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RESUMEN

En esta investigacion, se evalud la actividad antioxidante, antiinflamatoria y antiartritica del aceite de
aguacate nativo mexicano (Persea americana Mill. var. drymifolia). La actividad antioxidante fue
determinada con los métodos DPPH, ABTS y TAC, en el aceite de semilla obtenido con hexano y las
fracciones de distinta polaridad (fraccion metandlica y fraccidn cloroférmica) a una concentracion de 1
mg/mL, a las que también se les determind el contenido total de acidos fendlicos, flavonoides y
carotenoides. La capacidad antiinflamatoria, fue evaluada por el método de edema de pata en ratas
Wistar inducido por carragenina mediante la administracion de 50 pL del aceite de semilla de aguacate
nativo mexicano y de la fracciéon metandlica, ya que ésta fue la de mayor actividad antioxidante, en una
dosis de 0.1, 1 y 10 mg/kg, con administracion topica y oral (tratamiento por 28 dias), en las que se
cuantificaron e identificaron los principales compuestos de tipo fendlico y acidos grasos o derivados,
utilizado HPLC y CG-EM. La capacidad antiartritica fue demostrada con el modelo de induccion de
artritis por adyuvante incompleto de Freund y por colageno I, en ratas macho Wistar, administrando
via oral 50 pL del aceite de semilla y de la fraccion metandlica por 28 dias, en una dosis Unica de 1
mg/kg. El efecto antiartritico fue evaluado mediante un indice de artritis del 0 al 4, donde 0 es sin
sintomas y 4, sintomas completos de la enfermedad. Aunque con el método de DPPH, la mayor
actividad antioxidante fue mostrada por la fraccion cloroférmica y el aceite de semilla (91.4% y 90%,
respectivamente), la fraccidon metandlica alcanzé una alta actividad antioxidante tanto con el método
ABTS (99.7%) como con TAC (80.8%), presentando valores de ICso de 0.035 mg/mL y de 0.153 mg/mL,
respectivamente. Esta fraccion y el aceite de semilla fueron considerados como los de mayor actividad
antioxidante, encontrando en la fraccién metandlica, el mayor contenido de &acidos fendlicos,
flavonoides y carotenoides totales (0.17 umoles EAG/mg p.f., 5.49 umoles EQ/mg p.f. y 2.35 mg EL/kg
p.f., respectivamente). La actividad antiinflamatoria con la aplicacién topica se demostré tanto con el
aceite de semilla de aguacate (70.85%) como con la fraccién metandlica (72.21%) a una dosis 1 mg/kg,
a las 8 h, valores que fueron mas altos que lo observado con ibuprofeno (39.61%). La actividad
antiinflamatoria por administracién oral, se determindé con solo una dosis, la de mayor efecto
antiinflamatorio por administracién tépica (1 mg/kg), encontrando a las 8 h después de la induccion de
la inflamacion, una actividad mayor con el aceite de semilla (68.6%), la fraccion metandlica presentd
solamente un 46.7%, aunque fueron valores mas altos que lo mostrado por ibuprofeno (17.63%). A
partir de los 10 dias del tratamiento después de la induccidn de la artritis, se observd una disminucion
del edema en la pata, con el aceite de semilla y la fraccidon metandlica, con valores de 5.89mm y
6.87mm, respectivamente, en comparacion con la alta inflamacién que mostraron las ratas artriticas no
tratadas (8.4mm). A los 28 dias, con el aceite de semilla se mantuvo un indice artritico de 2, con la
fraccion metandlica de 3, similar a los observado con la administracion de dexametasona (0.01 mg/kg),
registrando éstos una disminucion de los sintomas artriticos tipicos de la enfermedad en comparacion
con las ratas artriticas, las que mostraron los sintomas artriticos en ambas extremidades, inflamacion
en todas las articulaciones de las patas posteriores e inflamacién masiva en dichas extremidades,
alcanzando el indice maximo de 4. En ratas artriticas tratadas con el aceite de semilla y la fraccién
metandlica, se mantuvieron los niveles aceptables de glucosa, urea, acido urico, creatinina, colesterol,
triacilglicéridos, disminuyendo los valores del factor reumatoide y la proteina C reactiva, lo que sugiere
un control de la enfermedad previniendo posibles dafios a higado y rifién. En las ratas artriticas no
tratadas, la inflamacién y el desarrollo de la enfermedad se relacionaron con los niveles altos de acido
urico, creatinina y colesterol total, asi como del factor reumatoide y la proteina C reactiva. Con el analisis
de identificacion y cuantificacion de los compuestos fendlicos, acidos grasos y sus derivados, se sugiere
que ambos tipos de compuestos son los responsables de la actividad antiinflamatoria y antiartritica.
Con estos resultados se demostré una relacion directa entre la actividad antioxidante, la antiinflamatoria
y la antiartritica, que ejercen los compuestos del aceite de semilla y la fraccién metandlica de la semilla
del aguacate nativo mexicano.

Palabras clave: Aguacate nativo mexicano, antiartriticos, antiinflamatorios, antioxidantes,
compuestos bioactivos.



ABSTRACT

In this research, the antioxidant, anti-inflammatory and anti-arthritic activity of native Mexican
avocado oil (Persea americana Mill. var. drymifolia) was evaluated. Antioxidant activity was
determined by DPPH, ABTS and TAC methods, in seed oil obtained with hexane and fractions
of different polarity (methanolic and chloroformic fraction) at a concentration of 1 mg/mL, which
were also determined the total content of phenolic acids, flavonoids and carotenoids. The anti-
inflammatory capacity was evaluated by the method of paw edema in carrageenan-induced
Wistar rats by administering 50uL of the native Mexican avocado seed oil and the methanolic
fraction, since this was the most antioxidant activity, at a dose of 0.1, 1 and 10 mg/kg, with
topical and oral administration (treatment for 28 days), in which the main compounds of
phenolic type and fatty acids or derivatives, used HPLC and GC-MS, were quantified and
identified. The antiarthritic capacity was demonstrated in an arthritis induction model, using
Freund incomplete adjuvant and collagen Il in Wistar male rats, administering orally 50uL of
seed oil and the methanolic fraction for 28 days, in a single dose of 1 mg/kg. The antiarthritic
effect was evaluated by an arthritis index of 0 to 4, where 0 is symptomless and 4 is complete
symptoms of the disease. Although with the DPPH method, the highest antioxidant activity was
shown by the chloroformic fraction and seed oil (91.4% and 90%, respectively), the methanolic
fraction achieved high antioxidant activity with both the ABTS method (99.7%) and TAC
(80.8%), presenting ICsq values of 0.035 mg/mL and 0.153 mg/mL, respectively. This fraction
and seed oil were considered to be the most antioxidant, found in the methanolic fraction, the
highest total content of phenolic acids, flavonoids and carotenoids (0.17 pmoles EAG/mg f.w.,
5.49 pmoles EQ/mg f.w. and 2.35 mg EL/kg f.w., respectively). Anti-inflammatory activity with
topical application was demonstrated with both avocado seed oil (70.85%) as methanolic
fraction at a dose of 1 mg/kg, at 8 h after inflammation induction, values that were higher than
observed with ibuprofen (39.61%). Anti-inflammatory activity by oral administration, was
determined with only one dose, the most anti-inflammatory effect by topical administration (1
mg/kg), finding at 8 h after inflammation induction, a higher activity with seed oil (68.6%), the
methanolic fraction had only 46.7%, although they were higher values than what was shown
by ibuprofen (17.63%). From 10 days of treatment after arthritis induction, a decrease in paw
edema was observed, with seed oil and methanolic fraction, with values of 5.89 mm and 6.87
mm, respectively, compared to the high inflammation shown by untreated arthritic rats
(8.4mm). At 28 days, with seed oil, an arthritic index of 2 was maintained, while with the
methanolic fraction was 3, similar to those observed with dexamethasone administration (0.01
mg/kg), these showed a decrease in arthritic symptoms typical of the disease compared to
arthritic rats, which showed arthritic symptoms in both extremities, inflammation in all hind legs
joints and massive inflammation in these extremities, reaching the maximum rate of 4. In
arthritic rats treated with seed oil and the methanolic fraction, acceptable levels of glucose,
urea, uric acid, creatinine, cholesterol, triacyl glycerides were maintained, decreasing
rheumatoid factor and C-reactive protein values, which suggesting disease control preventing
possible liver and kidney damage. In untreated arthritic rats, inflammation and development of
the disease were related to high levels of uric acid, creatinine and total cholesterol, as well as
rheumatoid factor and C-reactive protein. With the analysis of identification and quantification
of phenolic compounds, fatty acids and their derivatives, it is suggested that both types of
compounds are responsible for anti-inflammatory and antiarthritic activity. These results
demonstrated a direct relationship between antioxidant, anti-inflammatory and antiarthritic
activity, which exert the compounds of seed oil and methanolic fraction of native Mexican
avocado seeds.

Keywords: Antiarthritic, anti-inflammatory, antioxidant, bioactive compounds, native
Mexican avocado.
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1. INTRODUCCION GENERAL

En la actualidad, es de gran importancia la busqueda de agentes antioxidantes y
antiinflamatorios de origen vegetal para el tratamiento de enfermedades crénico
degenerativas que cursan con estrés oxidante e inflamacién, como la diabetes,
hipertension, cancer y artritis, entre otras, ya que es necesario implementar dietas
efectivas con alimentos o productos derivados de éstos, que sean utilizados como
tratamientos preventivos y curativos, realizando estudios con rigor cientifico, para
llegar a proponer alimentos funcionales o nutracéuticos mas accesibles (Sanchez-

Valle y Méndez-Sanchez, 2013; Gonzalez-Jiménez, et al., 2015)

La artritis reumatoide es unaenfermedad autoinmune que se caracteriza por
la inflamacién cronica de las articulaciones, produciendo una destruccion progresiva
con deformidad, es considerada una de las enfermedades en la que los procesos de
inflamacion se encuentran alterados, por lo que se considera un 6ptimo modelo para
realizar investigaciones que determinen un claro efecto entre la actividad antioxidante
y antiinflamatoria, asi como el efecto antiartritico, con la administracion de extractos o

aceites derivados de plantas (Matveicov et al., 1994; Alhambra-Expdsito et al., 2013).

Las plantas son una alternativa debido a que producen metabolitos secundarios de
diversas estructuras quimicas como los terpenoides, fendlicos y polifenoles, y los
alcaloides, que tienen actividad antioxidante. Un gran numero de éstos reducen la
inflamacion y son producidos en diferentes partes de las plantas como hojas, tallos,
flores, raices y en los ultimos afios se han reportado los efectos antiinflamatorios de
extractos de frutos como las frutillas (zarzamora, fresa, arandanos y frambuesas),
uvas, citricos, pifia, y manzana entre otros, asi como de aceites de semillas como

linaza, chia, oliva y nuez (Caballero et al., 2014; Medina et al., 2017).

El efecto patologico de las especies reactivas de oxigeno en artritis reumatoide ha
sido bien documentado (Matveicov et al., 1994), ya que se ha demostrado que un

aumento en la ingesta de antioxidantes en pacientes que padecen dolores artriticos,



la inflamacién disminuye, asi como la degeneracién de la articulacién y el cartilago
danado. Asi mismo, el consumo de antioxidantes, especialmente vitaminicos, reduce
el riesgo de pérdida de cartilago y el riesgo de progresion de la osteoartritis. El
consumo de alimentos o productos de éstos con propiedad antioxidante, lleva al
planteamiento que la ingesta de antioxidantes puede disminuir o contrarrestar los
procesos antiinflamatorios que ocurren durante el desarrollo de la artritis (Guerra,
1997; Cerhan et al. 2003; Alhambra-Expdsito et al., 2013).

En particular, el aceite de aguacate (Persea americana Mill.), principalmente del
cultivar Hass, presenta actividad antioxidante, antidiabética, analgésica,
anticancerigena, antihipertensiva y antihiperlipidémica, debido a sus principales
componentes como los acidos grasos oleico, linoleico y linolénico, vitaminas A, Dy E,
polifenoles, carotenoides, terpenoides y fitoesteroles (Caballero et al., 2014; Carvajal
et al., 2014; Dreher y Davenport, 2014). Estos estudios se han realizado con métodos
in vitro, asi como en sistemas in vivo, utilizando cultivos celulares o tejidos y animales
u organos integros (Ortiz-Avila et al., 2015). Ademas, el aceite de frutos de aguacate
tanto de la pulpa (mesocarpio) como de la semilla poseen actividad antinflamatoria,
del que se han identificado compuestos no saponificables del aceite de aguacate, que
han demostrado tener efectos antiinflamatorios, relacionados con el desarrollo del
cancer (Carvajal et al., 2014) y sobre inflamacioén local en piel con la reduccién de
interleucinas como la IL-6 y prostaglandinas (PGE:2), moléculas marcadoras de la

inflamacion (Rosenblat et al., 2011).

En nuestro grupo de trabajo se ha determinado la actividad antimicrobiana vy
antioxidante y antiinflamatoria de diversos extractos de hojas, tallos, frutos y semillas
de aguacate nativo mexicano (Valdez, 2011; Negrete, 2011; Baez-Magana, 2014;
Guzman-Rodriguez et al., 2016; Castro-Mercado, 2016), asi como propiedades
antiinflamatorias e inmunomoduladoras, lo cual muestra potencial para el tratamiento
de enfermedades que cursan con procesos inflamatorios (Baez-Magana et al., 2019).

Sin embargo, no se han realizado estudios con el aceite obtenido de la semilla de este



fruto, dirigidos a determinar la actividad antioxidante y su relacion con las propiedades

antiinflamatorias y antiartriticas.

Los frutos y diferentes partes del aguacate nativo mexicano (Persea americana var.
drymifolia) han sido utilizados desde hace cientos de afios en la medicina tradicional
mexicana, los Purépechas de la Meseta y del Lago de Patzcuaro (Michoacan) usan
los frutos de esta planta como antidiabético, analgésico, para el tratamiento de

desodrdenes intestinales y como antiinflamatorio (Bello-Gonzalez et al., 2015).

Por lo anterior y debido a las propiedades que se les atribuyen a los frutos de
aguacate, es importante realizar estudios con el aceite de semilla de aguacate nativo
mexicano (P. americana var. drymifolia) para determinar su actividad antioxidante,
antiinflamatoria y antiartritica en modelos experimentales tanto in vitro como in vivo, y
determinar los grupos de compuestos responsables de esta actividad, objetivo

principal de esta investigacion.



2. ANTECEDENTES

2.1. ESTRES OXIDANTE E INFLAMACION

2.1.1. Radicales libres

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) y especies reactivas de nitrégeno (ERN)
son radicales libres generados por procesos celulares y radiacion ionizante, las mas
estudiadas son el anion superoxido (O2-), peroxido de hidrégeno (H20:2), radical
hidroxilo (OH’) y oxigeno singlete ('0O2). Otros radicales importantes son el
hidroperoxido lipidico (ROOH), radical lipidico peroxilo (ROO) y el radical alcoxilo
lipidico (RO) que se asocian con la membrana lipidica. El éxido nitrico (NO), didxido
nitrico (NOz2) y el peroxinitrito (ONOO-), son algunas especies reactivas de nitrogeno;
con azufre, esta el radical tiol (RS) que forma electrones desapareados con atomos
de sulfuro (Kurutas et al., 2005; Valko et al., 2007).

Muchos de estos radicales libres estan relacionados con la apariciéon de diversas
enfermedades o se producen durante el desarrollo de éstas. La formacion de radicales
libres ocurre a través de varios mecanismos que involucran factores enddégenos y
ambientales. El anién superéxido se produce mediante la adicion de un solo electrén
al oxigeno y existen varios mecanismos por los cuales se puede producir superoxido
in vivo. El estrés oxidante y el estrés nitrosativo es parte del metabolismo de los
organismos aerobicos, que cuando existe un desequilibrio por un elevado nivel de
radicales libres y una disminucién de la capacidad antioxidante, se provoca un dafio
en las estructuras celulares, como en los lipidos de membrana, carbohidratos,
proteinas y el ADN, lo que provoca cambios bioquimicos vy fisiolégicos en la célula.
Cuando estos radicales libres son producidos en niveles bajos y moderados, éstos
funcionan como sefiales moleculares que regulan diversos procesos, como la defensa

contra agentes infecciosos (Gershman et al., 1954).



Si no hay un control en el equilibrio de éstos, ocurre dafio celular o tisular que lleva a
causar la aparicion de enfermedades que cursan con estrés oxidante e inflamacion,
en las que la viabilidad celular es comprometida para inducir la muerte celular por

necrosis 0 apoptosis (Gershman et al., 1954; Bielski et al., 1995).

2.1.2. Proceso inflamatorio

El proceso inflamatorio puede clasificarse segun el tiempo de duracion, en agudo que
resulta de una evolucion relativamente breve que puede durar de horas hasta unos
dias, caracterizado por exudacion de liquido, aumento de proteinas plasmaticas
(generando edema), migracién de leucocitos (principalmente neutrofilos), entre otros;
y en cronico, que resulta de mayor duracion desde semanas hasta meses,
caracterizado generalmente por proliferacion de vasos sanguineos, fibrosis, necrosis
tisular y por consecuente pérdida de la funcion permanente (Garrote y Bonet, 2003;
Ribeiro et al., 2015).

La sobreproduccion de ERO y/o ERN producidas durante procesos inflamatorios
conduce a la progresion de la respuesta inflamatoria, donde al estar aumentadas,
éstas generan dano en el area inflamada, generando una respuesta inflamatoria
mayor, desarrollando un ciclo sin fin, por lo que es importante controlar dicha respuesta

para evitar dafos (Ribeiro et al., 2015).

La inflamacién es un proceso tisular generado por procesos moleculares, celulares y
vasculares con finalidad defensiva contra a agresiones fisicas, quimicas o bioldgicas.
La magnitud de la respuesta inflamatoria es crucial ya que una respuesta inflamatoria
insuficiente resulta en inmunodeficiencia, lo cual puede conducir desde una infeccion
hasta cancer. Por otro lado, una excesiva respuesta inflamatoria causa morbilidad y
mortalidad en enfermedades tales como, arteriosclerosis, trombosis, enfermedad
arterial coronaria, cerebral y periférica, asma, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC), la enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, peritonitis, esclerosis
multiple y artritis reumatoide, entre otras (Nathan, 1987; Gémez et al., 2007).



En el proceso general de la inflamacién, intervienen diversos mecanismos, algunos
mediados por una variedad de moléculas de senalizacion y de la activacion de los
factores de complemento como las aminas biégenas (histamina, serotonina), proteinas
y péptidos (enzimas hidroliticas, citocinas, factores de crecimiento, factores
activadores, factores de complemento, anticuerpos, entre otros), especies reactivas de
oxigeno (anion superoxido, hidroperoxido, radicales hidroxilos) y lipidos (factores

activadores de plaquetas, prostanoides, leucotrienos) (Nathan, 2002).

Ademas de un gran numero de mediadores proinflamatorios, la complejidad de tales
procesos son incrementados adicionalmente por la participacion de mecanismos
antiflogisticos e inmunomodulatorios, algunos miembros de mediadores pueden actuar
como antiinflamatorios, como las lipoxinas de los productos de la cascada del acido
araquiddnico o diversas citocinas como las interleucinas (IL) que ejercen acciones pro-
y antiinflamatorias, dependiendo de su participacion en la respuesta inmunoespecifica
(Gémez et al., 2007).

La respuesta inflamatoria inicia con el reclutamiento de diversas células para
contrarrestar cualquier agente danino, éstas son propias del sistema inmune y liberan
distintos mediadores inflamatorios como el caso de los fagocitos, que liberan el factor
de transcripcion nuclear kappa B (NF-kB) (al medio intracelular), citocinas
proinflamatorias como algunas interleucinas, moléculas de quimiotaxis y ERO y/o
ERN. Los mastocitos liberan en mayor medida histamina que funciona como vaso
dilatador, facilitando la llegada y el reclutamiento de otras células del sistema inmune.
La heparina, las citocinas, factores de crecimiento y moléculas proinflamatorias
generadas por el ciclo del acido araquiddnico como prostaglandinas y ciclooxigenasas,

y los neutroéfilos, generan ERO que aumenta el dano y el proceso inflamatorio (Figura

1),
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Figura 1. Proceso inflamatorio. El proceso inflamatorio surge con una lesion siendo
un estimulo exdégeno o endogeno, el que genera sintomas como rubor,
tumor, calor, dolor e impotencia funcional. La reaccion del tejido conectivo
se denomina inflamacién y se caracteriza por la acumulacion de liquido y
aumento de leucocitos en tejidos extracelulares con el fin de generar la
reparacion del dafo existente (Garrote et al., 2003).

Estas células del sistema inmunolégico tienen diversas funciones como los
macréfagos y neutrdéfilos cuyo fin es la de fagocitar todos los cuerpos extrafios que se
introducen en el organismo como las bacterias y sustancias de desecho de los tejidos.
Los mastocitos tienen una funcién importante en la respuesta del sistema
inmunoldgico, fagocitar a ciertas bacterias y parasitos; ademas, ayudan a controlar
otros tipos de respuestas inmunoldgicas (Chung et al., 2006; Sanchez-Ramon et al.,
2011; Rubio-Perez et al., 2012).

2.1.3. Enfermedades relacionadas con estrés oxidante e inflamacion

En diversas enfermedades créonicas como las cardiovasculares, diabetes mellitus, la

obesidad, el cancery la artritis, se ha demostrado una relacién directa entre el aumento
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de estrés oxidante y la inflamacién. En todas las fases de la ateroesclerosis se ha
demostrado la inflamacion, desde el comienzo del proceso aterogénico, pasando por
fases intermedias y hasta las etapas finales (donde la placa se rompe y causa el evento
coronario), la inflamacion tiene una funcion vital, que puede desarrollar eventos
coronarios agudos (Fernandez-Arquero y Alonso-Orgaz, 2007). Durante la diabetes
mellitus, los niveles altos de glucosa (>120 mg/dL) causan la alteracion de la funcién
de las proteinas, que junto con la autoxidacién de los azucares generan ERO que
modifican la funcion y estructura de las células, favoreciendo el establecimiento de
estrés oxidante y un estado inflamatorio crénico (Elejalde-Guerra, 2001; Sanchez-Valle
et al., 2013).

También la obesidad es una enfermedad que es considerada con un estado de
inflamacion crénico, que se acompana de un incremento en la produccién de ERO v,
en consecuencia, del desarrollo de un estado de estrés oxidante sistémico, que se
debe a alteraciones metabdlicas en las mitocondrias, provocando un incremento en la
produccion de citocinas proinflamatorias como la IL-183, IL-6 y el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), entre otras, generando un estado repetitivo de oxidacion

(Gutiérrez et al., 2015; Herrera-Covarrubias et al., 2015).

Las enfermedades englobadas dentro del término cancer, se sabe que estan
estrechamente implicadas con procesos de estrés oxidante y por consecuencia,
algunos de ellos en procesos inflamatorios, tal es el caso de desarrollos tumorales,
donde se sabe que se atacan los tejidos y destruyen las sustancias protectoras de
éstos. Ademas, se sabe que las ERN forman proteinas carcinogénicas como las
nitrosaminas y que hay una relacién estrecha entre los procesos cancerosos con un
déficit de enzimas antioxidantes, caracteristicas de la transformacion celular. Un
desequilibrio o descontrol del estrés oxidante y nitrosativo, se ha relacionado con un
aumento en la formacion de tumores y células cancerosas en diversas enfermedades
como carcinomas de pulmon, estdbmago, ovario, prostata y mama con respecto a tejido
sano (Elejalde-Guerra, 2001; Sanchez-Valle et al., 2013; Rodriguez Grafa et al.,
2015).



Entre las enfermedades mas relacionadas con la inflamacién esta la artritis
reumatoide, una enfermedad autoinmune que se caracteriza por la inflamacion crénica
de las articulaciones, produciendo una destruccion progresiva con deformidad. El
efecto patologico de las especies reactivas de oxigeno en artritis reumatoide ha sido
bien documentado (Matveicov et al., 1994), de tal manera que se ha demostrado que
un aumento en la ingesta de antioxidantes en pacientes que padecen dolores artriticos,
la inflamacién disminuye, asi como la degeneracion de la articulacidon y el cartilago

danado.

2.1.4. Ensayos in vitro para determinar actividad antioxidante y antiinflamatoria

El poder reductor de un compuesto y la capacidad de capturar radicales libres de otra
sustancia, sirven como indicadores significativos de la actividad antioxidante y ésta
puede ser determinada en ensayos in vitro con diferentes métodos, los que difieren en
el agente oxidante, en el sustrato empleado, en la medida del punto final, en la técnica
instrumental utilizada y en las posibles interacciones de la muestra con el medio de
reaccion. La mayoria de dichos métodos no emplean especies radicales de significado
biolégico como los radicales DPPHe. 0 el ABTSe«+, que son de los mas utilizados debido
a la facilidad de uso y accesibilidad. Estos son radicales ajenos al organismo, pero hay
antioxidantes que pueden inhibir la oxidacion lipidica a través de la quelacion de
metales de transicién que intervienen en la produccién de radicales libres (Yildirim et
al., 2001).

El DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) es un radical libre que puede obtenerse
directamente sin una preparacion previa, solo puede disolverse en medio organico y
mide compuestos de mayor polaridad. La actividad del DPPH se atribuye a la
deslocalizacidon de un electron desapareado, esta deslocalizacién también le otorga
una coloracion violeta caracterizada por una banda de absorcion, en solucidon
metandlica. Cuando una disolucién de DPPH entra en contacto con una sustancia que
puede donar un atomo de hidrégeno o con otra especie radical se produce la forma
reducida DPPH-H 6 DPPH-R con la consecuente pérdida del color y por lo tanto la



pérdida de la absorbancia que presenta un pico de absorbancia a 515 nm (Kuskoski
et al., 2005; Guija-Poma et al., 2015).

El ABTS (2,2’-Azinobis-3-etil- benzotiazolin-6-acido sulfénico) tiene que ser generado
tras una reaccion que puede ser quimica (diéxido de manganeso, persulfato potasio,
etc.), enzimatica (peroxidasa, mioglobulina), o también electroquimica para formar el
cation radical ABTS. Los antioxidantes pueden neutralizar estos cationes radicales
mediante la transferencia de electrones u atomos de hidrogeno. Esto hace que el
cation radical (cromdforo) vaya perdiendo coloracion y por lo tanto la disminucién de
la absorcion espectrofotométrica. El porcentaje de inhibicion de la formacién cation
radical ABTS por la muestra antioxidante afiadido en un punto de tiempo fijo se
cuantifica como el resultado (Cao et al., 1998; Shahidi et al., 2015). Con el ABTS se
puede medir la actividad de compuestos de naturaleza hidrofilica y lipofilica. El radical
ABTS™* tiene, ademas de que su espectro presenta maximos de absorbancia a 414,
654, 754 y 815 nm en medio alcohdlico (Kuskoski et al., 2005).

Los estudios de la actividad antiinflamatoria se realizan en ratas vivas estandarizadas
a un peso determinado y caracteristicas similares. En éstas, se prueban los extractos
o compuestos con potencial antiinflamatorio en diversas concentraciones, para
determinar la magnitud del efecto. Se utiliza el método de edema plantar inducido por
carragenina. Para este analisis se recomiendan tres grupos, un grupo control tratado
con medicamento de uso comercial, el segundo tratado con los extractos a analizar y
el tercer grupo control sin tratamiento. La inflamacion se registra midiendo en intervalos
regulares el proceso antiinflamatorio, determinando la magnitud de la inflamacién
comparada con los grupos control y con la aplicacion de un antiinflamatorio comercial
(Adeyemi et al., 2002).

La respuesta inflamatoria generada por la utilizacion de carragenina funciona a través
de la via Bcl10, NF-kB-IkBa para activar los mediadores de inflamacion. Inicialmente,
esta via implica pasos de fosforilacién seguidos de translocacién nuclear de fosfo-NF-

KB, lo que desencadena la transcripcion y traduccion de biomarcadores inflamatorios
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como COX, NO, IL-6, entre otros. La inflamacién causa muchos efectos, uno de ellos
es la vasodilatacion de los capilares y vasos sanguineos. Debajo de la superficie de la
piel (subcutanea) donde se aplica la carragenina, la inflamacién provoca la dilatacion
de los capilares, con un aumento del flujo de sangre en esta area, manifestandose

como hinchazén y enrojecimiento del area afectada (Necas y Bartosikova, 2013).

Existen diversos mediadores involucrados en la inflamacion como la histamina, la
serotonina, la bradiquinina y las prostaglandinas, y otro mediador importante en la
inflamacion aguda es el 6xido nitrico (NO). Tras el aumento de la permeabilidad
vascular, hay infiltracion celular, principalmente neutréfilos, que contribuye a la
respuesta inflamatoria al producir, entre otros mediadores, radicales libres derivados
del oxigeno, como el anién superéxido y los radicales hidroxilos (Posadas et al., 2004)
por lo cual es ampliamente utilizado para probar la efectividad de diversos
antiinflamatorios como no esteroideos (AINES) y la eficacia de los compuestos
analgésicos putativos para revertir la hipersensibilidad cutanea (Fehrenbacher et al.,
2012)

2.2. ARTRITIS REUMATOIDE

La artritis reumatoide (AR) es una poliartritis inflamatoria de origen desconocido que
suele afectar a las articulaciones periféricas, con una mayor frecuencia en mujeres que
en hombres (3:1). Es una enfermedad que afecta la capacidad funcional y de trabajo
e incrementa la mortalidad (Neira y Ortega, 2006). En ésta, se presenta una
proliferacion de la membrana sinovial que cubre la superficie articular que dafa

cartilago, hueso y capsula articular (Figura 2).

Diversos estudios sugieren que la AR es impulsada por linfocitos T, que se acumulan
en las articulaciones, seguida por un mayor numero de macréfagos y fibroblastos que
liberan citocinas, particularmente IL-18 y TNF-a. Se cree que esta liberacion de
citocinas y su posterior migracién son responsables de la inflamacién crénica y los

cambios caracteristicos en la AR (Grover et al., 2011). El TNF-a parece ejercer una
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funcién central en la patogénesis de esta enfermedad, junto con la remodelacion tisular
inducida por las metaloproteinasas de matriz (MMP), la angiogénesis inducida por el
factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y la sobreproduccion de NO
(Imaizumi et al., 2008).

Diversas investigaciones indican que el estrés oxidante en la patogénesis de la AR,
tanto ERO como ERN, dafan el cartilago. La lesion tisular en la inflamacién produce
NO, producido por condrocitos articulares y fibroblastos sinoviales, asi como niveles
elevados de NO (Vasanthi et al., 2009). Los radicales libres, particularmente NO y O2¢-
, inhiben la sintesis de componentes de la matriz como los proteoglicanos, producidos
por los condrocitos y también dafian la matriz extracelular a través de la activacion y

la regulacién ascendente de las metaloproteinasas de la matriz (Hitchon et al., 2004).
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Figura 2. Proceso inflamatorio en artritis raumatoide (Modificado de Mateen et al.,
2016).
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En pacientes con AR, se han encontrado elevados los niveles del malonilaldehido
(MDA), el NO-, proteinas carboniladas, acido hialurénico oxidado y oxidados de lipidos
baja densidad (LDL). Estos LDL oxidados pueden ser ingeridas en grandes cantidades
por los monocitos, o que da como resultado la formacion de células de flotantes que
estan presentes en las paredes aterosclerdticas de vasos y que también se han

encontrado en el liquido sinovial de la AR (Dai et al., 2000).

2.2.1. Relacidn entre estrés oxidante, inflamacion y artritis reumatoide

Un aumento de las ERO y de otras especies oxidantes, lleva a un desbalance en la
homeostasis del poder reductor (redox) y en consecuencia produce estrés
oxidante, que altera la relacion estructura-funcion de los diferentes niveles de
organizacion biolégica, la regulacion génica y la modificacion en la sefalizacién celular,
mecanismos moleculares basicos a considerar en la fisiopatologia de AR (Wruck et al.,
2011). Este desbalance lleva a la activacion de leucocitos polimorfonucleares (PMN),
caracteristica del proceso inflamatorio que acompana a la AR. Las especies reactivas
que no logran ser neutralizadas por las defensas antioxidantes, reaccionan con
proteinas, ADN, ARN vy lipidos de membranas celulares determinando bloqueos en
pasos del metabolismo celular y disfuncion mitocondrial, que conducen al fracaso

energético celular (Fink, 2001).

Con el proceso inflamatorio también ocurre un aumento en la produccién de NO por
induccion de la enzima éxido nitrico sintetasa inducible (iINOS), que al reaccionar con
el anidon superoéxido forma peroxinitrito, una especie altamente reactiva capaz de oxidar
y nitrar componentes celulares vy tisulares, tales como los residuos de tirosina de las
proteinas celulares y plasmaticas, el ADN y lipidos o enzimas criticas del metabolismo
intermediario. Debido a la oxidacién y nitracién de los componentes mitocondriales,
ocurre un dafio estructural y funcional irreversible a nivel mitocondrial. El peroxinitrito
también oxida y produce depleciéon de antioxidantes endogenos tales como el
ascorbato, glutatién y superdxido dismutasa. En esta situacion, predomina la formacion

de estas especies reactivas derivadas del nitrébgeno sobre los mecanismos
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detoxificadores intracelulares y plasmaticos, llevando al consiguiente dafo celular y

tisular (Paterson et al., 2003).

Tanto las ERO y ERN actuan perdurando el proceso inflamatorio por diferentes
mecanismos, favoreciendo el reclutamiento de neutrofilos. Ademas, las moléculas
mediadoras de estrés oxidante se constituyen también en mensajeros intracelulares
para la transduccién de sefiales del proceso inflamatorio. El factor de transcripcion NF-
kB activado por estos mensajeros secundarios, migra al nucleo donde selectivamente
estimula la transcripcion de proteinas especificas de la inflamacion, ademas este factor
induce la transcripcion de genes que promueven la produccion de citocinas como la
IL-6, IL-8 y moléculas de adhesion (ICAM-1) que agudizan el proceso inflamatorio
(Paterson et al., 2003).

Con el conocimiento de los mecanismos que cursan con la inflamacién y en particular
con la AR, como el desbalance redox y la generacion de ERO y ERN, se pueden
proponer tratamientos con moléculas con actividad antioxidante y/o antiinflamatoria,

que mejoren la calidad de vida de los pacientes con AR.

2.2.2. Tratamiento de la artritis reumatoide

El entendimiento de cémo el proceso inflamatorio es activado y cuales son los
elementos claves en la AR, ha llevado a desarrollar estrategias para bloquear o reducir
la respuesta inflamatoria. Entre las terapias antinflamatorias, los farmacos no
esteroideos (AINES) y esteroideos (AIES) son de los terapéuticos mas prescritos,
principalmente para el tratamiento del dolor y la inflamacion. Sin embargo, el uso
clinico a largo plazo de éstos se asocia con efectos secundarios significativos (Garrote
y Bonet, 2003; Neira y Ortega, 2006).

Los AINES disminuyen la inflamacion y el dolor, a través de la inhibicién de las ciclo-
oxigenasas (COX-1 y COX-2) y el bloqueo de la liberacién de diversos mediadores
proinflamatorios (Chen et al., 2007), pero éstos no reducen los sintomas durante el
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desarrollo de la enfermedad (Dominguez et al., 2012). También se emplean

glucocorticoides como la dexametasona, los cuales reducen de manera muy eficaz la

inflamacion y generan efectos analgésicos, pero su uso esta reducido a bajas dosis y

tiempos cortos de uso debido a que genera efectos secundarios, como favorecer

infecciones, dafnos cardiovasculares, neoplasias, entre otros mas (Neeck et al., 2002;
Malysheva et al., 2008) (Cuadro 1).

Otra alternativa altamente utilizada para el tratamiento de la AR son los farmacos

modificadores de la enfermedad (FARMES), éstos se han estudiado ampliamente

donde se ha demostrado que generan efectos deseables sobre la activacion,

proliferacion y viabilidad de células inmunolégicas, de los que se ha demostrado que

muestran un efecto inhibitorio sobre la respuesta inmunolégica adaptativa y el bloqueo

de la activacion intracelular de linfocitos T (Dominguez et al., 2012) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Tratamientos reconocidos para artritis reumatoide (Vane y Botting, 1996;
Dominguez et al., 2012).

Tratamiento Mecanismo de accién Ejemplos Efectos adversos
Antiinflamatorios | Inhibicion a de la PGE, PGL | Naproxeno Ulceracion gastrica,
no esteroideos | COX-1y COX-2 Paracetamol aumento de viscosidad
(AINES) Efecto antiinflamatorio y | Prednisona en sangre y alteraciones

analgésico Ibuprofeno de la funcién renal
Anti-reumaticos Inhiben citocinas | Sulfazalicina Supresion de sistema
Modificadores de | proinflamatorias Lefluonamida inmunoldgico, cancer
la Enfermedad | Disminuyen la interaccion | Hidroxicloroquina

(FARMES) entre células T contra células | Metotrexato
presentadoras de antigeno
Antiinflamatorrio
Agentes Inhiben citocinas y | Infliximab, Inflamacion generalizada,
Bioldgicos reguladores proinflamatorios | Tocilizumab dificultad para respirar,
(TNF, IL-1, IL-6, etc) sangrado
Antiinflamatorios | Reducen la fosfolipasa A2 y, | Dexametasona Dafo gastrico,
esteroideos por lo tanto, reducir la | Cortisona osteoartritis, glaucoma,
(corticosteroides) | liberacion de acido | Hidrocortisona cataratas, diabetes,
araquidonico. cambios hormonales
Efecto antiinflamatorio y
analgésico
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Entre otros tratamientos poco comunes, se ha utilizado la acupuntura que se basa en
la estimulacion de la piel para liberar neurotransmisores, que podrian inhibir el dolor,
(David et al., 1999; Lee et al., 2008), o la aplicacién de veneno de abeja para la
estimulacién de la piel, donde se implican los componentes del veneno para reducir
los sintomas de la AR, estudios sugieren que controlan el dolor y formacion de
radicales libres (Dominguez et al., 2012) (Cuadro 1). Se ha demostrado que un
aumento en la ingesta de antioxidantes en pacientes que padecen dolores artriticos,
la inflamacién disminuye, asi como la degeneracion de la articulacidon y el cartilago
danado. Asi mismo, el consumo de antioxidantes, especialmente vitaminicos, reduce
el riesgo de pérdida de cartilago y el riesgo de progresion de la osteoartritis (Cerhan
et al. 2003; Alhambra-Exposito et al., 2013).

Aunque no hay una cura definitiva para la AR, los métodos actuales de tratamiento se
centran en aliviar el dolor, reducir la inflamaciéon, detener o retrasar dafos en las
articulaciones, mejorar las funciones y el bienestar del paciente. La administracién de
acidos grasos omegas y de oligoelementos como el 3-caroteno, vitamina E, vitamina
C, selenio, zinc, en pacientes con AR, disminuyen la inflamacion y los sintomas de
esta enfermedad (Guerra, 1997). El consumo de alimentos o productos de éstos con
propiedad antioxidante, lleva al planteamiento que la ingesta de antioxidantes puede
disminuir o contrarrestar los procesos antiinflamatorios que ocurren durante el
desarrollo de la artritis (Guerra, 1997; Cerhan et al., 2003; Alhambra-Expésito et al.,
2013). Se sabe que la utilizacion de suplementos alimenticios como vitaminas y acidos
grasos poliinsaturados tipo omega-3 tienen un efecto antiinflamatorio, a los que les
atribuye la expresion de moléculas como las resolvinas y protectinas, que inhiben la

activacion de NF-kB vy la liberacion de IL-1B y TNF-a (Dominguez et al., 2012).

2.2.3. Ensayos in vitro para determinar actividad antiartritica

Los modelos animales de artritis se han utilizado para proporcionar informacién sobre
el proceso de esta enfermedad, para identificar nuevos tratamientos e identificar
posibles nuevos agentes terapéuticos. Estos modelos animales comparten
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caracteristicas con la artritis reumatoide humana, pero también tienen diferencias. Es
importante seleccionar un modelo animal que tenga una patologia y/o patogénesis
similar a la artritis reumatoide humana y que tenga la capacidad de predecir la eficacia
de un agente terapéutico dado en humanos. Ademas, es deseable tener un modelo
que sea reproducible en mecanismo y resultado. Siempre que sea posible, el objetivo
debe validarse en el modelo animal y la enfermedad humana (Hegen et al., 2007). Tal
es el caso de los modelos mas utilizados (artritis inducida por adyuvante incompleto
de Freund (AlF) y la artritis inducida por colageno de pollo tipo Il (CIA) en ratas, tal que
desencadena una respuesta inflamatoria de patologia similar (Ellis, 1992; Garcia-
Gonzales et al., 2009).

La poliartritis severa producida por el CIA se induce en ratas mediante inyecciones
intradérmicas o subcutaneas de colageno homologo o heterdlogo tipo I, emulsionado
en IFA. Se caracteriza por la destruccion marcada del cartilago asociada con la
deposicion del complejo inmune en las superficies articulares, la resorcidon ésea y la
proliferacion peridstica, junto con sinovitis e inflamacion periarticular. La respuesta
inmune robusta involucra células T y células B especificas de colageno tipo Il; estos
ultimos producen anticuerpos contra el colageno tipo Il. La rata CIA tiene muchas
similitudes con la AR humana. Como en la AR humana, las hembras son mas
susceptibles. El inicio de la artritis es rapido, por lo general se desarrolla entre 10y 13
dias después de la inmunizacion, alcanzando su punto maximo aproximadamente el
dia 20 y luego disminuye gradualmente. La CIA de ratas difiere de la AR humana en
que es autolimitada y no se caracteriza por exacerbaciones y remisiones. Ademas, el
infiltrado de células inflamatorias en la CIA de ratas consiste predominantemente en
células polimorfonucleares, mientras que se observa una alta proporciéon de células

mononucleares en la AR humana (Hegen et al., 2007).
Estos modelos han sido ampliamente utilizados para probar compuestos con efecto

antiartritico, como en el caso clinico aprobado para su uso de Inflimad®, con modo de

accion anti-TNF (Maini y Feldman, 2002) y con efecto antinflamatorio; de igual manera
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el Rituximad® ha sido aprobado en caso clinicos con modo de accion anti-CD20,

probado en agotamiento de células B en primates no humanos (Looney, 2002).

2.3. ANTIOXIDANTES Y ANTIINFLAMATORIOS DE ORIGEN VEGETAL

2.3.1. Antioxidantes

Con el fin de contrarrestar el efecto del exceso de los radicales libres, se ha
demostrado que los antioxidantes naturales muestran un efecto positivo importante en
la salud humana, ya que previenen el dafo oxidante de lipidos de membranas y de
importantes moléculas biolégicas como el ADN (Lee et al., 2013; Berradre et al., 2014;
Griffiths et al., 2016).

Debido a que el uso de antioxidantes sintéticos puede generar efectos toxicos
secundarios, es necesario la busqueda de compuestos naturales antioxidantes y
captadores de radicales, principalmente los derivados de plantas (Yadegarinia, 2006;
Berradre et al., 2014). En la industria alimentaria se utilizan antioxidantes como el
butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT), terbutilhidroxiquinona (TBHQ),
galato de propilo, tocoferoles y lecitina. EI BHA y BHT son los mas utilizados, sin
embargo, en los ultimos afios se ha incrementado el interés por el empleo de
antioxidantes naturales dada su efectividad, seguridad y economia (Berradre et al.,
2014). La ingesta de alimentos ricos en sustancias antioxidantes como vitaminas C y
E, carotenoides o compuestos fendlicos, previene o disminuye el desarrollo de
enfermedades crénico-degenerativas, ya que la dieta aumenta la defensa antioxidante

del organismo evitando el dafio oxidante (Lee et al., 2013; Griffiths et al., 2016).

La actividad antioxidante de semillas y/o pericarpios de algunas frutas comestibles
también ha sido demostrada, como en las de Theobroma cacao (cacao), Campsiandra
comosa Benth (chiga), Sorghum bicolor (sorgo) y Melicoccus bijugatus (mamon). Esta
propiedad esta relacionada con el contenido de polifenoles, ya que el poder reductor
del cacao resultd ser el mas alto, con un equivalente al poder reductor de 5.8 g de
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acido ascorbico/100g, seguido por la chiga; las semillas de estas dos plantas
presentaron una alta actividad antioxidante (Padilla et al., 2008). La semilla de chia
(Salvia hispénica), es otra fuente rica en compuestos antioxidantes (principalmente
flavonoides) (Di Sapio et al., 2008).

2.3.2. Antiinflamatorios

En los ultimos afios, la eficacia de plantas medicinales y sus extractos ha sido probada
en enfermedades que desarrollan estrés oxidante e inflamacidén. Los aceites
esenciales de plantas han sido estudiados por sus capacidades antioxidantes con un
alto potencial antiinflamatorio, atribuidos a la presencia de terpenos, ademas de los
compuestos fendlicos que contribuyen a la actividad de eliminacion de radicales libres
y desinflamacion. Los terpenos son los principales componentes de los aceites
esenciales de plantas medicinales, que son considerados antioxidantes naturales,

algunos con propiedades antiinflamatorias (Torres-Martinez et al., 2017).

El aceite esencial de albahaca, canela, clavo de olor, nuez moscada, orégano y tomillo
posee propiedades antioxidantes y antiinflamatorias debido a sus terpenos principales.
El timol y carvacrol son responsables de la actividad antioxidante de los aceites
esenciales de Thymus spathulifolius y Origanum vulgare ssp. Hirtum; los componentes
principales del aceite esencial de Melissa officinalis son neral, geranial, citronelal,
isomentona y mentona, que tienen actividad de eliminacion de radicales libres.
Ademas, la isomentona y la mentona, también son los terpenos de mayor capacidad
antioxidante del aceite esencial de Mentha longifolia y Mentha piperita (Torres-
Martinez et al., 2018); sin embargo, los frutos de fresas silvestre (Fragaria vesca)
poseen propiedades antioxidantes debido mayormente al alto contenido en polifenoles
y a que contienen hialuronidasa, relacionada con procesos antiinflamatorios (Pernia et
al., 2004). De igual manera, las semillas de Lupinus mutabilis (Tarwi, Chocho) han
mostrado un efecto antiinflamatorio debido a los alcaloides que posee, como

esparteoma, angustifolina, luponina, entre otros (Castafieda et al., 2002) (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Ejemplos de plantas fuente de compuestos con actividad antioxidante y

antiifnlamatoria.

PLANTA COMPUESTO EFECTO MODELO MOLECULAS REFERENCIA
IMPLICADAS
TOMATE Licopeno Antioxidante y | Linfocitos de | Reduccién de Pool-Zobel
(Solanum -caroteno Antiinflamatorio sangre dafio del ADN etal., 1997
lycopersicum) a-caroteno periférica. por perdxido
Luteina de hidrégeno
Edema de
FRUTO DE 5 | Esquisandrin Antioxidante y pata Reduccion de Guo et al.,
SABORES Antiinflamatorio | inducido por NO, COX-2, 2008
(Schisandra carragenina | PGE2, NF-kB,
chinensis) en ratonas MAPK
Lietal., 2013
AGUACATE Ac. grasos Antioxidante y Célula Reduccion de
(Persea Carotenoides | Antiinflamatorio | mononuclear | IL-6 y NF-kB
americana) de sangre
periférica
ACEITE DE Ac. Linoleico Antioxidante y Células Reduccion de Lin et al.,
AGUACATE Ac. Antiinflamatorio durante IL-6, IL8, NF- 2017
(P. americana) Linolénico proceso de | kB, NO, COX-
Ac. Oleico cicatrizacion | 2, TNF-a, IL-
B-sitosterol 18
B-caroteno

2.3.3. Antiartriticos

Se sabe de mas de 400 especies de plantas de aproximadamente unas 100 familias
con posible efecto antiartritico, de las cuales, sobresalen especies de las familias
Ranunculaceae, Araliaceae, Euphorbiaceae y Lauraceae, ya que éstas son de las mas
estudiadas y los resultados sugieren su uso, ya que algunos de sus extractos o
compuestos muestran tanto actividad antiinflamatoria como antiartritica. Tal es el caso
de los polifenoles de la canela de la India (Cinnamomum zeylanicum, familia
Lauraceae), que genera inhibicion de la emigracion de leucocitos y prostaglandinas a
dosis de 8 mg/kg (Vetal et al., 2013); de una fraccion hexanica rica en flavanoles de
Rhus verniciflua (familia Anarcardiaceae) que presenta efectos supresores en
citocinas inflamatorias y quimiocinas, asi como el factor angiogénico en AR estimulado
con IL-13 en dosis de 50 mg/kg (Lee et al., 2009); también, extractos etandlicos (75%)

de la raiz de Aconitum vilmorinianum (familia Ranunculaceae) reduce la hinchazén,
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hiperemia y permeabilidad vascular e inhibicion de COX-1 y COX-2 en dosis de 10-
100 mg/kg (Li et al., 2013); asi mismo las saponinas del ginseng rojo (Panax ginseng,
familia Araliaceae) que suprimen la induccidén de TPA y los niveles inflamatorios en
dosis de 10 mg/kg (Kim et al., 2010).

En particular, es de gran importancia la busqueda de agentes antioxidantes y
antiinflamatorios de origen vegetal para el tratamiento de enfermedades crénico
degenerativas como la artritis, ya que es necesario implementar dietas efectivas con
alimentos, que sean utilizadas como tratamientos preventivos y curativos, realizando
estudios con rigor cientifico, para llegar a proponer alimentos funcionales o

nutracéuticos mas accesibles.

Los extractos de semilla de aguacate (P. americana) han sido determinados con un
optimo efecto antinflamatorio y antioxidante, por lo cual supone con posibilidad de
mejorar los sintomas caracteristicos de la artritis al disminuir la inflamacion y dafio por

estrés oxidativo (Adeyemi et al., 2002).

2.4. AGUACATE NATIVO MEXICANO (Persea americana Mill. var. drymifolia)

El aguacatero (Persea americana Mill.) es un arbol de la familia Lauraceae, frondoso
y de hoja perenne, con una floracién muy generosa dando un porcentaje de fruto muy
alto. Este arbol produce frutos denominados aguacate, ahuacate, ahuacati o palta, que
se caracterizan por presentar una cascara (pericarpio) rugosa y gruesa en su variedad
comercial (P. americana Cv. Hass), aunque los frutos de otras variedades o hibridos,
presentan diferentes tipos, formas y color del pericarpio. Los frutos de la variedad
mexicana (P. americana var. drymifolia) o aguacate nativo mexicano, presentan el
pericarpio liso y suave, de color violeta oscuro, con una semilla grande en proporcion

al mesocarpio o pulpa (Pérez et al., 2015).

En general, los frutos de aguacate contienen 12 de las 13 vitaminas existentes, con un

alto contenido de vitamina E, por lo que muestra propiedades cicatrizantes, indicada
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para las heridas, psoriasis, diverticulitis, entre otros; vitamina K; y todas las vitaminas
del complejo B como la B2 (riboflavina) que tiene la capacidad de actuar en la
regeneracion de los tejidos; ademas contiene minerales como potasio, magnesio,
hierro, zinc y calcio; una importante concentracion de acido folico; y un alto contenido
de acido oleico y linoleico (Beddn, 2013). Debido a que el aceite de frutos de aguacate
del cultivar Hass muestra diversas propiedades, como antioxidantes y antiinflamatorias
entre otras, el aceite de los frutos de la variedad nativa mexicana, debe ser analizado

para determinar dichas propiedades.

El aguacate nativo mexicano se origind, cultivd y se distribuye mayormente en el centro
y sur de México (Persea americana Mill. var. drymifolia ‘Schltdl. & Cham.’” S.F. Blake),
es un arbol perennifolio que llega a alcanzar hasta 30 m de altura, se caracteriza por
producir frutos (bayas) relativamente pequefos (5-10 cm de longitud) de forma ovoide,
globular o eliptica alargada, generalmente con un pericarpio muy delgado y suave de
color violeta oscuro brillante, con una mayor proporcion de semillas (2/3) que

mesocarpio (Figura 3).

Figura 3. Frutos caracteristicos de aguacate nativo mexicano (P. americana var.
drymifolia).
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La semilla, entre otras partes de la planta, se utiliza en la medicina tradicional, por lo
cual diversas investigaciones se han realizado cubriendo aspectos etnobotanicos,

fitoquimicos y farmacologicos (Bello-Gonzalez et al., 2015).

2.4.1. Antecedentes directos

Tanto la pulpa como el aceite de frutos de aguacate tienen diversas propiedades
bioldgicas, que son atribuidas debido al contenido de componentes bioactivos como
fendlicos, vitaminas y acidos grasos o derivados. En semilla, Hiwot (2017), reporté una
mayor concentracion de acido oleico, acido palmitico y acido linoleico, y en la pulpa se
encuentran diversas vitaminas (como D, E, B6, B16 y C), minerales (como potasio,
fosforo, calcio, entre otros) (Barbosa-Martin et al., 2016) y aminoacidos esenciales
(como valina, lisina, fenilalanina, isoleucina, leucina, treonina y metionina) (De Oliveira
et al., 2013). También se sabe que estos compuestos poseen capacidad antioxidante
y antiinflamatoria como lo presentado por los acidos grasos y carotenoides
encontrados en el aceite que han demostrado reducir marcadores inflamatorios (Li et
al., 2013).

En especifico, del aguacate nativo mexicano se han probado péptidos antimicrobianos
con propiedades citotdxicas y antimicrobianas, que se han identificado como proteinas
homologas con defensinas vegetales. La defensina de aguacate PaDef ha demostrado
actividad inhibitoria de Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Candida albicans y
citotéxica en células de cancer de mama (Guzman-Rodriguez et a.l, 2016). La
defensina también fue probada en células de leucemia mieloide crénica con activacién
por la via apoptdtica, sin que afectara la membrana mitocondrial, ni el potencial
transmembranal, asi como la liberacion de calcio intracelular. Ademas, esta defensina

induce la expresion de TNF-a (Flores-Alvarez et al., 2018).

También se ha probado el efecto de un extracto rico en lipidos de la semilla de
aguacate nativo mexicano durante la internalizacion de Staphylococcus aureus, en

células de epitelio mamario bovino, observando su funcién en la respuesta de
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inmunidad innata, disminuyendo la internalizacién de la bacteria. Este efecto se
correlacioné con la produccion de NO y la induccion de la expresion de IL-10, mientras
que la expresion de la citocina proinflamatoria TNF-a se redujo. Estos efectos podrian
estar relacionados con la inhibicion de la activacién de MAPK p38 (Baez-Magana et
al., 2019).

Asi como los frutos y el aceite obtenido de las variedades comerciales de aguacate,
han mostrado contener compuestos bioactivos con propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias, los extractos lipidicos y péptidos antimicrobianos derivados de la
semilla del aguacate nativo mexicano presentan un alto potencial para mantener estas
propiedades. Sin embargo, no hay estudios que relacionen el contenido de
compuestos derivados de la semilla de esta variedad, con la actividad antioxidante y

antiinflamatoria, para relacionar su potencial como fuente de metabolitos antiartriticos.
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3. JUSTIFICACION

Con base en las evidencias de las propiedades antioxidantes y antiinflamatorias,
atribuidas a los frutos de aguacate, el aceite de la semilla de aguacate nativo mexicano
(P. americana var. drymifolia) se considera con un gran potencial para el estudio y

analisis de dichas propiedades y su relacién con capacidad antiartritica.

En México, principalmente en la region aguacatera del Edo. de Michoacan, se cultiva
la variedad de aguacate nativo mexicano, por lo que resulta importante evaluar las
propiedades mencionadas del aceite de esta variedad, con el fin de generar
conocimiento acerca de sus propiedades antioxidante y antiinflamatoria, y si éstas

tienen una relacién estrecha con el efecto antiartritico.
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4. HIPOTESIS

El aceite de semilla de aguacate nativo mexicano (P. americana var. drymifolia) posee
actividad antioxidante y antiinflamatoria, que son determinantes para desarrollar un

efecto antiartritico.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto antioxidante, antiinflamatorio y antiartritico del aceite de semilla

de aguacate nativo mexicano (P. americana var. drymifolia).

5.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar la actividad antioxidante del aceite de semilla de aguacate nativo

mexicano y de las fracciones metandlica y cloroférmica.
Determinar el contenido de compuestos fendlicos (acidos fendlicos y flavonoides)
y carotenoides totales en el aceite y de las dos fracciones organicas de la semilla

de aguacate nativo mexicano.

Determinar la actividad antiinflamatoria del aceite y la fraccion con mayor

capacidad antioxidante en un modelo experimental de inflamacion aguda.

Identificar y cuantificar los compuestos quimicos mayoritarios del aceite y la

fraccidn con mayor capacidad antioxidante y antiinflamatoria.

Analizar el efecto del aceite de semilla y la fraccion mas activa de aguacate

nativo mexicano sobre un modelo experimental de artritis.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

SEMILLAS
Aguacate Nativo

o

PULVERIZACION
Utilizando nitrégeno
liquido

l

ACEITE
Obtenido por el método
Soxhlet

]

ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE
DPPH, ABTSy TAC

FRACCIONES
Extraccion liquido-
liguido con METANOL y
CLOROFORMO

IDENTIFICACION Y
CUANTIFICACION
Compuestos
quimicos
mayoritarios
(fendlicos, acidos
grasos y derivados)

1

DETERMINACION DE
COMPUESTOS ACTIVOS
Acidos fendélicos totales

Flavonoides totales

Carotenoides totales

]

ACEITE Y FRACCION
MAS ACTIVA

l

ACTIVIDAD
ANTIINFLAMATORIA
Edema de pata
(Administracion
Topicay Oral)

ACTIVIDAD
ANTIARTRITICA
Factor reumatoide (FR)
Proteina C
Marcadores
bioquimicos
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7. RESULTADOS

7.1. CAPITULO I. Actividad antioxidante del aceite de semilla de aguacate nativo
mexicano (Persea americana Mill. var. drymifolia) y su relacién
con el contenido de acidos fendlicos, flavonoides vy
carotenoides totales.

Resumen

El aceite de aguacate nativo mexicano presenta diversas propiedades, como
capacidad captadora de radicales libres. Esta propiedad fue analizada in vitro por
diversos métodos (DPPH, ABTS y TAC), utilizando tres fracciones de distinta polaridad
(metanol, cloroformo y hexano) a una concentracion de 1 mg/mL, a las que se les
determind el contenido total de acidos fendlicos, flavonoides y carotenoides. Aunque
con el método DPPH, la mayor actividad antioxidante fue mostrada por las fracciones
cloroférmica y hexanica, con 91.4% y 90% de capacidad captadora de radicales libres,
respectivamente, la fraccion metandlica alcanzé un 99.7% de actividad antioxidante
con el método ABTS, presentando una ICso de 0.035 mg/mL, y de 80.8% con el método
TAC, registrando una ICso de 0.153 mg/mL. Las fracciones cloroférmica y hexanica
mostraron porcentajes menores al 50% de actividad antioxidante. Con los valores de
ICs0, la fraccidbn metandlica es considerada la de mayor actividad antioxidante. Una
relacion directa de la actividad antioxidante con el contenido de los compuestos
bioactivos, en cada una de las fracciones, encontrando los mayores valores para
acidos fendlicos, flavonoides y carotenoides totales (0.17 pmoles EAG/mg p.f., 5.49
pmoles EQ/mg p.f. y 2.35 mg EL/Kg p.f., respectivamente) en la fraccion metandlica
de la semilla de aguacate nativo mexicano.

Palabras clave: ABTS, DPPH, TAC, ICso, aguacate nativo mexicano.

Abstract

Native Mexican avocado oil has different properties, such as free radical scavenging
capacity. This property was analyzed by different in vitro methods (DPPH, ABTS, and
TAC), using three fractions with different polarity (methanol, chloroform and hexane) at
a concentration of 1 mg/mL, determining total content of phenolic acids, flavonoids and
carotenoids. With the DPPH method, the high antioxidant activity was shown for
chloroform fraction and avocado oil, with 91.4% and 90% of scavenging free radicals,
respectively; however, the methanol fraction achieved a 99.7% of antioxidant activity
with ABTS method, presenting an ICso of 0.035 mg/mL, and 80.8% with the TAC
method, (ICso of 0.153 mg/mL). The chloroform fraction and avocado oil showed less
than 50% of antioxidant activity. According to ICso value, the methanol fraction shown
the highest antioxidant activity. A direct relationship of antioxidant activity with the
content of bioactive compounds, was observed in each one of the fractions, finding the
highest values for total phenolic acids, flavonoids and carotenoids (0.17 umol EAG/mg
w.f., 5.49 pmol EQ/mg w.f. and 2.35 mg EL/Kg w.f., respectively) in the methanol
fraction of native Mexican avocado seed.

Keywords: ABTS, DPPH, TAC, ICso, native Mexican avocado.
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Introduccién

La actividad antioxidante es la capacidad de una sustancia para inhibir la degradacion
oxidativa, de tal manera que un antioxidante principalmente actua por su capacidad
para reaccionar con radicales libres y, por lo tanto, recibe el nombre de antioxidante
terminador de cadena (Londoio, 2012). Los radicales libres producidos en cantidades
excesivas pueden causar dafo a compuestos organicos como proteinas, hidratos de
carbono, lipidos y acidos nucleicos, ademas de inactivar enzimas y oxidar hormonas,
que da como resultado el deterioro estructural celular y tisular, como el rompimiento
de membranas y mutaciones celulares, que puede llevar hasta la muerte celular. Este
dafo desempefa un papel importante en la patogénesis del envejecimiento y de
enfermedades cronico degenerativas que cursan con procesos de inflamacion como
la diabetes, hipertension, cancer y artritis, entre otras (Gonzalez-Torres et al., 2000).

Los radicales libres son transformados a formas no reactivas por las defensas
antioxidantes enzimaticas y no enzimaticas enddgenas de las células, aunque cuando
se genera el estrés oxidante, que ocurre cuando hay un desbalance entre los radicales
libres y los antioxidantes, éste puede ser regulado con antioxidantes exdgenos que
aportan los alimentos, como las frutas, semillas, otras partes vegetales o extractos
derivados de éstos (Coronado et al., 2015).

Los antioxidantes en los alimentos son importantes, ya que definen las propiedades
organolépticas y ayudan a preservar su calidad nutricional, que han mostrado ser
coadyuvantes en la salud al ser utilizados en la dieta. Es por esto, que es
recomendable ingerir alimentos ricos en antioxidantes naturales. Aunque ciertos
antioxidantes sintéticos son utilizados en la industria alimentaria, su consumo puede
generar efectos toxicos secundarios, por lo que es necesario la busqueda de
compuestos naturales antioxidantes y captadores de radicales, principalmente los
encontrados en los alimentos o derivados de plantas (Yadegarinia, 2006; Berradre et
al., 2014). Ejemplos de este tipo de antioxidantes son el a-tocoferol (vitamina E), B-
caroteno, ascorbato (vitamina C), glutation, urato, bilirrubina y compuestos fendlicos
como los flavonoides y taninos, entre otros. La vitamina E, el B-caroteno y la vitamina
C son los unicos nutrientes esenciales que atrapan directamente radicales libres
(Gonzalez-Torres et al., 2000).

El aguacate, aceite de oliva, arroz integral y frutas secas, son de los productos de
mayor consumo con antioxidantes, por contener vitamina E; acelgas, tomates, citricos,
kiwi, fresa, guayaba, debido a que contienen vitamina C; zanahoria, espinacas, mango,
meldn, entre otros, por su alto contenido de B-caroteno; y té verde, vino, manzana o
peras, debido a los flavonoides (Coronado et al., 2015). En particular, diversas semillas
poseen propiedades antioxidantes debido al contenido del aceite que de éstas se
extraen y de sus componentes, tal es el caso de semillas de uva (Wongnarat y
Srihanam, 2017; Mirbagheri et al., 2018), anonas (Benites et al., 2015), cacao (Batista
et al., 2016), calabaza y amaranto (Valenzuela et al., 2015; Peiretti et al., 2017), mango
(Okpala y Gibson-Umen, 2013), tamarindo, yaca y de aguacate (Soong y Barrow,
2004), entre otras mas.
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Los frutos y semillas de aguacate, generalmente del cultivar Hass, han sido estudiados
como fuente de aceite de grado alimenticio, el cual muestra alta actividad antioxidante
por su contenido de acidos grasos insaturados, vitamina E, acido ascérbico, vitamina
B6, B-caroteno y compuestos fendlicos diversos, relacionados con sus propiedades
medicinales con efectos antiinflamatorios, anticancerigenos, hipoglucémicos,
antihipertensivos y antihiperlipidémicos (Rosenblat et al., 2011; Caballero et al., 2014,
Carvajal et al., 2014; Dreher y Davenport, 2014). Los lipidos son el componente mas
importante de este fruto, que alcanza niveles hasta del 25%, dependiendo de la
variedad y la madurez, y al cual se le atribuyen propiedades benéficas para la salud
(Ozdemir y Topuz, 2003; Ding et al., 2007).

Recientemente se ha evaluado su capacidad antioxidante, el contenido de compuestos
fendlicos y los principales fitoquimicos antioxidantes presentes tanto en la pulpa como
en la semilla y la cascara de diferentes variedades e hibridos de aguacate (Wang et
al., 2010; Restrepo et al., 2012), situando al aceite de este fruto con un gran potencial
de uso como ingrediente en alimentos funcionales y para fines cosméticos, que por
sus cualidades puede sustituir al aceite de oliva (Requejo et al., 2003).

El aceite de los frutos de la variedad mexicana de aguacate (Persea americana Mill.
var. drymifolia), que han sido utilizados en la medicina tradicional de México (Gioanetto
y Blas, 2000; Bello-Gonzalez, 2006), no han sido estudiado para determinar algunas
de sus propiedades medicinales, por lo que en la presente investigacion se determiné
el efecto antioxidante del aceite de semilla de este fruto, asi como su relacién con los
principales compuestos bioactivos, como acidos fendlicos, flavonoides y carotenoides.

Materiales y métodos
Material biolégico

Semillas de aguacate nativo mexicano. Los frutos fueron colectados en los meses
de mayo a agosto de 2018, en plantas cultivadas en huertos de la region de
Tingambato, Michoacan, México (19°30'6" Norte, 101°51'14" Oeste). Las semillas
fueron separadas de los frutos y almacenadas en congelacion (-20°C) hasta su uso.

Obtencién del aceite y las fracciones

Aceite de semillas. El aceite se obtuvo por el método Soxhlet, utilizando 100 g de
semilla pulverizada en nitrégeno liquido, por cada reflujo de hexano se usaron 1000
mL durante 6 h. En total se utilizé 1 kg de semilla pulverizada para la obtencién del
aceite.

Fraccionamiento. El aceite de aguacate nativo mexicano fue fraccionado por
extraccion liquido-liquido en la siguiente secuencia: Fraccidn 1 Metandlica y Fraccion
2 Cloroférmica. Se utilizé un embudo de separacion para la recuperacion de cada una
de las fracciones por separacion de fases, éstas fueron evaporadas a sequedad y
resuspendidas a una concentracion de 100 mg/mL.
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Métodos para determinacion de la actividad antioxidante

Método DPPH. La capacidad captadora de radicales libres se realizé de acuerdo a lo
descrito por Karamac et al. (2005) con el método de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo:
Medicion del 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). Se combiné 100 puL de muestra con
dos mililitros de solucion DPPH a 0.5 mmol/L en metanol; se incubd por veinte minutos
en oscuridad a temperatura ambiente. Después, se midio la absorbancia de la solucion
de cada muestra a 517 nm en un espectrofotometro UV-Vis VELAB-VE51000UV.

El total de la actividad antioxidante se calcul6 mediante la siguiente ecuacion:

DPPH — Muestra

Actividad antioxidante (%) = DPPH x100

Donde Muestra es la absorbancia del DPPH mezclado con las muestras y el DPPH es
la absorbancia del DPPH. Como control positivo se utilizdé el antioxidante sintético
comercial BHT (1mg/mL) y Trolox (1mg/mL).

Método ABTS. Se determiné la actividad antioxidante de acuerdo a lo descrito por
Arnao et al. (2001), midiendo la actividad captadora de radicales libres 2,2'-Azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS). Se utilizé una solucion de ABTS (7.4 mM)
con persulfato de potasio a 2.6 mM utilizando metanol como disolvente. Se combiné
100 pL de muestra con 1900 pyL de solucion ABTS, incubd por siete minutos en
oscuridad a temperatura ambiente. Después, se midio la absorbancia de la solucion
de cada muestra a 737 nm en un espectrofotémetro UV-Vis VELAB-VE51000UV.

El total de la actividad antioxidante se calcul6 mediante la siguiente ecuacion:

Muestra x 100
ABTS

Actividad antioxidante (%) = 100 —

Donde Muestra es la absorbancia del ABTS mezclado con las muestras y el ABTS es
la absorbancia del ABTS. Como control positivo se utilizé antioxidante sintético
comercia BHT (1mg/mL) y Trolox (1mg/mL).

Método TAC. La capacidad antioxidante total (TAC). se evaludé de acuerdo a lo
descrito por Prieto et al. (1999). Donde se combiné una parte de 100 uL de muestra
con 900 uL. de solucion reactiva (acido sulfurico 0,6 M, fosfato de potasio 28 mM, y
molibdato de amonio 4 mM). Los reactivos se incubaron a 95 °C durante noventa min.
Después de que los reactivos se enfriaran a temperatura ambiente, se midio la
absorbancia de la solucion de cada muestra a 695 nm en un espectrofotémetro UV-
Vis VELAB-VE51000UV. El total de la actividad antioxidante se calculé mediante la
siguiente ecuacion:

A —A
TAC (%) = 100 — muestra Control x 100
Aglanco

Donde Amuestra €S la absorbancia de la muestra (cada una de las fracciones) mezclada
con la solucion reactiva (TAC), Acontrol €S la absorbancia del agua desionizada
mezclado con el reactivo (TAC), y Ablanco, €l solvente de las fracciones en lugar de la
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muestra. Como control positivo se utilizd antioxidante sintético comercia BHT
(1mg/mL).

Determinacion de ICso. La concentracion inhibitoria al 50% (ICso0) de la actividad
antioxidante fue determinada para la fraccion con mayor porcentaje de capacidad
antioxidante por los métodos TAC y ABTS (anexos 11.1 y 11.2) realizando una curva
de calibracién en concentraciones de 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 y 0.6 mg/mL.

Determinacion de compuestos bioactivos

Contenido de acidos fendlicos totales. - El contenido de acidos fendlicos totales se
determind mediante la técnica de Folin-Ciocalteu (Schwarz, 2001), consistente en
mezclar 100 pL de cada uno de los extractos con 750 yL de la solucion de Folin-
Ciocalteu, preparada 1:10 con agua estéril. Las mezclas se homogenizaron en un
vortex durante 5 min, para después afiadir 750 uL de carbonato de sodio (Na2CO3) al
6% preparada con agua estéril. Posteriormente a la mezcla, se dejaron reposar por 60
min a temperatura ambiente y en oscuridad, para finalmente obtener las lecturas de
absorbancia a 725 nm en un espectrofotometro UV-Vis VELAB-VE51000UV. Los
resultados se muestran en pymoles equivalentes a acido galico por gramo de peso
fresco (umoles EAG/mg p.f.), obtenidos por curva de calibracion preparada usando
concentraciones de acido galico como estandar entre 0 y 1 ymoles, obteniendo las
lecturas a 725 nm en un espectrofotdmetro UV-Vis VELAB-VE51000UV. El contenido
se calculd por la ecuacion de la recta generada por la curva de linealidad realizada
(anexo 11.3a):
Y +0.0016

6.1652

Determinacion de flavonoides totales. - Para la determinacion de flavonoides totales
se utilizé el método de Kim et al. (2003), que consiste en mezcla 10 pL de cada uno
de los extractos de semilla de aguacate con 490 uL de metanol, sometiendo la mezcla
a agitacién en vortex, para posteriormente agregar 1 mL de metanol, 100 pL de cloruro
de aluminio (AICI3) al 10% y 100 yL de 1 M de acetato de potasio (CH3CO2K).
Finalmente, las muestras se sometieron a agitacion severa en vortex y se dejaron
reposar por 30 min en oscuridad, para obtener las lecturas de absorbancia a 415 nm.
La cuantificacion se obtuvo mediante una curva de calibracion realizada con
quercetina, con un rango de concentracion de 0 a 100 umoles (A=415 nm). Los valores
se presentan en equivalentes de pmoles de quercetina/mg peso fresco (umoles EQ/mg
p.f.), obtenidos con la ecuacion de la recta de la curva de linealidad (anexo 11.3b).

_ Y +0.0114
T 0.016

Determinacion de carotenoides. - El contenido de carotenoides se obtuvo por el
método modificado de Minguez-Mosquera y Garrido-Fernandez (1989). Primero se
preparé una solucién de dimetilformamida/carbonato de magnesio (DFM/MgCos), a
500 mL de dimetilformamida se adicionaron 0.2 g de carbonato de magnesio,
disolviendo completamente en frio y almacenando a 4°C. Posteriormente se realiz6
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una mezcla de 0.5 mL de cada una de las muestras con 1 mL de la solucién de
DFM/MgCos. Las muestras fueron llevadas a agitacion vigorosa en un vortex por 5 min
y se les aiiadié 1 mL de hexano, para después, de nuevo agitarlas, dejando en reposo
unos minutos. Una vez que las fases se separaron y fueron evidentes, se retir6 la fase
superior con una micropipeta, para llegar a la fase ligeramente coloreada, por ultimo,
se ley6 cada una de las muestras en un espectrofotometro UV-Vis VELAB-VE51000UV
a una longitud de onda de 470 nm. Los valores se presentan en miligramos equivalente
de luteina/Kg peso fresco (mg EL/Kg p.f.). Para determinar el contenido de
carotenoides totales por volumen de muestra, se utilizé la siguiente ecuacién (Mraicha
et al., 2010):

Carotenoid (mg) _ AbsA* 10° x 495
arotenoides k) = —00%

Dénde: Abs = Lectura de Absorbancia obtenida de A (Longitud de onda de la luteina
es 470); e= Coeficiente de extincion de luteina (2000).

Resultados y discusion

Los aceites extraidos de semillas de diversos frutos han demostrado tener actividad
antioxidante de radicales libres en pruebas in vitro. Estos radicales libres incluyen
principalmente las especies reactivas de oxigeno (ERO) como el radical hidroxilo,
radical peroxilo, radical superoxido, peréxido de hidrégeno, oxigeno singulete y
diversos peroxidos lipidicos. Aunque existen diferentes métodos para determinar la
actividad antioxidante in vitro de un extracto, fracciones y compuestos de origen
vegetal, algunos de los cromégenos mas utilizados son DPPH, ABTS y TAC, ya que
son estables y las diferencias se deben a la especificidad del tipo de compuestos como
su polaridad y solubilidad (Kuskoski et al. 2005; Moon y Shibamoto, 2009).

En la presente investigacion se evaludé la actividad antioxidante y compuestos
bioactivos con estos tres métodos, de las fracciones obtenidas del aceite de semillas
de aguacate nativo mexicano (P. americana var. drymifolia), extraido con hexano,
éstas mostraron porcentajes de actividad antioxidante dependientes del tipo de
disolvente y el método antioxidante utilizado.

Actividad antioxidante por los métodos DPPH, ABTSy TAC

Con el método de DPPH, la actividad antioxidante de las fracciones fue alta, aunque
el aceite y la fraccion cloroformica obtuvieron los porcentajes mas altos (>90%), en
comparacién con un 79.7% mostrado por la fraccidon metandlica, todas con valores
mas altos al presentado por el antioxidante sintético (BHT) y similares a Trolox. La
fraccion cloroférmica, con una actividad de 91.4% fue tres veces mas eficaz que
el BHT, con el que se obtuvo una capacidad antioxidante del 30.4% (Figura 4a).
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Figura 4. Porcentaje de actividad antioxidante por el método DPPH (a), ABTS (b) y
TAC (c) del aceite de semilla de P. americana var. drymifolia y las fracciones
metandlica (MeOH) y de cloroformo, comparadas con la del
butilhidroxitolueno (BHT) y Trolox, a una concentracion de 1 mg/mL. Letras
distintas muestran diferencias significativas (p<0.05, n=5, prueba de Tukey).
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A partir de los resultados mostrados, se puede indicar que tanto el aceite de la semilla
de aguacate nativo mexicano como las dos fracciones obtenidas de éste, tuvieron una
actividad similar para capturar el radical DPPH, superior al BHT a la concentracion de
1 mg/mL. El obtener valores similares de la actividad antioxidante por este método,
sugiere que el aceite y las dos fracciones contienen compuestos de naturaleza polar o
polar intermedia, debido a la solubilidad del DPPH, por lo que la actividad se relaciona
con esta caracteristica (Kuskoski et al. 2005).

En algunos extractos de plantas y fracciones de diferente polaridad se han observado
resultados similares a los obtenidos en esta investigacién, como en hojas de Bocconia
frutescens (Rodriguez-Aguirre et al., 2015), en tallos y hojas de Piper daniel-gonzalezii
(Cardona-Galeano et al., 2013) y en hojas de Pistasia atlantica (Alidadi et al., 2017),
en las que las fracciones con solventes de polaridad intermedia como el acetato de
etilo y cloroformo, mostraron altos porcentajes de actividad antioxidante. En otros
estudios, se ha encontrado que fracciones, extractos hexanicos o aceites, poseen
también una alta actividad atrapadora del radical DPPH, como los de semillas de
Erythrina americana, incluso mayor que la de extractos metandlicos (lbarra-Estrada et
al., 2011).

Asik y Ozkan (2011) reportaron la mayor actividad antioxidante para el aceite de oliva
con hasta un 89.6% de inhibicién de radical DPPH. Algunas fracciones hexanicas
pueden contener diferentes compuestos con alta capacidad antioxidante, desde acidos
fendlicos, flavonoides, flavonoles y taninos hidrolizables, que son responsables de dar
dicha actividad mediante el método DPPH (Alidadi et al. 2017). En el aceite o extractos
de aguacate, se han reportado este tipo de compuestos, como fenoles, carotenoides,
acidos grasos de cadena larga, que tienen capacidad antioxidante (Soong y Barrow,
2004, Wang et al., 2010; Rosenblat et al., 2011; Restrepo et al., 2012), que pudieran
ser los responsables de la alta actividad antioxidante DPPH con los tres disolventes
de diferente polaridad, mostrada por las fracciones del extracto de semilla de aguacate
nativo mexicano.

Los resultados observados de la actividad antioxidante determinada con el ensayo
ABTS, fueron diferentes, ya que, la fraccidon metandlica fue la que mostré la mayor
actividad antioxidante, con 99.7%, mayor que la observada en la fraccion cloroférmica
(25%) y que la del aceite (31%). En la figura 4b se observa que la actividad
antioxidante registrada por la fraccién metandlica fue mayor que la presentada por el
BHT (97.2%) y Trolox (58%).

El valor de 99.7% de actividad antioxidante mostrado por la fraccidon metandlica del
extracto de semilla de aguacate nativo mexicano por este método, indica que los
compuestos polares separados del extracto tienen una alta capacidad de atrapar
radicales; asi mismo, la baja actividad observada en las fracciones cloroférmica y en
el aceite, demuestran que los compuestos de polaridad intermedia y baja polaridad
tienen una actividad antioxidante menor. De manera clara, estos resultados coinciden
con muchos de los estudios realizados con este tipo de fracciones de diversos
extractos de plantas, sobre todo, de aquellos que contienen compuestos de naturaleza
fendlica (Diem et al., 2014).
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Los resultados obtenidos con el ensayo de actividad antioxidante total (TAC) fueron
similares a los encontrados con el ensayo ABTS, con el que también se mostré que la
fraccion metandlica tuvo el mayor porcentaje de actividad (80.8%), con diferencia
significativa respecto a la actividad de la fraccion cloroférmica (42.4%) y el aceite
(29%), similar al presentado por el BHT (87%) (Figura 4c). Con este método de
capacidad antioxidante total (TAC), se han obtenidos valores similares al mostrado por
la fraccion metandlica del extracto de semilla de aguacate nativo mexicano (80%),
como lo demuestran los extractos de Merremia borneensis (Amzad y Dawood, 2015),
en los que los de naturaleza polar presentaron una mayor capacidad antioxidante.

El valor calculado de la ICso para la fraccidbn con mayor capacidad antioxidante, se
realizé tanto para el método ABTS como TAC, para el primero se obtuvo una ICso de
0.035mg/mL y para el segundo, fue de 0.153 mg/mL. Con todos estos resultados, se
demostré que la fraccion metandlica fue la que mostrd la mayor capacidad inhibitoria
de radicales libres, lo que concuerda con otros extractos, como el de hojas de aceituna
(Rafiee et al., 2012) o incluso mayor a los reportados para el aceite de oliva var.
Akerma y aceite de fruto de Syagrus coronata (Bauer et al., 2013; Laincer et al., 2014).

En resumen, el aceite de semilla de aguacate nativo mexicano presentdé una alta
actividad antioxidante, ya que éste y las fracciones metandlica y cloroféormica,
mostraron porcentajes mayores al 79% de actividad antioxidante segun el método de
DPPH, de las que la fraccion metandlica, presentd el mayor porcentaje mediante la
determinacién por ABTS y TAC, con valores de 99.7% y 80.8%, respectivamente.

Los valores de ICso de la fraccion metandlica demuestran que a concentraciones
relativas bajas (0.153 mg/mL para TAC y 0.035 mg/mL para DPPH), se obtuvo la mayor
capacidad captadora de radicales. En base a estos resultados, se propone el
desarrollo de mas estudios con esta fraccion, en especifico con ensayos in vivo de
inflamacion vy artritis reumatoide, interés en nuestro grupo de trabajo.

Contenido de compuestos fendlicos, flavonoides y carotenoides
Acidos fenélicos totales

Con el analisis del contenido de acidos fendlicos totales se observé que en la fraccion
metandlica se registréo el mas alto, con 0.17 pymoles EAG/mg p.f., seguida por la
fraccién cloroformica con 0.087 umoles EAG/mg p.f., siendo el menor, lo encontrado
en el aceite, con 0.031 umoles EAG/mg p.f (Figura 5a). Estos valores son mas bajos
que los reportados para extractos de semilla y cascara de P. americana Cv. Hass
(Calderon et al., 2016), sin embargo, son valores mas altos que los mostrados por el
aceite de oliva var. Arbequina y aceite de oliva var. Chemalali Sfax (Chtourou et al.,
2013). Asi mismo, el contenido de acidos fendlicos de la fraccidon metandlica del aceite
de aguacate nativo mexicano son similares a los de los extractos de semillas de girasol
(Helianthus annuus) (Pajak et al., 2014).
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Flavonoides

Con el método de determinacion de flavonoides totales se obtuvo un mayor contenido
en la fraccién metandlica, con 5.49 umoles EQ/mg p.f., en comparacién con la fraccion
cloroférmica (0.82 pmoles EQ/mg p.f.) y el aceite (0.38 pmoles EQ/mg p.f.) (Figura 5b).
Estos resultados indican que tanto el aceite y las dos fracciones obtenidas de la semilla
de aguacate nativo mexicano, presentaron un contenido de flavonoides totales
superior a lo registrado por extractos de semilla y cascara de P. americana Cv. Hass
(Calderon et al., 2015) y en el aceite de oliva cultivar Chelali (Ammar et al., 2014), con
una cantidad similar a lo reportado para el extracto cloroférmico de semillas de girasol
(Helianthus annuus) (Pajak et al., 2014).

Carotenoides

Con la determinacion del contenido de carotenoides totales se observé también, que
en la fraccion metandlica se registré el mas alto, con 2.35 mg EL/kg p.f., seguida por
la fraccion cloroférmica con 1.45 mg/kg, siendo el menor, lo encontrado en el aceite de
semilla de aguacate nativo mexicano, con 0.12 mg/kg (Figura 5c).

El contenido de carotenoides de la fraccion metandlica es similar al encontrado en el
aceite de oliva extra virgen de cultivar Edremit y Uslu, y mayor que lo reportado para
el aceite de los cultivares Gamlik (Yuksel et al., 2018) y Memecik (Asik et al., 2011).
Asi mismo, un menor contenido de carotenoides se ha obtenido en fracciones
cloroférmica y en el aceite de oliva del cultivar Chemali Sfax (Chtourou et al. 2013).
Esta cantidad obtenida en la fraccidn metandlica del aceite de semilla de aguacate
nativo mexicano, es mayor que el reportado para el aceite de frutos de aguacate
cultivar Hass (Sunil y Thiagarajan, 2015).

La actividad antioxidante de la fraccién metandlica se relaciond directamente con el
contenido de acidos fendlicos, flavonoides y carotenoides, en la que se encontré el
contenido mas alto, sugiriendo que éstos pueden ser los responsables de esta
propiedad.

Conclusion

Aunque la fraccion cloroférmica y el aceite de semilla de aguacate nativo mexicano
presentaron una alta actividad antioxidante mediante el método DPPH, la fraccion
metandlica mostré la mayor actividad antioxidante con los métodos ABTS y TAC, por
lo que fue considerada como la de mayor capacidad captadora de radicales libre. Esta
presentd una relacion directa con el mayor contenido de acidos fendlicos, flavonoides
y carotenoides.
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7.2 CAPITULO II. Determinacion de la actividad antiinflamatoria del aceite de
aguacate nativo mexicano (Persea americana var. drymifolia)
y la fraccibn metandlica en un modelo experimental de
inflamacion aguda e identificacion de los principales
compuestos activos.

Resumen

El aceite de aguacate nativo mexicano presenta diversas propiedades, como la
capacidad captadora de radicales libres, debido al contenido de compuestos
bioactivos con alto potencial de mostrar actividad antinflamatoria. Esta propiedad fue
analizada en el presente trabajo, utilizando como modelo de estudio, el método de
edema de pata en ratas Wistar inducido por carragenina mediante la administracion
de 50 pL del aceite de semilla de aguacate nativo mexicano y de la fraccion metandlica
derivado de éste, en una dosis de 0.1, 1y 10 mg/kg, tanto de manera tépica como oral
(tratamiento por 28 dias). Asi mismo, se cuantificaron e identificaron los principales
compuestos de tipo fendlico y acidos grasos o derivados, tanto del aceite como de la
fraccién, utilizado HPLC y CG-EM, respectivamente. Con el ensayo de aplicacion
tépica, se demostré que tanto el aceite de semilla de aguacate y la fraccion metandlica
a 1 mg/kg, tuvieron el mayor efecto antiinflamatorio a las 8 h con 70.85% y 72.21%,
respectivamente. Esta actividad fue aproximadamente 1.8 veces mas que al obtenido
con la administracion topica de ibuprofeno (25 mg/kg), que presenté 39.61% de
actividad antiinflamatoria. La actividad antiinflamatoria con la administracién oral, se
realizé con la aplicaciéon de 50 pL tanto del aceite como con la fraccion metandlica en
una unica dosis, de 1 mg/kg, la que tuvo el mayor efecto con la aplicacion tépica. A
las 8 h después de la induccion de la inflamacion, el aceite mostré6 un 68.6% de
actividad antiinflamatoria y un 46.7% con la fraccion metandlica, valores mas altos que
a lo observado con la administracion de ibuprofeno (17.63%). En este ensayo, se
considerd que el aceite de semilla de aguacate nativo mexicano obtuvo la mayor
actividad antiinflamatoria. Con el anadlisis de identificacion y cuantificacion de los
compuestos fendlicos, acidos grasos y sus derivados, se sugiere que ambos tipos de
compuestos son los responsables de la actividad antiinflamatoria.

Palabras clave: Aguacate nativo mexicano, carragenina, actividad antiinflamatoria,
edema de pata en rata.

Abstract

The native Mexican avocado oil has several properties, such as the ability of radical
free scavenging, due to the content of bioactive compounds with high potential to show
anti-inflammatory activity. This property was analyzed in the present study, using the
method of carrageenan-induced paw edema in rat, with topical administration of 50 pL
of native Mexican avocado seed oil and the methanol fraction derived from this, at
different doses (0.1, 1 and 10 mg/kg rat). With this assay, we showed that both the
avocado seed oil and methanol fraction at doses of 1 mg/kg, shown the highest anti-
inflammatory effect at 8 h of treatment with 70.85% and 72.21%, respectively. This
activity was similar to that observed with the topical administration of ibuprofen (25
mg/kg), which presented a 78.8% of anti-inflammatory activity. The anti-inflammatory
activity by oral administration was performed with the application of 50 uL of both the
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oil and the methanolic fraction in a single dose, of 1 mg/kg, which shown the greatest
effect with topical application. At 8 h after induction of inflammation, the oil showed
68.6% of anti-inflammatory activity and 46.7% with the methanolic fraction, higher
values than observed with the administration of ibuprofen (17.63%). In this assay,
native Mexican avocado seed oil was considered to have the highest anti-inflammatory
activity. The analysis of identification and quantification of phenolic compounds, fatty
acids and their derivatives, suggested that both types of compounds are responsible
for anti-inflammatory activity.

Keywords: Native Mexican Avocado, Carrageenan, Anti-inflammatory activitiy, paw
edema in rat.

Introduccién

La inflamacion es una respuesta del organismo ante la exposicion a agentes
infecciosos, estimulos antigénicos o lesiones fisicas que involucra a los sistemas
nervioso, vascular e inmunologico. Inicialmente tiene una funcidbn homeostatica de
proteccion o defensa que se caracteriza por rubor, dolor, tumefaccion, edema y falta
de funcion en la zona afectada, no obstante, si el proceso es ineficiente y se hace
cronica, se transforma en un proceso fisiopatolégico que favorece el incremento de
inflamacion y consecuentemente en estrés oxidativo (Pérez et al., 2007)

Diversos antioxidantes de origen natural debido a su naturaleza para regular el
desbalance del estrés oxidante, poseen la capacidad de reducir procesos inflamatorios
con un alto potencial de fungir como una alternativa al uso de los antiinflamatorios
comerciales, ya que algunos de ellos disminuyen el dolor y la inflamacién, mediante la
inhibicion de las ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2) o bloqueando la secrecion de
mediadores proinflamatorios (Dominguez et al., 2012). Con la administracién de
extractos de Té verde (Camellia sinensis) se ha demostrado un efecto antiinflamatorio
por la inhibicion de COX-2 y diversas citocinas inflamatorias); asi mismo, el extracto
de falsa dulcamara (Celastrus aculeatus) y de uia de gato (Uncaria tomentosa) tienen
efecto antiinflamatorio, medido en modelos in vivo (Dominguez et al., 2012; Caballero
et al., 2014; Medina-Remon et al., 2016).

Algunos de los mediadores proinflamatorios como las interleucinas (IL) 1, 2, 6, 17, el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), el factor nuclear potenciador de las cadenas
ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB), prostaglandinas y especies reactivas
de oxigeno y nitrégeno, pueden ser bloqueados o disminuidos por extractos de origen
vegetal, como lo registrado para el aceite de frutos de aguacate Cv. Hass (Persea
americana) debido principalmente al contenido de acidos grasos (acido linoleico, acido
linolénico y acido oleico) y de carotenoides (3-caroteno), con el que se reducen los
niveles de IL-6 y NF-kB (Li et al., 2013).

La artritis reumatoide es una enfermedad autoinmune crénica y progresiva,
caracterizada por la inflamacioén, dolor y destruccion 6sea en las articulaciones
periféricas, la cual es tratada por antiinflamatorios no esteroideos (AINES), farmacos
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modificadores de la enfermedad (FARMES), agentes bioldgicos entre otras mas
(Dominguez et al., 2012), donde los tratamientos se centran en la reduccion de los
sintomas producidos por la enfermedad y la disminucion de citocinas proinflamatorias.
La utilizacién de extractos de plantas ha demostrado que se reduce el dafio producido
por las especies reactivas aunado a la reduccion de mediadores inflamatorios y
reduccion del dolor en algunos casos (Deliorman et al., 2007; Guo et al., 2008).

Recientemente, se ha evaluado la actividad antioxidante del aceite de aguacate, el
contenido de compuestos fendlicos y los principales fitoquimicos antioxidantes
presentes tanto en la pulpa, cascara y semilla de diferentes variedades comerciales
(Wang et al., 2010; Restrepo et al., 2012).

El aceite de los frutos del aguacate nativo mexicano (Persea americana Mill. var.
drymifolia) ha sido utilizado en la medicina tradicional de México (Gioanetto y Blas,
2000; Bello-Gonzalez, 2006), pero son pocos los estudios encaminados a la
determinacién de algunas de sus propiedades medicinales. Aunque en nuestro grupo
de trabajo se ha descrito que extractos lipidicos de la semilla de esta variedad de
aguacate modulan la respuesta inflamatoria in vitro, disminuyendo la expresién de las
citocinas IL-6, IL-8, IL-10 e IL-1 (Baez-Magana, 2014; Lara-Marquez et al., 2018), no
se han realizado estudios con el aceite obtenido de la semilla de esta variedad,
dirigidos a determinar la actividad antioxidante y su relacién con las propiedades
antiinflamatorias in vivo.

Por lo anterior y debido a los resultados de la actividad antioxidante del aceite de
aguacate nativo mexicano y a la fraccion metandlica derivada de éste (Capitulo 1), en
la presente investigacion se determind el efecto antiinflamatorio con el modelo de
edema de pata en rata inducido por carragenina, mediante la administracion topica.

Materiales y métodos
Material biol6gico

Semillas de aguacate nativo mexicano. Los frutos fueron colectados en los meses
de mayo a agosto de 2018, en plantas cultivadas en huertos de la region de
Tingambato, Michoacan, México (19°30'6" Norte, 101°51'14" Oeste). Las semillas
fueron separadas de los frutos y almacenadas en congelacion (-20°C) hasta su uso.

Animales. Se utilizaron ratas Macho Wistar (Rattus norvegicus) de 3 meses de edad
de 400 g. Estas fueron reproducidas y mantenidas bajo condiciones de ciclos de luz
de 12 h, en el bioterio del Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas de la
UMSNH, segun las recomendaciones técnicas de la Norma Oficial Mexicana NOM-
062-Z00-1999 (Especificaciones técnicas para la produccion cuidado y uso de los
animales de laboratorio).
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Obtencidn del aceite y las fracciones

Aceite de semillas. El aceite se obtuvo por el método Soxhlet, utilizando 100 g de
semilla pulverizada en nitrégeno liquido, por cada reflujo de hexano se usaron 1000
mL durante 6 h. En total se utilizé 1 kg de semilla pulverizada para la obtencion del
aceite.

Fraccionamiento. El aceite de aguacate nativo mexicano fue fraccionado por
extraccion liquido-liquido en la siguiente secuencia: Fraccion 1 Metandlica y Fraccion
2 Cloroférmica. Se utilizé un embudo de separacion para la recuperacion de cada una
de las fracciones por separacion de fases, éstas fueron evaporadas a sequedad y
resuspendidas a una concentracion de 100 mg/mL.

Método para la determinacion de la actividad antinflamatoria

La inflamacién se determind por el método de edema de pata en rata inducido por
carragenina (Winter et al., 1962). Primeramente, se establecieron las condiciones de
induccién del edema, administrando dos volumenes, 25 y 50 uL de carragenina al 1%
en una disoluciéon NaCl al 0.9%), encontrando una mayor respuesta con el volumen de
50 uL. El edema fue inducido mediante la inyeccion subcutanea en el tejido plantar de
la pata trasera derecha de ratas macho Wistar (n=5), determinando el volumen de la
inflamacion en mm, realizando mediciones con un micrometro cada hora.

Debido a que a las 4 h de la induccién del edema se observé el maximo del volumen
de la inflamacién, a partir de este tiempo, cada hora se determiné la inflamacion por
8h.

Administraciéon del aceite de aguacate y de la fraccién metandlica. Los ensayos
fueron realizados con la administracion de 50 uL del aceite y la fraccién metandlica, en
tres dosis (0.1, 1 y 10 mg/kg de rata). El aceite fue disuelto en aceite mineral y la
fraccion metandlica en dimetilsulféxido (DMSO 5%).

Como controles, se usaron los siguientes tratamientos: Control de inflamaciéon sin
tratamiento (ST), Control de inflamacion tratado con 25 mg/kg de Ibuprofeno (lbu),
Control de inflamacién tratado con aceite mineral (AM) y Control de inflamacion tratado
con dimetilsulfoxido (DMSO 5%).

El porcentaje de la actividad antiinflamatoria de cada uno de los tratamientos, se
obtuvo con la siguiente féormula:

.. " . mmde la extremidad a evaluar—-mm de la extremidad sininflamar
Actividad antiinflamatoria (%)= (1 - ! )

x100

mm que aumenta la extremidad durante la inflamacién maxima

Cuantificacion e identificacion de compuestos fenolicos mayoritarios. El analisis
se realizd 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
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separacion 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, integracion de picos y calibracion, se analizaron con el software
Dionix Chromeleon (Version 6.80 RS 10).

Las condiciones del analisis de muestras, consistié en una fase maévil 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 inyeccion de 10 ul. La deteccién se
realizé con ultravioleta (UV) a una longitud de onda (A) especifica 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 deteccion (identificacion) y
cuantificacion de acido cafeico, acido cumarico, acido galico, acido elagico, acido
vainillico, catequina, epicatequina, quercetina y rutina (Sigma-Aldrich, México).

Cada compuesto fue preparado en una concentracién de 10 uyg/mL y se mezclaron
para tener una solucion estandar, que después de preparada fue mantenida en
oscuridad a 5 °C, utilizada como estandar para corroborar la identidad de cada
compuesto. La cuantificacidn se obtuvo por comparacion de los picos obtenidos de
cada compuesto estandar, utilizando el tiempo de retencion y mediante curvas de
calibracion, establecidas con las areas de cada pico respectivas a cada concentracion.
Los datos se representan como la media = la desviacion estandar de analisis
independiente por triplicado.

Cuantificacion e identificacion de acidos grasos y derivados del aceite y fraccion
metandlica de semilla de aguacate. Tanto el aceite como la fraccién metandlica de
éste, obtenido de semillas de aguacate nativo mexicano, fueron sometidos a un
proceso de derivatizacion, previo al analisis por cromatografia de gases acoplada a
espectrofotometria de masas (CG-EM). Ambos fueron llevados a sequedad con
nitrdgeno gaseoso, se les adicioné 100 uL de diclorometano (J.T. Baker) y 1 mL de
NaOH 0.5 N en metanol. La mezcla se calenté a 90°C durante 10 minutos y se enfrio
hasta 30°C para posteriormente adicionar 1 mL de trifluoruro de boro (BF3) en metanol
para catalizar la reaccion y calentar nuevamente a 90°C por 10 minutos. Después, se
bajé la temperatura hasta alcanzar los 30°C y se le adicioné 1 mL de hexano, la mezcla
se agitd en un vortex por 30 seg y se dejo reposar para permitir la separacion de las
dos fases, recuperando la fase superior correspondiente a la fase organica,
colocandola en un tubo de ensayo, limpio y seco. A la fase acuosa (fase inferior)
nuevamente se le adicioné 1 mL de hexano y se repitié el paso anterior para obtener
de nuevo la fase organica, la cual se mezclé con la obtenida previamente. A ésta se le
agrego 1 mL de agua destilada y se agité vigorosamente, recuperando de nuevo solo
la fase organica, la que se paso por una columna para cromatografia (Poly-prep,
Chromatography columns, Bio-Rad) empacada con NaSOg, el filtrado se recolecté y
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se llevo a sequedad con nitrégeno gaseoso (grado HPLC) para ser analizado por CG-
EM.

La identificacion de los compuestos se realizé en un cromatografo de gases (Agilent
6850 series Il; Agilent, Foster City, Ca. U.S.A.) con detector de masas 5973 (Agilent
Technologies), con la columna HP-5MS (30 m de longitud, 250 ym de diametro interno
y con 0.25 ym de film. El gas acarreador fue helio ultra puro en flujo constante de 1
mL/min, usando un volumen de inyeccion de la muestra fue 1 pL, tipo Split a una
temperatura del inyector de 270°C, la temperatura del detector fue de 300°C. Las
condiciones de operacion del horno fueron las siguientes: la temperatura inicial fue de
150°C por 3 min, con un incremento gradual de 5°C por minuto hasta 278°C mantenida
por 12 minutos (tiempo total de 40.6 minutos) y una post-corrida a 300°C por 3 minutos.
La identificacién de los compuestos se llevo a cabo por comparacién de su espectro
de masas y el tiempo de retencion, de acuerdo a la base de datos espectrales
NIST/EPA/NIH, “Chem Station” Agilent Technologies Rev. D.04.00 2002), la
cuantificacion se realizd con el area bajo la curva de cada uno de los picos
correspondientes a los compuestos (Velazquez-Becerra et al., 2013).

Andlisis 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

Para determinar la actividad antiinflamatoria con el ensayo de edema en pata de rata
inducido con carragenina, se administraron tanto el aceite de las semillas de aguacate
nativo mexicano (P. americana var. drymifolia) como la fraccién metandlica obtenida
de éste, fueron administrados de manera tépica y oral, con un tratamiento de 28 dias.
Con este ensayo, se demostro la actividad antiinflamatoria, la que dependié de cada
una de las dosis. Asi mismo, se realizd la identificacién y cuantificaciéon de los
compuestos mayoritarios tanto del aceite como de la fraccion metandlica, con el fin de
establecer los posibles metabolitos responsables de dicha actividad.

Actividad antiinflamatoria con administracion topica

Los resultados indican un efecto antiinflamatorio dependiente de las dosis del aceite y
del tiempo de induccién del edema, ya que en las tres dosis se observé una mayor
actividad que los controles de inflamacion sin tratamiento (ST) y con aceite mineral
(AM). Desde las 4 h, el maximo del volumen del edema inducido por carragenina, con
la aplicacién de 0.1 mg/kg de aceite se observé una disminucion del edema con 15.
88% de actividad antiinflamatoria, aumentando cada hora, alcanzando la maxima
actividad a las 7 h con 52.14%, con un ligero aumento a las 8 h (57.94%), aunque sin
diferencia significativa entre ellos. Estos valores fueron mayores que el presentado con
la aplicacion del ibuprofeno (39.61%) (Figura 6a).
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Figura 6.
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significativas (p<0.05, n=5, prueba de Tukey).

Letras distintas muestran diferencias
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De manera similar, se observé un efecto antiinflamatorio con la dosis de 1 mg/kg del
aceite, aunque a las 8 h se presentd la mayor actividad antiinflamatoria, alcanzando
un 70.85%, 1.8 veces mas que el ejercido por el ibuprofeno (Figura 6b). Sin embargo,
con la dosis mas alta probada (10 mg/kg), se mostré un menor efecto antiinflamatorio,
encontrando un maximo porcentaje de actividad a las 8 h con 25.77%, una menor
actividad que la producida por el ibuprofeno (Figura 6c¢).

La actividad antiinflamatoria de la fraccion metandlica obtenida del aceite de semilla
de aguacate nativo mexicano, fue similar al observado con la aplicacién del aceite, con
un 49.53% a las 8 h en la dosis de 0.1 mg/kg (Figura 7a). Con la dosis de 1 mg/kg se
tuvo un 72.21% (Figura 7b), 1.82 veces mas que el efecto del ibuprofeno y un valor
igual al presentado por el aceite (70.85%).

Es notable un mayor efecto de esta dosis de la fraccion en comparacion con la del
aceite, ya que, desde las 6 h, la actividad antiinflamatoria fue mayor al 50% (59.78%).
Incluso, con la dosis de 10 mg/kg de la fraccion, el efecto antiinflamatorio fue similar al
de ibuprofeno a las 8 h, ya que alcanz6 un porcentaje de actividad similar (36.65%),
sin diferencias significativas entre éstos (Figura 7c).

Los resultados de la actividad antiinflamatoria con la administracién topica del aceite y
de la fraccién metandlica, obtenidos en la presente investigacion, demuestran una alta
actividad, principalmente en la dosis de 1 mg/kg, ya que esta dosis es menor que la
reportada para la indometacina a 10 mg/kg a las 6 h (Deliorman et al., 2007) y al
ketoprofeno a 10 mg/kg también a las 6 h (Villalobos-Osorio, 2017), pero igual a la
que ejerce la dexametasona (1 mg/kg a las 6 h) (Villalobos-Osorio, 2017).

Actividad antiinflamatoria con administracién oral

Con la determinacion del efecto antiinflamatorio con administracion oral del aceite de
las semillas de aguacate nativo mexicano (P. americana var. drymifolia) y la fraccién
metandlica obtenida de éste, aplicados solo en la concentracion de mayor efecto
obtenido durante la administraciéon tépica (1 mg/kg). Con el aceite, se observd un
porcentaje de actividad antiinflamatoria alta desde las 4 h (79.55%), el cual se mantuvo
sin cambios estadisticamente significativos al obtenido a las 8 h, tiempo en el que se
obtuvo un 68.6% (Figura 8a). Este valor es mucho mas alto que el ejercido por el
ibuprofeno a la dosis de 25 mg/kg, con el que solo se observé un 17.63%, ligeramente
mayor al que mostraron las ratas no tratadas (ST) con 9.7% y al de las tratadas con el
aceite mineral (AM), el vehiculo del aceite de semilla (6.7%) (Figura 8a).

La actividad antiinflamatoria determinada en ratas tratadas con la fraccion metandlica
fue similar a la observada con el aceite, alcanzando un valor maximo de porcentaje de
la actividad (66.17%) a las 7 h de la induccion de la inflamacion, sin diferencias
significativas al producido a las 4 h (60.1%). Sin embargo, a las 8 h, la fraccion
metandlica en la dosis de 1 mg/kg disminuyé el efecto, mostrando un 46.7% de
actividad antiinflamatoria (Figura 8b).
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Porcentaje de actividad antiinflamatoria de la fraccion metandlica del
aceite de semilla de aguacate nativo mexicano (Persea americana var.
drymifolia) administrado de manera tépica en tres dosis: 0.1 (a), 1 (b) y 10

(c) mgl/kg.

Control de inflamacion sin tratamiento (ST),

control de

inflamacion tratado con 25 mg/kg de Ibuprofeno (lbu) y control de
inflamacion tratado con dimetilsulféxido (DMSO 5%). Letras distintas

muestran diferencias significativas (p<0.05, n=5, prueba de Tukey).
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(p<0.05, n=5, prueba de Tukey).
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De igual manera que en el ensayo con la administracion del aceite, el ibuprofeno y el
DMSO 5% no producen un efecto antiinflamatorio. El ibuprofeno no mostré un efecto
protector, lo cual concuerda con el periodo de eliminacion de éste, que resulta ser de
8 a 15 h después de la administracion (Sharma et al., 2003). Aunque con estos
resultados, se demuestra que tanto el aceite de semilla de aguacate nativo mexicano
(P. americana var. drymifolia) y la fraccion metandlica tienen un alto efecto
antiinflamatorio, ya que la actividad estuvo en un rango de 66.17 a 79.55%, el valor
observado con el aceite, es considerado como el de mayor efecto.

Extractos hexanicos de Pterodon emarginatus (Leguminosae/Papilonaceae) en una
dosis de 500 mg/kg de rata, han mostrado hasta un 45% de actividad antiinflamatoria
a 6 horas (Carvalho et al., 1999), un porcentaje menor a lo obtenido por el aceite de
aguacate, al mismo tiempo. La dosis utilizada para aceite de aguacate muestra tener
una actividad antiinflamatoria similar a lo reportado para indometacina a 10mg/kg con
82% de actividad antinflamatoria (Chio et al., 2004), mientras que la fraccion
metandlica del aceite de aguacate muestra tener comportamiento similar a lo reportado
en extractos metandlicos de frutos de Foeniculum vulgare a 200 mg/kg de rata, con un
45% de actividad antiinflamatoria (Chio et al., 2004).

Principales compuestos fendlicos del aceite de semilla de aguacate nativo
mexicano y de la fraccion metandlica

Con el analisis realizado por HPLC para la identificacién y cuantificaciéon de los
compuestos fenodlicos mayoritarios tanto del aceite de semilla de aguacate nativo
mexicano como de la fraccion metandlica de éste, se obtuvieron los cromatogramas
correspondientes de una corrida por 30 min, los que fueron comparados con el
cromatograma de una solucion mezcla de estandares de compuestos fendlicos,
presentando una éptima separacion y resolucion, consiguiendo un tiempo de retencion
(Tr) constante para cada compuesto (Cuadro 3, Figura 9).

Cuadro 3. Compuestos fendlicos de la solucion de mezcla de estandares, analizados
por HPLC (10 pg/mL).

No. de Pico Tiempo de | Miliunidades
Compuesto Retencion de

(min) Absorbancia
(mAU)
1 Acido galico 5.64 27500
2 Catequina 12.27 5250
3 Acido vainillico 15 30250
4 Acido cafeico 15.5 28600
5 Epicatequina 16.5 7250
6 Acido p-cumérico 20 22500
7 Rutina 23 14200
8 Acido elagico 24.8 11200
9 Quercetina 26 24750
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Figura 9.

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

En el aceite de semilla de aguacate nativo mexicano se observo un contenido bajo de
los acidos fendlicos como el acido galico, el acido vainillico, el acido cafeico y el acido
p-cumarico, asi como el acido elagico. Sin embargo, el contenido de flavonoides como
catequina, epicatequina, rutina y quercetina fue mas alto, considerando como
compuestos mayoritarios a la catequina y a la epicatequina, con 34.2 y 21.2 ug/mL,
respectivamente (Cuadro 4).

Cuadro 4. Contenido de compuestos fendlicos identificados y cuantificados por HPLC

del aceite de semilla de aguacate nativo mexicano (P. americana var.

drymifolia) y de fraccién metandlica.

No. Tiempo de Aceite Fraccion
Compuesto Retencion metandlica
(min) ug/mL
1 Acido galico 5.64 1.21 2.71
2 Catequina 12.27 34.2 70.7
3 Acido vainillico 15 0.69 1.11
4 Acido cafeico 15.5 1.1 2.3
5 Epicatequina 16.5 21.12 37.7
6 Acido p-cumarico 20 0.74 1.76
7 Rutina 23 17.71 51.2
8 Acido elagico 24.8 0.27 3.12
9 Quercetina 26 15.8 63.7
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El contenido de la fraccién metandlica fue similar al aceite, aunque con un contenido
mayor tanto de acidos fendlicos, acido elagico y flavonoides, presentando un contenido
mayor también de catequina, ademas de quercetina, rutina y epicatequina. EI mayor
contenido fue para la catequina con 70.7 ug/mL, quercetina con 63.7 pg/mL y rutina
con 51.2 pg/mL) (Cuadro 4).

Diversos compuestos fendlicos han sido reportados en diversas variedades de
aguacate, como lo reportados por Kosinska (2012), que sefala que las semillas de
aguacate en dos variedades (Hass y Shepard) poseen derivados de acido cafeico,
derivados de acido p-cumarico, procianidinas y catequina/epicatequina. La quercetina
inhibe la liberacion de oleato de acido miristico en fosfolipido marcados con fosfolipasa
A2 extracelular (en liquido sinovial y plasma). La rutina fue demostrada con capacidad
antiinflamatoria probada con adyuvante en modelos artriticos en ratas teniendo mayor
capacidad en fase cronica (Guardia et al., 2001).

Catequina y epicatequina inhiben la activacion inducida por TNF-o, NF-kB y, por lo
tanto, la liberacion de proteinas proinflamatorias y mediadores como IL-8 y activacion
de uroquinasa (Kurbitz et al, 2011). Los flavonoides intervienen en respuestas
inmunoldgicas no especificas (reacciones inflamatorias agudas) al suprimir la
fagocitosis de los macréfagos, la liberacion de especies reactivas por los neutrofilos y
la activacién de los mastocitos. La actividad antioxidante o de eliminacion de radicales
libres de los flavonoides se ha relacionado con el nimero y la posicion de los grupos
hidroxilo libres, que podrian actuar por su capacidad de donacion de hidrégeno
(Guardia et al., 2001).

Acidos grasos y derivados del aceite de semilla de aguacate nativo mexicano y
de la fraccion metandlica

En el aceite y en la fraccion metandlica de semilla de aguacate nativo mexicano (P.
americana var. drymifolia), se identificaron diversos compuestos por CG-EM que se
agruparon en derivados de acidos grasos (acetogeninas alifaticas) y acidos grasos de
cadena larga, los que fueron cuantificados como porcentajes. Entre las acetogeninas
alifaticas, las mayoritarias fueron los acidos grasos polihidroxilados con un 16.42% vy
el acido 9,12-Octadecadienoico con un 16.09% (Cuadro 5). Los mayores porcentajes
fueron obtenidos en el aceite, con hasta un 50% menos compuestos en la fraccion
metandlica. En la figura 10 se muestra un cromatograma representativo del perfil de
los acidos grasos y derivados, presentes en el aceite de la semilla de aguacate
mexicano.

En la fraccion metandlica se identificaron diversos compuestos, la mayoria de estos
son acidos grasos de cadena larga donde el predominante de éstos es el acido 9,12-
Octadecadienoico y el acido 9-octadecenoico con15.31% y 12.65% respectivamente y
diversos derivados de acidos grasos pertenecientes a acetogeninas alifaticas como
acidos grasos polihidroxilados con 16.14%.
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Cuadro 5. Contenido de acidos grasos y derivados identificados y cuantificados por
CG-EM del aceite de semilla de aguacate nativo mexicano (P. americana
var. drymifolia).

Tiempo de retencién Contenido
Grupo Compuesto (min) (%)
Avocatinas 8.60 9.7332
10.65
12.15
Derivados de acidos grasos Acidos grasos polihidroxilados 11'52 16.4263
14.
(Acetogeninas aliféticas) 14.98
15.58
Persina 18.04 3.9503
Persenona A 19.40 2.1559
Pahuatinas 20.13 51518
22.11
Acido tridecanoico 9.21 1.1841
Acido 9-Hexadecenoico 12.76 1.9349
Acido Hexadecanoico 13.19 7.8251
Acido 9,12-Octadecadienoico 16.46 16.0902
) Acido 9-Octadecenoico 16.58 12075
Acidos grasos de cadena larga Acido 10-Octadecenoico 16.86 1.6159
Acido Octadecanoico 17.06 11122
Acido 11-Eicosenoico 20.53 0.7662
Acido Eicosanoico 20.70 03126
Acido 13-Docosenoico 23.94 0.6435
Acido Docosanoico 24.09 0.4518
Acido 15-Tetracosenoico 27.12 1.3446

Diversos acidos grasos han sido identificados en distintos cultivares de aguacate,
donde la cantidad y tipo depende de la variedad. Se ha sido identificado que el acido
hexadecanoico (acido palmitico) es uno de los principales acidos grasos saturados
encontrados, el acido octadecanoico (acido estearico) es el acido graso mono
insaturado mayoritario reportado y el acido octadedoenoico (acido linoleico) como
acido graso mayoritario poliinsaturado encontrados en la semilla del cultivar Fortuna,
Collinson y Barker (Galvao et al., 2014).

Se ha demostrado que diversos acidos grasos poliinsaturados como el acido linoleico
pueden actuar como agente antioxidante y prevenir el dafio al ADN (Beeharry et al.,
2003), El acido estearico ha demostrado tener un efecto reductor de colesterol en
sangre, lo cual podria indicar una disminucién de estrés oxidativo por altos niveles de
grasas en sangre (Bonanome et al., 1988), de igual manera se ha demostrado en
modelos in vitro de DPPH que diversos compuestos polihidroxilados presentan
propiedades antioxidantes (Ley et al., 2001; Zhou et al., 2011; Ziaullah et al., 2013).

56



Abundancia
16.46

5000000 - 16.58

4000000 -
13.19

3000000 — 14.70

2000000 10.65 14,98 |

11.26 12.15 1 I

22,11

| 18.04 19.40 '
| 27.12

| I
l 12.76 15 55 23.04

1000000 |- |
8.60 921 ’| | . H | | 17.06 | | 208
I

[ 558 24.00
| | l' |II

L | 013 2070 ,
Y| ! VO P ""w“‘ '| 'LJ W Ak '-"\,N\w_,., |\.ﬁmu_,«___“—m—

Tiempo—-928 11.09 12.90 14.71 1652 18.33 2(}14 2195 23.76 2%57 2738

"

Figura 10. Cromatograma del aceite de semilla de aguacate nativo mexicano (P.
americana var. drymifolia), obtenido por cromatografia de gases.

Los porcentajes de actividad antiinflamatoria obtenidas con el aceite de semilla de
aguacate nativo mexicano, sugieren que se debe al alto contenido de acidos grasos
de cadena corta, los carotenoides y compuestos fendlicos, lo que concuerda por lo
reportado por Lin et al. (2017) y Rosenblat et al. (2011). Los extractos apolares o
aceites de diversos frutos como de Rosa canina (Deliorman et al., 2007), Ficus maitin
(Villalobos-Osorio, 2017) y de aguacate, han demostrado tener actividad
antiinflamatoria, por el contenido de compuestos bioactivos como carotenoides, acidos
grasos de cadena larga, los que ademas tienen capacidad antioxidante (Soong vy
Barrow, 2004; Wang et al., 2010; Rosenblat et al., 2011; Restrepo et al., 2012).

La actividad antiinflamatoria del aceite de semilla de aguacate nativo mexicano,
sugiere que previene la respuesta inflamatoria, posiblemente debido al alto contenido
de derivados de acidos grasos, los carotenoides y compuestos fendlicos (Lin et al.,
2017; Rosenblat et al., 2011). En base a estos resultados, se propone el desarrollo de
mas estudios tanto con el aceite de aguacate nativo mexicano como con la fraccion
metandlica, que confirmen su actividad antiinflamatoria y su relaciéon con un efecto
antiartritico con ensayos in vivo, asi como identificar los posibles compuestos
responsables de estas propiedades.

Conclusién

El aceite de semilla de aguacate nativo mexicano y la fraccion metandlica derivada de
éste a una dosis de 1 mg/kg, mostraron la mayor actividad antiinflamatoria (70.85% y
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72.21%, respectivamente) con la administracién topica, que concuerda con la actividad
antioxidante anteriormente determinada.

Con la administraciéon oral, el aceite de semilla de aguacate nativo mexicano en la
dosis de 1 mg/kg, a las 8 h después de la induccién de la inflamacion, se observo la
mayor actividad antiinflamatoria (66.8 %), que fue similar a la mostrada por la fraccion
metandlica (66.17%) pero a las 7 h después de la induccion de la inflamacion.

Con el analisis de identificacion y cuantificacién de los compuestos fendlicos, acidos
grasos y sus derivados, se sugiere que ambos tipos de compuestos son los
responsables de la actividad antiinflamatoria.
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7.3. CAPITULO Ill. Efecto antiinflamatorio y antiartritico del aceite y la fraccion
metandlica de la semilla de aguacate nativo mexicano
(Persea americana var. drymifolia) en ratas artriticas.

Resumen

El aceite y la fraccidn metandlica de semilla de aguacate nativo mexicano (Persea
americana var. drymifolia) presentaron un efecto antiinflamatorio y antiartritico,
demostrado en el modelo de ratas macho Wistar con induccion de artritis por
adyuvante incompleto de Freund y por colageno Il. El aceite y la fraccion metandlica
fueron administrados via oral por 28 dias en una dosis de 1mg/kg, determinando su
efecto sobre la inflamacion en pata (mm) y los sintomas caracteristicos mediante un
indice artritico cualitativo (0-4). En la experimentacion se evaluaron grupos de ratas
(n=3) control no artriticas sin tratamiento (NO-AR), artriticas sin tratamiento (AR),
artriticas tratadas con dexametasona (DEX-AR, 0.01 mg/kg) y dexketoprofeno (DKE-
AR, 0.1 mg/kg). El efecto antiartritico y antinflamatorio se observé a partir de los 10
dias del tratamiento determinantes en la disminucion del edema en la pata, con valores
de 5.89mm £ 0.01 y 6.87mm £ 0.23 respectivamente, en comparacion de la alta
inflamacion del grupo AR con 84mm = 2.26; el aceite y la fraccion metandlica
mantuvieron un indice artritico de entre 1y 2 a lo largo del tratamiento, registrando el
aceite un indice menor, disminuyendo los sintomas artriticos tipicos de la enfermedad
en comparacion con el grupo AR, que mostrd una puntuacion de 4. En las ratas
artriticas tratadas con el aceite y la fraccion metandlica, se mantuvieron los niveles
aceptables de glucosa, urea, acido urico, creatinina, colesterol, triglicéridos,
disminuyendo el factor reumatoide y la proteina C reactiva, lo que sugiere un control
de la enfermedad previniendo posible dafio a higado y rifidn. Sin embargo, en ratas
artriticas no tratadas, la inflamacioén y desarrollo de la enfermedad se relacionaron con
los niveles altos de acido urico, creatinina y colesterol total. El efecto antiinflamatorio
y antiartritico del aceite de la semilla de aguacate nativo mexicano, puede atribuirse
al contenido de los acidos grasos de cadena larga como acido palmitico, oleico,
linoleico, acidos grasos polihidroxilados, persina y acido behénico, asi como algunos
compuestos de naturaleza fendlica.

Palabras clave: Biomarcadores, Proteina C, Factor Reumatoide, Acidos grasos de
cadena larga.

Abstract

The oil and methanolic fraction of native Mexican avocado seed (Persea americana
var. drymifolia) shown an anti-inflammatory and antiarthritic effects, demonstrated in
arthritic Wistar male rat induced by type Il collagen and incomplete Freund's adjuvant.
Oil and methanolic fraction were administered orally for 28 days at a dose of 1 mg/kg,
determining their effect on leg inflammation (mm) and characteristic symptoms using a
qualitative arthritic index (0-4). In addition, rat groups of untreated non-arthritic control
(NO-AR), untreated arthritic (AR), arthritic rats treated with dexametasone (DEX-AR,
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0.01 mg/kg) and dexketoprofen (DKE-AR, 0.1 mg/kg) were evaluated. The antiarthritic
and anti-inflammatory effects were observed at 10 days of treatment due that decrease
of edema in the leg, with values of 5.89mm % 0.01 and 6.87mm + 0.23 respectively,
compared to the high inflammation of the AR group with 8.4mm + 2.26; oil and the
methanolic fraction maintained an arthritic index of between 1 and 2 throughout the
treatment, recording the oil a lower index, decreasing the typical arthritic symptoms of
the disease compared to the AR group, which showed a score of 4. In arthritic rats
treated with oil and the methanolic fraction the levels of glucose, urea, uric acid,
creatinine, total cholesterol and triglycerides were maintained; interestingly, decreased
the rheumatoid factor and C-reactive protein, suggesting a control of prevent possible
liver and kidney damage. However, in untreated arthritic rats, inflammation and disease
development were related to high levels of uric acid, creatinine and total cholesterol.
The anti-inflammatory and antiarthritic effects of native Mexican avocado seed oil can
be attributed to the high content of long-chain fatty acids such as palmitic acid, oleic,
linoleic, polyhydroxylated fatty acids, persine and behenic acid as well as such as some
phenolic compounds.

Keywords: Biomarkers, Protein C, Rheumatoid Factor, Long chain fatty acids.
Introduccién

La artritis reumatoide es una enfermedad autoinmune sistémica cronica de origen
desconocido (Prada et al., 2015), la cual es poliarticular progresiva y destructiva,
asociada con dolor e inflamacion, disminuyendo la calidad de vida y aumentando la
mortandad, su prevalencia dentro del hemisferio occidental es del 1% al 5% del total
y sus manifestaciones clinicas aparecen entre la tercera y quinta década de edad, con
una predileccion hacia mujeres que hombre de 3 a 1 (Diaz-Rojas et al, 2016). El origen
destructivo de las lesiones producidas por la inflamacion son resultado de la respuesta
inmune y no-antigeno especifico del proceso de inflamacion. Esta respuesta
inflamatoria se caracteriza por el aumento de diversas moléculas como las
interleucinas proinflamatorias (IL-1, IL6, IL-15, IL-17, TNF-a), diversas moléculas
derivadas del ciclo del acido araquidonico (PG2, COX1, COX2, entre otras) y un
aumento consistente en especies reactivas propias de procesos inflamatorios (Barros
de Oliveira et al, 2011; Huang et al., 2011; Hussein et al., 2013; Cuzzocrea et al.,
2019).

Estas especies reactivas son moléculas o fragmentos moleculares, con electrones no
apareados en el orbital externo que tienden a iniciar reacciones en cadena que
resultan en la alteracion quimica irreversible de lipidos, proteinas, acidos nucleicos y
carbohidratos. Estas son parte de diversos procesos bioldgicos y se producen dentro
de la célula en situaciones controladas. Bajo condiciones particulares, la produccién
excesiva o la eliminacion limitada de especies reactivas, inducen varios de los
sintomas observados durante el progreso de ciertas enfermedades, principalmente en
aquellas que cursan con estrés oxidante e inflamacion, con implicacién en procesos
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de apoptosis celular, en particular ocurren durante el dafo y la perpetuacion de la
artritis reumatoide (Garcia-Gonzales et al., 2009).

Es por ello, que, en afnos recientes, se realizan investigaciones para elucidar la
influencia de radicales libres en procesos inflamatorios durante el curso de la artritis.
Se han utilizado modelos animales para el estudio de artritis experimental, con el
propésito de fundamentar nuevos tratamientos e identificar posibles nuevos agentes
terapéuticos para la artritis reumatoide, ya que estos modelos animales comparten
algunas caracteristicas con la artritis reumatoide humana. Es importante seleccionar
un modelo animal que tenga una patologia y/o patogénesis similar a la artritis
reumatoide humana, que sea reproducible tanto en mecanismos como en resultados
y que tenga la capacidad de predecir la eficacia de un agente terapéutico dado en
humanos (Hegen et al., 2007). Para esto, se han establecido modelos que cumplen
con lo anterior, como el modelo de artritis en ratas, inducida por adyuvante incompleto
de Freund (AIF) y la artritis inducida por colageno de pollo tipo II(CIA), en los que se
desencadena una respuesta inflamatoria de patologia similar y que han sido utilizado
para probar agentes terapéuticos, algunos de ellos son compuestos de origen vegetal
(Ellis, 1992; Garcia-Gonzales et al., 2009).

Diversos extractos de plantas y compuestos derivados de éstos, han sido estudiados
por su efecto antiinflamatorio, observando que tienen un efecto sobre la reduccién del
dafo patoldgico producido por la artritis reumatoide. El licopeno, extraido de frutos de
jitomate, administrado en una dosis de 40 mg/dia por 2 semanas, o bien el 3-caroteno
(22.3 mg/dia por 4 semanas), el a-caroteno (15.7 mg/dia por 4 semanas) y la luteina
(11.3/dia mg por 8 semanas), han demostrado ejercer un efecto antioxidante y
antinflamatorio, en personas adultas de 20 a 70 anos, utilizando el modelo de linfocitos
de sangre periférica reduciendo el dafo del ADN por peréxido de hidrogeno (Pool-
Zobel et al., 1997). Se ha comprobado el efecto antiinflamatorio del compuesto
esquisandrin, derivado de Schisandra chinensis, administrando 100 mg/kg, utilizando
el modelo de edema de pata inducido por carragenina en ratonas, mostrando una
reduccion del estrés oxidante y la funcién de marcadores inflamatorios como NO, COX-
2, PG2 y NF-kB (Guo et al., 2008). Ademas, los frutos de aguacate (Persea americana)
han sido reportados con actividad antiinflamatoria, debido al contenido de acidos
grasos y carotenoides, con una reduccion de IL-6 y NF-kB, en un modelo de células
mononucleares de sangre periférica (Li et al., 2013).

El aceite de los frutos de aguacate nativo mexicano (Persea americana Mill. var.
drymifolia), ha sido utilizado en la medicina tradicional de México (Gioanetto y Blas,
2000; Bello-Gonzalez, 2006), pero son pocos los estudios encaminados a la
determinacién de algunas de sus propiedades medicinales. Aunque en nuestro grupo
de trabajo se ha descrito que extractos lipidicos de semilla de esta variedad de
aguacate, modulan la respuesta inflamatoria in vitro, disminuyendo la expresion de las
citocinas IL-6, IL-8, IL-10 e IL-18 (Baez-Magana, 2014; Lara-Marquez et al., 2018), no
se han realizado estudios con el aceite obtenido de la semilla de esta variedad,
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dirigidos a determinar la actividad antioxidante y su relacién con las propiedades
antiinflamatorias in vivo y su relacion con el efecto antiartritico.

Por lo anterior y debido a que el aceite y la fraccion metandlica de semilla de aguacate
nativo mexicano, muestran una alta actividad antioxidante y antiinflamatoria (Capitulos
'y Il), en la presente investigacion se determiné el efecto antiartritico en ratas Wistar
macho artriticas, utilizando el modelo experimental de artritis inducida por adyuvante
incompleto de Freund y por colageno Il.

Material biolégico

Semillas de aguacate nativo mexicano. Los frutos fueron colectados en los meses
de mayo a agosto de 2018, en plantas cultivadas en huertos de la region de
Tingambato, Michoacan, México (19°30'6" Norte, 101°51'14" Oeste). Las semillas
fueron separadas de los frutos y almacenadas en congelacion (-20°C) hasta su uso.

Animales. Se utilizaron ratas Macho Wistar (Rattus norvegicus), de 3 meses de edad
de 400 g, mantenidas bajo condiciones de ciclos de luz de 12 h, en el bioterio del
Instituto de Investigaciones Quimico Biolégicas de la UMSNH, segun las
recomendaciones técnicas de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999
(Especificaciones técnicas para la produccion cuidado y uso de los animales de
laboratorio).

Obtencién del aceite y las fracciones

El aceite de semilla se obtuvo por el método Soxhlet, utilizando 100 g de semilla
pulverizada en nitrégeno liquido, por cada reflujo de hexano se usaron 1000 mL
durante 6 h. La fraccibn metandlica se obtuvo por separacion liquido-liquido en
embudo de separacion, utilizando partes iguales de hexano y metanol, y repitiendo el
proceso tres veces.

Establecimiento del método experimental de artritis reumatoide

La artritis reumatoide se establecié en ratas Wistar macho, mediante adyuvante
incompleto de Freund (AIF) e inducida por colageno tipo Il segun Song et al., 2015
(CIA) (Hegen et al., 2007; Garcia-Gonzales et al., 2009; Song, et al., 2015; Nobuo, et
al., 2016).

Colageno. El colageno (C9301 Sigma-Aldrich Collagen from chicken sternal cartilage
Type I, Miller), se disolvié a 2 mg/mL en acido acético 0.05 M con agitacién suave
durante la noche a 4° C, la cual se mantuvo a 4° C hasta su uso.

Preparacion de la emulsion. En un volumen de 2.5 mL de AlIF (F5506 Sigma-Aldrich
Freund’s Adjuvant, Incomplete) mantenido en agitacién, se agregé lentamente un
volumen igual de la solucién de colageno, gota a gota mientras se mezcla a baja
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velocidad (1000-3000 rpm) y se procedié a un agitado vigoroso a alta velocidad
durante 4 h. Se dej6 en reposo durante una noche a 4° C antes de ser utilizado para
la induccion.

Método de induccion. Para cada induccién se administr6 0.1 mL de emulsién/rata
via subcutanea, con la insercion del lado biselado de la aguja hacia arriba y paralelo
a la cola de la rata a 2 cm de la base (Figura 11). A los 7 dias, se administré de la
misma forma, 0.05 mL de la emulsion como refuerzo. La inyeccion de refuerzo fue
administrada en un lugar diferente de la inyeccion inicial, para evitar mayor dafo.

Evaluacion de la inducciéon de artritis. La induccion de la artritis se evalué de
manera cualitativa segun el indice de puntuacion en los parametros establecidos por
el fabricante del AIF y CIA (Cuadro 6). La inflamacion se midié en el tamafio del
diametro (mm) en las extremidades posteriores.

Figura 11.Fotografia donde se muestra la forma de administracion de la emulsién
para la induccién de artritis, en la cola de la rata, a 2 cm de la base.

Cuadro 6. indice de niveles artriticos (Zhang et al., 2014; Song et al., 2015).

indice de Parametros
Puntuacion
0 Sin inflamacion.
1 Enrojecimiento e hinchazon leves pero definidos del tobillo o la

mufeca, o enrojecimiento e hinchazén aparentes limitados a dedos
individuales, independientemente del numero de dedos afectados.

2 Enrojecimiento moderado e hinchazén de tobillo o muieca.

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

4 Miembro con inflamacién maxima con afectacion de multiples

articulaciones.
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Efecto antiartritico del aceite de aguacate y de la fraccion metandlica

Forma de administracion. Los ensayos fueron realizados con la administracién oral
de 50 pL del aceite (Aceite de aguacate-AR) y la fraccion metandlica (Fraccion
metandlica-AR), en una dosis (1 mg/kg de rata) durante 28 dias. El aceite fue disuelto
en aceite mineral y la fraccion metandlica en dimetilsulfoxido (DMSO 5%).

Como tratamientos controles, se usaron los siguientes: Control de artritis sin
tratamiento (AR), control de artritis con administracion de Dexketoprofeno (DKE-AR)
0.1 mg/kg, control de artritis con administracion de Dexometasona (DEX-AR) 0.01
mg/kg y control sin artritis (NO-AR).

Quimica sanguineay 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 rpom/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 Fujifilm e inmunoloégicas como
el factor reumatoide (FR) y proteina C reactiva por aglutinacién en placa. Para el FR
se utilizé el anticuerpo IgG (Fraccion Fc) y para la proteina C, el anticuerpo 1gG de
cabra.

Resultados y discusion
Establecimiento de la artritis

En la presente investigacidon se evaluo la actividad antiartritica en un modelo
experimental de rata, tanto del aceite como de la fraccién metandlica de semillas de
aguacate nativo mexicano (P. americana var. drymifolia) en una dosis oral de 50 uL
por 28 dias, a la concentracion de 1 mg/mL, ya que ésta mostré una alta actividad
antioxidante y antiinflamatoria (Capitulos | y II).

El método de establecimiento de artritis se obtuvo de manera 6ptima, ya que después
de la administracién de la emulsion del AIF y CIA, a los 7 dias se presenté una
respuesta inflamatoria en la parte del tobillo de la rata y un enrojecimiento y pérdida
de la funcion motriz de la pata en etapas mas avanzadas (14 dias), demostrandose la
induccion de la artritis, sobre todo en las extremidades posteriores, con registros de
indice de 2 (Cuadro 7). A este tiempo, se inicié la administracion oral del aceite y
fraccibn metandlica de semilla de aguacate nativo mexicano, asi como de los
tratamientos control, con registros posteriores de los parametros del cuadro 1.

La artritis reumatoide esta asociada con trastornos inflamatorios sistémicos que
involucran multiples articulaciones. Un trastorno autoinmune de generacion
desconocida se caracteriza por la destruccion progresiva de las articulaciones,
deformidad, discapacidad y muerte prematura en la mayoria de los pacientes (Lee et
al., 2009; Chen et al., 2013).
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Cuadro 7. indices de artritis durante el establecimiento y tratamiento con el aceite y la
fraccidon metanolica de semillas de aguacate nativo mexicano.

Tratamiento indice Artritico
Dias

1 10 18 28
NO-AR 0 0 0 0
AR 2 3 4 4
Aceite de aguacate-AR 2 2 2 2
Fraccion metanodlica-AR 2 2 2 3
DKE-AR 2 2 3 4
DEX-AR 2 1 1 2

Los resultados de la presente investigacion, indican un efecto antiinflamatorio
dependiente del tratamiento y del tiempo de administracién del mismo, ya que se
observo que la dosis del aceite de aguacate y de la fraccion metandlica presentaron
una mayor actividad antiinflamatoria que el control de artritis sin tratamiento (AR), ya
que a partir del dia 10, ambos fueron determinantes en la disminucion del edema en
la pata, con valores de 5.89mm £ 0.01 y 6.87mm = 0.23, respectivamente,
relacionados con la alta inflamaciéon que se mantuvo en las ratas control AR, con
8.4mm £ 2.26.

Este efecto se mantuvo a los 18 dias y 28 dias, permaneciendo el efecto
antiinflamatorio ejercidos por el aceite y la fracciéon metandlica de semilla de aguacate
nativo mexicano, ya que el registro de inflamacion final en las ratas control AR, fue de
8mm * 0.40. Se observé que la inflamacién fue mitigada por el DEX-AR con 6.23 mm
+ 0.15 siendo el mejor en la reduccién de los sintomas de Artritis al final del
tratamiento, mientras que DKE-AR 6.23 mm t 2.65 pero dependiendo de la
sensibilidad de la respuesta al tratamiento. En cuanto a los valores del indice artritico,
al tiempo inicial de induccién de la artritis (O dias), éste fue considerado 0, ya que el
diametro de la pata de la extremidad en experimentacion sin inflamacion fue de 6.73
mm + 0.05, valor estandarizado para todas las ratas de los diferentes grupos del
modelo experimental (Figura 12a).

Al dia 1, de aparicion de los sintomas de la artritis reumatoide, en todos los grupos se
registré un indice artritico de 2, ya que se presentd enrojecimiento e inflamacion leve
(7.31 mm % 0.23) (Figura12b) y a partir de este dia, principalmente las ratas control
AR mostraron todos los sintomas de acuerdo a lo reportado por Zhang et al. (2014) y
Song et al. (2015), con un indice artritico de 3 a los 10 dias y de 4 a partir de los 18
dias. A este tiempo, ambas extremidades mostraron afectacion de inflamacion
maxima en todas las articulaciones (Figura 12c).
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Sin embargo, las extremidades de las ratas artriticas tratadas con el aceite de
aguacate nativo mexicano (Figura 12d) y con la fraccién metandlica (Figura 12e), solo
mostraron un indice artritico maximo de 2, prevaleciendo inflamacién solo en la
articulacion principal, pero sin sintomas en las demas. Este mismo efecto fue
observado en las ratas a las que se les administré DEX (Figura 12f).

Figura 12. Fotografias representativas de signos desde el inicio de la induccion de la
artritis reumatoide experimental en ratas Wistar macho, hasta la maxima
inflamacion y sintomas representativos de la enfermedad: a) Pata de rata
sin tratamiento (tiempo 0); b) Pata de rata con un indice artritico 2; c) Pata
de rata del grupo AR con un indice artritico 4, a los 28 dias del tratamiento;
d) Pata de rata del grupo tratado con aceite de semilla de aguacate nativo
mexicano, con un indice artritico de 2, a los 28 dias del tratamiento; e)
Pata de rata del grupo tratado con la fraccion metandlica del aceite de
semilla de aguacate nativo mexicano, con un indice artritico de 2, a los 28
dias del tratamiento; f) Pata de rata con un indice artritico de 2, del grupo
tratado con dexametasona (DEX).

Se sabe que diversos antiinflamatorios esteroideos y no esteroideos han sido
probados para el tratamiento de enfermedades inflamatorias crénico degenerativas,
tal es el caso de la artritis, donde algunos de los mas recomendados son la DEX (Fogel
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et al., 2015) como tratamiento esteroideo y el DKE como no esteroideo (Gaskell et al.,
2017). El aceite de aguacate presentd mejor respuesta antiinflamatoria a lo largo de
todo el tratamiento que en las ratas tratadas con DKE, pero similar a lo presentado en
ratas tratadas con DEX. De manera similar al efecto del aceite, la fraccion metandlica
presentd una mejor respuesta antinflamatoria que el DKE, aunque menor que la
presentada en las ratas artriticas tratadas con DEX.

La artritis reumatoide esta estrechamente relacionada con trastornos inflamatorios
sistémicos que involucran multiples articulaciones, por lo que es de gran importancia
contener y reducir dichos trastornos (Lee et al., 2009; Chen et al., 2013). Es por ello,
que el efecto antiartritico mostrado por los tratamientos con el aceite y fraccion
metandlica del aceite de semilla de aguacate nativo mexicano, es positivo ya que no
se observo un aumento de los signos artriticos, deteniendo el progreso de la artritis
reumatoide, permitiendo la movilidad de las articulaciones dafiadas y reduciendo
considerablemente la inflamacion. Las ratas tratadas con DEX, inhibio6 el progreso de
la inflamacién en las articulaciones y permiti6 la continua movilidad de las
extremidades.

Los antiinflamatorios utilizados para tratar diversas enfermedades que cursan con
inflamacién cronica, suelen presentar efectos secundarios no deseables, por lo cual
su utilizacion se ve reducida a un tiempo corto para esteroideos y con mayor tolerancia
para no esteroideos (Fogel et al., 2015; Gaskell et al., 2017). Es importante mencionar
que el tratamiento con aceite de aguacate nativo o con la fraccion metandlica, no
mostraron efectos secundarios evidentes durante la experimentacion, aunque las
ratas tratadas con DEX, mostraron arritmia cardiaca e insuficiencia respiratoria y
posible dafio renal.

Con el propdsito de determinar los posibles efectos de estos tratamientos en ratas
artriticas, sobre rifdn e higado, asi como sobre el sistema inmune, se determinaron
marcadores bioquimicos en suero, el factor reumatoide (FR) y la proteina C reactiva.

Efecto en marcadores bioquimicos e inmunoldgicos

Se determinaron cambios en marcadores tanto bioquimicos (quimica sanguinea) con
inmunoldgicos (FR y proteina C reactiva), se determinaron en suero de las ratas de
cada uno de los grupos, con el propdsito de relacionar sus niveles con el curso de la
enfermedad y su modulacién por el efecto tanto del aceite de semilla de aguacate
nativo mexicano como de la fraccion metandlica.

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 y
Blanco (2011), que reporta niveles normales de 43-157.2 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 por arriba de los limites de referencia, en las ratas
artriticas sin tratamiento (AR) y en las tratadas con DKE-AR y DEX-AR, a excepcién

69



de los niveles de triacilglicéridos, los que solo se ven aumentados en el grupo de ratas
AR (Cuadro 8).

Cuadro 8. Marcadores bioquimicos e inmunoldgicos en suero de ratas Wistar macho
artriticas, tratadas con el aceite de semilla de aguacate nativo mexicano
y la fraccién metandlica.

MARCADORES EN SUERO
GRUPO
EXPERIMENTAL - . T i
Glucosat Urea! Ac. Urico* Creatinina* Colesterol total* | Triacil-glicéridos?® FR? Progima
NO-AR 68.1 +4.5° 38.33£5.2° 1.16 £ 0.09* 0.62 + 0.05° 61.59 £5.1° 62.63 +7.1° 1.1+£0.22 (1.2+0.11°
AR 98.3 +10.1° 44.56 +3.7° 2,02 £0.11°¢ 1.12 +0.9¢ 132.51 +9.7¢ 103.95 + 10.1¢ 6.6+ 0.5¢ | 5.5+0.5¢
Aceite de
719+5.6° 39.87 £5.2%° 1.6+0.17° 0.69 + 0.09° 76.5 £ 6.9° 59.06 +6.7° 1.6+02°| 21+0.1°
aguacate-AR
Fraccu])r? 72.1+£5.6% 41.63 5.7 1.53 +0.16° 0.68 +0.7° 75.91 +£8.1° 67.41 £7.1° 1.8+0.11%| 2.3+ 0.18°
metandlica-AR
DKE-AR 102.2 +9.9° 40.42 £ 4.7 2.01 £0.99° 0.82 +0.07¢ 127.9 +10.1° 73.86 +8.3% 33+0.2° (2.8+0.14¢
DEX-AR 124.61 £7.2¢ 45.35 £3.1¢ 2.04 +£0.19¢ 1.09 +0.11¢ 128.6 +9.8° 86.78 £6.1° 3.5+0.2° (2.7+0.11¢

Img/dL; 2Ul/mL; 3mg/L; Letras distintas muestran diferencias significativas (p<0.05, n=5, prueba de Tukey).

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.

Lo anterior sugiere que los niveles normales de glucosa mantienen el funcionamiento
correcto del pancreas sin dafos a éste; los niveles altos de acido urico podrian indicar
fallas de funcionamiento renal, ya que éste también puede acumularse en el
articulaciones y tendones, generando inflamacién y dafo en el area, lo cual es
contraproducente en el curso de la AR. El aceite de aguacate y la fraccion metandlica
presentan un potencial como alternativa en el inicio o progreso de la enfermedad, ya
que evitan el aumento de éste y mantienen niveles permisibles, a comparacion de los
grupos tratados con antiinflamatorios.

A niveles altos de acido urico se pueden presentar niveles altos de creatinina, lo cual
puede indicar posible dafio celular, dafio en rifiones debido a la falta de capacidad de
eliminaciéon de éstos, el nivel de creatinina se ve controlado con la administracién del
aceite de aguacate y la fraccion metandlica lo cual podria indicar proteccién ante el
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dafo, de caso contrario los antiinflamatorios utilizados no disminuyeron dichos niveles.
La disminucion de niveles de colesterol y triacilglicéridos puede disminuir los sintomas
generados por la AR ya que se sabe sobre la relacion entre niveles altos de colesterol
y riesgo mayor a largo plazo de desarrollar AR y aumentar los sintomas de ésta en
mujeres, pero no en hombres.

El indice de proteina C sefiala procesos inflamatorios los cuales se ven controlados
tanto con el aceite de aguacate, fraccion metandlica y antiinflamatorios, con una
disminucién menor para los dos primeros, lo cual indica un control mayor de los
procesos inflamatorios generados por al AR (Mendoza et al., 2015; Saavedra et al.,
2015; Turesson et al., 2015). Estos efectos se podrian atribuir a los acidos grasos de
cadena larga como acido palmitico, oleico, linoleico, acidos grasos polihidroxilados,
persina y acido behénico, pertenecientes al aceite de semilla de aguacate nativo
mexicano.

Conclusioén

El aceite de aguacate nativo mexicano (Persea americana var. drymifolia) presenté la
mayor actividad antiinflamatoria y antiartritica administrada de manera oral en modelo
in vivo de rata, de manera similar la fraccion metandlica, que mantuvo niveles
antiinflamatorios y antiartriticos controlados, sin un aumento de inflamacion durante el
tratamiento.

Asi mismo, durante el tratamiento de ratas artriticas, los marcadores bioquimicos en
suero se mantuvieron sin cambios cuando se administré el aceite de semilla de
aguacate nativo mexicano y la fraccidn metandlica, los que se vieron afectados
durante la artritis en ratas no tratadas o a las que se les suministr6 dexametasona y
dexketoprofeno. El factor reumatoide y la proteina C reactiva se vieron aumentados
solo en ratas artriticas sin tratamiento.
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8. DISCUSION GENERAL

En la presente investigacidon se evalud la actividad antioxidante con los métodos
DPPH, ABTS y TAC, y se determiné el contenido total de los compuestos bioactivos
(acidos fendlicos, flavonoides y carotenoides) del aceite de semilla de aguacate nativo
mexicano (P. americana var. drymifolia) y de las fracciones obtenidas (fraccion
metandlica y fraccion cloroférmica). Ademas, se evaluo la actividad antiinflamatoria del
aceite y la fracciéon metandlica, ya que éstas mostraron la mayor actividad antioxidante,
utilizando el ensayo de edema en pata de rata inducido con carragenina, con la
administracion tépica y oral, siguiendo el método de Winter et al. (1968), utilizando
diferentes dosis (0.1, 1 y 10 mg/kg). Para finalmente, analizar el efecto antiartritico del
aceite de aguacate y la fraccion metandlica administrados de forma oral segun Song
et al. (2015), en el modelo de artritis reumatoide inducida con adyuvante incompleto

de Freund y Colageno Il, administrando la dosis con mayor actividad antiinflamatoria
(1 mg/kg).

8.1. Relacion de la actividad antioxidante con el contenido de compuestos
activos

Aunque la fraccion metandlica demostro tener mayor capacidad antioxidante en ABTS
y TAC, con valores mas altos de 80% y obteniendo ICs0 en concentraciones bajas
(0.035 mg/mL y 0.153 mg/mL, respectivamente) (Figuras 4b y 4c), el aceite de semilla
de aguacate mostro la mas alta actividad antioxidante por el método DPPH (Figura
4a). Esto se relaciona con el contenido y tipo de compuestos bioactivos totales
encontrados, indicativo de que, en este ultimo, la actividad se debe mayormente a
compuestos de naturaleza polar o polar intermedia; en cuanto a la fraccién metandlica,
la actividad debe estar relacionada a que ésta contiene tanto compuestos polares, de

polaridad intermedia como no polares (Kuskoski et al., 2005).

Con el fin de comprobar que tipo de compuestos pudieran relacionarse con esta
actividad antioxidante, al determinar el contenido de acidos fendlicos, flavonoides y

carotenoides totales, se encontré una relacion directa entre la actividad antioxidante y
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el contenido de algunos de estos compuestos bioactivos. En la fraccion metandlica fue
mas clara esta relacion, ya que se obtuvieron los mayores valores para acidos
fendlicos, flavonoides y carotenoides totales (0.17 pmoles EAG/mg p.f., 5.49 ymoles

EQ/mg p.f. y 2.35 mg EL/Kg p.f., respectivamente) (Figura 5).

En algunas investigaciones, se ha reportado que al igual que lo observado en el aceite
de semilla de aguacate nativo mexicano, extractos hexanicos o aceites de diferentes
plantas, muestran también una alta actividad atrapadora del radical DPPH, como los
de semillas de Erythrina americana y de aceituna, siendo incluso mayor que la de
extractos metandlicos (Asik y Ozkan, 2011; Ibarra-Estrada et al., 2011). Es importante
describir, que los aceites de diversos frutos o plantas en general, presentan alta
actividad antioxidante no solo debido al contenido de compuestos lipofilicos como
vitaminas y acidos grasos, ya que ademas contienen compuestos de polaridad
intermedia de naturaleza fendlica o terpénica, que son responsables de mostrar alta

actividad antioxidante cuando se analiza por el método DPPH (Alidadi et al. 2017).

El porcentaje de la actividad antioxidante encontrada en la fraccion metandlica
(99.7%), indica que los compuestos polares separados del aceite tienen una alta
capacidad de atrapar radicales. Lo anterior ha sido confirmado con estudios realizados
con este tipo de fracciones de diversos extractos de plantas, sobre todo, de aquellos
que contienen compuestos de naturaleza fendlica (Diem et al., 2014). Sus valores de
ICs0 concuerdan con los valores reportados para extractos vegetales considerados con
una alta actividad antioxidante, como lo observado en extractos metandlicos de hojas
de aceituna (Rafiee et al., 2012; Bauer et al., 2013; Laincer et al., 2014).

Con el propésito de relacionar estos resultados con la actividad antiinflamatoria en un
modelo experimental in vivo, se decidié probar el efecto solamente del aceite de
semilla de aguacate nativo mexicano y de su fraccion metandlica en las dosis de 0.1,

1y 10 mg/kg, por mostrar esta alta actividad antioxidante.

75



8.2. Relacion de la actividad antioxidante con la actividad antiinflamatoria

La actividad antiinflamatoria determinada con tres dosis del aceite de semilla de
aguacate nativo mexicano y su fraccion metandlica (0.1, 1 y 10 mg/kg), tanto de
manera tépica como oral con un tratamiento por 28 dias, mostré un 6ptimo efecto
antiinflamatorio de ambos extractos, ya que mostraron una reduccion de la inflamacién
desde las 4 h después de induccién del edema, provocado por carragenina. Con la
aplicacién topica, a las 8 h después de la induccion de la inflamacion, se obtuvo la
mayor actividad antiinflamatoria tanto con el aceite como la fraccion metandlica con

70.85% y 72.21%, respectivamente (Figuras 6y 7).

Estos porcentajes de actividad antiinflamatoria son considerados como 6ptimos si se
comparan con los resultados de otras investigaciones, ya que algunos extractos
presentan similares porcentajes, pero a dosis mas altas, tal es el caso de las fracciones
cloroférmica y metandlica de Moringa stenopetala y el extracto metandlico de Leonotis
ocymifolia, las que tienen un efecto similar, pero a dosis altas como de 400 mg/kg
(Tamrat et al., 2017; Alemu et al., 2018).

Ademas, las dosis encontradas para el aceite de semilla de aguacate nativo mexicano
y la fraccion metandlica, son consideradas bajas, ya que las de los antiinflamatorios
utilizados en tratamientos médicos, como la indometacina y ketoprofeno, muestran un
Optimo efecto a una dosis de 10 mg/kg a las 6 h (Deliorman et al., 2007; Villalobos-
Osorio, 2017), La dexametasona tiene este efecto a la dosis de 1 mg/kg, también a las
6 h (Villalobos-Osorio, 2017).

Con la administracion oral por 28 dias tanto del aceite como de la fraccion metandlica
a la unica dosis de 1 mg/kg, la que tuvo el mayor efecto con la aplicacién tépica, se
observé que el aceite tuvo una mayor actividad antiinflamatoria que la fraccion
metandlica (68.6% y 46.7%, respectivamente) a las 8 h después de inducir la
inflamacion. Estos valores fueron mayores que a lo observado con la administraciéon

de ibuprofeno (17.63%) (Figura 8). Tanto el aceite como la fraccidon metandlica
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tuvieron un efecto alto antiinflamatorio a las 7 h después de inducir la inflamacion,

obteniendo porcentajes de 77.12% y 67.17%, respectivamente.

De igual manera a lo reportado para la actividad antiinflamatoria por administracion
tépica, los porcentajes obtenidos con el aceite y la fraccion metandlica de semilla de
aguacate nativo mexicano con la administracion oral, se consideran altos debido a que
se consiguen a dosis relativamente bajas (1 mg/kg), ya que, con otros extractos de
origen vegetal, este efecto se produce a concentraciones altas como 100, 200, 400 y
hasta 500 mg/kg (Carvalho et al., 1999).

8.3. Relacion de actividad antiinflamatoria con el tipo de compuestos bioactivos

Con los resultados obtenidos con la determinacién de los compuestos mayoritarios por
técnicas cromatograficas como HPLC o CG-EM, indican que la mayor capacidad
antioxidante se puede atribuir a los acidos fendlicos mayoritarios de la fraccidon
metandlica y el aceite de aguacate (catequina, quercetina, epicatequina y rutina), que
coincide con lo establecido por Rodriguez-Carpena et al. (2011) y Melgar et al. (2018).
De igual manera, es importante sefalar que los compuestos encontrados por CG-EM
tanto en el aceite como en la fraccion metandlica, donde los mayoritarios son
compuestos hidroxilados, éstos se ha determinado que presentan capacidad
antioxidante (Li et al., 2013; Kaulmann, 2014).

Asi mismo, los resultados de esta investigacion, confirman lo reportado para la
actividad antioxidante y antiinflamatoria debido a los diversos compuestos
determinados de las diferentes variedades de aguacate (P. americana), de los que al
menos 30 presentan esta capacidad, lo que se relaciona con el contenido de acidos
fendlicos y de acidos graos y derivados hidroxilados (Melgar et al., 2018; Galvao et al.,
2019). Se han identificado una gran cantidad de acidos grasos y derivados de éstos
como acido linoleico, oleico, palmitico, entre otros (Galvao et al., 2019), vitaminas
como A, By D (Dreher y Davenport, 2014), carotenoides como -caroteno, a-caroteno,
luteina, licopeno, zeaxantina y neoxantina (Yu-Ge et al., 2017; Melgar et al., 2018),
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terpenos y derivados donde la mayoria de estos son tipos (E)-nerodilol, B-cariofileno,

B-pineno, trans-a-bergamoteno y B-bisaboleno (Pino et al., 2000).

También se ha revelado cuatro clases de polifenoles, sobre todo en extractos
metandlicos como los mondémeros de flavanol, proantocianidinas, &acidos
hidroxicinamicos y glucésidos de flavonol (Pino et al., 2000). Los acidos fendlicos como
acido clorogénico, acido p-cumaroilquinico, trimeros de procianidina, acido clorogénico
y derivados de acido cumarico, cuatro derivados de la catequina, nueve flavonoides
(quercetina, kaempferol y derivados de isorhamnetin) también han sido identificados
en variedades de semillas de aguacate (Rodriguez-Carpena, et al., 2011; Melgar et
al., 2018). Es por lo anterior, que las semillas del aguacate se pueden utilizar como un

ingrediente alimentario funcional o como un aditivo antioxidante (Kosinska et al., 2012).

El efecto de los acidos fendlicos en procesos inflamatorios es muy variado, se ha
comprobado que reduce la NADPH-oxidasa asociado a nitritos y nitratos, reduce los
niveles de IL-6 en sangre, tienen un efecto inhibitorio de NF-kB y reducen los niveles
IL-8, entre otros. Por otro lado, los carotenoides inhiben la activacion del Ik-B (por
consecuente NF-kB), reducen estrés oxidativo, dafo celular (como la liberacién de

prostaglandinas) y NrF-2.

Algunos acidos fendlicos y flavonoides, muestran actividad antiinflamatoria, solos o en
combinacion. En particular, el acido galico es un potente inhibidor de la actividad de
COX-1 y COX-2 en diferentes lineas celulares, ademas de suprimir la produccion de
citocinas proinflamatorias y quimiocinas (Kim et al., 2006; Jung et al., 2011; Yoon et
al., 2012). Kuppan et al. (2006) mostraron que el acido galico fue responsable de la
disminucion de la expresion de TNF-a e IL-6 en monocitos humanos (Locatelli et al.,
2013). Los flavonoides como las catequinas han mostrado actividad antiinflamatoria
por regular la activacién o desactivacion de vias de estrés oxidativo relacionado con
procesos de inflamacion, incidiendo en la inhibicion del NF-kB, de MAP cinasas y del
factor de transcripcion nuclear tipo eritroide 2 (Nrf2). La catequina sola y en conjunto

con otras como la epicatequina, epicatequin galato y epigalocatequina, presentan una
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marcada actividad inmunomoduladora por la regulacion de citocinas proinflamatorias,

reduccion de la produccion de EROS y de la migracién de neutréfilos (Fan et al., 2017).

Los acidos grasos monoinsaturados pueden prevenir la inflamacién reduciendo niveles
de NF-kB, al igual que los derivados hidroxilados de acidos grasos, que previenen
dano por estrés oxidativo y en ensayos con cultivos de células de epitelio bovino, se
demostré que éstos intervienen en la inhibicién de TNF-a, IL-1B, COX-2 e iNOS. En
pruebas de condrocitos bajo cultivo, se observo que éstos participan en la supresion
de la sintesis de PGE2 y NO (Cuzzocrea et al., 2019; Konigsber, 2007; Huang et al.,
2011; Hussein et al., 2013; Li et al., 2013; Kaulmann, 2014).

La actividad antiinflamatoria que fue mostrada tanto por el aceite de semilla de
aguacate nativo mexicano como por la fraccidon metandlica, con la administracion
tépica y oral, podria deberse al contenido de los principales compuestos fendlicos,
acidos grasos y sus derivados hidroxilados, identificados por HPLC y CG-EM, los que
han sido reportado que intervienen en la regulacion de procesos inflamatorios,
inhibiendo la produccién de leucotrieno, de prostaglandinas, de enzimas como la COX-
2 y principalmente los mediadores proinflamatorios como el FN-kB, TNF-a y las

principales interleucinas como la IL-1(, IL6 e IL8.

Con base a los resultados obtenidos en la presente investigacion, utilizando los
ensayos in vitro y los modelos experimentales de inflamacion y de artritis reumatoide,
asi como a los antecedentes establecidos para explicar el o los mecanismos de accion
durante un proceso de inflamacion, en el siguiente diagrama se esquematiza cémo
podria estar interviniendo tanto el aceite como la fraccion metandlica debido a los
principales compuestos identificados (Figura 13). En éste también se relaciona el
efecto antioxidante, asi como la detencién del curso de la artritis reumatoide.
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Figura 13. Diagrama general que describe la relacion entre la actividad antioxidante
in vitro, antiinflamatoria y antiartritica, con la aplicacion del aceite de
semilla de aguacate nativo mexicano (Persea americana var. drymifolia) y
la fraccibn metandlica obtenida de éste, debido a los principales
compuestos identificados. FR, factor reumatoide; PCR, proteina C
reactiva.
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8.4. Relacion de la actividad antiinflamatoria con el efecto antiartritico

El desarrollo y transcurso de la AR se sabe que esta estrechamente relacionado con
procesos inflamatorios cronicos, dichos procesos pueden ser controlados y reducidos
con la utilizacion de diversos compuestos, como los antinflamatorios esteroideos y no
esteroideos, ampliamente utilizados y aceptados en diversos tratamientos para esta
enfermedad. Sin embargo, se sabe que diversos compuestos bioactivos pueden
reducir los sintomas de la AR, reduciendo el edema generado por el dafio a las
articulaciones, reduciendo dafo causado por procesos oxidativos o reduciendo la
expresion de biomoléculas proinflamatorias y promoviendo biomoléculas
antiinflamatorias. Los extractos de plantas, alimentos o productos de éstos con
propiedades antioxidantes, pueden disminuir o contrarrestar los procesos
antiinflamatorios que ocurren durante el desarrollo de la artritis. Diversos compuestos
como los de origen fendlico, terpenos, vitaminas y acidos grasos poliinsaturados tipo
omega-3 tienen un efecto antiinflamatorio, a los que se les atribuye la induccion de la
expresion de moléculas como las resolvinas y protectinas, que inhiben la activacién de
NF-kB y la liberacién de IL-1B y TNF-a, que al actuar como antiinflamatorios, retrasan
o disminuyen los procesos de la AR (Guerra, 1997; Cerhan et al., 2003; Dominguez et
al., 2012; Alhambra-Exposito et al., 2013).

Los compuestos fendlicos encontrados en el aceite de aguacate y la fraccion
metandlica, como la catequina y epicatequina, inhiben la produccién de moléculas
proinflamatorias como las antes sefialadas (Kurbitz et al, 2011), de manera similar la
rutina presenta actividad antiinflamatoria en fases crénicas (Guardia et al., 2001), lo
cual es de mayor importancia en el curso de la artritis reumatoide, ya que podria reducir

procesos inflamatorios por tiempo mas prolongado.

También es importante senalar que diversos flavonoides pueden inhibir la respuesta
inmunoldgica, reduciendo el dafo causado por el sistema inmune (Guardia et al.,
2001). De igual manera que los acidos fendlicos, lo que tienen diversas funciones en
el trascurso de la AR, los acidos grasos encontrados en el aceite de semilla de

81



aguacate y en la fraccion metandlica, como diversos acidos grasos insaturados, se han
reportado que presentan capacidad antioxidante, previenen el dafio al ADN e inhiben

los principales procesos de la inflamacion (Beeharry et al., 2003).

Al utilizar compuestos de origen vegetal con una alta actividad antioxidante, éstos
pueden participar como mediadores en los procesos de inflamacién, disminuyendo el
estrés oxidante e interviniendo en la inhibicibn de la activacion de leucocitos
polimorfonucleares (PMN), caracteristica del proceso inflamatorio que acompana a la
AR, ademas de regular los principales mecanismos moleculares basicos que se
activan durante la fisiopatologia de AR (Wruck et al., 2011). Durante el desarrollo y
prevalencia de la AR predomina la formacion de ERO y ERN que conllevan al

consiguiente dafo celular y tisular (Paterson et al., 2003).

Generando regulacion en el desbalance entre las ERO y ERN, y los antioxidantes, la
inflamacion es disminuida o regulada por diferentes mecanismos, favoreciendo el
reclutamiento de neutrofilos, actian como mensajeros intracelulares para la
transduccion de sefiales del proceso inflamatorio, inhibiendo la accion del factor de
transcripcion NF-kB y por consiguiente la transcripcion de genes que promueven la
produccion de citocinas como la IL-6, IL-8 y moléculas de adhesion (ICAM-1) que

agudizan el proceso inflamatorio (Paterson et al., 2003).

En particular, al analizar el efecto del aceite de semilla de aguacate nativo mexicano y
de la fraccibn metandlica de éste, la actividad antiartritica se relaciona mas
directamente con la capacidad antiinflamatoria, ya que debido a los compuestos que
éstos tienen, podrian estar actuando sobre los mecanismos que cursan con la
inflamacion, sobre todo la que ocurre durante la AR, como el desbalance redox y la
generacion de ERO y ERN. Si bien, tanto el aceite como la fraccion metandlica retrasan
los sintomas de la AR, el tratamiento con éstos pudieran ser una opcioén, no para su
cura, pero si para mejorar la calidad de vida de los pacientes con AR, inhibiendo los

procesos de inflamacion via el control del estrés oxidante.
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9. CONCLUSION GENERAL

El aceite de la semilla de aguacate nativo mexicano (Persea americana var. drymifolia)
y la fraccién metandlica de éste, presentaron la mayor actividad antioxidante, la cual
se relacion6d directamente con el contenido de compuestos bioactivos, como los

compuestos fendlicos y carotenoides.

Esta alta actividad antioxidante se relacioné con el efecto antiinflamatorio que
presentaron tanto el aceite de semilla de aguacate nativo mexicano como la fraccion
metandlica. El contenido de compuestos fendlicos y de acidos grados o sus derivados
hidroxilados encontrados en el aceite y la fraccion metandlica, podrian ser los
responsables de dicha actividad, debido a que pueden funcionar como captadores de

radicales libres y disminuir o inhibir el proceso inflamatorio.

Estos compuestos, al actuar como antiinflamatorios, mostraron un efecto sobre la
artritis reumatoide, al reducir el dafio generado por la inflamacién crénica, regulando

los niveles de estrés oxidante.

Durante la artritis reumatoide, se observé que con la administracién del aceite de
semilla de aguacate nativo mexicano y la fraccién metandlica, se mantuvieron diversos
marcadores bioquimicos (glucosa, acido urico, creatinina, triacilglicéridos y colesterol)
e inmunoldgicos (factor reumatoide y proteina C reactiva), indicativo de su efecto
protector en el metabolismo hepatico y renal, asi como la regulacién del sistema

inmune, conteniendo la progresion de la enfermedad.
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11. ANEXOS

Anexo 11.1. Curva de calibracion de ICso de la fraccion metandlica del aceite de
aguacate nativo mexicano, determinada por el método TAC.

120 y =132.3x +32.252
R?=1

-‘.
-
o
e
o
80 -’
Sl
=
oo
e
o
ot

40

Actividad antioxidante %

20

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Concentracion(mg/mL)

Anexo 11.2. Curva de calibracion de ICso de la fraccion metandlica del aceite de
aguacate nativo mexicano, determinada por el método DPPH.
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Anexo 11.3. Curva de calibracion de acido galico (umoles/g peso fresco) (A=725 nm)

(a); curva de calibracion de quercetina (umoles/g peso fresco) (A=415
nm) (b).
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