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RESUMEN

Una herida en el organismo inicia un proceso de curacion de tres fases: inflamacion,
proliferacion y remodelacion. En heridas cronicas, las fases pueden prolongarse y afectar la
cicatrizacion. Los tratamientos para heridas crdnicas pueden ser complejos y afectar
negativamente el tejido. Ibervillea sonorae es una planta del noroeste de México, la cual ha
sido utilizada por grupos étnicos para tratar enfermedades. Varios estudios le atribuyen a I.
sonorae diversos efectos bioldgicos como la actividad antiinflamatoria. Sin embargo, se
desconoce algun efecto antiinflamatorio y cicatrizante in vivo. El objetivo de este estudio fue
evaluar el efecto antiinflamatorio y cicatrizante in vivo de extractos metandlicos de la raiz
(EMR) de 1. sonorae utilizando ratones albinos machos de la cepa CD1. Se determind el
efecto antiinflamatorio en un modelo de edema murino inducido por 13-acetato de 12-
tetradecanoilforbol (TPA). El efecto cicatrizante se determind aplicando tépicamente el EMR
sobre una escision en el dorso del raton y se midid la retraccion de la herida mediante una
serie de fotografias por un lapso de 18 dias. Adicionalmente, se evalud la toxicidad del EMR
al administrarse por via oral en ratones. El efecto antiinflamatorio del EMR en las
concentraciones de 1, 3, 5.7 y 10 mg/herida fue de 4.8 + 3.9, 28.9+6.6,48.8+ 6.5y 76.1 £
2.8%, respectivamente. EI EMR disminuy6 significativamente el porcentaje de linfocitos
(72.5-58.6) y monocitos (4.6-2.8) y aument6 el porcentaje de neutrofilos (22.7-38.5) en
sangre periférica. EIl EMR de I. sonorae no presento actividad cicatrizante en ninguna dosis.
La dosis letal (DLso) fue de 1750 mg/kg. En conclusion, el presente estudio demostré que
EMR presenta actividad antiinflamatoria en un modelo de edema auricular inducido por TPA.
Sin embargo, el EMR de I. sonorae no posee un efecto cicatrizante y fue clasificado como
nocivo. Los resultados obtenidos sugieren que el EMR de 1. sonorae es un potencial

candidato para tratar la inflamacion.
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INTRODUCCION

Las heridas cronicas afectan a mas de 6.5 millones de personas tan solo en Estados Unidos,
con un costo anual estimado mayor a los 50 mil millones de dolares. Ademas del elevado
costo que puede implicar su tratamiento, una herida que no cicatriza debidamente puede
causar pérdida de movilidad y generar una mala calidad de vida (Lanau-Roig et al., 2017;
Ellis et al., 2018). Por lo tanto, restaurar la integridad de tejidos y mantener la homeostasis
cuando existe una lesion es fundamental en todos los organismos. La reparacion de tejidos
es un proceso dinamico e interactivo que consta de cuatro fases: hemostasis, inflamacion,
proliferacion y remodelacion celular (Eming, 2019). Este proceso se lleva a cabo mediante
la funcién de células especializadas como plaquetas, neutrofilos, monocitos, macrofagos,
fibroblastos y queratinocitos que son activados por diversos mecanismos celulares. Cuando
los mecanismos celulares no funcionan adecuadamente, la reparacion del tejido se induce a
una condicion cronica. Los tratamientos actuales para estimular la reparacion de tejidos en
enfermedades cronicas tienen una eficacia limitada (Eming et al., 2014). Por otro lado, las
plantas medicinales son utilizadas como alternativa terapéutica para tratar algunas
enfermedades. La OMS estima que el 65-80% de la poblacion de paises en desarrollo (WHO,
2013a, 2013b), utiliza las plantas o sus derivados como medicina. Ibervillea sonorae es una
planta ubicada en el noroeste de México y es utilizada en la medicina tradicional por grupos
étnicos para tratar afectaciones de la piel, enfermedades inflamatorias como artritis,
reumatismo, heridas, diabetes y cancer (Alarcon-Aguilar et al., 2002; Zapata-Bustos et al.,
2014; Torres-Moreno et al., 2019). Diversos estudios le atribuyen a I. sonorae efectos
bioldgicos, respaldando su uso tradicional (Alarcon-Aguilar et al., 2005). Existen estudios
sobre actividad antiinflamatoria in vitro (Estrada-Garcia, 2019; Torres-Moreno et al., 2019),
sin embargo, se desconoce si esta actividad se replica in vivo. Asimismo, no existen estudios
sobre el efecto cicatrizante de 1. sonorae. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue
evaluar la actividad antiinflamatoria y cicatrizante in vivo de extractos metandlicos de la raiz
(EMR) de I. sonorae.



I. ANTECEDENTES

1.1. Inflamacién

La inflamacion es una respuesta del sistema inmune contra estimulos dafiinos como
patdgenos, células dafiadas, compuestos toxicos o radiacion. El proceso inflamatorio puede
desarrollarse de manera independiente o puede formar parte la cicatrizacion y su funcion es
neutralizar, diluir o eliminar el agente dafiino. Adicionalmente, marca el inicio de una serie
de eventos que pueden sanar o reparar el sitio afectado regenerando tejido dafiado y/o formar
tejido fibroblastico (proliferacién y remodelacion celular) (Anderson, 2013; Chen et al.,
2018).

Inmediatamente después del dafio se presentan cambios en el flujo vascular, diametro
y permeabilidad de los vasos sanguineos. Estos procesos inician la hemostasis, un proceso
que sucede en los primeros minutos iniciada la lesién y cuya finalidad es evitar la pérdida de
sangre. La hemostasis involucra a vasos sanguineos, plaquetas, factores de coagulacion,
inhibidores de coagulacion y fibrindlisis como proceso final de degradacion del trombo (Ellis
et al., 2018; Zaidi et al., 2019). Los vasos sanguineos se contraen rapidamente gracias al
masculo liso que rodea las paredes de los vasos y se reduce el flujo sanguineo al sitio afectado
(Furie et al., 2008). Las plaquetas se adhieren al subendotelio en un complejo proceso que
involucra a varios ligandos (colageno, factor de von Willebrand, fibrina/fibrindgeno,
fibronectina y, trombospondina) y receptores de superficie que activa la presencia de
plaquetas en el sitio afectado de los vasos dafiados, formando un tapén de plaquetas. Ademas,
la exposicion a factores de tejido induce la activacion de factores de coagulacion (p. ej.: factor
V, XIII, IX) y generacion de trombina que favorece la formacion de un coagulo de fibrina
que fortalece al trombo (Golebiewska et al., 2015; Greer et al., 2018; Zaidi et al., 2019).

La coagulacién es regulada por varios compuestos anticoagulantes como la
antitrombina, proteina C activada y factores de coagulacion (factor 1Xa, Xa, Xlay Xlla) (Sira
et al., 2016). La fibrina acumulada intravascularmente es removida del trombo mediante la
fibrinolisis, regulada por una serie de cofactores, inhibidores y receptores; destacando la
plasmina como fibrinolisina principal, enzima capaz de degradar proteinas de la matriz
extracelular. La plasmina es regulada por la presencia de inhibidores de la serina proteasa
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(serpina) asi como por diversas células capaces de modular la fibrinélisis mediante moléculas

de superficie como células endoteliales y monocitos (Chapin et al., 2015; Visha et al., 2019).

La respuesta inflamatoria tiene como objetivo erradicar cualquier agente patdgeno
(ej.: bacterias) con el menor dafio colateral en los tejidos afectados, para posteriormente
reparar el tejido y mantener la homeostasis (Gallo et al., 2017). Clinicamente, la inflamacion
se caracteriza por la presencia de dolor, calor, enrojecimiento e hinchazon. La lesion del
tejido provoca la liberacion de histamina, que estimula la dilatacion capilar, permitiendo la
migracion de fagocitos al sitio afectado (Bennett et al., 2018). Los neutréfilos, monocitos y
macrofagos son células clave durante la fase inflamatoria y se presentan durante el desarrollo
de la hemostasis y el proceso de coagulacion. Las células inflamatorias limpian la herida de
una infeccion y liberan mediadores solubles como citocinas proinflamatorias (incluidas IL-
1, IL-6, IL-8 y TNF-a) y factores de crecimiento (como PDGF, TGF-B, TGF- a y FGF) que
participan en el reclutamiento y activacion de fibroblastos y células epiteliales en preparacion
para la siguiente fase de curacion (Schultz et al., 2011).

Los neutrofilos migran al sitio afectado, donde fagocitan y secretan proteasas capaces
de erradicar bacterias y degradar tejido necrosado. Los neutrofilos ademés liberan
mediadores como TNF-a, IL-1p e IL-6, los cuales amplifican la respuesta inflamatoria y
estimulan la presencia del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) e IL-8 para

promover una reparacion adecuada (Reinke et al., 2012).

Ademéas de promover la erradicacion de agentes externos, los mediadores
inflamatorios inducen el reclutamiento y activacion de monocitos circundantes o
provenientes del torrente sanguineo en macréfagos (Eming, 2019). Los macréfagos fagocitan
células muertas, fungen como células presentadoras de antigeno, identifican agentes
patdgenos y liberan citocinas que aumentan la permeabilidad de los vasos sanguineos,
permitiendo que el fluido y las proteinas pasen a los tejidos. Los macréfagos producen
quimiocinas que dirigen la migracion de neutrofilos al sitio afectado (Murphy et al., 2016).
Ademas, los macrofagos expresan receptores de reconocimiento de patrones (PRRs, por sus
siglas en inglés) en la superficie celular, compartimentos endosémicos y citosol capaces de
reconocer patrones moleculares asociados a patégenos y/o al dafio (PAMP, DAMP, por sus

siglas en inglés) generados en respuesta al estrés celular. La activacion de estos receptores



induce la produccion de mediadores proinflamatorios como 6xido nitrico (ON), interleucina
1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor
de crecimiento tumoral alfa (TNF-a) y factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) (Ansar et
al., 2017; Schultz et al., 2011). Algunos de estos mediadores solubles reclutan y activan a
otras células como los fibroblastos, que se encargan de la sintesis de tejido nuevo y
promueven la angiogénesis. La disminucion de neutrofilos y macréfagos en la herida es un
indicador de que la fase inflamatoria esta llegando a su fin y da pauta a las fases de

proliferacion y remodelacion del tejido dafiado (Schultz et al., 2011).

1.2. Cicatrizacion

Los organismos poseen la capacidad para reparar y/o regenerar tejidos, restaurando las
funciones necesarias de los drganos para garantizar la supervivencia en la naturaleza. Una
herida es aquella lesion en el cuerpo que implica una laceracion o rotura de una membrana
(ej. la piel), generando dafio a tejidos subyacentes. El proceso involucra la activacién de vias
de sefializacion intercelulares, coordinacion de la integridad de tejido y homeostasis. El
proceso de curacion del tejido se define por la naturaleza y profundidad de la lesién. La
reparacion de tejidos consiste en el progreso de tres fases secuenciales que se superponen
entre si: inflamacion, proliferacion y remodelacion (Figura 1) (Reinke et al., 2012; Shiffman,
2018).

1.2.1. Proliferacion

La fase proliferativa se caracteriza por los procesos de fibroplasia, re-epitelizacion,
angiogénesis y reparacion de los nervios periféricos. (Cafiedo-Dorantes et al., 2019). La
fibroplasia inicia con la formacion de tejido granuloso, caracterizado por la proliferacion de
fibroblastos, que son los responsables de la produccion de una nueva matriz extracelular
(ECM, siglas en inglés) (Oliveira-Gonzalez et al., 2016). Los fibroblastos son estimulados
por factores de crecimiento (mayormente TGF-f3 y PDGF) para su proliferacion. Al tercer
dia, el sitio afectado dispone de abundantes fibroblastos que generan proteinas de la ECM

(hialurano, fibronectinas y proteoglucanos) y colageno. La sintesis de colageno es el



componente clave que otorga fuerza a los tejidos. El tejido fibroso, compuesto por una gama

de diferentes colagenos (mayormente colageno tipo I11), empieza a reemplazar el coagulo del
sitio afectado. Una vez establecida la ECM, los fibroblastos cambian de fenotipo a

miofibroblastos, permitiéndoles interactuar con proteinas circundantes, fibronectina,

coldgeno y ademas ayudan en la contraccion de la herida (Harper et al., 2014)

Proliferacion Remodelacién
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Figura 1. Progreso de las fases secuenciales de la reparacion de tejidos en relacién con el

tiempo.

La re-epitelizacion es el recubrimiento de una herida con tejido nuevo, un proceso
estimulado por una variedad de sefiales como el ON, citocinas y factores de crecimiento
incluidos el factor de crecimiento epitelial (EFG) y factor de crecimiento nervioso (NGF),
secretados por distintos tipos celulares presentes en la herida (Landén et al., 2016). La re-
epitelizacion se produce a partir de células madre presentes en las glandulas sudoriparas y
unidades pilosebaceas. La migracion y proliferacion de queratinocitos al sitio afectado inicia

por la presencia de diversas citocinas y factores de crecimiento. La proliferacion de
queratinocitos se caracteriza por la generacion de una infraestructura de filamentos
intermedios de queratina (Pastar et al., 2014; Ramirez et al., 2014; Rousselle et al., 2019).



La adhesion entre queratinocitos es mediada por uniones adherentes y desmosomas, que
tienen una relacion directa con el citoesqueleto. En el margen de la herida los queratinocitos
modifican su estructura cuboidal a células aplanadas. La regulacion de la proliferacion de
queratinocitos es dependiente de la disponibilidad de factores de crecimiento, el grado de
diferenciacion y moléculas de adhesion célula-sustrato como la integrina. Solamente los
queratinocitos basales poseen la capacidad de proliferar, mientras que los que se encuentren

en la capa suprabasal pierden esta propiedad (Savagner et al., 2005).

La angiogénesis es la formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de una
vasculatura pre-existente. Este proceso aumenta la presencia de vasos sanguineos en el sitio
afectado para suministrar oxigeno y nutrientes. Cuando existe un dafio a tejidos, la
angiogenesis puede ser estimulada por una variedad de factores de crecimiento, citocinas,
mediadores de lipidos e hipoxia. Uno de los mediadores proangiogenicos mas importantes es
el VEGF , pues su presencia es esencial para una reparacion correcta (Johnson et al., 2014).
Después del crecimiento de vasos sanguineos en las heridas, se produce un periodo de corte
vascular, eventualmente, la mayoria de los vasos reciéen formados se inhiben hasta que la

densidad de los vasos sanguineos vuelve a la del tejido normal (DiPietro, 2016).

Normalmente un organismo sano es capaz de reparar una herida de manera ordenada
y eficiente. Una herida aguda involucra la ruptura de la integridad de la envoltura de tejidos
blandos que rodea cualquier parte del cuerpo. El tiempo de cicatrizacion es definido por el
tamanio de la herida, profundidad y estructuras anatdmicas afectadas, causa de la herida, edad

y condicién fisica del paciente (Visha et al., 2019).

1.2.2. Remodelacién

La remodelacion, conocida también como maduracion, marca la fase final de la cicatrizacion
y se caracteriza por la generacion de una cicatriz. El objetivo principal es obtener un tejido
que soporte la maxima resistencia a la fuerza de tension, la reorganizacion, degradacion y
resintesis de la matriz extracelular. En la etapa final de la reparacion de tejidos se produce un
intento por recuperar la estructura tisular normal, y el tejido de granulacion se remodela
gradualmente, formando tejido cicatricial, disminuyendo la densidad celular y vascular,
presentando un aumento progresivo de la concentracion de fibra de colageno (Oliveira-
6



Gonzalez et al., 2016). En esta etapa los miofibroblastos, derivados de los fibroblastos, son
los responsables de la retraccion de la herida. En esta fase, se ralentiza la angiogénesis y el
colageno tipo Il del tejido granuloso es degradado por metaloproteinasas de colageno,
obteniendo colageno tipo I, que se reorganiza ain mas en fibrillas paralelas, formando una

cicatriz de baja celularidad.

La maduracion del tejido cicatrizado puede tomar meses o hasta afios. Durante este
proceso, la mayoria de vasos sanguineos, fibroblastos y células inflamatorias desaparecen
del sitio afectado ya sea por migracion, apoptosis u otro mecanismo de muerte celular
(Oliveira-Gonzalez et al., 2016). Las heridas curadas no son capaces de restaurar por
completo la calidad estructural del tejido intacto. La capacidad para aproximarse
similarmente al tejido original depende en gran medida del tamafio, profundidad, ubicacién
y el tipo de herida, asi como del estado nutricional, el cuidado de la herida y la salud general
del paciente (Teller et al., 2011).

1.3. Diferencias entre cicatrizacion aguda y cronica

En una herida aguda, todas las fases de cicatrizacidon proceden con normalidad, finalizando
debidamente y el tejido es reparado de forma organizada. La cicatrizacion aguda es un
proceso de sefializacion celular en cascada altamente dindmico y presenta eventos de
comportamiento que aseguran el cierre rapido de la barrera afectada. La redundancia de los
mecanismos compensatorios asegura que la presencia de pequefias alteraciones en esta
respuesta rara vez causen problemas en la cicatrizacién de heridas. Sin embargo, una
perturbacion constante puede ser suficiente para generar en el sistema complicaciones que
terminan en una cicatrizacion excesiva o que no se desarrolle completamente la reparacion
del tejido. Las heridas que no terminan de sanar después de un tiempo prolongado se conocen

como heridas crénicas (Tottoli et al., 2020; Wilkinson et al., 2020).

Una cicatrizacion cronica sucede cuando en la reparacion del tejido se presenta una
alteracion constante en la cascada de sefiales celulares y/o fases bioldgicas, ocasionando que
las heridas no sanen adecuadamente. En las heridas cronicas se presenta un estancamiento en

una o varias fases de la cicatrizacion, generalmente en la fase inflamatoria, lo que dificulta



la regeneracion tisular e impide que el tejido afectado cicatrice normalmente (Ceilley, 2017;
Krzyszczyk et al., 2018; Wilkinson et al., 2020).

1.4. Patologias clinicas en donde se producen defectos en la cicatrizacion

Las heridas crénicas afectan a mas de 6.5 millones de personas tan solo en los Estados
Unidos, con un costo estimado mayor a los 50 mil millones de délares de manera anual.
Ademaés del elevado costo que puede implicar su tratamiento, una herida que no cicatriza
debidamente causa pérdida de movilidad y capacidad para realizar tareas diarias, generando
una mala calidad de vida (Lanau-Roig et al., 2017; Ellis et al., 2018).

Una cicatrizacion cronica rara vez sucede en una persona sana y usualmente existe un
proceso subyacente. Existen varios factores que pueden afectar las fases de reparacion de
tejidos como isquemia e hipoxia en el tejido afectado, cirugias, tabaquismo, Ulceras,
enfermedades vasculares, infeccion, deficiencia nutricional, radiacion, uso de farmacos y
diabetes. De estos factores, la diabetes es uno de los factores mas preocupantes a nivel
mundial, tan solo en Estados Unidos hay méas de 20 millones de personas que padecen esta
enfermedad y se espera que para el afio 2030 sea el doble. La reparacion de tejidos puede
verse afectada de manera multifactorial, por ejemplo, el envejecimiento y la diabetes
predisponen al organismo a una herida cronica; la piel atrofiada como barrera y la reducida
hidratacion influyen en los cambios de respuesta en los mecanismos de cicatrizacion, perdida
de resiliencia y aumento a la susceptibilidad de dafio. A medida que la poblacion sigue
envejeciendo y las tasas de obesidad, diabetes y enfermedades cardiovasculares incrementan,
se espera que el nimero de heridas cronicas en todo el mundo aumente (Janis et al., 2014;
Frykberg et al., 2015; Ellis et al., 2018; Wilkinson et al., 2020).

1.5. Tratamientos antiinflamatorios y cicatrizantes

Durante siglos se han utilizado terapias tradicionales, principalmente por poblaciones rurales
de paises en desarrollo. Generalmente estas terapias pueden involucrar el uso de compuestos

derivados de animales y/o plantas. Las terapias tradicionales mantienen un papel central en



el cuidado de heridas debido a su eficacia clinica, simplicidad y accesibilidad. Estas terapias
representan una alternativa rentable para el tratamiento de diversas heridas dificiles de curar
(por ejemplo, tlceras, quemaduras y heridas infectadas) al proporcionar una amplia gama de
efectos terapéuticos que estimulan el proceso de curacion y mejoran la calidad del tejido
nuevo. Las terapias tradicionales también pueden combinarse con tratamientos clinicos
modernos, lo que permite el desarrollo de tratamientos terapéuticos innovadores que abordan
necesidades médicas importantes, como minimizar la resistencia bacteriana, supresion

inmunoldgica y/o reduccion del tiempo de cicatrizacion (Pereira et al., 2016).

Los procesos inflamatorios representan un riesgo debido a que son criticos para el
desarrollo de desordenes y enfermedades complejas como el sindrome metabdlico,
enfermedades autoinmunes, neurodegenerativas, cardiovasculares y cancer (Murakami &
Hirano, 2012). Los medicamentos tradicionales para inflamaciones agudas y cronicas son
variados, los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (NSAIDs, por sus siglas en inglés)
son de los mas utilizados y destacando el &cido acetilsalicilico (aspirina), ibuprofeno,
naproxeno, y ketoprofeno por mencionar algunos. EI mecanismo antiinflamatorio de los
NSAIDs consiste en la inhibicién de la actividad enzimatica de las ciclooxigenasas (COX),
responsables de la produccidn de prostaglandinas y tromboxano A2. La supresion de las COX
puede generar efectos secundarios como agregacion plaquetaria, desordenes
gastrointestinales, Ulceras, toxicidad renal, problemas cardiovasculares y la muerte. Los
glucocorticoides son otro grupo de farmacos muy efectivos que se unen a receptores
especificos, inhibiendo vias de sefializacion como AP-1 y NF-xB, regulando
consecuentemente la produccién de citocinas. Aunque son bastante efectivos, los efectos
secundarios de los glucocorticoides pueden ser severos: ulceras, sangrados gastrointestinales,

infecciones, inmunosupresion y dafio 6seo (Li et al., 2017)

Abordar las complicaciones de la cicatrizacion cronica es un desafio en medicina
debido al proceso de curacion con multiples vias de sefializacion celular. Para promover la
reparacion del tejido en una herida cronica se debe procurar de imitar las condiciones idoneas
para su progreso. Para optimizar la reparacion, la herida debe mantenerse limpia, presentar
tejido granuloso y estar libre de infecciones (Powers et al., 2016). Existen numerosas
estrategias para el tratamiento de heridas crénicas como auto/aloinjertos, biomateriales,

farmacos, apositos, entre otros. Varios tipos de farmacos estan disponibles como agentes
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cicatrizantes. El efecto de un farmaco sobre la herida dependera de su mecanismo de accion,
dosis y via de administracién en relacion con la fase de cicatrizacion. Los fa&rmacos derivados
de la plata, (por ejemplo: nitrato de plata) son considerados como el estandar de oro en el
tratamiento de heridas por su efecto antimicrobiano. Sin embargo, tiene efectos adversos
como resistencia bacteriana, decolora el tejido y debe aplicarse maltiples veces al dia para
mantener una concentracion suficiente. Otras sustancias comUnmente utilizadas son los
antimicrobianos, metilxantinas, retinoides, prostaciclinas, los antagonistas de calcio,
corticosteroides sistémicos, minerales y analgésicos. Estos medicamentos, sin embargo, no
estan exentos de inducir efectos secundarios, algunos de los cuales pueden dificultar el
proceso de cicatrizacion (Karukonda et al., 2000; Warriner et al., 2005).

El uso de apositos se ha preferido en los tratamientos de heridas crénicas porque
aportan un ambiente calido y de humectacion, ademas pueden adicionarse farmacos como
antimicrobianos. Otros tratamientos que estan ganando popularidad son los sustitutos
biosintéticos de piel, aplicacidn de presion reducida, y terapia de factores de crecimiento. Sin

embargo no son completamente eficaces (Ceilley, 2017; Mir et al., 2018; Nour et al., 2019).

1.6. Propiedades medicinales de plantas

Se han encontrado plantas de gran importancia por las propiedades medicinales y
nutricionales de compuestos bioactivos presentes en ellas. El uso de farmacos y suplementos
derivados de plantas y productos vegetales ha estado presente en la historia de la humanidad
(Arciniega-Carredn et al., 2020). Desde la antigiiedad las plantas medicinales han sido
utilizadas como una alternativa terapéutica para tratar diversas enfermedades. De acuerdo
con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), entre el 65-80% de la poblacion de paises
en desarrollo recurre a plantas medicinales como remedio. La demanda de la medicina
tradicional ha aumentado con el uso de plantas medicinales, destacandose su uso aun en
presencia de tratamientos alopaticos. Esto puede deberse al creciente interés, relacion costo-
efecto, aceptacion cultural, percepcion de seguridad y disponibilidad. Asimismo, mas de la
cuarta parte de los farmacos actuales derivan de plantas o de la sintesis de productos naturales

(WHO, 2013a; Palhares et al., 2015). Diversas etnias en todo el mundo recurren a las plantas
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medicinales para tratar padecimientos como lesiones, infecciones y/o enfermedades. En
México, las plantas medicinales tienen un uso y aceptacion social e incluso por profesionales
de la salud. Entre las plantas que se utilizan medicinalmente en Meéxico se encuentra la hierba
buena (Mentha spicata), jamaica (Hibiscus sabdariffa), granada (Punica granatum), la
calabaza (Cucurbita pepo) entre otros. La sintesis de metabolitos les otorga a las plantas
validez cientifica para utilizarse en terapias contra distintos padecimientos. Estos compuestos
son biosintetizados naturalmente y se conocen varios tipos como los alcaloides, cumarinas,
saponinas, esteroides y terpenos ( Shah et al., 2014; Alonso-Castro et al., 2017; Shedoeva et
al., 2019).

La familia Cucurbitaceae tiene una variedad de especies conocidas y domesticadas
para beneficio humano. Existen especies en esta familia con evidencia cientifica sobre sus

propiedades medicinales (Reimers et al., 2019; Salehi et al., 2019).

1.7. Ibervillea sonorae

En la familia de las Cucurbitaceae se encuentra el género de Ibervillea, que es conformado
por ocho especies con caracteristicas similares (I. fusiform, I. maxima, I. hypoleuca, I.
guatemalensis, 1. millspaughii, I. lindheimeri, I. tenuisecta e I. sonorae) distribuidas desde el
sur de Estados Unidos hasta el norte de centroamérica, la mayoria presente en México.
Ibervillea sonorae (S. Watson) Greene , comunmente conocida como “wereke” o
“guareque”, se encuentra en climas semiaridos del noroeste de México (Kearns, 1994; Lira-
Saade, 2001; Schaefer et al., 2010).

I. sonorae es considerada un bejuco trepador perene, sobresale la raiz de aspecto
tuberculoso y tiene tallos delgados. El fruto es ovoide de (3-5 cm de largo), presenta un color
verde con franjas oscuras y puntos blancos, al madurar el color se torna naranja, amarillo o
rojo, dependiendo de su estado de madurez. El fruto posee numerosas semillas color negro.
Cuando florece en primavera, presenta pétalos de color amarillo de un didmetro de 4-5 mm
(Arredondo-Gomez, 2005).

La raiz se considera morfoldgicamente como tuberosa debido a que presenta una

rizodermis a nivel histolégico, abundante parénquina interno y un sistema vascular disperso
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caracteristico de raices tuberosas de dicotiledoneas con crecimiento secundario. Ademas,
carece de escamas, nudos y entrenudos. Tradicionalmente, diversos grupos étnicos utilizan
la raiz de 1. sonorae para tratar de manera empirica diversos padecimientos (Estrada-Zufiga
et al., 2012; Sinagawa-Garcia et al., 2015).

. sonorae es utilizada de manera medicinal por grupos étnicos como los Mayos, Opatas,
Seris y Yaquis para tratar afectaciones de la piel, Ulceras estomacales, artritis, reumatismo,
enfermedades cardiacas, heridas, diabetes y cancer. Actualmente, su consumo ha ido en
aumento como alternativa terapéutica eficiente para tratar la diabetes mellitus (Alarcon-
Aguilar et al., 2002; Morales et al., 2012; Estrada-ZUfiga et al., 2012; Jardon-Delgado et al.,
2014; Zapata-Bustos et al., 2014; Torres-Moreno et al., 2019).

1.7.1. Actividades bioldgicas de Ibervillea sonorae

El uso de I. sonorae para tratar enfermedades en la medicina tradicional ha atraido el interés
cientifico para estudiar su potencial biolégico. Se ha reportado que extractos, fracciones o
compuestos obtenidos de I. sonorae poseen actividad hipoglucemiante, antiinflamatoria,
antitumoral, antioxidante, antimicrobiana, antifungica, antiproliferativa e inductora de
apoptosis (Tabla 1) (Alarcon-Aguilar et al., 2002, 2005; Ruiz-Bustos et al., 2009; Robles-
Zepeda et al., 2011; Angel Jardon-Delgado, 2014; Zapata-Bustos et al., 2014; Sinagawa-
Garcia et al., 2015; Ndfez-Gastélum et al., 2018; Torres-Moreno et al., 2019; Vidal-
Gutiérrez et al., 2020).
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Tabla 1. Actividad bioldgica reportada de Ibervillea sonorae.

mg/kg, p.o.

mas tratamiento.
Posteriormente se miden
niveles séricos de Glu,
perfil de lipidos y un

mg/kg més HFF,
respectivamente. Glu
reduccion de 43.4y
45.9%, Tri reduccién

Efecto Partede | Tipode Sujeto . Esquema de .
o : Dosis . Resultados Referencia
Bioldgico la planta | extracto experimental evaluacion
Raiz *DL Ratones CD1 150 — 850 Glu sérica en un periodo | Sanos, 600 mg/kg: Alarcén-Aguilar
normoglucémicos y | mg/kg, p.o, i.p. | de 360 minutos reduccion de 24.2%. | etal., 2002
diabéticos Diabéticos: sin efecto
DL Ratones CD1 300y 600 Glu sérica en un periodo | 600 mg/kg reduccion
mg/kg, i.p de 360 minutos de 39.8%
DCM Ratones CD1 300y 600 Glu sérica en un periodo | Sanos: 600 mg/kg,
normoglucémicosy | mg/kg, i.p. de 360 minutos reduccion de 70.9%,
diabéticos Diabetes: 300 mg/kg,
murid el 100%
Raiz DCM Ratas Wistar 300 mg/kg, p.o. | Administracion diaria Peso aumento de Alarcon-Aguilar
diabéticos durante 41 dias. 17% et al. 2005
Monitoreo del peso Glu reduccion de
® corporal y los nivelesde | 13.5%
g Glu, AU, TGO, TGP, AU reduccién de
= Col y Tri en plasma 52.2%
5] TGO aumento de
= 6.9 %
8 TGP aumento de
T 29.3%
Col reduccion de
52.8%
Tri reduccion de
3.2%
EM Ratones CD1 i.p. 300 y 600 Glu sérica durante un 300 mg/kg:
Normoglucémicos | mg/kg periodo de 360 minutos reduccion de 7.4%
600 mg/kg:
reduccion de 22.3%
Raiz EA Ratones ICR 100, 200 y 400 HFF durante 8 semanas 400 mg/kg y 400 Rivera-Ramirez

etal., 2011
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ensayo de peroxidacion
hepaética.

de 32.3 y aumento de
43.5%,

Col reduccion de
17.1y 18.8%,

HDLC reduccién de
62.9y 21.1%,

LDLC aumento de
45.3 y reduccién de
17.3%

Raiz

DCM,
EM, Agua

Ratones ICR
normolipémicos e
hiperlipémicos

150, 300 y 600
mg/kg, p.o.

Niveles séricos de perfil
de lipidos, Glu y perfil
hepético después de 28
dias de tratamiento.

DCM, EM y agua
(600 mg/kg): Glu
aumento de 46.3, 143
y 109.4%. Tri:
reduccion de 32.3,
aumento de 16.1,
reduccion de 5.7%.
Col: reduccién de
8.9, aumento de 3.4,
6.5%, HDLC
reduccion de 9.0, 5.5
y 9.7%. LDLC:
reduccion de 32.2,
aumento de 158y
reduccion de 5.9%

Pazos-
Guarneros et al,
2009 (tesis)

Hipoglucemiante

Raiz

MA, ML,
IAelL

Células gliales de
Bergmann

50 pg/ml

Efecto sobre el transporte
de Glu en células gliales
de Bergmann.

Captacion de Glu de
MA, ML, 1A e IL,
respectivamente:
aumento de 61.8, 60,
64, 141.9%.

Hernandez-
Diaz, 2011
(tesis)

Raiz

MA, ML,
1A, IL

Ratones CD1,
Ratas Wistar

LDso 200-1000
Glu 400 mg/kg,

i.p.

LDsg de extractos y
actividad
hipoglucemiante in vivo
de ML.

DLso de MA, ML, 1A
elL,
respectivamente:
1173, 963, 1140y
1061.1 mg/kg. Glu de
ML: reduccion de
16.5%

Hernandez-
Diaz, 2011
(tesis)
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Raiz EA Ratones CD1 sanos | 250 mg/dia, p.o. | Efecto sobre niveles de Diabéticos: Glu Banderas-
y diabéticos Gluy Tri después de 30 reduccion de 45.8% y | Dorantes et
dias de tratamiento Tri reduccién de al.,2012
39.8%
Células RAW EHE: 25-50 Efecto antiinflamatorio ONy TNF-a de EHE
264.7 Frac. 5-10 de los extractos en la y Frac,
ug/ml produccion de éxido respectivamente: ON:
nitricoy TNF-a reduccion de 17.7y
47.3%.
EHE TNF-a: Sin efecto en | Nevarez-
Raiz Frac y ambos tratamientos. Ramirez, 2014
Ratones CD1 Ext.: 25, Efecto antiinflamatorio Reduccion de la (tesis)
hembras Frac: 25 en modelo de edema inflamacién de EHE
mg/ratén, p.o. murino inducido con y Frac,
aceite de croton respectivamente:
disminucion de 54.5
y 53.4%
Raiz ONy TNF-a de
o frutos y raiz,
5 respectivamente (%):
b= Células RAW Efecto s_o’bre Ia, . ON: reduccion de 70 | Torres-Moreno
= EM 6.25-50 pg/ml produccion de 6xido
< Frutos 264.7 nitrico v TNE-o. y 70. etal., 2019
= y ' TNF-a: solo frutos
= mostro efecto,
< reduccion de 30 %
Efecto antunflamatorlo La pomada con 40% )
. Pomadas con sobre edema auricular . Ramirez-Sotelo
. Ratones albinos : . . del extracto: ;
Raiz EA 10, 20,30y inducido por aceite de oo etal., sin
machos . . disminucion de o
40% de extracto | croton al 5% por via especificar
- 46.21%
topica
Efecto antiinflamatorio KD: reduccion de Jardén-Delgado
Raiz KD Ratones CD1 1 mg/oreja en modelo de edema . etal., 2013
. . 41%
inducido por TPA
N . ON 'y TNF-o (%) de
Aul EfEICIO antnnflamat:)rlo KA, Cllb y KA+Cllb | Estrada-Garcia,
Raiz KAY Celulas RAW 3.1-50 pg/ml € los e>_<t,ractos,e|_1 a respectivamente. ON: | 2019 (tesis)
Cllb 264.7 ' produccion de 6xido | '

nitrico y TNF-a

reduccion de 64.3,
61.7y 66.4.
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TNF-a: -47.8, sin
efecto y 36.1

Inhibicion de las
muestras en xenoinjertos

Inhibicion de Cllib,
frac. EtOH y frac.

T 200 pL, , EtOAc;
Ratones atimicos ; de células tumorales en ' ]
= subcutaneo ratones respectivamente:
g . Clib, FP inmunosuprimidos reduccion de 70, 86 y Vidal-Gutiérrez,
3 Raiz EtOHy FP 68% 2020 (tesis)
= EtOAC EDso de Clib, FP
< Clib 30 uM. EtOH y FP EtOAC,
Células HeLa Frac 30y 50 Efecto antiproliferativo respectivamente: 5.8
pg/mL uM, 33 pg/mL y 18.6
ug/mL.
ICso de raiz y fruto,
Raiz EM i 6.25 - 50 pg/ml respectivamente: 3.1
o Lineas celulares: S y 3.6 ug/ml Torres-Moreno
> HelLa, RAW 264.7, Efecto antiproliferativo etal., 2019
o A549y L929 ICso de raiz y fruto,
= Frutos EM 6.25 - 50 pg/ml respectivamente: 3.1
s y 3.6 ug/ml
|= Lineas celulares: .
< HeLa. ICso de KA: 61.5 Mm Torres-Moreno
Raiz Eg‘g M12AK.C3F6, 0 - 50 pg/ml Efecto antiproliferativo KBD, sin actividad et al., 2015
AS49 y RAW hasta 100 pM
264.7
Se generaron cultivos | A. grasos, contenido
celulares a partir de callos | fendlico y EC50 de Estrada-Zufioa
Callo EMyEH Cultivos celulares 500 ul y se determinaron las | callo: 48.57 mg g, g
® - ) 3 et. al., 2012
L concentraciones de & |57.1 mg GAE gy
£ grasos y fenoles 573.3 Mg mL™?
E Efecto antioxidante Conten!do total  de ~
= . - fenoles: >10 mg Nufiez-
c EM 5 mg/ml determinando contenido
< . EAG/g. Gastelum et. al.,
Raiz acuoso - extracto EM al | total de fenoles vy Actividad 2018
(80%) 80% mediante las técnicas de

DPPH, ABTS, FRAP.

antioxidante en 20,
46.15 y 16.49 pmol
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ET/g para DPPH,
ABTS y FRAP

Efecto antioxidante

Reduccién de
radicales libres en

Raiz i 1-100 pg/mL determinando el DPPH: Frutos: 82%, | .o vrooo
EM contenido total de fenoles | raiz: 70%. En FRAP,
. . P . etal., 2019
y mediante las técnicas raiz tiene el mejor
Frutos - 1-100 pg/mL de FRAP, DPPH efecto (365.5 uM
Fe(11)/g)
Induccidn de apoptosis
de doble tincién con Torres-Moreno
Raiz E’é‘g Células HelLa 0-50 uM/mL | anexina V-FITC ioc')o t';gsﬂgsge;}:a etal., 2015
2 (AN)/ioduro de propidio hop T
g (P)
S Induccién de apoptosis Induccién de
< . Lineas celulares: 1.56-100 de dqble tincion con apoptosis en Helay Torres-Moreno
Raiz Clib Hela v A549 M/mL anexina V-FITC Ab549, etal. 2015
y K (AN)/ioduro de propidio | respectivamente: N
(PD) 56.9y 52.3%
Hexano,
. DCM, Lineas celulares: o Vega-Avila et.
- Raiz EtOH. y T47Dy Hela 0 - 1500 pg/ml Efecto citotoxico EDsg < 20ug/ml al.. 2009
S agua
8 EM
x
= ' EM, Frac EtOAc . .
[ Frac ' ' Quintanilla-
Raiz Hexanoy | Células L5178Y-R 7.81 - 500 Efecto citotoxico Frac He'xano (500 Liceaet. al.,
pg/mL pg/mL): 63, 73y
Frac 6% 2016
EtOAC °

*DCM: diclorometano. p.0.: via oral. p.i.: via intraperitoneal. EA: extracto acuoso. EHE: extracto hidroetanolico. Frac: fraccionado. EM:
extracto metandlico. EH: extracto hexanolico. HFF: dieta alta en grasa y fructosa. Glu: glucosa. AU: a. Urico. TGO: aspartato
aminotransferasa. TGP: alanina aminotransferasa. Col: colesterol. Tri: triglicéridos. HDLC: colesterol de lipoproteinas de alta densidad.
LDLC: colesterol de lipoproteinas de baja densidad. KA: kinoina A. KBD: kinoina B diglucésido. Cllb: cucurbitacina Ilb. FP:
fitopreparado. EtOH: etanol. EtOAc: acetato de etilo. DL: Decoccion liofilizada. MA: maceracion y aspersion. ML: maceracion y
liofilizacion. 1A: infusion y aspersion. IL: infusion y liofilizacion. DLso: dosis letal 50. EDso: dosis efectiva 50.
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1.7.2. Composicion quimica de los extractos

Los estudios sobre la composicion quimica de I. sonorae han reportado una amplia variedad
de metabolitos secundarios, destacando el trabajo de maestria de Garcia-Aranda dénde se
realizd un analisis fitoquimico cualitativo de los EM y etandlico (EtOH) de la raiz de I.
sonorae. Los metabolitos secundarios reportados fueron cumarinas, sesquiterpelactonas,
azucares reductores, quinonas, taninos, saponinas, alcaloides y flavonoides. La presencia de
estos metabolitos presentes en la raiz le otorgan a I. sonorae un gran potencial como planta
medicinal. Tanto flavonoides como taninos se les atribuye un efecto hipoglucemiante y son
capaces de interactuar con radicales libres (Garcia-Aranda et al., 2013; Al-Ishaqg et al., 2019).
Las cumarinas son una familia de benzopirinas y presentan una amplia actividad bioldgica;
antioxidante, antimicrobiana, antifingica, anticancerigeno, hipoglucemiante, analgésica y
antiinflamatoria (Matos et al., 2015). Las sesquiterpelactonas son compuestos que poseen un
anillo y-lactona con un grupo a-metileno, a las que se les atribuye un efecto anticancerigeno
y citotoxico (Suarez-Medina et al., 2016). Los alcaloides son moléculas que contienen al
menos un atomo de nitrégeno, usualmente en un anillo; se les atribuye una actividad
antiinflamatoria, anticancerigena, analgésica, anestésica, antimicrobiana, entre otros (Kurek,
2019). Las saponinas son compuestos triterpoides o esteroides a los que se les atribuye un
efecto antimicrobiano, antitumoral, hepatoprotector, hemolitico y antiinflamatorio
(Moghimipour et al., 2015).

Adicionalmente, se han identificado distintos compuestos en |. sonorae que pueden
ser responsables de los efectos reportados en sus extractos (Tabla 2). Los compuestos que
han sido identificados son principalmente alcoholes, alcanos, ésteres, aromaticos, alquenos

ciclicos, amidas y acido palmitico (Morales et al., 2012).

18



Tabla 2. Compuestos identificados en Ibervillea sonorae con potencial bioldgico.

No. Nombre No. Nombre
1 Pentanamida 20 5-Metil-2-carboximetil ciclopentanona
2  4-Metil-3-penten-2-ol 21 1-Ciclopentil-5-metilhex-2-en-1-ona
3 4-hexen-3-ona 22 4,5-Dimetilnonano
4  3-Hexen-2-ona 23 Vinilbenceno
5 3-Metil-2-ciclopentenona 24 N,N-Dibutilformamida
6 3-Metilhexano 25 Hexadecanoato de metilo
7  2-Metilpentan-2,3-diol 26 Etanoato de n-butilo
8  4-Metilpentan-1,4-diol 27 1,3-Dimetilbenceno
9  2-Metil-2-pentenol 28 1,2-Dimetilbenceno
10 3,5-Dimetil-4-hidroxi-2- 29 1-Metil-4-isopropenilciclohexeno

hexanona

11  2-Metil-4-hidroxi-3-heptanona 30 Acido hexadecanoico

12 1-Etoxi-3-metil-2-penteno 31 2-Butenoato de n-butilo
13 2-Metilhepten-3-ol 32 1,3,5-Trimetilbenceno
14 3,4-Dimetilhexa-2-ona 33  2-Metil-6-etildecano

15 Decano 34 Kinoina A

16 3-Metilenciclopenteno 35 Kinoina B

17 Undecano 36 Kinoina B diglucésido
18 Dodecano 37 KinoinaC

19 2-Butenoato de isopropilo 38 Cucurbitacina Ilb

Morales et al., 2012; Jardon-Delgado et al., 2014, Torres-Moreno et al., 2015; Torres-
Moreno et al., 2020.

También se han aislado de la raiz compuestos tipo cucurbitacina, conocidos por su
actividad anticancerigena y antiinflamatoria. Se ha demostrado la capacidad de cucurbitacina
I1b (Cllb) para inducir un efecto antiproliferativo y apoptético sobre dos lineas celulares
cancerigenas (HeLa y A549) (Hussain et al., 2018; Torres-Moreno et al., 2020).
Adicionalmente, Cllb y kinoina A (KA) (Figura 2) demostraron una capacidad para reducir
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los niveles de ON, sin embargo, solamente KA disminuyd las concentraciones de TNF-a.
producidas por células tumorales murinas RAW 264.7 sin presentar citotoxicidad en la mayor

concentracion evaluada 50 ug/mL (Estrada-Garcia et al., 2019).

Figura 2. Estructura molecular de cucurbitacina llb y kinoina A. Ambos compuestos poseen
un esqueleto tetraciclico de 30 atomos de carbono. Cllb (izquierda) posee un grupo hidroxilo
en el carbono 2, y un oxigeno en el carbono 22. KA (derecha) carece de grupo en el carbono
2 pero posee un grupo hidroxi en el carbono 22 y un doble enlace entre los carbonos 23y 24.
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1. JUSTIFICACION

Actualmente existe la necesidad de obtener nuevos productos como alternativa a los
tratamientos actuales de enfermedades inflamatorias y de heridas que promuevan la
regeneracion de tejido. En este contexto, Ibervillea sonorae es una especie que posee un gran
potencial por los fitoquimicos presentes en dicha planta. Estudios anteriores han demostrado
que el extracto metanolico de la raiz posee un gran efecto bioldgico. Esto ha generado un
creciente interés en evaluar la actividad antiinflamatoria, el potencial cicatrizante y toxicidad

in vivo de los extractos metanolicos de la raiz de Ibervillea sonorae.
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I11. OBJETIVO

I11.1. Objetivo general

Evaluar la actividad antiinflamatoria y cicatrizante in vivo de extractos metandlicos de la raiz

de Ibervillea sonorae.

111.2. Objetivos especificos

e Evaluar el efecto antiinflamatorio del extracto metanolico de la raiz de Ibervillea
sonorae sobre edema auricular inducido por TPA (13-acetato de 12-
tetradecanoilforbol) en un modelo murino.

e Evaluar el efecto cicatrizante de extracto metandlico de la raiz de Ibervillea sonorae
por via topica en un modelo murino.

e Evaluar la toxicidad oral aguda del extracto metanolico de la raiz de Ibervillea

sonorae.
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1. Recoleccion e identificacion de material vegetal

La muestra no probabilistica de la raiz de I. sonorae fue colectada en Hermosillo, Sonora,
México (29°08'56.7 N, 110°56'41.6 W; 380 m.s.n.m) durante el mes de septiembre de 20109.
La planta I. sonorae fue identificada en el herbario de la Universidad de Sonora por el Ing.
Jesus Sanchez Escalante, dejandose una muestra en el herbario con el nimero de voucher
29337.

1V.2. Generacién de los extractos metandlicos de Ibervillea sonorae

Las muestras de la raiz se secaron a la sombra a temperatura ambiente. (1.6 kg) fueron
pulverizadas utilizando un molino Wiley, obteniendo un polvo fino al cual se le adicion6
metanol (1:10 p/v) y se mantuvo a temperatura ambiente y privado de luz por 10 dias,
agitando ocasionalmente. El extracto fue filtrado utilizando papel Whatman No. 1 y secado
en un evaporador rotatorio (Yamato RE300) a 45 °C bajo presién reducida para generar el
extracto metandlico crudo (EMR). EI EMR fue almacenado a 4°C hasta su uso (Torres-
Moreno et al., 2020).

IV.3. Animales de experimentacion

Para llevar a cabo la evaluacion del efecto antiinflamatorio y cicatrizante in vivo se emplearon
ratones albinos machos de la cepa CD1, para la prueba de toxicidad se utilizaron ratones
albinos CD1 hembras proporcionados por el bioterio de la Facultad de Medicina de la
Universidad Autonoma del Estado de Morelos (UAEM). Los ratones presentaban una edad

entre 13 — 15 semanas, un peso corporal de alrededor de 28-40 g y mantenidos en condiciones
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de esterilidad, con un ciclo 12/12 horas de luz/oscuridad y una temperatura de 24°C. Se les
proporciond alimento y agua ad libitum.

Todos los procedimientos experimentales se manejaron bajo la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-ZO0-199 y el protocolo aprobado por el Comité de Etica en
Investigacion de la Universidad de Sonora (CEI-UNISON).

IV.4. FArmacos y reactivos

La realizacion de este trabajo consistio en la evaluacion del efecto antiinflamatorio y
cicatrizante del EMR de I. sonorae. En todos los protocolos los ratones fueron inducidos con
anestesia ketamina (100 mg/kg) y xilazina (10 mg/kg) o pentobarbital (63 mg/kg) de acuerdo
con lo indicado por el protocolo. Para llevar a cabo el modelo antiinflamatorio fue necesario
el uso de EtOH como disolvente para una aplicacion topica del EMR de I. sonorae. Se utiliz6
el farmaco indometacina como control positivo a la concentracion de 1 mg/oreja. La
induccion del edema auricular consistio en la administracion de TPA (13-acetato de 12-
tetradecanoilforbol) a una concentracion de 2.5 pg/pL por oreja. Para la obtencidn de sangre
periférica se utilizé heparina (1000 UI/mL) como anticoagulante.

El modelo de cicatrizacién se realizo aplicando sobre el tejido afectado el EMR de |I.
sonorae, utilizando solucion salina fisiologica al 0.9% como vehiculo. Tanto la Indometacina

como el EMR de I. sonorae fueron preparados el dia de experimentacion.

IVV.5. Modelo de edema auricular inducido por TPA

La actividad antiinflamatoria fue determinada utilizando el modelo de edema auricular
inducido por TPA (Figura 3). Los ratones fueron anestesiados con pentobarbital (63 mg/kg)
por via intraperitoneal y después se les cortd el pelo que colinda con las orejas para que no
interfiera con los tratamientos. La induccién del edema se realizé agregando TPA (2.5
pg/oreja) (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA) y EtOH (control negativo). Posterior a
la aplicacion de TPA (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA), se administro diclofenaco
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(1 mg/oreja) disuelto en EtOH al grupo control positivo. EI EMR de 1. sonorae (0.1-10
mg/oreja) disuelto en EtOH fue aplicado por via tpica en la oreja tratada. Una vez agregado
el TPA en cada pabelldn de la oreja (5 puL/pabellon), se aplicaron los tratamientos (TPA y
vehiculo, I. sonorae e indometacina) en un volumen de 20 pL/oreja (10 uL/pabellon). Al
transcurrir 4 horas se sacrificaron los animales por sobredosis de anestesia y se obtuvo una
biopsia circular de ambas orejas (con y sin tratamiento) con un sacabocado (6 mm de
diametro). Las biopsias de ambas orejas (oreja izquierda control basal y derecha oreja con
tratamiento) fueron pesadas en una balanza analitica para obtener el porcentaje de

inflamacién utilizando el siguiente célculo:

100 * peso de biopsia tratado con EMR

% de inflamacion = ( ) — 100

peso de biopsia tratada con vehiculo

Tratamientos:

* Sin tratamiento

* TPA+ vehiculo

* | sonorae (0.1,1, 5y 10 mg/oreja)

» Indometacina (0.25, 0.5, 0.75 mg/oreja)

Induccién de " """""""""""""""""""""""""" 3
aliestesia v

] | | ] Tiempo
| | | | | | (horas)
0 1 2 3 4

Aplicacion de
TPA Ratén CD1, machos,
(29-40 g), n=6-8.
sinf’ ~
tratamiento

Sacrificio, obtencion y pesaje
de biopsias

*Calculo de % de inflamacion
*Curva dosis respuesta

Figura 3. Protocolo para evaluar el efecto antiinflamatorio del extracto metanélico de la raiz
de I. sonorae.
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IV.5.1. Cuantificacién de células

Los tratamientos evaluados pueden afectar la respuesta inmunoldgica del organismo en un
proceso inflamatorio. Teniendo esto en consideracion, se tomo sangre periférica de los

ratones cada hora en un lapso de 4 horas.

La obtencion de sangre consistié en una puncion en la region retro orbital utilizando
un tubo capilar. En este proceso se aplico isoflurano sobre el ratdn para mantenerlo
inconsciente e inmovil durante la extraccidn sanguinea. La sangre se obtuvo por capilaridad
del seno venoso, llenando el tubo capilar que contiene heparina como anticoagulante. Para
generar el frotis sanguineo, utilizando una micropipeta se tomo del tubo capilar una parte de
la muestra sanguinea (3 pL) y se coloc6 una gota en un extremo de un portaobjeto. Con otro
portaobjeto se aplicd presion sobre el portaobjetos con la gota de sangre, manteniendo un
angulo aproximado de 45°, de tal manera que la sangre se distribuyera en todo lo ancho del
cristal. Se deslizd el portaobjetos hacia el otro extremo del portaobjeto, obteniendo una

distribucién homogénea de la sangren (Figura 4).

La identificacion de las células presentes en los frotis sanguineos requiere de la
tincién Wright. Se colocaron los frotis en una bandeja para realizar tinciones y se les agreg6
la tincion Wright a los frotis hasta que se cubriera toda la superficie del portaobjetos por un
tiempo de 10 minutos. Posteriormente se adicion6 buffer de fosfato en los frotis sanguineos
de tal manera que cubrieran toda la superficie del portaobjetos durante 10 minutos.
Finalmente fueron lavados con agua comun y se dejé escurrir el agua remanente para facilitar

su secado.

La cuantificacion de células se realiz6 de manera manual utilizando un microscopio
optico, el conteo diferencial de leucocitos permitié estimar un porcentaje relativo de los
leucocitos (monocitos, monocitos, linfocitos, basofilos y eosinofilos) sobre los tratamientos

evaluados en el modelo de edema auricular inducido por TPA.
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Tratamientos:
« Sin tratamiento

Ratén CD1, machos » TPA + vehiculo
(29-40 g), n=6-8. * I sonorae (0.1, 1, 5y 10 mg/oreja)

* Diclofenaco (1 mg/oreja)
Induccion de

anestesia ‘
| ] ] ] ] | Tiempo
I 1 | | 1 (horas)
0 1 2 3 4
Aplicacionde # 4
TPA e A -
v' Medicién del grosor de la oreja 2 l
v" Obtencidon de muestra de sangre y frotis . J

v" Tincién de Wright J

*Construccioén curso temporales
» Cuantificacion de células

Figura 4. Protocolo para evaluar el efecto antiinflamatorio.

1VV.6. Modelo de cicatrizacion

Para evaluar el potencial efecto cicatrizante de los tratamientos los ratones fueron inducidos
a anestesia con ketamina y xilazina (100/10 mg/kg), intraperitoneal. Posteriormente se rasuro
el dorso y se generd una herida con un sacabocados (6 mm). Una vez generada la herida con
una micropipeta se administré en la herida los tratamientos evaluados (10 pl): sin tratamiento,
solucion salina fisiologica 0.9% (vehiculo), 1. sonorae (2, 5, 10 mg/oreja) e indometacina (1
mg/kg). Se mantuvieron en observacion por 4 horas para prevenir algin dafio que pudieran

autogenerarse en la zona afectada (Figura 5).

La cinética de cicatrizacién se registré6 mediante fotografias que fueron tomadas el
dia 0, 1 y cada 3 dias hasta el dia 18 post lesion. El area de la herida se obtuvo mediante un
software analizador de imagenes (Imagel) y se realizaron los célculos de la cinética de

curacion de cada tratamiento.
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1.Herida y toma de fotografias
2. Tratamiento:
*Sin tratamiento
Induccién de °Solucidn salina
anestesia  °/. sonore (2, 5y 10 mg)

| |

Ratén CD1, macho,
(29.4-40.4 g), n=6-7.

Corte de pelo

Calculo de area de herida
mediante el software Image

Toma de fotografias

Figura 5. Protocolo para evaluar el efecto cicatrizante.

IV.7. Toxicidad Oral Aguda

La toxicidad aguda del EMR de I. sonorae se determind mediante la prueba de toxicidad oral
aguda establecida por la Organizacion Europea para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdmico (OECD). Se utilizé el método “Up & Down” tiene como finalidad evaluar la
toxicidad de la sustancia utilizando el menor nimero de ratones. EI método se basa en dos
pruebas: una prueba limite y una prueba principal. Se empieza con la prueba limite, la cual
consiste en administrar una concentracion alta del EMR de 1. sonorae (5,000 mg/kg), p.o., a
un ratén con ayuno previo de 2 horas. Se deja en observacion por 48 horas, si el ratén
sobrevivid, se administra la misma concentracion a otro raton y se mantiene en observacion.
Si sobrevive, el proceso se repite sucesivamente con otro raton, hasta haber evaluado cinco
ratones. Si los cinco ratones sobrevivieron se establece que la dosis letal 50 (DLso) es mayor
a 5,000 mg/kg. En cambio, si un ratobn muere, finaliza la prueba limite y se da paso a la prueba

principal (Figura. 6).
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|:> Si el raton vive durante 48h, inicia la prueba en otro raton.

Raton 1 Raton 2 Ratéon 3 Raton 4 Raton 5 .
Prueb :
-1 5,000 mg/kg, [ 5,000 mg/kg, [E5,000 mg/kg, [E5,000 mg/kg, 95,000 mglkg, ':‘;Sgo'gta' 32
p.o. p.o. p.o. p.o. p.o. ’ me/ke

Un ratén muere

[ Prueba principal ]

Figura 6. Diagrama del método de la prueba de toxicidad oral aguda establecido por la
OECD.

En la prueba principal, se administran distintas concentraciones establecidas por la
OECD mediante el método “Up & Down” a los ratones. Como recomendacion de la OECD
cuando no se conocen antecedentes sobre la toxicidad de la sustancia es iniciar la primera
dosis con 175 mg/kg, p.o., manteniéndolo en observacién durante 48 horas. La progresion de
dosis se basé en unidades medias logaritmicas (correspondiendo a una progresion de dosis
con un factor de 3.2) En esta prueba si el raton vive, se administra una dosis mayor al
siguiente raton. En cambio, si el ratdn murid, la siguiente dosis que se administra a otro raton
es menor. Este criterio de “arriba y abajo” se mantuvo durante la evaluacion hasta obtenerse

una media geométrica para obtener la DL del EMR de 1. sonorae. En la Figura 6 se observan
varios ejemplos de como funciona el método Up & Down para determinar la DL de una

sustancia (Figura 7).
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Dosis N° de ratdon Dosis N° de raton Dosis N° de raton
(mg/kg) 21314l s (mg/kg) 21345 (mg/kg) 21314

0.55 0.55 0.55

1.75 1.75 1.75

5.55 5.55 5.55 X
17.5 17.5 17.5 X

55 55 55 X

175 175 175

550 Ol |10 550 @) 550

1750 X| | X|| 1750 @) 1750

5000 5000 O 0 5000

Obtencion de DL50 en base

a la media geométrica.

Figura 7. Ejemplos del método 425 “Up & Down” establecido por la OECD para determinar

la DL50 de una sustancia.

1VV.8. Andlisis Estadistico

Los resultados fueron expresados como la media + error estandar de la media (SEM) de tres
experimentos independientes. Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA), asi como una
prueba de Bonferroni para poder comparar entre todos los grupos experimentales de un

mismo tratamiento. Se consideré que existe una diferencia estadisticamente significativa

cuando el valor de p <0.05.

DL, : > 5000 mg/kg
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

V.1. Efecto antiinflamatorio del extracto metandlico de la raiz de Ibervillea sonorae

El efecto antiinflamatorio de I. sonorae se determin6 mediante el modelo de edema auricular
inducido por TPA. Una vez que se aplico el TPA a la oreja, se administraron diferentes dosis
del EMR (0.1 — 10 mg/oreja). Después de un lapso de 4 h, se obtuvo una biopsia de la oreja
tratada y otra biopsia de la oreja sin tratamiento, con el objetivo de determinar el % de
inflamacion y del efecto antiinflamatorio. Los resultados de la inflamacion auricular de las
dosis de 0.1, 1, 3, 5.7 y 10 mg/oreja de EMR de I. sonorae fueron de 174.9 + 14.3, 148.6 £
6.1,111.0 £ 10.3, 79.9 + 10.1 y 37.2 + 4.5% respectivamente. La grafica de la inflamacién
auricular aguda permite visualizar el comportamiento de los tratamientos evaluados (figura
8A). La dosis de EMR de 1. sonorae que presentdé mayor actividad fue la de 10 mg/oreja. El
tratamiento que mantuvo los niveles de inflamacion mas bajo (32.4%) fue el del control
positivo (1 mg indometacina /oreja), por consiguiente, también presentd el efecto
antinflamatorio mas alto (84.4%). EI EMR de I. sonorae presenta un efecto dosis-respuesta,
siendo la concentracion de 10 mg/herida la que posee mejor actividad. El efecto
antiinflamatorio se determiné mediante una curva dosis-respuesta, indometacina (1
mg/herida) presentd un efecto antiinflamatorio 84.4%. La dosis de 0.1 mg/oreja no presentd
capacidad antiinflamatoria, a diferencia de las concentraciones de 1, 3, 5.7 y 10 mg/oreja de
EMR de I. sonorae que obtuvieron una capacidad antiinflamatoria de 4.8 + 3.9, 28.9 * 6.6,
48.8 + 6.5y 76.1 = 2.8%. Una curva dosis-respuesta evidencia el efecto observado de una
sustancia en funcién de su concentracion en el compartimento receptor y permite observar la
ventana terapéutica de la sustancia, se utiliza la expresion logaritmica de la concentracion
(Log [dosis]) porque de otra forma seria una grafica muy amplia, ademés la curva
logaritmica tienen forma sigmoidal y presentan tres propiedades; umbral, pendiente y
asintota maxima, parametros que cuantifican la actividad de la sustancia (Brunton et al.,
2018). La curva dosis-respuesta ademas permite calcular la dosis efectiva 50 (DEso) del EMR

de 1. sonorae e indometacina: 4.76 y 0.53 mg/kg, respectivamente (Figura 8B).
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Figura 8. Evaluacion del efecto antiinflamatorio del EMR de 1. sonorae en el modelo de
edema auricular inducido con TPA. A) Nivel de inflamacion de los grupos tratados con 1.
sonorae, indometacina, TPA + vehiculo y solo vehiculo. B) Curva dosis-respuesta del EMR
de 1. sonorae e indometacina. Cada barra representa el promedio de n = 6 + SEM. $3$$
P<0.0001 con respecto al grupo que no recibio tratamiento (biopsia), **P<0.001; ***
P<0.0001 con respecto al grupo tratado con TPA, por anova de una via seguido de una prueba
de Tuckey.

V.2. Determinacion del curso temporal de la inflamacién auricular inducida por TPA.

La determinacion del efecto antiinflamatorio del EMR de I. sonorae se realizé midiendo el
grosor de la oreja donde se aplicd TPA, seguido de los tratamientos, durante cada hora en un
lapso de 4 h. La oreja sin tratamiento (control basal) no presenté un incremento en el grosor.
En el grupo que recibié unicamente el TPA (control negativo), se observé un aumento en el
grosor de la oreja gradualmente en cada hora, observandose mayor inflamacion 4h después
de la administracion del TPA. La inflamacion inducida por TPA con relacion al tiempo inicial
fue de 129.3 £ 12.1%. La indometacina (1 mg/oreja) se utiliz6 como control positivo debido
a que forma parte de los tratamientos antiinflamatorios actuales. La indometacina demostro
buen efecto antiinflamatorio, impidiendo la inflamacion del edema auricular, observandose

en la hora 4 un porcentaje de inflamacion de 6.1 + 1.7%. El grupo que recibio el tratamiento
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con |. sonorae (10 mg/oreja) demostré un potencial como antiinflamatorio al mantener la

inflamacidn en 38.6 + 3.9% respecto al tiempo inicial (Figura 9).

Curso temporal de la inflamacion auricular

1501 A Sintratamiento n=8
- I TPA + VEH n=9
Ne) O |. sonorae 10 mg/oreja n=12
% - Indometacina 1 mg n=8
100+
=
C_U
[
£
()] -
2 50
§’
0-

Tiempo (horas)

Figura 9. Evaluacion del efecto antinflamatorio del EMR de 1. sonorae, TPA + vehiculo,
Indometacina expresado en porcentaje de inflamacion. Cada punto representa el promedio +
SEM de tres experimentos independientes. *p < 0.05, ANOVA de una via; post hoc de
Bonferroni con respecto al vehiculo de los tratamientos.

Los resultados obtenidos en este estudio son consistentes con los antecedentes de I.
sonorae. Se ha reportado un potencial antiinflamatorio del EHE (25 mg/rat6n) y subfraccion
de EHE (25 mg/rat6n) al administrarse p.o. en un modelo de edema murino inducido con
aceite de croton, inhibiendo la inflamacién en un 54.5 y 53.4%, respectivamente (Nevarez-
Ramirez, 2017). De igual manera, se ha evaluado la capacidad antiinflamatoria del extracto
acuoso proveniente de la raiz al aplicarse de manera tépica en un modelo de edema murino
inducido con aceite de crotdn, reduciendo el edema en un 46.2%. También se ha estudiado
la capacidad del EHE, subfraccion de EHE y EMR de I. sonorae y su capacidad de inhibir la

produccién de ON en macréfagos murinos (RAW 264.7), reduciendo los niveles de ON en
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un 17.7, 47.2 y 70%, respectivamente (Nevarez-Ramirez, 2017; Torres-Moreno et al., 2019).
Lo anterior sugiere que la aplicacion tépica del EMR de I. sonorae posee buen potencial para

inhibir la inflamacién del edema auricular inducido con TPA.

El modelo de edema inducido por TPA es utilizado para evaluar la respuesta
inflamatoria, el TPA es un éster de forbol que al ser aplicado en la piel es capaz de inducir
inflamacién dérmica, hiperploferacion celular e hiperplasia epidermal debido a que activa la
via de la proteina C quinasa (PKC), induciendo niveles elevados de prostaglandinas y
leucotrienos del acido araquidénico. Ademas, promueve la activacion de la via de las MAPK
(proteina quinasas activadas por mitogenos), que induce la liberacion de citocinas
proinflamatorias como IL-1, TNF-a, IL-8 y MIP-1p, moléculas de adhesion y enzimas, que
dan como resultado una migracion de leucocitos que son activados en la dermis y la
formacion del edema. La activacion de la PKC es parte integral de las vias de sefializacion
intracelulares y regula distintos procesos celulares, incluyendo la proliferacion,
diferenciacion y migracion celular, entre otros (Newton, 2010; Madsen et al., 2016; Ascari
et al., 2019; Radaszkiewicz et al., 2020). Para observar la capacidad antiinflamatoria de los
productos evaluados, estos primeramente deben ser absorbidos en la superficie de la piel y
penetrar las capas epiteliales hasta llegar al sitio afectado. La cantidad del farmaco debe ser
suficiente para exhibir un efecto terapéutico, el tamafio molecular debe ser menor a 500

g/mol* para atravesar con facilidad el estrato corneo (Hagen et al., 2017).

La indometacina es un farmaco antiinflamatorio no esteroideo (AINE) de referencia
y es bastante efectivo al administrarse por la via topica, siendo capaz de penetrar la barrera
epitelial por su naturaleza lipofilica. La efectividad demostrada en los resultados se debe a
su mecanismo de accidn que consiste en la inhibicidn de las dos isoformas de ciclooxigenasas
(COX), COX-1 y COX-2, impidiendo asi la produccion de prostaglandinas (PGEs) (Derry
et al., 2016; Lucas, 2016). El potencial bioldgico de I. sonorae observado es similar a otros
estudios realizados en especies pertenecientes a la familia cucurbitaceae. El extracto
etanolico de Microsechium helleri (2 mg/oreja) demostré un efecto antiinflamatorio al
aplicarse topicamente en ratones CD1 machos, inhibiendo en un 54.9% el edema auricular
inducido con TPA en (Méndez-Bolaina et al., 2021). Por otro lado, Momordica balsamina
Linn reduce la inflamacion inducida con &cido acético y albumina de huevo al administrarse

en ratas Wistar el extracto acuoso de las hojas (400 mg/kg) por via intraperitoneal,
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presentando una efectividad de 71.3% (Karumi et al., 2003). El extracto metanolico de
Tabernaemontana divaricata tiene actividad antiinflamatoria al disminuir el edema inducido
con aceite de croton en ratones machos albinos Swiss, inhibiendo la inflamacion en un 91%
(2,000 pg/cm) al administrarse por via topica (Jain et al., 2013). En un modelo de edema
inducido en pata con carragenina, el EtOH de las hojas de Zehneria scabra demostrd
capacidad antiinflamatoria, siendo la fraccion acuosa efectiva en un 76.25% (400 mg/kg) al
administrarse por via oral (Belay & Makonnen, 2020). En otro estudio, el EA de
Trichosanthes cumerina Linn. present6 un efecto similar a la indometacina, reduciendo en
un 73% (750 mg/kg) el edema inducido con carragenina en ratas Wistar (Arawwawala et al.,
2010).

Al contrastar las investigaciones anteriores de otras plantas con el presente trabajo es
posible decir que la actividad antiinflamatoria del EMR de I. sonorae es buena debido a que
la mayor concentracion llegé a reducir arriba del 60% el edema inducido por TPA. Los
resultados obtenidos en el presente estudio pueden ser atribuidos a la presencia de
compuestos bioactivos en el EMR capaces de modular la respuesta inmune al ser aplicados
de manera tépica e inducir un efecto agonista parcial debido a la interaccion con receptores
0 complejos macromoleculares capaces de desencadenar o inhibir una respuesta celular o
sistémica con una efectividad parcial en comparacion a un farmaco agonista (Brunton et al.,
2018). Las cucurbitacinas son compuestos que se encuentran distribuidos en plantas
pertenecientes a la familia de las Cucurbitaceae y son conocidas por su amplio espectro de
actividades bioldgicas. Estructuralmente poseen un esqueleto tetraciclico de 30 atomos de
carbono, la diversidad de estos compuestos se debe a los diferentes sustituyentes de oxigeno
en distintas ubicaciones de la estructura (Figura 10) (Jing et al., 2020). Son capaces de
modular varias vias de sefializacion como las JNK, ERK 1/2, NF-kB y STAT3 (Torres-
Moreno et al., 2019; Wang et al., 2014). Se ha reportado anteriormente la presencia de este
tipo de metabolitos en 1. sonorae; kinoina D es una proveniente del EMR inhibe la
inflamacion en el modelo murino de edema auricular inducido por TPA en un 41% (Angel
Jardon-Delgado, 2014). Adicionalmente, kinoina A (KA) y cucurbitacina 1lb (Clib)
derivados del EMR de I. sonorae inhiben la produccion de ON (64.3 y 47.8%,
respectivamente) y TNF-a in vitro (solo KA: 66.4%) (Estrada-Garcia, 2019).

35



Figura 10. Estructura molecular del esqueleto tetraciclico cucurbitano, 9p-metil-19-
norlanosta-5-eno.

Se desconocen la totalidad de metabolitos secundarios y los mecanismos celulares
que otorgan al EMR de I. sonorae una actividad antiinflamatoria. Sin embargo, en base a
estudios previos es probable que los compuestos tipo cucurbitacina que forman parte del
EMR induzcan este efecto al modular la actividad de las vias de sefializacion (Torres-Moreno
et al., 2019). Anteriormente se ha demostrado que Cllb suprime la fosforilacion de INK y
ERK 1/2 en linfocitos activados con concavalina A (Con A), reduciendo los niveles de TNF-
a, IFN-y e IL-6 (Wang et al., 2014). Otros estudios han reportado compuestos activos que no
han sido reportados en I. sonorae, pero son estructuralmente similares. Cucurbitacina E
(CuE) es capaz de inhibir la proliferacion de macrofagos RAW 264.7 activados con LPS
(lipopolisacérido bacteriano), adicionalmente inhibe la produccion de TNF-a e IL-1p al
suprimir el complejo NF-kB (factor nuclear kappa B), que interactta en la produccién de
citocinas proinflamatorias (Qiao et al., 2013). Cucurbitacina B (CuB) es un triterpeno capaz
de suprimir la actividad de macrofagos peritoneales activados con LPS, disminuyendo los
niveles de TNF-a, IL-18, IL-6, IL-12, PGE2 y NO. El efecto antiinflamatorio de CuB se debe
a su capacidad para modular la actividad del factor de transcripcion Nrf2, que esta
involucrado en la regulacion de citocinas (Kim et al., 2015). Otro triterpeno con potencial

bioldgico es cucurbitacina Q (CuQ), capaz de inhibir en la linea celular A549 la via STAT
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(transductores de sefial y activadores de transcripcion) de manera selectiva, que transduce
sefiales extracelulares de citocinas, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDFG) y
factor de crecimiento epidermal (EGF) (Sun et al., 2005). Adicionalmente, la 23,24-
dihidrocucurbitacina D (DHCD) posee un efecto inhibitorio en la generacion de ON en
macrofagos peritoneales activados con LPS e IFN-y, esto debido a su capacidad para
bloguear la activacion de NF-xB, un proceso necesario para la activacion de iNOS (6xido
nitrico sintetasa) (Park et al., 2004).

Considerando la presencia de compuestos bioactivos como cucurbitacinas en el EMR
de 1. sonorae, es posible que la expresion de citocinas se vea afectada por dichos metabolitos
capaces de bloquear una o mas vias de sefializacion celular involucradas en procesos
inflamatorios como MAPK, NF-kB, JAK/STAT (Figura 11).
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Figura 11. Vias de sefializacion intracelular que activan el proceso inflamatorio. El diagrama
esta simplificado debido a las multiples conexiones entre las distintas vias, reflejando la
complejidad de la respuesta inflamatoria (Rayego-Mateos et al., 2020).
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V.3. Conteo diferencial de células sanguineas

Con la finalidad de respaldar los resultados generados en la prueba del edema inducido con
TPA, se analizaron los niveles de leucocitos presentes en sangre periférica durante el
transcurso de 4 horas mediante un conteo diferencial. La expresion de monocitos del grupo
biopsia (sin tratamiento) se mantuvo practicamente igual en todas las horas evaluadas,
manteniendo un nivel menor a 4%. EIl grupo tratado Unicamente con TPA y el vehiculo
mostro el mayor nimero de monocitos entre los grupos, presentando menos del 3% en la h
0, en la 1 h se observé un aumento celular con del 6%, la segunda hora presentd el mayor
numero de monocitos (8%), la 3 hy 4 h el porcentaje descendi6 aproximadamente el 6% para
ambos casos. La indometacina a 1 mg/oreja (grupo control) mantuvo en lahoraOy 1 h un
conteo de alrededor de 4% de monocitos, en la 2 h'y 3 h se encontr6 aproximadamente el 3%
de monocitos y la 4 h descendié mas del 2%. El grupo con el tratamiento de EMR de 1.
sonorae (10 mg/oreja) en la h 0 se observo alrededor del 5% de monocitos y disminuy6 a
valores préximos al 3% durante la 1 h, 2 h'y 3 h; en la 4 h el porcentaje fue de 4%
aproximadamente (Figura 12).

El porcentaje de neutrofilos fue distinto para cada grupo, a excepcién del grupo sin
tratamiento en dénde los valores se mantuvieron por debajo del 25% en todos los tiempos
evaluados. El grupo tratado con TPA inici6 en la h 0 con neutrofilos por debajo del 25%, a
la 1 h se observd un aumento celular de aproximadamente 40%, la 2 h descendi6 al 35%, sin
embargo, la tendencia sigui6é en aumento durante la 3 h y 4 h donde se mantuvo en niveles
aproximados al 42%. El grupo tratado con indometacina (1 mg/oreja) inicié con niveles
cercanos al 20% a la h 0 y se mantuvo alrededor del 25% enla1h,2hy 3 h; durante la4 h
tuvo su pico maximo fue alrededor del 30%. EIl grupo tratado con EMR de I. sonorae (10
mg/oreja) en la h 0 se observaron neutrofilos por debajo del 25%, el nimero aumento en la
primera hora hasta un 34%, la tendencia aumenté en la segunda y tercera hora hasta llegar

aproximadamente a 38%, la cuarta hora se caracterizo descender al 34% (Figura 11).

Los niveles de linfocitos en el grupo sin tratamiento se mantuvieron de forma estable
en todas las horas evaluadas con valores cercanos al 75%. El grupo tratado con TPA en lah
0 el porcentaje de linfocitos se encuentra cerca del 75%, a la 1 h se observé un descenso

celular del 55% durante el tiempo restante. El grupo tratado con indometacina (1 mg/oreja)
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en la h 0 fue proximo a 77% y el porcentaje celular descendi6 a 70% aproximadamente en la
1 hy2h, durante la 3 h aumentd ligeramente a 72%, la 4 h present6 un descenso a niveles
proximos a 67%. El tratamiento de EMR de I. sonorae (10 mg/oreja) durante la h 0 se observo
alrededor del 72% de linfocitos y disminuyd aproximadamente a 65% durante la1 h,enlal

h, 2 hy 3 h el porcentaje fue de 60% aproximadamente (Figura 12).

Para comprender los resultados del conteo diferencial es necesario conocer los
parametros hematoldgicos de ratones debido a que existen diferencias con los parametros en
humanos. Las variaciones van desde el tamafio, morfologia y volumen celular. En la sangre
periférica de la mayoria de las cepas de ratones saludable predominan los linfocitos, los
cuales pueden estar presente en un 70 — 80% en conteos diferenciales. Los neutrofilos
comprenden el 20 — 30% Yy son los granulocitos mas comunes, su incremento se asocia a
respuestas al estrés, infecciones, inflamaciones agudas y enfermedades inflamatorias. La
presencia de monocitos en condiciones normales es aproximadamente del 2%, son la
principal fuente de citocinas en sangre incluyendo TNF-a, IL-1p e IL-6; la monocitosis es
asociada con infecciones bacterianas, inflamacion cronica y neoplasia (O’Connell et al.,
2015).

Al comparar los niveles celulares entre los grupos tratados con EMR, indometacina y
sin tratamiento, se observa que el grupo con indometacina presenta un perfil similar al grupo
que no recibio tratamiento, evidenciando la efectividad del farmaco para reducir los procesos
inflamatorios al inhibir la produccién de prostaglandinas, ademas de inhibir mediadores
inflamatorios y la expresion de moléculas de adhesion celular e impiden la motilidad celular
(Prempeh et. al., 2008; Lucas, 2016). En el grupo tratado con EMR aument6 el nimero de
neutréfilos y disminuy6 el % de linfocitos en comparacion a la h 0, esto sugiere una lenta
absorcion del EMR y por lo tanto el inicio del proceso inflamatorio caracterizado por la
migracion de neutrofilos y monocitos al tejido afectado (Rosales, 2018). EI aumento de
granulocitos contrasta con los resultados macroscépicos en dénde el grosor y peso de las
biopsias demuestran un potente efecto antiinflamatorio. Lo anterior sugiere que el
mecanismo de accion que se lleva a cabo por los componentes del extracto no suprime en su
totalidad el proceso de inflamacién. Sin embargo, el efecto de los compuestos puede estar
impactando los macrofagos, asi como monocitos periféricos, se ha demostrado anteriormente

la capacidad del EMR de la raiz de I. sonorae para suprimir la produccion de ON y TNF- a
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en macréfagos murinos, asi mismo se ha observado que los compuestos Cllb y KA
provenientes del EMR son capaces de inhibir los niveles de ON y TNF- a en la misma linea
celular (Estrada-Garcia, 2019; Torres-Moreno et al., 2019). Esto sugiere una inhibicion de
citocinas y/o otros mediadores inflamatorios producido por macrofagos que puede alterar las
funciones de neutréfilos como fagocitosis, liberacion de granulos y mediador inflamatorio
(Rosales, 2018).

o

A

10- 50 O Biopsia © TPA + 1. sonorae 10 mg/oreja
O Biopsia @ TPA+ 1. sonorae 10 mg/oreja @ TPA+Veh @ TPA+INDO 1 mgloreja
@ TPA+Veh @ TPA+INDO 1 mg/oreja 0
o
(%] =
2 8 5
(&) S
e 5
c [}
© 64 c
€ o
() o
© <)
S
(=)
S 4
2- T T T T 1
) T T T T 0 1 2 3 4
0 1 2 3 4

. ., Horas post-administracién de TPA
Horas post-administracion de TPA

904 O Biopsia @ TPA +1. sonorae 10 mg/oreja
@ TPA+Veh @ TPA+INDO 1 mgloreja

% de linfocitos
~ (o]
< <

[e2]
o
1

a
<

0 1 2 3 4
Horas post-administracién de TPA

Figura 12. Efecto del tratamiento local con el extracto de I. sonorae en el porcentaje de
células inmunes presentes en sangre periférica durante un proceso inflamatorio inducido por
TPA. Cada punto representa el promedio de n = 6 £ SEM.
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El conteo de monocitos, neutréfilos y linfocitos en los frotis mostré que al representar

los datos como area bajo la curva (ABC), la aplicacion de TPA cambia de manera

estadisticamente significativa el % de los tres tipos celulares en comparacion con el grupo

que no recibio ningun tratamiento, en el que se observo un importante aumento de monocitos

y neutrdfilos, asi como una disminucion de linfocitos (Figura 13). En relacién con el grupo

tratado con TPA, el grupo con indometacina disminuy6 significativamente el nimero de

linfocitos y neutrofilos, en el caso de los linfocitos existe un aumento estadisticamente

significativo. El EMR de 1. sonorae (10/oreja) inhibio el % de monocitos de manera similar

a indometacina, sin embargo, la disminucion de neutrofilos fue menor; en cambio los

linfocitos aumentan ligeramente en contraste al grupo con TPA, los tres tipos de células

presentaron diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo control.
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Figura 13. Efecto del tratamiento con EMR de I. sonorae en el porcentaje de células inmunes en sangre
periférica de ratones con edema auricular inducido por TPA. Los datos se expresan como el area bajo la
curva calculada a partir de los cursos temporales de la grafica anterior (Figura 11). Cada barra representa
el promedio de N=6+SEM. %% P<0.0001 con respecto al grupo que no recibi6 tratamiento (biopsia),
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"P<0.001; ™ P<0.0001 con respecto al grupo tratado con TPA, por anova de una via seguido de una
prueba de Tuckey.
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V.4. Cinética de cicatrizaciéon del extracto metanélico de la raiz de Ibervillea sonorae

Para determinar el potencial del efecto cicatrizante de EMR de 1. sonorae se llevo a cabo una
cinética de cicatrizacion. Esta evaluacion consistio en un registro fotogréfico durante
diferentes tiempos por un periodo de 18 dias (Figura 14). Los ratones sin tratamiento fueron
considerados como control basal, siendo el grupo en el que disminuyd el area de la herida
con mayor eficacia. El grupo tratado solamente con solucidn salina fisiologica al 0.9% (SSF)
fue el segundo mejor reduciendo la herida, la SSF se utilizé como vehiculo para los grupos
tratados con EMR de I. sonorae. Se evaluaron las concentraciones de 2, 5y 10 mg/herida de
EMR de I. sonorae, siendo la concentracion de 5 mg/herida la de mejor actividad, sin
embargo, el cierre de la herida del EMR fue inferior al de los grupos sin tratamiento y con
SSF. Los tratamientos con las concentraciones 2 y 10 mg/herida del EMR presentaron los
efectos més deficientes para disminuir el area de la herida. Cabe mencionar que en el dia 12
post lesion en la mayoria de los grupos experimentales se logré reducir en su totalidad el area
de la herida. Durante el analisis de los diferentes tratamientos se pudo constatar que el cierre
de la herida fue menor en los grupos con 2 'y 5 mg/herida de EMR de I. sonorae. Los grupos
con SSF al 0.9% y sin tratamiento redujeron con mayor efectividad el area de la herida,
siendo este ultimo el unico grupo con mas del 50% del cierre de la herida en el dia 3 post
lesion (Figura 13). Una cicatrizacion normal consiste en el adecuado desarrollo de procesos
como la hemostasis, inflamacidn, proliferacion celular, remodelacion de tejidos y finaliza
con la formacién de una cicatriz. Las plantas medicinales son utilizadas para promover la

reparacion de tejidos (Manzoureh et al., 2021).

Sin embargo, los resultados de este experimento indican que el EMR de 1. sonorae no
posee tal actividad cicatrizante al contrastarse con los grupos sin tratamiento o con el que se
le administré Gnicamente SSF al 0.9%. Lo anterior puede atribuirse a la presencia de
metabolitos secundarios en la raiz que inducen la apoptosis celular de manera desmedida.
(Torres-Moreno et al., 2015). La apoptosis es una red compleja de vias bioquimicas con
mecanismos reguladores que controlan la muerte en una célula y tiene un papel fundamental
en la reparacion de tejidos en los procesos inflamatorios y promueven el progreso de la
remodelacion tisular y la formacién de una cicatriz (Rai et al., 2005). EI EMR de I. sonorae

al ser aplicado de manera tdpica en la herida expuesta parece inducir la apoptosis de manera
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desregulada, retrasando la reparacion del tejido. La apoptosis desregulada es una anomalia
que se presenta en enfermedades como la diabetes mellitus, en donde el aumento de estrés
oxidativo induce la apoptosis de linfocitos, lo que conlleva al aumento de la expresion de
proteinas proapoptoticas como las caspasas, y disminuye la expresion de proteinas
antiapoptoticas como genes del linfoma de células B 2 (Bcl-2). Teniendo esto en
consideracion, los ratones utilizados en este experimento son sanos, lo que significa que la
capacidad del organismo para reparar tejidos es bastante efectiva y la aplicacion de los
tratamientos retrasan el desarrollo normal de las fases. Todos los grupos lograron cicatrizar
en su totalidad la herida en el dia 15 post lesion, lo que sugiere que la cicatrizacion finalizo
en todos los grupos en los tiempos esperados (Figura 15). El potencial cicatrizante de 1.
sonorae no debe ser descartado, se sugiere en un futuro evaluar distintos componentes que
acomparian a la cicatrizacion como la fuerza tensil del tejido cicatrizado, identificar nuevos
vasos sanguineos mediante tincién de hematoxilina y eosina y realizar un anélisis

histopatoldgico.
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A. Sin Tratamiento

Dia 0 Dia 1 Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12 Dia 15 Dia 18

B. Solucidn Salina Fisiol6gica 0.9%

Dia 0 Dia 1 Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12 Dia 15 Dia 18

C. Extracto metandlico de la raiz de I. sonorae (2 mg/herida

Dia 0 Dia 1 Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12 Dia 15 Dia 18

D. Extracto metanolico de la raiz de |. sonorae (5 mg/herida

Dia 0 Dia 1 Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12 Dia 15 Dia 18

E. Extracto metandlico de la raiz de |. sonorae (10 mg/herida)

Dia 0 Dia 1 Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12 Dia 15 Dia 18

Figura 14. Fotografias de la cinética de la lesién sometida a diferentes tratamientos en un periodo de
18 dias. A) Cinética de grupo sin tratamiento, B) cinética de grupo tratado con solucién salina
fisiologica 0.9%, C) cinética del EMR de I. sonorae 2 mg/herida, D) cinética del EMR de 1. sonorae 2
mg/herida
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Figura 15. Efecto cicatrizante del EMR de 1. sonorae. Cinética de cicatrizacién de los grupos
con diferentes tratamientos. A) Cinética del area de la herida. B) Cinética del porcentaje del
cierre del area de la herida. Cada punto representa el promedio + SEM. *p < 0.05, ANOVA
de una via; post hoc de Bonferroni con respecto al vehiculo de los tratamientos.
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V.6. Toxicidad oral aguda del extracto metandlico de la raiz de Ibervillea sonorae

Para determinar la toxicidad del EMR de I. sonorae se realizd la prueba de toxicidad oral
aguda, establecido por la OECD. En la prueba limite se administré la dosis maxima (5,000
mg/kg) definida para los extractos de plantas. El primer raton al que se le administrd la dosis

de 5,000 mg/kg murié en un tiempo menor de 48 h, procediendo a la prueba principal.

Los resultados de la prueba principal muestran que el EMR de I. sonorae tiene una
DLso: 1750 mg/kg. Dicha concentracion posiciona al extracto dentro de la clasificacion de la
OECD como “nocivo” al administrarse por via oral. Por otro lado, la administracion del
extracto no tiene efecto en la ganancia o pérdida de peso. Los efectos adversos no letales que
fueron observados en las primeras 2 h fueron piloereccién, diarrea e inmovilizacion de las

extremidades posteriores en la dosis mas alta administrada (5,000 mg/kg) (Tabla 3).

Tabla 3. Toxicidad oral aguda de EMR de Ibervillea sonorae.

Prueba limite DLsg Prueba principal DLsg Clasificacion OECD

< 5,000 mg/kg 1750 mg/kg Nocivo (200 — 2,000 mg/kg)

El presente estudio coincide con los reportes citotoxicos de la raiz de 1. sonorae. En
un estudio previo se evalud el efecto hipoglucemiante de la raiz de I. sonorae , sugiriendo un
posible efecto tdxico debido a que los ratones murieron al administrarse distintas

concentraciones (p.o.,> 2000 mg/kg ; i.p., > 850 mg/kg) (Alarcon-Aguilar et al., 2002).

Las plantas son una fuente comin para la obtencion de xenobi6ticos de estructuras
quimicas diversas, algunas consideradas toxinas. Los farmacos son xenobidticos, por lo
tanto, su consumo implica que existe una capacidad para metabolizar y eliminar el farmaco
por medio de vias enzimaticas y sistemas de transporte que se desempefian en el metabolismo
normal de la dieta. En general, la mayoria de los xenobidticos son lipofilicos y el
metabolismo puede tener dificultades para eliminarlos, acumulandose en el organismo,
induciendo un potencial toxico. Ingerir concentraciones mas altas que las dosis terapeuticas

pueden prolongar la absorcion, alterando la capacidad para unirse a proteinas y su
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distribucion, modificando el destino metabo6lico. Un farmaco generalmente produce
maltiples efectos, pero usualmente se desea uno en especifico, el resto no son deseados en
las indicaciones terapéuticas. Los efectos secundarios pueden ser amplios, de molestos a
toxicos. La incidencia y gravedad de la toxicidad tiende a estar relacionada con la
concentracion del extracto. La presencia de uno o més compuestos del EMR de I. sonorae
pueden estar interaccionando simultaneamente generando un efecto sinergético excesivo,

potenciando la toxicidad (Brunton et al., 2018).

La nocividad del EMR de I. sonorae no debe opacar su potencial biologico. Debe
considerarse la via de administracion tiene un papel fundamental en la velocidad que es
absorbido el extracto, lo cual repercute en la efectividad de la planta. Los estudios preclinicos
realizados en este trabajo han demostrado que la DEso del EMR de I. sonorae es de 4.76
mg/kg y la prueba de toxicidad resultdé en una DLso de 1750 mg/kg. La proporcion DEse/
DLso es un indicador terapéutico que refleja lo selectivo que es el EMR en producir los
efectos deseados contra los efectos adversos. Ademas, la proporcion DEso/ DLsg tener una
nocion de la ventana terapéutica de I. sonorae, indicando el rango de concentraciones del
EMR que proporciona eficacia terapéutica con una toxicidad minima. En farmacologia, la
concentracion o dosis requerida de un farmaco para producir un efecto terapéutico es
preferible a la concentracion que manifiesta toxicidad en alguna parte de la poblacion
(Brunton et al., 2018). Teniendo en cuenta lo anterior, la actividad antiinflamatoria del EMR
de 1. sonorae aplicado topicamente es considerado como bueno debido a su amplia ventana

terapéutica, lo que representa un riesgo bastante bajo.

El presente estudio ha generado evidencia que respalda a I. sonorae como una fuente
valiosa para la obtencién de compuestos con fines terapéuticos para el tratamiento de

enfermedades inflamatorias.
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VI. CONCLUSIONES

Se demostrd que el extracto metandlico de la raiz de Ibervillea sonorae reduce la
inflamacion al administrarse topicamente en un modelo de edema auricular inducido
por TPA.

Se demostro que el extracto metanolico de la raiz de Ibervillea sonorae no tiene efecto
sobre los mecanismos de cicatrizacion al ser aplicado tépicamente en una herida.

Se establecio la dosis letal del extracto metanolico de la raiz de Ibervillea sonorae,

siendo clasificado como nocivo en la categoria de la OECD.
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VIl. RECOMENDACIONES

e Evaluar el EMR en modelos inflamatorios de caracter sistémico y/o crénico, asi como
en otras especies, lo anterior con el fin de garantizar su eficacia y seguridad.

e Evaluar el efecto cicatrizante del EMR en otro modelo que permita analizar la calidad
del tejido.

e Evaluar el efecto inhibitorio del EMR sobre enzimas de relevancia clinica.

e Caracterizar y aislar la fraccion y/o moléculas que otorgan al EMR su potencial

bioldgico.
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