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RESUMEN

Potentilla indica es una planta de la familia Rosaceae, originaria de Asia, que en forma
completa (raices, tallos y hojas) ha mostrado actividad antioxidante, antiinflamatoria,
citotéxica e inmunomoduladora. No obstante, los frutos de esta planta han sido poco
estudiados. En esta investigaciéon se analizé la actividad antioxidante, antiinflamatoria
y antiartritica de los frutos maduros de P. indica, relacionando estas propiedades con
el contenido de compuestos fendlicos (acidos fendlicos, flavonoides y antocianinas
totales). Se obtuvo un extracto metandlico crudo a partir de los frutos maduros de P.
indica por maceracién, del cual se obtuvieron a su vez dos fracciones (metandlica y
cloroférmica) por extraccion liquido-liquido. La actividad antioxidante se evalud por
meétodos espectrofotométricos, mientras que la cuantificacion de compuestos se hizo
tanto por métodos espectrofotométricos como por HPLC. La actividad antiinflamatoria
y la actividad antiartritica se evaluaron en modelos in vivo de ratas Wistar, utilizando
el modelo de edema en pata inducido por carragenina con administracion tépica y oral,
y la induccién de artritis con adyuvante incompleto de Freund y colageno tipo II,
mediante la administracidn oral, respectivamente. La fraccidn cloroformica presenté la
actividad antioxidante mas alta por los tres métodos empleados, con 67.90%, 67.25%
y 44.51% para TAC, DPPH y ABTS, respectivamente; asi como el contenido mas alto
de &cidos fendlicos (0.615 umoles Eq. Acido galico/g peso fresco) y antocianinas
totales (0.0028 mg Eq. Cianidina/mg de extracto), identificando por HPLC un
contenido alto de acido elagico (44.37 ug/mL), quercetina (27.2 ug/mL) y rutina (18.7
pMg/mL). Estos resultados se relacionan directamente con la alta actividad
antiinflamatoria aguda, mostrando un 77.8% cuando la administracién fue topica y de
un 72% con la via de administracion oral, ambas a una concentracion de 1 mg/kg. Por
otro lado, el extracto metandlico crudo presentd el contenido mas alto de flavonoides
totales (con 14.525 upmoles Eqg. Quercetina/g peso fresco), identificandose un
contenido alto de acido galico (37.4 pg/mL) y de acido p-cumarico (21.1 pg/mL), que
presentd un efecto antiartritico, por retrasar los sintomas de la artritis experimental
hasta por 18 dias cuando fue administrado de manera oral en dosis de 10 mg/kg.

Palabras clave: Antiartritico, antiinflamatorio, antioxidante, compuestos fendlicos,
Potentilla indica.



ABSTRACT

Potentilla indica is a plant of the family Rosaceae, native to Asia, which in complete
plant (roots, stems and leaves) has shown antioxidant, anti-inflammatory, cytotoxic
and immunomodulatory activity. However, the fruits of this plant have been poorly
studied. This research analyzed the antioxidant, anti-inflammatory and antiarthritic
activity of mature fruits of P. indica, relating these properties to the content of
phenolic compounds (phenolic acids, flavonoids and total anthocyanins). A crude
methanolic extract was obtained from the ripe fruits of P. indica by maceration, from
which two fractions (methanolic and chloroformic) were obtained by liquid-liquid
extraction. Antioxidant activity was evaluated by spectrophotometric methods, while
compounds quantification was done by both spectrophotometric methods and
HPLC. Anti-inflammatory activity and antiarthritic activity were evaluated by in vivo
models of Wistar rats, using the carrageenan-induced rat paw edema model with
topical and oral administration of extract and fraction at different doses, and the
induction of arthritis with Freund’s incomplete adjuvant and collagen type Il with oral
administration of extract and fraction, respectively. The highest antioxidant activity
was found in the chloroformic fraction in the three methods used, with 67.90%,
67.25% and 44.51% for TAC, DPPH and ABTS, respeciively; as well as the highest
phenolic acid content (0.615 pmoles Eq. Gallic acid/g fresh weight) and total
anthocyanins (0.0028 mg Eqg. Cyanidine/mg extract), identifying by HPLC a high
content of ellagic acid (44.37 pg/mL), quercetin (27.2 ug/mL) and rutin (18.7 pg/mL)
were detected. These results are directly related to high anti-inflammatory activity,
showing 77.8% when administration was topical and 72% with oral administration,
both at a concentration of 1 mg/kg. On the other hand, the methanolic extract
presented the highest content of total flavonoids (14,525 umoles Eq. Quercetin/g
fresh weight), identifying a high content of gallic acid (37.4 ug/mL) and p-cumaric
acid (21.1 pg/mL), which exhibited an antiarthritic effect, by delaying symptoms of
experimental arthritis for up to 18 days when was administered orally at doses of 10
mg/kg.

Keywords: Antiarthritic, anti-inflammatory, antioxidant, phenolic compounds,
Potentilla indica.



1. INTRODUCCION GENERAL

El oxigeno es esencial para la supervivencia de los seres vivos, sin embargo,
durante la respiracién celular existen fugas donde se generan los radicales libres;
estos radicales libres atacan moléculas bioldgicas claves, causando
lipoperoxidacién y oxidando el ADN vy las proteinas, contribuyendo a generar dafos
en el organismo (Hangun-Balkir y McKenney, 2012). EI metabolismo aerdbico
cuenta con sistemas antioxidantes (enzimaticos y no enzimaticos) como defensa al
ataque de los radicales libres, no obstante, un desequilibrio entre prooxidantes y
antioxidantes genera el proceso de estrés oxidante. Este, es clave en el desarrollo
de enfermedades cronicas tales como cancer, arteriosclerosis, artritis reumatoide,
algunas formas de anemia, diabetes, entre otras, que generalmente cursan con
procesos de inflamacion, por lo que hay investigaciones que se realizan
encaminadas hacia el estudio de la relacion entre las propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias que poseen ciertos compuestos de origen vegetal (Tapia et al.,
2004; Celik et al., 2010).

En la busqueda de nuevos agentes, principalmente como antioxidantes,
antiinflamatorios y antiartriticos, asi como en investigaciones dirigidas a la
caracterizacion fitoquimica y medicinal de plantas o algunas de sus partes como los
frutos, se realizan ensayos en modelos experimentales in vitro (células, tejidos,
organos) e in vivo (animales), con los que se han estudiado las propiedades
medicinales de diferentes frutos de consumo comun. Sin embargo, es de gran
importancia mencionar que en diferentes regiones del mundo, incluyendo nuestro
pais, existen especies o variedades de plantas cuyo cultivo no es tan extensivo y
que por sus caracteristicas poseen un alto potencial como alimentos funcionales o

nutracéuticos (Calixto et al., 2003).

Entre los métodos de evaluacion in vitro de antioxidantes, se han utilizado el de
DPPH, el ABTS, FRAP y el de actividad antioxidante total (TAC), entre otros (Miguel,

2010). Para determinar la actividad antiinflamatoria, los ensayos mas comunes son



el ensayo de edema en pata de rata inducida por carragenina y la medicion de la
inflamacion en oreja de rata inducida por tetradecanoil forbol acetato (TPA) (Winter
et al.,, 1962; Young y De Young, 1989). La actividad antiartritica se evalua
mayormente con la aplicacion de extractos o compuestos de origen vegetal, en ratas
artriticas inducidas con adyuvante de Freund (CFA), determinando la inhibicion de

la inflamacién (Kumar et al., 2015).

Ademas, tanto el estrés oxidante como los procesos de inflamacién y artritis pueden
ser evaluados por medio de biomarcadores cuantificables en fluidos biolégicos
(Vasconcelos et al., 2007). Algunos de estos marcadores tanto para el estrés
oxidativo, inflamacion y artritis, estan la proteina C reactiva, el factor reumatoide, el
factor de transcripcion nuclear kB (NF-kB) y citocinas proinflamatorias y
antiinflamatorias, tales como TNFa, IL-1(3, IL-6 e IL-8 (Rossi et al., 2016).

Con estos ensayos, se han estudiado las propiedades medicinales de varios tipos
de frutos de consumo comun como diversos citricos, guayaba, tomate, pepino,
berenjena y cultivares comerciales de chiles (Bhardwaj et al., 2014; Maji y Baneriji,
2016; Alu'Datt et al., 2017), los cuales presentan un alto potencial de mostrar
actividad bioldgica importante para el tratamiento de enfermedades que cursan con

estrés oxidante e inflamacion.

Las frutillas o frutos rojos como fresa, zarzamora, arandano y frambuesa, son
considerados como alimentos funcionales y nutracéuticos debido a su alta actividad
antioxidante, lo cual se ha relacionado principalmente con el contenido de
compuestos fendlicos (acidos fendlicos libres, flavonoides, taninos y antocianinas)
(Cheel et al., 2007; Huang et al., 2012). El contenido de estos compuestos se ha
relacionado con un efecto antiinflamatorio (Bowen-Forbes et al., 2010; Azab et al.,
2016) y en menor medida con un efecto antiartritico (Li et al., 2015). Por lo que es
de gran importancia estudiar frutos o plantas con potencial para ser usados como

agentes terapéuticos.



Tal es el caso de los frutos de la fresa silvestre o falsa fresa (Potentilla indica) que
pertenece a la familia Rosaceae, que poco se ha estudiado y son escasas las
investigaciones encaminadas a determinar sus propiedades medicinales y los
compuestos bioactivos. Los frutos de esta planta y especies afines, se han utilizado
en la medicina tradicional de Asia para el tratamiento de la lepra, fiebre congénita,
la inflamacion del tejido, hematemesis y el cancer, entre otros usos. Sus extractos
han mostrado un efecto citotoxico moderado contra varias lineas de células
cancerosas Y actividad inhibidora limitada contra el crecimiento celular normal (Peng
et al., 2008; Peng et al., 2009).

En la presente investigacion se determind la actividad antioxidante, antiinflamatoria
y antiartritica del extracto metandlico de los frutos de P. indica para relacionar su

efectividad con el contenido de los principales compuestos fendlicos.



2. ANTECEDENTES

2.1. ESTRES OXIDANTE E INFLAMACION

El estrés oxidante se refiere a la produccion excesiva de especies reactivas de
oxigeno (anion superoéxido, peroxido de hidrogeno y radical hidroxilo, entre otras)
en las células y tejidos, y al debilitamiento de sistemas antioxidantes enzimaticos
(superdxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa, entre otras) y no
enzimaticos como el glutatidn, a-tocoferol, acido ascérbico y carotenoides, lo cual
conduce al dafio de biomoléculas como ADN, proteinas, lipidos y carbohidratos. El
estrés oxidante esta estrechamente relacionado con enfermedades crénicas tales
como Parkinson, Alzheimer, cancer, diabetes, artritis reumatoide, entre otras
(Birben et al., 2012; Ambriz-Pérez et al., 2016).

Es importante mencionar que estas especies reactivas de oxigeno se producen de
manera natural dentro de las células, y en cantidades limitadas cumplen funciones
esenciales en el mantenimiento de la homeostasis celular e intervienen en procesos
de senalizacion celular y expresiéon de genes. Existen fuentes enddgenas y
exdgenas de especies reactivas de oxigeno, entre las primeras se encuentra el
humo de cigarro, la radiacién ionizante y la contaminacion; por otro lado, las
principales fuentes exdgenas son el metabolismo oxidativo mitocondrial, el estallido
respiratorio de los fagocitos, el metabolismo del acido araquidénico y la inflamacion
(Birben et al., 2012; Ambriz-Pérez et al., 2016; Hussain et al., 2016).

La relacion entre el estrés oxidante y la inflamacién ha sido bien documentada, ya
que se ha reportado que el estrés oxidante tiene un papel patogénico en
enfermedades inflamatorias crénicas, y a su vez, la inflamaciéon en si produce

especies reactivas que aumentan el estrés oxidante (Hussain et al., 2016).

La inflamacion es la respuesta fisiologica de defensa del organismo a estimulos

nocivos como patoégenos, células dafadas, infecciones virales, exposicion a



alérgenos, enfermedades autoinmunes y crénicas, traumas fisicos o irritantes, y que
viene acompafada por hinchazén, aumento de la permeabilidad vascular, dolor y
enrojecimiento; se trata de un proceso complejo que involucra la accion coordinada
de multiples células y proteinas plasmaticas que provienen de los vasos sanguineos
y entran en los tejidos afectados. Es un mecanismo que concentra los recursos
defensivos del cuerpo en el lugar necesario; las células fagociticas reconocen,
atrapan y destruyen al patégeno o molécula extraina, para lo cual primero llegan al
sitio infectado o dafiado como respuesta a sustancias (quimio-atrayentes) liberadas

previamente en dicho sitio (Karp, 2011; Hussain et al., 2016).

Durante la inflamacién, algunas células, principalmente los macrofagos vy
neutrofilos, son activados a través de receptores de reconocimiento de patrones, lo
cual desencadena una via de sefializacion que liberara al factor de transcripcion
nuclear B (NF-kB), el factor transcripcional mas importante de los procesos
inflamatorios, que promueve la expresién de genes de mediadores inflamatorios
tales como las citocinas, las especies reactivas de oxigeno, las enzimas
inflamatorias, el &xido nitrico, moléculas de adhesion, prostaglandinas vy

leucotrienos (Ambriz-Pérez et al., 2016).

Las citocinas son proteinas extracelulares, hidrosolubles, con un peso molecular de
entre 8 y 30 kDa que desempefian funciones claves iniciando, manteniendo y
propagando el proceso inflamatorio. Entre las proinflamatorias estan las
interleucinas (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12 y IL-17) y el TNF-a (factor de necrosis
tumoral a), mientras que las antiinflamatorias son las interleucinas IL-4, IL-10, I1L-13
y el factor transformador de crecimiento 3. Las citocinas son producidas por una
gran variedad de células (por ejemplo células del sistema inmune y células
endoteliales) e influyen principalmente en la actividad, diferenciacion y proliferacion
de células inmunolégicas (macréfagos, neutrofilos, linfocitos, entre otras), asi como
también regulan la produccion y actividad de otras citocinas, por lo que pueden

aumentar o atenuar la inflamacion, son por lo tanto, los mediadores necesarios para



conducir la respuesta inflamatoria hacia las regiones de infeccion y lesion (De
Oliveira et al., 2011).

Se presentan dos fases de inflamacion bien diferenciadas, la aguda y la cronica. La
aguda tiene una evolucion muy breve (desde unos minutos hasta varias horas);
entre sus caracteristicas esta la exudacion de liquido y de proteinas plasmaticas
(edema) y la migracion de leucocitos (principalmente neutrofilos) en los tejidos
afectados o dafiados. La cronica tiene una mayor duracion (la inflamacion
permanece semanas, meses o incluso afnos) y se caracteriza por la proliferacion de
vasos sanguineos, fibrosis y necrosis tisular, ademas de una produccion excesiva
de mediadores inflamatorios que puede conducir a la aparicion de enfermedades

cronicas severas (Leon et al., 2015).

Debido a lo anterior, disminuir la inflamacion es muy importante, y con este propésito
se usan generalmente antiinflamatorios no esteroideos, sin embargo, éstos tienen
efectos secundarios adversos como problemas gastrointestinales y de
hipersensibilidad. Como una alternativa se ha encontrado que compuestos de
origen vegetal pueden ser usados en tratamientos al no presentar efectos adversos
(Ambriz-Pérez et al., 2016).

2.2. ARTRITIS REUMATOIDE

Algunas de las enfermedades cronicas se relacionan con el estrés oxidante, siendo
la artritis reumatoide una de ellas, ya que es una enfermedad inflamatoria cronica
autoinmune y con predisposicion genética ocasionada en las articulaciones (de la
rodilla, mufeca, codo, pies, etc.), que sin tratamiento efectivo lleva a dafio
estructural del sistema musculo-esquelético, produciendo tanto limitacion parcial
como total en los pacientes y dolor. La artritis reumatoide afecta aproximadamente
al 1% de la poblaciéon mundial y el riesgo de padecerla aumenta con la edad. La
etiologia es desconocida, sin embargo, los estudios sugieren que tanto factores

genéticos como ambientales son responsables de su iniciacion. Entre los factores



externos que pueden propiciar la adquisicion de la enfermedad, estan el
tabaquismo, el consumo de alcohol, la falta de frutas y verduras en la dieta, la vida
sedentaria y la obesidad, ya que todos ellos han demostrado producir una
inflamacion de bajo grado. Actualmente es considerada una enfermedad incurable
(Yen, 2001; Caballero y Pinzén, 2006; Watson y Preedy, 2013).

En las articulaciones normales, la membrana que recubre la cavidad sinovial sélo
tiene una capa de grosor. En las personas que padecen esta enfermedad, esta
membrana se inflama y engrandece por la infiltracion de células inmunitarias
autorreactivas y auto anticuerpos. Con el paso del tiempo, el cartilago se sustituye
por tejido fibroso, causando inmovilizacion de la articulacion, ademas de la

destruccion progresiva del hueso subyacente (Karp, 2011).

El fibroblasto sinovial es el componente celular residente mas importante de la
membrana sinovial articular, en donde su funcién es contribuir a la homeostasis de
la articulacién, produciendo los componentes de la matriz extracelular y del liquido
sinovial. Estos tienen una participacion relevante en la patogenia de la artritis
reumatoide, y por lo tanto, en la membrana sinovial reumatoide ya que aumentan
en numero (hiperplasia) y presentan un fenotipo alterado, desempefando un papel
fundamental en la destruccién del cartilago y hueso articular, sintetizando enzimas
extracelulares (proteasas) y actuando como inductores de la diferenciacion y
activacién de los osteoclastos, ademas de bloquear los mecanismos de reparacion
O0sea. Los fibroblastos sinoviales reumatoides participan activamente en el
reclutamiento y retencidn de las células del infiltrado inflamatorio mediante la
secrecion de citocinas y quimiocinas y, por ultimo, contribuyen a la formacién de

nuevos vasos sanguineos (angiogeénesis) (Izquierdo y Pablos, 2013).

Varias vias dentro de la cascada inflamatoria se activan en la artritis reumatoide,
resultando en un aumento de citocinas proinflamatorias (IL-18, TNF-a, IL-6, IL-17,
IL-12), de macrdéfagos, neutréfilos, linfocitos (T, B y NK), moléculas de adhesion y

factores de coagulacion. La importancia clave del TNF-a, la IL-1B, la IL-6 y la IL-12



ha sido demostrada debido a que su bloqueo mediante anticuerpos monoclonales
resulta en una mejoria substancial de la enfermedad. La IL-6 es esencial para la
diferenciacion de linfocitos Th17, los cuales son clave en la patogenia de la artritis
reumatoide al secretar la IL-17, la cual participa en la activacion de los fibroblastos
sinoviales y osteoclastos, contribuyendo a la destruccién de la articulacién y el
hueso. Por otro lado, la IL-12 participa en la diferenciacion de linfocitos Th1 a partir
de linfocitos ThO, los cuales tienen un papel fundamental al activar a los macrofagos
en la membrana sinovial y promover por lo tanto, la generacién de mas citocinas
proinflamatorias (TNF-a, IL-1p3, IL-6). Debido a lo anterior, existe un aumento en la
activacion del NF-kB tanto en el liquido sinovial de pacientes con artritis reumatoide
como en el liquido sinovial de modelos experimentales de artritis, y su inhibicion
contribuye a reducir la inflamacién en dicha enfermedad (Yue et al., 2010; Sanchez
et al., 2011; Watson y Preedy, 2013; Robert y Miossec, 2019).

La inmunidad humoral es también muy importante. La sinovitis reumatoide se
caracteriza por la infiltracion de linfocitos B y células plasmaticas productoras de
anticuerpos. Los dos principales auto anticuerpos son el factor reumatoide (FR) y el
anti péptido citrulinado ciclico. El factor reumatoide se dirige contra epitopes
localizados en el fragmento Fc de la IgG (Watson y Preedy, 2013). En el curso de
la enfermedad, las especies reactivas de oxigeno, liberadas durante la fagocitosis
por neutrofilos, monocitos y macrofagos, causan estrés oxidante, mediando la
destruccion del cartilago y contribuyendo a la sinovitis proliferativa (Sansaricq et al.,
2015). Entre los biomarcadores mas utilizados en artritis reumatoide estan los auto
anticuerpos: factor reumatoide (FR), anti-péptidos citrulinados y anti-colageno tipo
Il (Lépez et al., 2002; Sanmarti y Gémez, 2011).

Hasta ahora, los tratamientos con antiinflamatorios no esteroideos y con otros
medicamentos antiinflamatorios, han sido el unico escape que los pacientes con
artritis reumatoide han encontrado para aliviar su dolor. Pero todos estos
medicamentos tienen efectos secundarios adversos, por o que hay una constante

busqueda de compuestos que contribuyan a aliviar los sintomas de la enfermedad,



sin que ocasionen estos efectos secundarios daninos para el organismo (Watson y
Preedy, 2013).

2.3. AGENTES ANTIOXIDANTES, ANTIINFLAMATORIOS Y ANTIARTRITICOS

Existen varios métodos para determinar la capacidad antioxidante, cada uno de
ellos teniendo ventajas y desventajas, por lo que generalmente se hace uso de dos
0 mas meétodos para complementar la investigacion. Algunos de estos
procedimientos utilizan radicales sintéticos, mientras que otros utilizan radicales
fisiologicos, siendo probados estos ultimos en células animales o vegetales.
Algunos tienen un alcance mas amplio, mientras que otros son mas limitados, pero
requieren de menos instrumentacion y tiempo para ser realizados. En los ultimos
anos se han utilizado métodos espectrofotométricos para medir la capacidad
antioxidante in vitro en alimentos y extractos, siendo los mas utilizados el ABTS
(acido  2,2°-azinobis  (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico), DPPH  (1,1-difenil2-
picrilhidracil) y TAC (capacidad antioxidante total). Ambos, el DPPH y el ABTS se
basan en mecanismos de aceptacion de hidrégenos y electrones para estabilizar al
radical sintético, teniendo la diferencia de que ABTS cuantifica moléculas lipofilicas
e hidrofilicas, mientras que DPPH cuantifica mayormente moléculas lipofilicas
(Floegel et al., 2011; Carocho y Ferreira, 2013), mientras que TAC se basa en la
reduccion del Mo (V1) a Mo (V), causada por un agente reductor, con la subsecuente
formacion de un complejo verde de fosfato/Mo(V) a pH acido, y al igual que ABTS

cuantifica moléculas tanto lipofilicas como hidrofilicas (Prieto et al., 1999).

Por otro lado, la actividad antiinflamatoria de los extractos o las sustancias se
determina utilizando varios métodos como el edema plantar inducido por
carragenina y el edema auricular inducido por TPA (tetradecanoil forbol acetato),
que son modelos de inflamacion aguda. El mas utilizado es el edema inducido por
carragenina, debido a que este modelo en la pata de la rata presenta un perfil
bifasico durante la reaccion inflamatoria, que alcanza rapidamente su nivel maximo

en pocas horas (1-3 h) y mantiene este nivel hasta por 6 h. En intervalos de 2 a6 h,



las prostaglandinas son los principales mediadores de la inflamacion. La respuesta
vascular se hace maxima y estable entre las 4 y 8 h, periodo adecuado para el
ensayo de agentes antinflamatorios (Sugishita et al., 1981; Young y De Young,
1989).

Finalmente, de entre los métodos para evaluar la capacidad antiartritica de los
extractos vegetales u otras sustancias, se ha demostrado que la artritis inducida por
colageno tipo Il, un modelo experimental de artritis autoinmune en ratas, exhibe
caracteristicas histolégicas, inmunolégicas y clinicas, ademas de un vinculo
genético, muy similares con la artritis reumatoide humana. El dafo en las
articulaciones en este modelo se caracteriza por sinovitis inflamatoria, generacion
de auto anticuerpos, formacion de pannus y erosién de los cartilagos y los huesos
(Song et al., 2015; Uotsu et al., 2016).

La respuesta inmune ocasionada por el colageno tipo Il y el subsecuente desarrollo
de la artritis esta relacionado con el RT1, localizado en el complejo mayor de
histocompatibilidad de la rata. Se pueden utilizar diferentes tipos de colageno tipo
II, siendo los de porcino, bovino y pollo los mas comunes. Para la induccién de
artritis el colageno se inyecta en conjunto con el adyuvante de Freund, ya sea el
incompleto o el completo, este ultimo diferenciandose del primero por contener
Mycobacterium y teniendo la desventaja de poder producir severas infecciones

indeseables en los animales durante el experimento (Song et al., 2015).

2.3.1. Antioxidantes y antiinflamatorios de origen vegetal

Los antioxidantes naturales se distribuyen ampliamente en alimentos y plantas
medicinales tales como frutos, vegetales, cereales, especias, etc. Estos,
especialmente los polifenoles, los terpenos y las vitaminas exhiben una amplia
gama de efectos bioldgicos incluyendo antiinflamatorios y anticancerigenos
(Carocho y Ferreira, 2013; Xu et al.,, 2017). Los compuestos de estos grupos

quimicos son producidos en plantas de diversas familias como la Lauraceae (Hsiang
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et al.,, 2013), Rosaceae (Gasparrini et al., 2017), Rubiaceae (Aro et al., 2016),
Clusiaceae (Dost et al., 2009), entre otras (Cuadro 1).

Cuadro 1. Ejemplos de plantas con actividad antioxidante y antiinflamatoria.
Planta Modelo Resultados Referencia
Experimental
Garcinia kola Colitis en ratas Disminuye el dafio en el | Dost et al.,
colon y aumento las 2009
enzimas antioxidantes
Zingiber Colitis en ratas Disminuye la actividad Hsiang et
officinale de NF-kB y de IL-1 al., 2013
Psychotria DPPH e inhibicion de | Disminuye en un 86% el
capensis oxido nitrico en oxido nitrico y tuvo un Aro et al.,
macrofagos activados ICs0de 29.73 ug/mL 2016
por LPS para DPPH
Lycium DPPH y edema Tuvo un valor de Nardi et al.,
barbarum inducido por actividad antioxidante 2016
carragenina en ratas de 56.1% y disminuye
en un 64% el edema
Fragaria x Macrofagos activados Tiene efecto Gasparrini
ananassa por LPS antioxidante y et al., 2017
antiinflamatorio a través
de la activacion del Nrf2
Typha Macro6fagos activados Disminuye la
capensis por LPS y DPPH lipooxigenasa con un Ondua et
valor de ICs0 para DPPH al., 2019

de 7.11 pg/mL
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2.3.2. Antiartriticos de origen vegetal

Dado los modestos resultados de la terapia farmacologica actual para tratar la artritis
reumatoide, asi como los efectos secundarios daninos asociados, ha habido un
creciente interés en el uso de sustancias de origen vegetal para aliviar los sintomas
de esta enfermedad. Ciertos metabolitos secundarios como los de tipo fendlico,
terpénico, entre los principales, han mostrado actividad antiartritica (Watson y
Preedy, 2013). Se han reportado metabolitos de diversas familias de plantas como
la Fabaceae (Suresh et al., 2012), Zingiberaceae (Zheng et al., 2015), Rosaceae
(Schell et al., 2017) y Lauraceae (Lee et al., 2016), los que han sido probado con

efecto terapéutico durante la artritis (Cuadro 2).

2.4. COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos se encuentran ampliamente distribuidos en frutas vy
vegetales. Son una clase muy importante de metabolitos secundarios en las plantas,
y en su mayoria son derivados de la fenilalanina y en menor medida de la tirosina,
via sintesis de la ruta del acido shiquimico y fenilpropanoides. Se han identificado
mas de 8000 de estas biomoléculas, cuya estructura quimica consiste en un anillo
aromatico con uno o mas grupos hidroxilo como sustituyentes, incluyendo a sus

derivados funcionales (ésteres, glucosidos, etc.) (Ganesan y Xu, 2017).

Estan relacionados con la calidad sensorial de los alimentos de origen vegetal
(sabor, color y astringencia), ademas intervienen como antioxidantes naturales,
cuya propiedad se debe a que presentan grupos hidroxilo unidos al anillo aromatico,
otorgandoles su capacidad para actuar como agentes reductores, como quelantes
de metales (hierro y cobre), como donadores de hidrégeno e incluso como
estabilizadores de radicales libres. Se ha observado que también pueden activar
enzimas antioxidantes, inhibir oxidasas, mitigar el dafio nitrosativo y elevar los

niveles de acido urico (Carocho y Ferreira, 2013; Ganesan y Xu, 2017).
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Cuadro 2.

Ejemplos de plantas con actividad antiartritica.

Planta Modelo Efecto Referencia
Trigonella Artritis inducida Disminuye significativamente Suresh et
foenum- por adyuvante de | el edema de la pata, ademas al., 2012
graecum Freund en ratas de mantener parametros
sanguineos y niveles de
enzimas antioxidantes casi
normales. Redujo
significativamente la presencia
de IL-1q, IL-1B, IL-2,
IL-6 y TNF-a.
Curcuma Artritis inducida Bloquea la activacién de NF- Zheng et
longa por adyuvante de | kB, TNF-qa, IL-18, e IL-6 en el al., 2015
Freund en ratas liquido sinovial e inhibe
sintesis de prostaglandinas
El consumo de fresa
Fragaria x Pacientes con | disminuye significativamente la
ananassa osteoartritis de inflamacion y la degradacion Schell et
rodilla del cartilago, ademas de al., 2017
establecida. reducir los niveles de IL-6, IL-
1B y de metaloproteinasas de
matriz.
Cinnamomum | Artritis inducida Reduce significativamente la | Sharma et
cassia por adyuvante de inflamacion, asi como los al., 2018
Freund en ratas. niveles de IL-18 y TNF-a

Ademas, este tipo de compuestos tienen diversas propiedades biolégicas como la
actividad anticancerigena, antiinflamatoria y antiartritica. Hay compuestos que
tienen esta actividad por su capacidad para inhibir enzimas como la ciclooxigenasa
y la lipooxigenasa, por reducir los niveles de citocinas proinflamatorias, por disminuir

la infiltracion de neutréfilos y macrofagos, y por inactivar al NF-kB en fibroblastos

13



sinoviales (Bowen-Forbes et al., 2010; Watson y Preedy, 2013; Li et al., 2015; Azab

et al., 2016; Hughes et al., 2017). Los polifenoles se dividen en cuatro categorias

basadas en la presencia de grupos fendlicos y elementos estructurales: flavonoides,

estilbenos, lignanos y acidos fendlicos (Ganesan y Xu, 2017). En el cuadro 3, se

muestran diversos ejemplos de compuestos fendlicos derivados de plantas con

actividad antioxidante, antiinflamatoria y antiartritica.

Cuadro 3. Ejemplos de compuestos fendlicos derivados de plantas con actividad
antioxidante, antiinflamatoria y antiartritica.

Compuesto Actividad Modelo Resultado Referencia
fendlico biolégica
Naringenina | Antioxidantey | Macrofagos Disminuye los Chao et al.,
antiinflamatoria activados niveles de oxido 2010
por LPS nitrico y actividad
de COX-2
Fibroblastos Inhibe citocinas
Resveratrol | Antiinflamatoria | sinoviales proinflamatoriasy | Tian et al.,
y antiartritica | reumatoides disminuye la 2013
generacion de
metaloproteinasas
Artritis Reduce los niveles | Zheng et
Curcumina | Antiinflamatoria | inducida por de citocinas al., 2015
y antiartritica adyuvante | proinflamatorias en
suero
Artritis Aumenta la
Antioxidante, inducida por actividad de
Acido antiinflamatoria | cristales de enzimas Doss et al.,
feralico y antiartritica urato mono antioxidantes y 2016
sodico disminuye el
edema
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2.4.1. Mecanismos de accion de compuestos fendlicos de origen vegetal

Sustancias derivadas de plantas con actividad antioxidante que pueden modular la
inflamacion tienen gran potencial para ser usadas como agentes terapéuticos en la
artritis reumatoide. De entre ellos, en la literatura se ha reportado el mecanismo de
accion de los compuestos fendlicos. Estos pueden actuar directamente
secuestrando especies reactivas de oxigeno y de nitrdgeno o aumentando
indirectamente la expresién de genes de moléculas antioxidantes como glutatién
reductasa, glutatién peroxidasa, superéxido dismutasa, catalasa, entre otras. Esto
ultimo lo logran al activar al factor nuclear eritroide 2 (Nrf2), el cual es un factor de
transcripcion nuclear que tiene un papel muy importante en la respuesta

antioxidante y en la regulacion de la inflamacion (Watson y Preedy, 2013).

Se ha demostrado que casi todos los mediadores inflamatorios relacionados con la
artritis, son regulados por NF-kB, reportandose ademas en diversas investigaciones
que los compuestos fendlicos pueden inhibir la activacidn y translacion en el nuacleo
de este factor transcripcional. Es importante mencionar también que otros
elementos involucrados en procesos inflamatorios como el activador de la proteina
1, las proteinas STAT y varias cinasas han sido moduladas por varios polifenoles
(Watson y Preedy, 2013) (Figura 1).

2.5. ANTECEDENTES DIRECTOS

El género Potentilla ha sido conocido desde tiempos antiguos por su valor
decorativo y sus propiedades curativas. Extractos de las partes areas han sido
utilizados por la medicina tradicional y han exhibido actividad antioxidante,
hipoglucémica, antiinflamatoria, antitumoral y antidiabética. La mayoria de estos
efectos bioldgicos pueden ser explicados por presentar gran cantidad de taninos
hidrolizables, flavonoides y terpenos. Varios polifenoles han sido identificados como

el acido elagico y derivados glicosilados de flavonoles (Wang et al., 2013).
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Figura 1. Mecanismo de accion de los compuestos fendlicos en procesos
inflamatorios. Las flechas indican activacion, mientras que los puntos
indican inhibicion (tomada y modificada de Watson y Preedy, 2013)

Las partes mas estudiadas en las especias de Potentilla son las aéreas (hojas y
tallos), siendo los frutos en especifico muy poco estudiados. Los solventes mas
utilizados para la extraccion de los compuestos bioactivos son el metanol, etanol,
acetona y agua, extractos a los que se les ha probado su capacidad antioxidante in
vitro, la cual ha sido dependiente de la concentracion. En los extractos derivados de
plantas de P. fruticosa, P. glabra y P. parvifolia, se han reportado valores de 16.87,
19.37 y 23.87 pg/mL de ICso, por el método de DPPH, indicativo de la alta actividad
antioxidante. En ensayos de la actividad antiinflamatoria, las concentraciones vy
dosis utilizadas en los diferentes modelos depende de cada extracto o especie, los
extractos de P. recta han sido probados en un modelo de inflamacion aguda, en
dosis topica de 10 mg/oreja, teniendo un valor de actividad antiinflamatoria de
61.37% (Tomczyk et al., 2010; Wang et al., 2013; Paduch et al., 2015; Tomovic et
al., 2015).
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Los extractos de estas plantas han mostrado ser seguros al no presentar efectos
toxicos sobre la salud de los seres humanos, sin embargo, son necesarios mas
estudios farmacoldgicos para confirmar la eficiencia y el potencial de estos
extractos. Estos pueden convertirse en fuentes importantes de medicamentos para

distintas enfermedades (Tomczyk et al., 2010).

2.5.1. Potentillaindica (Andr.) Focke

Potentilla indica es una planta perenne estolonifera (estolones delgados de aprox.
100 cm de largo) originaria de Asia perteneciente a la familia Rosaceae que
presenta sinonimia con Fragaria indica Andr., su nombre comun es “falsa fresa”
(Figura 2). Se caracteriza por ser una planta verde, de hojas sericea y estrigosas,

con flores amarillas, hojas alternas estipuladas y frutos rojos, los cuales son ovoides

o globosos de 1 a 1.5 cm de didmetro y de largo (Calderén de Rzedowski, 2001;
Xiang-Hui et al., 2012) (Figura 2).

Figura2. Potentilla indica: A) Frutos, B) Parte aérea, C) Flor (foto de autoria
propia).

Se ha demostrado que los extractos fendlicos de esta planta, pero provenientes de
planta completa (tallo, raices y hojas), inhiben significativamente la proliferacion de

células de cancer de ovario SKOV-3 y de cancer de cuello uterino (Peng et al., 2008;
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Peng et al., 2009). Ademas, se ha reportado que muestra actividad antioxidante
(Kim et al.,, 2002; Hu et al., 2009; Hu et al.,, 2011; Xiang-Hui et al., 2012),
inmunomoduladora (Ang et al., 2014) y actividad antiinflamatoria (Yang et al., 2008;
Lee et al., 2012), en particular ésta ultima, suprimiendo citocinas proinflamatorias y
mediadores, al bloquear la activacion del NF-kB (Zhao et al., 2008). De estos
extractos, se han aislado varios compuestos quimicos como triterpenos, glucésidos
triterpénicos, esteroles y polifenoles. Entre los polifenoles se han obtenidos acidos
fendlicos como el acido elagico y flavonoides (Lee et al., 1994; Kim et al., 2008; Qiao
et al., 2009; Zhu et al., 2015).

Particularmente en el fruto se han identificado antocianinas mediante cromatografia
liguida de alta resolucion (HPLC) con deteccién de matriz de fotodiodos vy
espectrometria de masas (Qin et al.,, 2009), sin embargo, no se han realizado
estudios en los frutos de P. indica que relacionen el contenido de compuestos

fendlicos con la capacidad antioxidante, antiinflamatoria y antiartritica.
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3. JUSTIFICACION

Las plantas producen una diversa cantidad de compuestos que pueden contribuir
con la actividad antioxidante, antiinflamatoria y antiartritica, por lo que es importante
realizar estudios que confirmen estas propiedades, asi como identificar los

compuestos activos.

Los frutos y otras partes de la planta de Potentilla indica (falsa fresa) y otras
especies cercanas, son utilizadas en la medicina tradicional de Asia, para el
tratamiento de diversas enfermedades, algunas en las que intervienen procesos
inflamatorios, sin embargo, son necesarias investigaciones que confirmen su
actividad antiinflamatoria y relacionar ésta con la actividad antiartritica. Es por ello,
que se considero realizar estudios de sus frutos, encaminados a determinar su
actividad antioxidante, antiinflamatoria y antiartritica, relacionando estas

propiedades con el contenido de compuestos fendlicos.
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4. HIPOTESIS

Los compuestos fendlicos de los extractos de frutos de Potentilla indica (falsa fresa)

son los responsables de la actividad antioxidante, antiinflamatoria y antiartritica.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad antioxidante, antiinflamatoria y antiartritica de los frutos
maduros de Potentilla indica (falsa fresa) y su relacidon con el contenido de

compuestos fendlicos.

5.1.1. Objetivos especificos

1. Evaluar la actividad antioxidante y determinar el contenido de acidos
fendlicos, flavonoides y antocianinas totales en el extracto metandlico de
frutos de falsa fresa (P. indica) y en las fracciones metandlica y

cloroférmica.

2. Determinar la actividad antiinflamatoria del extracto metandlico de frutos

de falsa fresa (P. indica) y de la fraccion mas activa.
3. ldentificar los compuestos fendlicos mayoritarios del extracto metandlico
y de la fraccidon mas activa (tanto antioxidante como antiinflamatoria) de

los frutos de falsa fresa.

4. Evaluar la actividad antiartritica del extracto metandlico de frutos de falsa

fresa (P. indica) y de la fraccion mas activa.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Frutos de Potentilla indica
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7. RESULTADOS

7.1. CAPITULOI. Relacion de la actividad antioxidante del extracto
metanodlico de frutos de “falsa fresa” (Potentillaindica) con
el contenido de acidos fendlicos, flavonoides vy
antocianinas.

RESUMEN

La planta completa (tallos, hojas y raices) de Potentilla indica o “falsa fresa” ha sido
usada en la medicina tradicional de Asia y exhibe actividad antioxidante,
antiinflamatoria y citotoxica. Sin embargo, se desconocen estas propiedades en
frutos y el contenido de los compuestos bioactivos presentes en los mismos. En este
estudio se analiz6 la actividad antioxidante del extracto metandlico de los frutos de
P. indica y dos de sus fracciones (fraccion metandlica y fraccién cloroférmica) con
antioxidantes sintéticos, comparando ésta con el contenido total de acidos fendlicos,
flavonoides y antocianinas, cuantificados por métodos espectrofotométricos.
Aunque el extracto metandlico crudo presenté el contenido mas alto de flavonoides
totales con 14.525 pmoles Eq. Quercetina/g peso fresco, no mostré una alta
actividad antioxidante. La fraccion cloroférmica presenté la actividad antioxidante
mas alta por los tres métodos empleados, las cuales fueron de 67.90%, 67.25% y
44 .51% para TAC, DPPH y ABTS, respectivamente. Los valores mas altos de acidos
fendlicos totales (0.615 umoles Eq. Acido Galico/g peso fresco) y antocianinas
totales (0.0028 mg Eq. Cianidina/mg de extracto) se relacionan directamente con la
actividad antioxidante.

Palabras clave: Actividad antioxidante, acidos fendlicos, antocianinas, falsa fresa,
flavonoides, Potentilla indica.

ABSTRACT
Whole plant (stems, leaves and roots) of Potentilla indica or “mock strawberry” has

been used in traditional Asian medicine and exhibits antioxidant, antiinflammator
and cytotoxic activities, however,

quantified by spectrophotometric methods. Although the methanol
crude extract presented the highest content of total flavonoids with 14.525 micromol
Eq. Quercetin/g weight fresh, it did not show a high antioxidant activity.

respectively. The highest values of total phenolic acids (0.615 micromoles Eq. Acid
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Gallic/g fresh weight) and total anthocyanins (0.0028 mg Eq. Cyanidin/mg of extract)
are directly related to the antioxidant activity.

Keywords: Anthocyanins, antioxidant activity, flavonoids, phenolic acids, mock
strawberry, Potentilla indica.

INTRODUCCION

Las especies reactivas de oxigeno tales como el anion superédxido, peroxido de
hidrégeno y radical hidroxilo causan dafio a estructuras celulares y biomoléculas
(lipidos, carbohidratos, proteinas y ADN), cuando son producidas de manera
excesiva, lo que se conoce como estrés oxidante. Este es disminuido por diferentes
moléculas antioxidantes, que pueden ser enddgenas y exogenas a nuestro
organismo, entre éstas ultimas estan las de origen vegetal, que son altamente
efectivas ya que actuan secuestrando y estabilizando especies reactivas de oxigeno
(Cheung et al., 2003). Los antioxidantes provenientes de frutos han sido utilizados
como alternativa al uso de los antioxidantes sintéticos (BHT, TROLOX), los que
tienen la desventaja de desencadenar efectos secundarios o detonantes de
enfermedades como el cancer (Goli et al., 2005). Las frutillas o frutos rojos como la
fresa, el arandano, las moras y la zarzamora, entre otras, son considerados como
alimentos funcionales y nutracéuticos debido a una alta actividad antioxidante, lo
cual se ha relacionado principalmente con el contenido de compuestos fendlicos
(acidos fendlicos libres, flavonoides, taninos y antocianinas) (Cheel et al., 2007;
Huang et al., 2012). La actividad antioxidante de este grupo de compuestos se ha
demostrado con métodos in vitro como el ABTS, DPPH, TAC y FRAP, utilizados por
ser simples, precisos y rapidos, no obstante, tienen la limitacion de que no usan

radicales fisiolégicos (Floegel et al., 2011).

Aunque los compuestos fendlicos son obtenidos de fuentes vegetales por distintos
disolventes, el rendimiento y la obtencion de los diferentes grupos de fenoles
dependen del contenido, de la polaridad y de la solubilidad de éstos. Los disolventes
mas utilizados son los de naturaleza polar o de polaridad intermedia como el agua,

etanol, metanol, acetona, acetato de etilo y cloroformo (Sun y Ho, 2005; Goli et al.,
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2005). Cabe resaltar que las extracciones multiples y el fraccionamiento de
extractos, ofrecen mayores rendimientos que una simple extraccion. Es importante
mencionar, ademas, que la solubilidad de los compuestos fendlicos no se define
unicamente por su grado de polimerizacion, sino también por la naturaleza del
disolvente y las interacciones de los polifenoles con otros constituyentes de la
planta, que dan como resultado la formacién de complejos insolubles (Saada et al.,
2018). En diversas investigaciones se ha comprobado que el agua es el mejor
disolvente en la extraccion de catequinas de té (Camellia sinensis), comparado con
el metanol al 80% vy el etanol al 70% (Khokhar y Magnusdottir, 2002). Asi mismo,
las fracciones de acetato de etilo y cloroformo de diversos extractos, han mostrado
un mayor contenido de acidos fendlicos totales y flavonoides totales que los
extractos crudos, como los obtenidos en las fracciones del extracto etandlico de

hojas de pistache (Pistasia atlantica) (Somayeh et al., 2017).

Es por ello, que se han utilizado diferentes disolventes y métodos de extraccion para
el analisis de la composicidn y las propiedades antioxidantes de los frutos rojos, el
mas comun es el metanol por maceracion, que aunque es un proceso lento, es el
gue da un mayor rendimiento de compuestos antioxidantes y a bajo costo (Snoussi
et al., 2012).

Potentilla indica (Andr.), planta conocida como falsa fresa, es una planta
perteneciente a la familia Rosaceae, utilizada en la medicina tradicional china, por
sus propiedades antiinflamatorias, citotdxicas, antibiéticas y antioxidantes (Hu et al.,
2009; Yang et al., 2008; Hu et al., 2011). Es una especie de reciente introduccion y
distribucion en México, por lo que las propiedades de sus frutos no han sido
ampliamente estudiadas, principalmente se desconoce el contenido de compuestos
fendlicos y su relacién con la actividad antioxidante. No obstante, se sabe que tallos
y hojas de algunas especies de Potentilla, poseen alta actividad antioxidante debido
a su alto contenido de compuestos fendlicos (Qiao et al., 2009; Wang et al., 2013;
Zhu et al., 2015). Con el propdsito de determinar las propiedades antioxidantes de

este tipo de frutos y su relaciéon con los componentes bioactivos, en la presente
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investigacion se determiné la actividad antioxidante in vitro de frutos maduros de P.
indica, asi como el contenido de compuestos fendlicos (acidos fendlicos,
flavonoides y antocianinas).

MATERIALES Y METODOS

Frutos maduros de P. indica. Los frutos de P. indica se obtuvieron de plantas

cultivadas en el invernadero del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del Instituto
de Investigaciones Quimico Biologicas de la UMSNH. Después de la colecta, fueron

almacenados a -20°C.

Obtencion del extracto. Los frutos de P. indica fueron pulverizados con nitrégeno

liquido en licuadora comercial. La extraccion se realizé por maceracién con metanol
en frio (4°C durante cinco dias en oscuridad), por cada 100 g de frutos pulverizados,
se afiadieron 1000 mL de metanol frio. Para la obtencién del extracto, el macerado
se filtrd6 en embudo con papel Whatman No.1, descartando el material vegetal,
sometiendo el extracto a evaporacion a sequedad en rotavapor (45°C) al vacio. El
extracto fue disuelto en metanol a una concentracion de 100 mg/mL, el cual fue

almacenado en congelacion y oscuridad hasta sus diferentes analisis.

Fraccionamiento. Las fracciones se obtuvieron por extraccion liquido-liquido del

extracto metandlico, separando dos fracciones: fraccién cloroféormica (F.CHCI3) y
fraccion metandlica (F.MetOH). Para la separacion se utilizd un embudo de
separacion. Finalmente, las fracciones fueron evaporadas a sequedad en rotavapor
(45°C) y disueltas en el disolvente correspondiente a una concentracién de 100

mg/mL.

Determinacion de actividad antioxidante. La actividad antioxidante del extracto

metandlico y de las fracciones se determin6 por los métodos DPPH, ABTS y
Capacidad Antioxidante Total (TAC) a una concentracién de 1 mg/mL, los que se

describen a continuacion:
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Método DPPH. La actividad antioxidante se evalu6é con base en la capacidad de

eliminar el radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), de acuerdo al método
descrito por Karamac et al. (2005). Las absorbancias se tomaron a una A de 517
nm. Se mezclaron 50 yL de cada muestra con 950 uL de la solucion de DPPH en
metanol (0.5 mmol/L), posteriormente se dejaron incubar a temperatura ambiente y
en oscuridad durante 20 min, para finalmente obtener las absorbancias en un
espectrofotometro (UV-Vis VELAB-VE51000UV). El porcentaje de capacidad de
eliminacién de radicales libres se calculé mediante la ecuacion 1. Donde Amuestra €S
la absorbancia del DPPH mezclado con la muestra y Abianco €S la absorbancia del

DPPH en donde la muestra ha sido reemplazada con metanol.

(Ablanco - Amuestra)
Ablanco

Actividad antioxidante (%) = x100 (Ecuacion1)

Método ABTS. Se evalud la actividad antioxidante utilizando el método del acido

2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS, por sus siglas en inglés)
descrito por Arnao et al. (2001). Este se basa en la reduccién de la coloracion
verde/azul del radical (ABTSe<+) debido a su reaccion con el antioxidante presente
en la muestra. La solucién del radical ABTS se preparé mezclando ABTS (7.4 mM)
y persulfato de potasio (2.6 mM), en una relacién 1:1, dejando la mezcla durante 12
horas en oscuridad a temperatura ambiente. Posteriormente se mezclaron 50 yL de
cada muestra con 950 uL de la solucién del radical ABTS, se dejaron incubar
durante 7 min en oscuridad, y finalmente las absorbancias se tomaron a una A de
737 nm en un espectrofotometro (UV-Vis VELAB-VE51000UV). El porcentaje de
capacidad de eliminacion de radicales libres se calculd mediante la ecuacion 2.
Donde Amuestra €S la absorbancia del ABTS mezclado con la muestra y Abianco €S la

absorbancia del ABTS sin la muestra.

(Ablanco - Amuestra)
Ablanco

Actividad antioxidante (%) = x100 (Ecuacién 2)
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Método de Capacidad Antioxidante Total (TAC). La actividad antioxidante también

fue determinada por el método de fosfomolibdeno, de acuerdo a lo descrito por
Prieto et al. (1999). El ensayo se basa en la reduccién de Mo (VI) a Mo (V) debido
a la presencia del antioxidante, y la subsecuente formacién de un complejo verde
de fosfato/Mo(V) a pH acido. Se mezclaron 100 pyL de cada muestra con 1 mL de la
solucion reactivo (acido sulfurico 0.6 M, fosfato de sodio 28 mM y molibdato de
amonio 4 mM). Posteriormente las mezclas se incubaron en un bafio de agua
hirviendo a 95°C durante 90 min, para después ser enfriadas a temperatura
ambiente. Se midi6 la absorbancia de la solucién de cada muestra a 695 nm en un
espectrofotometro (UV-Vis VELAB-VE51000UV). La actividad antioxidante se
calculé mediante la ecuacion 3. Donde Amuestra es la absorbancia de la muestra
mezclada con la solucion reactivo, Ablanco es la absorbancia de la solucién reactivo
mezclada con el disolvente de la muestra y Acontrol es la absorbancia de la solucién
reactivo mezclado con agua.

(Amuestra - Acontrol)
Ablanco

Actividad antioxidante (%) = ( >x100 (Ecuacion 3)

Determinacién de ICso. La concentracion inhibitoria al 50% (ICs0) de la actividad

antioxidante fue determinada para la fraccion con mayor porcentaje de capacidad
antioxidante por los métodos DPPH y TAC, realizando una curva de calibracién en
concentraciones de 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0y 1.2 mg/mL (anexo 11.1y 11.2).

Determinacion de compuestos bioactivos. El extracto metandlico de los frutos de

P. indica y las fracciones fueron analizados para la determinacion de &acidos
fendlicos totales, flavonoides totales y antocianinas totales a una concentracién de

muestra de 1 mg/mL:

Determinaciéon de acidos fendlicos totales. El contenido de acidos fendlicos totales

se determind mediante la técnica de Folin-Ciocalteu (Schwarz et al., 2001), que
consistié en mezclar 100 yL de cada muestra con 750 uL de la solucién de Folin-

Ciocalteu, preparada 1:10 con agua estéril. Las mezclas resultantes se e agua
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estéril. Posteriormente, las mezclas se dejaron reposar por 60 min a temperatura
ambiente y en oscuridad, para finalmente obtener las lecturas de absorbancia a 725
nm en un espectrofotdmetro (UV-Vis VELAB-VE51000UV). Los resultados se
muestran en pmoles equivalentes de acido galico por miligramo de peso fresco
(umoles de acido galico/mg peso fresco), los cuales se obtuvieron a través de una
curva de calibracion que se prepard usando concentraciones de acido galico como

estandar entre 0 y 1 pmoles (anexo 11.3).

Y +0.0016

51652 (Ecuacion 4 )

Determinaciéon de flavonoides totales. Para la determinaciéon de flavonoides totales

se utilizé el método de Kim et al. (2003), que consiste en mezclar 10 yL de cada
muestra con 490 uL de metanol, sometiendo la mezcla a agitacion en vortex, para
posteriormente agregar 1 mL de metanol, 100 yL de cloruro de aluminio al 10% y
100 pyL de acetato de potasio al 1 M. Las muestras se sometieron a agitacion en
vortex y se dejaron reposar por 30 min en oscuridad, para finalmente obtener las
lecturas de absorbancia a 415 nm en un espectrofotometro (UV-Vis VELAB-
VES51000UV). La cuantificacion se obtuvo mediante una curva de calibracién que se
realizd con quercetina, con un rango de concentracion de 0 a 100 umoles (anexo
11.3). Los resultados se presentaron en equivalentes de umoles de quercetina/mg

peso fresco.

Y +0.0114

0,016 (Ecuacion 5)

Determinacién de antocianinas totales. El contenido de antocianinas fue

determinado por el método de Fuleki y Francis (1968), que cuantifica antocianinas

totales con equivalente a cianidina, mediante analisis espectrofotométrico.

El método consiste en mezclar 100 yL de muestra con 900 yL de metanol/HCI 37%

(99:1v/v) y posteriormente agitar en vortex, para finalmente dejar reposar por
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escasos minutos. La absorbancia de cada muestra se determiné a 535 nm (A),
absorbancia maxima de la cianidina, a partir de ésta se calcul6 la concentracion de
antocianinas totales expresada en equivalentes de cianidina (mg/mL de extracto),

mediante la siguiente formula:

(absorbancia maxima en nm)(PM)
€

mg/mL =

Dénde: € es el coeficiente de extincion molar de cianidina (32000), en una celda de
cuarzo de 1 cm de longitud y PM es el peso molecular de la cianidina. Los resultados
se presentaron en mg Eq. Cianidina/mg de extracto, debido a que se utilizé una

concentracion de muestra de 1 mg/mL.

Analisis estadistico. Los resultados obtenidos en los diferentes ensayos se

expresaron a través de la media *+ desviacion estandar. Los mismos se procesaron
mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA) y posteriormente se realizé
una prueba de Tukey con un nivel de significancia de p<0.05. Se utilizé el software
JMP.

RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad antioxidante de frutos maduros de P. indica

Existen diversos métodos para determinar la actividad antioxidante de extractos
vegetales, los que son desarrollados tanto in vivo como in vitro, aunque unos pocos
son los mas utilizados por sus caracteristicas de facil aplicacion, confiabilidad y que
se realizan en un tiempo relativamente corto (Huang et al., 2012; Alam et al., 2013;
Shalaby y Shanab, 2013). Tal es el caso de los métodos DPPH, ABTS y TAC
utilizados en la presente investigacion para evaluar la actividad del extracto
metandlico y las fracciones derivadas de éste, obtenido de frutos maduros de

Potentilla indica, utilizando una concentracion de la muestra de 1 mg/mL.
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Con el ensayo de Capacidad Antioxidante Total (TAC), se observaron porcentajes
de actividad antioxidante mayores al 45%, la fraccién cloroférmica (F.CHCL3)
presenté un 67.90 £ 1.37 %, seguida por el extracto metandlico crudo (E.MetOH)
con 52.39 = 1.15 %, la actividad antioxidante de la fraccion metandlica (F.MetOH)
presentd el valor mas bajo con un 47.01 + 0.75 %. La fraccion cloroférmica fue la
que mostré una capacidad antioxidante similar al butilhidroxitolueno (BHT),

antioxidante sintético utilizado a una concentracion de 1 mg/mL (Figura 3A).

La actividad antioxidante del extracto y de ambas fracciones, también fue
determinado por el método 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), observando también
que la fraccidn cloroformica (F.CHCL3) mostro el porcentaje mas alto con 67.25 +
1.84 %, seguido del extracto metandlico crudo (E.MetOH) con 48.82 + 0.86 %,
también con este método, la fraccibn metandlica (F.MetOH) present6é la menor
actividad antioxidante (22.501 + 2.01 %). Tanto la fraccion cloroférmica como el
extracto metanadlico mostraron mayor capacidad antioxidante que el BHT a la misma
concentracion probada, sin embargo, teniendo éstas menor actividad antioxidante
que el TROLOX (91.13%), este ultimo utilizado a concentracion de 1 mg/mL (Figura
3B).

Finalmente, el extracto y las fracciones fueron analizadas con el método 2,2’-
azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato (ABTS), en donde la fraccion cloroférmica
(F.CHCLs) también tuvo el porcentaje mas alto de actividad antioxidante con 44.51
1 0.70 %, seguido del extracto metandlico crudo (E.MetOH) con 33.88 £ 1.13 %, y
al igual que con el método DPPH, la fraccion metandlica (F.MetOH) presento la
menor actividad antioxidante con 26.46 + 0.47 %. Con este método, aunque la
fraccidn cloroférmica tuvo la capacidad antioxidante mas alta, ésta fue mas baja que
la mostrada por el BHT (97.2 £ 0.66 %) a 1 mg/mL (Figura 3C).
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Figura 3.
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La actividad antioxidante de P. indica no se ha reportado para los frutos, Unicamente
se ha demostrado para la parte completa, con un porcentaje de eliminacion del
radical anion superdxido de 46.21% a una concentracion de 1 mg/mL (Hu et al.,
2009). Sin embargo, se ha determinado la actividad antioxidante de frutos de otras
plantas de la familia Rosaceae como fresa (Fragaria x ananassa) y zarzamora

(Rubus sp.), con porcentajes similares a los observados en los frutos de P. indica.

Huang et al. (2012) reportaron la capacidad antioxidante por el método DPPH de
extractos metandlicos de frutos de Rubus laciniatus y Fragaria x ananassa a una
concentracion de 1 mg/mL, los cuales tuvieron porcentajes de actividad antioxidante
de 80% y 50%, respectivamente. Valores similares de DPPH son presentados por
los extractos metandlicos de frutos de fresa comercial (Fragaria x ananassa cv.
Chandler) y fresa silvestre (Fragaria chiloensis) (86% y 42%, respectivamente)
(Cheel et al., 2007), que concuerda con los resultados obtenidos para el extracto
metandlico de los frutos de P. indica, principalmente con la fraccion cloroférmica,

tanto con los métodos DPPH como TAC.

Los frutos de P. indica mostraron una capacidad antioxidante mayor con los
métodos TAC y DPPH, y menor con ABTS, lo que sugiere que los compuestos con
actividad antioxidante de este extracto son de polaridad intermedia, lo cual se
confirma al observar los porcentajes de actividad antioxidante mostrado por la
fraccidn cloroférmica, mayores que el extracto metandlico crudo y la fraccion
metandlica, caracteristicas de algunos compuestos polifendlicos como los de tipo
flavonoides, que poseen alta actividad antioxidante, de acuerdo a lo establecido por
Floegel et al. (2011), en que la capacidad antioxidante depende de la solubilidad de
los componentes de un extracto o una fraccion, por ejemplo, si son liposolubles

(menor polaridad) o hidrosolubles (mayor polaridad).

La ICso de la fraccidon cloroférmica del extracto metandlico de los frutos de P. indica
(0.807mg/mL) (anexo 11.1) determinada por el método DPPH, concuerda con lo

reportado para el extracto etandlico de frutos de frambuesa (Rubus idaeus) (0.80
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mg/mL), pero un valor mucho menor que los extractos etandlicos de frutos de
zarzamora (Rubus fruticosus) (1.40 mg/mL) y fresa (Fragaria x ananassa) (5.60
mg/mL) (Hangun-Balkir y McKenney, 2012), lo cual indica una mayor actividad

antioxidante por parte de los frutos de P. indica.

También, el valor de la ICso de la fraccion cloroférmica del extracto metandlico de
los frutos de P. indica, es similar a los reportados para los extractos metandlicos de
frutos de frambuesa negra (Rubus occidentalis) y arandano (Vaccinium myrtillus),
con 1.15 mg/mL y 0.82 mg/mL, respectivamente (Savikin et al., 2009). La ICso de
esta fraccion, pero determinada por el método TAC, fue de 0.675 mg/mL, valor que

también confirma una alta actividad antioxidante (anexo 11.2).

En diversos extractos de plantas, las fracciones obtenidas con disolventes de
polaridad intermedia como el acetato de etilo y el cloroformo, muestran una mayor
actividad antioxidante que la de extractos crudos obtenidos con disolventes polares
como el etanol y el metanol. La fraccidn de acetato de etilo de un extracto etandlico
de hojas de Cistus incanus (jara) presentd el porcentaje mas alto de actividad
antioxidante con los métodos DPPH, captacion del radical Oz y captacion del radical
hidroxilo, mas alto inclusive que el encontrando en el extracto etandlico crudo (Gori
et al., 2016). Resultados similares han sido observados para fracciones de este tipo
en Symphyopappus casarettoi (Benetti et al., 2007), Plantago australis (Nemitz et
al., 2010), Cola lepidota (Oghenerobo y Falodun, 2013), Pistasia atlantica (Somayeh

et al., 2017) y en Halocnemum strobilaceum (Saada et al., 2018).

Lo anterior indica que el fraccionamiento de extractos crudos es un proceso que
separa y concentra los compuestos bioactivos por su solubilidad y polaridad, mismo
que se observo al fraccionar el extracto metandlico de P. indica, sobre todo con los
resultados mostrados por la fraccion cloroférmica, de polaridad intermedia. Ademas,
se ha reportado que la actividad antioxidante es mayor en fracciones de un extracto

crudo, debido a que en este ultimo puede presentarse una reduccion de la actividad
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por efectos antagonicos o de bloqueo entre los compuestos presentes (Hidalgo et
al., 2010; Hajimehdipoor et al., 2014).

La capacidad antioxidante de los extractos de plantas y sus fracciones mayormente
son atribuidos a la presencia de compuestos de naturaleza fendlica (Saada et al.,
2018). Es importante mencionar que en los frutos de P. indica, unicamente se han
identificado antocianinas, lo que indica que han sido muy poco estudiados (Qin et
al., 2009). Con el propdsito de relacionar el grupo de compuestos presentes en el
extracto crudo y fracciones de estos frutos, se determinaron los acidos fendlicos

totales, flavonoides totales y antocianinas totales.

Contenido de acidos fendlicos, flavonoides y antocianinas en frutos maduros
de P. indica

El contenido total de acidos fendlicos y flavonoides de frutos maduros de P indica
se muestran en la figura 4. En cuanto a acidos fendlicos totales, la fraccion
cloroférmica (F.CHCL3) presentd el valor mas alto con 0.615 + 0.037 umoles Eq.
Acido Gdlico/g (p.f.) seguido por el extracto metandlico (E.MetOH) y la fraccion
metandlica (F.MetOH) con 0.112 + 0.015 y 0.073 + 0.006 pmoles Eq. Acido Galico/g
(p.f.), respectivamente (figura 4A), con los que hay diferencias significativas. Para
el caso de flavonoides totales, el extracto metandlico (E.MetOH) presento el valor
mas alto con 14.525 + 0.720 ymoles Eq. Quercetina/g (p.f.) seguido por la fraccion
cloroférmica (F.CHCL3) y la fraccion metandlica (F.MetOH) con 11.483 + 0.469 y
7.775 = 0.225 pmoles Eq. Quercetina/g (p.f.), respectivamente (Figura 4B), con

diferencias significativas.

En la fraccion cloroférmica (F.CHCI3) se presento el valor mas alto del contenido de
antocianinas totales, con 0.0028 + 0.00013 mg Egqg. Cianidina/mg de extracto
seguida por la fracciéon metandlica (F.MetOH) y el extracto metandlico (E.MetOH)
con 0.00185 £ 0.00033 y 0.000628 + 0.00017 mg Eq. Cianidina/mg de extracto,

respectivamente, con una alta diferencia significativa (Figura 4C).
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Figura 4. Acidos fendlicos totales (A), flavonoides totales (B) y antocianinas totales
(C) del extracto metandlico (E.MetOH) de los frutos de Potentilla indica
y las fracciones metandlica (F.MetOH) y cloroférmica (F.CHCI3). Letras

diferentes indican que hay diferencia significativa (p<0.05, n=3, prueba
de Tukey).
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El contenido total de compuestos fendlicos (acidos fendlicos, flavonoides vy
antocianinas) ha demostrado ser responsable de la actividad antioxidante en
extractos de plantas y frutos (Hwang et al., 2014). En los resultados de la presente
investigacion, se observa una relacion entre la actividad antioxidante y el contenido
de compuestos fendlicos en los frutos maduros de P. indica. La fraccion
cloroférmica, con los valores mas altos de actividad antioxidante, tiene el mayor
contenido de acidos fendlicos y antocianinas, asi como una cantidad considerable

de flavonoides, comparado con el extracto metandlico y la fraccion metandlica.

El contenido de acidos fendlicos totales en los frutos de P. indica es menor que el
de frutos rojos como fresa (F. vesca) y algunas variedades de zarzamora (R.
fruticosus var. “Thornfree” y R. fruticosus var. “Cacanska Bestrna”), los que
presentan valores de 27.2, 11.44 y 10.10 pmoles Eq. Acido Galico/g (p.f.)
(Milivojevi¢ et al., 2011). También, valores mayores a los frutos de P. indica, han
sido reportados para frutos de diferentes variedades de fresa (Fragaria x ananassa),

que oscilan entre 3.48 y 5.50 umoles Eq. Acido Galico/g (p.f.) (Rekika et al., 2005).

Sin embargo, el contenido de flavonoides totales del extracto metandlico de frutos
de P. indica es mayor que el de acidos fendlicos totales, asi como en sus fracciones;
valores mas bajos han sido reportados por Pefarrieta et al. (2009) para los frutos
de fresa silvestre (Fragaria vesca) que oscilaban entre 2.4 y 4.9 umol Eq.
Catequina/g (p.f.). De manera similar, Badhani et al. (2015) reportaron valores
cercanos de flavonoides totales a los observados en los frutos de P. indica, tanto en
frutos de R. ellipticus y R. niveus (15.58 y 16.24 ymol Eq. Quercetina/g (p.f.),

respectivamente).

En cuanto al contenido de antocianinas totales, los presentados en los frutos de P.
indica son similares a los mostrados por otros frutos rojos como grosella (Ribes
rubrum), fresa (Fragaria x ananassa) y arandano rojo (Vaccinium oxycoccus), con
valores de 0.0025, 0.0052 y 0.0048 mg/mg de extracto, respectivamente (Ogawa et
al., 2008). Qin et al. (2009) reportaron un contenido de antocianinas totales de 0.205
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mg/g de peso fresco para los frutos de P. indica, determinadas con base en cianidina
3-O-rutindsido, el primer estudio que cuantifica antocianinas en los frutos de falsa

fresa.

En esta investigacién, al compararse la actividad antioxidante del extracto
metandlico de los frutos de P. indica, con dos de sus fracciones (fraccion metandlica
y fraccion cloroférmica), asi como con el contenido de compuestos fendlicos (acidos
fendlicos, flavonoides, antocianinas), se observé una relacién directa entre ellos. Sin
embargo, los resultados demuestran que la fraccién cloroférmica es la de mayor
actividad antioxidante, presumiblemente por contener el mayor contenido tanto de
acidos fendlicos como de antocianinas, y una cierta cantidad de flavonoides (Figuras
4). Este es el primer reporte que analiza la actividad antioxidante y el contenido de
compuestos fendlicos de los frutos maduros de P. indica y ofrece una evidencia

clara para realizar investigaciones futuras con la fraccion cloroférmica.

CONCLUSION

La fraccion cloroférmica del extracto metandlico de frutos maduros de falsa fresa
(Potentilla indica) mostré6 los valores mas altos de actividad antioxidante,
presentando una relacion directa con el alto contenido de acidos fendlicos y

antocianinas totales.
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7.2. CAPITULO Il. Determinacién de la actividad antiinflamatoria del extracto
metandlico y la fraccion cloroformica de frutos de falsa
fresa (P. indica) en un modelo experimental de edema en
pata de rata inducida por carragenina e identificacién y
cuantificacion de compuestos activos.

RESUMEN

Potentilla indica es una planta perteneciente a la familia Rosaceae, introducida y
cultivada en México, a la cual se le atribuyen propiedades medicinales relacionadas
con estrés oxidante e inflamacién crénica. En este estudio se analizé la actividad
antiinflamatoria del extracto metandlico y de una fraccion cloroférmica de los frutos
de P. indica, utilizando el modelo de edema en pata de rata inducida por
carragenina, con la administracion tépica y oral del extracto y la fraccion. Para la
administracion topica, se aplicaron tres dosis (0.1, 1y 10 mg/kg), mientras que para
la administracion oral se aplicaron solo la dosis con el mejor resultado de la actividad
antiinflamatoria del ensayo tdpico, tanto del extracto como de la fraccion
cloroférmica. El extracto metandlico administrado de manera tépica presentd un
efecto antiinflamatorio dependiente de la dosis, la menor actividad antiinflamatoria
fue con la de 0.1 mg/kg (19.84%), seguida de la de 1 mg/kg (28.9%), alcanzando un
55.2% con la de 10 mg/kg. Con la administracion oral del extracto metandlico en la
dosis de 10 mg/kg, ésta presentd un valor de 46.9%. Por otro lado, la fraccién
cloroférmica administrada de manera topica no mostr6 un comportamiento
dependiente de la dosis, siendo la de 1 mg/kg, la que presentd el porcentaje mas
alto de actividad antiinflamatoria, con 77.8%, un porcentaje mayor que con las dosis
de 0.1 y 10 mg/kg, un 22.6% mas que lo ejercido por el extracto metandlico (10
mg/kg) e igual al mostrado por el ibuprofeno (25 mg/kg). Finalmente, con la
administracion oral de la fraccion cloroférmica en la dosis de 1 mg/kg, ésta presentd
un valor de 72%. Los compuestos mayoritarios tanto del extracto metandlico como
de la fraccion cloroférmica, fueron identificados y cuantificados por HPLC,
observando que la fraccion cloroférmica esta mayormente constituida por acido
elagico (44.37 ug/mL), quercetina (27.2 ug/mL) y rutina (18.7 pg/mL). Sin embargo,
en el extracto metandlico se identificaron acidos fendlicos como el acido galico (37.4
pg/mL) y el acido p-cumarico (21.1 pg/mL). Estos resultados sugieren que la alta
actividad antinflamatoria mostrada por la fraccion cloroférmica, se debe a la
presencia de acido elagico, quercetina y rutina.

Palabras clave: Antiinflamatorio, carragenina, inflamacién, edema en pata de
rata, Potentilla indica.

ABSTRACT

Potentilla indica is a plant of Rosaceae family, introduced and grown in Mexico,
which are attributed medicinal properties related to oxidative stress and chronic
inflammation. This study analyzed the anti-inflammatory activity of the methanolic
extract and chloroformic fraction of P. indica fruits, using the carrageenan-induced
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rat paw edema model, with topical and oral administration of extract and fraction at
different doses. Three doses were applied (0.1, 1 y 10 mg/kg) in the topical
administration, while the dose which the higher anti-inflammatory activity were used
in the oral administration with the methanolic extract and chloroformic fraction. The
methanolic extract administered topically presented a dose-dependent anti-
inflammatory effect, the lowest anti-inflammatory activity was with 0.1 mg/kg
(19.84%), followed by 1 mg/kg (28.9%), reaching 55.2% with 10 mg/kg. With oral
administration of the methanolic extract at the dose of 10 mg/kg, it showed a value
of 46.9%. On the other hand, the chloroformic fraction administered topically showed
did not show dose-dependent behavior, whit 1 mg/kg obtaining the highest
percentage of anti-inflammatory activity, which was 77.8% higher than at doses of
0.1 and 10 mg/kg, 22.6% over that exerted by the methanolic extract (10 mg/kg) and
equal to that shown by ibuprofen (25 mg/kg). Finally, with oral administration of the
chloroformic fraction at the dose of 1 mg/kg it had a 72%. The majority compounds
of both the methanolic extract and the chloroformic fraction were identified and
quantified by HPLC, noting that the chloroformic fraction is mostly composed of
ellagic acid (44.37 pg/mL), quercetin (27.2 yg/mL) and rutin (18.7 pg/mL). However,
phenolic acids such as gallic acid (37.4 yg/mL) and p-coumaric acid (21.1 ug/mL)
were identified in the methanolic extract. These results suggest that the high anti-
inflammatory activity shown by the chloroformic fraction is due to the presence of
ellagic acid, quercetin and rutin.

Keywords: Anti-inflammatory, carrageenan, inflammation, paw edema in rat,
Potentilla indica.

INTRODUCCION

La inflamacion es la respuesta fisioldgica protectora del organismo a las infecciones
y dafios en los tejidos, y que generalmente viene acompafnada por hinchazén, dolor
y enrojecimiento. Se caracteriza por una serie de acciones, que incluyen la
vasodilatacion, la permeabilidad vascular y el reclutamiento de células inmunitarias
y proteinas plasmaticas en el lugar de infeccion o lesion tisular. Ademas, se ha
determinado que en estos procesos se producen mediadores inflamatorios locales
como prostaglandinas, leucotrienos, histamina y serotonina (aminas vasoactivas),
citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento, y especies reactivas de oxigeno.
Aunque de manera general, la inflamacion es beneficiosa para el huésped, debido

a que protege contra amenazas como patdgenos invasores y esta estrechamente
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relacionada con los procesos de reparacion del tejido lesionado, si no se termina de
manera oportuna, puede iniciarse un dano en los tejidos sanos del cuerpo (Hoesel
y Schmid, 2013; Ambriz-Pérez et al., 2016; Hussain et al., 2016).

La inflamacion aguda en particular tiene una evolucién muy breve (desde unos
minutos hasta varias horas); entre sus caracteristicas esta la exudacion de liquido
y de proteinas plasmaticas y la migracion de leucocitos en los tejidos afectados o
dafnados (Ledn et al., 2015).

Aunque hay tratamientos con antiinflamatorios de la medicina alépata, como los
farmacos no esteroideos (ibuprofeno, naproxeno), los cuales son muy utilizados por
ser muy eficientes, tienen la desventaja de tener efectos secundarios (problemas
gastrointestinales, renales y cardiovasculares). Debido a lo antes mencionado,
existe la necesidad de encontrar nuevas alternativas que disminuyan dichas
desventajas pero que ayuden a regular el estrés oxidante y los procesos
inflamatorios crénicos (Ambriz-Pérez et al., 2016). Una alternativa la presentan los
metabolitos secundarios de plantas, de los cuales destacan, los compuestos
fendlicos (flavonoides, acidos fendlicos, antocianinas, entre otros) (Costa et al.,
2016).

La actividad antiinflamatoria de extractos de distintas plantas se ha determinado
utilizando el método conocido como edema plantar inducido por carragenina, el cual
es un modelo de inflamacién aguda que tiene la caracteristica de presentar un perfil
bifasico. La fase inicial (0-2 h) es mediada principalmente por la produccion de
histamina, serotonina y bradiquininas. En contraste, a la fase tardia (2-6 h) se le
atribuye la produccién de prostaglandinas, especies reactivas de oxigeno, COX-2'y
citocinas (TNF-q, IL-1B, IL-6, IL-8). La respuesta vascular se hace maxima y estable
entre las 4 y 8 h, periodo adecuado para el ensayo de agentes antinflamatorios
(Sugishita et al., 1981; Sakat et al., 2014; De Araujo et al., 2019).

44



Algunas especies de Potentilla, plantas de la familia Rosaceae, poseen actividad
antiinflamatoria. El extracto etandlico de P. erecta inhibi6 la expresion de COX-2 al
50% (ICs0) a una concentracidn de 24.2 ug/mL en un modelo de inflamacion
inducida por UVB en lineas celulares (Hoffmann et al., 2016). Por su parte el
extracto etandlico de P. supina redujo la produccion de TNF-q, IL-6 e IL-1B en un
34%, 50% y 57%, respectivamente, en un modelo de Inflamacién inducida por LPS
en células de macrofagos (Lee et al.,, 2017). P. indica (falsa fresa), aunque es
originara de Asia, donde es utilizada en la medicina tradicional para el tratamiento
de diversas enfermedades que involucran procesos inflamatorios, ha sido
introducida a México donde actualmente se distribuye en varios estados. Aunque
los extractos de diferentes partes de la planta (hojas y raices) poseen actividad
antiinflamatoria e inmonumoduladora (Zhao et al., 2008; Yang et al., 2008; Ang et

al., 2014), se desconocen si estas propiedades las presentan sus frutos.

El objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad antiinflamatoria del extracto
metandlico y de la fraccion cloroférmica de los frutos de P. indica, ya que éstos
mostraron la mayor actividad antioxidante, la que se relacion6 directamente con un
alto contenido de flavonoides, acidos fendlicos y antocianinas (Capitulo I).

MATERIALES Y METODOS

Frutos de P. indica. Los frutos maduros de P. indica se obtuvieron de plantas

cultivadas en el invernadero del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del Instituto
de Investigaciones Quimico Biolégicas de la UMSNH. Después de cada colecta los

frutos fueron almacenados a -20°C.

Animales. Se utilizaron ratas Wistar macho de tres meses de edad (400gq),
reproducidas y mantenidas en el bioterio del IIQB de la UMSNH, segun la
normatividad para el cuidado de animales de laboratorio (Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999).
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Obtenciéon del extracto métandlico y fraccion cloroférmica. Los frutos de P.

indica fueron pulverizados con nitrégeno liquido en licuadora comercial. La
extraccion se realizd por maceracion con metanol en frio (4°C durante cinco dias en
oscuridad). Por cada 100 g de frutos pulverizados se afiadieron 1000 mL de metanol
frio. Para la obtencién del extracto, el macerado se filtr6 en embudo con papel
Whatman No.1, descartando el material vegetal, sometiendo el extracto a
evaporacion a sequedad en rotavapor (45°C) al vacio. El extracto fue disuelto en
una solucién de dimetilsulfoxido (DMSO) al 5% a una concentracion de 100 mg/mL,

el cual fue almacenado en congelacién y oscuridad hasta su uso y analisis.

La fraccion cloroférmica (F.CHCIs) se obtuvo por extraccion liquido-liquido del
extracto metandlico utilizando cloroformo (se utilizé un embudo de separacion).
Finalmente, la fraccidn fue evaporada a sequedad en rotavapor (45°C) y disuelta en

DMSO al 5% a una concentracion de 100 mg/mL.

Induccidn de inflamacién aquda. La actividad antiinflamatoria se evalué en ratas

macho Wistar (n=5), usando la prueba de edema en pata inducida por carragenina
(Winter et al., 1962). Se inyect6 de manera subcutanea en el tejido plantar de la
pata trasera 50 pyL de una solucién de carragenina al 1% solubilizada en NaCl al
0.9%.

Administracién del extracto y fraccién cloroférmica. En el ensayo de edema de

pata, la administracién del extracto y fraccion se hizo bajo dos sistemas de

experimentacion:

1) Administracion tépica del extracto metandlico y la fraccion cloroférmica a las
4 h (tiempo de inflamacién maxima) después de la aplicacion de la
carragenina, en las dosis de 0.1, 1 y 10 mg/kg (disueltas en DMSO al 5%).

Se aplicd un volumen total de 50 uL en la pata (Cuadro 4).
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2) Administracion por via oral del extracto metandlico y de la fraccion cloroférmica
en la dosis que mostré6 mayor actividad antiinflamatoria en el sistema de
experimentacion 1, administrando un volumen total de 50 pL. El ensayo de
edema (inflamacién aguda) se realiz6 después de 28 dias de estar administrando
diariamente el extracto y la fraccion. Durante esta experimentacion se utilizaron
mismos grupos de ratas, pero solamente dos de ellos con la dosis mas efectiva
seleccionada por el efecto antiinflamatorio con administracion tépica, tanto del

extracto metandlico como de la fraccién cloroférmica.

El ibuprofeno (25 mg/kg) fue utilizado como control positivo, el DMSO al 5% como
control negativo y un tercer control fue incluido, el cual consistioé en inflamacién sin

tratamiento (Cuadro 4).

Cuadro 4 Grupos de ratas Wistar macho (n=>5), utilizados para la determinacién
del efecto antiinflamatorio con administracion topica del extracto
metandlico y fraccion cloroférmica de frutos de Potentilla indica.

Grupos Tratamiento

Grupo 1 Extracto Metandlico (0.1 mg/kg)
Grupo 2 Extracto Metandlico (1 mg/kg)
Grupo 3 Extracto Metandlico (10 mg/kg)
Grupo 4 Fraccion Cloroférmica (0.1 mg/kg)
Grupo 5 Fraccion Cloroférmica (1 mg/kg)
Grupo 6 Fraccion Cloroféormica (10 mg/kg)
Grupo 7 Ibuprofeno (25 mg/kg)
Grupo 8 Dimetilsulféxido (DMSO) 5%
Grupo 9 Sin Tratamiento

Medicion de la inflamacidén. La inflamacién inducida por carragenina se midio a

las 4, 5, 6, 7, 8 y 24 horas después de la aplicacion de la carragenina, con un
micrometro digital (Mitutoyo™). El porcentaje de actividad antiinflamatoria se calculd

segun la siguiente formula:
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Aa (1 mm de la extremidad a evaluar—mm de la extremidad sin inflamar) x100
mm que aumenta la extremidad durante la inflamaciéon maxima

Donde Aa es actividad antiinflamatoria.

Cuantificacion e identificacion de compuestos fendlicos mayoritarios. El

analisis se realiz6é por la técnica de cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC, por sus siglas en inglés), utilizando el equipo HP 1090 Series I, acoplado a
una bomba de separaciéon LPG-3400RS y de auto-inyeccion WPS-3000, con un
detector rapido de separacion con arreglo de diodos (DAD-3000RS). Los
compuestos fendlicos fueron separados mediante una columna HP C18 (4.6 x 150
mm; 5um) a una temperatura de 30 °C. Los datos, integracién de picos y calibracion,

se analizaron con el software Dionix Chromeleon (Version 6.80 RS 10).

Las condiciones del analisis de muestras, consistieron en una fase movil de
acetonitrilo (disolvente A), una solucion de acido acético a pH 3.0 (disolvente B) y
metanol (disolvente C), utilizando el siguiente programa de gradiente de elucion: 0
min, 5%A/95%B; 10 min, 10%A /80%B /10%C; 20 min, 20%A /60%B /20%C y 30
min, 100%A.; con un flujo de 1 mL/min y un volumen de inyeccién de 10 pl. La
deteccion se realizé con ultravioleta (UV) a una longitud de onda (A) especifico para
compuestos fendlicos: A 280 nm por 18.0 min con un cambio a A 320 nm y mantenida
por 6 min, finalmente se cambid a A 380 nm, dejando en un rango de 200 nm a 700
nm. Con estas condiciones y longitudes de onda, se realizd la deteccién
(identificacion) y cuantificacion de acido cafeico, acido cumarico, acido galico, acido
elagico, acido vanilico, catequina, epicatequina, quercetina y rutina (Sigma-Aldrich,

México).

Cada compuesto fue preparado en una concentracion de 10 ug/mL y se mezclaron
para tener una solucién estandar, que después de preparada fue mantenida en
oscuridad a 5°C, utilizada como estandar para corroborar la identidad de cada
compuesto. La cuantificacion se obtuvo por comparaciéon de los picos obtenidos de
cada compuesto estandar, utilizando el tiempo de retenciéon y mediante curvas de

calibracion, establecidas con las areas de cada pico respectivas a cada
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concentracion. Los datos se representan como la media % la desviacion estandar de

analisis independiente por triplicado.

Analisis estadistico. Los resultados obtenidos en los diferentes ensayos se

expresaron a través de la media * desviacion estandar. Los mismos se procesaron
mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA) y posteriormente se realizé
una prueba de Tukey con un nivel de significancia de p<0.05. Se utiliz6 el software
JMP.

RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad antiinflamatoria con administracion tépica

Con la administracion toépica del extracto metandlico y fraccion cloroférmica
obtenidos de los frutos maduros de P. indica, se determind la actividad
antiinflamatoria, utilizando el ensayo de edema de pata en rata (Winter et al., 1962),

observando un efecto antiinflamatorio dependiente de la dosis y del extracto.

La induccién de la inflamacion aguda con carragenina al 1% provocé un aumento
prominente en el grosor de la pata, alcanzando un pico maximo a las 4 h
(inflamandose en promedio 2.3 mm), tiempo que se eligié para iniciar las mediciones
del efecto antiinflamatorio (4-8 h). Después de 24 h de la induccion de la inflamacién,
el ibuprofeno al ser administrado de manera tépica a 25 mg/kg, tuvo la mas alta
actividad antiinflamatoria (78.8%), sin diferencias a partir de las 8 h, por lo que la
actividad antiinflamatoria se obtuvo a estos tiempos. Con la administracién topica
de las dosis de 0.1 y 1 mg/kg del extracto metandlico, no se observd un efecto
antiinflamatorio significativo, ya que los porcentajes de actividad antiinflamatoria no
mostraron diferencias significativas con los presentados por los controles
(inflamacién sin tratamiento e inflamacién aplicando DMSO 5%), los cuales

presentaron valores promedio de 24% y 20.3%, respectivamente.
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A las 24 h, se obtuvo solamente una actividad antiinflamatoria de un 19.84% con
0.1 mg/kg del extracto y un 28.9% con 1 mg/kg (Figuras 5A y 5B). Sin embargo, con
la aplicacidn tépica del extracto metandlico a la dosis de 10 mg/kg, se observo la
actividad antiinflamatoria desde las 5 h del ensayo con un 35%, alcanzando un
55.2% de actividad a las 24 h, sin diferencia significativa entre los valores de las 6,
7y 8 h (Figura 5C). Este valor fue un 23.6% menor al ejercido por ibuprofeno a la

dosis de 25 mg/kg.

A diferencia del efecto del extracto metandlico, una alta actividad antiinflamatoria de
la fraccion cloroférmica se observé desde las 7 h con la aplicacién tépica de la dosis
de 0.1 mg/kg, con 45.7%, la que se mantuvo hasta las 24 h, con 50.4% de actividad,
sin diferencias significativas entre los valores de las 7, 8 y 24 h, un efecto mayor al
que se observé en los controles (inflamacién sin tratamiento e inflamacién aplicando

DMSO 5%) pero un 28.4% menor que el presentando por el ibuprofeno (Figura 6A).

Sin embargo, con la dosis de 1 mg/kg se observé la actividad antiinflamatoria desde
las 5 h después de la aplicaciéon de carragenina, con un 43.9%, sin diferencias
significativas con los valores obtenidos a las 6, 7 y 8 h, pero con un aumento
significativo a las 24 h, alcanzando un 77.8%, una actividad antiinflamatoria similar
a la del ibuprofeno (78.8 %) (Figura 6B). Esta actividad fue la mas alta observada,
comparandose tanto con el extracto como con las dosis de 0.1 y 10 mg/kg de la
fraccién cloroférmica, ambas aplicadas de manera tépica, ya que, con esta ultima

se presento una actividad significativa del 40.52% a las 24 h (Figura 6C).
Actividad antiinflamatoria con administraciéon oral

La actividad antinflamatoria fue determinada en ratas con la administracién oral del
extracto metanolico (10 mg/kg) y de la fraccion cloroférmica (1 mg/kg) de los frutos

de P. indica, ya que fueron las que mejores resultados presentaron al ser

administradas de manera topica.
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Porcentaje de actividad antiinflamatoria con administracion topica del
extracto metandlico de los frutos de Potentilla indica en las dosis de
0.1 (A), 1 (B) y 10 (C) mg/kg, comparado con el efecto de ibuprofeno
(25 mg/kg), la solucion vehiculo (DMSO 5%) y el grupo control (ratas
no tratadas). Letras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05,
n=5, prueba de Tukey).
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Figura 6. Porcentaje de actividad antiinflamatoria con administracion topica de
la fraccién cloroférmica del extracto metandlico de los frutos de
Potentilla indica en las dosis de 0.1 (A), 1 (B) y 10 (C) mg/kg,
comparado con el efecto de ibuprofeno (25 mg/kg), la solucién
vehiculo (DMSO 5%) y el grupo control (ratas no tratadas). Letras
diferentes indican diferencia significativa (p<0.05, n=5, prueba de
Tukey).
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La medicion se realizé con el método y parametros usados para la actividad
antinflamatoria con la administracion topica (Winter et al., 1962). Después de la
administracion oral tanto del extracto y de la fraccion cloroférmica, se realizé la

induccién con carragenina al 1%.

Con la administracion oral del extracto metandlico se observé a las 8 h un valor de
actividad antiinflamatoria del 44.3%, alcanzando un 46.9% de actividad a las 24 h,
teniendo diferencia significativa con los valores de las 5, 6 y 7 h (Figura 7A). A
diferencia de cuando fue administrado de manera tépica, el ibuprofeno a 25 mg/kg
al ser administrado de manera oral durante 28 dias, mostré un valor de actividad
antiinflamatoria mas baja, del 16.18%, después de 24 h de la induccion de la

inflamacion.

La fraccidn cloroférmica, a diferencia del extracto metandlico, al ser aplicado de
manera oral durante 28 dias mostré mayor actividad antiinflamatoria en una dosis
de 1 mg/kg, observando un 72 % de actividad antiinflamatoria a las 24 h, no teniendo
diferencia significativa con el valor obtenido a las 8 h, y siendo un 55.82% mayor

que el valor obtenido para el ibuprofeno a la misma hora (figura 7B).

Diversos extractos de plantas han mostrado actividad antiinflamatoria cuando son
probados en modelos de inflamacién aguda. Una infusién de aceite/agua de hojas
de zacate limén (Cymbopogon citratus), la cual contenia mayormente compuestos
fendlicos, tuvo una actividad antiinflamatoria maxima del 43% cuando fue aplicada
de manera topica en una dosis de 400 mg/kg, en un modelo de edema de pata

inducida por carragenina (Costa et al., 2016).

De la misma manera, en el modelo antes mencionado, el extracto hidrometandlico
de “Chén Yin” (Artemisia scoparia) al ser aplicado de manera tépica, tuvo una
actividad antiinflamatoria maxima del 50.2% y 65% en dosis de 400 y 800 mg/kg,
respectivamente (Habib y Waheed, 2013). Estos porcentajes de actividad

antiinflamatoria son comparables con lo obtenido con la dosis de 10 mg/kg del
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extracto metandlico y de 0.1 y 10 mg/kg de la fraccion cloroférmica de este extracto,
de frutos maduros de P. indica, aunque cabe resaltar que el efecto antiinflamatorio

ocurre en dosis mas bajas, lo que sugiere una alta actividad antiinflamatoria.
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Figura 7. Porcentaje de actividad antiinflamatoria por administracién oral del
extracto metandlico (A) y la fraccion cloroférmica (B) de los frutos de
Potentilla indica en la dosis de 10 mg/kg y 1 mg/kg, respectivamente,
comparado con el efecto de ibuprofeno (25 mg/kg), la solucion
vehiculo (DMSO 5%) y el grupo control (ratas no tratadas). Letras
diferentes indican diferencia significativa (p<0.05, n=5, prueba de
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Algunos extractos vegetales muestran porcentajes mas altos de actividad
antiinflamatorio, como el extracto aceténico de raices de Rubus fairholmianus, que
tiene un 77.98% a las 7 h, con la administracién oral de 400 mg/kg, utilizando
también el modelo de edema de pata en rata inducido por carragenina (George et
al., 2014). Este porcentaje de actividad, concuerda con el obtenido con la fraccién
cloroférmica, pero obtenido con una dosis mas baja (1 mg/kg), usando el mismo

ensayo.

En el modelo de edema de pata en rata inducido con carragenina, las dosis de 100
mg/kg de diversos extractos de plantas, no han mostrado una alta actividad
antiinflamatoria. El extracto metandlico de hojas de Eupatorium adenophorum,
administrandose de manera tépica en esta dosis, solo mostré una actividad
antiinflamatoria maxima de 19.64% (Negi et al., 2012). De igual forma, los extractos
metandlicos de hojas de Cassia alata y Cassia tora, administrados de manera tépica
en la dosis de 100 mg/kg, alcanzaron una actividad antiinflamatoria del 59.4% vy
45.2%, respectivamente, a las 5 h después de la aplicacion de la carragenina (Misal
et al., 2012).

Algunos extractos y compuestos de plantas han presentado actividad
antiinflamatoria empleando dosis bajas. Polifenoles aislados de corteza de canela
(Cinnamomum zeylanicum) fueron probados de manera oral en el modelo de edema
de pata en rata inducido por carragenina en dosis de 4, 8 y 25 mg/kg, teniendo un
porcentaje de actividad antiinflamatoria del 27.47%, 35.21% y 63.38%,
respectivamente (Vetal et al., 2013). De la misma manera y utilizando el mismo
modelo, el extracto acuoso de hojas de zacate limén (Cymbopogon citratus) obtuvo
un porcentaje de actividad antiinflamatoria del 70.80% (en dosis de 34.12 mg/kg),
mientras que su fraccion rica en taninos obtuvo un porcentaje de 61% (en dosis de
5.96 mg/kg) (Garcia et al., 2015)

Con lo anterior, y por los resultados obtenidos con la presente investigacion, tanto

el extracto metandlico de los frutos de P. indica y la faccion cloroférmica de éste,
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pueden ser considerados antiinflamatorios, en una dosis de 10 mg/kg para el
extracto y de 1 mg/kg para la fraccién cloroférmica. Los resultados muestran que la
actividad antiinflamatoria del extracto metandlico es dependiente de la dosis, pero
este comportamiento no se observo con la fraccion cloroférmica, ya que a 0.1 y a

10 mg/kg, el efecto fue mas bajo.

Este comportamiento se ha observado con la administracion de algunos extractos
de plantas, como el mostrado por el extracto acuoso de hojas de baburio (Kalanchoe
pinnata), el cual produjo un mayor efecto antiinflamatorio con la dosis de 125 mg/kg
(24.15%), pero no asi con una dosis mas baja (250 mg/kg) y una mas alta (500 mg/
kg), con las que se obtuvo un 12.16% y 21.26%, respectivamente (De Araujo et al.,
2019). Asi mismo, esto se ha observado con la administracion del extracto etandlico
de hojas de alafia (Alafia barteri) (Sofidiya et al., 2014), del extracto hidroalcohdlico
de los frutos de mirobalano (Terminalia chebula) (Bag et al., 2013) y del extracto
acuoso de hojas de berejena cimarrona (Solanum torvum) (Ndebia et al., 2007), en
los que las dosis intermedias tienen el mayor porcentaje de actividad

antiinflamatoria.

De acuerdo a la caracteristica bifasica del modelo de edema inducido por
carragenina y al evaluar la actividad antiinflamatoria a partir de las 4 h, se sugiere
que los frutos de P. indica, evaluados en el presente estudio, inhiben mediadores
inflamatorios de la fase tardia como prostaglandinas, COX-2, especies reactivas de
oxigeno y citocinas (TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8), especialmente los componentes de
la fraccion cloroformica en la dosis de 1 mg/kg y del extracto metandlico en la dosis
de 10 mg/kg (Sakat et al., 2014; De Araujo et al., 2019).

La umbeliferona (cumarina simple), aislada de la fraccién cloroférmica del extracto
etandlico de Potentilla evestita, administrada de manera intraperitoneal en dosis de
10 mg/kg tuvo una actividad antiinflamatoria del 66.13% a las 5 h después que se
administrd, en el modelo de edema de pata de rata inducido por carragenina (Rauf

et al., 2014). Lo anterior concuerda con la actividad antiinflamatoria obtenida para
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el extracto metandlico en la dosis de 10 mg/kg, y para la fraccién cloroférmica pero

en una dosis menor (1 mg/kg), en la cual algun o algunos principios activos estan

con una mayor pureza y a una concentracion mayor, respecto al extracto

metanolico.

Principales compuestos fendlicos del extracto metandlico y de la fraccién

cloroféormica

En un analisis de corrida por 30 min mediante el analisis por HPLC, los compuestos

fendlicos de la solucion mezcla de estandares, fueron separados con una 6ptima

resolucion, observando un tiempo de retencion (Tr) constante para cada compuesto

(Cuadro 5, Figura 8).

Cuadro 5. Compuestos fendlicos de la solucibn de mezcla de estandares,
analizados por HPLC (10 ug/mL).

No. Tiempo de | Miliunidades
de | Compuesto | Retencion de
Pico (min) Absorbancia
(mAU)
1 Acido galico 5.64 27500
2 Catequina 12.27 5250
3 Acido 15 30250
vanilico
4 Acido 15.5 28600
cafeico
5 Epicatequina 16.5 7250
6 Acido 20 22500
p-cumarico
7 rutina 23 14200
8 Acido 24.8 11200
elagico
9 quercetina 26 24750

57



35000
30000

(mAU)
N N
[=} (4.}
[=} [=}
o [=}
o o

15000
10000
5000

Absorbancia (mA

-5000 . '
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo de retencién (min)

Figura 8. Cromatograma de la solucion mezcla estandar de compuestos fendlicos
analizado por HPLC. Picos: 1, acido galico; 2, catequina; 3, acido
vanilico; 4, acido cafeico; 5, epicatequina; 6, acido p-cumarico; 7, rutina;
8, acido elagico; 9, quercetina.

En el extracto metandlico, los acidos fendlicos fueron mayoritarios, identificando la
presencia de acido galico (pico 2), acido p-cumarico (pico 6) y acido elagico (pico
8), no se encontré acido cafeico ni epicatequina. EI mayor contenido correspondio
al acido galico (37.3 pg/mL), con un valor de 11.4 ug/mL de acido elagico. También
se obtuvo catequina (pico 2), rutina (pico 7) y quercetina (pico 9), pero en

concentraciones bajas (Cuadro 6).

Por el contrario, la fraccion cloroférmica esta enriquecida por acido elagico y
flavonoides, encontrando un contenido mayor también de quercetina y rutina. En
bajas concentraciones, se encontraron el acido galico y la catequina, sin observarse
la presencia de acido vanilico, acido p-cumarico, acido cafeico y epicatequina. El
mayor contenido fue para acido elagico (44.37 ug/mL), quercetina (27.2 ug/mL) y
rutina (18.7 pg/mL) (Cuadro 6).
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Cuadro 6.Contenido de compuestos fendlicos identificados y cuantificados por
HPLC del extracto metandlico y fraccion cloroférmica de frutos de

Potentilla indica.

No. Tiempode | Extracto Fraccion
de | Compuesto | Retencion | metandlico | cloroférmica
Pico (min) pg/mL
1 Acido galico 5.64 37.3 1.11
2 Catequina 12.27 0.75 2.3
3 Acido 15 4.7 0
vanilico
4 Acido 15.5 0 0
cafeico
Epicatequina 16.5 0
Acido 20 21.1
p-cumarico
rutina 23 1.12 18.7
Acido 24.8 11.4 4437
elagico
9 quercetina 26 0.87 27.2

Zhu et al. (2015) identificaron por HPLC los compuestos fendlicos del extracto
etandlico de la parte area (tallos y hojas) de P. indica; encontrando, entre otros,
acido p-cumarico, quercetina y elagitaninos, reportando que éstos ultimos son los
compuestos fendlicos mayoritarios. Reportaron ademas un valor de contenido de
acido elagico de 7.47 ug/mL. Lo anterior concuerda con lo observado para el

extracto metandlico y fraccidn cloroférmica de los frutos maduros de P. indica.

Se ha reportado, que este tipo de compuestos fendlicos presentan esta actividad
bioldgica; el acido elagico aislado de distintas fuentes vegetales, probado en el
modelo de edema inducido por carragenina en ratas, ha demostrado inhibir la COX-
2 e INOS, ademas de reducir la formacion de TNF-qa, IL-1B3, IL-6 y aumentar la
produccion de IL-10 (EI-Shitany et al., 2014; Mansouri et al., 2015; BenSaad et al.,
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2017). Por su parte, la quercetina probada en el mismo modelo, ha demostrado
reducir el edema, restaurar los niveles de GSH e inhibir la produccion de
prostaglandinas y TNF-a (Morikawa et al., 2003; Heeba et al., 2014). Finalmente, la
rutina, probada en el modelo antes mencionado, redujo significativamente el edema,
en un comportamiento dependiente de la dosis, ademas de inhibir a la COX-2
(Selloum et al., 2003; Zhao et al., 2018).

Por el contenido de acido elagico, quercetina y rutina, observados en la fracciéon
cloroférmica, se sugiere que éstos podrian ser los responsables del efecto de la alta

actividad antiinflamatoria mostrado por esta fraccion.

CONCLUSIONES

Con la administracion topica y oral de 1 mg/kg de la fraccion cloroférmica del
extracto metandlico de los frutos de Potentilla indica, se obtuvo la mayor actividad
antiinflamatoria con valores de 77.8% y 72%, respectivamente, mediante el ensayo
de edema de pata en rata inducido con carragenina. Ambos valores de actividad
antiinflamatoria fueron mayores que los mostrados por el extracto metandlico crudo,
tanto de forma tépica como oral, a una dosis de 10 mg/kg. Esta actividad bioldgica
en la fraccion cloroférmica se debe a que tiene mayor contenido de acido elagico,

quercetina y rutina.
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7.3. CAPITULO Ill. Determinacién de la actividad antiartritica del extracto
metandlico y la fraccion cloroféormica de frutos de falsa
fresa (Potentilla indica) en ratas Wistar macho artriticas.

Resumen

Potentilla indica es una planta usada en la medicina tradicional de Asia para tratar
enfermedades en las que intervienen procesos inflamatorios y en estudios previos
se determind que el extracto metandlico y la fraccion cloroférmica de los frutos de
P. indica, mostraron una alta actividad antioxidante y antiinflamatoria, relacionado
con el contenido de compuestos fendlicos, particularmente el de flavonoides
(Capitulo | y Capitulo Il). En esta investigacion se evalué el efecto de este extracto
y la fraccion cloroférmica en ratas Wistar macho artriticas, utilizando un modelo de
artritis inducida por colageno tipo Il y adyuvante incompleto de Freund. Para la
evaluacion clinica de la enfermedad se utilizé un indice artritico que considera 5
puntos en escala de 0-4, de acuerdo a inflamacién y sintomatologia. Tanto el
extracto metandlico como la fraccion cloroférmica fueron administrados de manera
oral (50 L) durante 28 dias en una dosis de 10 mg/kg y 1 mg/kg, respectivamente.
Los resultados indican que el extracto metandlico retraso significativamente los
sintomas de la enfermedad, manteniendo signos artriticos de indice 1 durante 18
dias, lo cual fue similar al comportamiento observado en el tratamiento con
dexametasona; ademas, con la administracién de este extracto no se observaron
cambios en los niveles séricos de glucosa, acido urico, creatinina, colesterol total,
triglicéridos y urea, con una disminucion en los parametros del factor reumatoide y
proteina C reactiva. Lo anterior sugiere que el extracto metandlico de frutos de P.
indica muestra proteccién renal y hepatica, asi como un efecto en la regulacion de
mediadores que intervienen en el desarrollo de la artritis reumatoide.

Palabras clave: Adyuvante incompleto de Freund, artritis inducida por colageno
tipo Il, factor reumatoide, indice antiartritico, proteina C reactiva.

Abstract

Potentilla indica is a plant used in Asian traditional medicine to treat diseases in
which inflammatory processes are involved and in previous studies determine that
the methanolic extract and the chloroformic fraction of P. indica fruits, showed a high
antioxidant and anti-inflammatory activity, related to the content of phenolic
compounds, particularly flavonoids (Chapter | and Chapter Il). This research
evaluated the effect of this extract and the chloroformic fraction in arthritic male
Wistar rats using a model of type Il collagen llI-induced arthritis and incomplete
Freund's adjuvant. An arthritic index considered 5 points in one 0-4 scale, which is
based in the inflammation and symptomatology, was used for the clinical evaluation
of the disease. Both the methanolic extract and the chloroformic fraction were
administered orally (50 pL) for 28 days at a dose of 10 mg/kg and 1 mg/kg,
respectively. The results indicate that the methanolic extract significantly delayed the
symptoms of the disease, maintaining an arthritic index of 1 for 18 days, which was
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similar to the behavior observed in dexamethasone treatment; In addition, no
changes were observed in serum glucose, creatinine, uric acid and urea levels with
the administration of this extract, however, a decrease in the rheumatoid factor and
C-reactive protein were found. This suggests that the methanolic extract of P. indica
fruits shows renal and hepatic protection, as well as an effect on the regulation of
mediators involved in the development of rheumatoid arthritis.

Key words: Antiarthritic index, C-reactive protein, incomplete Freund's adjuvant,
rheumatoid factor, Type Il collagen-induced arthritis,

INTRODUCCION

La artritis reumatoide es una enfermedad inflamatoria cronica autoinmune y
deformante de las articulaciones de etiologia poco conocida. Se caracteriza por
cambios destructivos en el cartilago, articulaciéon y hueso, ademas de hiperplasia
sinovial causada por una gran infiltracion de leucocitos y una proliferacion de
fibroblastos sinoviales y la expresion de altos niveles de citocinas proinflamatorias,
entre las que destacan el TNF-q, la IL-1, la IL-6 y la IL-8 (Watson y Preedy, 2013;
Uotsu et al., 2016).

Esta enfermedad actualmente la padece el 1% de la poblacion mundial y
desafortunadamente aun no tiene cura. Las terapias actuales estan dirigidas a
aliviar la inflamacién, el dolor y el dafio en las articulaciones. Estas incluyen
antiinflamatorios no esteroideos, glucocorticoides y anticuerpos monoclonales (Kaur
et al., 2012; Uotsu et al., 2016). No obstante, la mayoria de éstos tienen efectos

secundarios indeseables.

Con el proposito de explorar antiartriticos en compuestos derivados de plantas,
como una alternativa a los agentes terapéuticos actuales, por considerarlos mas
seguros, pocos se han estudiado y algunos como la curcumina, han mostrado tener
efecto antiartritico al evitar la activacion de células B y T, macréfagos, neutrdfilos, o
por inhibir la activacion de NFkB e inducir la apoptosis de fibroblastos sinoviales
(Kaur et al., 2012). La actividad antiartritica de los extractos vegetales se puede

evaluar de varias formas, siendo el mas utilizado el modelo de artritis inducido por
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colageno tipo Il, ya que tiene una gran semejanza con la artritis reumatoide humana
al ser un proceso impulsado por el complejo de histocompatibilidad restringido de
células T y caracterizado por inflamacidn sinovial, formacién de pannus,
deformacion e inmovilizacion de las articulaciones, generacién de auto anticuerpos

y presencia de factor reumatoide (lerna et al., 2010).

Debido a que diversos extractos de especies de Potentilla (P. indica y P.
chrysantha), plantas de la familia Rosaceae originarias de Asia, han demostrado
tener actividad antioxidante (Kim et al., 2002 Hu et al., 2009; Hu et al., 2011),
antiinflamatoria (Yang et al., 2008; Zhao et al., 2008) e inmunomoduladora (Ang et
al., 2014), y en nuestro grupo de trabajo se ha evaluado el efecto antioxidante y
antiinflamatorio del extracto metandlico de los frutos de P. indica y de la fraccion

cloroférmica, es de interés analizar el efecto antiartritico de éstos.

El objetivo del presente capitulo fue evaluar la actividad antiartritica del extracto
metandlico y de la fraccion cloroférmica de los frutos de P. indica, en ratas Wistar
macho utilizando un modelo de artritis inducida por colageno tipo Il y adyuvante
incompleto de Freund.

MATERIALES Y METODOS

Frutos de P. indica. Los frutos maduros de P. indica se obtuvieron de plantas

cultivadas en el invernadero del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del Instituto
de Investigaciones Quimico Biolégicas de la UMSNH. Después de cada colecta los

frutos fueron almacenados a -20°C.

Animales. Se utilizaron ratas Wistar macho de 6 meses de edad (4509),
reproducidas y mantenidas en el bioterio del IIQB de la UMSNH, segun la
normatividad para el cuidado de animales de laboratorio (Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999).
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Obtencion del extracto y fraccidon cloroférmica. Los frutos de P. indica fueron

pulverizados con nitrégeno liquido en licuadora comercial. La extraccion se realizé
por maceracion con metanol en frio (4°C durante cinco dias en oscuridad). Por cada
100 g de frutos pulverizados se anadieron 1000 mL de metanol frio. Para la
obtencion del extracto, el macerado se filtr6 en embudo con papel Whatman No.1,
descartando el material vegetal, sometiendo el extracto a evaporacion a sequedad
en rotavapor (45° C) al vacio. El extracto fue disuelto en dimetilsulféxido (DMSO) al
5% a una concentracion de 100 mg/mL, el cual fue almacenado en congelacién y
oscuridad. La fraccion cloroférmica (F.CHCI3) se obtuvo por extraccion liquido-
liquido del extracto metandlico, utilizando cloroformo para separacion de fases en
un embudo de separacion. Finalmente, la fraccion fue evaporada a sequedad en

rotavapor (45° C) y disuelta en DMSO al 5% a una concentracion de 10 mg/mL.

Induccién de artritis. La artritis se indujo con el método descrito por Song et al.

(2015), que consistié en inyectar de manera intradérmica en la base de la cola un
total de 100 yL de una emulsion que contenia volumenes iguales de adyuvante
incompleto de Freund y colageno de pollo tipo Il disuelto en 0.05 M de acido acético,
con una concentracion final de 1 mg/mL. A los 7 dias después de la primera
inmunizacién se administré un refuerzo (100 uL) de la emulsiéon antes mencionada.
La evaluacidn clinica del desarrollo de la artritis inducida por colageno se realizé por
observacion semanal de los signos o sintomas artriticos en las patas y
articulaciones, los cuales son caracterizados por edema, eritema, e inmovilizacion
de la extremidad. Se midié el diametro de las extremidades con un micrometro
digital y se evalu¢ la severidad de la artritis de acuerdo al indice artritico descrito
por lerna et al. (2010) (Cuadro 7).

Administracion del extracto metandlico y fraccién cloroférmica. Para el ensayo

antiartritico se utilizaron diversos tratamientos utilizando los grupos de ratas que se

describen en el cuadro 8.
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Cuadro 7. Indice artritico en artritis inducida con adyuvante incompleto de
Freund y colageno de pollo tipo Il en ratas Wistar (lerna et al., 2010).

Indice Signos artriticos
Artritico
0 Sin hinchazén o eritema.
1 Enrojecimiento e hinchazoén leve pero definidos del tobillo o la

mufieca, o enrojecimiento e hinchazon aparentes limitados a
dedos individuales, independientemente del nimero de dedos

afectados.

2 Enrojecimiento moderado e hinchazon de tobillo o mufieca.

3 Enrojecimiento intenso e hinchazon de toda la pata, incluidos
los dedos.

4 Miembro con inflamacién maxima con afectacion de multiples

articulaciones.

Cuadro 8. Grupos de ratas Wistar macho (n=3), utilizados para la determinacién
del efecto antiartritico con administracion oral por 28 dias del extracto
metandlico y fraccion cloroférmica de frutos de Potentilla indica.

Grupos Tratamiento

Grupo 1 | RA-MeOH Ratas artriticas administradas con extracto metandlico en
dosis de 10 mg/kg (mejor dosis observada en el ensayo
inflamatorio del capitulo Il).
Grupo 2 | RA-F.CHCI; | Ratas artriticas administradas con fraccion cloroférmica en
dosis de 1 mg/kg (mejor dosis observada en el ensayo
inflamatorio del capitulo ).

Grupo 3 | RA-DEX Ratas artriticas administradas con dexametasona en dosis de
0.01 mg/kg.

Grupo 4 | RA-DKE Ratas artriticas administradas con dexketoprofeno en dosis
de 0.1 mg/kg.

Grupo 5 | RA-ST Ratas artriticas sin tratamiento.

Grupo 6 | R-NA-ST Ratas no artriticas sin tratamiento.

La administracion de todas las sustancias se hizo por via oral, administrandose
durante 28 dias y aplicando en todos los casos un volumen de 50 pL, empezando a
administrarse 14 dias después de la induccion de la artritis, ya que fue el momento

en el que se observo la aparicion de los primeros signos artriticos.
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Quimica sanguinea y estudio inmunolégico. Después de la eutanasia, la sangre

fue colocada en tubos BD Vacutainer, dejando coagular para posteriormente
obtener el suero con centrifugacion a 3,500 rpm/10 min. El suero fue analizado
mediante pruebas de quimica sanguinea (glucosa, urea, acido urico, creatinina,
colesterol total y triacilglicéridos) a través del equipo Dri-Chem NX500i Fuijifilm e
inmunoldgicas como el factor reumatoide (FR) y la proteina C reactiva por
aglutinacion en placa. Para el FR se utilizé el anticuerpo IgM y para la proteina C,

el anticuerpo IgG de cabra.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las ratas que no fueron inducidas a desarrollar la artritis reumatoide (R-NA-ST), no
mostraron cambios en sus extremidades (patas) y articulaciones durante los 28 dias
de la experimentacion, considerando a este grupo con un indice artritico de cero (0).
Sin embargo, el desarrollo de la enfermedad pudo constatarse en todos los grupos
de ratas inducidas, mostrando al dia 1 (14 dias después de la primera induccion),
un indice artritico de 1. Posteriormente cada 10 dias se observaron los cambios y
se registraron los valores del indice artritico. En el grupo de ratas artriticas a las que
no se les administré ningun tratamiento (RA-ST), desde el dia 10 se observé un
indice artritico de 3, que se mantuvo a los 18 dias, alcanzando el maximo valor de
4, a los 28 dias (Cuadro 9).

Con la administracion del extracto metandlico de frutos de P. indica (RA-MeOH), las
ratas inducidas a desarrollar artritis reumatoide, mostraron sintomas del indice
artritico 1, el que se mantuvo sin cambios durante 18 dias, sin embargo, a los 28
dias, se observaron signos del indice 3. Aunque con la administracion de la fraccion
cloroférmica de este extracto (RA-F.CHCIs), el efecto fue similar, el indice artritico
alcanzado fue de 2 hasta los 18 dias, pero mostraron sintomas de la artritis que se
presentaron en las ratas del grupo RA-ST, con un indice de 4. Solamente con el
tratamiento con dexametasona (DEX), las ratas mantuvieron un indice artritico de 1

durante toda la fase de experimentacién, no asi con las tratadas con dexketoprofeno
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(DKE), las que de manera paulatina, desarrollaron la artritis reumatoide a lo largo

del experimento, alcanzando el indice de 4 a los 28 dias (Cuadro 9).

Cuadro 9. Iindices de artritis en ratas artriticas Wistar macho con la
administracién oral del extracto metandlico y la fraccion cloroférmica
de frutos de Potentilla indica.

Indices Artriticos
Grupos de ratas

Dias

-
o
-
oo

R-NA-ST (grupo 6)
RA-ST (grupo 5)
RA-MeOH (grupo 1)
RA-F.CHCIs (grupo 2)
RA-DEX (grupo 3)
RA-DKE (grupo 4)

al al Al Al Al o=
N 2 N 2| w o
wl = N 2| w o
N N NI S =1

En la figura 9 se muestran las fotografias representativas de una de las
extremidades de las ratas utilizadas durante el ensayo de la induccion de la artritis
reumatoide, sin tratamiento y tratadas con el extracto metandlico y la fraccion
cloroférmica de frutos de P. indica, asi como los antiinflamatorios DEX y DKE. Al
tiempo inicial, previo a la inmunizacién para el desarrollo de la artritis reumatoide, el
diametro de la parte plantar al empeine fue de 6.73 mm, sin que se observara

enrojecimiento y signos de artritis (indice 0) (Figura 9A).

A los 14 dias posterior a la primera inmunizacion con la emulsién, se observaron los
primeros signos de la enfermedad, mostrando rigidez articular en los dedos (indice
1) (Figura 9B) con un aumento de la inflamacion de 0.1 mm, por lo que fue
considerado como el dia 1 para determinar el progreso de la artritis reumatoide.
Este indice artritico se mantuvo sin cambios en ratas artriticas tratadas con DEX.

Sin embargo, las ratas artriticas sin tratamiento (RA-ST) presentaron un indice de 3
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desde el dia 10, ya que se observé un aumento en la inflamaciéon de 1.8 mm,
alcanzando un maximo de 3.26 mm a los 28 dias, considerando un indice artritico
de 4 (Figura 9C).

Figura 5. Fotografias representativas de signos desde el inicio de la induccion
de la artritis reumatoide experimental en ratas Wistar macho, hasta la
maxima inflamacién y sintomas representativos de la enfermedad: A)
Pata de rata no artritica sin tratamiento, R-NA-ST (tiempo 0); B) Pata
de rata artritica con un indice artritico 1, dia 1; C) Pata de rata del
grupo RA-ST con un indice artritico de 4, a los 28 dias del tratamiento;
D) Pata de rata del grupo tratado con el extracto metandlico (RA-
MeOH) de frutos de P. indica, con un indice artritico de 3, a los 28
dias del tratamiento; E) Pata de rata del grupo tratado con la fraccion
cloroférmica (RA-F.CHCIs), con un indice artritico de 4, a los 28 dias
del tratamiento; F) Pata de rata con un indice artritico de 4, del grupo
tratado con DKE, a los 28 dias del tratamiento (RA-DKE).

Con la administracion del extracto metandlico (RA-MeOH) de los frutos de P. indica,
el progreso de los sintomas de la artritis reumatoide fue detenido, mostrando signos
de un indice artritico de 1 hasta los 18 dias, sin embargo, a los 28 dias, se

observaron sintomas de un indice de 3, con una inflamaciéon maxima 1.5 mm, con
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signos claros de enrojecimiento y rigidez en los dedos (Figura 9D). A diferencia de
este resultado, un menor efecto de la fraccion cloroférmica en las ratas artriticas
(RA-F.CHCI3) se presentd ya que se obtuvieron indices artriticos de 2 alos 10y 18
dias, y se observaron signos de un indice artritico de 4 a los 28 dias, con una

inflamacion maxima de 3.5 mm (Figura 9E).

A pesar de que el dexketoprofeno (DKE) es un medicamento antiinflamatorio, desde
los 10 dias no fue capaz de detener el progreso de la enfermedad, con un claro
aumento en la inflamacion, enrojecimiento y la falta de movilidad en las
extremidades, pasando de un indice artritico 1 hasta el 3 alos 18 dias y alcanzando
un indice de 4 a los 28 dias de la experimentacion. A este tiempo, se presento una

inflamacion maxima de 4.37 mm (Figura 9F).

Estos resultados demuestran un efecto antiinflamatorio mayormente del extracto
metandlico, el cual ha demostrado inhibir la inflamaciéon aguda en un 46.94%
(capitulo Il), pero ademas retraso6 la aparicion de sintomas de la artritis reumatoide
hasta los 18 dias con la administracion de 10 mg/kg, lo que no permitié que se
presentaran signos graves (indice artritico 4). Debido a que con la administracién
de la fraccion cloroférmica (1 mg/kg), no se obtuvo un efecto antiartritico, el extracto
metandlico de los frutos de P. indica, podria ser considerado con un potencial
antiartritico, aunque es posible que esta fraccion tenga este mismo efecto a la dosis
de 10 mg/kg. La dexametasona (0.01 mg/kg) demostrd tener la mayor actividad
antiartritica, ya que mostré puntuaciones de severidad artritica de 1, con una

inhibicion de la inflamacion del 100%.

Un efecto antiartritico con la aplicacion de extractos vegetales se ha reportado en
diversas investigaciones, el isoeugenol, un compuesto de naturaleza fendlica, con
alta actividad antioxidante y antiinflamatoria, mostro indice artriticos de 2y 3 con la
administracion via oral de las dosis de 10 mg/kg y 25 mg/kg en ratas Wistar macho
artriticas inducidas con adyuvante completo de Freund, respectivamente, a los 24

dias después de la induccién (Kaur et al., 2012). En este mismo modelo, un
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resultado similar fue demostrado con la administracion via oral de 50 y 200 mg/kg
del extracto hidroalcohdlico de corteza de Punica granatum durante 21 dias,
presentando un retraso el avance de la enfermedad, con indices de 2 y 3 (Karwasra
et al., 2019). Resultados similares se han reportado con la administracién de dosis
altas con el extracto etandlico de los frutos de Xanthium strumarium (Lin et al., 2014)
y de las raices de Litsea cubeba (Lin et al., 2013), que utilizando el mismo modelo
experimental, no presentan un alto efecto antiartritico pero si retrasan o inhiben
algunos sintomas, como el enrojecimiento, la inflamaciéon y movilidad de las
extremidades. Esto concuerda con lo obtenido para el extracto metandlico de los
frutos de P. indica, el cual podria tener potencial para retrasar los sintomas durante

la artritis reumatoide.

Marcadores bioquimicos e inmunolégicos en suero de ratas artriticas

Para relacionar el progreso de la artritis reumatoide en las ratas Wistar macho
tratadas con el extracto metandlico de frutos de P. indica, de la fraccion cloroférmica
de éste, asi como con los antiinflamatorios dexametasona y dexketoprofeno, se
determinaron en suero, marcadores bioquimicos como glucosa, urea, acido urico,
creatinina, colesterol total y triacilglicéridos, y los marcadores inmunolégicos como

el factor reumatoide (FR) y la proteina C reactiva (Cuadro 10).

Los valores de glucosa y urea, aunque variaron dependiendo de los tratamientos,
éstos estan dentro de las cifras de referencia para rata, segun lo establecido por
Ledn et al. (2011) (cuadro 11), que reportan niveles normales de 43-152.7 mg/dL de
glucosa y 38-63.3 mg/dL de urea. Sin embargo, el contenido de acido urico,
creatinina, colesterol total y triacilglicéridos, fueron mas altos y fuera de los limites
de referencia (Cuadro 10, cuadro 11), en las ratas artriticas sin tratamiento (RA-ST)
y en las tratadas con DKE y DEX, a excepcion de los niveles de triacilglicéridos, los

qgue solo se ven aumentados en el grupo de ratas RA-ST.
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Cuadro 10. Marcadores bioquimicos e inmunoldgicos en suero de ratas Wistar

macho artriticas, tratadas con el extracto metandlico y la fraccidon
cloroférmica de los frutos de Potentilla indica.

Marcadores Grupo Experimental
en suero TR 'NA-ST | RAST RA- RA- | RA-DEX | RA-DKE
MeOH F.CHCI3
Glucosa’ 098.3 + 102.6 + 02.7 + 102.2 + 124.61 +
68.1 £4.5° 10.1° 7.5 6.4° 9.9 7.2¢
Urea' 38.33 44 56 + 36.43 + 43.07 £ 4042 + 4535 +
5.22 3.7° 472 3.1@b 4.78b 3.1¢
Ac. urico! 1.16 + 2.02 1.23 + 1.33 ¢ 2.01 % 2.04
0.092 0.11¢ 0.19° 0.18° 0.99¢ 0.19d
Creatinina’ 0.62 + 112 % 0.59 + 0.68 + 0.82 + 0.109 =
0.05P 0.9¢ 0.092 0.7¢ 0.074 0.11¢
Colesterol 61.59 + 132.51 % 63.4 + 85.72 + 1279 128.6
total’ 512 9.7¢ 3.78 6.2° 10.1¢ 9.8¢
Triacil- 62.63 + 113.95 69.22 + 76.3 £ 93.86 + 91.78 +
glicéridos' 6.12 10.1¢ 3.42 3.1 8.3¢ 6.1¢
FR2 15+
1.1+0.22 | 6.6+0.5°|1.3+022| 0.118® | 3.3+0.2°|3.5+0.2°
Proteina C3 1.3+ 2.8+ 2.7 +
1.2+0.112 | 55+0.59 | 1.8+ 0.1 0.58P 0.14¢ 0.11¢

"mg/dL; 2Ul/mL; 3mg/L

Cuadro 11. Valores de referencia de parametros bioquimicos en suero de ratas
(Ledn et al., 2011; SPINREACT, México).

Parametro Valor de Referencia (normales)
Glucosa (mg/dL) 43-152-7
Urea (mg/dL) 38-63.3
Acido drico (mg/dL) 0.88-1.66
Creatinina (mg/dL) 0.32-0-71
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Colesterol total (mg/dL) 44.4-96.9
Triacil-glicéridos (mg/dL) 26.7-99.9
Factor reumatoide (Ul/mL) >5 Unidades Internacionales
Proteina C reactiva (mg/L) >6

La ratas artriticas tratadas con extracto metandlico (RA-MeOH) y con fraccion
cloroférmica (RA-F.CHCIs) mantuvieron niveles normales de acido urico, creatinina,
colesterol total y triacilglicéridos; esto indica que la administracion continua por via
oral de éstos en ratas artriticas puede prevenir posibles dafios renales, hepaticos y
cardiovasculares durante la evolucién de la enfermedad, a diferencia de los
antiinflamatorios convencionales (dexametasona y dexketoprofeno) que muestran
posibles efectos secundarios daninos. Lo anterior concuerda con lo reportado en la
literatura donde extractos de distintas plantas (Strychnos potatorum, Glycosmis
pentaphylla, Tridax procumbens, Mangifera indica, Ocimum basilicum, Salvia
officinalis) han mantenido niveles normales de parametros bioquimicos en suero
cuando son administrados por via oral en ratas artriticas (artritis inducida por
adyuvante de Freund) (Ekambaram et al., 2010; Abdel-Moein et al., 2011; Petchi et
al., 2015).

En cuanto a los niveles del FR y la proteina C reactiva, éstos solo se observaron
elevados, en el limite considerado para artritis reumatoide establecida (>5 Unidades
Internacionales (Ul)/mL), en las ratas artriticas sin tratamiento (Cuadro 10).
Observandose que en los grupos RA-MeOH y RA-F.CHCIs, se redujeron
significativamente los valores de factor reumatoide (FR), siendo estos valores
incluso menores que el obtenido para el grupo RA-DEX. Para el caso del valor de
proteina C reactiva el unico grupo que tuvo valores por encima del limite (cuadro
11) fue el RA-ST, indicando que tanto el extracto, la fraccion y los medicamentos

antiinflamatorios utilizados tienen efecto en disminuir este parametro.

Extractos de distintas plantas han disminuido el FR y la proteina C reactiva cuando

son administrados por via oral de manera continua en ratas Wistar artriticas
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inducidas por adyuvante completo de Freund; ejemplos de estos son el extracto
metandlico del material vegetal de Cyathocline purpurea y los extractos etandlicos
del material de vegetal de Terminalia bellirica y Commiphora wightii (Patel y
Pundarikakshudu, 2016) Cabe mencionar que dichos extractos se administran a
dosis superiores a 100 mg/kg, lo que nos indica que el extracto metandlico de los

frutos de P. indica tiene un efecto similar a una dosis menor.

Este efecto antiartritico que muestra el extracto metandlico de los frutos de P. indica
se puede deber al alto contenido de flavonoides (Capitulo 1), el cual es mas alto que
el contenido de éstos para la fraccion cloroféormica. Este alto contenido de
flavonoides del extracto metandlico ademas ha demostrado tener casi un 50% de
actividad antinflamatoria en modelos de inflamacion aguda (Capitulo Il). La
literatura ya ha reportado distintos flavonoides que cuando son administrados de
manera oral han ayudado a controlar la artritis. Asi, por ejemplo, la naringenina ha
mostrado actividad antiartritica, ya que al ser administrada de manera oral en dosis
de 100 mg/kg en un modelo de artritis inducida por colageno bovino tipo Il y
adyuvante completo de Freund en ratones, ésta redujo la activacion de NFkB, los
niveles de anti colageno tipo Il y limitd la proliferacion de células T (Li et al., 2015).
Asi mismo, la nobiletina, utilizada en el modelo antes mencionado, al ser
administrada de manera intraperitoneal en dosis de 60 mg/kg detuvo
significativamente la inflamacion y la erosion del cartilago y del hueso, manteniendo

un indice artritico de 2 durante toda la experimentacién (Imada et al., 2008).
CONCLUSIONES

El extracto metandlico de los frutos maduros de Potentilla indica mostro retrasar los
sintomas de la artritis inducida por colageno tipo Il y adyuvante incompleto de

Freund, lo que indica que tiene potencial para ser usado como agente terapéutico

en la artritis reumatoide.
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8. DISCUSION GENERAL

Algunos compuestos fendlicos de origen vegetal se han reportado con actividad
para reducir el dafo durante la inflamacién o en enfermedades en las que
intervienen procesos inflamatorios, ayudando ademas a reducir el estrés oxidante
causado por estas condiciones (Tangney y Rasmussen, 2013). Por lo tanto, en los
ultimos afos, diversas investigaciones se realizan con el proposito de encontrar en
diversas plantas o sus flores y frutos, compuestos de tipo fendlico que tengan
multiples beneficios, como actividad antioxidante, antiinflamatoria y antiartritica,

entre otros.

Es por ello, que en la presente investigacion, se estudiaron este tipo de actividades
bioldégicas en extractos metandlicos de frutos maduros de Potentilla indica, una
planta de la familia Rosaceae, que como planta completa ha demostrado tener
actividad antioxidante, antiinflamatoria y citotéxica (Kim et al., 2002; Peng et al.,
2008; Yang et al., 2008; Zhao et al., 2008; Hu et al., 2009; Hu et al., 2011; Lee et
al., 2012), aunque los estudios con frutos son escasos y se desconoce la relacion
del contenido de los compuestos fendlicos con la actividad antioxidante, actividad

antiinflamatoria y antiartritica.

Efecto de compuestos fendlicos de frutos de P. indica sobre la actividad
antioxidante in vitro

Aunque el extracto metandlico de los frutos de P. indica mostré un alto contenido de
flavonoides totales (14.525 ymoles Eq. Quercetina/g peso fresco), los porcentajes
de actividad antioxidante fueron considerablemente bajos, menores al 55% en los
tres ensayos (TAC, DPPH y ABTS), un comportamiento similar fue observado por
la fraccion metandlica derivada de este extracto. Sin embargo, la fraccién
cloroférmica presentd la actividad antioxidante mas alta por los tres métodos
empleados, con 67.90%, 67.25% y 44.51% para TAC, DPPH y ABTS,
respectivamente (Figura 3), encontrando para TAC una ICso de 0.675 mg/mL y para
DPPH de 0.807 mg/mL (anexo 11.1 y 11.2). Estos valores son similares a los de
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extractos etandlicos de diversos frutos como frambuesa (Rubus idaeus) (0.80
mg/mL), frambuesa negra (Rubus occidentalis) (1.15 mg/mL) y arandano
(Vaccinium myrtillus) (0.82 mg/mL) (Savikin et al., 2009), pero 1.7 veces menor que
los de zarzamora (Rubus fruticosus) (1.40 mg/mL) y 7 veces menor que lo
presentados por los frutos de fresa (Fragaria x ananassa) (5.60 mg/mL) (Hangun-
Balkir y McKenney, 2012). Esto indica una alta actividad antioxidante de la fraccién

cloroférmica del extracto metandlico de los frutos de P. indica.

Estos valores se relacionan directamente con el contenido mas alto obtenido, tanto
de acidos fendlicos totales (0.615 pmoles Eq. Acido Galico/g peso fresco) como de
antocianinas totales (0.0028 mg Eq. Cianidina/mg de extracto), compuestos que
actuan directamente, secuestrando y estabilizando especies reactivas de oxigeno,
interviniendo, por lo tanto, en la actividad antioxidante (Figura 4). Este
comportamiento ya ha sido ampliamente demostrado mediante métodos como
ORAC, FRAP, DPPH, ABTS e inhibicién de peroxidacién lipidica (Miguel et al.,
2011; Carochoy Ferreira, 2013), con lo que se demuestra la relacion de la presencia
de compuestos con grupos hidroxilos como los del tipo fendlico con la actividad

antioxidante.

Efecto de compuestos fendlicos de frutos de P. indica sobre la actividad
antiinflamatoria

La alta actividad antioxidante de la fraccion cloroférmica del extracto metandlico de
los frutos de P. indica, se relacioné también directamente con la actividad
antiinflamatoria tanto con la administracién tépica como oral, utilizando el modelo
de edema en pata de rata inducida por carragenina, que fue mayor que el extracto
metandlico crudo. Con la dosis de 1 mg/kg de la fraccion cloroférmica se obtuvieron
porcentajes de actividad antiinflamatoria de 77.8% y 72%, con administracion tépica
y oral, respectivamente, con un 22.6% mayor que el ejercido por el extracto
metandlico a la dosis de 10 mg/kg y similar al mostrado por el ibuprofeno en una

dosis de 25 mg/kg (Figuras 5,6y 7).
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Los resultados sugieren que, debido al fraccionamiento del extracto, la fraccién
mostré un contenido alto de acidos fendlicos y de antocianinas totales, que podrian
ser considerados los responsables de esta actividad, ya que Nair et al. (2015)
reportaron la actividad antiinflamatoria de antocianinas provenientes del extracto de
C. ternatea en un modelo de inflamacién inducida por lipopolisacarido (LPS) en
células de macréfagos, demostrando que esta actividad fue debida a estos
compuestos, que inhibieron la expresion de iNOS vy por lo tanto de 6xido nitrico, a

través de la inhibiciéon del NF-kB.

Resultados similares se han observado en diversos modelos, con la administracion
de distintas fracciones ricas en antocianinas, relacionando una alta actividad
antioxidante (ICso de 5.74 ug/mL por el método DPPH) con la actividad
antiinflamatoria (Intuyod et al., 2014; Jung et al., 2015).

En la fraccion cloroférmica del extracto metandlico de los frutos de P. indica, se
identificaron principalmente acido elagico (44.37 pug/mL), quercetina (27.2 pyg/mL) y
rutina (18.7 pg/mL), como los compuestos mayoritarios (cuadro 6). Estos
compuestos son producidos por diversas plantas de diferentes familias y de las que
se han estudiado y relacionado directamente algunos de estos compuestos o0 en
mezcla, con una alta actividad antioxidante y antiinflamatoria. El acido elagico, un
polifenol perteneciente a los elagitaninos, y los flavonoides quercetina y rutina, han
sido reportados con una alta actividad antiinflamatoria (Hernandez et al., 2003; Fan
et al., 2004).

El acido elagico, el acido nordihidroguaiarético y la curcumina, entre otros, poseen
ademas actividad antiinflamatoria ya que se demostrado que actuan secuestrando
directamente especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, inhibiendo a COX-2, LOX,
oxido nitrico y algunas citocinas proinflamatorias (Jurenka, 2009; Watson y Preedy,
2013).

Efecto de compuestos fendlicos de frutos de P. indica sobre la actividad
antiartritica
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Con la administracion oral del extracto metandlico en ratas artriticas se observo que
se retrasaron los sintomas de la enfermedad, manteniendo durante 18 dias un
indice artritico de 1, mostrando un comportamiento similar al observado en las ratas
artriticas tratadas con dexametasona (antiinflamatorio esteroideo). Este efecto se
relaciona con el alto contenido de flavonoides que contiene el extracto metandlico
(Figura 4).

Se ha demostrado la actividad antiinflamatoria e inmunomoduladora de este tipo de
compuestos, sin embargo, los mecanismos por los cuales actuan no estan del todo
comprendidos. Asi, por ejemplo, la naringenina reduce la activacion de NFkB, los
niveles de anti colageno tipo Il y limita la proliferacion de células T (Li et al., 2015),
puntuaciones clinicas en varios modelos de artritis reumatoide experimental como
la artritis inducida por adyuvante y colageno mejoraron con la administraciéon de

quercetina (Ansari et al., 2014).

Natarajan et al. (2015) reportaron que los flavonoides del arbol del té, la catequina
y la epigalocatequina-3-galato, protegen el cartilago articular contra la degradacion
por colagenasa. Se ha reportado ademas que ciertos flavonoides son capaces de
estimular la produccidon de citocinas antiinflamatorias, en particular la IL-10 en
modelos experimental de artritis reumatoide (Kelepouri et al., 2018). Finalmente, se
ha observado que la combinacién de dexametasona y epigalocatequina-3-galato
resulto en una reduccidn del edema en ratas artriticas inducidas por adyuvante
completo de Freund (Roy et al., 2013). Estas investigaciones concuerdan con el
efecto del extracto metandlico de los frutos de P. indica y su alto contenido de

flavonoides.

Por otro lado, con la administracion oral del extracto metandlico y la fraccion
cloroférmica en ratas artriticas, se observé que se mantenian valores dentro de los
limites de referencia (Ledn et al.,, 2011) para glucosa, acido urico, creatinina,

colesterol total, urea, triacilglicéridos, factor reumatoide y proteina C reactiva
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(Cuadro 10), indicativo que tanto el extracto como la fraccidbn pueden prevenir
posibles danos renales, hepaticos y cardiovasculares durante la evolucion de la

enfermedad.

Es importante mencionar que la administracion de los antiinflamatorios
convencionales (dexametasona y dexketoprofeno) presentaron valores de acido
urico, creatinina y colesterol total que estaban fuera de los limites de referencia
reportados por Leodn et al. 2011 para ratas (Cuadro 10), responsables de los efectos
secundarios adversos que éstos causan. Cabe mencionar que el grupo de ratas
artriticas sin tratamiento, presentd niveles que se encontraban fuera de los limites

de referencia para acido urico, creatinina, colesterol total y triacilglicéridos.

Distintas investigaciones han reportado que la simple induccion de artritis
experimental puede provocar estos cambios en los niveles normales de estos
marcadores bioquimicos en suero, siendo por lo tanto la artritis una enfermedad
muy agresiva que requiere de nuevas alternativas, como la administracion de dosis
de extractos o compuestos de origen vegetal, que ayuden a disminuir o retardar los
sintomas y dafos (Munro et al., 1997; Daoussis et al., 2009; Roddy y Doherty, 2010;
Hickson et al., 2014; Hendawy et al., 2015; Shan et al., 2018).

Propuesta del mecanismo de accion de compuestos fendlicos durante la
inflamacién aguda y el desarrollo experimental de artritis

En esta investigacion, las antocianinas y los compuestos fendlicos como el acido
elagico, la quercetina y la rutina, entre otros, presentes en la fraccion cloroférmica
de los frutos maduros de P. indica (Figura 4, Cuadro 6), sugiere que sean los
responsables de la mayor actividad antioxidante in vitro y actividad antiinflamatoria
in vivo. Sin embargo, los compuestos como el acido galico, el acido p-cumarico y en
menor medida el acido elagico, presentes mayormente en el extracto metandlico
(Cuadro 6), que también mostré el mayor contenido de flavonoides totales (Figura

4), indican que podrian ser los que muestran mayor efecto antiartritico.
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En la figura 10 se propone un mecanismo de accion de como podrian estar actuando
estos compuestos fendlicos en los procesos inflamatorios (Ambriz-Pérez et al.,
2016), ya sea en la inflamacién aguda (edema inducido por carragenina), para el
caso de las antocianinas y los acidos fendlicos; o para la inflamacion cronica (artritis

experimental) para el caso de los flavonoides.
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Figura 6. Mecanismo de accién en procesos inflamatorios (tomada y modificada de
Ambriz-Pérez et al., 2016)

Los flavonoides, como la quercetina y la rutina, actuan en la inhibicién de la actividad
del acido araquidodnico a través de la fosfolipasa A2 (PLA2), ciclooxigenasa (COX)
y lipooxigenasa (LOX) y la enzima éxido nitrico sintasa (NOS) productora de NO.
Con la inhibicion de estas enzimas, se reduce la produccion de acido araquidénico,
prostaglandinas, leucotrienos y NO, mediadores importantes durante la inflamacién
(Sies et al., 2005). Ademas, algunos flavonoides pueden inhibir otros mediadores
del proceso inflamatorio tales como la proteina C reactiva (PCR), cuya elevacion en

suero se considera un indicador de inflamacion crénica y su concentracion
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plasmatica un biomarcador predictivo de la enfermedad cardiovascular (Gémez-
Juaristi, 2015). Esto ultimo fue observado durante la experimentacion, tanto con la

administracion oral del extracto metandlico como con la fraccion cloroférmica.

Asi, se ha descrito una reduccion de los niveles plasmaticos de PCR en ratones
alimentados con dieta rica en colesterol y enriquecida con epicatequina respecto a
aquellos animales alimentados con la misma dieta, pero sin este flavanol (Morrison
et al., 2014). También, epicatequin-3-galato y quercetina parecen activar el
transportador ABCA1 (ATP-binding cassette-A1), reducir los niveles de proteinas
quimiotacticas, como la MCP-1 (proteina quimioatrayente de macréfagos tipo 1), e

inhibir la produccién de PCR (Gonzalez et al., 2011; Gomez-Juaristi, 2015).

Kim et al. (2004) reportaron que los flavonoides como el resveratrol, son capaces
de modular la expresion génica, regulando la expresion de genes proinflamatorios
y, por lo tanto, atenuando la respuesta inflamatoria existente, asi como la regulacion
de niveles del factor transcripcion nuclear NF-kB. La ingesta rica de resveratrol en
ratones, mostré una reduccién de la IL-6 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a) (Do et al., 2008; Goémez-Juaristi, 2015).

9. CONCLUSION GENERAL

Se observo una relacion directa entre la alta actividad antioxidante y la actividad
antiinflamatoria con el contenido de compuestos fendlicos, encontrando que la
fraccion cloroférmica derivada del extracto metandlico de frutos de P. indica, mostré
la mayor actividad, sugiriendo que este efecto se debe al contenido de acidos

fendlicos y antocianinas.

El extracto metandlico crudo de los frutos maduros de P. indica aunque no mostré
el mayor efecto tanto antioxidante como antiinflamatorio, demostré retrasar los
sintomas de la artritis inducida por colageno en ratas Wistar, lo que se relacioné

directamente con el contenido de flavonoides totales.
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Se sugiere que el acido elagico, la quercetina y la rutina, son los responsables del
efecto antioxidante y antiinflamatorio de la fraccion cloroférmica; y los acidos galico,

p-cumarico y elagico, de la actividad antiartritica del extracto metandlico.
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11. ANEXOS

11.1. Curva de calibracion para la determinacién de la ICso de la fraccién
cloroférmica del extracto metandlico de frutos de Potentillaindica (falsa
fresa) por el método DPPH.
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11.2. Curva de calibracion para la determinacién de la ICso de la fraccién
cloroférmica del extracto metandlico de frutos de Potentillaindica (falsa
fresa) por el método TAC.

IC;, TAC
100
v = 60.379x + 9.2143 Cio= 0675 majonl.
3 R? = 0,9742
~ 80
—
c '
=] T
e
= 60
R
)
c
S 40
=]
[12]
S ;
2 20 %
(8]
<L
0
0 0.2 1 1.2

04 0. .
Concentraugn [mgz’mq.fé

95



11.3. Curva de calibracién de acido galico (umoles/g peso fresco) (A=725 nm)
(a); curva de calibracién de quercetina (umoles/g peso fresco) (A=415

nm) (b).
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