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EFECTO ANTIINFLAMATORIO DE LOS EXTRACTOS ORGANICOS DE
Neurolaena lobata (L.) Cass EN CELULAS RAW-Blue

Resumen

La inflamacién es una respuesta fisiolégica que forma parte de los mecanismos de
defensa del organismo, en etapa cronica puede estar asociada a multiples
enfermedades, entre ellas_las de tipo cronico degenerativo. El tratamiento agudo, pero
sobre todo crénico de ladnflamacion consiste en utilizar farmacos del grupo de los no-
esteroidales (AINE’s) o esteroidales. Entre las limitantes del uso prolongado de estas
sustancias resaltan los costos”y_ los efectos adversos. En este contexto, se hace
necesaria la busqueda continua\ te terapias mas eficientes a partir de plantas
medicinales debido a su riqueza “metabdlica. En este estudio, Neurolaena lobata
(Asteraceae) conocida como “Quina verde?, fue sometida a la extraccion consecutiva de
sus partes aéreas con n-hexane (NI H) acetato de etilo (NI A) y etanol (NI E). Estos
extractos fueron evaluados a 100 y-200ug/mL en el modelo de células macréfagas RAW-
Blue, disefiadas para presentar un'_gen reportero de fosfatasa alcalina embrionaria
inducible por NF-«xB/FA-1, y monitorear eSta. respuesta tras la estimulacion receptores de
reconocimiento de patrones con lipopolisacarido (LPS). El andlisis de cromatografia de
capa fina (CCF) y el analisis de cromatografia liquida ‘de’alta resolucion (CLAR) de los
extractos de NI Ay NI E permitieron identificar dos acidossfendlicos y siete flavonoides,
caracterizados por ejercer diferentes actividades farmacolégicas, como la
antiinflamatoria, sugiriendo que el efecto inhibitorio de NF-«B gegistrado en el cultivo
celular RAW-Blue, podria ser debido a la accidén de las moléculas(identificados en esta

investigacion, especialmente en el extracto NI A.

Palabras claves

Neurolaena lobata, polifenoles y flavonoides, via NF-xB, antiinflamatorio, €ultivo de
células RAW-Blue.



Abstract

Inflammation is a physiological response part of the body's defense mechanisms. In the
chronic stagey it can associate with multiple diseases, including chronic degenerative
diseases. The acute, but especially chronic, treatment of inflammation consists of using
drugs from the nen=steroidal (NSAIDs) or steroidal group. Among the limitations of the
prolonged use of these Substances are the costs and adverse effects. In this context, the
continuous search formore efficient therapies from medicinal plants is necessary due to
their metabolic richness:n'this study, Neurolaena lobata (Asteraceae), known as 'Quina
verde' was subjected to the-eonsecutive extraction of its aerial parts with n-hexane (NI H),
ethyl acetate (NI A), and ethanol(NI E). These extracts were evaluated at 100 and 200
pg/mL in the RAW-Blue macrophage-cell model, engineered to present an NF-kB/AP-1
inducible embryonic alkaline phosphatase reporter gene and to monitor this response
after stimulation of pattern recognition receptors with lipopolysaccharide (LPS). Thin-layer
chromatography (TLC) and high-performance liquid chromatography (HPLC) analysis of
the NI A and NI E extracts allowed”the identification of two phenolic acids and seven
flavonoids, characterized by different phagmacological activities, such as anti-
inflammatory, suggesting that the inhibitery effect ofy NF-xB recorded in the RAW-Blue
cell culture could be due to the action ‘ef-the molecules identified in this research,
especially in the NI A extract.

Keywords

Neurolaena lobata, polyphenols and flavonoids, NF-xB signaling pathway, anti-

inflammatory, RAW-Blue culture cells



1. Antroduccion

La inflamacion es una respuesta defensiva del huésped frente a diversos factores, en el
que participarydistintos mediadores quimicos que intervienen durante toda la respuesta
como en la etaparde resolucion, sin embargo, la exposicion prolongada o excesiva de las
células huéspedsen este estado, conlleva a la evolucion de la respuesta inflamatoria
aguda a crénica (Chen et al., 2017; Antonelli y Kushner, 2017). Por tal razén, es posible
relacionar a la inflamacién’cronica con diversos padecimientos, resultando en un proceso
alarmante por la cantidad.de personas afectadas. En nuestro pais, las enfermedades de
tipo crénico-degenerativas” estan catalogadas dentro de los diez principales
padecimientos y causas de muertes durante el 2022 al 2023, de acuerdo a lo reportado
por la Secretaria de Salud (SSA; 2024) y el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI, 2023; 2024).

Los tratamientos farmacoldgicos paraceste tipo de enfermedades incluyen farmacos
antiinflamatorios esteroides o no/esteroidees) (AINE's). Si bien, estas intervenciones
convencionales son efectivas en”muchos €asos, se asocian a efectos secundarios
indeseables. Asi, por ejemplo, el use-excesivo_y prolongado de los AINE’s, ocasiona
dafo a diferentes érganos del huésped;contribuyendo al desarrollo de otras patologias
(Bindu et al., 2020). Ademds, estas sustancias aumentan el riesgo de problemas
gastrointestinales, cardiovasculares y hemorragia intracerebral. Su uso a largo plazo esta
asociado a la presencia de hepatoxicidad, nefrotoxicidad e hipersensibilidad a otros
farmacos (Lanas et al., 2014; Bindu et al., 2020; Wirth et al.,"2024). Por otro lado, Koshi
et al. (2022) menciona que el uso de dosis altas de corticoesteroides puede llevar a
complicaciones como el sangrado intestinal, desarrollar diabetes, hipertension y eventos
cardiovasculares. Por estas razones, la medicina moderna ha buscado otras alternativas

para tratar los sintomas de la inflamacion.

Las plantas medicinales han desempefiado un rol importante en el cuidado“de,la salud
desde tiempos antiguos. Su uso como remedios ha sido transmitido entre genéraciones,
e incluso, a través del tiempo ha llamado la atencién de investigadores, que dirigen‘sus
esfuerzos a encontrar una explicacion cientifica de como las plantas son capaces~de

moderar o curar las enfermedades. Hoy en dia, las plantas medicinales representan una
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fuente ~potencial de metabolitos con diversos efectos biolégicos como los
antiinflamatorios, por lo que son una opcién redituable en la investigacion de nuevos

farmacos.

Actualmente, es~necesario reforzar con fundamentos cientificos, el uso tradicional de
especies con prepledades antiinflamatorias como Neurolaena lobata (L.) Cass., para
incrementar la certezasterapéutica y coadyuvar al mejoramiento y aprovechamiento de la
especie, reduciendo ‘el factor de riesgo toxicolégico. En este contexto, el presente
proyecto tiene como objetivo_evaluar el efecto antiinflamatorio de los extractos organicos
N. lobata, en un ensayo in=vitro con células RAW-Blue, asi como conocer el contenido

metabdlico de los extractos organicos activos.

2. Marco-tedrico

2.1 Familia Asteraceae

Las plantas pertenecientes a la familia Asteraceae se encuentran ampliamente
distribuidas en diversos tipos de latitudes\y altitudes; por lo que es posible encontrarlas
en climas y vegetaciones variadas debido a sus excelentes mecanismos de dispersion y
adaptabilidad a diferentes ambientes. De esta familia 'seshan descrito mas de 1600
géneros, y 25000 especies (Tapia, 2010; Rolnik & Olas, 2021).

2.1.1 Usos en la medicina tradicional de especies de la familialAsteraceae

La extraordinaria diversidad de las Asteraceae repartidas por todo el mundo, se traduce
en amplios conocimientos medicinales a base de plantas. A lo largo._de la historia,
numerosas especies de esta familia han sido empleadas para tratar la.inflamacion,
infecciones por microbios y para trastornos hepéticos, principalmente (Rolnik &, Olas,
2021).

En esta familia se encuentran especies de Carduus, para el alivio de hemorroides'y

Cichorium intybus util para la inflamacion, los problemas hepaticos, la gota, el



reumatismo y la disminucién de apetito. Asimismo, esta presente Ambrosia cumanensis
para disminuir el dolor de estdbmago, gases y dolores corporales. Otra especie medicinal
es Bidens”pilosa utilizada para tratar resfriados, problemas hepaticos, reumatismo y
reducir la presién. Por otro lado, Neurolaena lobata se ha empleado para el tratamiento
de la inflamacion.de la piel, problemas hepaticos, biliares, diabetes, hipertension,
diferentes tipos de, cancer, Ulceras, dolor en general e infecciones causadas por
protozoos como la malaria.(Berger et al, 2001; Lajter et al, 2014; Torres et al, 2019; Rolnik
& Olas, 2021).

2.2 Neurolaena lobata (L.) Cass.

2.2.1 Botanicay taxonomia

Botanicamente Neurolaena lobata (l£) Cass., se describe como un arbusto o hierba
sufratice, que llega a medir entre 1-4 mide altura. El termino sufrutice permite identificar
a la especie en estudio como una.planta-de tallo lefioso similar a un arbusto mientras
que la parte superior se asemeja a las hierbas(Céatedra de Sistematica Vegetal, Facultad
de Ciencias Agrarias y Forestales [CSVYFCAF], s.f). Esta planta exhibe flores tubulares
amarillas o amarillas anaranjadas en formade cabezuelas de hasta 20 flores. Mientras
que el fruto es de tipo aquenio cilindrico y 0scuro, esparcidamente pubescente, de 2-4
mm de largo, coronado por el papus uniseriado con massde 30 cerdas de color blanco
amarillento (5 mm de largo aproximadamente). Por otro lade, las hojas pubescentes y
lanceoladas estan divididas en tres partes que miden entre 5230 cm de largo, tal como
se observa en la figura 1. Cuando es joven, el tallo de la planta eS estriado y pubescente,
en su forma adulta es poco ramificado y erecto. Proviene de Centroamérica por lo que
es posible encontrarla en estados del sur de México; también se ha identificado en el
norte de Sudameérica como Colombia y Peru; en climas calido o semicalide que oscilan
los 5 y los 1200 msnm (metros sobre el nivel del mar). Suelen estar ensmatorrales
humedos, orillas de arroyos y caminos (Nash & Williams, 1976; Biblioteca Digital de la
Medicina Tradicional Mexicana [BDMTM], 2009; World Flora Online [WFO]; 2024).



Figura 1.

Fotografia de Neurolaena lobata (L.) Cass

Nota. Imagen propia, 12 de septiembre de 2023, fotegrafia tomada en el Jardin de Dios, Zun( y Patastal, Tacotalpa,
Tabasco.

Por otra parte, esta especie ha sido descrita por diversos‘taxonomistas en diferentes
lugares y momentos de la historia de acuerdo con sus caractefisticas (ej. la morfologia).
Lo anterior ha dado como resultado una abundancia de nembres de especies
(sinonimias) que han permitido ampliar la informacion taxonémica y:el conocimiento del
organismo (Dayrat, 2005; Valdecasas et al., 2007). Algunas sinonimias‘\de esta planta
son Calea lobata (L.) Sw., Calea suriani Cass., Conyza lobata L., Conyza-symphytifolia
Mill., Eupatorium chrysocephalum Klatt, Eupatorium valverdeanum Klatt,“Neurolaena
fulva B.L.Turner, Neurolaena lobata (L.) R.Br., Neurolaena integrifolia Klatt, Neurolaena
suriani (Cass.) Cass., Pluchea symphytifolia (Mill.) Gillis, sin embargo, el_nombre
cientifico aceptado es Neurolaena lobata (L.) Cass (Global Biodiversity Information
Facility [GBIF], 2023; WFO; 2024). En la figura 2 se presenta una piramide invertida_de

la clasificacion taxondmica de la especie en estudio.
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Figura 2.

Piramidetaxonémica de Neurolaena lobata (L.) Cass.
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Nota. Adaptado de GBFI (2023).

2.2.2 Nombres comunes y usos de N. lobata (L.) CaSsten la medicina tradicional

mexicana

Esta planta es conocida por diversos hombres, por ejemplo, mano de lagarto, tabaquillo
o tres puntas en Guatemala; contragavilana en Panama; zebapique“ Jackass Bitters en
Trinidad y Tobago y el Caribe (Nash & Williams, 1976; Torres et ak,'2019; Nayak et al.,
2014). En México es nombrada Quina verde, oreja de burro o seguité para sabafion.
Existen zonas donde conserva su nhombre en lengua indigena, tales comoy ya'ax t'unu’
ix bek’em en la lengua tének del noroeste de San Luis Potosi, o bien, tchpincuy en el
noroeste de Veracruz y sabafionxihuit en la lengua nahuatl en Puebla (BDMTM¢2009).
Lo anterior sustenta el uso de N. lobata en la medicina tradicional mexicana en estados

de la region Este y Sursureste.



Entre los usos de esta especie se reporta el aplicar localmente el jugo de las hojas para
tratamiente de enfermedades infecciosas que causan inflamacion, comezon, prurito y
ampollas entre los dedos de los pies como el sabafion. También ha sido de gran utilidad
como antiséptieo en heridas infectadas y para el control de la fertilidad (BDMTM, 2009).
Ademas, las hojassmachacadas y hervidas en agua se beben en la tarde y en la noche,
por dos dias para el tratamiento de enfermedades digestivas en el que las deposiciones
se acompafian de sangre y moco, tal como la disenteria; es importante no consumir chile
durante el tratamiento, ¢ya) que, la capsaicina presente en el chile activa el receptor
potencial transitorio de vaniloide 1 (TRPV1) causando en el tracto gastrointestinal ardor,
calor y dolor (BDMTM, 2009; Gonlachanvit et al., 2008).

2.2.3 Estudios sobre el perfil metabdlico de N. lobata

Estudios fitoquimicos y farmacoldgicos_de Neurolaena lobata, se han realizado con el
objetivo de establecer una base.cientifica del .uso tradicional de esta especie.

En un primer estudio realizado porKerr-et al;(1981), se determind la presencia de doce
flavonoides de las hojas en tres extractos: diclerometano, acetato de etilo y agua. En el
extracto de diclorometano (CH2Cl2) segidentificaron el 6-hidroxikaempferol 3,7-dimetil
éter; quercetagetina 3,7-dimetil éter; quercetagetina’ 3,6-dimetil éter (axilarina); 6-
hidroxiluteolina 3’-metil éter; 6-hidroxikaempferol 7-glucésido. En el extracto de acetato
de etilo se observo la presencia de quercetagetina y 6-hidroxiluteolina 7-glucosido (ver
figura 3A). En el extracto acuoso, se identificaron quercetagetina 3-metil éter 7-sulfato
(ver figura 3B), 6-hidroxikaempferol 3-metil éter 7-sulfato; 6-hidraxikaempferol 3-metil
éter 7-glucosido; quercetagetina 3-metil éter 7-glucosido (ver figuraBC), y quercetagetina

7-glucésido (ver figura 3D).



Figura 3.

Flavonoides aislados de las hojas de N. lobata
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Nota. Imagen propia, 01 de julio de 2014. Estructuras quimicas realizas en ADC/ LLabs'ChemSketch 5.0

En un segundo estudio, Passreiter (1998) aisl6 y caracterizd treS alcaloides de
pirrolizidina no toxicos a partir de un extracto metandlico de las hojas de.N.lobata. Por
medio de los andlisis de cromatografia de gases acoplada a espectrometrial de masas
(GC-EM) y resonancia magnética nuclear de proton (RMN'H), estos compuestos fueron
identificados como tussilagina, isotussilagina y un éster metilico de un alcaloide de

pirrolizidina (ver figura 4).



Figura 4.

Pirrolizidinas identificadas en hojas de N. lobata
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Nota. Imagen propia, 01 de julio de 2014. Estructuras quimicas realizas en ADC/ Labs ChemSketch 5.0

En un tercer estudio, Walshe-Roussel etal. (2013) aislo cinco lactonas sesquiterpénicas
del extracto crudo etandlico al 80 % deflas hojas”de esta especie, identificando tres
compuestos tipo lactonas germacrandlidas (nedreleninas B, C y D), y dos
furanoheliangolidos  (lobatina B, ver figura 5A; " y 8B-isovalerianiloxi-9a-
hidroxicaliculatolida).

Posteriormente, Latjer et al. (2014) aisl6 cinco lactonas sesquitérpenicas de un extracto
de diclorometano de las partes aéreas de la planta seca. Entre‘los'Compuestos aislado
se encontraron dos lactonas seco -sesquiterpénicas isoméricas con*un acetal biciclico,
denominadas neurolobatina A y neurolobatina B (ver figura 5B). Ademas; se identificaron
la 5B-hidroxi-8B-isovaleroiloxi-9a-hidroxicaliculatolida (ver figura 5C),..3<epimero de
desacetilisovaleroilheliangina previamente identificada en Calea megacephala, y
eudesmanolida 3[-acetoxi-83-isovaleroiloxireynosina. En otro estudio, McKinnan, et al.
(2014) purifico ocho lactonas sesquiterpénicas adicionales de las partes areas de la
misma planta, a través de una combinacion de extraccion con metanol, biparticion.con

diclometano y distintas técnicas cromatograficas. Mediante espectrometria de masas y
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RMN de" protén (*H) como de carbén (*3C), se caracterizaron cinco germacranélidos
(neuroleninas A, B, C, D, y lalobatina A; ver figura 5D) y tres furanoheliangélidos (lobatina
B, ver figtra "5A; 8B-isovalerianiloxi-9a-acetoxicaliculatolida y 8B-isovalerianiloxi-9a-
hidroxicaliculatelida).

Figura 5.

Lactonas sesquiterpénicas purificadas de las partes aéreas de N. lobata

o
A. Lobatina B B. Neurolobatina B

HO @] @)

C. 5B-hidroxi-8B-isovaleroiloxi-9a-
hidroxicaliculatolida

D. Lobatina A

Nota. Imagen propia, 01 de julio de 2014. Estructuras quimicas realizas en ADC/ Labs ChemSketch 5.0

2.2.4 Actividad bioldgica

Se ha reportado que posee una amplia variedad de propiedades farmacoldgicas,.entre
ellas, la antinociceptiva, antiulcerogénica, antimicrobiana, antiprotozoaria contra

Leishmania mexicana, L. braziliensis, Plasmodium falciparum, Trichomonas vaginalis y
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Trypanesoma cruzi; también se le describen efectos de cicatrizacion e hipoglucemiantes
(Gracioso_et al.,1998, 2000; Berger et al., 2001; Nayak et al., 2014; Andrade-Cetto et al.,
2019). Ensparticular, se ha demostrado el efecto antiinflamatorio y antiproliferativo de los
extractos ofgéanicos de N. lobata, atribuidos principalmente a las lactonas
sesquitérpenicas’‘en modelos in-vitro como in-vivo.

Cabe destacar que'los estudios in-vitro han revelado la capacidad de estos extractos
para modular la produceion de citocinas proinflamatorias en diversas lineas celulares.
Por ejemplo, Walshe-Roussel et al. (2013) encontr6 que el extracto etandlico (EtOH) de
las hojas de N. lobata regulala produccion del factor de necrosis tumoral alfa (TNF) en
células de leucemia monocitica’ humanas (THP-1) estimuladas con lipopolisacéridos
(LPS). En otro estudio, Latjer‘et7al. (2014) reportdé que las lactonas sesquitérpenicas
disminuyen la produccién de interleucina-8 (IL-8) en células endoteliales de vena
umbilical humana (HUVECtert) inducidas con LPS, mientras que McKinnon et al. (2014)
observé gue las lactonas sesquitérpenicas inhiben la expresién del ARNm del gen para
IL-8, reducen la expresion de /E-selectina en células HUVECtert y disminuyen la

respuesta inflamatoria en un modelo 'de edema plantar inducido por carragenina.

2.3 Generalidades de la inflamacion

La inflamacion es la respuesta de células inmunes como‘no inmunes de un organismo,
desencadenada por diversos estimulos que incluye factoresfisicos, quimicos, biologicos,
psicolégicos o agentes infecciosos. Se caracteriza por (a liberacion de citocinas
inflamatorias (mediadores extracelulares) y activacion de mediadores intracelulares,
como el factor de transcripcién NF-kB, que promueven la infiltracién, te leucocitos en el
sitio de dafio (Chen et al., 2017; Antonelli & Kushner, 2017).

Clasicamente, Aulo Cornelio Celso describio la inflamacion como una hemostasia tisular
alterada donde los signos cardinales son el enrojecimiento, hinchazon, calony dolor; a
los que Virchow agrego la perdida de funcion como un quinto sintoma. No obstante, esta
clasificacion no es exhaustiva, ya que existen enfermedades inflamatorias-que no

manifiestan ninguno de ellos (Chandrasoma & Taylor, 1998; Ahmed, 2011; Instituté for
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Qualit@j Efficiency in Health Care [IQWIiG], 2021). En la figura 6, se detalla cada uno

de estos sintomas.
Ademas, do la inflamacién se vuelve grave produce otros sintomas sistémicos,
destacando iga, el cansancio y trastornos psicolégicos (IQWiG, 2021; Pahwa et al.,

2023). v,
g

Sintomas de la inflamacién O;

Figura 6.

Sintomas de la inflamacién
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Nota. Informacién adaptada de Chandrasomay Taylor (1998) y Punchard et al. (2@
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2.3.1 Importancia epidemiolégica )\

La inflamacion estd presente en muchas patogénesis causadas E?infecciones
bacterianas, virales, fungicas o parasitarias; en enfermedades ambienta inhalacion
de humo, exposicion al amianto, etc.); en enfermedades autoinmunes, @tinales,
endocrinoldgicas, cardiovasculares; asi como en enfermedades crénica&p mo
diabetes, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), alergias y is

reumatoide (Pahwa et al., 2023; Schmid-Schénbein, 2006). .
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En 2022, la SSA informé los principales padecimientos en la poblacion mexicana
respecto’al afio anterior en el orden de mayor a menor casos presentados, encontrando
las infecciones respiratorias agudas (10 477 481), infecciones de vias urinarias (2 886
014), infecciones intestinales (2 825 735), COVID-19 (2 526 649), ulceras, gastritis y
duodenitis (872.175), vulvovaginitis (474 854), y conjuntivitis (455 316). Por su parte, el
INEGI presento las principales causas de muerte registradas en 2022, con la prevalencia
de algunas enfermédades mediadas por inflamacion: diabetes mellitus tipo Il fue la
segunda causa de muerte)con 115 681 fallecimientos; la COVID-19 con un total de 36
880 decesos; otras enfermedades fueron influenza y neumonia con 30 062 muertes; y
EPOC con 18 560 casos. En el siguiente afio y durante el primer semestre, INEGI report6
estas mismas enfermedades mediadas por la inflamacién dentro de las principales
causas de muerte (a excepcion de"COVID-19): diabetes tipo Il con 55 885; influenza y
neumonia con 16 386; y EPOC con 9 953 fallecimientos (SSA, 2023; INEGI, 2023, 2024).

2.3.2 Mecanismos de la respuesta‘inflamatoria

La respuesta inflamatoria inicia con un /estimulo gue pueden ser de distinta naturaleza,
como resultado activan determinados mediadores intracelulares y extracelulares. Sin
embargo, convergen un mecanismo que’se,puede resumir en cuatro pasos: 1) los
estimulos dafinos son reconocidos por los,receptores’de patrones de la superficie
celular; 2) se activan las vias inflamatorias; 3) tiene lugaglayliberacion de marcadores
inflamatorios; y 4) se atraen células inflamatorias (Antonelli.& Kushner, 2017; Chen
et al., 2017).

En el primer paso, la célula huésped identifica la infeccion o el sitio,de dafio por medio
de receptores transmembranas conocidos como receptores de reconocimiento de
patrones (PRR) que detectan patrones de dafios asociados a patdgenos (PAMP’s),
patrones moleculares asociados al dafio (DAMP’s), o inclusive ambas. Dentro de los
PRR se encuentran a los receptores tipo Toll (TLR), receptores de lectina tipo'€ (CLR),
receptores RIG-1 (RLR) y receptores tipo NOD (NLR). Mientras que los PAMP’s, son
estructuras microbianas, tal como, el LPS de las bacterias Gram-negativas. Por otro jado,
los DAMP’s son moléculas enddgenas obtenidas del dafio tisular (Ahmed, 2011).
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En el segundo paso, comienza la dinamica de la transmision de sefiales que promueven
la activaCion de genes involucrados en la produccion de mediadores pro-inflamatorios, a
través desdiversas vias de sefializacion dirigidas al nucleo celular. No obstante, las
transducciones-de sefales de los PRR coinciden con frecuencia en la activacion factores
de transcripcion“para citocinas y quimiocinas proinflamatorias, incluida el factor de
transcripcion NF-kB siendo de las vias de sefializacion mas estudiadas (Ahmed, 2011;
Chen et al., 2017).

En el tercer paso, se liberan las moléculas inflamatorias dependiendo del tipo de estimulo
gue desencadeno la respuesta. Por ejemplo, en una infeccion bacteriana las citoquinas
proinflamatorias son el TNF; lk=1B8 e IL-6, mientras que en una infeccion viral esta
presente el IFN-1 (Ahmed, 2011)«

En el cuarto paso, las células efectoras como los monocitos y neutrofilos son atraidas al
sitio de dafio por la presencia de quimigcinas y moléculas co-estimuladores, esta etapa
involucra la dilatacion de vénulas y_arteriolas y aumento de la permeabilidad de los vasos
sanguineos (Henson et al., 1984){-Ademas, se observa una disfuncion del tejido a través
de la actividad proteolitica y la regeneracion de nueva produccion humoral para el
crecimiento celular y la reforma de tejido conectivo.y.funcional novedoso a través de una
respuesta inflamatoria tipica (Schmid-Schonbein, 2006).

Posteriormente, la respuesta inflamatoria ‘va‘ progresando hasta identificar el peligro
potencial, de esta forma, inicia el estado de resolucién, simembargo, si esta respuesta
orquestada se interrumpe o por algin motivo no llegasa. solucionarse, entonces
contribuye al desorden de 6rganos y la muerte (Ahmed, 2011; Schmid-Schdnbein, 2006).
De este modo, la inflamacion depende de la duracién del procesos@asi como de factores
inmunoldgicos para clasificarse en dos fases: fase aguda y fase crohica (Arulselvan et
al., 2016).

2.3.3 Fase aguda

La inflamacién aguda es inducida por una lesion, invasion microbiana o compuestos

nocivos, dicha respuesta es inmediata y ocurre en dias (Pahwa et al., 2023).
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El estimulo dafino provoca la contraccion de los pequefios vasos sanguineos en el area
dafada;“proceso producido por mediadores quimicos como los autacoides locales (gj.
oxido nitrico(NO)) y metabolitos lipidicos. Asimismo, la vasodilatacion es causada por
otros mediadores quimicos derivados de los leucocitos como la histamina y bradicinina,
en consecuencia, aumenta el flujo sanguineo y la presion hidrostatica intravascular. A
continuacion, las paredes de los vasos sanguineos se vuelven mas permeables y el
aumento de la presién, hidrostatica intravascular proporciona un gradiente para la
extravasacion al exudade (incluye glébulos blancos, glébulos rojos, y proteinas como
factores de la coagulacion y anticuerpos) a través de las vénulas poscapilares hacia el
tejido. Para que ocurra la extravasacion de leucocitos al sitio de dafio, se necesitan de
moléculas de adhesiéon que permitan que los leucocitos se adhieran a la pared endotelial
del vaso, por ejemplo, la selectinasPligandos de integrinas y selectina-E. Ademas, el
flujo sanguineo permite romper las{uniones entre la selectina y el leucocito, para
posteriormente reformar la unién con la Siguiente selectina y permitir el rodamiento de
estas células. El siguiente paso es.la-adhesiénfirme del glébulo blanco sobre las células
endoteliales del vaso, donde aumenta la afinidad del leucocito por medio de las
moléculas de antigeno funcional linfoCitarie-1 (KFA-1) y Mac-1 hacia las moléculas de
adhesion células vascular (VCAM-1), provocando queda célula cambie su forma redonda
a una esparcida sobre la superficie endotelial/para permitir su paso a traves de la capa
de endotelio, de esta forma, se inicia la extravasacion. Después de esta migracion, el
leucocito sigue una sefial quimioatrayente para llegar al sitio/de dafio. Cabe mencionar
gue, el macréfago es el leucocito encargado de los cambios vasculares, debido a su
produccion de citocinas proinflamatorias como TNF, IL-1, IL-6,%L-8, IL-12 e IL-18, que
tienen como resultado una amplificacion en la cascada de adhesion leucocitaria. El
macrofago también es capaz de sintetizar otros mediadores, tales como, las
prostaglandinas, leucotrienos, radicales de oxigenos, NO y peréxido.de_ idrogeno
(Reiguero et al., 2010; Pober & Sessa, 2014).

La inflamacion termina cuando se identifica el peligro potencial y se elimina. Esta\etapa
de resolucion es realizada por mecanismos donde intervienen neutréfilos y macréfagos.
Uno de los principales mecanismos consiste en parar la infiltracion del exudado mediante

el agotamiento de quimiocinas. Por ejemplo, la protedlisis de quimiocinas CXC y CC,
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causa_gue los neutréfilos y monocitos no sean atraidos al sitio de inflamacion. Otro
mecanismae, es la induccién de apoptosis de neutrdfilos que llaman a los carrofieros para
eliminarlas’per contacto entre células. O bien, un macréfago proinflamatorio que cambia
a macroéfagoide resolucién (produce citocinas antiinflamatorias) puede eliminar a los
neutrofilos apoptéticos (Ahmed, 2011; Ortega-Gomez et al., 2013).

Por otro lado, en el'exudado puede haber una gran cantidad de un determinado tipo de
leucocito (dependiende™el, estimulo de la inflamacion) que, acorde a la duracion de la
respuesta, puede cambiar a otro tipo de leucocito. Esta selectividad se puede deber a un
cambio de las moléculas de adhesion que conduce a la activacion de linfocitos (CD4*,
Thl yTh2) y células efectoras. Por lo tanto, al excederse esta respuesta y al aparecer
este tipo de células inmunes, yasSe habla de la inflamacion en fase crénica (Pober &
Sessa, 2014).

2.3.4 Fase crénica

La inflamacion crénica o inflamacion.enta a Jargo plazo dura de meses a afios tras una
exposicion prolongada a la estimulacion o a“una resolucion inadecuada contra las
moléculas del mismo organismo. La extension y los efectos de la inflamacidn crénica son
distintos para cada cuerpo, ya que involugran la Causa de lesion y la capacidad del
organismo para remediar y superar el dafio. Se ha informado que la inflamacion cronica
contribuye a numerosas enfermedades como la aterosclerosis que puede aumentar los
eventos del infarto al miocardio y accidentes cerebrovasculares; la enfermedad renal
cronica; la enfermedad de Crohn donde aparecen Ulceras enel revestimiento del
intestino grueso Yy el recto; la diabetes en la cual se liberan moléctlas proinflamatorias
por infiltracibn de macrofagos al tejido pancreatico; la artritis reumatoide, el asma, las

enfermedades autoinmunes y el cancer (Germolec et al., 2018; Pahwa etal., 2023).

2.4 Via de sefalizacion NF-«xB

De acuerdo con Ahmed (2011), la interaccion entre los receptores de reconocimiento.de

patrones (PRR’s) y los patrones moleculares asociados a patégenos o dafio
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(PAMP“s/DAMP’s) activan vias inflamatorias hacia el ndcleo de la célula para llevar a

cabo latranscripcion de genes que producen citocinas proinflamatorias (Liu et al., 2017).

El factor de transcripcion inducible NF-xB fue identificado como un regulador de la
expresion del genyde la cadena ligera k en las células B, el cual, se encuentra conformado
por una familia proteica de cinco factores de transcripcion encontrando a RelA/p65, RelB,
c-Rel, p50 (NF-xB1) yp52 (NF-kB2). A su vez, esta via de sefializacion se ha clasificado
en dos tipos: la via clasiCa (canonica) y la via alternativa (no candnica) de acuerdo con
Hayden y Ghosh (2012).

En la via candnica, la cascada’de NF-xB es activada por varios estimulos como el
reconocimiento de citocinas (e}..el receptor TNF o IL-1), el reconocimiento de PAMP’s
por PRR (ej. TLR4), y receptores de_antigenos, entre otros. En condiciones fisioldgicas
y en la via candnica, los dimeros de(NF-«kB se encuentran en estado de reposo en el
citoplasma asociado con la proteipa cinasa I1kB (IKK) conformada por dos subunidades
quinasa IKKa e IKKB, una subunidad’reguladera, como IKKy. Al recibir algun estimulo,
este lo lleva a la fosforilacién de residuos dée serina conservados en IkB, proceso que
conduce a la ubiquitinacion de dichos residuos ‘denominados caja de destruccion para
degradar las proteinas I«B, de tal forma, activan sus,dimeros. En consecuencia, los
dimeros activados Rel A y p50, se desplazan al nlcleo y se unen a secuencias
especificas del DNA para iniciar la transcripcion de genes, proceso que se puede
observar en la figura 7. La respuesta transcripcional termipnaycon la resintesis de las
proteinas IkB tipicas y de la eliminacion de los dimeros NF-«kB activos del DNA. Por otro
lado, la via no candnica depende de la activacion IKKa que fosferila,a p100 y produce
complejos NF-kB2/RelB para la traslocacion del complejo al nucleo (Lawrence, 2009;
Hayden & Ghosh, 2012).
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Figura 7.

Via de sefializacion NF-«B activada por via canonica.
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Nota. La via canonica se activa por el reconocimiento-del TLR a moléculas de origen bacteriano como el LPS, que

al degradarse el IKKB permite la activacion de Rel A para.la transcripcion de genes de citocinas proinflamatorias.

Imagen adaptada de Lawrence (2009), 17 de junio de 2024. Creada en.el software BioRender.

2.5 Funcion de NF-kB en macro6fagos

Existen agentes celulares inmunes innatos implicados en la inflamacion tales como los
macrofagos, neutrofilos y células dendriticas (Regueiro et al., 2010):\Sin embargo, para
estudios de la presente tesis se explicara solamente la funcion de la via«de sefalizacion
NF-xB en los macréfagos, ademas de que esta via se ha estudiado ampliamente. Los
macrofagos provienen de los monocitos, células circulantes que se dirigen_asérganos y
tejidos para diferenciarse en macrofagos. Dependiendo del tejido en-donde se
encuentre van a presentar distintas formas, no obstante, cumplen con dos fungiones:
fagocitar y digerir patdgenos, asi como participar en la respuesta inflamatoria. Esta dltima

funcibn se activa con el reconocimiento patrones moleculares muy conservados
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present€s en distintos patdgenos como el LPS en bacterias Gram- Negativas (Regueiro
et al., 2010; Liu et al., 2017).

En condicienes fisiopatoldgicas los macréfagos activados se diferencian fenotipicamente
en macrofagos-activados clasicos (M1) y activados alternativamente (M2). Por un lado,
los M1 producensCitocinas proinflamatorias entre las que se encuentra al TNFa, IL-1, IL-
6, IL-12, IFN-I, quimiocina y ciclooxigenasas. Mientras que los M2 sintetizan citocinas
antiinflamatorias como_da IL-10 e IL-13, que disminuyen los niveles de citocinas
proinflamatorias como la IL-12, ademas, intervienen en la resolucion de la inflamacion.
El LPS es un activador del'FLR4 que conduce a la despolarizacién del macréfago a M1,
ademds, la proteina MyD88 ‘seé~activa con la estimulacion del TLR para fosforilar los
factores de transcripcidon que terminan en la expresion de citocinas proinflamatorias. La
via de sefializacion del TLR también‘es dependiente de TRIF para inducir genes por IFN
y mediar los IFN-I. Esta via permite atraenproteinas TRAF a TRIF para activar la cinasa
1 a unién a TANK e IKKg, al activarse se induce la dimerizacion de IRF3, que induce la
transcripcion de IFN-I, IFN-a e IFN-B (Kawai & Akira, 2010; Wang et al., 2014; Liu et al.,
2017).

En este sentido, la funcion proinflamatoria.de NF-kB-esté relacionada con el aumento de
la produccion de citocinas y quimiocinas inflamatorias<Ademas de regular la proliferacion

celular, la apoptosis, la morfogénesis y la diferenciacion(Liu et al., 2017).

2.6Tratamientos de la inflamacién

Los esteroideos y los AINE’s son los dos grupos de farmacos considerados
antiinflamatorios que permiten tratar la inflamacion (Josep, 2014). Por otra parte, la dieta
y el estilo de vida son factores clave para eliminar los desencadenantes de.la inflamacién,
como seflala Pahwa et al., (2023). Estas alternativas pueden ser:

e Disminuir el consumo de sal: para moderar el estrés oxidativo, €vitando la
produccion de citocinas proinflamaorias en células mononucleares como _Thl7,
relacionado a la aparicion de enfermedades autoinmunes (Kleinewietfeld et al.,
2013).

20



Emplear aceites de origen vegetal: debido a que, los aceites monoinsaturados
como el aceite de oliva, ayudan a contrarrestar la inflamacion al regular las vias
de #sefializacion intracelulares y la expresion genética (Volpe etal.,, 2015;
Kurowska et al., 2023).

Consumir frutos secos: un estudio realizado por Goriji et al. (2018), encontré que
el consumo de almendras, avellanas y nueces puede ser un factor para mejorar
en padecimientos)relacionados con la neuroinflamacién crénica. En otra revision
hecha por Pahwaetal. (2023), se informa que las almendras estan relacionadas
con la reduccion del riesgo de enfermedades cardiovasculares y diabetes.
Emplear la dieta de bajo“indice glucémico: para reducir la ingesta de alimentos
con altos contenidos de carbohidratos refinados que provocan el aumento de los
niveles de glucosa en sangre«y, estan en relacion con el alto riesgo de padecer
enfermedades crénicas (ej., (diabetes mellitus tipo Il), ya que, elevan las
concentraciones de marcaderes de la inflamacion como PCR, TNF-a, IL-1B y IL-
6. Por lo que, se debe #vitar el" consumo de alimentos inflamatorios como
refrescos embotellados, pan{ pasta y jarabe de maiz con fructosa (Pahwa et al.,
2023; Kurowska et al., 2023).

Reducir la ingesta de grasas saturadas totales®y,grasas trans: busca disminuir el
consumo de alimentos horneados, procesados ¥ ultraprocesados. Asi como, las
carnes y los lacteos que pueden contribuir a una mayor carga de grasas saturadas
y trans que aumentan la produccion de citocinas proinflamatorias IL-1, IL6 y TNF-
a. Por otro lado, el aceite de pescado aporta grasas poliinsaturadas omega-3
gue actuan como antiinflamatorio al estar asociado con la‘reduccion de niveles de
TNF-a, PCR e IL-6 (Pahwa et al., 2023; Kurowska et al., 2023).

Incrementar el consumo de frutas y verduras: pueden proteger contra la
inflamacion reduciendo los niveles de citocinas inflamatorias,7?N@" y estrés
oxidativo, por lo que se recomiendan alimentos naturales con altos contenidos de
antioxidantes y polifenoles, por ejemplo, los ardndanos, las manzanas, Jas)coles
de Bruselas, el repollo, el brocoli y la coliflor. De igual forma, los alimentos_de
origen vegetal aportan fibra soluble e insoluble que pueden reducir los nivelesde
IL-6 y TNF-a (Pahwa et al., 2023; Kurowska et al., 2023).
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e _Ahadir micronutrientes a la dieta: magnesio, vitamina D, vitamina E, zinc y
selenio. EI magnesio figura como uno de los factores dietéticos mas
antiinflamatorios, y su ingesta esta asociada con la disminucion de la actividad de
hsCRP#IL-6 y TNF-a. La vitamina D ejerce su actividad antiinflamatoria mediante
la supresidnede mediadores inflamatorios como las prostaglandinas y el factor NF-
kB. La vitamina E, el zinc y el selenio actian como antioxidantes en el cuerpo
(Pahwa et al., 2023).

e Usar hierbas y ¢especias: representan otra alternativa en el tratamiento de
enfermedades inflamatorias, ya que, principalmente presentan altos contenidos
de &cidos fendlicos, flavenoides y terpenos. Algunos ejemplos son el jengibre, la
curcuma, ajo, el cannabisylas semillas de sésamo (el aceite de sésamo reduce la
sintesis de prostaglandinas,leucotrienos y tromboxanos), el hisopo y el
Harpagophytum procumbens tienen propiedades antiinflamatorias, sin embargo,
siempre se debe consultar gon un meédico antes de su uso (Pahwa et al., 2023;
Kurowska et al., 2023).

e Realizar ejercicio fisico: en unasevision hecha por Duchnik et al. (2023), not6 que
realizar ejercicio moderado puede traer heneficios en la salud de las personas,
entre ellos, la de amortiguar la respuesta_antiinflamatoria y coadyuvar en el

tratamiento dietético de la misma.

2.6.1 Antiinflamatorios esteroideos (Corticoides)

Los corticoides son hormonas esteroideas producidas por la cortéza.suprarrenal, o bien,
semisintéticas de estructuras y efectos farmacologicos similares a 10s primeros que estan
implicados en varios mecanismos en la inflamacion. Los esteroides se originan del mismo
precursor el colesterol, sin embargo, se diferencian por su funcion hermonal: los
mineralocorticoides mantienen el equilibrio de Na*y K*, los glucocorticoides regulan el
metabolismo de la glucosa, y los andrégenos suprarrenales complementan a los
esteroides sexuales sintetizados en las génadas. En consecuencia, estos farmacos
ejercen su accién mediante multiples vias bioquimicas, destacando los mecanismaos

gendmicos y no gendémicos (Josep, 2014; Fox, 2021; Hodgens y Sharman, 2023).
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En el~mecanismo gendmico interaccionan los corticoides con los receptores
glucortietides citoplasmaticos para el desplazamiento de este complejo al nucleo y su
union en«fegiones promotoras del acido desoxirribonucleico (ADN) que inducen la
transcripcionide-genes para moléculas antiinflamatorias, entre ellas, IL-10 y la lipocortina-
1. Latransrepresion es otro mecanismo de esta clase donde ocurre la inhibicion de los
factores de transcripcion (ej. NF-kB) mediante la activacion del receptor por su ligando,
en consecuencia, losggenes para citocinas proinflamatorias no se transcriben. Por otro
lado, el mecanismo no gendmico implica la activacion de receptores intracelulares y/o
asociados a la membrana“(ver figura 8). Proceso que desencadena variadas
interacciones, incluso la inhibicién de la fosfolipasa Az (Sibila et al., 2017; Ericson-Neilsen
y Kaye, 2014).

Figura 8.

Mecanismo de accién antiinflamatorio de los corticoesteroides
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Nota. Los esteroides actlan como antiinflamatorios mediante tres vias: la transactivacion permite la'transcripcion
de agentes antiinflamatorios, la transrepresion inhiben la sintesis de moléculas inflamatorias y el incremento de

mensajeros antiinflamatorios por receptores de membrana.

Imagen adaptada de Sibila et al. (2017), 19 de septiembre de 2024. Creada en el software BioRender.
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Los fapmmacos antinflamatorios del grupo esteroidal se recetan en la artritis inflamatoria,
el lupus” sistémico, la sarcoidosis y el asma. No obstante, puede producir efectos
secundarios_néegativos sobre las funciones metabdlicas del organismo. Algunos de estos
farmacos son-dexametasona, hidrocortisona y prednisona (Pahwa et al., 2022; Josep,
2014). Mientras que el efecto mineralocorticoide se ha empleado para los trastornos
relacionados a la produccion de estas hormonas esteroideas, tales como la deficiencia
de la aldosterona sintasa, o bien, un exceso de mineralocorticoides (ej., sindrome de
Cunn). Dentro de esta eategoria de sustancias quimicas se encuentra la aldosterona y

la fludrocortisona (EricsonsNeilsen y Kaye, 2014).

2.6.2 Antiinflamatorios no estereideos (AINE’s)

Los antiinflamatorios no esteroideds (AINE's) son farmacos de distintas estructuras
qguimicas que inhibe la enzima ciclooxigenasa (COX) involucradas en la sintesis de
prostaglandinas, tromboxanos 4/ /leucotriengs. Estas sustancias presentan efecto
antiinflamatorio, antipirético y analgésico, singgmbargo, asi como bloquean la inflamacién
también puede ocasionar efectos'_no deseables como la aparicion de Ulceras
gastroduodenal (Lanas et al., 2014). El principal mecanismo de accién de este grupo de
farmacos es el bloqueo de la enzima“COX, que convierte al acido araquidonico
proveniente de los fosfolipidos de la membrana plasmatica en prostaglandinas, la cual,
pertenece a una familia de lipidos llamada eicosanoidesy”yypor accion enzimatica se

convierten en otras prostaglandinas, como se observa en la figura 9.
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Figura 9¢

Mecanismo_dé-accion de los AINE’s.
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Nota. Las prostaglandinas son productos del acid@ araquidonicos“Al administrar los antiinflamatorios no
esteroideos (AINE’s), se bloquea la via principal de las(prostaglandinas.mediante la inhibicion enzimatica de
las ciclooxigenasas. COX-1y COX-2, ciclooxigenasas 1y 2; PGGz, PGHz#PGE:2 y PGDy, prostaglandinas G,

H2, E2 y D2; PGl2, prostaciclinas; TXAz, tromboxano Az; TX, tromboxano.

Imagen adaptada de Lucas (2016) y Fox (2021), 19 de septiembre de 2024. Creada en el software BioRender.

Las prostaglandinas se encuentran en casi todas las células y cumplen con funciones
reguladoras a nivel sistémico. Actualmente, se conoce la existencia de-dos isoenzimas
de la COX: la COX-1 se encuentra de forma constitutiva en el organismoj mientras que
la COX-2 se expresa de forma inducible por citocinas en la respuesta inflamatoria. Por lo
anterior, el efecto antiinflamatorio observado es resultado de la inhibicion especifica de
estas isoenzimas, asimismo, los efectos adversos. Por lo que diversas investigaciones

se han centrado en el desarrollo de AINE’s de la siguiente generacion con el objetivo de
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disminuir los efectos negativos sobre la mucosa gastrica, al ser preferentemente
selectives para COX-2 (Fox, 2021).

Por una patrte,‘los AINEs tradicionales son farmacos que acttan inhibiendo una enzima
ciclooxigenasay~ya sea, COX-1 o COX-2. Algunos de estos principios activos son el
ibuprofeno, dielorefenaco, naproxeno, aceclofenaco y el acido acetilsalicilico. La
indometacina también es un farmaco de este grupo, siendo un derivado del acido indol
acético nombrada quimicamente como acido 1-(p-clorobenzoil)-5-metoxi-2-metilindol-3-
acetico. Esta sustancia ha sido empleada principalmente para el tratamiento del
dolor musculoesquelético(cronico y algunos tipos de artritis (reumatoide, espondilitis
anquilosante, gota y osteoartritis), por su accion al bloquear inespecificamente a la COX-
1 para la consecuente disminucién de protaciclina (PGIz) y prostaglandina E2 (PGE-2)
(Josep, 2014; Lanas et al., 2014; Lucas, 2016; Fox, 2021).

Por otro parte, los inhibidores selectivos para COX-2 son farmacos como celecoxib,
etoricoxib, lumiracoxib, parecoxib.y rafécoxib que bloquean los mecanismos de la
inflamacion y evitan bloquear los.mecanismos protectores de la COX-1 pero eso no
indica que el farmaco no produzca éfectos secundarios al administrarse con frecuencia
(Josep, 2014; Lanas et al., 2014).

2.7 Reacciones adversas de los farmacos-antiinflamatorios

El tratamiento farmacoldgico de la inflamacion consiste en el uso de corticoides y de
AINE’s, no obstante, estos farmacos pueden causar efectos adversos por su uso a largo
plazo, o bien, por utilizar dosis altas de estos farmacos para el,€aso de los corticoides
(Lanas et al., 2014; Koshi et al., 2022).

Empezando con los corticoides, pueden provocar efectos adversos como problemas
gastrointestinales, dermatoldgicos, diabetes, osteoporosis, supresién™ suprarrenal,
dislipidemias, imunosupresion, trastornos mentales por su uso prolongado. Ademas, esta
relacionado a problemas cardiovasculares a causa de terapias con dosis elevadas de
dichos farmacos (Liu et al., 2013; Koshi et al., 2022).

Por su parte, Lanas et al., (2014) observé que el uso recurrente de los AINE’s pu€de
conducir a riesgos cardiovasculares (CV) como el sindrome coronario agudo (SCA), y

episodios CV de caracter aterotromboético (accidente cerebrovascular y problemas
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arteriales periféricos). Ademas, se asocia a lesiones y complicaciones del tracto
gastrointestinal, disminucién de la funcidon renal y enfermedades hematolégicas, tal
como, anemia.

En otro estudie; Davis y Robson (2016) observaron que los AINE’s clasicos causan
mayor riesgo de presentar hemorragia gastrointestinal mientras que los selectivos para
COX-2 aumentan¢la‘probabilidad de los episodios CV. Ademas, Bindu et al., (2020)
observo que el uso ‘de”estos farmacos trae consigo el efecto citotoxico subyacente en
varios érganos, principalmente en seis drganos esenciales para la vida, entre ellos, los
intestinos, higado, corazon, rifiones, tracto respiratorio y cerebro. En los intestinos, los
AINE’s disminuyen la produgccién de mucosa gastrica y la funcién de barrera de la
mucosa gastrica, debido a que‘probablemente, se inhibe la COX-1. Mientras que en el
corazon puede aumentar el riesga aqpadecer hipertensiéon e insuficiencia cardiaca, no
obstante, la aspirina puede prevenir la trombosis a dosis bajas. También en el higado se
ven afectados al provocar hepatotoxicidad aguda y cronica, aunque estos casos ocurren
en menor medida que las complicaciones-gastrointestinales. Asi mismo, en los rifiones
causa la apoptosis celular, otras complicaciones son la glomerulonefritis, hiponatremia e
hipercalemia. En el cerebro, la aspirina  puede aumentar el riesgo de hemorragias
intracerebral. En el tracto respiratorio puede haber_una respuesta exacerbada por la
aspirina que provoca enfermedades relacionadas a lafinflamaciéon como el asma y rinitis.
En otro estudio mas reciente, Wirth et al. (2024) informg“que el uso de AINE’s puede
conducir a la hipersensibilidad a farmacos, también se relaciona con la toxicidad fetal
cuando estos farmacos se toman después de las 24 semanasrde gestacion.

2.8 Evaluacién de la actividad antiinflamatoria in-vitro

Algunas estrategias experimental in-vitro, han sido desarrolladas para evaluar el efecto
antiinflamatorio de diversos tratamientos, entre ellos compuestos de origen sintético;
extractos, fracciones y/o compuestos derivados de plantas, o que ha contribuido a la
descripcion del mecanismo de accién. Ademas, estos ensayos preclinicos permiten
establecer si estos nuevos compuestos procedentes de la medicina tradicionalyy
convencional, pueden ser una opcion redituable para el tratamiento farmacoldgico€n

humanos (Martinez-Rizo et al., 2024). Por otro lado, estos ensayos in-vitro permiten
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aplicarda opcion del remplazo sustituyendo en cierta medida el uso de los animales de
experimentacion por cultivos celulares. También se han establecidos métodos estandar
para evaldarsla inflamacion utilizando células inmunes o queratinocitos. Estas células
se obtienen dnicialmente de tejidos para luego cultivarlas, o bien, se adquieren lineas
celulares inmortalizadas del mercado para evaluar la inflamacion (Pérez-Salas et al.,
2023).

Peng et al. (2021), recopild las lineas celulares neuronales empleadas para evaluar el
efecto antiinflamatorio “-en__trastornos neurologicos, entre ellas, la linea celular
feocromocitoma suprarrenalde rata (PC12), la linea neuroblastoma humana (SH-SY5Y),
la linea de neuroblastoma cerebral de ratdén (N2a), las células microgliales derivadas de
macréfagos de raton (BV2), las celulas microgliales derivadas del cerebro del raton (N9),
las lineas de astrocitos humanos«(HA) y las células endoteliales microvascular del
cerebro humano (HBMEC).

En otro trabajo realizado por”Carola et.al» (2021), se utiliz6 la linea celular de
gueratinocitos humanos (HaCaT), Caracterizadas por sintetizar la citocina proinflamatoria
IL-18, frente al estimulo con la quimioeina.CCL22+#También emplearon la linea celular de
monocitos humanos (THP-1) diferenciadas-en macrofagos y estimuladas con LPS para
la induccion de COX-2. Ambas lineas/ celulares permitieron evaluar el efecto

antiinflamatorio de N —feruloilserotonina de un extracto'erganico de Centaurea cyanus.

En el estudio de Sivinski et al. (2020), se empled la linea celular RAW-Blue derivada de
macréfagos murinos RAW 264.7 y estimuladas con LPS para determinar el efecto

antiinflamatorio de los componentes de los alimentos, como el &gido laurico.

Esta ultima linea celular, puede reconocer moléculas de LPS a través del TLR4 de su
superficie, activando la via NF-xB y la consiguiente produccién."de citocinas
proinflamatorias. Dicha via, se puede evaluar gracias a la modificacion genética de las
RAW-Blue, ya que, expresan un gen indicador de fosfatasa alcalina (FA) que se activa
con los elementos de respuesta para NF-xB. Por lo tanto, las RAW-Blue evaluan la

respuesta del NF-xB y la actividad de la FA mediante un ensayo colorimétrico
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(utilizando QUANTI-Blue™) que se mide por absorbancia en un lector de placas (RAW-
Blue cells,.2024).

3. Justificacion

La inflamacién~ha~sido correlacionada con diversos padecimientos de tipo cronico-
degenerativo asociados a los principales problemas de salud que afectan a millones de
personas (Pahwa et (al.;»2023). Asimismo, en México enfermedades como diabetes,
EPOC, neumonia, influénza, Ulceras, gastritis, obesidad, entre otras, estan asociadas a
la inflamacion, seguan informes de la SSA (2023) e INEGI (2023, 2024). En estas
enfermedades la respuesta inflamatoria de tipo crénico puede generar lesiones graves
en organos Yy tejidos, resultando’en~periodos de tratamiento prolongados y aumento en
los costos econémicos para el paciefte y para los sistemas de salud (Wylezinski et al.,
2019). Sumado a esto, el tratamiento actual consiste en utilizar farmacos
antiinflamatorios esteroideos y no’esteroideos (AINE’s) para aliviar la inflamacion, sin
embargo, presentan limitaciones por los efectos adversos que pueden provocar. De
hecho, en diversos estudios se ha‘reportado.gue.al utilizar con frecuencias farmacos
antiinflamatorios causa diversos problemas cardioyasculares, y gastrointestinales (Lanas
et al., 2014; Koshi et al., 2022).

En este contexto, resulta de especial interés conocer.nuevas alternativas para el
tratamiento de la inflamacién a partir de plantas que han sidoempleadas en la medicina
tradicional mexicana. Una de estas plantas es N. lobata, utilizada para el tratamiento de
padecimientos relacionados a la inflamacién, ademas se ha reportado la presencia de
metabolitos que podrian estar relacionados a mitigar el proceso de\inflamacion. Por lo
tanto, se pretende aportar bases cientificas de la especie en estudiosa, beneficio de
investigaciones futuras que permitan desarrollar nuevos productos herbelarios con un

perfil de seguridad, eficacia, accesible y asequible a la poblacion mexicana.
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4. Pregunta de investigacion

e /QUué tipo de compuestos quimicos presentes en los extractos organicos de N.
lobata seran capaces de inhibir la expresion del NF-xB en el modelo del cultivo

celular de'las RAW-Blue estimuladas con LPS?

5. Hipotesis

Los extractos organicos de las partes areas de Neurolaena lobata (L.) Cass., ejerceran
un efecto inhibitorio sobre™fa.expresion de NF-«kB en las células RAW-Blue al ser
estimuladas con LPS, como medida de su capacidad antiinflamatoria, debido a su

contenido de acidos fendlicos ¥y flavonoides.

6. Objetivos

6.1 Objetivo general

e Evaluar el efecto de los extractos organicos de Neurolena lobata (L.) Cass., sobre
la expresion de NF-xB en cultivo/de células;RAW-Blue estimuladas con el agente

pro-inflamatorio LPS y cuantificar.su contenido metabdlico.

6.2 Objetivos especificos

o Obtener extractos de las partes aéreas de N. lobata. con disolventes de polaridad
creciente (n-hexano, acetato de etilo y etanol).

o Cuantificar el contenido metabdlico de polifenoles y flavonoides totales de los
extractos orgénicos de N. lobata.

o Medir la capacidad de los extractos organicos de N. lobata para inhibir la expresion
de NF-xB de las células RAW-Blue estimuladas con LPS, como medida de su efecto
antiinflamatorio.

. Comparar el contenido quimico de cada uno de los extractos organicos de N.
lobata y asociarlo a la actividad bioldgica.

. Identificar los compuestos mayoritarios presentes en el extracto organico-de-N.

lobata con mayor actividad antiinflamatoria.
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7. Metodologia

7.1 Disefio_experimental

En el presente estudio, se evallo la actividad antiinflamatoria de tres extractos de Quina
verde en células RAW-Blue, asi mismo, se realizaron pruebas cualitativas como
cuantitativas para la~determinacién de los compuestos quimicos relacionados con esta
actividad. En la figura 10, se observa el disefio experimental seguido en este trabajo de
investigacion.

Figura 10.

Procedimiento experimental

Q Disefio experimental )
( o) |

v

Colecta e identificaciéon de
la planta

Obtencion de extractos

v

i

Determinacion del efecto

antiinflamatorio

Determinacion de los
compuestos quimicos

- CPTyCFT Ensayo in-vitro de

células.RAW-Blue.

| ccF \

Viabilidad celular
empleandaMTT.

~i| CLAR-DAD y CG-EM

Nota. NI H, A, E: Extracto hexanico, de acetato de etilo y etandlico, respectivamente. CPT y CFTicuantificacion de
polifenoles y flavonoides totales, CCF: cromatografia en capa fina, CLAR-DAD: cromatografia liguida de alta
resolucion acoplada al detector de arreglo de diodos, CG-EM: cromatografia de gases acoplada a espectrometria de

masas.
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En este” trabajo experimental, se mantuvieron condiciones adecuadas empleando
controles _experimentales, ademas de los grupos de tratamientos conformados por los
extractos de.N: lobata. De acuerdo con la definicion de variables de Kaliyadan y Kulkarni
(2019), se manejé como variable dependiente la inhibicion de la expresion de NF-«B ante
el estimulo de £PS, como medida del efecto antiinflamatorio provocado por el farmaco

control (indometacina) y. los tratamientos derivados de N. lobata.

7.2 Colecta e identificaciénide N. lobata

Se recolectaron plantas silvestres de Neurolaena lobata (L.) Cass., (Familia Asteraceae)
en el jardin botanico “El Jardinde Dios”, de la localidad: Ejido Zunu y Patastal Km.15,
Tacotalpa, Tabasco (altitud 20 msamglatitud 17° 28’ 29.7” norte y longitud 92° 48’ 40.1”
oeste). Posteriormente, un ejemplar con.numero de registro 37114 fue identificado por la
Dra. Nelly del Carmen Jiménez Pérez, Curadora de la Coleccion de Plantas Vasculares
Herbario UJAT de la Divisién Académica de"Ciencias Bioldgicas de la Universidad Juarez
Auténoma de Tabasco (DACBIol-UJAT).

7.3 Obtencién de los extractos organicos de N. lobata (L.) Cass.

Se adapto la metodologia descrita por Paredes et al.«(2019) para la extraccion de
metabolitos a partir de las partes aéreas (flores, hojas y ramas) de N. lobata. El material
vegetal fue secado y pulverizado utilizando un molino manual de la marca Estrella
®. Posteriormente, se realizaron maceraciones sucesivas de 24 h a temperatura
ambiente (28° C) empleando disolventes de polaridad ascendente:'n-hexano, acetato de

etilo y etanol, respectivamente.

El primer macerado fue preparado con 100 g de material vegetal secé y pulverizado, los
cuales se mezclaron con 1L de n-hexano. Posteriormente, el macerado fue filtrado para
separar los residuos soélidos del liquido obtenido. El filtrado fue sometido a un_proceso
de destilacidn a presion reducida con el apoyo de un equipo de Rotavapor® R-100 de.la
marca BUCHI; India. Mientras que el residuo se secO hasta peso constante en_el

desecador, una vez seco se siguié con acetato de etilo y luego con etanol. Este
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procedimiento fue efectuado por triplicado para cada uno de los disolventes. Los
extractoes obtenidos fueron denominados NI H (n-hexano), NI A (acetato de etilo) y NI E
(etanol). Ademas, los extractos fueron conservados a 6°C en un refrigerador (TVC28

Torrey, México)-hasta el momento de su evaluacion.

7.4 Determinacion del.Contenido de Flavonoides Totales (CFT)

7.4.1 Curva de calibracién con patron de rutina

Para la evaluacion del contenido de flavonoides totales por el método del cloruro de
aluminio (AICI3), se siguio el procedimiento descrito en el punto 6.3.6 del PROY-NOM-
003-SAG/GAN-2016 con algunas-modificaciones y se utilizé como patron a la rutina
(Pekal & Pyrzynska, 2014). Se iniciospreparando una solucién patrén de rutina (10 mg de
rutina en 10 mL de metanol) de 1000. g/ uL. A partir de esta disolucién, en tubos de
ensayo protegidos de la luz solar, se prepardé 2.5 mL de disoluciones diluidas para
obtener cinco patrones a distintas cencentraciones: 10, 20, 30, 40 y 50 (ug/ pL); se tomé
respectivamente 25, 50, 75, 100 y 125 (uL). Posteriormente, se agregd 75 uL de nitrato
de sodio (NaNO2) al 5% y se esperd 5 minutos. ktego se afiadidé 150 uL de cloruro de
aluminio (AICI3) al 10 % y se esper6 6 minutos. ElsSiguiente paso fue aforar hasta los
2000 pL agua destilada y se agregd 500 pL de hidfoxido de sodio (NaOH) 1 M. El
volumen final fue de 2500 pL y se realiz6 la lectura a 510_nam en un espectrofotometro
UV-Vis (Genesys™10S Thermo Fisher Scientific™).

7.4.2 Andlisis de los flavonoides en los extractos organicos de'N. lobata (L.) Cass.

Garrido et al., (2013) describié que la medicion se realiza contra un blanco, que en este
fue metanol. Mientras que los extractos fueron reconstituidos en metanol a una
concentracion de 1 mg/mL, se tomaron 100 yL de estas y se trataron de igualymanera
que los patrones de rutina. Finalmente, se leyd por triplicado cada dilucionde los
extractos organicos a 510 nm en un espectrofotometro UV-Vis. Los resultados.se
expresaron en mg Eq (equivalentes) rutina/ g extracto de acuerdo con lo indicado en el
PROY-NOM-003-SAG/GAN-2016.
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7.5 Determinacion del Contenido de Polifenoles Totales (CPT)

7.5.1 Curva,de calibracion con patrén de acido géalico

Para la determinacion de CPT, se siguio el punto 6.3.5 del PROY-NOM-003-SAG/GAN-
2016 y se utilizo)el método espectrofotométrico de Folin- Ciocalteu (FC) descrito por
Garcia et al. (2020),, con algunas modificaciones. Se inicié con la preparacion de una
disoluciéon concentrada de acido galico 100 pg/mL. A partir de esta de disolucién, en
tubos de ensayo protegidas de la luz solar, se prepararon 2 mL de disoluciones diluidas
para obtener cinco patrones-a distintas concentraciones: 1, 2, 4, 6, 7 (ug/ mL); se tomaron
respectivamente 20, 40, 80, 120,y 140 (pL). Seguidamente, fue pipeteado 1480, 1460,
1420, 1380 y 1360 (uL) de agua’destilada, respectivamente. Posteriormente, se agrego
250 uL del reactivo de FC y se esper6 6 minutos. Luego, se adicion6 250 uL de carbonato
de sodio (Na,COs) al 20 %. El volumen final fue 2000 pyL y se ley6 a 760 nm en el

espectrofotometro UV-Vis.

7.5.2 Andlisis de polifenoles en los‘extractes’organicos de N. lobata (L.) Cass.

En tubos de ensayo bajo oscuridad, se agregaron(100 pL del extracto y se sometieron al
mismo tratamiento que en la curva de calibracion. Los extractos fueron reconstituidos en
metanol a una concentracion de 5 mg/ mL. La prueba sesrealizé por triplicado a 760 nm
para cada analisis, se obtuvo el valor medio de abserbancia y el contenido de
compuestos fendlicos totales expresados en mg Eq acido(galico/g de extracto como
indica el PROY-NOM-003-SAG/GAN-2016.

7.6 ldentificacion quimica preliminar mediante cromatografia en capa.fina (CCF)

Los extractos organicos se reconstituyeron con el mismo disolvente de “sd extraccion.
Para la prueba de CCF fase normal, se emple6 como fase estacionaria silice gel60 F2s4y
como fase movil los disolventes n-hexano: acetato de etilo en proporcion 95:5,'8:2.y 7:3
(Wagner & Bladt, 1996). Donde los compuestos apolares o menos polares eluyeronsmas
rapido mientras que los compuestos polares quedaban mas retenidos. Por otro lado, la

CCF fase reversa, permitié observar que los compuestos mas polares eluyen mas rapido
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gue los“compuestos menos polares, gracias a la RP-18 60 F2s4s placa de gel silice
(octadeeil silice) modificada y desarrollada en un sistema agua: acetonitrilo a proporcién
5:5 (Sjursnessét al., 2014).

Las medidas derlas placas fueron de 4 x 2.5 (cm); con ayuda de capilares se colocaron
los extractos al eémienzo en una linea con separacién de 0.5 cm de ancho entre cada
extracto. De acuerdoscon Wagner & Bladt (1996), después de eludir en el sistema
correspondiente, las placas se observaron en lampara reveladora en UV-254 nm (luz
ultravioleta de longitud,de onda corta) para detectar sustancias que apagan
fluorescencia. En placas de CCF, los compuestos con dobles enlaces C=C en la
conjugacion, aparecieron como~areas oscuras sobre un fondo fluorescente de color
amarillo verdoso. Mientras que luz ultravioleta de longitud de onda larga (UV-365 nm),

se detectaron sustancias fluorescentes azules.

Ademdas, como revelador se empled el+eactivo de Komarowsky (KOM) que consiste en
1 ml de acido sulfurico etanodlico’al 50 % y.10-ml de 4-hidroxibenzaldehido metandlico al
2 %. La placa rociada se calent6 durante un’intervalo de 5-10 min, a 100°C (Wagner &
Bladt, 1996).

Para determinar los flavonoides en UV-Vis a'365 nmySe utilizo el revelador que contiene
una disolucion metandlica de difenilboriloxietilamina (NP)2-aminoacetyldiphenylborinato
al 1% en una disolucion etandlica de polietilenglicol-4000(PEG) al 5% (Wagner & Bladt,
1996).

Otro revelador utilizado fue el sulfato cérico amoniacal (12-9) en acido sulfdrico
concentrado (22 mL). Después de rociar el revelador sobre la placa)se calenté en una

parrilla de calentamiento a 100°C por 3-5 minutos (Wagner & Bladt, 1996).

7.7 Determinacion del perfil quimico de los extractos organicos de N. lebata por
CLAR-DAD y CG-EM

Los extractos de acetato de etilo y etandlico se analizaron en un equipo de cromatografia
liquida de alta resolucion (CLAR) compuesto por un modulo de separacion Waters® 2695

y un detector de arreglo de diodos (DAD) Waters® 2696 para la identificacion de

35



flavonoides. Se realizo en una columna Supelcosil LC-F (4.6 mm x 250 mm, tamafio de
particula” 5 um) para la separacion quimica. La fase acida moévil consisti6 en una
disolucionsacuosa de trifluoroacético al 0.5 % (disolvente A) y acetonitrilo (disolvente B).
La velocidad-de flujo fue de 0.9 ml/min con un volumen de muestra de 10 pL. Los
Cromatogramas UV se registraron a 330 nm (Gallegos-Garcia et al., 2022; Siccha &
Sabana, 2015).

Por otro lado, el perfil/quimico del extracto hexanico de N. lobata se analiz6 por
cromatografia de gases/“acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) (Agilent
6890). Este producto se prepard en una columna capilar de silice fundida HP5890 con
medidas de 0.25 mm de diametro por 30 m de largo y 0.25 pum de espesor de la capa de
silice. El CG-EM funciono en las siguientes condiciones: por 2 min se calento el horno a
40° C, luego se programo a temperaturas de 40-260 °C por 10 °C/min y al llegar a 260
°C se conservo durante 20 min; para‘el detector de masas la temperatura de interfase
fue a 200 °C con rango de adquisicion de masa, 20-550; el inyector y del detector se
programaron a temperaturas de 250°C y 280/°C, respectivamente; se utilizo helio como
gas portador con caudal de 1 mL/min; para-la inyeccion splitless se tomé6 0.1 yL de
extracto concentrado al 1%. Finalmente, se hizo,"una comparacion del contenido
metabdlico obtenido del espectro con datos de la literatura (Gallegos et al., 2022; Adams,
2017).

7.8 Cultivo de células RAW-Blue para evaluar la inflamacién

Las células RAW-Blue (Cat. No. raw-sp; Invivogen) fueron cultivadas en el Laboratorio
de Farmacologia y Biologia Celular del Centro de Investigacion Biomédica del Sur
dependiente del Instituto Mexicano del Seguro Social (CIBIS-IMSS),. ubicado en
Xochitepec, Morelos, durante el periodo de mayo a junio de 2024. Utilizandoda expresion
de NF- kB en estas células después del estimulo inflamatorio con LPS, se midi6 el
porcentaje de inhibicion de este proceso como medida de la respuesta anti-inflamatoria
de los tres extractos organicos de Neurolaena lobata (Quina verde). Para el muestreo,

se selecciond el cultivo con células al 80% de confluencia y con un recuento celular
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aproximado de 1x108 células/ mL en medio de cultivo, ver figura 11 (Louis & Siegel, 2011;
Sivinskiretal., 2020).

Figura 11.

Muestreo celular desmacréfagos

C Caracteristicas de las células )

Macrofagos cultivados en placa a una Conteo celular mediante
densidad del 80% de confluencia.

azul de tripan.

Area que ocupan las células en la

superficie del cultivo_celular. camara de Neubauber
m m
% 1)
Un microscopio 6ptico con N° Células=
objetivo 10X. 4
(A+B+C+D/4) (10 )(2)

Nota. Primero se determiné cualitativamente la confluencia celular del 80%.y posteriormente se realiz6 una
disolucién 1:1 (20uL de medio celular: azul de tripan 0.4%) adicionando 20 uLya la camara de Neubauber y

finalmente se realiz6 el conteo con la férmula descrita.

. , 4
A, B, C y D: son areas de conteo, 4: es el nUmero de cuadrantes, 10 : representa €l velumen en los cuatros

cuadrantes y 2: es el factor de dilucion. Informacion adaptada de Louis y Siegel (2011); Segeritzyy Vallier (2017).

7.9 Evaluaciéon antiinflamatoria in-vitro de los extractos de N. lobata empleando
células RAW-Blue

Para la preparacion de los tratamientos de N. lobata, NI Ay NI E fueron disueltos'en 1mL
de agua estéril, en condiciones de potabilidad. En el caso de NI H se disolvié en 100 uL
de DMSO y 900 pL de agua (Timm et al., 2013). Todos los tratamientos fueron filtrados
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y aplicados a concentracion de 100 y 200 pg/mL en una microplaca de 96 pocillos, que

contenian.as células macrofagas RAW-Blue.

Como se meneiono, el farmaco de referencia utilizado como control fue la indometacina
un antiinflamaterio de tipo AINE’s a una concentracion de 10 puM, que permitié realizar
comparaciones entre la actividad inducida por éste y los tratamientos de N. lobata,
asimismo se tratd'desgual forma que los pocillos con extractos. Estos grupos fueron

identificados conforme a/la definicion de control de Moser (2019).

La inflamacion fue evaluadaiconforme a la metodologia recomendada por el fabricante
InvivoGen (2024) de las célulass RAW-Blue y por Sivinski et al. (2020), con algunas

modificaciones.

Primeramente, se descongelaron %.se colocaron las células en un cultivo inicial que
contenia el medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM; Cat. # ME-021, Invitro), 4.5
g/L glucosa, 2mM L-glutamina (Let. No. RNB66730), suero fetal bovino (SFB) 10%
inactivado a 56°C por 30 minutos(SFB; Lot.# 2314116 RP, GIBCO), 100 pug/mL de
normocina (Cat. No. ant.nr; Invivogen), y 200 ug/mL de zeocina como antibiético de
seleccion (Cat. No. ant-zn; Invivogen).,Posteriermmente, las células se llevaron a
centrifugar a 1200 rpm por 5 minutos, luego Se“descartd el sobrenadante y se
resuspendio en un 1 mL de medio DMEM. Después las'Células se sembraron en frascos
de cultivo celular de 75 cm? a 2.5x10° células/mL en medio DMEM, se incubaron a 37°C,

CO:2 al 5% hasta alcanzar el 80% de confluencia.

Posteriormente, se decantd el medio, se agregd 1 mL de medio DMEM, se raspé
suavemente con un scraper sobre la superficie del frasco, sec¢entrifugd a 700 rpm
durante 5 minutos y se decantd. Seguidamente, se resuspendié en, el medio de
crecimiento previamente filtrado, el cual, consistia en DMEM, 4.5 g/L glucesa, 2 mM L-
glutamina, 10%, SFB 10% inactivado, bicarbonato 3%, Pen-Strep (100 U/ml-100 pg/ml)
y 200 pg/mL de zeocina), este se dejo hasta alcanzar nuevamente el 80% de confluencia.
El conteo celular en 1 mL, se realiz6 con un microscopio con objetivo de 10X, una.camara

de Neubauber y empleando azul de tripan (ver figura 11).
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Las céldlas fueron sembradas a 1x10° células, al agregar 180 pL del medio en cada
pocillo*de una placa de 96 pocillos (Cat. No. 3603; Corning), se incubaron durante 24
horas a 37°C; CO: al 5% para permitir la adherencia. Nuevamente, se cambié el medio
de crecimiento-por el medio de prueba (este medio no contenia Pen-Strep como en el
medio de crecimiento). Posteriormente, se administr6 20 pL a dos concentraciones
distintas (100 y 200ug/mL) de los tratamientos de Neurolaena lobata (NI H, NI A, NI E) y
se dejé incubar por‘2sheras; cada concentracion tenia tres pocillos replicados y como
referencia se utilizé indemetacina 10 pM. Al paso del tiempo, se agregd 1 pg/mL de
polisacarido (LPS) inductor de“dafo celular y activador de la via de sefializacion NF- kB,

se incubd el tratamiento + LPS _por 24 horas a 37 °C, 5% CO:..

La respuesta del NF-xB y FA, fue.monitoreada con el reactivo de QUANTI-Blue (Cat.
No.rep-gbl; Invivogen); se tomaron 50 pL del sobrenadante de las células y fueron
adicionados150 pL de la disolucién de*QUANTI-Blue, posteriormente se incubaron por 1
h a 37 °C y la densidad Optica fué/medida a 630 nm utilizando un espectrofotometro de
placas (Multiskan™ GO, Thermo Seientific™ /Madrid). El porcentaje de inhibicion de NF-

kB, se obtuvo con la ecuacion 1.
% Inhibicion NF-kB = [(DOc: DOt)¥'DOc] x 100 % (1)
Donde DO+= representa la densidad Optica promedio del grupo tratado;

DOc= es la densidad oOptica promedio del grupo control negativo.

7.10 Viabilidad celular por el ensayo de MTT

Para medir la viabilidad celular, se empled una sal de tetrazolio conoeitdla como MTT
(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiaxolona-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) a una congentracion de 5
mg/mL (Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, EE. UU.), adicionalmente se‘mezcl6 con 1
mL de SFB al 1%; de esta disolucion se tomaron 10 uL de MTT, los cuales.fueron
agregados en cada pozo de una microplaca de 96 pocillos que contenian 150 qb del
cultivo celular de las RAW-Blue previamente incubadas con el tratamiento + LPS durante
24 h (Segeritz & Vallier, 2017; Xu et al., 2022).
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La plaea fue incubada a 37°C en una estufa con agitacion constante durante 4 h,
seguidamente se decant6 el sobrenadante y se agregaron 100 uL de isopropanol, para
finalmente’medir la absorbancia a 492 nm en un lector de placas descrito anteriormente
(Xu et al., 2022): Los resultados son expresados como el porcentaje de viabilidad celular

y conforme a lo-indicado en la ecuacion 2.
% ViabilidadsCelular = (DO1/ DOc) X 100 % (2)
Donde DO+= es la densidad Optica promedio del grupo experimental,

DOc = representa la densidad optica promedio del grupo control de vehiculo.

7.11 Analisis estadistico

Los resultados del andlisis del contenido de polifenoles y de flavonoides totales
fueron expresados como la mediat error estandar (EE) por triplicado (n=3) de cada una
de las muestras evaluadas. Mientras que\ Jla diferencia significativa estadistica fue
determinada con el andlisis de varianza (ANOVA) de una via, post-prueba de Tukey con
una p<0.05 para la comparacion entre los.tres extractos. De igual forma, los resultados
de la actividad antiinflamatoria, asi como la viabilidad.celular frente a los extractos, fueron
analizados como la media + EEM para cada.uno, con n=3. Para el analisis comparativo
entre grupos se empled la prueba ANOVA de una via, post-prueba de Tukey con un nivel
de significancia estadistica de p<0.05. Todos los analisiS .fueron realizados en el

programa estadistico Prism 10.2.3 (GraphPad Software, Inc).
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8. Resultados y discusion

8.1 Cuantificacion del contenido de polifenoles y flavonoides totales en N. lobata

El analisis del €entenido de polifenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu, de los
extractos de N. Iobata (NI H, NI Ay NI E), fueron referidos a los mg equivalentes de acido
galico (AG) por gramo de extracto (mg/ g extracto). El analisis ANOVA, seguido de una
prueba de Tukey de los extractos respecto al contenido de polifenoles totales indicaron
diferencia estadistica entre~ellos (p<0.0001). Se mostré6 que NI E contiene la mayor
concentracion de este tipo de compuestos con 66.9 + 6.598 mg Eq AG/g extracto. Por
otro lado, el andlisis del contenido.de flavonoides, expresados como mg equivalentes a
rutina por g extracto, mostré que NI'E con 241.186 + 25.150 mg Eq Rutina/ g de extracto,
presenta mayor concentracion queios otros dos extractos, con una diferencia
significativa de p=0.003. En la tabla 1, se.muestran los resultados del contenido de estos

compuestos quimicos en los extractos de Quina verde.

Tabla 1.

Cuantificacion de polifenolesy flavonoides totales en N:*lobata

Polifenoles* Flavonoides**
Extracto .
[mg Eq AG/ g extracto] [mg Eqg Rutina/ g extracto]
NI H 14.9804 + 1.0192 62.674+ 7.7982
NI A 24.0189 + 1.6352 116.810 + 18.5302
NI E 66.9310 + 6.598P 211.186 + 25.150°

Nota. Los resultados se expresan como la media + EE de tres repeticiones para cada muestra. Letras distintas

indica diferencia significativa de acuerdo con el andlisis de Tukey *(p<0.0001), **(p=0.003).

Estos hallazgos correlacionan la variabilidad de los compuestos quimicos™por su afinidad
a la polaridad del disolvente de extraccion, siendo los compuestos tipos fendlicos y
flavonoides los de mayor concentracién en disolventes de polaridad alta, semejante a lo
observado por Dirar et al. (2019).

En relacién con otros estudios del género Neurolaena, se encontré que Ulubelen et-al.
(1890), identifico 15 flavonoides en un extracto acuoso/metandlico de la especie N.
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oaxacana. El mismo autor, en otro trabajo (Ulubelen et al. 1981), extrajo flavonoides en

el misma tipo de extracto obtenido de las hojas de N. ventura.

Para N. lobata, Kerr et al. (1981), reporto el uso de extractos con polaridad ascendente
(diclorometanoscacetato de etilo y agua), con lo que se logré identificar la presencia de
polifenoles y flavonoides en las partes aéreas de esta especie. En otro estudio, Paredes
et al. (2019) identifie6 acidos fendlicos en tinturas hidroalcohdlicas por técnicas
cromatografias, tales'‘como CLAR y CCF. Sin embargo, los resultados sugirieron mayor

abundancia de flavonoides’que polifenoles en extractos de Quina verde.

8.2 Identificacion preliminar delos-compuestos quimicos por CCF

Mediante los colores de cada mancha fue posible examinar grupos o familias de quimicos
como polifenoles y flavonoides. En el'casae de Wagner & Bladt (1996), describen que los
flavonoides exhiben manchas de“color*amarillo oscuro, verde o azul fluorescentes al
observarse a 365 nm. Ademas, si estos compuestos contienen acidos fenolcarboxilicos
0 cumarinas, sus manchas apareceran)de color‘azul fluorescente. De igual manera, al
utilizar el revelador NP-PEG se intensifieara el color fluorescente caracteristico de su
estructura a 365 nm, es decir, flavonoles ‘como la quercetina y sus glicosidos mostraran
colores naranja-amarillo, mientras que flavonas coma luteolina y apigenina (asimismo
sus glicésidos) exhibiran colores naranja y amarillo-verde, respectivamente. Incluso, los
flavonoides 6-hidroxilados, flavonas o chalconas glicosiladasy.aparecen como manchas
amarillas al observase en luz visible pero que se apagan a tonos.escuros o marrones al
observarse en luz UV (Mohammed, 1996). También es posible identificar manchas de
color gris o gris oscuro caracteristicas de polifenoles y flavonoides al eludirse en sistemas
polares (Hechaichi et al., 2023).

Para la identificacion preliminar de los extractos de N. lobata, se evaluaron/diferentes
sistemas de elucién. En un sistema con proporcion 8:2 de n-hexano: acetato de‘etilo, los
extractos NI H y NI A exhibieron una mejor separacion en la cromatoplaca obseprando
siete spots para NI H (cinco a luz visible, una en UV-254 nm y una en UV-365nm);

asimismo NI A mostré dos manchas con Fr = 0.28 y 0.43 en ambas longitudes de onda

42



en céwuv y al ser revelada con el reactivo NP-PEG especifico para flavonoides; sin

emba NI E no se observaron spots que eluyeran en estos sistemas probablemente
se deba el contenido metabdlico sea de compuestos con polaridad mayor que el
sistema em 0

En el extracto% luz visible, se presentaron dos compuestos de color amarillo, una
mancha verde oli\s&dos spots marrones. Cabe destacar la aparicion de una sexta
mancha de color azul@fescente (un posible acido fenolico) con un Fr= 0.50 al utilizar
una camara UV a long rga (365 nm) y otro spot de color oscuro a 254 nm. Sin
embargo, al revelarse con@

365 nm (ver figura 12). C/‘c

PEG, el compuesto azul no fue visible en la cAmara UV-

-
Asimismo, NI A exhibié dos man@ a luz visible: una de color amarillo verdoso y otra

/\

de un tono gris oscuro. Al observarse ®as manchas a 254 nm y 365 nm, mostraron una

coloracién gris y gris oscuro, respectiv te. Al rociarse con NP-PEG, adquirieron una
coloracién naranja fluorescente@a, 365 nm uyigura 12).
Figura 12.

CCF fase normal
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Nota. Placas cromatograficas de los extractos hexanico (H), acetato de etilo (A) y etandlico (E) des dos en
el sistema hexano: acetato de etilo (8:2). Observadas en (A) visible; (B) 254 nm; (C) 365 nm; (D) 365 nm lada
con NP-PEG. O
Fotografias obtenidas de datos experimentales, 8 de abril de 2024. O
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Debidosa que NI E no eluy6 en el sistema anterior, se repitio la prueba en placas de
cromatografia de fase reversa, desarrolladas en un sistema agua: acetonitrilo (5:5). En
la figura 13 se ‘muestra la placa fase reversa en la cual se aprecioé una buena separacién
de manchasddeénticas en colores, asi como iguales Fr para NI Ay NI E. Sin embargo, NI
E mostré un nimero mas elevado de spots con intensidades mas fuertes, lo que sugiere
gue se trata de dos) mismos compuestos quimicos en ambos extractos, pero con
contenido variado. Porsu_parte, NI H no se desplazé en la placa de fase reversa por su

baja polaridad en el sistema de CCF (sistema polar).

En la muestra NI A se observaron siete bandas cromatogréficas de colores marrones,
naranjas y verdes. Esta variedad de colores sugiere la presencia de diferentes
compuestos tipo flavonoides. De jgual manera, se presentaron las mismas coloraciones
en los nueve compuestos observades en NI E. Estas manchas reveladas con NP-PEG y
examinadas en UV-365 nm, mostraron‘tonos marrones (griseas y claro), anaranjadas,
verde azulado, grises y malva fluoreéscente. Todas con Frdistintos, por lo que, se sugiere
la presencia de compuestos bioactivos diferentes. Marbry et al. (1972), propone que las
manchas verdes azulado fluorescente puede corresponder a flavonoles libres en 3-OH,
y libres 0 no en 5-OH. Mientras Mohammed (1996); indica que manchas marrones claras
son propias de biflavonoides derivados de.flavonas“glicosilada y raramente sustituidas,
asimismo, coloraciones marrones oscuras son caractefisticas de flavonoles glicosilados.
Por su parte, bandas de color malva fluorescente o naranjas,opacas corresponden a la

presencia de antocianidinas 3-glicésiladas o 3,5-diglicosiladas.
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Figura 13.

CCF fase revefsa
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Nota. Placa de cromatografia fase reversaseluida en agua: acetonitrilo (5:5) reveladas con NP-PEG y
observada 365 nm. Extracto hexanico (H), acetato de etilo ((A) yetandlico (E).

Fotografias obtenidas de datos experimentales, 10 defabril de 2024.

8.3 Perfil metabdlico de Neurolaena lobata por CLAR-DAD

El andlisis por CLAR-DAD permiti6 identificar nueve picos tanto en NI A como en NI E
(ver figura 14), correspondientes a dos compuestos fendlicos y siete flavonoides con tr
entre 8 y 11 min. Ademas, los tiempos de retencion (tr) de los picos\en NI A (figura 14A)
y NI E (figura 14B) son similares en ambos cromatogramas. Sin embargo,se detectaron
diferencias en las unidades de absorbancia (AU), observando el dobleyen NI E en
comparacion con NI A, con lo que se infiere que hay mayor concentracion de los

compuestos en NI E.
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Figura 1
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Asimismo, los tr detectados entre 8 y 11 min sugieren que se tratan de compuestos de

polaridad alta en ambos extractos. En la tabla 2, se muestran los tr y A max. de cada pico.

Tabla 2.

Perfil quimico delas_partes aéreas de N. lobata obtenida por CLAR-DAD de los extractos de mediana y alta polaridad.

Tiempo de _
_ » Bandas de Metabolito )
Pico retencion . . o Estandar
_ absorbancia (nm) identificado
(min)
Acido
_ . clorogénico
Derivado del acido _
1 8.533 207.5, 2321, 324.4 . (Castillo-
clorogénico
Mendoza
et al., 2022)
Flavonoide tipo _
Quercetina

flavonol derivado
2 8.783 205.2, 2592,.358.7 o (Marbry et al.,
glicosilado de
1972).

quercetina

- Luteolina
Flavonaide tipo flavona
3 8.9 206.5, 276.9, 351.7 o _ (Marbry et al.,
glicosiladarde luteolina

1972).
Flavonoide flavona Luteolina
209.9, 234.5, 273.4, _ e
4 9.1 3470 derivado glicosilada de (Marbry et al.,
' luteolina 1972).
Flavonoide tipo flavona™, Apigenina
5 9.333 211.0, 280.5, 335.1  derivado glicosilado de (Marbry et al.,
apigenina. 1972).
Flavonoides tipo ”~
Apigénina

flavona derivado
6 9.7 238.0, 276.9, 336.3 o (Marbry’etal.,
glicosilado de
1972).

apigenina.
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Flavonoides tipo o
_ Apigenina
flavona derivado
7 9:933 210.0, 284.0, 336.3 o (Marbry et al.,
glicosilado de

o 1972).
apigenina
Acido elagico
Derivado del &cido (Morales-
8 10.633 242.7, 330.3 _
elagico Ferra et al.,
2023)
Flavonoide tipo Quercetina
9 10.933 218.0, 278.1, 352.9  flavonol glicosilado de (Marbry et al.,
quercetina. 1972).

De acuerdo con los datos tr y las bandas de absorcién de los compuestos, permitieron
la comparacion de los espectros UV de les nueve picos con la informacion de estandares
reportados en la literatura y los~estandares’ de control del Laboratorio de Quimica
Organica y Productos Naturales (LQOPN-DACB-UJAT).

De modo que, las longitudes de onda absorbidas(en’el rango UV de los picos 1y 8 (ver
figura 15) exhibieron semejanza con compuestos®detipo fendlicos. En tanto que el
espectro UV del pico 1 mostré un tr=8.5 min, con A max.=.232.1y 324.4 nm. Este hallazgo
fue similar con las ondas de absorcion del acido clorogénieo (A max.= 236 y 326 nm) y al
tr = 8.6 min reportado por Castillo-Mendoza et al. (2022), sugiriendo que este metabolito

podria ser un derivado del acido clorogénico.

Mientras que el pico 8 fue registrado a un tr =10.6 min con bandas.de absorcién (A max.=
242.7 y 330.3 nm) cercanas para el acido elagico (A max.= 254 y 364 nm)reportado en el
trabajo de Morales-Ferra et al., (2023) con tr de 9.3 min. Por lo anterior, se.dnfiere que el

pico 8 se trata de un derivado del 4cido elagico.
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Figura 15.

Espectro UV=330.nm de &cidos fendlicos
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Nota. Pico 1y 8 de los compuestos identificados por CLAR-DAD.

Los picos 2, 3, 4, 5, 6, 7, y 9 fueronsidentificados como flavonoides de tipo flavonol o
flavona, por medio, de sus dos bandas de absorcion relacionados al anillo A (banda Il
con rango A max. =240-280 nm) y al anillo, B (banda | con rango A max. =300-380 nm) de su
estructura quimica. Cabe destacar.que la presencia de glicésidos en la posicion 3,50 4"
del flavonoide puede provocar el desplazamiento de la banda | hacia longitudes de ondas
mas cortas (cambio hipsocrémico). Por otroJadogel incremento de grupos hidroxilos (OH)
en el anillo A produce un cambio batocrémico (desplazamiento hacia longitudes de ondas
mas largas) en la banda Il y muy ligera en |y esto enseomparacion con el sistema de

identificacion de espectros UV planteados por Marbry et al.(1972).

Por lo tanto, los picos 2 (A max. = 358 nm en la banda I) y 9 (X maxy= 352 nm en la banda I)
mostraron absorbancia en las longitudes de ondas compatibles-al espectro UV de la
quercetina (A max. = 355 nm en la banda 1) del trabajo Marbry et al’'(2972). La banda | de
estos compuestos se ubicaron proximos del rango de A max. (328- 357 nm) de los
flavonoles glicosilados o metilados en la posicion 3, mientras que las bandas Il (A max. =
259 nm del pico 2 y 278 nm del pico 9) mostraron un desplazamiento batoeromico que
se puede deber a la presencia de hidroxilos en el anillo A, por lo cual este analisis permite
identificar que se tratan de compuestos del grupo de los flavonoides de tipo flavonol y
por el tr en un sistema de elucion polar se infiere que son derivados glicosilados~de

guercetina (ver figura 16). Lo anterior coincide con lo reportado por Castillo-Mendoza
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et al., (2022) donde menciona a dos derivados glicosilados de quercetina (3-O-rutindsido

de quereetina y 3-O-glucoésido de quercetina) con tr = 9.07 y 9.3 min.

Figura 16.

Espectro UV-330 nm de flavonoles
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Nota. Pico 2 y 9 de metabolitos identificados por‘CLAR-DAD.

Para los picos 3 (A max. = 276.9 #351.7 nm,.tr=78.9 min) y 4 (A max. =234.5, 347nm, tr=9.1
min), se encontré similitud con el espectro UV.de una flavona nombrada como luteolina
(A max. =267 y 349 nm) (Mabry et al.,1972). Ademas, concuerda con el tr = 9.3 min de la
7-O-glicosido de luteolina reportado por Castillo-Mendoza et al., (2022) por lo que se
sugirié que se trataban de flavonoides tipa“flavona glicosiladas derivados de luteolina

(ver figura 17).

La banda | del pico 5 (A max. =335 nm), 6 (A max. =336 nm), ¥ 7 (A max. =336 nm), se
encontraron dentro del rango de la banda | de flavonas (304-358 nm) especialmente
préximas ala A max. de la apigenina (336 nm) descrita por Mabry etal. (1972), por lo tanto,
este fue el espectro UV que permiti6 determinar que probablemente se deba a
flavonoides tipo flavona derivado de apigenina (ver figura 17). Los tiempos de retencion
del pico 5 (9.33 min), 6 (9.33 min) y 7 (9.9 min) fueron muy préximos a un pesible glicésido
de apigenina (tr = 8.66 min) identificado por Gallegos-Garcia et al., (2022), lo-que sugiere

gue estos compuestos se encuentran glicosilados.

Estos resultados son de tipo preliminar y para ser especificos del tipo de glicésido
presente en estos compuestos, es necesario hacer uso de otras técnicas cromatogréaficas

y espectroscopicas que permitan la caracterizacion quimica-estructural de los
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compuestos identificados e incluso diferenciar entre isomeros glicosidicos, ya que,
CLAR- es un método relativamente adecuado para identificar flavonoides en su
forma agli )efy en algunos derivados glicosilados en especial al contar con estandares

(DeIgado-Poédano et al., 2020).

Figura 17. d\ .
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Nota. Pico 3, 4, 5, 6 y 7 de los metabolitos identificados por CLAR-DAD.



En este’Sentido, en el trabajo de Kerr et al. (1981) se encontraron compuestos derivados
glicosilados de luteolina como de quercetina en extractos de mediana y alta polaridad de
las partes<aereas de N. lobata. En el extracto de acetato de etilo se observo la presencia
6-hidroxilutealina 7-glucosido (ver figura 3A). Y en el extracto acuoso, se identificé un

derivado de quercetina nombrada como quercetagetina 7-glucésido (ver figura 3D).

De la misma formay en“un trabajo realizado por Paredes et al. (2019), se encontré un
flavonoide polar posiblemente glicosilado con tr= 10.9 min en N. lobata, lo que infiere
gue se trata del flavonol derivado glicosilado de quercetina encontrado en el pico 9,
puesto que el tr, es el mism0, ademas los espectros UV son muy similares. Asimismo,
se identificaron dos acidos fendlicos en el extracto acuoso de N. lobata, no obstante, los
tr (24.2 y 34.8 min) indicaron que-se trataba de compuestos de menor polaridad, por lo
gue, no coincidid con los de este estudio donde los tr de los picos 1y 8 son inferiores,

por ende, se tratan de metabolitos mas polares.

8.4 Evaluacion del efecto antinflamatorio

Los tres extractos de N. lobata mostrargn una notable.capacidad para inhibir la activacion
de NF-xB en el modelo de las RAW-Blue/{De igual mahera, las comparaciones multiples
de Tukey (p<0.05) no revelaron diferencia estadisticamente significativa en el porcentaje
de inhibicion de la actividad antiinflamatoria entre los tres€xtractos a las concentraciones

probadas, infiriendo un efecto similar.

Sin embargo, NI A [100 pg/mL], NI A [200 pg/mL] y NI E [200-pg/mL] mostraron una
inhibicién de NF-kB superior al 80% lo que sugiriere un efecto comparable al observado
en células macréfagas sin estimulo inflamatorio o al vehiculo. En la figura:18 se observa
mayor actividad de estas concentraciones en comparacion con el farmaco control

(indometacina 10 uM) y las demas concentraciones evaluadas.
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Figura 18.

Efecto antiinflamatorio de los extractos de N. lobata

Tratamientos + LPS

1004 a a a
ab T
o
¥ 80 —I—
L ab
z
- 60+ T
o
O
‘5 40+
£
X 20+
0 1 1 1
O S S S (N
N Q Q Q Q
& W ¢ &
SR MR

Tratamientos [ug/mL]

Nota. Porcentaje de inhibicion NF-kB en\células RAW-Blue activadas con LPS y tratadas a dos concentraciones
distintas de extractos de N. lobata durante 24 h. Los resultados se expresan como la densidad éptica media de los
pocillos triplicados de cada muestray el error estandar de la'media (EEM) esta representada por las barras de error.
ANOVA con post-prueba de Tukey (p<0.05). Letras.distintas indican diferencia significancia.

Cabe mencionar, que los flavonoides glicosilados identificados en NI A y NI E podrian
diferir en sus fracciones glicosidicas, lo que podria explicar lasmenor actividad observada
para NI E [100 pg/mL] en comparaciéon con NI A.

Por su parte, el modelo celular de las RAW-Blue ha sido recientemente estudiado para
evaluar la inflamacion, razén que permitid profundizar en la comprension de los
mecanismos moleculares subyacentes al efecto antiinflamatorio de estos extractos.
Dado que estas células fueron estimuladas con LPS que es un agente pro<inflamatorio
capaz de activar la via NF-kB, se infiere que los extractos de diferente polaridad de la
Quina verde (polifenoles y flavonoides), seran capaces de ejercer un) efecto
antiinflamatorio en ensayos farmacoldgicos in vivo, y que dicha actividad—es

responsabilidad de los compuestos presentes en la planta, probablemente al inhibir esta
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via, nospermiten la activacion del complejo IxB evitando la translocacion del citoplasma

al nucleo de los dimeros Rel A'y p50, muy similar con el hallazgo de Xu et al., 2022.

El LPS es<una molécula reconocida por una proteina transmembrana de las células
macrofagas llamada receptor tipo Toll 4 o TLR4. Este estimulo activa el factor de
transcripcion NF<kB.que se encuentra en el citoplasma de la célula, entonces, por medio
de los procesos defosforilacion y ubiquitinacion, permite la translocacion de los dimeros
de IxB hacia nucleo para producir citocinas proinflamatorias provenientes de macréfagos
como IL-6, IL8 y TNF-a (lzawrence, 2009; Hayden & Ghosh, 2012; Xu et al., 2022). Dado
gue, en este estudio se utilizaron macrofagos de la linea celular RAW-Blue, las cuales
han sido modificadas genéticamente por medio de un plasmido que contiene el gen
reportero de fosfatasa alcalina secretada (FAS) que se expresa cuando NF-kB y FA-1 se
une a patrones de consenso de promoteres, permitié medir la actividad de la FAS por un
cambio de color del medio de rosa a azul utilizando el reactivo de QUANTI-Blue (RAW-
Blue cells, 2024; Chaffey et al., 2024). Entre mas rosa es el medio tratado con el extracto
vegetal indica que el extracto presenta- buenasinhibicion de la via NF-xB, y sucede lo
contrario para los medios que viran a-un.colormas azul, infiriendo que hay una menor
inhibicién de la via.

Ademas, en este trabajo se relacioné el efeeto antiinflamatorio de los extractos de N.
lobata en macrofagos RAW-Blue activados con LPS, a'la presencia de compuestos
guimicos tipo fendlicos y en su mayoria de flavonoides provenientes de las partes aéreas
de la planta en estudio. Puesto que con el andlisis por CLAR:DAD, se identificaron dos
posibles derivados de acidos fendlicos, dos flavonoles y cinco flavonas glicosiladas (para
detalle observar la tabla 4). Este hallazgo coincide con el papel de los polifenoles,
flavonoides y sus derivados en los eventos inflamatorios para modularla produccion de
citocinas proinflamatorias a través de la inactivacion de la via NF-kB, porlo-que, se ha
generado un reciente interés en explorar estos compuestos para el desarrollo.de nuevos
farmacos antinflamatorios (Yahfoufi et al., 2018; Ysrafil et al., 2023). Aunque para N.
lobata se ha reportado el efecto antiinflamatorio asociado a las lactonas
sesquiterpénicas, no se encontraron estudios sobre tal efecto en relacion con-los

polifenoles y flavonoides. Sin embargo, es posible encontrar trabajos donde describen
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principies quimicos de este tipo que podrian estar asociados, como el reportado por Kerr
et al. (1981), quienes aislaron derivados de quercetina y luteolina en especies de
Neurolaenda, .o bien, en el trabajo de Wong (1976; como se cita en Germosén-Robineau,
1995) quien eneontrd acido clorogénico en todas las partes de la planta. Mientras que la
Organizacion de*les Estados Americanos ([OEA], 1990; como se cita en Germoseén-

Robineau, 1995) repartaron la presencia de glicosidos y flavonoides para N. lobata.

8.5 Viabilidad celular de |los extractos de N. lobata

Por otro lado, se analizé la viabilidad celular de los tres extractos de la Quina verde para
determinar la toxicidad celular mediante el ensayo de MTT. Después de un analisis de
Tukey (p<0.05), se identificd quelassconcentraciones evaluadas de los tres extractos
presentan aproximadamente el 90%de viabilidad celular. De igual manera, el control
negativo (LPS) mostré una viabilidad c€lular del 85%, por lo que, se asegurd que este
estimulo causoé la respuesta inflamatoria sifi” gjercer el efecto citotéxico. Asimismo, el
andlisis verifico que el farmaco de referencia presenté mayor actividad de toxicidad que
los extractos examinados (ver figura 19)."Asi, losgesultados de este estudio sugieren que

los extractos de N. lobata producen una menor citotoxicidad que la indometacina.

En este estudio, el porcentaje de viabilidad*celular en'las RAW-Blue fue un parametro
esencial, ya que permitié evaluar la seguridad de los tratamientos, debido a que los
compuestos quimicos probados no solo pueden causar efecte.benéfico sobre las células
si no, causar toxicidad y, por consiguiente, muerte celular (Riss et-al., 2016). Agregando
a lo anterior, también es posible presentar toxicidad al utilizar”preductos a base de
plantas, aun asi, se empleen dosis habituales. Si bien N. lobata se ‘describe en la
literatura como una planta de baja toxicidad (Gracioso, 1998), se consideré adecuado
evaluar la citotoxicidad del extracto a concentraciones cominmente €émpleadas en

estudios preclinicos (100 y 200 pg/mL).
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Figura49:

Viabilidad _eelular de los extractos de N. lobata
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Nota. Se determind la citotoxicidad de las‘celulas RAW=Bluejal tratarse con LPS+ extractos de N. lobata.
Los resultados se expresan como la densidad 6ptica media,devlos pocillos triplicados y el error estandar
de la media (EEM) esta representada por las barras de errof. ANOVA seguido de una post-prueba de

Tukey (p<0.05). Letras distintas indican diferencia significativa.

9. Conclusiones

Se obtuvieron tres extractos organicos de las partes aéreas de Nedrolaena lobata (NI H,
NI A y NI E), destacando al extracto NI E por su mayor contenido de flavonoides y

polifenoles, seguido de NI Ay NI H.

El analisis del perfil quimico permitio establecer que no existe diferencia enilasdiversidad
quimica de los compuestos presentes en NI Ay NI E. Sin embargo, un diferenCiador es

el contenido de estos compuestos observandose un mayor contenido en NI E.
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Con respecto al efecto antiinflamatorio, los extractos con mayor porcentaje de inhibicion
de la via NF-«xB del cultivo celular de las RAW-Blue activadas con LPS, fueron NI A a

100 y 2007ugfmL, asi como NI E a 200 pg/mL.

10. Recomendaciones

1. Construir una curva de concentracion-respuesta de la actividad antiinflamatoria de
los extractos de Neurolaena lobata con mayores actividades.

2. Determinar la concentracion efectiva 50 (CE 50) de cada extracto para cuantificar
la potencia en la inhipicion de la respuesta inflamatoria.
Fraccionar el extracto mas' activo responsable del efecto antiinflamatorio.

4. Aislar y caracterizar los compuestos mayoritarios presentes en el extracto activo
de N. lobata.
Evaluar la actividad antiinflamatoria de los metabolitos aislados de N. lobata.
Disefiar y estandarizar unaformulacién de un nuevo fitomedicamento con efecto

antiinflamatorio a base de ‘Netrolaenayobata.
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Anexo

Abreviaturas
AG: Acido gélico.
AINE’s: Antiinflamatorios no esteroideos.
ANOVA: Andlisis, de,la varianza.
BV2: linea celular dérivadas de macréfagos de raton.
CCF: Cromatografia de_capa fina.
CCL2: Ligando 2 de quimiocina con motivo C-C.
CFT: Contenido de flavonoides totales.
CG-EM: Cromatografia de gases.acoplada a espectrometria de masas.
CIBIS-IMSS: Centro de investigacion Biomédica del Sur dependiente del Instituto
Mexicano del Seguro Social.
CLAR-DAD: Cromatografia de liquides-de alta resolucion acoplada a detector de
diodos.
CLR: receptores de lectina tipo C:
COX: Ciclooxigenasa.
CPT: Contenido de polifenoles totales.
CV: Cardiovascular.
DAMP’s: Patrones moleculares asociados al dafio.
DMEM: Medio Eagle modificado de Dulbecco.
DMSO: Dimetilsulféxido.
EEM: Error estandar de la media.
EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva cronica.
EtOH: Etanol
FA: Fosfatasa alcalina.
FAS: Fosfatasa alcalina secretada
Fr: Factor de retencion.
HA: linea celular astrocitos humanos.
HaCaT: células de queratinocitos.

HBMEC: linea celular microvascular endoteliales de cerebro humano.
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hs-CRP: proteina C-reactiva de alta sensibilidad
HUVEECtert: células endoteliales de vena umbilical humana.
IFN: Interferén.

IL: Interleucina:

INEGI: Instituto’Nacional de Estadistica y Geografia.
KOM: Komarowsky

LFA-1: Antigeno 1‘asociado a los linfocitos.

LPS: Lipopolisacéaridos:

M1: Macréfagos clasicos!

M2: Macréfagos alternativos:

MeOH: Metanol

MTT: Bromuro de tetrazolio azul de tiazolilo.

N2a: células neuroblastoma cerebral de raton.

N9: células derivadas de cerebro de raton.

NF-kB: Factor nuclear de kappa/B-

NI A: Extracto de acetato de etilo de\N, lobata.

NI E: Extracto etanodlico de N. lobata.

NI H: Extracto hexanico de N. lobata.

NLR: Receptores tipo NOD.

NO: Oxido nitrico.

NP-PEG: Difenilboriloxietilamina-Polietilenglicol etandlico.
PAMP’s: Patrones de dafios asociados a patdgenos.
PC12: linea celular feocromocitoma suprarrenal de rata.
Pen-Strep: Penicilina-Estreptomicina.

PRR: Receptores de reconocimientos de patrones.
RAW-Blue: linea celular derivados de macrofagos RAW 264.7 murino.
RLR: receptores RIG.

RMN?: Resonancia magnética nuclear de proton.

SAC: Sindrome coronario agudo.

SFB: Suero fenal bovino.

SH-SY5Y: linea celular neuroblastoma humano.



SSA: Secretaria de Salud

THP-1"células de leucemia monocitica humana.
TLR: receptores tipo Toll.

TNF: Factor.de necrosis tumoral.

tr: Tiempo dewetencion.

TRPV1: Receptarpotencial transitorio de vaniloide 1
UA: Unidades de absorcion.

UV-Vis: espectroscopia-ultravioleta-visible.

UV-Vis: Ultravioleta-Visible.

VCAM: Molécula de adhesion.de células vasculares.

A max; Maximos de absorcion.
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Férmulas quimicas

AICl3: Cleruro de aluminio.
CHCl,: Diclemetano.
CH3CN: Acetanitrilo.
CH3SOCHSs: Dimetilsulfoxido.
CO:.: Dioxido de carbono.
H>O: Agua.

Na>COz: Bicarbonato de sodio
NaNO2: Nitrato de sodio.

NaOH: Hidroxido de sodio.
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Glosario

Aterotrombdtico: complicacion relacionada con la enfermedad crénica de
ateretrombosis caracterizada por la acumulacion de lipidos en las paredes de
los vasos, sanguineos que obstruyen el flujo sanguineo.

Diapédesis. proceso en el que los linfocitos T atraviesan los vasos sanguineos
para llegar.a los tejidos dafiados o infectados.

Exudado: liquider filtrado de los vasos sanguineos hasta los tejidos del
organismo ocasiopado por una lesiéon o un proceso inflamatorios por lo que
contiene globulos“blancos, glébulos rojos, y proteinas como factores de la
coagulacion y anticuerpos.

Efecto batocrémico: cambio-o desplazamiento de las bandas de absorcion de
un compuesto hacia longitudes,de ondas mas largas.

Efecto hipsocromico: efecta_abservado cuando las bandas de absorcion de
un compuesto se desplazan hacia longitudes de ondas mas cortas.

Sufrutice: planta con caracteristicas de un arbusto por sus tallos muy
ramificados, sin embargo, presenta caracteristicas de una hierba en sus ramas
y partes superiores.

Tenek: lengua huasteca hablada en €l noroeste de San Luis Potosi, como en el

noroeste de Veracruz.
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Tesis:

la

La inflamacion es una respuesta fisioldgica que forma parte de
los meeanismos de defensa del organismo, en etapa crénica
puede estar.asociada a multiples enfermedades, entre ellas las
de tipo crénieo degenerativo. El tratamiento agudo, pero sobre
todo cronico de.la inflamacion consiste en utilizar farmacos del
grupo de los no-esteroidales (AINE’s) o esteroidales. Entre las
limitantes del“uso prolongado de estas sustancias resaltan los
costos y loswefectos ‘adversos. En este contexto, se hace
necesaria la busqueda continta de terapias mas eficientes a
partir de plantas medicCinales debido a su riqueza metabdlica. En
este estudio, Neurolaéna lobata (Asteraceae) conocida como
“Quina verde”, fue sometida a la extraccion consecutiva de sus
partes aéreas con n-hexano (NI H) acetato de etilo (NI A) y etanol
(NI E). Estos extractos fueron evaluados a 1200 y 200 pg/mL en el
modelo de células macréfagas RAW-Bluey, disefiadas para
presentar un gen reportero de fosfatasa alcalina embrionaria
inducible por NF-xB/FA-1, y monitorear esta respuesta tras la
estimulacién receptores de reconocimiento de patfenes con
lipopolisacéarido (LPS). El andlisis de cromatografia de“eapa fina
(CCF) y el analisis de cromatografia liquida de alta resalucion
(CLAR) de los extractos de NI A y NI E permitieron identificar des

acidos fendlicos y siete flavonoides, caracterizados por ejercer

79



diferentes actividades farmacologicas, como la antiinflamatoria,
sugiriendo que el efecto inhibitorio de NF-xB registrado en el
cultivo celular RAW-Blue, podria ser debido a la accion de las
moléculas identificados en esta investigacion, especialmente en

el extracto NI A.
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