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Resumen

Hampea rovirosae Standl., es conocida comunmente como “majahua”, y es un arbusto
nativo de América del norte y Centroamérica, en especifico el sureste de México y
Guatemala. En_la medicina tradicional mexicana se emplean las partes areas de esta
especie como remedios auxiliares en el tratamiento de heridas, dolor de cabeza,
inflamacion estomacalsy, paperas. El presente proyecto tuvo como objetivo realizar la
actividad antiinflamatoria.con enfoque biodirigido de tres extractos organicos obtenidos
de las hojas de H. rovirosae).€omo son el hexanico (HrEH), diclorometanico (HrED) y
metanolico (HrEM), asi como las fracciones obtenidas de HrED (mas activo) fueron
evaluadas en el modelo de edema inducido por TPA en oreja de raton a 1 mg/ oreja.
Cabe destacar que HrED (62.25 %)'mostrd un porcentaje de inhibicion de la inflamacion
mayor a HrEH (50.42 %) y HrEM (51/67 %), siendo la fraccion mas activa sometida al
fraccionamiento cromatografico en donde-se obtuvo 5 fracciones (HrED-R1 a HrED-RS5).
La fraccion HrED-RS ejercio un 75.98 % derinhibicion con el mayor efecto inclusive que
HrED, mientras que HrED-R4 (69.121%) y HrED-R3 (70.49 %) no tuvieron diferencia
significativa entre ellas, y HrED-R2, HrED-R1 las de menor efecto antiinflamatorio con
57.67 % y 40.39 % de inhibicidn, respectivamente. Lesresultados obtenidos demostraron
que el extracto de diclorometano exhibié elimayor porCentaje de inhibicion con 62.25%,
el cual permitié obtener 5 fracciones activas,’siendo HrED=R5 (75.98%) la fraccion que
mostro un efecto similar con al farmaco control (indometacina). Es este estudio se
demostré cientificamente el uso tradicional de la especie majahua y aporto avances en
investigacion basica para un posible producto herbolario con efecto” antiinflamatorio de

una especie medicinal tabasquena.

Palabras Clave: Extractos, efecto antiinflamatorio, fracciones, porcentaje de<nhibicién, Hampea

rovirosae.

Abstract

Hampea rovirosae Standl., commonly known as “majahua”, is a shrub native to North and
Central America, specifically southeastern Mexico and Guatemala. In traditional Mexican

medicine, the parts of this species are used as auxiliary remedies in the treatment of




wounds; headache, stomach inflammation and mumps. The objective of this project was
to determine the anti-inflammatory activity of three organic extracts obtained from the
leaves of” H:" rovirosae using a biodirected approach. Such as hexane (HrEH),
dichloromethane (HrED) and methanol (HrEM), as well as the fractions obtained from
HrED (most active) were evaluated in the TPA-induced edema model in mouse ear at 1
mg/ear. It should be noted that HrED (62.25 %) showed a higher percentage of inhibition
of inflammation than HrEH, (50.42 %) and HrEM (51.67 %), being the most active fraction
subjected to chromatographic fractionation where 5 fractions were obtained (HrED-R1 to
HrED-RS5). The fraction HrED=R5 exerted 75.98 % inhibition with the highest effect even
than HrED, while HrED-R4 ,(69.12 %) and HrED-R3 (70.49 %) had no significant
difference between them, and HrED-R2, HrED-R1 had the lowest anti-inflammatory effect
with 57.67 % and 40.39 % inhibition, respectively. The results obtained showed that the
dichloromethane extract exhibited thethighest percentage of inhibition with 62.25%, which
allowed obtaining 5 active fractions, being"HrED-R5 (75.98%) the fraction that showed a
similar effect with the control drug (indomethacin). This study scientifically demonstrated
the traditional use of the majahua species and’provided advances in basic research for a
possible herbal product with anti-inflammatory effect.of a medicinal species from Tabasco.

Key words: Extracts, anti-inflammatory effect,.fractions,percentage inhibition, Hampea
rovirosae.
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1. INTRODUCCION

La inflamaCidn es una reaccidn homeostatica del sistema inmune ante estimulos
provocados por. patogenos, dafio celular, compuestos toxicos, radiacion, entre otros
factores. Su funcion principal es la eliminacién de elementos nocivos y activar el proceso
de reparacion del tejido. Por lo que, la inflamaciéon es un mecanismo defensivo esencial
para mantener el equilibrio de un estado saludable. En condiciones normales, las
respuestas inflamatorias ~agudas incluyen en conjunto de respuestas celulares y
moleculares que, a travéssde sus interacciones, logran disminuir el dafio o la infeccién
(Gonzélez, M. H., Gonzalez, A. A: P., 2019).

Este proceso contribuye a la restauracion de los tejidos dafiados y a la resolucion de la
inflamacion. Sin embargo, si la inflamacion aguda no es controlada adecuadamente,
puede volverse crénica y derivar en enfermedades crénico-degenerativas como son la
diabetes, cancer, hipertension,sdepresion, ansiedad, artritis reumatoide, asma,
fibromialgia, EPOC (Enfermedad“Pulmonar ‘Obstructiva Cronica), osteoartritis, etcétera
(Chen L. et al.,2018).

Los antiinflamatorios no esteroides (AINE’S) son el medicamento de primera opcidn entre
la poblacion para el tratamiento de la inflamaeion. Sin embargo, estos medicamentos no
son inocuos, dado que con frecuencia generan efectoss/adversos tales como: dafio al
sistema digestivo, sistema cardiovascular y rindn. El riesgo de efectos adversos se
incrementa por el uso indiscriminado por parte de los médicosy los pacientes en general
(Svetlana V. et al., 2006).

Actualmente, se tiene un incremento en la medicina tradicional para el tratamiento de
diversos padecimientos. Las comunidades carentes de servicios médicos, asi como de
medicamentos para los tratamientos, utilizan diversas plantas para lacelaboracion de
remedios herbolarios. Hampea rovirosae, mejor conocida como “majahua”,"esun arbusto
que se distribuye por el sureste de México y Guatemala. Esta planta tiene diversos usos,
entre ellos, aromaticos, artesanales, forestal, maderable y medicinal (Ramén M.,2012).
En la medicina tradicional la majahua se utiliza para el tratamiento de heridas, dolor de

cabeza, inflamacién estomacal y las paperas (Alvarez Q. et al. 2017).




En la literatura hay poca informacion relacionada a esta especie, en la aplicacion
medicinal_no se conocen mas usos de los que se tiene en los tradicionales, pero se ha
descrito de H."rovirosae contiene compuestos quimicos que podrian relacionarse a un

efecto antiinflamatorio.

2. MARCO TEORICO

2.1 Tribu Gossypieae;

La tribu Gossypieae (Malvales: Malvaceae), es un taxdn que consiste en ocho géneros:
Gossypium L., Hampea Schlenchtendal, Cienfuegosia Canvanilles, Thespesia Solander,
Kokia Lewton, Lebronnecia Forberg,~-Cephalohibiscus Ulbrich y Gossypioides Skovsted
ex J.B: Hutchinson (Fryxell 1968).

2.1.1 Actividad antiinflamatoria en especies de la tribu Gossypieae:

La tribu Gossypieae, del género Gossypium~(algoddn), ha sido objeto de investigacion
por sus propiedades antiinflamatofias. Lassespecies que conforman este género
contienen compuestos bioactivos los cuales demostraron regular el proceso inflamatorio.
(Hussein S. et al. 2023).

Polifenoles y flavonoides: Numerosos estudios demeostraron que las hojas y semillas
del algodén son opulentas en polifenoles y flavonoides, que tienen propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias. Estos compuestos ayudana.reducir la elaboracion de
citocinas inflamatorias y estimular los efectos antiinflamatorios‘mediante diversas vias de

sefalizacion celular. (Hussein S. et al. 2023).

Aceites esenciales: Se ha informado que los aceites esenciales extraidos de ciertas
especies de Gossypium presentan propiedades antiinflamatorias y funcionan como

reguladores de la inflamacién en métodos de experimentacion. (Hussein S.€t al. 2023).

Investigacion preclinica: Diversos estudios experimentales en modelos animales han
demostrado la disminucion en la inflamacion de diversos tejidos afectados. utilizando
extractos de las hojas y semillas del algoddn, lo que propone su uso potencial como

tratamiento en enfermedades inflamatorias (Mohammed et al. 2024).




Se ha.reportado que algunas de estas especies mostraron actividad antiinflamatoria
como es el caso del algodon. Las especies del género Gossypium L., tienen la mayor
cantidad de.réeportes relacionados con la actividad antiinflamatoria, en cuanto a las
especies: Gé.barbadense L., y G. hirsutum, han ejercido un efecto antiinflamatorio,
relacionada principalmente por la presencia de metabolitos secundarios como son el
limoneno, a y B¢ pineno, cariofileno, entre otros, pero estos son los de mayor

concentracion en las hojas (Shahrajabian et al. 2024).

CH3;
CH;
FaG ki My
H CH;
CHs
CHs
a) Limoneno b)Cariofileno
CH3
CHs
HsC
Rat HsC
HsC
¢) alfa-pineno d) beta-pineno

llustracion 1. Estructuras de los metabolitos presentes en especies del
género Gossypium. Autor: J. Pedraza

2.2 Género Hampea:

El género Hampea consta de un pequeno grupo de arboles y arbustos americanos que
la mayoria de los autores han referido a la familia Bombacaceae, aunque otros han.creido
que su posicion mas natural es en Malvaceae. Schlechtendal basé el género en una‘'sola
especie, H. integérrima, descrita en Veracruz. En 1862 Triana y Planchon describieron

una segunda especie, H. therpesioides, de Colombia, y en 1886 Sereno Watson una




tercerasen Guatemala. H. Schlect. Es un género de arboles tropicales americanos que
se encuéntran desde el centro de México hasta Colombia. Se ha demostrado (Fryxell
1968) quesessun pariente cercano del género Gossypium L., y comparte caracteres tales
como las distintivas glandulas de gossipol que contienen una abundancia del terpenoide
gossipol, embriones grandes y complejos, nectarios foliares e involucrales y un numero
de cromosomas en'comun con Gossypium. De las 21 especies del género, H. rovirosae
Standl., es uno de‘los"mas septentrionales y crece principalmente en el estado de

Tabasco, México.

Los miembros del género ‘Hampea son arboles pequefios hasta medianos. La mayoria
de las especies son dioicas, ‘aunque en apariencia las flores de algunas de éstas son
parcialmente hermafroditas (Jones—=1994). Como todos los miembros de la tribu
Gossypieae, tiene glandulas de gossipol, frutos capsulares, estigmas decurrentes y un
numero basico de cromosomas de 2n=26. Se distingue por la forma de las flores y los
frutos. El tamafo de las primeras-es relativamente reducido y generalmente hay varias
por axila. Los frutos son unicos dentro de la‘tribu porque contienen las semillas glabras

que estan rodeadas por un arilo blanco y carnoso.

En cuanto a la reproduccidn, ésta es estacCional y restringida a un maximo de tres meses
al afio. La mayoria de las especies de HampeafloreCen/exclusivamente durante la época
de lluvias (Stansly 1985, Jones 1994).




2.3 Especie H. rovirosae Standl:

f;
k@o Tracheophyta
A
@ Magnoliopsida
A
v
9 Malvales

FAﬁ@A Malvaceae

TRI?’U?‘Q Gossypieae
PE_,
_;EEC@ H. rovirosae Standl

Tabla 1 Taxonomia de la especie H. rovirosae Standl.

H, rovirosae Standl es la especie del género Hampeasel-cual es una de las 21 especies
del género, esta también puede ser conocida sinénimamente como H. macrocarpa
Lundell, esta especie fue avistada por primera instancia en México, en el afio 1889 en la
reserva de la biosfera de Centla en el estado de Tabasco. La mayoria de las especies se
pueden localizar en Tabasco (llustracién 2).

R — iy

e N Guatemala

llustracion 2. Distribucién géogréﬁca de la especie de H. rovirosae
Standl. (2024). Gbif.org. https.//www.gbif.org/es/species/3940273




2.3.1 Caracteristicas de la especia H. rovirosae:

Se trata n arbol de hasta 8 m de altura y un diametro de hasta 30 cm, tiene un tronco
derecho@‘ mas ascendentes. Tiene una corteza lisa en la parte externa, es pardo
verdoso, co ndantes lenticelas redondas prominentes y suberificadas de un color
parda o moren WS hojas estan dispuestas en espiral simples con peciolos de unos
16 cm de largo; Ié&h s de 15 cm de largo por 15 cm de ancho, ovados a orbiculares,
tiene una base trunc cordada; de color verde oscuro. Sus pétalos son de color
blanco, cada flor sobr@ pedunculo de 8 a 10 mm y sostenida por tres bracteas
pequenas y lanceoladas. rutos constan de capsulas de 4 cm de largo por 3 cm de
ancho, ovoides o elipsoides, trivalvadas, pedunculos de 2 a 3 cm de color verde grisaceo,

acion 3) (Maldonado, F. 2016).

con caliz persistente y estrellado (]l
Q@

Ve el

llustracién 3. (a) Arbol, (b) Fruto, (c) semillas y (d) hojas de H. rovirosae. Autor: J. Pedra@

2.4 Contenido metabdlico presente en Hampea: )\

El género Hampea incluye varias especies que presentan perfil@ tabdlicos
interesantes. Aunque las investigaciones en el género son aun limitadas;,se han
identificado varios compuestos bioactivos en varias especies. La composicion Olica
se describe a continuacion: O

O

L 2




2.4.1 Metabolitos presentes:

e Alcaloides: Se han encontrado alcaloides en algunas especies de Hampea, los
cuales son conocidos por efectos en el SN y su potencial en el uso medicinal.

e Flavonoides: Los flavonoides tienen propiedades antioxidantes y antiinflamatorias.
Se ha reportado la presencia de flavonoides en varias especies, por ejemplo:
Hampea appendiculata.

e Terpenoides: lLos/terpenos y terpenoides presentes en Hampea pueden estar
involucrados en'_funciones protectoras y en atraer polinizadores. Estos
compuestos son importantes debido a sus propiedades antibacterianas y
antiinflamatorias.

e Acidos fendlicos: Se ha identificado que los acidos fendlicos contribuyen a la

actividad antioxidante de las.€species de Hampea.

2.5 Inflamacion:

La inflamacion es una reaccion o proceso de(defensa natural del sistema inmunolégico
del cuerpo en respuesta al dafio de celulas vy tejidos.vascularizados por agentes nocivos
como microorganismos, traumatismos, néecrosis, agentes quimicos o reacciones fisicas
o inmunitarias, entre otros. Las respuestas inmunes, innatas y adquiridas estan
involucradas en este proceso, que tiene muchos efegtos locales y sistémicos.
Dependiendo del tiempo de evolucion puede ser agudo o.crénico. El enciclopedista y
médico romano, Aulo Cornelio Celso, describi6 como signos cardinales que estan
presentes en todos los procesos infamatorios, los cuales son;. @alor, Rubor, Dolor y

Edema. (Ribbins y Cotran; 2010, capitulo: inflamacion aguda y cronica).
De acuerdo con el libro de Patologia estructural y funcional (2010):

Calor: o Aumento de la temperatura local debido a vasodilatacion yfaumento del

consumo local de oxigeno.

Rubor: Producido por un aumento de irrigacion en la zona afectada, aumento del flujo

sanguineo.




Doler: Causado por la distension del tejido y la liberacién de prostaglandinas como

mediadores quimicos.

Edema#Resultado del aumento de la permeabilidad capilar y consiguiente sufusion
de liquido intersticial.

2.6 Epidemiologia:

A nivel global, las enfermedades inflamatorias cronicas son la principal causa de
mortalidad. La inflamacion.se observa en pacientes con infecciones bacteriana, virales,
fungicas o parasitarias; en_casos de anafilaxia; en enfermedades relacionadas con el
medio ambiente (como la inhalacién de humo o la exposicién al aminato); en artritis
reumatoide, gota, enfermedades” autoinmunes y trastornos intestinales; asi como en
enfermedades endocrinas o cronicas~como la diabetes. (Pahwa et al., 2023; Schmid,
2006).

Lo que determina la prevalencia+y la incidencia de enfermedades relacionadas con la
inflamacion dependen de si son enfermedades inflamatorias cronicas como el caso de la
artritis reumatoide o si es alguna enfermedad“metabdlica que tenga relacion con la
inflamacion, como por ejemplo la relacién de inflamacién crénica con pacientes que

padecen diabetes mellitus tipo 2.

La importancia de la inflamacion en las diversas enfermédades hace que este sea uno
de los problemas mas comunes en la actualidad. En 2022, se publico por medio de la
Secretaria de Salud (SSA). Una tabla sobre las principales causas de enfermedades a
nivel nacional, en los Estados Unidos Mexicanos, en un ordengdescendente donde se
encontré que las infecciones respiratorias agudas son el primer lugar con un total de
16,118,536 casos, en el caso de infecciones de vias urinarias se tuvo un total de
3,231,627 casos, infecciones intestinales con un total de 3,201,789 casos;én el caso del
COVID-19 se tuvo 3,195,409 casos, ulceras, gastritis y duodenitis (919,629 casos),
gingivitis y enfermedades periodontal (903,703 casos), obesidad (821,255"casos), en
base a la tabla se observé que la mayoria de casos de estas diversas enfermedades se

presentaron en los meses impares del afio 2022.

]
101

—



2.7 Mecanismo de la inflamacion:

Las célulasthuésped pueden reconocer sitios de infeccion o dano a través de receptores
transmembrana llamados receptores de reconocimiento de patrones (RRR), que
detectan PAM (patrones de dafo asociados a patogenos), DAMP (patrones moleculares
asociados al dafi®); o incluso ambos, y mas., detectando receptores tipo Toll (TLR),
receptores de lectina tipo C (CLR), receptores RIG-1 (RLR) y receptores tipo NOD. La
interaccién entre el estimdlo y el RRR da como resultado una sefializacion de activacion
genética que interfiere cen‘la produccion de citocinas inflamatorias para cada estimulo a
través de la sefalizacion alnucleo celular. Por ejemplo, durante la infeccidon bacteriana,
las citoquinas proinflamatorias-incluyen TNF, IL-13 e IL-6. Sin embargo, aunque el IFN-1
esta presente durante la infeccidén.yiral, la sefializaciéon de RRR a menudo coincide con
la activacion de factores de tramscripcion que producen citocinas y quimiocinas
inflamatorias (Ahmed, 2011). La presencia de quimiocinas y moléculas coestimuladores
atrae células efectoras como menocitos y neutréfilos al sitio de la lesion, donde se
produce dilatacién venosa y arteriolar y aumento de la permeabilidad vascular (Henson
et al., 1984). Ademas, la disfunsidn tistlar se obsérva a través de la actividad proteolitica
y la generacion de un nuevo tejido conectivory) funcional debido a la respuesta
inflamatoria tipica. Un episodio inflamaterio.que no logra resolucidn contribuira a la

insuficiencia organica y la muerte (Schmid, 2006).

2.7.1 Fase aguda:

Las citocinas inflamatorias liberadas generan un ciclo inflamaterio que puede extenderse
mas alla de tejido afectado e ingresar al torrente sanguineo, originando lo que se conoce
como “tormenta de citocinas”, entre las citocinas implicadas en.‘este fendbmeno se
encuentra el TNF-a, el cual, al igual que otras citocinas, activa receptores especificos en
diversos organos, desencadenando una respuesta sistémica. Este fendmeno sistémico
se denomina “reaccion de fase aguda”, en ei cual el higado desempefa un.papel clave.
Durante esta respuesta, el higado incrementa la produccién de ciertas proteimas+(como
la proteina C reactiva, amiloide A sérico, haptoglobina, fibrindbgeno, a-globulinajcon
actividad antiproteasa, proteina de union a lipopolisacaridos, ceruloplasmina y el factor
del complemento 3) y reduce la sintesis de otras. Esto provoca una disminucion en las
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concentraciones séricas de diversas sustancias, como zinc, hierro, albumina,
transferrina, globulina fijadora de cortisol, transtiretina y proteina fijadora de retinol.
(Varela, M7Lg Mogildea, M., Moreno, |., & Lopes, A., 2018).

2.7.2 Fase cronica:

La inflamacion cronica es un proceso patoldgico caracterizado por la presencia continua
de células inmunes, mediadores de inflamacion y cambios tisulares. EI mecanismo se

describe cientificamente’a_continuacion:

2.7.2.1 Primera etapa:

Estimulante constante. La ,nflamacion cronica suele ser causada por irritantes
persistentes como infecciones ‘crénicas (bacterias, virus o parasitos), irritantes fisicos o
quimicos y enfermedades autoinmunes. El sistema inmunolégico no puede eliminar

eficazmente estos irritantes.

Activa las células inmunes. Los macrofagos, los linfocitos T y las células dendriticas son
activados por patégenos o sustancias nocivas/ Los macréfagos pueden polarizarse hacia
un fenotipo M1 (proinflamatorio) ‘'0v¥M2 (antiinflamatorio y regenerativo), segun el

microambiente.

2.7.2.2 Fase de mantenimiento:

Liberacion de mediadores inflamatorios. Los macrofagos activados y otras células
inmunitarias liberan citocinas proinflamatorias (como IL-1#1L36 y TNF-a), quimiocinas y
mediadores lipidicos (como prostaglandinas y leucotrienos). Estas moléculas atraen mas

células inmunes al sitio de la inflamaciéon y mantienen el ciclo inflamatorio.

2.7.2.3 Reclutamiento celular:

las citocinas y quimiocinas hacen que mas neutrofilos, linfocitos y monocitos migren al
area afectada, lo que promueve la inflamacion crénica. La presencia continua de estas

células puede provocar dafo tisular.

2.7.2.4 Daiho y reparacion:

Dano tisular: a medida que las células inmunitarias continian activandose, liberan

enzimas y especies reactivas de oxigeno (ROS) que pueden dafiar el tejido sano vy




provocar su destruccion. Este dafio suele ser irreversible y esta asociado con fibrosis

(acumulacion de tejido conectivo) y cambios estructurales.

2.7.2.5 Sanar y reconstruir:

Con el tiempogel tejido inflamado puede intentar repararse a si mismo activando los
fibroblastos y produciendo matriz extracelular. Sin embargo, la inflamacién crénica puede
alterar el ciclo de reparacion y recuperacion, provocando fibrosis y cambios en la funcién

del tejido.

2.7.2.6 Consecuencias a largo plazo:

Enfermedades asociadas: la inflamacién crénica esta vinculada a diversas patologias,
incluyendo enfermedades cardiovasculares, diabetes tipo 2, trastornos autoinmunes y
ciertos tipos de cancer. La inflamacion prolongada puede provocar disfuncion en los

sistemas organicos, agravando estas enfermedades.

2.8 Tratamientos usados para la\inflamacion

Existen dos grandes grupos de.. farmacos considerados antiinflamatorios: los

antiinflamatorios esteroideos y los antiinflamatorios:no esteroideos (Josep, 2014).

Ademas, Pahwa et al., sefalaron que la‘dieta y el'estilo de vida son factores claves para

reducir de la inflamacion. (2022):

Frutas y verduras: los antioxidantes y los polifenoles pueden proteger contra la
inflamacion, por lo tanto, consumir alimentos naturalmenté ricos en estos quimicos,
como: Los ejemplos incluyen arandanos, manzanas, coles de Bruselas, repollo, brocoli
y coliflor. De manera similar, los alimentos de origen vegetal contienen fibra soluble e

insoluble, que puede reducir los niveles de IL-6 y TNF-a.

Ejercicio: en ensayos clinicos en humanos, se ha demostrado que el 'gasto de energia
durante el ejercicio reduce muchas moléculas inflamatorias ¢ _y~ citocinas

independientemente de la pérdida de peso.

Dieta con bajo indice glucémico: el nivel alto de azucar en sangre esta relacionado,con

un mayor riesgo de sufrir un accidente cerebrovascular, enfermedad coronaria y diabetes




tipo I, pOr lo que evitar alimentos inflamatorios como refrescos, carbohidratos refinados
y jarabe“de maiz. fructosa en la dieta. Reducir su consumo de grasas saturadas y trans.

2.8.1 Antiinflamatorios no esteroideos (AINE’s):

Los denominades antiinflamatorios no esteroideos utilizados inhiben principalmente la
actividad de la ciclooxigenasa 1 (COX-1), presente en diversos tejidos y mediador de
reacciones fisioldgicas, y de la ciclooxigenasa 2 (COX-2), presente en tejidos dafados.

La inhibicion de la COX-2'media los efectos adversos de la inflamacién, mientras que la
inhibicion concomitante de’la)COX-1 provoca efectos adversos debido a la reducciéon de

la sintesis de prostaglandinas, y.tromboxano. (Pérez et al., 2002).

Los AINE’s que actuan inhibiendo-las enzimas COX-1 y COX-2 son: ibuprofeno,
naproxeno, diclofenaco, indometacina y el acido acetilsalicilico; en el caso de los
selectivos de COX-2 tenemos farmacos como celecoxib, rofecoxib, etoricoxib vy

lumiracoxib. (Josep, 2014; Lanas et al., 2014).

2.8.2 Antiinflamatorios esteroideos.(corticoides):

Se trata de corticosteroides, es decir,-hormonas_producidas por la corteza suprarrenal o
corticosteroides  naturales 'y  corticesteroides . semisintéticos, = compuestos
estructuralmente similares a los corticosteroidess naturales, especialmente los

glucocorticoides.

Los glucocorticoides ejercen una poderosa accion antiinflamatoria, sea cual fuere la
causa de la inflamacion (infecciosa, quimica, fisica o inmunolégica), pudiendo inhibir
tanto las manifestaciones inmediatas de la inflamacion (rubor, dolor, etc.) como tardias,
entendiendo por tales ciertos procesos de cicatrizacion y proliferacion celular. Inhiben la
dilatacion vascular, reducen la transudacion liquida y la formacion de edema, disminuyen

el exudado celular y reducen el depésito de fibrina alrededor del area inflamada.

Los esteroides sintéticos como la dexametasona, la prednisolona y otros se atilizan con
especial frecuencia. Su uso es limitado debido a efectos secundarios o reacciones
adversas, especialmente cuando se administra por via oral o parenteral porque‘puede
provocar el sindrome de Cushing inducido por farmacos. Ademas de los farmacos

antiinflamatorios, también se utilizan como inmunosupresores (los efectos




inmunomoduladores duran durante todo el periodo de administracion) y farmacos

antialergices, asi como en la terapia de reemplazo hormonal.

2.9 Extraccién por maceracion:

La maceraciéon es el proceso de extracciéon de un sélido-liquido, en el que la materia
prima contiene compuestos que estaran presentes en un liquido de extraccién que son
los que pretenden extraerse. Este proceso genera dos productos que se pueden utilizar
dependiendo de las necesidades que se tienen, el solido o el propio extracto. La
naturaleza de estos compu€stos extraidos depende de la materia prima empleada, asi

como del liquido de extraccion (Eernaroli’s,1975).

2.10 cromatografia en capa fina (CCF):

Las técnicas de separaciéon cromatografica son métodos de separacion en donde se
obtienen varias etapas en los que se distribuye el contenido de una muestra, la cual se

divide en la fase movil y la fase estacionaria.

La cromatografia en capa fina es"un método ampliamente utilizado para separar,
identificar y evaluar la pureza de diferentes sustancias como, farmacos, productos de
origen vegetal y muestras biolégicas. Esta, se destaca por ser econémica, confiable,

sencilla y adaptable a diversos procedimientos de deteceion.

La CCF es un método que ayuda a separar los componentes de una mezcla segun la
diferencia en sus desplazamientos a lo largo de una<“capa delgada de material
adsorbente, la cual esta fijjada sobre una superficie plana. Para el analisis, se deposita
una solucion de la muestra en estudio utilizando un capilar,#aplicandola sobre un
adsorbente inerte, como la (silica o alumina), que se encuentra distribuido sobre una

placa de vidrio o aluminio. (Sharapin, 2000)

2.10.1 Eluyentes:

Para seleccionar el eluyente a utilizar en el método se tiene que saber la naturaleza de
la muestra que se utilizara, los principales eluyentes son, éter de petrdleo, hexano,
tolueno, benceno, éter dietilico, tetracloruro de carbono, cloroformo, diclorometano,

acetato de etilo, acetona, etanol, metanol, agua y acido acético. (Matthew et al.,2023).
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2.11 Reveladores cromatograficos:

Son reaetives utilizados para revelar la posicion de los compuestos de la placa cuando
estos no tienespresencia de color. Existen dos métodos para revelar las placas (Matthew
et al.,2023).

2.11.1 Métodos quimicos:

Estos consisten en unareaccion quimica entre el revelador y los diferentes componentes
en la placa cromatografiea, generalmente se utiliza el yodo como revelador, formando
complejos coloreados de 10s componentes presentes en nuestra placa con presencia de
tonos amarillo-marron, el acide sulfurico es otro revelador quimico muy utilizado
reaccionando y formando manehas color negras, también se tienen reveladores

especificos como:

e 2 4-dinitrofenilhidrazina para los aldehidos y cetonas.
e \erde de bromocresol para’acidos carboxilicos.
e Para-dimetilaminobenzaldehido parasias aminas.

¢ Ninhidrina para las aminas primarias y seCundarias

2.11.2 Métodos fisicos:

Consiste en anadir un indicador fluorescente al adsorbente y observarla bajo una
lampara ultravioleta, dependiendo del indicador y de laslongitud de onda, apareceran
manchas fluorescentes donde hay presencia de componentes.

Una vez obtenida nuestra placa ya sea revelada o no, se calculara-el factor de retencion
(FR) de cada sustancia, este Fr es el desplazamiento de ciertas, sustancias en el

disolvente utilizado, el cual se puede apreciar en la formula 1.

F. = Dgsyustancia __ Distancia recorrida de la sustancia
R Dsolvente Distancia recorrida del disolvente

Férmula 1. Expresion matematica para la obtencién del factor de retencion
2.12 Cromatografia en columna:

La cromatografia en columna es una técnica fisica utilizada para separar e identificar

compuestos, en la cual las sustancias a separar se distribuyen entre dos fases. Una de




estas es'la fase estacionaria, que posee una gran superficie y puede ser solida o liquida,
mientras” que la otra es la fase movil, un fluido que se desplaza a través de la fase
estacionaria.sSi la fase movil es liquida, se trata de una técnica de cromatografia liquida,
como la cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR o HPLC, por sus siglas en inglés).
Si la fase movil €s un gas, la técnica se denomina cromatografia de gases (GLC, en
inglés) (Skoog et al’, 2001).

La cromatografia en columna se divide en:

Cromatografia de intercambio i6nico: Se fundamenta en la atraccidén que ejercen los
iones disueltos hacia los sitios _con carga opuesta presentes en la fase estacionaria
(Matthew et al.,2023).

Cromatografia de exclusion: Se apoya en materiales con poros de tamafo controlado
para separar las moléculas segun su‘forma y dimensiones; las mas pequefas penetran
en los poros y avanzan mas lento,.mientras que las mayores fluyen mas rapido (Matthew
et al.,2023).

Cromatografia de afinidad: Se basa en la unidon especifica entre macromoléculas y
ligandos inmovilizados en la fase estagionaria. Tras eliminar impurezas, la molécula
objetivo se eluye modificando el pH, lo quesrompe‘la_interaccion selectiva (Matthew et
al.,2023).

Cromatografia de adsorcion: Se fundamenta en la diferente-afinidad de los compuestos
por un sélido polar (fase estacionaria) frente a la fase mévil, de manera que las

interacciones polares controlan casi por completo la separacion{(Matthew et al.,2023).

Cromatografia de particion: La fase estacionaria es un liquido adherido a un solido
inerte, y la fase maovil puede ser liquida (particion liquido-liquido) o gaseosa (gas-liquido,
GLC). Un ejemplo clasico es la cromatografia en papel, donde el aguatreténida en la
celulosa actua como fase estacionaria. Técnicas como GC y HPLC tambien emplean
este principio (Matthew et al.,2023).

Cromatografia de fase reversa: La separacion depende de interacciones hidrofobicas

entre el soluto en fase mévil acuosa y grupos no polares fijados a la fase estacionaria.
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Inicialmeénte, el entorno rico en agua organizada favorece la union. Al adherirse el soluto
al ligando_hidrofébico, se libera agua estructurada, aumentando la entropia y facilitando
la elucion(Matthew et al.,2023).

2.13 Modelode edema auricular inducido por TPA:

Modelo de edema, auricular causado por 13-acetato de 12- tetradecanoilforbol (TPA), es
un modelo bioldégico’que se utiliza para la evaluacion de actividad antiinflamatoria de
sustancias que tengan”esta actividad. Este se basa en la provocacién de un edema
auricular por medio de TPA“en las zonas internas y externas de la oreja del modelo
murino, para asi analizar la eficagia de la actividad antiinflamatoria del extracto a evaluar
(Franco et al., 2007).

Segun Merlos et al (1991), sec.aplico tépicamente una solucion de 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (2,5 pg)./disuelto en acetona (20 ul) a las superficies
interna y externa de la oreja derecha del ratén (10 pl/lado) para inducir inflamacién. Se
aplicaron tépicamente sustancias.desprueba (1 mg/oido) e indometacina (0,5 mg/oido)
disueltos en acetona a las superficies interna y. externa del oido derecho de ratones
inmediatamente antes de la administracion de TPA. Cuatro horas después de la
administracion del farmaco, se sacrificaran los animales mediante dislocacién cervical y
se tomaron secciones circulares (7 mm de'diametro) desambas orejas de los animales
(tratados y no tratados) y se pesaron para determinar Ja diferencia en los niveles de
hinchazon (Pt-Pnt). Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicion del

edema en comparacion con el grupo control utilizando la Férmula 2.

Y Inhibicién = (Pt — Pnt)control — (Pt — Pnt)tratamiento 100
olmmbLeton = (Pt — Pnt)control x

Foérmula 2. Expresion para la determinacion del porcentaje de inhibicion

Donde:
Pt: Peso de la oreja tratada con el control o tratamiento

Pnt: Peso de la oreja no tratada
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3. JUSTIFICACION

Hampeasrovirosae es empleada como remedio herbolario en varias de las comunidades
del estado«desTabasco para el tratamiento de diversos padecimientos, sin embargo, la
informacion sobre esta especie todavia es escasa, en algunas literaturas se demostro la
presencia de varios metabolitos secundarios en la tribu Gossypieae lo que nos podria
indicar la presenciasdel efecto antinflamatorio en esta especie, ya que el uso
indiscriminado de diferentes farmacos para el tratamiento de diversos sintomas ha
llevado a la problematica-con la resistencia a los medicamentos de diferentes organismos
patogenos, asi también, la“presencia de efectos adversos de los medicamentos los
cuales pueden ser de gravedad’segun el sector poblacional que los consuma. Por lo
anterior es necesario realizar “diversos estudios para determinar la presencia de
bioactividad que pueden estar presente en las hojas, la cual es usada en la medicina
tradicional. Debido a lo anterior el presente proyecto busca la determinacion del efecto
antiinflamatorio presente en las_hojas de H. rovirosae, y hacer una comparacion del
efecto obtenido con un farmace” comergial, para asi determinar si el efecto
antiinflamatorio es igual o mayor al\farmaco de‘referencia. Asimismo, contribuir al uso

justo de esta especie.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢los extractos organicos de H. rovirosae tendran un efectasantiinflamatorio en el modelo

de edema inducido por TPA en oreja de raton?

¢ el fraccionamiento quimico del extracto con mejor efecto antiinflamatorio permitira

obtener fracciones con igual o mayor efecto que el extracto devdonde provienen?




5. HIPOTESIS

Los extractos organicos de n-hexano, diclorometano y metanol de las hojas de Hampea
rovirosae Standl, algunos de ellos tendran un efecto antiinflamatorio en edema inducido

por TPA en oreja,de ratén ICR.

El fraccionamientoquimico permitira obtener fracciones con compuestos de polaridad

media a alta con un.€fecto antiinflamatorio importante.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general:

e Evaluar el efecto antiinflamatorio in vivo de los extractos organicos de polaridad

ascendente de Hampea rovirosae Standl.

6.2 Objetivos especificos:

e Obtener los extractos ofganicos por el método de maceracion en frio con
disolventes de n-hexano, diclorometano_y’metanol.

e Evaluar el efecto antiinflamatorio de los tres“extractos organicos y fracciones del
extracto con mayor efecto en el modelo de edema en oreja de ratén inducido por
TPA.

e Obtencion de las fracciones del extracto que sea mas activo por cromatografia

en columna.

]
201

—



7. METODOLOGIA

7.1 Recoleccion de hojas de H. rovirosae:

Las hojas de’H-rovirosae (3500g) se colectaron en noviembre del 2023 en la rancheria
Huapacal 2da.seccion ubicada en el municipio de Jalpa de Méndez, Tabasco.
Posteriormente el material vegetal fue secado durante 24 h en un horno (RIOSSA modelo
H-102) con recirculacion de aire a 45°C; para luego proceder a la molienda utilizando
métodos mecanicos. ‘U ejemplar fue colectado para su posterior identificacion

taxondémica en el herbariode)la UJAT.

7.2 Obtencién de los extractos organicos de H. rovirosae Standl:

Los extractos de las hojas previamente secas de H. rovirosae se obtuvieron mediante
maceracion en frio de 1000 g del material vegetal seco en 4 L de n-hexano por 24h
posteriormente se filtrd el contenido y se.elimind el disolvente por destilacién a presion
reducida utilizando el rotavaporBUCHI modelo R100, el proceso se realizdé dos veces
mas utilizando el mismo material*vegetal, el extracto obtenido de n-hexano (HrEH) se
almacené en refrigeracion a 4°C para/su posterior evaluacién biolégica, este proceso
fue llevado a cabo utilizando también les_disolventes de diclorometano y metanol, para
obtener extracto de diclorometano (HrEDY y"éxtracto de Metanol (HrEM).

La determinacion de los rendimientos de extraccion se obtuvo utilizando la Féormula 3.

masa de extracto Seed

% de rendimiento = 100

- x
masa de material vegetal macerado

Férmula 3. Expresion matematica para la obtencion del rendimiento de los extractos

7.3 Analisis quimico cualitativo de los extractos de H. rovirosae por
cromatografia en capa fina (CCF):

Para el analisis cualitativo de HrEH, HrED y HrEM se utilizaron placas comerciales de

CCF- de fase normal de silica gel 60 F2s4. (Merck). La fase movil utilizada fue hexano:

acetato de etilo (8:2) y acetato de etilo: acido féormico: acido acético glacial: agua

(8:0.5:0.5:1) respectivamente.
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En la identificacion de los componentes se empled una lampara de rayos UV con longitud
de onda‘dual 254nm/ 366nm.

El procedimiento se replico para los extractos y fracciones del extracto seleccionado y se
usaron los reveladores Komarowski (terpenos) y NP-PEG (flavonoides) para la deteccidn

de la presencia de compuestos de tipo terpenos y flavonoides.

7.4 Obtencidn de-compuestos quimicos del extracto de HrED por

cromatografia en columna:

Para el fraccionamiento de-HrED se utilizaron 15 g del extracto que fue absorbido en 30
g de silica gel de fase normal.

Posteriormente en una columna abierta de 9 cm x 27 cm con llave de paso se empaco
utilizando 250 g de silica gel e iniciande, la elucion con 100% n-hexano y realizando un
cambio gradual de 10% con acetato deetilo.

Las fracciones colectadas seran reagrupadas para su posterior aplicacién en el modelos

bioldgico.
7.5 Evaluacion de la actividad ‘antiinflamatoria de los extractos de H.

rovirosae Standl., en el modelo de inflamacion inducida por TPA:

7.5.1 Acondicionamiento para los grupos de ratones{CR para la evaluacion:

Se utilizaron ratones macho de la cepa ICR (CD-1®) con un p€so promedio entre los 25
g y 30 g. Se siguid la norma NOM-062-Z00-1999 “Sobre las especificaciones técnicas
para la produccion, cuidado y uso de los animales del laboratorio”; se acondiciono la
zona de aislamiento siguiendo con las indicaciones del numero de ratones por grupo y el
etiquetado requerido, contaron con acceso libre al agua y se control6 la cantidad de
alimento mediante el peso individual de cada raton en los diferentes grupoes,utilizados,

contando igualmente con el ciclo debido de luz-oscuridad de 12 h.

7.5.2 Desarrollo de la actividad antiinflamatoria en el modelo murino:

Seis grupos de 6 ratones privados de 12 h de alimentacion previo al ensayo se colocaron
separadamente en cajas rotuladas con el control negativo (Acetona), control positivo
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(TPA), farmaco de referencia (Indometacina) y los extractos (HrEH), (HrED) y (HrEM),
siguiendo_la metodologia descrita por Paya et al., (1993) y Merlos et al., (1991).

Para la aplicagion del método se prepard una disolucion de 2.5 ug de TPA disuelto en 20
uL de acetonas 1,0 mg del farmaco de referencia (indometacina) disuelto en 20 yL de
acetona y 1.0 mg“de los extractos organicos de H. rovirosae (HrEH, HrED y HrEM) y las
fracciones obtenidas (HrED-R1, HrED-R2, HrED-R3, HrED-R4 y HrED-R5) disueltos

respectivamente en 5 mlL“de acetona.

Se sedo el primer grupo ‘de ratones (control negativo) con pentobarbital al 1% del peso
corporal de cada ratén para provocar el estado hipnético y asi sucesivamente con los

demas grupos de ratones (controlpositivo, farmaco de referencia y los extractos).

Se tomo el primer grupo marcado eon control negativo y se aplicO de manera tépica
utilizando una micropipeta la cantidadvde 10 pL de TPA (12-o-tetradecanoilforbol-13-
acetato) en la parte interna de la oreja del raton y 10 yL en la zona externa de la oreja.
Los siguientes grupos todas las aplicaciones, se realizaron de manera tépica tanto en la
zona interna como externa en base al/siguiente esquema: para el control positivo 20 uL
de acetona; El grupo de referencia se/administfo_4.0-mg de indometacina disueltos en
20 yL de acetona, seguido de la misma dosis de_TPA aplicadas en el grupo control
negativo. Los extractos (HrEH, HrED, HrEM).y1as fracciones( HrED-R1, HrED-R2, HrED-
R3, HrED-R4, HrED-RS5) utilizadas fueron aplicados 20 pL seguido de la aplicacion de la

misma dosis de TPA aplicada en el control negativo (llustracion.4).

Cuatro horas después de la realizacion del método, los animalessfueron sacrificados por
dislocacion cervical. Posteriormente, se obtendran las secciones Cir€ulares de las orejas
con un diametro equivalente a 7mm utilizando un kit de diseccién, luego_se pesaron por
separado la oreja izquierda y la derecha de todos los grupos de ratones.utilizando una
balanza analitica marca Velab modelo, se obtuvo un promedio de los pesos’y finalmente

se obtiene el porcentaje de inflamacion utilizando la férmula 4:

Ppt — Ppo
—_—x

100
Ppo

%Inhibicion =

Férmula 4. Expresion matematica simple para la obtencion del porcentaje de inhibicién de los tratamientos.
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Donde;

Ppt=P omedio de la seccién de la oreja tratada
A

Ppo= Peso(pémedio de la seccion no tratada

Finalmente squcecharon los modelos murinos siguiendo la NOM-087-SEMARNAT-

SSA-2002. ..
7

llustracion 4. Aplicacion del mé@fs ratonﬁ’. Autor: J. Pedraza

7.6 Analisis de datos: - O

Los datos se representan como la media £ ESM (error es%r de la media) del edema
producido en cada grupo usado en la experimentacion. E(gélisis de los datos fue
empleando post hoc después de ANOVA haciendo uso de la heframienta de analisis
estadistico (SPSS™ version 27.0). Las diferencias presentadas se @blecieron en base
a la funcién de la probabilidad (*p<0.05 y **p<0.001). )\

8 RESULTADOS Qé

8.1. Obtencidén de los extractos de Hampea rovirosae Standl:

El material vegetal (hojas) se colecto en el mes de noviembre de 2023 en el que s a

floracién de la especie para colectarlas en la madurez del espécimen. Asimismo,.se
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colectoina muestra que fue identificada por la curadora del Herbario UJAT, la Dra. Nelly
del Carmen Jiménez Pérez con el numero de vaucher 36665.

Los porcentajes del rendimiento obtenido de la extraccidon de hojas de Hampea rovirosae
Standl. Se muestran en la Tabla 2. En base a estos resultados se observé que el extracto
metandlico presentdé un mayor rendimiento en comparacion con el extracto

diclorometanico y el'extracto hexanico.

Tabla 2. Porcentaje del rendimiénto.de los extractos de las hojas de H. rovirosae.

n-hexano Diclorometano Metanol
(% rendimiento) (% rendimiento) (% rendimiento)
1.05 2.34 4.97

8.2. Analisis quimico cualitativo de los extractos de H. rovirosae por
CCF:

El analisis por CCF-Fase normal permitié realizar un conteo preliminar de los compuestos
que estan contenidos en los extractos.de HrEH, HrED y HrEM; donde el extracto
hexanico aun sin revelar demostré tener_por lo menos 8 compuestos con diferentes
factores de referencia (Fr )(cinco de ellos s€ lograronsobservar a luz visible, dos en luz
UV de onda corta y uno en luz UV de onda larga), para‘el extracto diclorometanico se
observaron tres compuestos con diferentes Fr (dos de elloS se observaron en luz visible
y uno en luz UV de onda larga). En el caso del extracto metandlico, no se observo
desplazamiento alguno de los compuestos en las condiciones a.das que estuvieron

sometidos los demas extractos. (llustracion 5).
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llustracion 5. CCF fase normal de Ioc,eo(? actos hexanico (HrEH), diclorometanico (HrED) y metandlico (HrEM)
examinados en (a) luz visible, (b) lamparasde luz UV de onda corta y (c) lampara de luz UV de onda larga.

A
X

llustracion 6. Cromatoplaca fase normal de los extractos hexanico (HrEH), diclorom (HrED) y metandlico
(HrEM) revelados con (a) NP-PEG examinada en lampara UV de onda larga y (b) 4-hidroxibenzaldehido.

Al aplicar el revelador NP-PEG se observo en el extracto hexanico u con Rf= 0.7
que nos podria indicar la presencia de un flavonoide apolar en base oloracion
amarillenta apreciada en la ilustracion 6, también se observé un spot de co‘éc ulado en
el punto de aplicacion del extracto metandlico, por lo que se procedi6 a reali CCF-
fase normal en un sistema acidificado para lograr la polaridad adecuada @ la
separacion de esos compuestos. Los spot de coloracion rojiza indican la presen e

compuestos de tipo grasos y de clorofilas.
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Con elsrevelador 4-hidroxibenzaldehido (KOM) se lograron observar dos compuestos
cuyos@ n mas altos que los observados a luz visible, lo que nos indica poca polaridad
en estas@ﬁhcias, teniendo en cuenta que este tipo de reveladores son utilizados para
la determinacion de compuestos de tipo terpeno es probable que estos metabolitos

presentes en e&acto hexanico sean derivados de este tipo. (Bomfim. H, 2016).
S
/Q/

llustracion 7. Cromatoplaca fase normal en sis ema acidi?d de los extractos hexanico (HrEH), diclorometanico
(HrED) y metandlico (HrEM) revelado@v (a) N éexaminada en lampara UV de onda larga

Al realizar la cromatoplaca en si ‘acic(( do se lograron separar diversos

componentes del extracto hexanico (ilust@én 7) ede observar fluorescencia azul

lo que puede tratarse de derivados fenélic@e aci

boxilico como lo podria ser el

acido clorogénico o de cumarinas como escoboletina. ( & Zgainski, 1996).

llustracion 8. Cromatoplaca fase normal del extracto seleccionado, diclorometanico (HrED) y sus reuniones (R1, 7?2,
R3, R4 y R5) observados en (a) onda corta en lampara UV y (b) onda larga en lampara UV.
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El anﬁpreliminar por medio de CCF-fase normal de extracto seleccionado (HrED) y
ivas reuniones (HrED-R1, HrED-R2, HrED-R3, HrED-R4 y HrED-R5), mostré

la presen e un compuesto en el HrED-R4 visto bajo lampara UV de onda corta y en

susre

el casode la D-R3, se logré apreciar un compuesto visto en una lampara UV de onda

larga (llustraci :

Para el analisis m‘s&}me el sistema acidificado, se logré observar la presencia de un

componente presenth’ HrED-R2 y de igual manera se observd un componente

fluorescente en HrED-R ue indica la presencia de flavonoides de derivados fenélicos
Qn 9).

de acido carboxilico (llustr

llustracion 9. Cromatoplaca fase normal en el sistema acidificado del extra ccionado, diclorometanico (D) y
sus reuniones (HrED-R1, HrED-R2, HrED-R3, HrED-R4 y HrED- R5) revelad P-PEG y observado en onda
larga en lampara UV.
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8.3 Obtencidn de compuestos quimicos del extracto de HrED por
cromatografia en columna:

Tabla 3. Fracciénamiento de la cromatografia en columna de HrED

SISTEMA DE FRACCIONES FRACCIONES CLAVE
ELUCION COLECTADAS REUNIDAS

CsH14 100% 1-7 1-7 HrED-R1

CeH14-C4HsO2 8-14 HrED-R2
8-13

90:10

CsH14-C4HsO2 15-18 HrED-R3
14-18

80:20

CeH14-C4HsO2 19-23 HrED-R4
19-23

70:30

CsH14-C4HsO2 24-28 HrED-R5

60:40
24-31

CeH14-C4HsO2 29-31

50:50

En la Tabla 3, se muestra un resumen de/las fraccienes de HrED elegidas como
potenciales para la evaluacion de su actividad antiinflamatoria mediante edema inducido
por TPA. Obteniendo cinco reuniones de las treinta y uno fracciones colectas mediante

este método.
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8.4 Actividad antiinflamatoria mediante el método de edema inducido
por TPA:
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Referencia y extractos

llustracién 10. Efecto antinflamatorio de los extractos=de H. rovifosae (a) indometacina, (b) HrEH (n-hexanico), (c)
HrED (diclorometénico) y (b) HrEM (metandlico). Los«tatos representan la media + error estandar (n=6) de cada
extracto utilizado. Los datos estadisticos se determinaren™mediante.la prueba de varianza (ANOVA) después de post
hoc Tukey. Las barras con la misma letra (c) no mostraron significancia en p<0.05. Autor: J. Pedraza mediante
GraphPad prism®10.

En la ilustracion 10 se observan los porcentajes de inhibicion a la inflamacion de los
extractos organicos de H. rovirosae en comparacion con la indometacina como farmaco
de referencia, donde podemos observar que indometacina tiene el mayor porcentaje de
inhibicién con 80.52 % seguido del extracto diclorometanico (HrED) con 62.25 % de
inhibicion y finalmente tenemos el extracto hexanico (HrEH) y metanélico (HrEM) con un
50.42 % y 51.67 % respectivamente por lo que no hay una gran significancia en los
ultimos dos extractos, en cambio HrED fue el que tuvo el mayor porcentaje/de inhibicidon
de los tres extractos en comparacion con la indometacina, por lo quesHrED fue

seleccionado para estudios mas exhaustivos comparandolo con el farmaco de referencia.

Se obtuvieron 5 fracciones del extracto con mayor porcentaje de inhibicién en este caso
fue HrED, las fracciones obtenidas se analizaron en el método de edema en oreja“de
ratén inducido por TPA lo que nos arrojé los resultados de la ilustraciéon 11. Donde el




HrED-RS obtuvo el mayor porcentaje de inhibicion con 75.98 %, seguido de HrED-R3 y
HrED-R4 donde tuvieron 70.49% de inhibicion y 69.12% respectivamente, en este caso
en las fraeCiones 3 y 4 los porcentajes no tienen gran significancia entre ellos, en el caso
de las fracciones 2 y 1, HrED-R1 fue el que demostré el menor porcentaje de inhibicién
con un 40.39%.en.cambio HrED-R2 tuvo 57.67% de inhibicién y para el caso del HrED
se conoce que cuenta con 62.22% de inhibicién en la inflamacion. EI HrED-R5 fue la
fraccidbn activa conmas actividad inhibitoria acercandose al porcentaje de la
indometacina, esto nosrindica que dentro del extracto diclorometanico una de estas
fracciones tiene una mayor eantidad de compuestos activos para inhibir el proceso
inflamatorio, en el caso de HrED-tuvo menos porcentaje inhibitorio comparado con HrED-
R5, si lo comparamos con la_fraccion HrED-R1 observaremos que hay una gran

diferencia entre la inhibicion de HrED-R5.
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Referencias, extractos y fracciones

llustracion 11. Efecto antinflamatorio de las fracciones del extracto;, (a) indometacina, (b) HrED" (extracto
diclorometanico), (c) HrED-R1 (fraccién uno), (d) HrED-R2 (fraccién dos), (e) HrED-R3 (fraccién tres), (e) HrED-R4
(fraccion cuatro) y (f) HrED-R5 (fraccion cinco). Los datos representan la media + error estandar (n=6) de cada extracto
utilizado. Los datos estadisticos se determinaron mediante la prueba de varianza (ANOVA) después de post hoc Takey.
Las barras con la misma letra (e) no mostraron significancia en p<0.05. Autor: J. Pedraza mediante GraphPad
prism®10.




9 DISCUSION

9.1 Porcentaje de rendimiento:

En base a la‘tabla 2 se logré un mayor rendimiento utilizando metanol como disolvente
en la maceracién; en cambio con n-hexano y diclorometano hubo un menor porcentaje,
siendo el metanol, el disolvente con mas polaridad ascendente que n-hexano y dicloro
metano, indicando un.aumento en el rendimiento mediante asciende la polaridad de los
disolventes utilizados en-la maceracion. Asi también el método de maceracién en frio
tiene un lapso largo para lograr la extraccion de metabolitos, obteniendo extractos con
mayores propiedades dado que ' no se altera la temperatura de estos, al utilizar otro
método de maceracion como lo.es‘con calor, no se obtendria el mismo rendimiento dado

que no se extraerian totalmente puros los componentes. (Fernaroli’s, 1975).

9.2 Analisis quimico cualitativoimediante cromatografia en capa fina
(CCF):

Los cromatofolios de fase normal detlas ilustracCiones 6, 7 y 9 fueron reveladas con NP-
PEG el cual es utilizado para la determinacionsde flavonoides al observarlos en una
lampara UV a 365nm mostrando presencia“de colores fluorescentes como se observan
en las ilustraciones 3,7 y 9. Para saber el'tipo de flavonoides que se tienen hay que
observar el color de fluorescencia que se presenta” Para flavonas y flavonoides
(fluorescencia color amarillo a rojo), flavanonoles (rojo a magenta), flavanonas (rojo,

magenta, violeta, azul). (Morales. C, 2011).

9.3 Obtencién de compuestos quimicos del extracto de HrED por

cromatografia en columna:

De acuerdo con la tabla 3 mediante variaciones porcentuales de n-hexano)y acetato de
etilo en la columna del extracto HrED se obtuvieron treinta y uno fraccionesilas cuales se
reagruparon en cinco reuniones por ser similares en su compuestos organicos-presentes,
asi mediante la aplicacion del estudio in vivo lograremos tener informacion ‘sobre la
posible presencia de compuestos basandonos en la actividad antiinflamatoria que estos

presenten (Hussein S. et al. 2023).
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9.4 _Actividad antiinflamatoria:

De acuerdo,con la ilustracion 10 los extractos de H. rovirosae mostraron presencia de
actividad antiinflamatoria, aunque HrED mostro ser el extracto mas viable para un estudio
mas extenso por-su porcentaje de inhibicion mayor a la del resto de extractos analizados,
lo que nos llevasarla ilustracion 11 donde logramos apreciar que una de las cinco
fracciones tuvo un‘poreentaje de inhibicién de la inflamacién casi similar a la del farmaco
de referencia (indometacina), mediante la CCF se lograron apreciar que las fracciones al
ser reveladas con solucientreveladora NP-PEG, mostraron una fluorescencia azul, lo que
nos indica la presencia de~eompuesto de tipo flavonoides, el contenido de compuestos
antiinflamatorios también tiene ’que ver con la cercania de esta especie con el algodon,
ya que H. rovirosae es perteneciente a la tribu Gossipeae, de las cuales varias especies
han sido de estudio para la determinacion del efecto antiinflamatorio por la presencia de
metabolitos secundarios como el limoneno, cariofileno, entre otros. (Shahrajabian et al.
2024).

10. CONCLUSION

El trabajo permitio la determinacion del efecto antiinflamatorio.de tres diferentes extractos
en comparacién con un farmaco como lo es la indometacCinay el cual es un AINE de
primera linea para el tratamiento de diferentes padecimientos inflamatorios, el extracto
obtenido con diclorometano mostré mayor efecto antiinflamatorio,.ecomparado con los

extractos hexanico y metandlico.

La fraccidon cinco del extracto diclorometanico mostré un porcentaje de¢inhibicion de la
inflamacion casi igual a la del farmaco indometacina, demostrando que 1os,/productos
naturales que estan involucrados en la presencia de la actividad biolggica son
correspondientes a compuestos de tipo flavonoides donde presenta derivades de

gosipol, que son caracteristicos de la familia a la que pertenece H. rovirosae.




El presente trabajo contribuye a validar el uso de la medicina tradicional de H. rovirosae
Standl;-para el tratamiento de diversos padecimientos por su efecto antiinflamatorio, asi
como la ebtencion de un producto herbolario con dicho efecto proveniente de una

especie medicinal tabasquena.
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11. GLOSARIO

Grupo monofilético: Es un conjunto de organismos que incluye a un ancestro comun y
a todos sus“descendientes. Es decir, todos los miembros del grupo comparten un linaje

evolutivo comunry se originaron del mismo ancestro.
Peciolos: Son la parte de la hoja que una el limbo al tallo.

Bracteas: También conoeidos como hipsofilos, son las hojas que se producen en las
proximidades de las flores

Interleucinas: Pertenece @ un, grupo de proteinas relacionadas que elaboran los
leucocitos (glébulos blancos) g otras células del cuerpo. La interleucina regula las

respuestas inmunitarias.

Antiproteasa: Son un grupo de proteinas que inhiben a las proteasas, las cuales son

enzimas que rompen las proteinas.

Medicinal tradicional: segun la Organizacion/Mundial de la Salud (OMS) se define como
la progresion del conocimiento, habilidades ‘y_practicas las cuales estan basadas en

teorias, creencias y experiencias de diferentes culturas.

ICR: son una cepa de ratones albinos originarios de Suiza, los cuales son utilizados para

investigaciones cientificas, como prueba de drogas y analisis genéticos
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Resumen de Tesis:

Hampea rovirosae Standl., es conocida comunmente
como “majahua”, y es un arbusto nativo de América del
nerte y Centroamérica, en especifico el sureste de
México y Guatemala. En la medicina tradicional
mexicana se emplean las partes areas de esta especie
como remedios auxiliares en el tratamiento de heridas,
dolor de cabeza, inflamacion estomacal y paperas. El
presente proyectoe tuvo como objetivo realizar la
actividad” antiinflamatoria con enfoque biodirigido de
tres extractoes organicos obtenidos de las hojas de H.
rovirosae. ~_.Como (son el hexanico (HrEH),
diclorometanico (HrED) _y~metanolico (HrEM), asi
como las fracciones obtenidas de HrED (mas activo)
fueron evaluadas en el modelo de.edema inducido por
TPA en oreja de ratéon a 1 mg/‘oreja. Cabe destacar
que HrED (62.25 %) mostré un porcentaje de
inhibicion de la inflamacion mayor a HrEH\(50.42 %) y
HrEM (51.67 %), siendo la fraccién'mas activa
sometida al fraccionamiento cromatografico’en donde
se obtuvo 5 fracciones (HrED-R1 a HrED-RS5). La
fraccion HrED-RS5 ejercid un 75.98 % de inhibicién

con el mayor efecto inclusive que HrED, mientras que
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HrED-R4 (69.12 %) y HrED-R3 (70.49 %) no tuvieron
diferencia significativa entre ellas, y HrED-R2, HrED-
R1 las de menor efecto antiinflamatorio con 57.67 % y
40.39 % de inhibicion, respectivamente. Los
resultados obtenidos demostraron que el extracto de
diclorometano exhibié el mayor porcentaje de
inhibicion con 62.25%, el cual permiti6 obtener 5
fracciones activas, siendo HrED-R5 (75.98%) la
fraccidon que mostro un efecto similar con al farmaco
control (indometacina). Es este estudio se demostrd
cientificamente el uso tradicional de la especie
majahua y aporto avances en investigacion basica
para \un posible producto herbolario con efecto

antiinflamatorio de una especie medicinal tabasquena.
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Extractos, efecto antiinflamatorio, fracciones, porcentaje de

inhibicién, Hampea rovirosae.
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