciones retrasa o previene la oxidacion de un sustrato. De manera

general los antioxidantes pueden actuar de la siguiente manera:

e Disminuir la concentracion de oxidantes.

e Evitar la iniciacidon de la reaccién en cadena atrapando a los primero RL que
se forman.

e Evitar la formacion de ERO'’s al unirse a iones metalicos para transformar
en productos menos reactivos.

e Detener la propagaciéon y el aumento de RL (Hernandez et al., 2010).

Los antioxidantes pueden prevenir o retardar la oxidacion de un sustrato
bioloégico, y en algunos casos, revertir el dafio oxidativo de las moléculas
afectadas. El mecanismo mas conocido se refiere a la capacidad que poseen
algunos antioxidantes que actian como estabilizadores o apagadores de diversas

especies reactivas (Maldonado et al., 2010).

En el caso de los radicales libres implica la estabilizacién, a través de un
electron a dicha especie reactiva, permite que el radical pierda su condicion por
apareamiento de su electrén desapareado. Otro mecanismo implica la inhibicién
de la formacién de especies reactivas de oxigeno contraponiendo la capacidad
gue tienen ciertos metales de transicion como el hierro y cobre, de esta manera la
defensa antioxidante puede ser enzimatica o no enzimatica (Hernandez et al.,

2010).
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2.4.2.1. Antioxidantes enziméticos

Los organismos aerobios disponen de defensas antioxidantes, para
protegerse frente a la produccién de radicales. Esencialmente, las defensas
antioxidantes se dividen en dos grandes grupos: los enzimaticos y los no

enzimaticos:

Los antioxidantes enzimaticos estan presentes en el organismo de los seres
vivos y protegen frente a los EROs producidos durante el metabolismo. Dentro de
éstos tenemos 3 principales: la superéxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y

la glutation peroxidasa (GPX) (Drago et al., 2006).

La SOD cataliza la dismutacién del anién superoéxido, originando peroxido
de hidrégeno. La CAT es una enzima que cataliza la descomposicion del peroxido
de hidrogeno en agua, que esta presente en la mayoria de las células eucariotas,
localizandose a nivel de los peroxisomas. Por ultimo, la GPX contribuye a la
eliminacién del peréxido de hidrégeno pero, a diferencia de la CAT, que usa el
peréxido de hidrogeno como dador de electrones, utiliza el glutation reducido

(Clarkson yThompson, 2000).

2.4.2.2. Antioxidantes no enzimaticos
Estan presentes en la dieta ingerida por los seres vivos, sobre todo en las
frutas y verduras. Sus principales caracteristicas son que son sustancias capaces

de neutralizar un unico radical libre por molécula (cazadores estequiométricos),

s6lo actian a concentraciones elevadas (Drago et al., 2006).
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Un primer grupo de antioxidantes no enzimaticos lo constituyen moléculas
reductoras de pequefios tamafos e hidrosolubles. Dentro de ellas tenemos al
glutation reducido y el ascorbato o vitamina C. Pueden actuar tanto como pro o
antioxidantes, ya que pueden autooxidarse, especialmente en presencia de

metales (Thair, 2005; Bertram y Bartsch, 2002).

Un segundo grupo de antioxidantes no enzimaticos son las vitaminas
liposolubles. Aqui estan la a-tocoferol o vitamina E, que es capaz de impedir las
reacciones, en cadena producida por los radicales hidroperoxilo durante la
peroxidacién lipidica asi como la proteccion que ofrece el a-caroteno. En la
naturaleza se ha reportado que algunas plantas contienen polifenoles que
muestran una gran capacidad para captar radicales libres, como es el caso de
Camellia sinensis en particular el galato del epigalocatequina (EGCG), el cual se

reporta con la mayoria de los efectos protectores (Bertram y Bartsch, 2002).

2.4.2.3. Principales métodos para la determinaciéon de actividad antioxidante.

Existen diferentes métodos para evaluar la capacidad antioxidante, sin
embargo no es posible utilizar un pardmetro analogo y relativamente simple para
evaluarla, debido a que esta propiedad es generada por moléculas de diversos
tipos, con distinta relacion de estructura. Por ello, es recomendado utilizar mas de

un método de determinacion de capacidad antioxidante (Tabla 8).
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Tabla 8 Principales métodos de evaluacion, para la determinacion de la actividad
antioxidante (Modificado de Fernandez et al., 2006).

Método (acido 2,2’-
azino-bis-(3-
etillbenzotiazolin-6-
sulfonico) ABTS

Monitorea la capacidad de un
antioxidante para estabilizar el
radical cation coloreado
ABTS, el cual es formado
previamente por la oxidacion
del ABTS.

Absorcion maxima a
734 nm

Método del radical 2,2-
difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH)

Monitorea por la disminucion
en su forma de radical libre, el
DPPH, el cual sufre

reduccion.

Bajo requerimiento
instrumental
Absorbe a 515 nm

Método CARO
(Capacidad de
Absorcion de

Radicales de Oxigeno)

Proporciona estimacion de la
capacidad del compuesto de

prueba para atrapar radicales.

No es muy certero

Método del poder
antioxidante reductor
férrico (CARF)

Mide la actividad antioxidante
total y se basa en la
capacidad de los polifenoles
para reducir Fe** a Fe?*.

Absorbe a 595 nm

2.4.2.4. Método ABTS [del acido 2,2'-azino-bis-(3-etillbenzotiazolin-6-

sulfénico)]

El ensayo ABTS mide la decoloracion, de un radical ABTS, el cudl presenta

un color verde intenso, el pico a la longitud de onda es 734 nm debido a la menor

interferencia de otros pigmentos de las plantas. El ensayo ABTS mide la

capacidad antioxidante en equivalentes de trolox (Ozgen et al., 2006).
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El ensayo ABTS se basa en la capacidad de captura que tiene el anion
radical ABTS [del acido 2,2 '-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)] de vida
larga. EI ABTS es oxidado por los radicales peroxilo u otros oxidantes a su forma
de radical cation ABTS el cual es de color intenso, y la capacidad antioxidante de
los compuestos de prueba se mide como inhibicion 6ptica complementaria a la
absorbancia (disminucion del color), al reaccionar directamente con los

antioxidantes (Miller, 1993; Rodriguez et al., 2001).

‘\N. ) SO:J_'l
e

HO,S

) S o
+AOH ——= N\ N + A0
>N
g H \

HO.S

h s OH
Besueld

ABTS®**

Figura 4 Proceso antioxidante generado por el radical ABTS (Ozgen et al., 2006).

2.4.2.5. Método del DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo).

Se evalla la actividad de compuestos especificos o extractos usando el
radical libre estable 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) en una solucion metandlica.
La reduccion del DPPH se monitorea por la disminucion en la absorbancia a una
longitud de onda estandarizada. En su forma de radical libre, el DPPH absorbe a
515 nm y cuando sufre reduccion por un antioxidante, esta absorcion desaparece.

En consecuencia, la desaparicion del DPPH proporciona un indice para estimar la
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capacidad del compuesto de prueba para atrapar radicales (Carrillo, 2009;

Williams y Cuvelier, 1995).

|
N + AH —> NH
Oz WO 0N MO
WO WOs
DPPH DPFH-H

Figura 4 Estabilizacion de un radical libre mediante el método

DPPH (Williams y Cuvelier, 1995).

2.4.2.6.Método del poder antioxidante reductor férrico (CARF).

El analisis de CARF se utiliza para medir la actividad antioxidante total y se

basa en la capacidad de los polifenoles para reducir Fe** a Fe?*. Este método fue

modificado recientemente para su uso en microplacas de 96 pozos, dando una

mejor reproducibilidad y un rendimiento de procesamiento mas alto de muestras.

El andlisis se basa en el poder reductor de un antioxidante que reduce el ion

férrico (Fe®*") al ion ferroso (Fe?"); formando un complejo azul (Benzie y Strain,

1996; Sanchez, 2002).
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Figura 6 Reaccién generada durante la reduccion de Fe. (Benzie y
Strain, 1996)

Una absorcién alta, a una longitud de onda de 700 nm, indica un poder de
reduccion alto del fitoquimico, es decir una alta actividad antioxidante (Benzie y

Strain, 1996; Sanchez, 2002).

2.4.3. Cromatogrrafia Gases Masa (GC-MS)

La cromatografia de gases es una técnica analitica ampliamente usada en
la separacion e identificacion de compuestos organicos, volatiles o semivolatiles y
térmicamente estables, presentes en una mezcla compleja. Esta técnica se basa
en el empleo el punto de evaporacién de cada compuesto (Rubisnon y Rubinson,

2001).

La espectrometria de masas acoplada a la cromatografia de gases resulta
muy Util ya que se emplea como detector universal para la identificacion de cada
compuesto separado. La deteccion se realiza mediante el bombardeo con

electrones o0 neutrones a los compuestos separados para generar de iones
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estables que se cuantifican por su relacion carga masa (Gutiérrez y Droguet,

2002).

El analisis de una mezcla de compuestos (extracto organico vegetal) por
esta técnica se lleva a cabo mediante la inyeccion de una muestra en el
cromatografo de gases, la cual inicialmente se volatiliza y posteriormente se
conduce hacia una columna cromatrografica situada en un horno. Los
componentes separados en relacion con su punto de volatilizaciéon y su capacidad
para tenerse en la columna por su afinidad a la misma, finalmente una a una
pasan al espectrometro de masas para ser convertidas en iones y fragmentadas,
logrando ser identificadas de acuerdo a su relacion masa/carga, creandose un
espectro de fragmentacién que se compara contra una libreria o base de datos de
compuestos previamente fragmentados (Skoog et al., 2005; Silverstein et al.,

2005).

2.5. Medicina tradicional y su importancia en México.

La medicina tradicional forma parte de la cultura indigena y representa el
conocimiento sobre el uso de las plantas medicinales yde otros productos
naturales de los pueblos autoctonos, que contribuyen al fortalecimiento y
conservacion de su identidad. La medicina tradicional es todo un conjunto de
conocimientos y practicas basados en teorias, creencias y experiencias indigenas
de las diferentes culturas, usados para el mantenimiento de la salud, asi como
para la prevencion, la mejora o el tratamiento de enfermedades fisicas 0 mentales

(Cruz, 2007).
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En México existe una extensa variedad de tratamientos fitoterapéuticos que
forman parte de la herbolaria tradicional, donde se reportan 4500 especies de
plantas, con propiedades medicinales. Sin embargo, sélo un 5% de estas plantas
tienen una evaluacién quimica, farmacologica y/o biomédica (Miranda et al., 2012;

Schlaepfer y Mendoza, 2010).

La medicina tradicional mexicana representa una opcion de prevencion y
tratamiento de enfermedades para los habitantes de las comunidades originarias;
esto se debe principalmente a problemas como la pobreza extrema y la falta de
servicios de salud de estas comunidades. Sin embargo, la recoleccién, asi como la
venta de plantas medicinales representan generacion de ingresos, principalmente
de comunidades indigenas, quienes en la actualidad hacen uso de las mismas
aprovechando las hojas, tallos, raices, resinas, que son utilizadas como base para
la elaboracion de unglentos, pomadas, aceites, tés y gotas, entre otros (Boege,

2008).

De acuerdo con estadisticas de la OMS, las plantas son utilizadas por 80%
de la poblacién mundial para satisfacer o complementar sus necesidades médicas.
Sin embargo, la lista de especies de uso tradicional incluidas en la Farmacopea
Herbolaria Mexicana corresponde tan solo a cerca del 1% del total de la flora

medicinal de México (Cortés, et al., 2011).

2.5.1. Plantas medicinales en México y sus principales usos.

Existe diferentes formas en el uso de plantas medicinales para tratar

diferentes padecimientos, como infusiones, cataplasmas, mediante bafios,
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pomadas, etc. Actualmente muchas de estas se aprovechan para elaborar

medicamentos, colorantes, conservadores y cosméticos (Lopez, 2002).

La comercializacion de las plantas medicinales endémicas se encuentra en

mercados locales, la cual tiene una alta demanda, por lo que la recoleccion de las

mismas se ha convertido en una actividad generadora de ingresos, para familias

mexicanas. Algunas de las principales plantas utilizadas y vendidas en México se

muestran en la Tabla 9 las cuales tienen diversas propiedades terapéuticas

(Garcia et al., 2012).

Tabla 9 Plantas medicinales comercializadas mayormente en zonas rurales de
México (Garcia et al., 2012).

Arnica Heteroteca inuloides Desinflamante

Axihuitl Ageratina aschemborniana Cicatrizante, lavar heridas
Epazote Chenopodium ambrosioides Desparasitante

Laurel Litsea glaucescens Antirreumatico

Menta Mentha spicata Auxiliar en la digestion
Pericon Tagetes lucida Diarrea

Ruda Ruta graveolens Relajante, contra el dolor
Sabila Aloe vera Cicatrizante, desinflamante
Sauco Sambucus mexicana Desinflamante

2.5.1.1. Uso etnobotanico de las plantas “Axihuitl”.

En el estado de Morelos se encuentra un conjunto de plantas conocidas

comunmente entre la poblacibn como “Axihuitl” o “hierba del golpe”, hierba
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silvestre, que florece principalmente en los meses de noviembre a febrero, nativa
de México. Son plantas que abundan en gran parte de los poblados por lo que son
muy utilizadas por la mayoria de sus habitantes debido a que las consideran
plantas curativas, faciles de adquirir como consecuencia de su alta produccion en
la temporada de lluvias. Son arbustos de hasta 1.5 metros de altura; tallo erguido,
muy ramificado, cilindrico, café amarillento, a veces algo rojizo, glabro o

ligeramente pubescente (Monroy y Castillo, 2010).

Utilizadas en la medicina tradicional mediante infusion, en té, hasta en
tintura, estas plantas se emplean para sanar heridas y para desinfectarlas tanto en
personas como en animales. En el estado de Morelos, el axihuitl también ha sido
utilizado para aliviar dolores musculares tratar Ulceras y gastritis. Cabe mencionar
que lo que se utiliza principalmente son las hojas, sin embargo, en algunas
localidades también se utilizan las flores, el tallo e incluso las raices (Miranda,
2008). La clasificacién taxon6mica se muestra en la Tabla 10, donde se puede
observar que las especies conocidas como axihuitl pertenecen a la familia

Asteraceae (Compositae).

Tabla 10 Taxonomia tradicional del género Ageratina (Porras, 2011).

Subreino Traqueobionta

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Asterales

Familia Asteraceae (Compositae)

Género Ageratina

: A. aschemborniana, A.

Especie .

glabrata, A. pazcuarensis.
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2.6.1.2. Familia Asteraceae

La familia Asteraceae es un grupo altamente heterogéneo respecto a la
morfologia de sus partes vegetativas (raices, tallos, hojas, etc.) también se
considera una familia cosmopolita, debido a su distribucién se puede localizar en
casi todas las latitudes, en altitudes que van desde el nivel del mar hasta las zonas
altas, por lo tanto es posible encontrar a sus representantes en casi todos los tipos
de vegetacién y climas. La familia Asteraceae es uno de los grupos de plantas
vasculares mas grandes; se estima que a nivel mundial existen alrededor de 1535

géneros y de 23000 a 32000 especies (Garcia et al., 2014).

En México, se reportan alrededor de 362 géneros y 3351 especies de esta
familia. Desde el punto de vista econdémico, tienen gran relevancia, ya que
incluyen una gran variedad de usos como: plantas comestibles, ornamentales y
medicinales, tales como: manzanilla (Matricaria chamomilla), artemisa (Artemisia
vulgaris), axihuitl (Ageratina aschemborniana) por mencionar algunas (Tapia,

2010).

2.5.1.3. Género Ageratina

Anteriormente, muchas especies del género Ageratina formaban parte del
género Eupatorium (King y Robinson, 1970), debido al estudio e informacién
detallada de la anatomia floral, se realiz0 esta diferencia de género, la cual
actualmente, se ha estudiado, reportado y aceptado por pruebas taxonomicas

moleculares (Ito et al., 2000). El género Ageratina posee una gran variedad de
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especies, comprende 364 descritas (sinonimia) y s6lo 265 aceptadas (Garcia y

Mufoz, 2010; Ito et al., 2000).

El género Ageratina se describe como plantas anuales y arbustos que se
caracterizan por crecer en regiones templadas del continente americano. Poseen
inflorescencias que consisten en muchas flores rojas o blancas rosadas en
capitulos, los tallos son muy arbolados. Las hojas son triangulares, serradas y
opuestas. Los peciolos son algo largos y las hojas tienen un olor muy fuerte

(Garcia y Sanchez, 2014; Monroy y Castillo, 2010).

Figura 5 Aspecto de la planta del género Ageratina aschenborniana, en su habitat
natural.
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En el Centro de Investigacién en Biodiversidad y Conservacién (CIByC), de
la Universidad Autonoma del Estado de Morelos (UAEM), se encuentra reportado
en su Herbario las especies del género Ageratina que se encuentran en el estado

de Morelos (Tabla 11).

Tabla 11 Municipios del Estado de Morelos reportados con presencia de especies
del género Ageratina.

o A. pazcuarensis
1 Huitzilac o
A. ramireziorum
2 Cuernavaca A. mairetianum
i A. areolaris
3 Tepoztlan _
A. aschemborniana
4 Tlayacapan A. mairetianum
. Tétela del A. conspicua
Volcan A. oresbia
_ A. crassirameum
6 Tlaquiltenango
A. monanthum

En la figura 9 se observan los municipios de Morelos en donde se han
reportado especies del género Ageratina, que va desde la zona norte hasta la
zona sur, debido principalmente al clima, asi como de su hidrosfera, ya que esta

planta se localiza principalmente donde exista la presencia de agua.
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Figura 6 Distribucion geografica de Morelos, donde se localizaron especies de
Ageratina.

2.5.1.4. Estudios bioldgicos del género Ageratina

Las plantas del género Ageratina se caracterizan por poseer gran variedad
de metabolitos secundarios de importancia o aplicacién farmacoldgica, industrial o
biotecnoldgica. Sin embargo, debido a la sinonimia con el género Eupatorium,
existen varios trabajos los cuales todavia estan identificados como este género.
Sin embargo, se han evaluado varias actividades farmacologicas como se muestra

en la tabla 12.
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Tabla 12 Actividad farmacoldgica reportada de diferentes especies del género Ageratina.

A. pichinchensis  Partes aéreas Hexano:acetato Antimicético Candida albicans Romero et
de etilo al., 2017
A. adenophora Raices Etanol Antimicrobiana  Staphylococcus aureus Dong et al.,
Bacillus thuringiensis 2017
Bacillus subtilis
Escherichia coli
Shigella dysenteriae
A. glabrata Hojas Diclorometano Antidiarreico Bustos et al.,
2016
A. gracilis Hojas y flores Etanol/ acetato Antioxidante DPPH Vera, 2016
de etilo
A.pichinchensis  Partes aéreas Acetato de etilo Estomatitis Romero et
aftosa al., 2015
A.vacciniaefolia  Partes aéreas Etanol/Acetato de Antiinflamatoria  Edema plantar por carragenina  Hernandez,
etilo 2014
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Continuacion

A. pichinchensis  Hojas Hexano Gastroprotector Sanchez et
al., 2013
A. pichinchensis  Partes aéreas Extracto acuoso  Cicatrizante Romero, et
al., 2013
A.jahniiy A. Hojas Agua Antibacteriana Staphylococcus aureus Torres et al.,
pichinchensis (Hidrodestilacion) Enterococcus faecalis 2013
Escherichia coli
Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella pneumoniae
A. pichinchensis  Partes aéreas Hexano: acetato  Ulcera venosa Romero et
de etilo cronica al., 2012
A. sternbergiana  Tallos Etanol Antiinflamatorio  Edema subplantar con Ledn et
albumina al.,2012
A. pichinchensis  Hojas ytallos Hexano:acetato Antimicético Tinea pedis Romero et
de etilo al., 2012
A.pichinchensis  Partes aéreas Hexano Antimicrobiana  Trichophyton rubrum, Aguilar et al.,
var. bustamenta Trichophyton mentagrophytes, 2009
Candida albicans
Aspergillus niger
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Continuacion

A. pichinchensis  Partes aéreas Hexano:acetato Onicomicosis Trychophyton rubrum Romero et
de etilo Trychophyton mentagrophytes  g|. 2009
A. sternbergiana  Tallos Etanol Antiinflamatorio = Edema subplantar con Ledn et
albumina al.,2012
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2.6.1.4. Estudios quimicos del género Ageratina

Dentro de este género se han aislado una amplia gama de metabolitos secundarios con diferentes actividades

bioldgicas entre los que destacan flavonoides y triterpenos.

Tabla 13 Compuesto quimicos realizados a diferentes especies del género Ageratina.

Especie Parf[e Tipo de Compuestos aislados Estructura Bibliografia
estudiada extracto
Monoterpeno: acido (1a, 6a, 7a) -8- o
hidroxi-2-careno-10-6ico (1), acido )
Partes Etanol (1a, 6a) -10-hidroxi-3-caren-2-ona (-) ° Lin etal.,
A. adenophora aereas — isocaminico (2). " 2014
Derivados del timol: 7,9-
. diisobutiriloxi-8-etoxitimol (1) y 7- oL
Raices Etanol acetoxi-8-metoxi-9-isobutiriloxitimol T(l/ Dong et al.,
2017

().

A. adenophora
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deoxi-4,5-epoxi-d-manno-2-
octulosonato 8-O-cis-p-coumarato
3-(2-hidroxifenil)propil metil
malonato.

Especie Par.te Tipo de Compuestos aislados Estructura Bibliografia
estudiada extracto
A. glabrata Hojas Diclorometa | Derivado del timol: 10-Benzoiloxi- Bustos et
' no 8,9-epoxi-6-hidroxitimol isobutirato al., 2016
Flavonoide: astragalina (1),
o ) Extracto Diterpenoide: paniculésido Bustos et
A. cylindrica Hojas acuoso | Glucosidos de &cido entaurenoico al., 2015
Acido clorogénico
L-ciroinositol
*
Fenoles: 7-hidroxi-8,9-dehidrotimol
9-O-trans-ferulato (1), 7-hidroxitimol
9-O-trans-ferulato , 7,8-dihidroxitimol
9-O-trans-ferulato , 7,8-dihidroxitimol
9-O-cis-ferulato , metil (7R)-3-deoxi- o
) 4,5-epoxi-d-manno-2-octulosonato 8-
A. adenophora Raices Etanol O-trans-p-coumarato , metil (7R)-3- o AN Zhang et al.,
2013
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Especie

Parte
estudiada

Tipo de
extracto

Compuestos aislados

Estructura

Bibliografia

A.

jocotepecana

Hojas

Metanol

labdanos diterpenoides: Acido (-)
(5S,9S,10S,139)-labd-7-en-15-oico
(1), metil (-)-(5S,9S,10S,13S)-labd-
7-en-15 oato (2), &cido (+)-
(5S,8R,9R,10S,13R)-8-
hidroxilabdan-15-oico (3), y (-)-
(5S,9S,10S,132)-labda-7,13-dien-15-
oico (4).

Bustos et
al., 2014

A. vacciniaefolia

Hojas y
flores

Etandlico

Derivados del kaurano: (-)-b-D-18-
glucopiranosil-9,15-dihidroxi
kaurenoato (1), acido (-)17-
(bglucopiranosiloxil)-16-hidroxi-
kauran-19-ico.

Torrenegra
et al., 1999

A. adenophora

Hojas y
flores

Etanol

Derivados del acido cumarinico:
Acido 5-O-trans-o-coumaroilquinico
metil ester (1),

Acido clorogénco metil ester
macrantoin F,

macrantoin G

OH

Zhang et al.,
2013
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_ Parte Tipo de Compuestos aislados Estructura Bibliografia
Especie estudiada | extracto
OH
Partes Extracto Cumarina:7-O-(B-D-glucopiranosil)- Romero, et
A. pichinchensis | aéreas acuoso galactina al., 2013
HsCO o)
Benzofuranos: 5-acetil-3f3-
angeloiloxi-2p-(1-hidroxisopropil)-
2,3-dihidrobenzofurano (1), 5-acetyl-
Partes Hexano BB-ange_ImIOX|-_2[_3-(1-hldroxusopropll)- Aguilar et
A. pichinchensis | aéreas 6-metoxi-2,3-dihidrobenzofurano. al., 2009
var. bustamenta Esteroles: encecalinol, O-
metilencecalinol ,encecalina ,
sonorol , taraxerol , (+)-B-eudesmol
,B-sitosterol y estigmasterol.
Flavonas metoxiladas: 5-hidroxi-
] ] 7,4'-dimetoxiflavona, 5-hidroxi-3,7,4'-
Hojas Diclorometa | rimetoxi-flavona (1). Torrenegra
no et al., 1995

A. fastigata

Derivados del kaurano: ent-kauran-
16B-ol, entkauran-]6,20-diol.
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. Parte Tipo de Compuestos aislados Estructura Bibliografia
Especie .
estudiada extracto
Benzofuranos: 3-(hidroximetil)-6-
metilbenzofurano (1),
3(ucetoximetil)-6-Meti-6enzofirano, ©
A. glechono. Partes Etanol 3-(isobutri f(.J ximeti[)-6- Gonzélez et
phylla adreas metiibenzofirano. con | @l 1989
Derivados del timol: 1,6-dihydroxy-
4(14)-eudesmene (spathulenol), 3-
(hydroxymethyl)-3-(acetoxymethyl)
Diterpenos tipo Kaurano: B-D-
glucopiranosil (1), éster del Acido (- i
Partes Etanol/Ace- | )9  15.dihidroxikaur-16-en-19-oico Hernandez,
A. vacciniaefolia | aéreas tato de etilo 2014
Lactonas sesquiterpénicas:
_ acetato de hiyodorilactona C, 5 - Fangy
Partes Diclorometa | jesoxi-3-epi-4 —hidroxiprovincialina, Mabry ,1986
aéreas -no

A. tomentella

acido 11,13-dehidro-8p-tigloiloxi-
eleman-12-oico y 8-epi-8-[5'-(4"-
hidroxitigloioxi)-tigloiloxi]-rupicolin A.
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A. calophylla

Partes
aéreas

Etanol

Flavonoides: 6,7-dimetoxi-3,5,3",4'-
tetrahidroxiflavona, 3-O-apioside6-C-
glucosilguercetina

Fang et al.,
1986
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3. JUSTIFICACION

Las infecciones son un problema relevante en salud publica, puesto que se
asocian a las altas tasas de morbilidad y mortalidad en el pais y debido a los
costos de atencion. Por otro lado, la automedicacion o mal manejo de los
antimicrobianos, ha generado la resistencia de los microorganismos a los mismos,

afectando asi, la calidad de vida de las personas.

La medicina tradicional ha sido una alternativa viable, para el desarrollo de
nuevos medicamentos. El estado de Morelos posee una amplia variedad de
plantas con uso medicinal y entre ellas para este estudio destacan las utilizadas

para tratar infecciones.

Las plantas conocidas como axihuitl (género Ageratina), son utilizadas en la
medicina tradicional en el lavado de heridas (impidiendo que se infecte), asi como
para una mejor cicatrizacién, para infecciones gastrointestinales asi como para
respiratorias, Ulcera gastrica y artritis, su utilizacién en cataplasma, macerado o té,

es indistinto de las especies que se pueden localizar en las regiones.

Por ello es importante estudiar y corroborar su efecto terapéutico y
propiedades farmacoldgicas asociadas con su uso en la medicina tradicional, de
tal forma que se pueda respaldar con evidencia cientifica su uso, y a partir de ellas
aislar e identificar nuevas o conocidas moleculas antimicrobianas. Ademéas de

contribuir al conocimiento de las especies endémicas del estado de Morelos.
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4. HIPOTESIS.

Tres especies del género Ageratina (A. aschenborniana, A. glabrata, A.
pazcuarensis) conocidas como axihuitl en Morelos muestran actividad

antimicrobiana, antiinflamatoria y capacidad antioxidante.

5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antimicrobiana, antiinflamatoria y antioxidante de tres
especies del género Ageratina (A. aschenborniana, A. glabrata, A. pazcuarensis)
del Estado de Morelos, conocidas en la medicina tradicional mexicana con el

mismo nombre comUn de Axihuitl.
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6. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) por el método de
dilucion en placa de los extractos organicos de las tres especies

seleccionadas (aschenborniana, glabrata y pazcuarensis) de Ageratina.

2. Determinar el porcentaje de inhibicién de la actividad antiinflamatoria por el
método de TPA en oreja de raton de los extractos organicos de las tres

especies seleccionadas de Ageratina.

3. Determinar la capacidad antioxidante de los extractos organicos de las tres
especies seleccionadas de Ageratina calculando la Clsg por los métodos

DPPH, ABTS y CARF.
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7. METODOLOGIA

Se seleccionaron los municipios de la zona norte del estado de Morelos
para recolectar axihuitl, debido a las condiciones oOptimas de crecimiento de la
planta, posteriormente fueron identificadas y agregadas a la coleccion del herbario
del Centro de Investigacion de Biodiversidad y Conservacion (CIByC) en la UAEM,

en los cuales se identificaron tres diferentes especies de Ageratina.

En el diagrama 2, se muestra la metodologia en forma general para realizar
el cernimiento bioldgico de las tres especies del género Ageratina seleccionadas

para el presente estudio.
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Diagrama 2 Metodologia general del cernimiento biolégico de tres especies del
género Ageratina.




7.1. Seleccion y recoleccion de la especie vegetales a evaluar

Para la obtencion de las especies vegetales se seleccionaron varios
municipios del estado de Morelos entre ellos: Huitzilac, Tepoztlan, Tlalnepantla,
Tlayacapan, Totolapan y Tetela del Volcan (Fig.10), en los cuales se realizo
colecta de flor para identificacion de especie taxondémica, que se realizé en el
CIByC de la UAEM, por el M. en C. Gabriel Flores Franco. Se seleccionaron estos
municipios debido al clima, el cual es propicio para el crecimiento de estas planta.
Una vez determinadas las tres especies diferentes de Ageratina se realiz6 la
colecta del material biolégico (partes aéreas) entre los meses de mayo-junio del

2014, para la realizaciéon de las pruebas farmacologicas.

Hutzilac o Tepoztian Tlalnepantla

- ] Totolapan

N

Tlayacapan e

Municipios en los cuales se buscaron

ﬁ'l ' diferentes espcies de Ageratina

Territorio del Esado de Morelos.

Figura 7 Distribucién geogréfica de los municipios que se seleccionaron para
identificacion de especies del género Ageratina.
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7.2. Obtencion de los extractos vegetales

El material vegetal fresco (partes aéreas) se dej0 secar a temperatura
ambiente y en ausencia directa de la luz natural (en sombra), durante un periodo
de cuatro semanas. Posteriormente, el material seco se tritur6 manualmente y se
realiz6 una maceracion empleando disolventes organicos de polaridad creciente,

en el orden en que se menciona: hexano, acetona y metanol.

El material vegetal permanecié en contacto con el solvente respectivo por
un lapso de 72 horas por triplicado, una vez concluido este tiempo, se filtro el
disolvente y se evaporé a presiéon reducida utilizando un rotaevapor marca Buchi
R-200°, a temperaturas menores de 60° C. Los tres residuos obtenidos después
de la evaporacion rotatoria con el mismo solvente, se reunieron para formar lo que

se denomind extracto hexanico.

De acuerdo con la metodologia anterior, se utiliz6 el mismo material vegetal
para realizar la maceracion con acetona, del cual se recuper6 el extracto
denominado como extracto aceténico y por ultimo se empled metanol, con el cual

se obtuvo el extracto metandlico.

Esta metodologia se siguié exactamente para la recuperacion de los

extractos de las diferentes especies obtenidas.

Una vez obtenidos los extractos se dejaron secar a temperatura ambiente,

hasta tener peso constante para obtener el rendimiento de recuperacion.
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7.3. Evaluacion de la actividad antimicrobiana

Los microorganismos empleados para la determinacion de la actividad
antimicrobiana a evaluar, fueron seleccionados por tener mayor prevalencia en
infecciones hospitalarias, un problema en salud publica a nivel nacional. También
permitieron evaluar el rango de espectro de la actividad antimicrobiana de los

extractos.

7.3.1. Método de microdilucion en caldo para bacterias

La evaluaciéon de actividad antimicrobiana se basd en el manual M7-A4
(Methodos for Dilution Antimicrobial Susceptibility Test for Bacteria That Grow
Aerobically) del NCCLS (Performance Standards for Antimicrobial Suceptibility)

ahora conocido como CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute).

a) Preparacion del extracto

Se utiliz6 DMSO (dimetil sulféxido) al 100%, para solubilizar las muestras, la
cantidad utilizada de DMSO no debe exceder el 10% respecto al volumen total de

la solucién stock.

Se utiliz6 Caldo Mieller Hilton (BDBixon), para llegar a las concentraciones

correspondientes.

Se pesaron 10 mg de cada extracto a los cuales se les agrego 200 pL de
DMSO, obteniendo un volumen final de 2000 uL con medio Mdueller Hilton, se

prepar6é una relacion 1:10, obteniendo una solucion stock de 5 mL del extracto a
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una concentracion de 1000 pug/mL, posteriormente se realizaron diluciones a partir

de 1000 pg/mL hasta 1.95 pg/mL.
b) Preparacion del inoculo para bacterias

Se cultivaron cepas ATCC de P. aeruginosa, K. pneumonae, E. coli, E.
aureus y P. mirabilis (otorgadas por el Dr. Oscar Torres Angeles de la Facultad de
Farmacia, UAEM) , en cajas petri de 20 mL de agar de tripticasa soya (BDBixon),

dejandolas incubar durante 24 horas a 37° C.

Tabla 14 Microorganismos seleccionados para la evaluacién antimicrobiana.

I .

Bacterias Gram - Pseudomonas aeruginosa 27853
Klebsiella pneumoniae 23456
Proteus mirabilis 23657
Escherichia coli 25922
Bacterias Gram + Staphylococcus aureus 25953

El in6culo se prepard en tubos de ensayo donde se coloco solucién salina al
0.85%, se tomaron dos colonias de cada cepa y se inoculd por picadura, llevando
las muestras a una prueba de turbidez que corresponde al estandar 0.5 de la
escala de McFarland (densidad Optica de 0.08-0.10 a 630 nm, equivalente a
1,5x10° UFC/mL para la mayoria de los microorganismos). Se realizé un ajuste de
cepa, haciendo una dilucién 1:100, colocando 100 pL de las cepas a un volumen

final de 10 mL de caldo Mueller Hinton, posteriormente se realizé otra dilucion
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1:20, colocando 500 pL de la cepa y obteniendo un volumen final de 10 mL con

caldo Meller Hinton, para tener un inoculo final de 7.5x10°> UFC/mL.

a) Preparacion de agentes antibacterianos
El agente antibacteriano que se utilizd en las pruebas como control positivo
fue Trimetropim (160 mg) - Sulfametoxazol (800 mg) (BACTRIM — ROCHE) el cual
se prepar6 a una concentracion final de 53/266 pg/mL respectivamente, en la tabla
15, se pueden observar los rangos de Concentracién Minima Inhibitoria reportados

por el CLSI contra los microrganismos de prueba.

Tabla 15 CIM de los microorganismos a evaluar reportada por el CLSI.

_

S R
<8/152 >2/38 Pseudomonas aeruginosa
Trimetroprim/ <2/38 >4/76 Klebsiella pneumonae
Sulfametoxazol <2/38 >4/76 Proteus mirabilis
160mg/800mg <2/38 >A4/76 Escherichia coli
<2/38 >4/76 Staphylococcus aureus

b) Inoculacién de microplaca
Se utilizaron placas ELISA de 96 pozos (Costar), la cual consta de doce
columnas por ocho filas. Para la inoculacion se prepararon las series de placas de
modo que se comenz6 con el primer pozo colocando 200 uL de extracto, haciendo
10 diluciones seriadas con Mieller Hinton, en la columna once se colocaron 100

puL de caldo Mdueller Hinton y 100 pyL de cepas de los microorganismos, como
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control de crecimiento y en el pozo doce se colocaron 200 uL de caldo Mueller
Hinton, como control de esterilidad; se utilizé trimetroprim-sulfametoxazol como
control positivo, colocandose como si fuera una muestra mas, todo se realizé por
triplicado (Fig. 11). Posteriormente se incubaron a 35 °C durante 48 horas, sin
agitacion.

Se realizo la lectura espectroscopica a las 24 h y posteriormente a las 48 h

para determinar la CMI, en un espectrofotbmetro ELX 808 BioTek a 630 nm.

DILUCIONES{1000pg!mL195 pg/ml) CC CE

yfr L - N STV

‘\ v \\'
| G ‘!i, Jf
EXTRACTO A
EXTRACTO B
CP

CC=CONTROL DE CRECIMIENTO
CE=CONTROL DE ESTERILIDAD
CP= CONTROL POSITIVO

Figura 8 Esquema de la distribucion de las muestras y controles para la
evaluacién antimicrobiana en placa.
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7.3.2. Método de microdilucion en caldo para levaduras

La evaluacion de actividad antifungica se basé en el manual M7-A2
(Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts)

del CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute).
a) Preparacion del extracto

Se utilizé DMSO al 100%, para solubilizar las muestras. Se utiliz6 RPMI
1640 (con glutamina sin bicarbonato y con rojo fenol como indicador de pH)

(Microlab), para llegar a las concentraciones correspondientes.

Se pesaron 10 mg de cada extracto y se les agregé 200 pL de DMSO,
obteniendo un volumen final de 2000 pL con medio RPMI 1640, se prepard una
relacion 1:10, obteniendo una solucion stock de 5 mL del extracto a una
concentracion de 1000 pug/mL, posteriormente se realizaron diluciones a partir de

1000 pg/mL hasta 1.95 pg/mL.

b) Preparacion del inéculo para levaduras

Se cultivaron cepas de Candida albicans y C. glabrata (otorgadas por el Dr.
Oscar Torres Angeles de la Facultad de Farmacia, UAEM) en cajas Petri de 20 mL
de agar dextrosa Sabouraud, dejandolas incubar durante 24 horas a 35 °C.

El indculo se prepard en tubos de ensaye donde se colocé solucién salina al
0.85%, se tomaron dos colonias de cada cepa y se inoculé por picadura, llevando
las muestras a una prueba de turbidez que corresponde al estandar 0.5 de la
escala de McFarland. Se realizé un ajuste de cepa, haciendo una dilucion 1:100,

colocando 100 pL de las cepas a un volumen final de 10 mL de medio RPMI 1640,
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posteriormente se realiz6 otra dilucién 1:20, colocando 500 pL de la cepa y
obteniendo un volumen final de 10 mL con medio RPMI 1640, para tener un

inoculo final de 7.5x10° UFC/mL.

c) Preparacién de agentes antifungicos
Se utilizé fluconazol como agente antifungico, el cual se preparé a una
concentracion final de 100 pug/mL. En la tabla 16 se pueden observar los rangos de

Concentracion Inhibitoria Minima reportados por el CLSI.

Tabla 16 CMI de las levaduras a evaluar reportada por el CLSI.

C. albicans,

Fluconazol <8 =064
C.glabrata

d) Inoculacién de microplaca

Se utilizaron placas de 96 pozos, para la inoculaciéon se prepararon las
series de placas de modo que se comenzé con el primer pozo colocando 200 pL
de extracto, haciendo 10 diluciones seriadas con caldo RPMI 1640. En la columna
once se colocaron 100 pL de medio RPMI 1640 y 100 pL de cepas de los
microorganismos como control de crecimiento y en el pozo doce se colocaron 200
UL de medio RPMI 1640, como control de esterilidad. Se utilizé6 fluconazol (Lee
Pharma) como control positivo, colocadndose como si fuera una muestra mas, todo

se realizd por triplicado. Posteriormente se incubaron a 35 °C durante 48 horas y
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se procede a su lectura a las 24 horas y a las 48 horas para determinar la CMI, en
un espectrofotometro ELX 808 BioTek a 630 nm. La CMI se define como la menor
concentracion de antibacteriano o antifUngico que inhibe completamente el
crecimiento bacteriano y fungico (no se considera crecimiento la apariciéon de una

colonia aislada o de un halo tenue debido al propio inéculo).

7.3.2.1. Interpretacion de resultados

La cantidad de crecimiento en los pozos de las placas se analizaron las
absorbancias mediante el programa Gen 5 version 2.04, en las lecturas realizadas

en el espectrofotometro para determinar el porcentaje de inhibicion.

7.4. Actividad antiinflamatoria mediante edema inducido en oreja de ratén
con TPA.

Para el ensayo de edema inducido en oreja de raton con TPA se emplearon
ratones machos de la cepa CD1 (25-30 g), criados en el bioterio de la Facultad de
Medicina de la UAEM. Posteriormente se climatizaron en la Facultad de Farmacia
durante 5 dias. Los animales se colocaron en cajas de acrilico transparente a
temperatura constante de 24°C, con un fotoperiodo de 12/12 horas luz/oscuridad y
con agua y alimento ad libitum. Posteriormente en las dos orejas se coloco
tépicamente 5 uL de TPA (0.25 mg/mL), se dej6é actuar durante 10 min a la oreja
izquierda se coloco el control, se le administrd6 10uL de vehiculo con el cual se
disolvido el extracto. En la oreja derecha se aplic6 10 pL del extracto a una

concentracion de 0.1mg /oreja cada uno por cuadruplicado.
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Cuatro horas después de la aplicacion de las muestras, los animales fueron
sacrificados por dislocacion cervical para tomar una muestra de 7 mm de diametro
de ambas orejas. Se calculd la diferencia de peso entre oreja tratada y no tratada
se expresaron los resultados como porcentaje de inhibicion del edema calculado

con siguiente férmula:

Porcentaje de inhibicidn TXlOO

En donde:
C= Edema del grupo control (Tratado con TPA)

E= Edema del grupo tratado (TPA mas compuesto).

7.5.Evaluacion de actividad antioxidante

7.5.1. Capacidad antioxidante por el método ABTS

La solucion de ABTS se preparé poniendo a reaccionar 5 mL de una
solucion acuosa de ABTS [2,2-azinobis-(3 etilbenzotiazolin-6-sulfénico)] 7 mM con
88 L de una solucion de persulfato de potasio 140 mM. Con la finalidad de oxidar
la solucién ABTS, esta se almacend en la oscuridad por 16 horas. Posteriormente
la solucion se diluyé con metanol hasta obtener una absorbancia de 0.7. El ensayo
se realizd en microplaca, las muestras de prueba se prepararon con 20 pL de la
solucion del extracto y 230 pL de la solucion ABTS vy el blanco se prepar6 con 20
uL, de metanol y 230 uL de ABTS. Para la determinacién de la Clsg, se evaluaron
cinco concentraciones diferentes por triplicado. El ensayo se realizé utilizando un
lector de placas y se cuantific6 a una longitud de onda de 734 nm, con una

agitacion de 5 segundos antes de la lectura.
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7.5.2. Evaluacioén de la actividad antioxidante DPPH

La técnica se realizé en microplacas de 96 pozos con capacidad de 200 pL,
utilizando la técnica de McDonald-Wicks et al., 2006. Se prepard una solucion
metandlica de DPPH a una concentracion 25 mg/L. En las placas a cada pozo se
agregaron 175 uL de DPPH (0.025 mg/mL) con 25 pL de la muestra de prueba.
Para la determinacion de la Clsy se evaluaron diferentes concentraciones (5000,
2500, 1250, 625, 312.5 y 156.25 pug/mL) de cada extracto y cada concentracion se
evaluo por triplicado. Se ley6 la absorbancia en un lector de placas de ELISA a
una longitud de onda de 515 nm. Se repitié la lectura después de 30 minutos.
Todo el ensayo se llevo a cabo en la oscuridad, para evitar la decoloracion del

DPPH por efecto de la luz.

7.5.3. Actividad antioxidante reductora de fierro (CARF)

Se prepard una solucion de 2,4,6,-Tris(2-piridil)-s-triasina (CARF, 10 mM)
con 1mL de una solucién de cloruro férrico hexahidratado (20 mM) en 10 mL de un
buffer de acetato (300 mM), ajustado a un pH de 3.6. La cuantificacion de la
actividad antioxidante se llevé a cabo en microplacas de 96 pozos. Cada pozo
contenia 50 pL de una solucion de extracto a una concentraciéon de 84 pg/mL en
mezcla de MeOH-Agua (1:1) a la cual posteriormente se le adicion6 175 L de la
solucion de CARF, obteniéndose una concentracion final de 20 uL de extracto por
rnL, esta determinacién se realiz6 por triplicado. Para la determinacién de la Cls
se evaluaron diferentes concentraciones de los extractos (5000, 2500, 1250, 625,

312.5 y 156.25 ug/mL) y cada concentracién se evalué por triplicado. En el caso
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del blanco se utilizé una mezcla de 50 pL de metanol con 175 pL de la solucion de
CARF. La absorbancia de las muestras se midié6 a una onda de 595 nm en un

espectrofotometro Pekin-Elmer Lambda 40 UV/ Vis.

7.5.4. Cromatografia de Gases acoplada a Masas.

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS),
se empled para la separacion y deteccion de los compuestos presentes en los
extractos obtenidos. La separacion se llevo a cabo usando un Cromatégrafo de
gases Agilent 6890, serie GC System Plus, equipado con un detector Agilent 5973
Network, Mass Selective Detector. Se empleé una columna capilar de 5% fenil
metil silicon, de 30 m de longitud y un didmetro de 250 mm con una pared de 0.25

pm.

Las muestras analizadas se prepararon a una concentracion de 0.02 g/mL y
se disolvieron en metanol grado analitico. La programacion de la rampa de

temperatura fue: Tinc 45 °C, Tiin 250 °C y un gradiente de 10 °C/min.

El patrén de fragmentacion de los compuestos separados se compard con
la base de datos del mismo equipo, Mass Spectral Libraries N-15598, Rev. D

02.00.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

El criterio de seleccion de las plantas conocidas como Axihuitl estudiadas
en el presente proyecto, fue su uso en la medicina tradicional de Morelos.
Posteriormente se investigd su nhombre cientifico para su localizacion, recoleccion

e identificacion.

Se determinaron tres especies: A. aschemborniana del municipio de
Tepoztlan; A. glabrata del municipio de Tlalnepantla y A. pazcuarensis del
municipio de Huitzilac, la cuales fueron identificadas y agregadas a la coleccion
del herbario del Centro de Investigacion en Biodiversidad y Conservacién (CIByC)
en la UAEM con los numeros de herbario 30224, 30226 y 30367 respectivamente,

en la tabla 17 se resumen los datos de recolecta.

Tabla 17 Datos de recolecta y clasificacion botanica de las especies de Ageratina
estudiadas.

Sarai Rojas
Jiménez
Tepoztlan 2 junio 2014 Marilem 30224
Rodriguez
Labastida
Sarai Rojas
5 septiembre J|m_enez M. en C. Gabriel

Luis F. 30226

2014 Flores Franco
Monroy
Torres

Sarai Rojas
21 marzo Jiménez

A. pazcuarensis Huitzilac Luis F. 30367

2015
Monroy

Torres

A.
aschemborniana

A. glabrata Tlalnepantla
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El material vegetal (partes aéreas) de A. aschemborniana, del municipio de
Tepoztlan (Latitud N=19° 1' 2.489 ", Longitud O = 99° 5" 30.642”), fue recolectado
en las faldas de un cerro con abundante agua (Fig. 12), sin embargo se
observaron estas plantas en todo el poblado, sobretodo en época de lluvias,
debido al clima humedo, florece dos veces por afio. Esta planta se utiliza en esta
region principalmente como cicatrizante y para evitar infecciones en heridas,
mediante cataplasmas con una maceracion previa en etanol, las parteras de la
localidad lo utilizan para bafios a las mujeres postparto, por los motivo

anteriormente mencionados.

Figura 9 Lugar de recolecta de la especie A. aschemborniana (a), asi como
los arbustos (a) y flor (c) para su identificacion taxonémica.
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En el estado de Morelos el género Ageratina comunmente conocido como
axhuitl, hierba del golpe o curalotodo, es muy utilizado por su abundancia,sin
embargo A.aschemborniana es la especie que prevalece en el estado de Morelos,
esto también se debe a la sinonimia en el nombre de la especie (pichinchensis,
adenophora, altissima, conspicua y oresbia). De esta especie se han realizado

evaluaciones para corroborar su utilizacion en la medicina tradicional.

En el 2009, Romero y colaboradores evaluaron las partes aéreas de A.
pichinchensis, contra problemas de onicomicosis (T. rubrum y T. mentagrophytes)
evaluando dos concentraciones de extracto puro (2.6 y 16.8%). La efectividad
terapéutica obtenida por el extracto a un 12.6% de extracto de A. pichinchensis fue
del 67.2%, mientras que la del 16.8% del extracto de A. pichinchensis fue del
79.1%. Por lo tanto ambas concentraciones de fitofarmacos poseen altas tasas de
eficacia en pacientes con onicomicosis, y la formulacion con una concentracion del

16,8% mostroé una mayor eficacia.

Aguilar en el 2009 evalu6 tres compuestos aislados de un extracto hexanico
de A. pichinchensis var. bustamenta: encecalina, taraxerol y (8)-eudesmol; fueron
evaluadas a concentraciones de 6.2 and 25 ug /mL contra dermatofitos T. rubrum,
T. mentagrophytes, C. albicans y A. niger, el mejor compuesto fue el taraxerol de
las cuales se obtuvo una eficacia contra T. mentagrophytes con una MIC de 6.5

pg/mL.
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A. glabrata fue colectada en el Municipio de Tlalnepantla, en las orillas de un
barranco (Latitud N=19° 0" 39.334", Longitud O= 98°99 ' 47.831"), el cual tiene
agua en época de lluvias, con un ambiente humedo todo el afio. En estas
localidades se utiliza principalmente contra ulceras gastricas mediante infusiones o
masticando las hojas lavadas previamente; también se utiliza para dolores
musculares, asi como lavado de heridas, mediante una previa maceracién con
etanol. Cabe mencionar que no esta reportado el crecimiento de esta especie en
el estado de Morelos. En la figura 13 se observa el entorno en el que se
encontraba nuestro material vegetal, asi como las flores utilizada en su

identificacion.

Figura 10 Habitat de la especie A.glabrata.

A. glabrata ha sido evaluada su efecto analgésico de un extracto

diclorométanico por el método del plato caliente , esto debido a la relacion de un
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proceso inflamatorio y el dolor, ya que en la medicina tradicional el género
Ageratina lo utilizan como desinflamatorio. Se obtuvo efecto a dosis de 100mg/Kg
cinco horas después de la administracion y la duracion del efecto fue igualmente,

de 5 horas (Garcia et al., 2011).

En el 2016, Bustos y colaboradores asilaron compuestos de un extracto
diclorométanico de hojas de A. glabrata evaluandolos encontra de enfermedades
diarreicas causadas por Entamoeba histolytica y Giardia lamblia, de los siete
compuestos aislados el 10-benzoiloxi-8,9-epoxitimol isobutirato fue el que mostré

un mayor efecto con una Clsg de 0.84 y 24.2 uM respectivamente.

A diferencia de las otras dos especies evaluadas, esta especie y su lugar de
aislamiento no se encontraban registradas en el Herbario (CyBIC), por lo que fue

un aporte para observar la biodiversidad de ese género en el estado de Morelos.

A. pazcuarensis fue identificada en el Municipio de Huitzilac (Latitud N=19°
2' 16.739”, Longitud 0=99°13"' 53.075 "). Esta especie se colecté a bordo de
carretera, existe en abundancia debido al clima frio y himedo y lluvias en verano
(Fig. 14). Las personas de esta localidad lo utilizan para lavar heridas, dolores
musculares y también personas con artritis reumatoide, preparando una

maceracion en etanol o en pomada con cera de abeja.

A.pazcuarensis es una especie que no tiene estudios quimicos ni biolégico,

por lo que es una aportacion en el estudio de la flora del estado de Morelos.

74




Figura 11 Lugar de colecta de A. pazcuarensis (a), asi como su
interaccién con otros géneros (b) y su flor para su identificacion
taxonomica (c).

Sin embargo tambien han sido evaluadas otras actividades farmacologicas

debido a su frecuente y muy conocidos usos tradicionales. Romero vy

colaboradores enel 2013 evaluaron un extracto de A. pichinchensis (en un modelo

in vitro) su capacidad de estimular la proliferacion de fibroblastos de pulmon fetal

humanos normales (MRC-5),el cual mostré efectividad terapéutica en el cien por

ciento

de los pacientes tratados con él, mientras que el tratamiento de control

logré esta condicion en el 81,8% que fue una formula de alginato de propilenglicol

al 7%.
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Sanchez y colaboradores en el 2013, evaluaron el compuesto 3,5-diprenil-
4-hidroxiacetofeno, de A. pichinchensis en el modelo de lesion gastrica inducida
por etanol, con una inhibicion maxima de 75.59% de las Ulceras a una dosis de

100mg / kg..

En la tabla 18 se muestran un resumen de los rendimientos de la extraccion
de las partes aéreas (tallos y hojas) de las especies recolectadas para el presente

estudio.

Tabla 18 Rendimiento de extractos de las diferentes especies del género

Ageratina en Morelos.

Hexano 9.6 4.4

A. aschemborniana | 217.6 Acetona 12.2 5.6
Metanol 34 15.6

Hexano 14.6 5.9

A. glabrata 248.6 Acetona 9.2 3.7
Metanol 34.4 13.8

Hexano 0.6 0.4

A. pazcuarensis 128.5 Acetona 2.4 1.9
Metanol 6 4.7

El rendimiento de los extractos es importante, debido a que una fuente con
principios activos como las plantas, determina la rentabilidad de una especie

vegetal. En este estudio se obtuvo un rendimiento de 0.4-15.6 %, los extractos
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metandlicos fueron los que presentaron el mayor rendimiento, sobre todo en la

especie A. aschemborniana.

Esto puede deberse a la polaridad del solvente, ya que le confiere
propiedades de solubilizacién, por lo que generalmente, el disolvente suele tener
caracteristicas quimicas y estructurales similares a las del compuesto a disolver,
observando que tenemos compuestos mayoritariamente polares (Ringuelet vy
Vifia, 2013).

8.1.Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos de las

especies de Ageratina.

La actividad antimicrobiana fue evaluada por el método de dilucién en placa
de los diferentes extractos, en la tabla 19 se muestran los controles establecidos

por el CLSI asi como los obtenidos en los ensayos.

Tabla 19 Valores de Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) de los diferentes
antimicrobianos sobre los microorganismos evaluados reportados por el CLSI y los
obtenidos como control.

<8/152 >2/38 P. aeruginosa 26.5/133
Trimetroprim/ <2/38 >4/76 K. pneumoniae 53/266
Sulfametoxazol <2/38 >4/76 P. mirabilis 3.31/16.62
160/800mg <2/38 >4/76 E. coli 3.31/16.62
<2/38 >4/76 S. aureus 0.20/1.04
C. albicans
Fluconazol <8 = 64 8
C.glabrata
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Las concentraciones obtenidas para P. aeruginosa y K. pneumoniae son
mayores que las establecidas por el CLSI, lo cual puede indicar la existencia de

una resistencia de estos microorganismos.

En el afio 2011 Paciel y colaboradores realizaron un estudio acerca del
problema de farmacoresistencia, encontrando que P.aeruginosas y K.
pneumoniae, eran resistente debido a la presencia de lactamasas y alteraciones
de la permeabilidad de membrana dadas por la presencia de bombas de expulsion
o por la pérdida de porinas, haciendo ineficaces a farmacos como las

cefalosporinas y penicilinas.

Considerando también que la OMS, a principios del afio 2017, emiti6 una
lista de bacterias con farmacoresistencia, entre ellas destacan: P. aeruginosa y K.

pneumoniae, entre otras.

En la tabla 20 se observan las CMI obtenidas para los diferentes extractos
de las tres especies de Ageratinas evaluadas a las 24 hr de incubacion. Los
extractos de la especie A. pazcuarensis tuvieron porcentajes de inhibicion minimas
a las concentraciones y microrganismos que se evaluaron, por lo que se sugiere

qgue no son activos.
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Tabla 20 CMI (ug/mL) de los diferentes extractos organicos evaluados contra diferentes microorganismos a las 24 h de
incubacion.

Concentracién Minima Inhibitoria (ug/mL)

A. aschemborniana A. glabrata A. pazcuarensis
) ) Control Control
Microorganismos H A M H A M H A M (Trimetroprim
(Fluconazol)
sulfametoxazol)

P. . >1000 >1000 >1000 250 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 AL

aeruginosa
SeciailEs K. . >1000 >1000 500 250 >1000 =>1000 >1000 =>1000 =>1000 53/266

pneumoniae
Gram (-)

P. mirabilis >1000 >1000 >1000 250 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 3.31/16.62

E. coli >1000 >1000 =>1000 250 >1000 >1000 >1000 >1000 =>1000 3.31/16.62
el S.aureus  >1000 4  >1000 125 >1000 >1000 >1000 >1000 >iooo ~ O-20/1.04

C. albicans 4 32 16 32 32 32 >1000 >1000 >1000 8
Levadura

S
C. glabrata 125 250 >1000 >1000 =>1000 125 >1000 >1000 >1000 2

H=Hexano, A= Acetona, M=Metanol
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El extracto hexanico de A. glabrata presenté inhibicion contra la mayoria de
las cepas a excepcion de C. glabrata; contra las bacterias Gram — (P. aeruginosas,
K. pneumoniae, P. mirabilis y E. coli) presenté un CMI de 250 pg/mL, mientras que
con la Gram + (S. aureus) presenté una CMI de 125 pg/mL. Lo interesante es lo
antes mencionado de la farmacoresistencia de K. pneumoniae y P. aureginosas,

ya que el extracto héxanico inhibe este tipo de bacterias,

A. aschemborniana tuvo un importante efecto contra levaduras, sobre todo

contra C. albicans (4 a 32 pg/mL).

Comparando el valor de CMI de los extractos contra bacterias y levaduras,
se puede observar que hay una mejor inhibicion contra levaduras, con valores de
CMI menores como el extracto hexanico de A. aschemborniana (CMI= 4 pg/mL)

contra C. albicans.

Para la evaluacion contra levaduras, los extractos organicos de A.
aschemborniana y A. glabrata inhibieron el crecimiento tanto de C. grabrata como
de C. albicans, siendo el extracto mas activo el hexanico de A. aschemborniana
con una CMI de 4 pg/mL, lo que corrobora estudios realizados anteriormente

contra infecciones por Candida.

En el caso de bacterias, Torres y colaboradores en 2013 evaluaron aceites
esenciales de A. jahnii y A. pichinchensis, contra las bacterias S. aureus, E.
faecalis, E. coli, P. aeruginosa y K. pneumoniae, donde solo obtuvieron efecto
contra S. aureus con CMI de 49.5 mg/mL de A. jahnii y 104 mg/mL de A.

pichinchensis y para E. faecalis obtuvieron efecto de CMI de 49.5 mg/mL de A.
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jahnii y 104 mg/mL de A. pichinchensis, sin embargo estos resultados, solo nos
pueden dar un panorama general, ya que las concentraciones son muy altas, lo

gue indica una actividad antimicrobiana pobre.

Dong y colaboradores en 2017 evaluaron compuestos puros de A.
adenophora de un extracto etandlico, contra S. aureus, B. thuringiensis, B. subtilis,
E. coliy S. dysenteriae. El compuesto mas activo fue (1a,6a)-10-hidroxicar-3-ene-

2-ona con CMI de 15.6, 31.3, 15.6, y 6.25 ug /mL, respectivamente.

De las evaluaciones realizados anteriormente del género Ageratina contra
levaduras, Rios y colaboradores en el 2003 aislaron un compuesto puros
(encecalinol) de Eupatorium aschembornianum (ahora A. aschemborniana),
obtenido de un extracto hexanico y evaluandolo contra varios dermatofitos (T.
mentagrophytes, T. rubrus, A. niger y C. albicans), resultando una CMI de 100 ug

/mL contra C. albicans.

En el 2009 Aguilar y colaboradores evaluaron compuestos puros de A.
pichinchensis var. bustamenta aislados de un extracto hexanico, contra los
dermatofitos antes mencionados. El taraxerol fue el compuesto mas activo contra

C. albicans, con una CMI de 25 pg /mL.

Romero y colaboradores evaluaron un extracto estandarizado al 7% de
encecalina de A. pichinchensis contra C. albicans (2017), presentando una

efectividad del 86.6%, en una candidiasis diagnosticada .

En el género Candida se pueden encontrar diferentes formas clinicas, como

cutaneas en forma exdgenas, mucocutaneas de manera endégena o en casos
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extremos candidiasis sistemica invasiva (Rippon, 2011; del Palacio y Alhambra,
2009). En la medicina tradicional el axihuitl se utlizan en heridas (lavados,
cataplasmas o pomadas), de forma exdgena o endogena siendo ingeridas las
hojas de la planta o en infusiones. Los resultados de los estudios realizadas en el
presente trabajo, se corrobora la actividad antimicdtica de esta planta, tomando en

cuenta que son extractos y no compuestos puros como en algunos casos.
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8.2. Evaluacién de la actividad antiinflamatoria de los extractos de las
especies de Ageratina.

Se realiz6 una evaluacion antiinflamatoria en el modelo murino de edema
auricular inducido con TPA de los extractos de las tres especies de Ageratina,
teniendo como control indometacina, todos los extractos y el control positivo
fueron evaluados a una concentracion de 0.1 mg/oreja. En la grafica 3 se

muestran soélo los extractos que presentaron actividad.

120

80.36 87.24 89.63

100 91.8
T 80.19
20 I I
0

Indometacina A. aschenbornianaA. glabrata Hexano A.pazcuarensis A.pazcuarensis
0.1mg/oreja MeOH Acetona MeOH

a o]
[ew] [aw]

% inhicién de edema
I
[en]

0.1 mg/ oreja
TPA 2.5 pg/oreja

Gréafica 3. Porcentajes de inhibicion de los extractos activos del género
Ageratina a una concentracion de 0.1mg/oreja de TPA. Se reporta X+DE, un
analisis de varianza y prueba post hoc HSD o de Tukey y de Dunnet, p *<0.05,
n=>5.
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Las tres especies del género Ageratina presentaron actividad
antiinflamatoria, que fueron variables dependiendo del tipo de extracto. El extracto
metandlico de A. aschemborniana tuvo una inhibicion del 80.36%, mientras que
sblo el extracto hexanico de A. glabrata presenté inhibicion de 87.24 %. Los
extractos acetdnico y metandlico de A. pazcuarensis mostraron un porcentaje de

inhibicion de 89.63 % y 80.19% respectivamente.

El andlisis estadistico mostré6 que A. aschemborniana y A. glabrata tienen
una diferencia significativa. Con una confianza del 95% el extracto metandlico de
A. aschemborniana fué menos activo que el hexanico de A. glabrata. Por otra
parte A. glabrata con respecto a los extractos de A. pazcuarensis y el control no
mostro diferencias significativas en el porcentaje de actividad obtenida. Por lo que
los extractos de A. glabrata y A. pazcuarensis tienen un efecto inflamatorio mayor
que el de A. aschemborniana. Se puede concluir que las tres especies de
Ageratina evaluadas tienen actividad antiinflmatoria, sin embargo mientras que los
en las especies A. aschemborniana y A. pazcuarensis al parecer los compuestos
responsables de la actividad antiinflamatoria son de caracter polar, en el caso de
la especie A. glabrata al parecer los compuestos responsables de la actividad

antiinflamatoria son de caracter no polar.

Ledn en el 2012 evaluo la actividad antiinflamatoria mediante el método del
edema subplantar en ratén de un extracto etandlico de tallos de A. sternbergiana a
dosis de 50 mg / Kg, 100 mg / Kg, y 200 mg / Kg. Se determiné que el efecto
antiinflamatorio a dosis de 200 mg/Kg es el que evidencia una mejor respuesta

antiinflamatoria en animales evaluados.
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Hernandez y colaboradores en el 2014 evaluaron A. vacciniaefolia con un
extracto etandlico por el método de edema plantar por carragenina con diclofenaco
como control a una concentraciéon del00 mg/kg, obteniendo un 89% de inhibicién

a las 5 hrs de la induccion de inflamacion.

Estas evaluaciones resultan importantes, debido a que nuestra
concentracion de extracto fue mucho menor, respetando los modelos
deevaluacion deunaactividad inflamatoria aguda, sin embargo se destaca que stas

especies,asi como las que evaluamos presentan actividad antinflamatoria.

El axihuitl se utiliza en la medicina tradicional para para contrarrestar
efectos de una Ulcera gastrica, cuya etiologia se relaciona con la presencia de H.
pilory (Silva et al., 2010; Gamboa, 2003) y como consecuancia unproceso

inflamatorio.

Sanchez y colaboradores en el 2010 realizaron un estudio biodirigido de la
fraccibn hexanica de A. pichinchensis, obteniendo una molécula activa
denominada encecanesina, evaluandolo como un gastroprotector, mostrando un
porcentaje de inhibicion ulcerosa de 85.65+4.76% a la concentraciéon de 100
mg/kg, con un mejor efecto que carbenoxolona e indometacina usados como

control.

Otro de los usos en la medicina tradicional del axihuitl es la utilizacion en la
artritis reumatoide, en donde el sistema inmunoldégico confunde a los tejidos

propios del cuerpo con tejidos extrafios y responde con la inflamacion. La
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inflamacion no se puede controlar, lo que trae como consecuencia un mayor dafio

de los tejidos, huesos y articulaciones (Neira y Ortega, 2006).

No se han reportado estudio enfocados a este tipo de inflamacion sin
embargo se han realizado estudios que como este muestran el efecto

antiinflamatoria de estas plantas.

Sin embargo la actividad se presentdé en extractos de diferentes
polaridades, lo que indica que la naturaleza quimica de los compuestos

responsables de la actividad en las tres especies es diferente.

86




8.3. Evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos de las especies
de Ageratina.

En la tabla 21 se muestran los resultados de la concentracion inhibitoria
media (Clsp) de los diferentes extractos de las tres especies del género Ageratina.
En este experimento se utilizd extracto estandarizado de Camellia sinensis [94%

de galato de epigalocatequina (EGCG)] y trolox como control positivo.

Tabla 21 Concentracion Inhibitoria Media de los extractos organicos de las tres

especies de Ageratina, por los metodos ABTS y DPPH. Se reporta promedio * DE.

Hexano S/IA 40.39+2.13

A. aschemborniana Acetona 1193.14+3.03 | 6.51+1.53
Metanol S/IA 15.51+2.08
Hexano S/IA 47.96+3.56

A. glabrata Acetona S/IA 256.13+2.73
Metanol S/IA 516.94+5.34
Hexano 594.96 S/IA

A. pazcuarensis Acetona S/IA S/IA
Metanol S/IA S/IA

C. sinensis (estandarizado a 94% de

EGCO) - 3.13 3.04

Trolox - 0.038 0.036
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Se observé que la capacidad antioxidante de los extractos organicos de las
especies de Ageratina evaluadas, es débil en comparacion con los estandares,
con excepcion del extracto acetonico de A. aschemborniana, el cual tuvo una Clsg
de 6.51 pg/mL en la prueba con DPPH. Estos resultados permiten suponer que los
compuestos responsables de esta actividad antioxidante son polares, muy
probablemente compuestos de tipo fendlico, algunos de los cuales han sido

previamente aislados en el género Ageratina (Zhong et al.,2013) .

En la grafica 4, se observa los extractos de A. aschemborniana (acetona
con 6.51+1.53 y metanol con 15.51+2.08 pg/mL) obtuvieron una concentracion
inhibitoria importante en el método DPPH. Sin embargo no se compara con la
actividad de nuestros controles, la cual es mayor. El DPPH solo puede medirse en
un medio organico, lo cual permite la interpretacion de la capacidad antioxidante
de los compuestos hidrofilicos posibles en nuestra muestra (Surveswaran et al.,

2007).

Por otro lado el método ABTS puede ser disuelto en un medio organico u
acuoso, puede medirse su actividad antioxidante teniendo en cuenta la naturaleza
hidrofilica o lipofilica de los compuestos en la muestra (Wojdylo et al., 2007). El
conjunto de estas técnicas nos dan un panorama de la actividad antioxidante,

podria ser una razon para la diferencia presentada en nuestros resultados.
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Gréfica 4 Concentraciones Inhibitorias Medias de los extractos activos de
las diferentes especies de Ageratina evaluadas con controles C. sinensis y trolox.

Se reporta promedio + DE.

La capacidad antioxidante reductora de fierro se observa en la grafica 5,
que en comparacion de los controles tampoco mostraron una gran actividad, a

excepcion de los extractos metandlicos de A. aschemborniana y A. pazcuarensis.
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Gréfica 5 Equivalentes de FeSO, con respecto a las concentraciones evaluadas
(5000-156.25 pg/mL), de los diferentes extractos de las diferentes especies de

Ageratina estudiadas.

Mostraron actividad antioxidante los extractos metandlicos de A.
aschemborniana y A. pazcuarensis a una concentracion de 2500 pg/mL
presentando 2034.66 y 1785.66 equivalentes de FeSO, respectivamente. Estos
resultados fueron cercanos a lo presentado con nuestros controles, mientras que
los otros extractos se encontraron por debajo de la mitad de los equivalentes
mostrados por estos mismos. Se concluye que los extractos evaluados en el
presente trabajo no son buenos donadores de electrones, pero si antirradicalarios,
en el caso de los dos extractos mencionados con actividad y que los compuestos

implicados en este tipo de actividad pueden ser de caracter polares.
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Vera en el 2016 evalud la actividad de un extractos etandlicos de hojas y
flores de A. graccii como antioxidante por el método DPPH, obteniendo un extracto
activo denominado F4 con Clsp de 1,55 mg/L, observando que las concentraciones
son demasiadas altas, porlo que confirma que porlomenos los extractos y

comouestos evaluados no poseen una alta actividad antioxidante.
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8.4. Cromatografia de gases acoplado a masas

El andlisis del contenido quimico se realiz6 Unicamente para los extractos
gue mostraron mejor actividad en alguna de las pruebas bioldgicas realizada.
donde algunos de ellos mostraron actividad para mas de dos de los bioensayos.
Un total de cinco extractos fueron analizados por GC-MS: acetdnico de A.
aschemborniana; extractos hexanico y aceténico de A. glabrata y extractos
hexénico y acetonico de A. pazcuarensis.

El analisis de GC-MS de estos extractos permitio separar e identificar a los
compuestos mayoritarios que se encuentran presentes en cada extracto activo de
las especies de Ageratina evaluadas. Para lo cual fueron considerados los
siguientes tres criterios.

1) Compuestos separados para cada extracto y que presentaron los picos con
mayores areas bajo la curva y con mayor porcentaje de area con respecto
porcentaje total de todos los picos.

2) Los patrones de fragmentacién de los componentes de cada extracto que
presentaron un porcentaje similar o superior al 95 % con respecto al patron de
fragmentacién del compuesto estandar incluido en la base de datos del
equipo.

3) Realizacién de la busqueda bibliografica de cada compuesto mayoritario
separado, fragmentado e identificado, que exhibiera reportes previos de su
existencia como producto natural.

Aquellos componentes separados que tuvieron baja coincidencia de

fragmentacién con respecto al compuesto patrén y/o que no fueran propiamente
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un producto natural fueron considerados como no identificados (NI), evitando asi
incluir falsos positivos (“artefactos”) en los resultados.

A través de este analisis comparativo fue posible identificar para el extracto
acetonico de A. aschemborniana trece compuestos, siendo tres los componentes
mayoritarios. El patrén de fragmentacion que permitio identificar a los compuestos

se presenta en la tabla 22.

Tabla 22 Contenido quimico del extracto acetonico de A. aschemborniana por GC-
MS

Cariofileno (0.43 %, 1) 13.43 204 189, 175, 161, 147, 133, 119, 105, 93,
79, 69, 55y 41
Espatulenol (0.52 %, 2) 15.40 220 205, 202, 187, 177, 159, 147, 131,

119, 105, 91, 79, 69, 55, 43.
3,3,5,6,7-pentametil, 1-indonona 16.22 202 187,171, 159, 144, 128, 115, 101, 91,

(4.16, 3) 77,72, 63, 43
B-Eudesmol (3.81 %, 4) 16.26 222 204, 189, 175, 164, 149, 135, 122,
108, 93, 77, 67, 59, 41
7-(1,1-dimetil-etil)-2,3-dihidro-3,3- 16.50 216 201, 185, 171, 158, 141, 128, 115,
dimetil-1H-inden-1-ona (11.80 %, 5) 103, 93, 86, 79, 69, 63, 51.
3,5-diter-butilo del acido benzoico 17.94 234 219, 201, 189, 175, 161, 144, 115,
(13.06 %, 6) 102,91, 77,59, 43
p-octil acetofenona (4.08 %, 7) 18.54 232 217, 201, 174, 160, 145, 134, 115,
101, 91, 77, 57, 43
N-[(3-nitrofenil) metilen]-2- 18.85 192 177, 161, 147, 134, 119, 104, 91, 77,
propanamina (4.08 %, 8) 63, 51, 43
2,3,5,6-tetrahidro-3,3,4,5,5,8- 20.41 270 255, 239, 219, 197, 1953, 141, 128,
hexametil-S-indaceno-1,7-diona 115, 105, 91, 77, 63, 53, 43
(5.32 %, 9)
(19.48 %, NI) 21.88 272
Estigmastan-5,22-dien-3-ol (1.59 35.90 412 397, 369, 351, 300, 271, 255, 229,
%, 10) 213, 159, 133, 83, 69, 55, 43
(7-hidroxy-5-methoxy-2,2-dimetil- 16.94 248 223,217, 203, 159, 128, 109, 91, 77,
2H-1-benzopiran-6-il)-etanona-1 69, 51

(1.40%, 11)
3,8-dimetil-4-(1-metil-etildeno) (8S- 23.59 218 203, 175, 149, 133, 119, 105, 91, 77,
cis)-2,4,6,7,8,8a-hexahidro 5(1H)- 55, 44
azulenona (4.47 %, 12)
tr = tiempo de retencion, [M+] masa del ion molecular, *estructura quimica en la figura 15
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Figura 12 Compuestos presentes en el extracto acetonico de A. aschemborniana

Para el extracto hexanico de A. glabrata se identificaron quince compuestos

como mayoritarios, identificAndose a los compuestos 1 (Cariofileno,1.60 %), 2




(Espatulenol, 3.24 %), 4 (B-Eudesmol, 8.25 %), 5 (7-(1,1-dimetil-etil)-2,3-dihidro-
3,3-dimetil-1H-inden-1-ona, 5.80 %), 6 (Acido benzoico 3,5-diter-butilo, 15.23 %), 7
(p-octil acetofenona, 1.19 %), 8 (N-[(3-nitrofenil)metilen]-2-propanamina, 1.54 %),
9 (2,3,5,6-tetrahidro-3,3,4,5,5,8-hexametil-S-indaceno-1,7-diona, 1.55 %), y el 10
(Estigmasta-5,22-dien-3-ol, 2.12 %). El resto de los compuestos presentes en el

extracto acetdnico de A. aschemborniana se muestran en la tabla 23.

Tabla 23 Contenido quimico del extracto hexanico de A. glabrata por GC-MS

Metil éter de timol (0.96 %, 13) 10.77 164 149, 134, 119, 105, 91, 77, 65, 51, 27
B-Burbureno (0.39 %, 14) 12.96 204 161, 147, 133, 123, 119, 105, 91, 81,

67, 53, 41
B-Cubebeno (1.53 %, 15) 14.22 204 189, 161, 147, 133, 119, 105, 91, 79,

67, 55, 41
Oxido Cariofileno 15.50 218 205, 187, 149, 135, 121, 109, 93, 79,

(0.95 %, 16) 65, 51, 39, 27
Acetato de carvacrol (1.66 %, 17) 17.12 220 177, 163, 120, 107, 92, 77, 63

Acetato de flaviolin (0.45 %, 18) 19.43 248 233,219, 205, 191, 179, 168, 147, 135,
106, 95, 77, 69, 51

5,6-Dimetoxi-2,4-dimetil-8- 19.74 232 217, 189, 177, 147, 133, 119, 104, 84,
guinolina amina (0.38 %, 19) 43
[5a, 17Z] Pregn-17(20)-en-16-ona 22.63 300 285, 257, 203, 177, 161, 133, 105, 83,
(3.28 %, 20) 43
Isologifolen-9-ona (1.68 %, 21) 22.65 218 203, 185, 175, 162, 147, 133, 119,
105, 91, 77, 69, 43
Ciclo tetracosano (1.25 %, 22) 27.82 336 308, 292, 280, 266, 250, 238, 224,
210, 196, 181, 167, 153, 139, 125,
111, 83, 69, 43
B-sitosterol (0.40 %, 23) 37.08 414 396, 381, 369, 329, 303, 271, 255,

213, 199, 173, 145, 107, 81, 69
tr = tiempo de retencion, [M+] masa del ion molecular
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Figura 13 Compuestos presentes en el extracto hexanico de A. glabrata.
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Para el extracto acetdnico de A. glabrata se identificaron quince

componentes a través de GC-MS de los cuales siete han sido previamente

reportados en el extracto acetonico de A. aschemborniana: 4 (B-Eudesmol, 14.04

%), 5 (7-(1,1-dimetil-etil)-2,3-dihidro-3,3-dimetil-1H-inden-1-ona, 11.25 %), 6 (Acido

benzoico 3,5-diter-butilo, 3.46 %), 7 (p-octil acetofenona, 18.65 %), 9 (2,3,5,6-

tetrahidro-3,3,4,5,5,8-hexametil-S-indaceno-1,7-diona, 1.46 %), 10 (Estigmastan-

5,22-dien-3-ol, 4.94 %) y 12 (2,4,6,7,8,8a-hexahidro-3,8-dimetil-4-(1-metil-etilden)-

(1H)-azulenona, 1.94 %). De los quince compuestos cuatro resultaron ser los

mayoritarios (tabla 24).

Tabla 24 Contenido quimico del extracto acetonico de A. glabrata por GC-MS

7-Terbutil-1-tetralona (5.22 %, 24) 16.22

3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-

ol (fitol) (4.57 %, 25) 18.10
Metil est?r del acido 5.5
hexadecanoico (1.72 %, 26)
Metil éster del acido 9,12- 20.62

octadecadienoico (1.40 %, 27)
2,3-dietil, 4a,5,6,7,8,9,10,11,12,13-
decahidrobenzo ciclo dodeceno 21.84
(23.52 %, 28)
2,3,4,4a,10,10a-hexahidro-6-
hidroxi-1,1,4a-trimetil-7-(1-metil
etil-,(4ad-trans)-9(1H) fenantrenona
(4.34 %, 29)
4a-acetoxi-3a-angeloiloxi-11-
hidroxi-6,7-dehidroeudesman-8- 24.83
ona (3.56 %, 30)
tr = tiempo de retencion, [M+] masa del ion molecular

22.53

202

278

270

294

272

300

348
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187, 171, 159, 141, 131, 115, 108,
101, 91, 77, 67, 58, 43

193, 175, 137, 123, 109, 95, 82, 67,

57, 43.

239, 227, 213, 199, 185, 171, 157,
143, 129, 187, 74, 43

263, 237, 220, 205, 192, 178, 164,

150, 133, 123, 109, 95, 67, 41

257, 229, 217, 201, 187, 173, 161,
145, 133, 115, 105, 91, 77, 43

285, 272, 257, 216, 203, 187, 177,
161, 145, 128, 115, 91, 77

330, 315, 302, 287, 265, 248, 233,
217,191, 163, 147, 131, 119, 105, 83,
55
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Figura 14 Compuestos mayoritarios presentes en el extracto acetonico de A.
glabrata.
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En el extracto hexanico de A. pazcuarensis se identificaron un total de 22
componentes, algunos de los cuales ya han sido previamente identificados, los
restantes se muestran en la tabla 25. Los compuestos identificados fueron: 2
(Espatulenol, 0.33 %), 4 (B-Eudesmol, 10.30 %), 5 (7-(1,1-dimetil-etil)-2,3-dihidro-
3,3-dimetil-1H-inden-1-ona, 6.62 %), 6 (Acido benzoico 3,5-diter-butilo, 7.58 %), 7
(p-octil acetofenona, 2.25 %), 10 (Estigmasta-5,22-dien-3-ol, 1.88%), 11 ((7-
hidroxi-5-metoxi-2,2-dimetil-2H-1-benzopiran-6-il)-etanona-1, 2.50 %), 13 (Metil
éter de timol, 0.33 %), 16 (Oxido de cariofileno, 1.62 %), 19 (5,6-Dimetoxi-2,4-
dimetil-8-quinolina amina, 0.91 %), 20 (Isolongifolen-9-ona, 1.94 %), 25 (Fitol, 0.78
%), 26 (Metil éster del acido hexadecanoico, 1.75 %), 27 (Metil éster del &cido
9,12-octadecadienoico, 1.21 %), 30 (4oa-acetoxi-3a-angeloiloxi-11-hidroxi-6,7-

dehidroeudeman-8-ona, 2.44 %).

Tabla 25 Contenido quimico del extracto hexanico de A. pazcuarensis por GC-MS

189, 175, 161, 147, 133, 120, 105, 93,

I 0
Isocariofileno (0.58 %, 31) 13.43 204 79,69, 55, 41
y-Edusesmol (1.16 %, 32) 16.03 222 204, 191, 176’8116%,__”913;3:;’ 119,105, 91,

1-(5,6,7,8-tetrahidro-2,8,8-trimetil-
4H-cyclohepta[b]furan-5-il etanona  17.11 220
(1.57 %, 33)
2,3,5,6-tetrahidro-3,3,4,5,5,8-
hexamethyl-S-Indacene-1,7-diona 20.43 270
y(2'52 % 34) 105, 77, 43
Metil éste( del_écido 9,12,15- 20.70 292 261, 236, 207, 191, 173, 149, 135,
octadecatrienoico (0.99 %, 35) 121, 108, 93, 79, 67, 55

Oximetozolina (13.64 %, 36) 3086 260 217,187,173, 152é128' 115, 91, 69,

205, 163, 145, 128, 120, 107, 92, 77,
43

255, 227,212,197, 171, 153, 128,
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Figura 15 Compuestos presentes en el extracto acetdnico de A. pazcuarensis.

El andlisis de GC-MS del extracto aceténico de A. pazcuarensis permitié
identificar a 10 compuestos de los cuales sélo uno marco la diferencia de este
extracto con los previamente descritos, el compuesto se describe en la tabla 26.
Los nueve compuesto restantes coinciden con los previamente aqui reportados

para las otras dos especies de Ageratina, estos compuestos fueron: 4 (jB-
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Eudesmol, 16.26 %), 5 (7-(1,1-dimetil-etil)-2,3-dihidro-3,3-dimetil-1H-inden-1-ona,
13.62 %), 7 (p-octil acetofenona, 3.81%), 10 (Estigmasta-5,22-dien-3-ol, 7.80 %),
23 (7-Terbutil-1-tetralona, 6.79 %), 25 (Fitol, 13.00 %), 28 (2,3-dietil,
4a,5,6,7,8,9,10,11,12,13-decahidrobenzo ciclo dodeceno, 29.84 %) y 29
(2,3,4,4a,10,10a-hexahidro-6-hidroxi-1,1,4a-trimetil-7-(1-metiletil-(4ad-trans)-

9(1H)fenantrenona, 3.90 %).

Tabla 26 Contenido quimico del extracto acetonico de A. pazcuarensis por GC-MS

(4.17 %, 37)
tr = tiempo de retencion, [M+] masa del ion molecular, *estructura quimica en la figura 19.

‘ 2,7-Diacetyl-6-hidroxibenzofurano 17.47 218 203, 185, 145, 77, 43. ‘

HO.

®)

37

Figura 16 Estructura del 2,7-Diacetil-6-hidroxibenzofurano

De lo anterior en la tabla 27 se realizé un resumen de los compuestos

identificados para cada estructura de las diferentes especies de Ageratina.
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Tabla 27 Compuestos identificados en los diferentes extractos analizados

A. A. glabrata A.
Compuestos Porcentaje | aschemborniana -9 pazcuarensis
A H A H A
Cariofileno 0.43 v 4
Espatulenol 0.52 4 4
3,3,5,6,7-pentametil, 1- 416 *xk
indonona '
B-Eudesmol 3.81 v v v
7-(1,1-dimetil-etil)-2,3-
dihidro-3,3-dimetil-1H- 11.8 4 4 4
inden-1-ona
3,5—d|ter—butllc_) del acido 13.06
benzoico
p-octil acetofenona 4.08 v v
N-[(3-nitrofenil) metllen]- 4.08 v
2-propanamina
2,3,5,6-tetrahidro-
3,3,4,5,5,8-hexametil-S- 5.32 v v v
indaceno-1,7-diona
NI 19.48 ok
Estigmastgrwc;IS,ZZ—dien— 159 v v v v
(7-hidroxy-5-methoxy-
2,2-dimetil-2H-1-
, ; ) v
benzopiran-6-il)- L4
etanona-1 v
3,8-dimetil-4-(1-metil-
etildeno) (8S-cis)- v
2,4,6,7,8,8a-hexahidro 441
5(1H)-azulenona v
Metil éter de timol 0.96 v v
-Burbureno 0.39 rkk
B-Cubebeno 1.53 *kk
Oxido Cariofileno 0.95 v v
Acetato de carvacrol 1.66 bl
Acetato de flaviolin 0.45 Fkk
5,6-D|m§to>§|-2,4-d_|met|I- 0.38 v
8-quinolina amina v
[5a, 17Z] Pregn-17(20)- 308 v
en-16-ona v
Isologifolen-9-ona 1.68 rxk

Continuacion
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hidroxibenzofurano

A. A. glabrat A.
Compuestos Porcentaje | aschemborniana -glabrata pazcuarensis
A
Ciclo tetracosano 1.25 xx v
B-sitosterol 0.4 v v
7-Terbutil-1-tetralona 5.22 b
3,7,11,15-tetrametil-2-
L) L] ) \/
hexadecen-1-ol (fitol) 4.57 v v
Metil éster del §1C|do 1792 v
hexadecanoico v
Metil éster del acido 14 v
9,12-octadecadienoico ) v
2,3-dietil,
4a,5,6,7,8,9,10,11,12,13-
My My Uy ] ] L] /
decahidrobenzo ciclo 23.52
dodeceno 4
2,3,4,4a,10,10a-
hexahidro-6-hidroxi-
1,1,4a-trimetil-7-(1-metil 4.34 4
etil-,(4ad-trans)-9(1H)
fenantrenona v
4a-acetoxi-3a-
angeloiloxi-11-hidroxi- v
6,7-dehidroeudesman-8- 3.56
ona v
Isocariofileno 0.58 bl
v-Edusesmol 1.16 el
1-(5,6,7,8-tetrahidro-
2,8,8-trimetil-4H- 157 -
cyclohepta[b]furan-5-il '
etanona
2,3,5,6-tetrahydro-
3,3,4,5,5,8-hexametil-S- 2.52 el
Indacene-1,7-diona
Metil éster del acido
9,12,15- 0.99 bl
octadecatrienoico
Oximetozolina 13.64 *kx
2,7-Diacetil-6- 417

*%k*k

A=Acetona, H=Hexano

De los compuestos identificados en este trabajo, los marcados ( v') son los

gue se encuentran presentes en dos 0 mas extractos de las diferentes especies
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evaluadas, mientras que los sefialados (***), se refieren a los compuestos
identificados solo en un extracto. Se observa que el p-octil acetofenona es el
compuesto presente en todos los extractos, sin embargo los extractos hexanicos
de A. glabrata y de A. pazcuarensis tienen compuestos sélo presentes en sus

extracto.

A. glabrata posee compuestos sesquiterpénicos y monoterpénico, los
cuales pueden estar otorgandole el efecto antimicrobiano, ya que este fue el
extracto con mayor actividad (Ciclo tetracosano, 7-terbutil-1-tetralona, B-burbureno
, PB-cubebeno, acetato de carvacrol, acetato de flaviolin). Mientras que A.
pazcuarensis presenté compuestos acetofenoicos (Isocariofileno, y-Edusesmol,1-
(5,6,7,8-tetrahidro-2,8,8-trimetil-4H-ciclohepta[b]furan-5-il etanona, 2,3,5,6-
tetrahidro-3,3,4,5,5,8-hexametil-S-indacene-1,7-diona, metil éster del 4&cido
9,12,15-octadecatrienoico, oximetozolina y 2,7-diacetil-6-hidroxibenzofurano, los

cuales pueden ser los responsables de su alta actividad antiinflamatoria.

A. aschenborniana presenté un compuesto mayoritario, pero no fue posible
identificarlo, y puede ser el que le confiera mayor afinidad por las levaduras, en

vista de que los otros extractos no lo tienen.

A. aschenborniana y A. pazcuarensis son especies endémicas del estado
de Morelos. A. glabrata se encuentra presente en la zona centro de México. A.
aschemborniana presenta sinonimia de especies con A. pichichensis, A.
adenophora y A. altissima, siendo la especie medicinal con mayores antecedentes

de estudios quimicos y biolégicos (Monroy y Castillo, 2010). Con estos
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antecedentes es posible identificar los compuestos reportados para las diferentes
especies de Ageratina previamente estudiadas y observar su coincidencia con los
compuestos aqui determinados, el B-Eudesmol (4). Para A. aschemborniana; y el
B-sitosterol (23) para A. glabrata, estos fueron previamente reportados para la
sinonimia A. pichinchensis por Aguilar y colaboradores (2009).

Por otro lado, se ha reportado para A. glabrata la presencia de compuestos
terpénicos de estructura base timol como el 10-benzoiloxi-8,9-epoxi-6 hidroxi
isobutirato de timol (Bustos et al, 2016), aunque no existe coincidencia quimica
con el aqui determinado metil éter timol (13).

A. aschenborniana, es una de las especies mas estudiadas de este género,
en el presente estudio se pudo corroborar su actividad antifungica con CIM bajas
(4-32 pg/mL) y antimicrobiana (Aguilar et al., 2010; Rios y Aguilar, 2003), también
tuvo efecto antiinflamatorio (80.36% de inhibicidn) lo cual es importante, ya que es
un proceso que surgen como consecuencia de una infeccién, sin embargo, no
presentd relevante actividad antioxidante. Los compuestos identificados, aunque
coinciden con las otras especies, son muy generales, por ello seria importante
continuar su estudio como antifingico.

A. glabrata presentd actividad antimicrobiana contra la mayoria de los
microorganismos evaluados (excepto C. glabrata), por lo que se podria estudiar
mas esta actividad, ademas, también presento actividad antiinflamatoria, no asi
antioxidante, sin embargo, es la especie en la que se logré identificar mas

compuestos que no coinciden en las otras especies (B-burbureno, B-cubebeno,
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acetato de carvacrol, acetato de flaviolin) y esto puede permitir aislar moléculas
con posibles efectos antimicrobianos

Este es el primer trabajo que reporta la actividad biolégica y el contenido
quimico para A. pazcuarensis, ya que la literatura no exhibe estudios anteriores,
por lo que este estudio representa una aportacion y una nueva area de estudio. Se
muestra la actividad antiinflamatoria, asi como la presencia de nuevos compuestos
identificados, siendo estos posiblemente los que otorgan su actividad
antiinflamatoria, por lo que se requiere mas estudios encaminado a realizar el

aislamiento de estos compuestos.
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9. CONCLUSIONES

1. Las tres especies vegetales del género Ageratina en los diferentes extractos

obtenidos presentaron actividad antimicrobiana, antinflamatoria y/o antioxidante.

2. El extracto hexanico de A. glabrata fue el mas activo contra la mayoria de los
microorganismos evaluados con una CMI de 32-250 pug/mL, sin embargo todos los
extractos de A. aschemborniana mostraron actividad contra las levaduras
evaluadas con una CMI de 4-32 pg/mL. A. pazcuarensis no present6 actividad

contra los microrganismos a las concentraciones evaluadas.

3. Los extractos organicos de las tres especies presentaron efecto antiinflamatorio
a la concentracion probada (0.1 mg/oreja.) comparable a la mostrada por el control
positivo usado a la misma concentracion (indometacina, 91.80% de inhibicion). El
extracto metandlico de A. aschemborniana presentd inhibicion de 80.36%, el
extracto acetonico de A.glabrata de 87.24% y el extracto acetdnico A.pazcuarensis

de 89.63 % .

4. En el caso de la actividad antioxidante, s6lo el extracto activo A.

aschemborniana (CLs0=6.51ug/mL) fué activo por el método DPPH.

5. Las plantas conocida como axihuitl poseen diferentes propiedades en la
medicina tradicional. En el presente estudio se corroboré el uso ethomédico que
tienen estas especies en el estado de Morelos, por una parte el uso como
antimicrobiano en el lavado de heridas,asi como antiinflamatorio, ya sea para
tratar una Ulcera gastrica o artritis reumatoide. Estas actividades se relacionan con
una accion antioxidante, sin embargo en este punto, se necesita mas especificidad

en cuanto a los compuestos, para concluir que tan activos pueden ser.
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10. PERSPECTIVAS

Realizar estudios dirigidos para aislar, identificar y elucidar la o las
molécula(s) presente en el extracto responsable de la actividad
antimicrobiana y determinar su mecanismo de accion, con la finalidad de
generar nuevas alternativas para la obtencién de antimicrobianos de amplio
espectro a partir de una fuente de origen natural.

Determinar la eficacia y/o toxicidad de los compuestos activos en modelos
in vivo con el fin de determinar la estabilidad del extracto obtenido frente a
agentes fisicos y quimicos que puedan interferir en la actividad
antimicrobiana reportada en el presente trabajo.

Debido a que los extractos activos presentan bajo rendimiento, es
importante  profundizar los estudios sobre estos, ya que su
aprovechamiento depende las concentraciones de los metabolitos
secundarios presentes en un extracto.

En el caso del extracto hexanico de A. glabrata, evaluarlo contra
microorganismos de interés en salud publica (A. baumannii, E. faecium, H.
pylori, Salmonellae, N. gonorrhoeae, H. influenzae, Shigella spp.) dado el
potencial antibacteriano descrito en este trabajo. De la misma manera el
extracto hexanico de A. aschemborniana presenta accion contra levaduras
(Malassezia ssp, Cryptococcus ssp).

Realizar un analisis espectroscépico y cromatografico para caracterizar el

perfil de compuestos de los extractos y las fracciones que resulten activas.
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6. Aislar y purificar el o los compuestos responsables de la actividad
antiinflamatoria obtenida por los extractos evaluados en el presente trabajo,
y poder determinar su mecanismos de accion, para que permitan evaluar su
actividad ante otras patologias que implican un proceso inflamatorio

(hipertension arterial , citotoxico, analgésico, etc.
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12. ANEXOS

Ageratina aschemborniaa extracto acetonico
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Ageratina glabrata extracto hexanico
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Ageratina glabrata extracto aceténico
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Ageratina pazcuarensis extracto hexanico
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