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RESUMEN

Azadirachta indica es una planta ampliamente utilizada en la medicina tradicional debido a que
produce una gran variedad de compuestos con propiedades farmacolégicas. El objetivo principal
de este trabajo fue evaluar la actividad antiinflamatoria de extractos de diferente polaridad
obtenidos de plantulas in vitro de A. indica en ratones CD-1, a través del modelo de edema
auricular inducido por 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) (2.5 pg/oreja). Se utilizd
dexametasona (1 mg/mL) como farmaco de referencia. El TPA, la dexametasona y los extractos
se aplicaron en la oreja derecha, la oreja izquierda sirvié como control con la aplicacién de
acetona como vehiculo. Todos los extractos se aplicaron a una dosis de 80 mg/mL. Una vez
obtenido el extracto activo se realizd un andlisis de dosis respuesta por medio de diferentes
concentraciones del mismo (40, 30, 20, 10 y 2.5 mg/mL), para determinar la dosis efectiva 50.
Para explicar el posible mecanismo de accién de los extractos se realizd un ensayo de inhibicidn
de la enzima lipoxigenasa (LOX), enzima clave en la respuesta inflamatoria. Previo al ensayo de la
actividad bioldgica, se realizd la cuantificacién de fenoles y flavonoides totales, asi como una
cuantificacion de limonoides relacionados con azadiractina (AZRL), ademas de un analisis
fitoquimico por cromatografia de capa fina, para elucidar la presencia de los compuestos que
posiblemente son los responsables de la actividad antiinflamatoria y por ultimo, el analisis de los
extractos activos por HPLC. Los resultados indicaron que el extracto hexano fue el que mostré
mayor actividad antiinflamatoria (81.94%), mayor que el fdrmaco de referencia (49.4%), seguido
por el extracto acuoso (52.7 %), siendo este ultimo quien presenté una significativa inhibicién de
la enzima LOX. Aunque el contenido de metabolitos secundarios en el extracto hexano fue bajo
en comparacion con los otros extractos, mostré la presencia de bandas de gran intensidad en la
cromatografia de capa fina (CCF), con factor de retencién (Rf) similar a nimbina, compuesto al
gue se le atribuye la actividad antiinflamatoria. Los extractos de las plantulas cultivadas in vitro

de A. indica presentaron efecto antiinflamatorio al igual que la planta silvestre.

Palabras clave: Azadirachta indica, Medicina tradicional, Actividad antiinflamatoria,

Metabolitos secundarios.
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ABSTRACT

Azadirachta indica is a plant widely used in traditional medicine, because it produces a wide
variety of compounds with pharmacological properties. The main objective of this work was to
evaluate the anti-inflammatory activity of extracts obtained from in vitro cultured seedlings of A.
indica in CD-1 mice, through the model mouse ear edema induced by 12-O-tetradecanoylphorbol-
13-acetate (TPA) (2.5 pg / ear). Dexamethasone (1 mg / mL) was used as the reference drug. TPA,
dexamethasone and extracts were applied to the right ear, the left ear served as a control with
the application acetone as a vehicle. All extracts were applied at a dose of 80 mg/mL. Once the
active extract was obtained, a dose-response analysis was carried out using different
concentrations (40, 30, 20, 10 and 2.5 mg / mL) to determine the effective dose 50. To explain
the possible mechanism of action of the extracts, an inhibition assay was carried out on the
enzyme lipoxygenase (LOX), a key enzyme in the inflammatory response. Before the assay of
biological activity, quantification of phenols and total flavonoids was carried out, as well as a
quantification of azadirachtin related limonoids (AZRL), in addition to a chemical analysis by thin
layer chromatography, to elucidate the presence of compounds that possibly are responsible for
the anti-inflammatory activity, and finally the HPLC analysis of the active extracts. The results
indicated that the hexane extract was the one that showed the highest anti-inflammatory activity
(81.94%), greater than the reference drug (49.4%), followed by the aqueous extract (52.7%), the
latter having significant inhibition of the LOX enzyme. Although the content of secondary
metabolites in the hexane extract was low compared to the other extracts, it showed the
presence of high intensity bands in thin layer chromatography, with retention factor (Rf) similar
to nimbin, composed of which is attributed the anti-inflammatory activity. The extracts of the in

vitro cultivated seedlings of A. indica showed anti-inflammatory effect as well as the wild plant.

Keywords: Azadirachta indica, Traditional medicine, Anti-inflammatory activity,

Secondary metabolites.
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1. INTRODUCCION

En los ultimos afios han aumentado las incidencias de enfermedades en la que su primera causa
o manifestaciones son reacciones inflamatorias, como las enfermedades crdnicas y autoinmunes.
Actualmente, los farmacos disponibles para el tratamiento de la inflamacion provocan en el
organismo varios efectos secundarios y reacciones adversas que alteran el desarrollo de la
enfermedad, ademas de tener un costo elevado y en ocasiones dificil acceso (Beg et al., 2011;

Yatoo et al., 2018).

Ante la busqueda de nuevos farmacos antinflamatorios los estudios cientificos sobre plantas
medicinales han tenido un gran avance en los ultimos afios, que ademads de corroborar el
conocimiento de la medicina popular el objetivo es la buisqueda de nuevos compuestos
bioactivos, ya que se conoce una gran variedad de especies vegetales que desde tiempos antiguos
han sido utilizados para tratar el dolor y la inflamacién (Maione et al., 2015; Kumar-Shakya, 2016),
mismos que se busca posean menos toxicidad y mayor efectividad que los farmacos

convencionales (Jamshidi-Kia et al., 2018).

Azadirachta indica mejor conocida como neem, es una especie ampliamente utilizada en la
medicina tradicional para el tratamiento de enfermedades crdnico degenerativas. De acuerdo a
reportes bibliograficos se sabe que la planta produce compuestos que son los responsables de
distintas actividades biolégicas, entre ellas la hipoglucemiante y antiinflamatoria. Pero debido a
su alta demanda es necesaria la busqueda de nuevas alternativas de obtencidén de material
vegetal, para no desplazarla de su habitat natural, por lo que el cultivo in vitro de plantas es usada

como herramienta biotecnolégica para la obtencién de material vegetal de manera sustentable.

Es por ello que el objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antiinflamatoria de extractos

de A. indica in vitro, como alternativa para la produccién de compuestos biolégicamente activos.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Definicion de la inflamacion

La inflamacidn comprende una serie de respuestas patoldgicas protectoras del sistema inmune
en tejidos vivos, cuya funcidn principal es actuar como mecanismo de defensa ante diversos
estimulos nocivos (dafios fisicos, quimicos, bioldgicos) Scott et al., 1994; Stankov, 2012), asi como
al dafo o lesidn tisular, y es absolutamente necesaria para el mantenimiento de la salud en

humanos y animales (Medzhitov, 2008).

En una reaccion inflamatoria cldsica las respuestas fisioldgicas observadas a nivel macroscépico
son tumefaccion (edema), calor, dolor, rubor, y pérdida o disminucién de la funcion, esto
permitira el aislamiento del agente daifiino, removera el tejido dafado y generard una

regeneracion celular o cicatrizacién (Gédmez et al., 2010; Kumar et al., 2009; Stankov, 2012).

2.2. Clasificacion y tipos

La clasificacion mdas comun es de acuerdo al tiempo de duracién del proceso, donde los factores
causantes, los mecanismos desencadenados y la intensidad de la reaccidn influyen en el tiempo
que duracién y curacién (Stankov, 2012), de acuerdo a esto, existen dos tipos: aguda (local o

sistémica) y crénica (Vega, 2008).

La inflamacién aguda se caracteriza por un corto tiempo de duraciéon (minutos, horas o pocos
dias), provocada por agentes patdgenos y tejidos lesionados, cuyos sintomas principales son la
sensacion de calor, enrojecimiento y la formacién del edema (Feghali et al., 1997), por otra parte,
la inflamacién crénica se desarrolla después de la inflamaciéon aguda, ya que se prolonga mas
tiempo (meses incluso afos) debido a patégenos que no son facilmente degradados, por cuerpos

foraneos persistentes y reacciones autoinmunes severas (Beg et al., 2011).
De manera general la reaccion inflamatoria ocurre en tres fases (Gémez et al., 2010):

a) Fase aguda: vasodilatacién local e incremento de la permeabilidad vascular

b) Fase aguda tardia: infiltracién de leucocitos y células fagociticas
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c) Fase proliferativa cronica: deterioro de tejidos y fibrosis

2.3. Mecanismos de inflamacién aguda y crénica

Las lesiones en tejidos celulares implica la activacién de enzimas, la liberacion de mediadores
inflamatorios, la migracion celular, la descomposicién del tejido y la reparacién, creando un
ambiente que permite la sefalizaciéon entre distintas moléculas por la produccidon de rutas

guimicas y eventos contra el estimulo agresor (Figura 1) (Toledo, 2014).

Figura 1. Proceso inflamatorio agudo (Tomado de Kumar et al., 2009, Robbins y Cotran Patologia
estructural y funcional)

Entre las moléculas involucradas se encuentran las citoquinas secretadas por leucocitos,
(interleucinas, quimiocinas, factor de necrosis tumoral a (TNF-a), interferones), mediadores
lipidicos como las prostaglandinas (PGs), leucotrienos (LTs), prostaciclinas y tromboxanos (TxA>)
(Libby et al., 2007; Gémez et al., 2011), también existe produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y de nitrégeno, todos estos causan dafios oxidativos y pueden dar pie al desarrollo

de enfermedades cronicas.
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El papel de estas moléculas es curar y estimular la proliferacion celular pero si se descontrola, en
casos de una respuesta inflamatoria crénica sistémica pueden causar dafio tisular, lo que originara

desordenes inflamatorios severos (Prasad y Aggarwal, 2014).

2.4. Farmacos antiinflamatorios actuales

Para el tratamiento de la inflamacién son necesarios farmacos que sirvan como analgésicos que
alivien el dolor y estén involucrados en la respuesta inflamatoria. La accién principal de estos
farmacos es actuar sobre la inhibicidn de enzimas encargadas de la sintesis de mediadores

inflamatorios (Dinarello, 2010).

Actualmente, existen dos tipos de farmacos de uso sintéticos muy utilizados alrededor del

mundo. Se clasifican en los siguientes grupos: (Rainsford, 2007).

1. Esteroideos

e Prednisolona

e Betametasona

e Dexametasona

e Hidrocortisona

e Metilprednisolona

2. No esteroideos (AINEs)
a) Inhibidores de ciclooxigenasa-1 (COX-1)

e Salicilatos
- Acido acetilsalicilico
e Derivados del para-amino fenol
- Paracetamol
e Derivados del acido acético
- Indometacina
e Derivados del acido propidnico
- lbuprofeno
e Derivados del acido endlico
- Piroxicam
- Meloxicam
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- Nabumetona

b) Inhibidores selectivos de ciclooxigenasa-2 (COX-2)

e Celecoxib
e Rofecoxib

2.4.1. Antiinflamatorios esteroideos

También llamados glucocorticoides, sus efectos fisioldgicos y farmacolégicos son principalmente
antiinflamatorios e inmunosupresores (Cérdoba, 2006). Su mecanismo de accién es a través de la
disminucion de la produccidn de eicosanoides, por la inhibicidn de la enzima fosfolipasa Az (PLA,),

como consecuencia, impide la liberacién del 4cido araquiddnico (AA) de las membranas.

También inhiben la activacién del Factor de Transcripcion Nuclear kappa B (NF-kB), lo cual inhibe
la sintesis de citoquinas proinflamatorias como las interleucinas 1y 2 (IL-1, IL-2) y la expresidn de
moléculas de adhesion endoteliales y leucocitarias. En la inhibicién de la PLA;, disminuye la
respuesta inflamatoria al disminuir la sintesis de PGs y LTs, ademds de la reduccién de la expresion

de la COX-2 (Barnes, 2006; Barnes, 2016; Souza et al., 2012).

2.4.2. Antiinflamatorios no esteroideos (AINEs)

En general, son medicamentos ampliamente utilizados pues poseen actividades antipiréticas,
analgésicas y antiinflamatorias. Son conocidos principalmente por la inhibicidn reversible de la

enzima COX, se agrupan en inhibidores de COX-1y selectivos de COX-2 (Hunter et al., 2012).

Las COX’s son responsables de la sintesis de PGs, moléculas involucradas en la respuesta
inflamatoria (basicamente éstas inducen la inflamacién), los AINEs provocan una disminucién en

su producciéon y como consecuencia una disminucién de la hinchazén y el dolor (Rao et al., 2010).

La principal diferencia entre ambas son el sitio de expresién y su forma de regulacion. COX-1 se
expresa de manera constitutiva en todos los tejidos y tipos de células, se encarga de promover
funciones bioldgicas como protecciéon de la mucosa gastrica, control del flujo sanguineo renal,

homeostasis, respuestas autoinmunes, etc. (Mendes et al., 2012).
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Mientras que la COX-2 se considera una isoenzima inducible y se expresa en determinadas
situaciones fisioldgicas como en la presencia de dolor y procesos inflamatorios, es regulada por
citoquinas proinflamatorias como IL-1 y TNF-a (Fokunan et al., 2018). Los inhibidores selectivos
de COX-2 son especificos, no inhiben a la COX-1 pero logran mantener los mismos efectos

analgésicos y antiinflamatorios con menos efectos secundarios (Salido et al., 2001).

En general, existen otros mecanismos de accion de los AINEs en la actividad antiinflamatoria, por

ejemplo (DeRuiter, 2002):

e Reduccion de radicales superéxido

e Inducciéon de la apoptosis

e Inhibicidn de la expresion de moléculas de adhesion

e Disminucion de la enzima éxido nitrico sintasa

e Disminucion de los niveles de citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1)
e Modificacion de la actividad de linfocitos

e Alteraciones de la membrana celular

A manera de esquema en la Figura 2 se muestran los principales sitios de inhibicién de los dos

tipos de farmacos antiinflamatorios mencionados anteriormente.

Figura 2. Mecanismo de accidn de farmacos antiinflamatorios (Modificado de Pidgeon et
al., 2007)
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2.5. Problematica de la inflamacion

2.5.1. Toxicidad de los farmacos antiinflamatorios sintéticos

Tanto los esteroideos como los AINEs, pueden asociarse a un alto nimero de efectos adversos y
reacciones secundarias, esto depende de la dosis de uso entre otros factores (Edwards y Aronson,

2000).
Algunos de los efectos adversos mas importantes de los AINEs se describen a continuacién:

a) Efectos gastrointestinales: debido a la inhibicién de la sintesis de PGs, que tienen como
funcién principal proteger a la mucosa gastrica de los efectos corrosivos de los acidos del
estdmago, al no ocurrir esto, provoca ulceras gastricas y nauseas (Antman et al., 2007;
Prakash y Jacob, 2015).

b) Efectos cardiovasculares y cerebrovasculares: causadas principalmente por la inhibicion
de la COX-2, la sintesis de prostaciclinas y tromboxanos (TxA2), esto se refleja en un
desequilibrio en la sangre que incrementa el riesgo de eventos trombdticos (Antman et
al., 2005; Dinarello, 2010).

c) Disfuncion eréctil: debido a la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas y tromboxanos

a través del oxido nitrico (Shiri et al., 2006).

Tabla 1. Efectos adversos de algunos farmacos antiinflamatorios y analgésicos comunes

Farmacos Efectos adversos

Acetaminofén Erupciones cutaneas, malestar o hemorragia gastrica, urticaria, anemia
hemolitica, hepatotoxicidad
Aspirina Nauseas, vomitos, Ulcera péptica, reacciones alérgicas y anafilacticas,
alcalosis respiratoria
Indometacina Nauseas, estrefiimiento, formacion de Ulcera gastrica o duodenal,
hemorragia digestiva, cambios hematoldgicos
Ibuprofeno Nauseas, mareos, somnolencia, ulcera gastrica o duodenal, hemorragia
gastrointestinal, dolor de cabeza
Piroxicam Nauseas, vomitos, diarrea, somnolencia, Ulcera gastrica o duodenal,
hemorragia gastrointestinal
Ketorolaco Dispepsia, nauseas, dolor y hemorragia gastrointestinal y/o perforacién del
estdmago o intestinos
Naproxeno Mareos, nduseas, vomitos, Ulcera gastrica, hemorragia gastrointestinal
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Valdecoxib Dolor de cabeza, nduseas, dolor abdominal, anemia
Celecoxib y rofecoxib Dolor de cabeza, mareos, somnolencia, insomnio, dispepsia, erupcion
cutdnea, fatiga, dolor abdominal

Modificado de Sen et al., 2010

En la actual busqueda de nuevas opciones terapéuticas con principios activos mas especificos,
efectivos y con menos efectos adversos, actualmente varios objetivos estan siendo probados, por

ejemplo: (Souza, 2005)

a) Componentes de la transduccidn de sefiales
b) Intervencidn en las citoquinas proinflamatorias

c) Inhibicidn dual COX-2 - 5-LOX

2.5.2. Inflamacion y enfermedades

La inflamacién es una reaccion saludable y necesaria para proteger al organismo de lesiones, pero
en estados crénicos provoca danos graves al tejido. Para contrarrestar estos dafios son requeridos
gastos excesivos de energia metabdlica que al no ser satisfechos origina complicaciones severas

por la interaccion de las moléculas inflamatorias con otras (Serhan, 2017).

Puede propiciar al desarrollo de enfermedades crénicas y autoinmunes (Ribeiro et al., 2018).
Enfermedades como la Diabetes tipo 2 y asma, trastornos cardiovasculares (Hotamisligil, 2006),
artritis reumatoide, esclerosis multiple, osteoporosis, osteoartritis, incluso del desarrollo de
cancer, (Singh et al., 2008; Grivennikov et al., 2010; Libby et al., 2002; Gautam y Jachak, 2009)
gue afectan a la mayoria de la poblacidn mundial convirtiéndose en las principales causas de

muerte en todo el mundo (Prasad y Aggarwal, 2014).

2.6. Valoracion de la actividad antiinflamatoria

En la busqueda de nuevos candidatos a fdrmacos son indispensables herramientas de evaluacién
con base en modelos animales, para lograr el analisis de diferentes tipos de drogas o compuestos
examinando su actividad bioldgica y sus posibles mecanismos de accidn, cuyos resultados pueden

extrapolarse a humanos (Hand y Hossier, 2003).
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Segun la intensidad de la reaccion estos modelos se clasifican en dos tipos: (Gomez et al., 2011)

e Modelos de inflamacion aguda
- Modelo de edema subplantar por carragenina
- Protocolo experimental por aceite de crotén

- Edema auricular de ratén inducido por TPA

e Modelos de inflamacidn crdnica
- Granulomas inducidos por pellet de algoddn

- Artritis por adyuvante de Freud y carragenina

Algunos agentes irritantes utilizados son:

e TPA

e Aceite de crotén

e (Carragenina

e Acido araquidénico
e Serotonina

e Histamina

2.6.1. Modelo auricular inducido por TPA

El TPA es un potente agente flogégeno y promotor de tumores. La administracién tépica de TPA
en orejas de raton induce una reaccién inflamatoria aguda que consiste en eritema, edema e
infiltraciéon de neutréfilos (Stanley et al., 1991). El TPA activa principalmente (Young et al., 1989;

Parra-Delgado et al., 2004):

e Laproteina quinasa C, que a su vez activa a otras cascadas enzimaticas como la MAPK vy Ia

PLA;, llevando a cabo la liberacién de la activacién plaquetaria.

e Estimula la vasodilatacién, la permeabilidad vascular, la migracién de leucocitos
polimorfonucleares, liberacidon de histamina, serotonina y la sintesis de eicosanoides por

las enzimas COX y 5-LOX.
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Se produce eritema y vasodilatacion entre 1 y 2 horas, pasadas las 3-4 horas aumenta el grosor
por la extravasion de liquidos, el edema maximo se observa de las 6-8 horas. Transcurridas 12-14
horas el edema desaparece, aunque la vasodilatacion y el eritema persisten hasta las 24-48 horas

(Young et al., 1983).

En los ultimos afios en la intensa busqueda de compuestos, sustancias o drogas alternativas como
opciones terapéuticas y farmacoldgicas las plantas usadas en la medicina tradicional han sido
encontradas como principales productoras, ya que muchas poseen actividad antiinflamatoria

atendiendo alguno de los mecanismos mencionados anteriormente.

2.7. Potencial medicinal de las plantas

Las plantas en la actualidad son el foco de la investigacién moderna por su gran diversidad quimica
y bioldgica, por poseer una variedad de compuestos con actividades bioldgicas prometedoras y
por ser la fuente mas extensa de compuestos con propdsitos farmacoldgicos, ya que proveen
compuestos organicos de interés, con fuente de inspiracién para nuevos farmacos (Lourenco et

al., 2012; Yang et al., 2017).

Actualmente, mas del 80% de la poblacidon mundial opta por el uso de remedios naturales para el
tratamiento de diversas enfermedades inflamatorias, con expectativa de que en los préximos
afos incremente a un 95%, debido a la gran aceptabilidad de estas preparaciones. Ademas de
que el 25% de los farmacos de la medicina moderna actual provienen de fuentes naturales (Verma

etal., 2006).

2.7.1. Metabolitos de plantas con actividad antiinflamatoria

Las plantas durante su crecimiento y desarrollo producen compuestos mejor conocidos como
metabolitos secundarios, son simples o complejos dependiendo de su ruta de biosintesis, algunos
son principios activos, que son los responsables de actividades farmacoldgicas (Susmitha et al.,

2013; Pushpangadan et al., 2017).
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En la Figura 3 se mencionan algunos de los mas importantes que se han encontrado que poseen

actividad antiinflamatoria.

Alcaloides

Flavonoides

Glucosidos

Terpenoides

Metabolitos

Polisacaridos

Compuestos fenolicos

Esteroides

Acidos grasos

Figura 3. Metabolitos con actividad antiinflamatoria presentes en plantas (Modificado de Yatoo et
al., 2018)

Las ventajas de las plantas medicinales o de sus constituyentes, es debido a ciertas caracteristicas
tales como su fécil disponibilidad, su bajo costo, con menos o ningun efecto secundario, son mas

seguros y eficientes en comparacion con la medicina sintética (Yuan et al., 2017).

Se han explorado diferentes mecanismos y la busqueda de objetivos para la accién
antiinflamatoria de estos compuestos activos, algunos son los siguientes, muchos de estos actuan

en la combinacidn de varias vias moleculares (Nworu y Akah, 2015).

a) Inhibicién del metabolismo del acido araquidénico (PLA;, COX y LOX, citoquinas
proinflamatorias, NOS y NF-kB)
b) Regulacién de la actividad de células inflamatorias (mastocitos, macréfagos, linfocitos y

neutrofilos)
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c) Estabilizacion de la membrana lisosomal

d) Desacoplamiento de la fosforilacidn oxidativa de las moléculas de sefializacion intracelular

e) Antioxidantes y de captacién de radicales libres

e in vitro.

Tabla 2. Especies de plantas con actividad antiinflamatoria.

Como ejemplos de algunas de las principales especies de plantas reportadas con actividad
antiinflamatoria se mencionan en la Tabla 2, en los que diferentes extractos o compuestos

especificos de las plantas fueron evaluados a través de estudios en modelos inflamatorios in vivo

Nombre de la planta

Parte utilizada

Actividad

Modelo de
estudio

Referencia

Panax ginseng
(Araliaceae)

Terminalia chebula
(Combretaceae)

Uncaria tomentosa
(Rubiaceae)

Curcuma longa
(Zingaberaceae)
Artemisia absinthium
(Astaraceae)
Kalanchoe crenata
Andr. (Crassulaceae)
Cannabis sativa L.
(Cannabinaceae)
Zingiber officinale
Roscoe
(Zingiberaceae)
Citrus sinensis
(Rutacea)

Melia toosendan
(Meliaceae)

Raices
(Ginsenosides)

Frutos
Hojas

Semillas

Parte aérea
(Curcuminas)

Hojas

Hojas

Semillas

Rizomas

Céscara fresca

Frutos

Antiinflamatoria

Antiinflamatoria
Antioxidante

Antiinflamatoria

Antiinflamatoria

Antiinflamatoria
Analgésico

Antiinflamatoria

Antiinflamatoria

Antiartritico
Antiinflamatoria

Antiinflamatoria

Antiinflamatoria

In vitro
Expresion de
mRNA de COXs
In vivo,
Ratas albinas
Wistar
In vivo, inhibicidn
de NF-kB, COX-1y
2

In vitro e In vivo

In vivo
Ratones albinos

In vivo
Ratones albinos
In vivo
Ratas albinas

Supresion de NOS
y PGE2

In vivo
Ratas Wistar
In vivo
Ratones hembras
ICR

Shin et al., 2005;
Kim et al., 2017

Bagetal., 2013

Aguilar et al., 2002

Kim et al., 2016;
Illuri et al., 2015

Hadi et al., 2014

Sarkar et al., 2015

Musa et al., 2011

Maged et al.,
2013; Funk et al.,
2016
Osarumwense,
2017

Xie et al., 2008
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2.7.2. Compuestos inhibidores de lipoxigenasas

La lipoxigenasa (LOX) es una de las enzimas (ademas de la COX) que estan involucradas en el
metabolismo del AA, ya que por la accion de estas el AA es transformado en potentes mediadores

lipidicos activos (Bisht et al., 2014).

LOX cataliza la reaccién de acidos grasos poliinsaturados a hidroperdxidos por la oxidacién de los
dobles enlaces (Jacquot et al, 2008). Los productos de la LOX son metabolitos lipidicos
biolégicamente activos que estan involucrados en la respuesta inflamatoria e inmune, estos son
los acidos hidroxieicosatetraendicos (HETEs), los LTs y lipoxinas (Eshwarappa et al., 2016).
Ademas esta ruta del metabolismo del acido AA produce ROS involucrados en la formacién de

tumores y la inflamacién (Sacan et al., 2014).

Fosfolipidos de membrana

J Fosfolipasa A,
15-Lipoxigenasa 12-Lipoxigenasa

15-HETE <+——— Acido araquidénico ——————> 12-HETE

Ciclooxigenasa 1y 2 J J 5-Lipoxigenasa

PGG, 5-HPETE — > 5-HETE
TXB, < TXA;, «—— PGH, LTA,
PG, PGE, PGD, PGFy LTB, LTC,

Figura 4. Sintesis de eicosanoides a partir del 4cido araquidénico (Tomado del
Pérez et al., 1998)

Los LTs se encuentran en altos niveles en ciertas enfermedades relacionadas con la inflamacion,
como la diabetes, artritis, asma, cancer, psoriasis, rinitis alérgica, artritis reumatoide, colitis
ulcerosa, osteoporosis, cancer y enfermedades cardiovasculares (Werz, 2007). La reduccion de
LTs puede prevenirse mediante la inhibicién de la ruta de LOX y sus isomorfas, como objetivos
terapéuticos prometedores para tratar un amplio espectro de enfermedades (Pidgeon et al.,
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2007). Actualmente existen farmacos disponibles para la inhibicion de LOX pero han sido
prohibidos debido a sus efectos secundarios, por lo que es importante la busqueda y el desarrollo

de nuevos compuestos inhibidores con efectos secundarios minimos (Tomy et al., 2014).

2.8. Generalidades sobre Azadirachta indica

A. indica es un darbol perenne perteneciente a la familia Meliaceae, es nativa de las regiones
tropicales de India (Kumar y Navaratnam, 2013) y es actualmente encontrada en diferentes
regiones del mundo, como el sureste de Asia, oeste de Africa, y mas recientemente en el Caribe

y el sur de América central, incluyendo México, (Pankaj et al., 2011) por mencionar algunos.

Figura 5. A) Arbol, B) Flores, C) Hojas de Azadirachta indica

Fotografias tomadas por: Mayra Santiago en Universidad del Papaloapan, Campus Tuxtepec
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Llega a medir hasta 25 m de altura, produce frutos a la edad de 3 a 5 afios y a los 10 es altamente
productivo (Sabina y Razia, 2017), es conocido por sus nombres comunes como neem, nim,

margosa, paraiso, caoba criolla o caoba haitiana (Orozco y Rodriguez, 2007).

Su crecimiento es adaptable a un amplio rango de factores climaticos, topograficos y edafoldgicos
(Sabina y Razia, 2017), adaptandose a dreas con precipitaciones altas y bajas (de 450 a 1200 mm
y 150 a 250 mm por afio, respectivamente), tolera altas altitudes (1500 msnm) con temperaturas

de hasta 49 °C (Parrotta y Chaturvedi, 1994).

Su importancia comercial se resume en que A. indica es una especie muy conocida alrededor del
mundo por sus diversas aplicaciones y usos (deforestacidon, combustible, fertilizante, insecticida,
antialimentario, pesticida, etc.) (Orozco y Rodriguez, 2007; Jagannathan et al., 2015) y en especial,
por su amplio uso en la medicina tradicional, encontrandose con un sin fin de usos en el
tratamiento de diversas patologias humanas y diversos extractos obtenidos de la planta
presentan actividad bioldgica, por lo anterior, ha logrado obtener un gran reconocimiento
mundial, considerada como la solucién a miles de problemas (Biswas et al., 2002; Pankaj et al.,

2011).

2.8.1. Composicidn quimica

Se han aislado mas de 135 compuestos de diferentes drganos de A. indica. (Chatterjee y Pakrashi,
1994, Kraus, 1995, Dai et al., 1999), siendo la nimbina el primer compuesto amargo aislado del

aceite de neem (Siddiqui, 1942).

Los compuestos encontrados son diversos y de estructura compleja. Se clasifican en dos tipos: los
isoprenoides (incluyen diterpenoides, triterpenoides y compuestos del tipo vilasinina y C-
secomeliacinas) y los non-isoprenoides (incluyen proteinas (aminoacidos), polisacaridos,
compuestos sulfurosos y polifendlicos, como flavonoides y sus glucésidos, cumarinas, taninos,

compuestos alifaticos, etc.) (Kraus, 1995; Biswas et al., 2002).
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Los terpenos se clasifican por el nimero de unidades de isopreno (5 atomos de carbono) que
contienen, asi pues, los diterpenos son de 20C, tienen cuatro unidades C5 y los triterpenos son

de 30 C, tienen seis unidades C5 (Avalos y Pérez, 2009).

Los triterpenoides, carecen de cuatro de los 30 carbonos provenientes de seis unidades
isoterpénicas, ya sea por reoxidacién o reorganizacion del esqueleto hidrocarbonado, por lo
tanto, son compuestos de 26 carbonos modificados en la cabeza de la ultima unidad de

isopentenilo (Caballero, 2004).

Estos compuestos también son conocidos como limonoides (Figura 6), palabra que se deriva a
partir de la amargura del limén y otros citricos. Estos son los compuestos mas distinguidos del
orden Rutales (Champagne et al., 1992), y se presentan principalmente en las familias Meliaceae

y Rutaceae, con 50 géneros y mas de 1400 especies (Tan y Luo, 2011).

Figura 6. Estructura de limonoides de Azadirachta indica. 1) Nimbina, 2) Nimbdlido, 3) Azadiractina,
4) Salanina (Tomado de Biswas et al., 2002)
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2.8.2. Propiedades medicinales

Todos los drganos de A. indica poseen distintas propiedades medicinales y han sido comercial y
medicinalmente explotables (Sudhir-Kumar et al.,, 2010). Podemos mencionar a los tallos, las

hojas, frutos y semillas, algunos de sus principales usos en la medicina tradicional se muestran en

la Tabla 3.

Tabla 3. Usos medicinales de Azadirachta indica en |la medicina tradicional

Parte utilizada Uso medicinal
Hoia Lepra, problemas de los ojos, anorexia,
J colicos, Ulceras de piel
Corteza Analgésico, antipirético
Problemas biliares, eliminacién de lombrices
Flores . .
intestinales
Desérdenes urinarios problemas de ojos,
Frutos . .
diabetes, heridas y lepra
Enfermedades de la piel como tifia, sarna,
Ramas . .
heridas y ulceras
Pulpa de semilla Lepra y heridas intestinales
Aceites Lepra y heridas intestinales
Raiz, corteza, hoja, Morbilidad en sangre, aflicciones biliares,
flores y frutos juntos ulceras de piel, sensacion de calor y lepra

Modificado de Biswas et al., 2002

Las hojas son los érganos mas utilizados en la medicina tradicional por la facilidad de extraccion
de los compuestos y ademas exhiben un amplio rango de actividades farmacolégicas y

aplicaciones medicinales (Subapriya y Nagini, 2005).

2.8.3. Metabolitos secundarios

Aunque son varios los compuestos que han sido aislados de A. indica, muy pocos han sido
estudiados para probar alguna actividad bioldgica (Sudhir-Kumar et al., 2010), en la Tabla 4 se

mencionan algunos compuestos activos con sus respectivas actividades bioldgicas.
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Tabla 4. Metabolitos secundarios de Azadirachta indica y su actividad bioldgica

Nombre del compuesto Fuente Actividad bioldgica

Antiinflamatorio, antiartritico, antipirético,

Nimbidina Aceite de semilla hipoglucémico, espermicida, antiulcerogénico,
antibacterial
Meliacina Semillas Insecticida
Nimbidato de sodio Aceite de semilla Antiinflamatorio
Azadirona Cubierta de frutos Antitumoral, antibacterial
Azadiractina Aceite de semilla Antimaldrico, anticancer, antialimentario
Nimbina Aceite de semilla Espermicida, insecticida
Nimbdlido Aceite de semilla Antimalarico, antibacterial, anticancerigeno
Nimocinol Hojas Insecticida
Gedunina Aceite de semilla Antimaldrico, antifingico
Acido gélico, catequina N . .
8 . . q Corteza Antiinflamatorio, inmunodulatorio
y epicatequina
Polisacaridos Corteza Antiinflamatorio
Polisacdridos Glay G1b Corteza Antitumoral
NB-2 peptidoglucano Corteza Inmunodulatorio
Margolona,
margolonona e Corteza Antibactecteriano
isomargolonona
Polisacaridos Glla, Gllla Corteza Antiinflamatorio

Modificado de Kumar et al., 2010; Pankaj et al., 2011, Alzohairy, 2016

El grupo de los tetranortriterpenos (triterpenoides de anillo intacto y los C-seco triterpenoides),
son considerados como el grupo mas importante de metabolitos secundarios de esta especie
(Haldar et al., 2013), ya que estudios han reportado diferentes actividades biolégicas relacionadas
con este tipo de compuestos (Tan y Luo, 2011; Pandreka et al., 2015). Entre estos triterpenoides
se encuentran la azadirona, azadiradiona y gedunina y en los C-secotriterpenoides, la nimbina,
salanina y azadiractina. Estos compuestos son los principales responsables de una variedad de

importantes actividades bioldgicas (Atawodi et al., 2009).

La nimbina es un compuesto cercanamente relacionado a compuestos como nimbidina,
nimbinina, nimbidinina, acido nimbidico, y nimbdlido, los cuales presentan potentes efectos
antiinflamatorios, antipiréticos y antiartriticos (Pillai y Santhakumari, 1981; Biswas et al., 2002;
Sidhu et al., 2004).
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La nimbina es responsable de gran parte de las actividades bioldgicas del aceite de neem, ya que
ademas presenta propiedades fungicidas, antihistaminicas y antisépticas (Govindachari et al,,

1992; Gupta et al., 2017).

Otro compuesto de importancia es la salanina, un triterpenoide presente especialmente en aceite
de semillas, el cual presenta principalmente efecto anti-alimentario contra insectos (Govindachari
et al., 1992; Sidhu et al., 2004) y probablemente efecto similar a la azadiractina, que es
ampliamente conocido por sus actividades insecticidas y es usado comercialmente en preparados

(Champagne et al., 1992).

De aqui que la cuantificacion de AZRL de los extractos de A. indica resulta interesante ya que la
azadiractina y los limonoides relacionados son de gran importancia por ser una fuente importante
de moléculas bioldgicamente activas, principalmente por sus efectos pesticidas (Sidhu et al.,,
2004). Salanina y nimbina son dos importantes terpenoides, son relativamente estables y son
moléculas potenciales para mejorar las propiedades pesticidas de los productos. Por lo tanto, su
cuantificacion es util para comprender la propiedad insecticida/plaguicida de esta planta

(Ghimeray et al., 2009).

Asi mismo A. indica es encontrada en una amplia distribucién geografica entre las diferentes
zonas tropicales del mundo, por lo que poseen diferencias morfolégicas y bioquimicas. Kumar y
Parmar (1997), ha reportado una gran variabilidad cuantitativa en el contenido de azadiractina
de los granos de semilla de neem de varios ecotipos. De manera similar, se ha informado sobre la
gran variabilidad en el contenido de azadiractina dentro de los arboles de una localidad en

particular (Kaushik et al., 2007).

2.8.4. Actividad antiinflamatoria de Azadirachta indica

Son varios los estudios que se han realizado para evaluar la actividad antiinflamatoria de esta

planta. (Tabla 5)
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Tabla 5. Actividad antiinflamatoria de extractos de Azadirachta indica.

Tipod L. . .
Fuente 1po ce Actividad biolégica Modelo de estudio Referencia
extracto
Hojas y Metanol Antllnfla?r’rjaltorlo In vivo Okpanyi et al., 1981
corteza Antipirético
Hojas .
, . . In vivo
Raiz Acetona Antiinflamatorio . Manogaran et al., 1998
(Ratas Swiss)
Corteza
M k y Rashi
Hojas Acuoso Antiinflamatorio In vivo osaddek y Rashid,
2008
Hoias Metanol Antiinflamatorio In vitro Schumacher et al.,
J Proapoptético 2010
. Eter de i . . .
Hojas , Antiinflamatorio In vivo Haritha et al., 2012
petréleo
Analgésico In vivo
Hojas Etandlico . & . (Ratas albinas Dinda et al., 2013
Antiinflamatorio .
Wistar)
Antiinfl i
Hojas Acuoso nt“n. a?rrja.tono In vivo Kumar et al., 2013
Antipirético
In vivo Sonika et al., 2010,
Hojas Etandlico Antiinflamatorio (Ratas Wistar Kanagasanthosh et al.,
adultas) 2015

Los extractos del neem son considerados con importantes papeles terapéuticos debido a sus
propiedades antioxidantes y valiosos compuestos activos. Entre los mecanismos de accion

antiinflamatorios reportados de los compuestos activos estan: (Alzohairy, 2016)

e Poseen una rica fuente de antioxidantes, por lo que desempenan un papel en la
eliminacion de radicales libres.

e Tienen un papel importante en la regulacién de vias de sefalizacién celular, modulan la
actividad de los genes supresores de tumores (como p53), angiogénesis, factores de
transcripcion (como NF-kB) y apoptosis.

e Juegan un papel importante como antiinflamatorios a través de la regulacién de

actividades enzimaticas proinflamatorias, como COX y LOX.

2.8.5. Cultivo In vitro de Azadirachta indica

La actual demanda de productos farmacolégicos naturales derivados de plantas ha ocasionado

una gran sobreexplotacion. Una gran variedad de especies vegetales estan en peligro de extincidon
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o se han extinguido por completo, lo que contribuye a al crecimiento de los problemas

ambientales (Pérez-Alonso y Jiménez, 2011).

El cultivo in vitro ha surgido como alternativa biotecnoldgica para la produccién de plantas que
poseen valiosos compuestos activos, a partir de numerosas estrategias que se han implementado
con el fin de incrementar la produccién de material vegetal, el incremento en la produccion de
metabolitos secundarios, incluso la produccion de nuevos compuestos utilizables principalmente

en la industria farmacéutica (Arias-Zabala et al., 2009; Kumar y Loh, 2012).

Son muchas las ventajas del cultivo in vitro sobre los cultivos convencionales, empezando con que
se cuenta con un sistema de condiciones ambientales controladas, sistemas de produccion
definidos y automatizados, donde se pueden producir sustancias de gran utilidad, elevando la

produccién y rendimientos (Pérez-Alonso y Jiménez, 2011).

Esto es posible gracias a una caracteristica principal de las células vegetales, llamada totipotencia
celular, el cual a partir de cualquier explante se tiene la capacidad de dar origen a una planta

completa, conservando la misma informacién genética y funcionalidad (Kieran et al., 1997).

Respecto a A. indica, numerosos estudios han surgido para llevar a cabo el establecimiento del
cultivo in vitro y de esta manera la regeneracion de plantulas completas y su propagacion. Esto
surge a partir del cultivo de érganos especificos de la planta en un medio de cultivo definido bajo

condiciones controladas.

Los datos bibliograficos muestran una gran cantidad de estudios para el establecimiento y
propagacion de cultivos in vitro de A. indica, el explante mds cominmente utilizado son las hojas
de arboles maduros (Ramesh y Padya, 1990, Eeswara et al., 1998), la produccion de callos
embriogénicos para la generacién de embriones somaticos a partir de cotiledones maduros
(Shirikande et al., 1993) y de hipocotilos (Su et al., 1997), la produccion de brotes y raices a partir
de anteras (Gautam et al., 1993) y a partir de diferentes explantes como hipocotilo, epicotilo,

nodos cotiledonarios, cotiledones, hojas y raices (Salvi et al., 2001).

En A. indica se ha logrado la produccién de metabolitos como: la azadiractina (Prakash et al.,
2005) y limonoides relacionados en cultivo de callos y de células en suspensién (Rafig y Dahot,

2010, Babu et al., 2005).
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Méndez-Sanchez, (2015), obtuvo el cultivo in vitro de plantulas de A. indica mediante la
germinacién de semillas desinfectadas, metodologia de la cual se obtuvo el material vegetal para
este trabajo. Ademas, reporté que los extractos in vitro si contienen metabolitos secundarios,
donde el extracto hexano tuvo la mayor actividad hipoglucemiante y hace mencién de que los

posibles compuestos responsables son nimbina y salanina.

Ante la falta de estudios de actividades bioldgicas y la busqueda de producciéon de metabolitos
secundarios de plantas completas cultivadas in vitro de A. indica, se pretende evaluar la actividad

antiinflamatoria de los extractos obtenidos con solventes de diferente polaridad.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Dado a que desde tiempos antiguos las plantas han sido utilizadas como remedios medicinales
ante distintos malestares y enfermedades, con la finalidad de validar el conocimiento de la
medicina tradicional, se han realizado investigaciones con sustento cientifico para comprobar la
existencia del efecto farmacoldgico de extractos de plantas en ciertas actividades bioldgicas, asi

como identificar, aislar y purificar los metabolitos secundarios activos presentes.

A. indica posee una gran cantidad de compuestos bioactivos a los que se les atribuyen distintas
propiedades medicinales y farmacoldgicas, algunos con actividades hipoglucémicas vy
antiinflamatorias, por tal motivo, se le considera una fuente importante de compuestos naturales
activos. Ante la busqueda de nuevas alternativas para la obtencién de material vegetal, surge la
herramienta biotecnolégica de cultivo in vitro, como estrategia para la obtenciéon de material
vegetal de manera sustentable, por lo que es importante investigar si en este modo de cultivo, se

producen los metabolitos secundarios de interés.

Asi mismo, dado a los multiples efectos secundarios de la mayoria de los farmacos
antiinflamatorios comerciales actuales, un porcentaje significativo de la poblacién mundial utiliza
a las plantas como fuente alternativa medicinal y ya que A. indica ha sido utilizada como remedio
antiinflamatorio natural, es necesario hacer estudios que validen su uso, por lo que la realizacion

de andlisis bioldgicos y fitoquimicos es fundamental.
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4. HIPOTESIS

Los extractos de plantulas de Azadirachta indica cultivadas in vitro, presentaran efecto

antiinflamatorio en ratones CD-1.

5. OBIJETIVOS

5.1. Objetivo general

Evaluar la actividad antiinflamatoria de los extractos de Azadirachta indica in vitro en

ratones CD-1

5.2. Objetivos especificos

a) Realizar un andlisis fitoquimico de los extractos

b) Evaluar la actividad antiinflamatoria de los extractos de Azadirachta indica en el
modelo de edema de oreja de ratén inducido por TPA

c) Evaluar la dosis-respuesta de los extractos activos de Azadirachta indica en ratones
CD-1

d) Evaluar la inhibicidn de la enzima lipoxigenasa como un posible mecanismo de accidn

de los extractos activos
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Estrategia experimental

Obtencidon de material vegetal in vitro de
Azadirachta indica

Obtencidn de extractos:

* Hexano

* Acetato de etilo
* Metanol
* Acuoso

Analisis fitoquimico de los extractos

Cuantificacion de fenoles y
flavonoides totales

Dosis respuesta de

CCFy HPLC

los extractos activos

Extracciony
cuantificacion de
limonoides

Ensayo de inhibicion

Actividad antiinflamatoria

Figura 7. Diagrama de la estrategia experimental realizada

enzimatica de LOX
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6.2. Material vegetal

Se utilizaron las semillas de A. indica como fuente para la obtencién del material vegetal, éstas
fueron recolectadas de arboles nativos ubicados en la comunidad de El Porvenir, Oaxaca, que se
encuentra a una longitud de -95.255556, altitud de 17.475833 y a 100 metros sobre el nivel del

mar. La colecta se realizé en el mes de julio del 2017.

6.2.1. Obtencidn de plantas in vitro

Siguiendo la metodologia establecida por Méndez-Sanchez (2015), las semillas recolectadas de A.
indica pasaron por el método de desinfeccién siguiente: fueron lavadas con detergente liquido
durante dos minutos y se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril, después se
sumergieron en microdin comercial durante 15 minutos, seguido por tres enjuagues de agua
destilada estéril. Posteriormente se hicieron lavados con etanol al 70 % (v/v) en agua destilada
estéril por 2 minutos, y finalmente un lavado con cloro comercial al 80% (v/v) en agua destilada
estérily Tween-20al 0.1 % (v/v) durante 20 minutos con breves agitaciones constantes, al término

se hicieron tres enjuagues con agua destilada estéril.

Se utilizaron frascos Gerber para la germinaciéon de las semillas con 20 ml de medio basal
Murashige y Skoog (MS, Marca Sigma) a 4.4 g/L, complementado con sacarosa al 3% (p/v) y fitagel
al 0.25 % (p/v) como agente gelificante, el medio se ajusté a un pH de 5.8 antes de la esterilizacion,
la cual se realiz6 a 120 °C durante 15 minutos. Se sembraron 4 semillas por cada frasco y se
incubaron en oscuridad a 25 + 2 °C por un periodo de 4 dias. Al paso de un mes de crecimiento,
se cambiaron a vasos de vidrio de mayor capacidad, con 20 ml de medio y se mantuvieron en un

cuarto de cultivo bajo un fotoperiodo de 16 h luz/8 h oscuridad a 25 +2 2 C.

6.2.2. Obtencion de los extractos

Para la obtencion de los extractos de diferente polaridad de A. indica in vitro, se utilizaron las
plantulas de aproximadamente 3 meses de edad, se cortaron en trozos pequefios, se congelaron
y pasaron por un proceso de liofilizado durante tres dias. Una vez secas, se molieron en un

mortero para obtener el material pulverizado.
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Para la obtencién de los extractos, el material vegetal pulverizado se colocé en los diferentes
disolventes y se mantuvo en agitacién constante a temperatura ambiente por 24 horas, después
se filtré el disolvente en papel Whatman N° 1 en un matraz Kitasato y con la ayuda de una bomba
de vacio para la recuperacién del material vegetal. El material vegetal recuperado se resuspendid
en un nuevo disolvente de polaridad diferente, en el siguiente orden: hexano, acetato de etilo,
metanol y agua, de las cuales se obtuvieron fracciones de distintas polaridades. El disolvente
filtrado se evapord bajo presién reducida en un rotaevaporador a 45 °C y 90 rpm. Los extractos
obtenidos después de la evaporacion del disolvente se llevaron a peso constante en una estufa
para conocer el rendimiento de la extraccidén, finalmente se almacenaron a 4 °C hasta su posterior

uso.

6.3. Analisis fitoquimico de los extractos

6.3.1. Cuantificacion de Fenoles totales

Para la determinacién de fenoles totales se realizé de acuerdo a la metodologia de Folin-Ciocalteu
descrita por Singleton et al., (1999) via espectrofotometria, con algunas modificaciones, usando
como estandar acido galico (0-1000 ppm) y los resultados se expresaron en equivalentes de acido
galico (GAE) por peso seco. La curva de calibracién se obtuvo a partir de una solucién de acido

galico a 1000 ppm (Anexo 1).

A 150 pL de agua desionizada, se le adicion6 2.5 pl de una solucion de 17 mg/mL de extracto seco
al cual se le agregd 10 uL de reactivo de Folin-Ciocalteu. La mezcla se dejé reposar durante 10 min
antes de adicionar un volumen de 30 pL de carbonato de sodio al 20 % (p/v), posteriormente, se
incubd a 37°C durante 15 min, finalmente se enfrié en un bafio de hielo y se leyé a una

absorbancia de 750 nm. Todas las muestras se realizaron por triplicado.

6.3.2. Cuantificacion de Flavonoides totales

La cantidad de flavonoides se calculd utilizando una curva de calibracion de quercetina (1.5

mg/mL) y se expresod en equivalentes de quercetina (EQ) por peso seco (Anexo ).

Para la determinacion de flavonoides totales en los extractos, se realizé por el método de

tricloruro de aluminio descrito anteriormente por Dewanto et al., (2002), con 20 pl de extracto a
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una concentraciéon de 17 mg/mL. A los 20 pL de extracto se le afiadio 100 pul de NaNO; al 20%.
Posteriormente se le afiadié 100 pL AIClz al 10%, y se aford con agua desionizada a un volumen
de 5 mL, se dejo reposar 45 min. Finalmente se mezcld y se leyd la absorbancia a 415 nm. Todas

las muestras se realizaron por triplicado.

6.3.3. Cuantificacion de Limonoides relacionados con AZA

Segun la metodologia de Dai et al., (1999) la extraccidn y cuantificacién de limonoides se llevd a
cabo de la siguiente manera: para la extraccion, 5 mg de cada extracto se disolvieron en metanol
(3 x50 L), seguido de una sonicacién durante 30 min y centrifugado durante 10 min a 3000 rpm,
el pellet se recuperd, los extractos metandlicos se combinaron y se les adicioné 50 pl de agua
destilada, seguido por diclorometano (3 x 50 ul), donde la fase metanol-agua fue descartada,
quedando solo la fraccion de diclorometano, la cual fue llevada hasta sequedad y almacenada a

-4°C hasta su uso.

Para la cuantificacion colorimétrica total de AZRL, los extractos metandlicos se resuspendieron
en 1 mL de diclorometano, del que se tomaron 350 ul y se colocaron en un nuevo tubo, se
afiadieron 100 pL de una solucién de vainillina-metanol (20 mg/mL), se agitaron durante 2 min,
posteriormente se afiadié 150 pL de acido sulfurico al 98% (afiadiendo de 50 uL en 50 plL),
agitando durante 10 segundos durante cada aplicacidn y finalmente se afladieron 350 uL de
metanol, para tener una mezcla homogénea, observando al instante el desarrollo de una
coloracién azul verdosa. La solucidn se dejé reposar durante 5 minutos antes de la medicién de
la absorbancia a 577 nm. La curva de calibracion se elaboré con un estandar de azadiractina
(Sigma-Aldrich, > 95.0%) de 0-100 ug/ml disueltos en diclorometano y utilizando como muestra

blanco diclorometano (Anexo ).

6.3.4. Cromatografia en capa fina

Para la determinacion de los principales compuestos activos presentes en los extractos de A.
indica, se realizd la identificacidn por cromatografia de capa fina utilizando placas de fase normal
(cromatofolios Merck® de aluminio y silica gel Fzsa) de 7 x 5 ¢cm, usando como fase movil
diclorometano-metanol (19.5:0.5 v/v). El revelado se realizé a partir del revelado bajo luz UV (254

y 365 nm, indicadores fluorescentes presentes en la placa) y a partir de una solucién de vainillina
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acidificada, la cual consiste en una mezcla de vainillina: acido sulfurico al 98%: etanol al 96 % (3
g: 1.5 mL: 100 ml) (Sinha et al., 1999). Después de aplicar el revelador con vainillina, las placas se
calentaron a 90 °C para observar las bandas de los compuestos presentes. La identificacion se
realizé usando un estandar de azadiractina, salanina, nimbina y nimbdlido obtenidos de Sigma
Aldrich, determinando asi el Rf de las bandas de los compuestos observados a partir de la

siguiente formula.

Distancia recorrida por el soluto

Rf =

Distancia recorrida por el disolvente

6.3.5. Analisis por HPLC de los extractos

Para el analisis de los extractos por HPLC, se utilizé un equipo marca Waters ACQUITY Arg,
equipado con un detector de fotoarreglo de diodos 2998 PDA. Se empled una columna analitica
en fase reversa Kinetex ® 5um EVO18 100 A (LC column 150 x 2.1 mm). La longitud de onda
utilizada fue de 210 nm. Las separaciones cromatograficas se llevaron a cabo usando una fase
movil acetonitrilo-agua (10:90 v/v), iniciando con 5 % de acetonitrilo hasta obtener 95 % a los 20
miny 5 % a los 25.5 min, se utilizé un flujo de 0.5 mL/min con una temperatura de la columna de
40 °C, un volumen de inyeccidon de 10 pL y un tiempo de corrida de 30 min. Partiendo de la
extraccion metandlica de los extractos (apartado 6.3.3) se llevé a una concentracion de 5 mg/mL,
resuspendidos en la fase acetonitrilo: agua, los cuales pasaron por un proceso de filtracién con el

objetivo de obtener el extracto sin impurezas.

Los estandares utilizados fueron azadiractina (sigma A 7430), nimbina, salanina y nimbdlido
(Sigma SMBO00586) los cuales fueron inyectados a una concentracion de 10 ppm cada uno,

disueltos en 260 uL de fase movil.
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6.4. Animales de experimentacion

Los experimentos la actividad antiinflamatoria se realizaron con ratones albinos (Mus musculus)
hembras y machos, de la cepa ICR CD-1, de tres meses de edad, con un peso promedio de 30-45
g. Los ratones se mantuvieron en el Bioterio de la Universidad del Papaloapan, en un cuarto
cerrado y aislado, en cajas de acrilico transparente a temperatura constante de 25 °C, con un
fotoperiodo de 12/12 horas luz/oscuridad y una humedad relativa de 45+5.0 % HR, con agua y

alimento ad libitum.

Durante la crianza y los ensayos, los animales fueron tratados con estricto apego de acuerdo a los
lineamientos descritos en la regulacion mexicana del cuidado de animales experimentales NOM-
062-Z00-1999 vy a los lineamientos éticos internacionales para el uso y cuidado de los animales

experimentales.

6.5. Actividad antiinflamatoria

6.5.1. Edema auricular inducido por TPA en ratones CD-1

Para conocer el efecto antiinflamatorio de los extractos de A. indica in vitro, se utilizaron 6 grupos
de ratones con 5 integrantes cada uno (Tabla 6). De acuerdo con el método descrito por Paya et
al., (1993) todas las aplicaciones se hicieron tépicamente, con la aplicaciéon de 20 pL en las
superficies interna y externa de cada oreja, la derecha para los tratamientos y la izquierda sirvid
como control, la cual solo recibié acetona como vehiculo (20 plL), misma que se utilizé como

disolvente para cada tratamiento (Figura 8).

Cada grupo de ratones se colocé en cajas separadas, a todos los grupos se les aplicé TPA (P8139-
5MG) (2.5 pg) para inducir el edema, pasados 10 minutos de la induccion se aplicaron los
extractos a una dosis inicial Unica de 80 mg/mL, utilizando acetona como vehiculo. El control
positivo fue la dexametasona (1 mg/mL), un antiinflamatorio sintético comercial y el control

negativo fue el grupo de ratones sin tratamiento.
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Tabla 6. Grupos experimentales.

Grupos Experimento
I. Control negativo TPA
Il. Referencia Dexametasona

. Extracto hexano

V. Extracto acetato de etilo
V. Extracto metanol
VI. Extracto acuoso

Se permitié que la inflamacion se desarrollara durante 4 horas después de las cuales los animales
fueron sacrificados, obteniéndose asi secciones a través de la porcidn central de ambas orejas,
estas se pesaron, el edema fue medido como la diferencia de peso entre la oreja tratada y la no

tratada. Los porcentajes de inhibicidon se calcularon con la siguiente férmula:

o, c—1It
% Inhibicion = 7 x 100

Ddnde:
Ic. Porcentaje de inflamacidon media del grupo control

lt. Porcentaje de inflamacién media de cada grupo tratado.

6.5.2. Dosis respuesta del extracto activo

Para el caso de la dosis-respuesta se aplicaron diferentes dosis del extracto con mayor actividad
antiinflamatoria para evaluar la dosis efectiva 50 (DEsg), que es la dosis en la cual se inhibira el 50

% de la inflamacion.

Las dosis elegidas fueron menores a la dosis inicial, 40, 30, 20, 10, 2.5 mg/kg. Se siguid el mismo

procedimiento anterior para la medicién de la actividad antiinflamatoria.
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6.6. Ensayo de inhibicion de la enzima lipoxigenasa

El ensayo de inhibicion de la enzima LOX (Sigma L7395-15MU, Glycine max soybean) se determiné
por un método espectrofotométrico reportado por Malterud y Rydland, (2000), con algunas
modificaciones. Se utilizé un buffer de borato de sodio (0.2 M, pH 9), formulado con acido bérico
e hidroxido de sodio (Kumari et al., 2011). A una mezcla de solucion de buffer borato, se le agregé
50 uL de los extractos a una concentracién de 1 mg/mL disueltos en dimetil sulféxido (DMSO), la
enzima (500 pL, 400 U/mL en buffer borato, concentracién final 200 U/mL) y 4cido linoleico (sigma
L1376-1G) como sustrato (250 uL, 250 uM en buffer borato) para hacer un volumen de reaccién
del 1 mL. Se utilizé6 como blanco DMSO solo (50 pL) y como control la enzima sin inhibidor. Como
inhibidor estandar se utilizé quercetina (10 mM). En un tubo de reaccidn, después de la adicion
de la enzima, se incubaron 5 min a temperatura ambiente y la reacciéon se comenzé afadiendo
acido linoleico, se dio 5 min de reaccion y se leyd a una absorbancia de 234 nm durante 5 min
cada 30 s, utilizando celdas de cuarzo. La solucién de la enzima permanecio en hielo durante todo

el periodo experimental. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

El porcentaje de inhibicion se calculd con la siguiente formula.

L ABc — ABm
% Inhibicion = —Be x 100

Dénde:
ABc: Absorbancia del control

ABm: Absorbancia de la muestra de prueba

6.7. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico para la actividad antiinflamatoria se realizé con el software estadistico
MINITAB, los datos se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) de un factor, los datos

se analizaron posteriormente con una post-ANOVA por el método Dunnet, con p < 0.05.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1. Material vegetal

La germinacion in vitro de semillas de A. indica fue en medio de cultivo MS y se presenté a partir
del tercer dia, a mads tardar al quinto dia después de su incubacion, observando un porcentaje de
germinacion mayor al 90%. El 10 % restante de semillas no germinadas correspondid al porcentaje
de contaminacién por la carga microbiana presente en las mismas, debido a la temporada de

lluvias durante la recoleccion (Méndez-Sanchez, 2015).

A la edad de tres meses la parte aérea de las plantulas fue recolectada para su almacenamiento

en refrigeraciéon a 4°C.

Figura 8. Plantulas de Azadirachta indica generadas por cultivo in vitro

Con el propésito de obtener mayor cantidad de material vegetal también se hizo la
micropropagacion de las plantulas a partir de segmentos nodales. Cada explante fue resembrado

en medios de cultivo MS, sin reguladores de crecimiento vegetal.

Al paso de una semana del cultivo se observd la aparicién de entre uno y tres brotes,

posiblemente generados por el estrés causado a la planta debido al corte (Figura 9), ya que como

Pagina | 33



lo menciona Desjardins et al., (2009) durante un cultivo in vitro, las plantas estan sujetas a muchos
factores que pueden alterar su crecimiento (heridas, lesiones mecdanicas, entre otros), en este
sentido, las plantas modifican su fisiologia para poder adaptarse a su entorno, lo que afecta sus
procesos bioquimicos y genéticos manifestados en la alteracién del metabolismo o desarrollo de
la planta y en este caso, en la separacién de explantes de la planta madre para ser expuestos a su

capacidad de propagacién natural dando como resultados la formacién de brotes.

Figura 9. Plantulas generadas por segmentos nodales de Azadirachta indica en medio MS.

Estos brotes fueron removidos al paso de un mes, para ser sembrados individualmente. A la edad
de tres meses fueron retirados del frasco y almacenados a 4 °C para posteriormente realizar la

obtencion de los extractos.

7.2. Rendimientos de extraccion

Después de haber realizado la extracciéon exhaustiva del extracto seco, del cual a partir de 8.3 g
de peso de material vegetal fresco de plantulas de A. indica in vitro se obtuvieron 2.04 £ 0.011 g

de material vegetal seco.

Los rendimientos de la extraccién obtenidos con los solventes de distinta polaridad, se resumen

enla Tabla 7.
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Tabla 7. Rendimiento de la extraccion.

Extracto Peso Extracto (g) Rendimiento (%)
Hexano 0.0424 2.07
Acetato de etilo 0.0382 1.86
Metanol 0.155 8.59
Acuoso 0.243 11.90

Los porcentajes de rendimientos mas altos fueron en los extractos metandlico y acuoso, con
8.59% y 11.90 %, respectivamente. Similares a los reportados por Méndez-Sanchez (2015), quien
a partir de 10.17 g de material vegetal seco obtuvo 3.12%, 2.11%, 12.91%, 13.30% para los

extractos de hexano, acetato de etilo, metanol y acuoso, respectivamente.

Diversos reportes muestran la efectividad de solventes polares como el metanol y el agua, para
la obtencidn de mayores rendimientos de extraccion en hojas silvestres asi como de plantulas in
vitro de A. indica (Ghimeray et al., 2009; Méndez-Sanchez, 2015) y de otras especies de plantas
(Garrido et al., 2013; Stanojevic et al., 2009). Esto se debe a que la polaridad del solvente utilizado
influye en el rendimiento, ya que el uso de disolventes de alta polaridad rompen mas facilmente
la membrana celular y hace posible una mejor extraccién y como consecuencia muestran los mas

altos rendimientos (Garrido et al., 2013).

7.3. Analisis fitoquimico de los extractos

Para conocer el perfil de produccién de metabolitos secundarios de los extractos in vitro de A.
indica, se realizaron las cuantificaciones de compuestos fendlicos totales, flavonoides totales y de

AZRL en todos los extractos, incluida la cromatografia de capa fina y andlisis por HPLC.

Los resultados de las cuantificaciones de metabolitos secundarios obtenidos en este estudio son

discutidos en el siguiente apartado.
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7.3.1. Cuantificacion de Fenoles totales

Los valores de la cuantificaciéon de fenoles totales en los extractos de A. indica se expresan como
equivalentes de acido galico por gramo de extracto seco (Tabla 8).

Tabla 8. Concentracion de compuestos fendlicos en los extractos

Extracto Concentraciéon (mg EAG /g de extracto)
Hexano 5.345 £ 0.003¢
Acetato de etilo 4.309 + 0.007¢
Metanol 15.794 + 0.005°
Acuoso 13.161 + 0.005°

Los datos se analizaron con ANOVA vy post prueba Tukey, p<0.05 se considerd estadisticamente significativo. Los
valores se muestran como media * desviacidn estandar (n=3).

El extracto metandlico presentd la mayor concentracidn de fenoles totales (15.79 mg EAG/ g de
extracto), seguido por el extracto acuoso (13.16 mg EAG/ g de extracto), mientras que le extracto

de acetato de etilo presentd la menor concentracion (4.30 mg EAG/ g de extracto).

La extraccidn mayoritaria en el extracto metandlico, se debe a que el metanol es considerado
como uno de los mejores solventes para la extraccion de compuestos fendlicos, debido a la
polaridad tanto del solvente como de los compuestos a extraer (Shewale y Rathod, 2018). Sin
embargo, ya que el mayor uso de los compuestos fendlicos son en la industria alimentaria y
cosmética, se prefieren mezclas de etanol: agua para la extraccién de dichos compuestos, por
poseer baja toxicidad, bajo costo y es ecoldgico en comparacidn con otros solventes (Jokic et al.,

2010; Lubomirova et al., 2016).

Méndez-Sanchez, (2015) realizé la cuantificaciéon de compuestos fendlicos totales de plantulas in
vitro de A. indica, sus resultados mostraron una menor acumulacion en todos los extractos
respecto a los nuestros, siendo la produccién en nuestro extracto metandlico 1.05 veces mayor
gue los obtenidos por Méndez-Sanchez. Respecto al extracto acuoso, hubo 2.87 veces mayor
produccién en comparacién con los mismos. En cuanto a la cuantificacidn de los extractos de

acetato de etilo y hexano, fueron 3.6 y 1.3 veces mayor, respectivamente.
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En comparacién con los extractos de la planta silvestre de A. indica, la cantidad de fenoles extraida
con metanol de la parte aérea de plantulas in vitro fue 4.9 mg EAG/g mayor que la obtenida por
el extracto metandlico de hojas silvestres (10.80 mg/g de extracto) reportados por Shewale y
Rathod, (2018) y es mayor por 2.47 mg EAG/g al extracto metandlico de hojas silvestres (13.32
mg EAG/g de extracto) reportados por Irondi et al., (2012).

Sin embargo, es 8.64 veces menor que lo reportado por Abdulkadir et al., (2017) (136.45 mg
EAG/g de extracto) en extractos etandlicos (95% v/v) de hojas silvestres, y en comparacion con el
extracto butanol de hojas silvestres, el extracto in vitro tiene una concentracién 6.7 veces menor

de compuestos fendlicos (107.29 mg EAG/g de extracto) (Al-Jadidi y Hossian, 2015).

7.3.2. Cuantificacion de Flavonoides

Los datos obtenidos para la cuantificacion de flavonoides se reportan como miligramos de

equivalentes de quercetina por gramo de extracto seco (Tabla 9).

Tabla 9. Concentracién de flavonoides en los extractos

Extracto Concentracién (mg EQ /g de extracto)
Hexano 1.673 + 0.005°
Acetato de etilo 2.318 £ 0.017°
Metanol 0.252 + 0.003¢
Acuoso 0.757 £ 0.004°¢

Los datos se analizaron con ANOVA vy post prueba Tukey, p<0.05 se considerd estadisticamente significativo. Los
valores se muestran como media * desviacidn estandar (n=3).

El extracto con mayor concentracién de flavonoides totales fue el extracto acetato de etilo (2.31
mg EQ/g de extracto), seguido por el extracto hexano (1.67 mg EQ/g de extracto), mientras que

el extracto metanol presentd la menor concentracion.

Para cuantificaciones de flavonoides de extractos de A. indica in vitro reportados, Méndez
Sanchez, (2015) observo las cuantificaciones de flavonoides en el orden de: metanol>acetato de

etilo>hexano>acuso con 0.07, 0.03, 0.02 y 0.009 mg EQ/g de extracto, respectivamente. Existe
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una mayor cuantificacion de flavonoides en nuestros extractos, acumulados por el extracto de
acetato de etilo, el cual fue 33.1 veces mayor respecto al extracto metandlicoy 77.2 veces mayor

respecto a extracto de acetato de etilo reportados.

Esta diferencia puede deberse a las variaciones en las condiciones de crecimiento en el cultivo in
vitro, es decir, a que pudo originarse un cierto periodo de estrés al hacer escisiones internodales
para las resiembras y obtencién de nuevos brotes, lo que ocasiond que existiera una mayor
produccién de metabolitos secundarios en respuesta al estrés. Bravo, (1996), menciona que la
produccién de metabolitos secundarios se ve afectado por factores como la germinacién, el
procesamiento y almacenamiento de las plantas. Azofeifa, (2009), a su vez menciona que muchos
explantes, especificamente de especies lefiosas liberan al medio una mezcla compleja de
compuestos fendlicos, asi como de flavonoides (Cruceriu et al., 2017), debido al dafio oxidativo
por la produccién de ROS que son perjudiciales, pero que son esenciales en primera instancia
como vias de sefializacién de la célula para realizar los ajustes adecuados en respuesta a los
cambios ambientales (Cruceriu et al., 2017). Las ROS son controlados y contrarrestados por el
sistema antioxidante que protege a la célula mediante la captacién de radicales libres (Shao et al.,

2008).

Ademas los flavonoides tienen estructuras quimicas variadas, debido a las diferentes
modificaciones y adiciones de grupos funcionales, a lo que se le atribuye sus diferentes
polaridades (Cartaya y Reynaldo, 2001), asi mismo también influye la naturaleza del solvente

sobre la solubilidad de los mismos (Chebil et al., 2007).

Respecto a las cuantificaciones reportadas para extractos silvestres, el extracto de acetato de
etilo in vitro fue 33.3 veces menor al contenido por el extracto etandlico de hojas maduras
silvestres (77.01 mg EQ/g) (Abdulkadir et al., 2017). Asi mismo el contenido es 2.3 veces menor
al contenido en el extracto metandlico de hojas silvestres reportadas (5.29 mg EQ/g) por Al-Jadidi

y Hossian, (2015).
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7.3.3. Cuantificacion de Limonoides relacionados con AZA

La cantidad de AZRL cuantificados en los extractos de A. indica se reporta en base a equivalentes

de azadiractina por gramo de extracto seco. (Tabla 10).

Tabla 10. Concentracidon de Limonoides Relacionados con Azadiractina

Extracto Concentracion (mg EAZA/g de extracto)
Hexano 2.1400 + 0.005°
Acetato de etilo 4.6249 + 0.006°
Metanol 1.2579 £ 0.001°¢
Acuoso 0.5979 +0.008¢

Los datos se analizaron con ANOVA vy post prueba Tukey, p<0.05 se considerd estadisticamente significativo. Los
valores se muestran como media * desviacion estandar (n=3).

El extracto con mayor contenido de AZRL fue el extracto de acetato de etilo (4.62 mg EAZA/ g ES),
seguido por el extracto hexano (2.14 mg EAZA/g ES), en los extractos metandlico y acuoso se
obtuvieron las menores cantidades (1.25y 0.59 mg EAZA/g ES, respectivamente). En comparacion
con lo reportado por Méndez-Sanchez, (2015), obtuvo valores en el orden de acetato de

etilo>metanol>hexano>acuoso con 2.8, 0.2, 0.4, 0.1 mg EAZA/g ES, respectivamente.

Al comparar las concentraciones obtenidas de limonoides en el extracto acetato de etilo de
plantulas in vitro de A. indica con lo reportado por Bedoya y Hoyos, (2010) fueron de 5y 11.8
veces mayor que la obtenida en callos y suspensiones celulares (0.91 y 0.39 mg de AZA/g,

respectivamente).

La concentracidon mayoritaria de limonoides en el extracto de acetato de etilo, puede deberse a
gue estos compuestos son de baja o mediana polaridad. Siendo el hexano, acetato de etilo o
diclorometano, los mayores disolventes de los limonoides (Dubashi et al., 2013), debido a la
naturaleza no polar y medianamente polar de los disolventes como la de los compuestos que se

extraen (Jarvis et al., 1999; Melwita y Ju, 2010).
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7.3.4. Anailisis por cromatografia de capa fina

En el analisis por cromatografia de capa fina de los extractos de A. indica, se observé la retenciéon

de metabolitos secundarios con diferente polaridad.

La fase movil seleccionada para el andlisis por cromatografia en capa fina diclorometano-metanol
(9.5:0.5 v/v) es utilizada para el estudio de grupos de compuestos que poseen de mediana a baja

polaridad.

Las placas se revelaron bajo luz UV de 254 nm (Figura 10A) (longitud de onda de excitacion del
indicador presente en la placa), revelando bandas a 254 nm para el extracto de acetato de etilo
(color: café oscuro). Estas bandas podrian corresponder a los siguientes compuestos detectables

a esta longitud de onda: flavonoides y polifenoles.

A la longitud de 365 nm (Figura 10B), se observaron bandas en dos extractos: hexano y acetato
de etilo (colores: magenta, purpura y azul turquesa). Las bandas observadas podrian
corresponder a los siguientes compuestos detectables a 365 nm: terpenoides, principios amargos

o flavonoides (Wagner y Bladt, 2001).

A) B)

Figura 10. Placa cromatografia de los extractos de Azadirachta indica con diferentes
reveladores: A) UV 254 nm, b) UV 365 nm
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Figura 11. Placa cromatografica de los extractos de Azadirachta indica con el
revelador vainillina: metanol: H,SO,

Respecto a la Figura 11, los primeros cuatro carriles corresponden a las bandas de los estdandares
utilizados. En el orden de nimbdélido (Nb), nimbina (N), salanina (S) y azadiractina (A), los cuales
tienen valores de Rf reportados de: 0.94, 0.84 y 0.54, respectivamente (a excepcién de nimbdlido)
(Babu et al., 2006). Estos compuestos ademas de las Rf’s calculadas fueron identificados por las
coloraciones de las bandas detectadas violeta a negro nimbina, azul salanina, verde de
azadiractina (Sinha et al., 1999; Babu et al., 2006; Yusuf et al., 2012). Estas coloraciones son tipicas

de compuestos terpénicos de acuerdo al tipo de revelador usado en este caso, la vainillina.

En el extracto hexano (H) se pueden apreciar distintas bandas siendo cinco las mds pronunciadas,
en el extracto de acetato de etilo (Ae) fueron apreciadas 8 bandas de gran intensidad, mientras

gue en el extracto metanol (M) y acuoso (A) no hubo presencia de bandas.

Respecto a las comparaciones con los estandares son de interés las encontradas en el extracto
hexano ya que fue el extracto activo para la actividad bioldgica objetivo. En el extracto hexano
puede apreciarse bandas similares a los estandares de AZA con Rf de 0.54, una banda a la misma

altura que salanina, con Rf de 0.83 y una banda con Rf de 0.94 semejante al estandar de nimbina.

7.3.5. Analisis por HPLC de los extractos

El analisis por HPLC nos permitid visualizar tanto los estandares de compuestos, como las bandas

de cada extracto. En la Figura 12 pueden apreciarse los cromatogramas de los compuestos de
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referencia, en los tiempos de retencién de 12.6, 14.9, 15.5, y 15.9 min de azadiractina 1), salanina

2), nimbina 3), y nimbdlido 4), respectivamente.
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Figura 12. Cromatograma de estandares y extractos de Azadirachta indica. 1) azadiractina, 2) salanina,
3) nimbina, 4) nimbdlido; EH: Verde, EAe: azul, M: Azul claro, Ac: Rosa

En comparacidon con los cromatogramas de los extractos de A. indica, se puede observar
pequefios picos en los extractos que corresponden a los compuestos de referencia azadiractina
1) y nimbina 2), principalmente en el extracto hexano y acetato de etilo. Sin embargo, estos estan

por debajo del limite de deteccidn para ser cuantificables.

7.4. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria

7.4.1. Efecto antiinflamatorio de los extractos de Azadirachta indica

En la Tabla 11 se detallan los resultados obtenidos por la aplicacién cutanea de los extractos de
A. indica a una dosis de 1.6 mg/oreja, también se muestran las dosis correspondientes
suministradas para cada tratamiento, los porcentajes de inhibicidon, asi como el peso promedio
del edema producido. Un promedio menor en el peso del edema significa que hubo un mayor

porcentaje de inhibicidn inflamatoria en comparacion con el control (TPA).
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Tabla 11. Actividad antiinflamatoria de extractos de Azadirachta indica in vitro, en el modelo de
edema de oreja de raton.

Tratamiento Dosis (mg/oreja) Edema (mg) Inhibicion del edema (%)
TPA 2.5 ug 7.2+0.735 NA
Dm 1.0 3.64 £ 0.499*** 49.44
EH 1.6 1.3+ 0.200%** 81.94
EAEt 16 5.2 +1.068 27.77
EM 1.6 7 +£0.837 2.77
EAC 1.6 3.4+0.812%** 52.77

Los valores se expresan como medias + ESM (n=5). Los porcentajes de inflamacion fueron analizados con Dunnet
p<0.05 en comparacion con el grupo TPA, ***mejor tratamiento
TPA: 12-O-Tetradecanoil-Forbol-13-Acetato; Dm: Dexametasona; EH: Extracto Hexano; EAEt: Extracto Acetato de
etilo; EM: Extracto Metanol; EAc: Extracto Acuoso; NA: No Aplica

La aplicacién topica de TPA mostré un marcado incremento en el espesor de la oreja, si se
compara el peso del TPA (7.2 £ 0.735 mg) respecto al de los tratamientos. Los extractos hexano y
acuso inhibieron significativamente la formacion del edema (p<0.05), siendo el extracto hexano
el que obtuvo mejores porcentajes de inhibicion (81.94%), seguido por el extracto acuoso

(52.77%), que fue similar al porcentaje del fadrmaco de referencia (49.44 %).

Respecto al extracto hexano, este presentd 1.6 veces una mayor inhibicién en comparacion con
la dexametasona y 1.5 veces mayor en comparacién con el extracto acuoso. Los extractos de
acetato de etilo (27.7%) y metandlico (2.7%) no tuvieron una inhibicidn significativa, mismo que
se puede correlacionar con el peso de los edemas producidos, ya que mostraron pesos

semejantes al peso de edema del control negativo.

Debido a la mayor actividad antiinflamatoria del extracto hexano, se realizé un estudio de dosis
respuesta con diferentes concentraciones del extracto, para conocer si existe una dosis
dependiente. Como resultado de este experimento en la Tabla 12 se muestran los porcentajes de
inhibicién de la inflamacion y se calculd la dosis a la cual se reduce el 50 % de la inflamacion (DEsp)
por medio de la curva dosis respuesta (Anexo 1V), la cual fue de 65.5 mg, observando que existe
un efecto dosis dependiente del extracto.
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Tabla 12. Dosis respuesta del extracto activo.

Dosis (mg/oreja) Edema (mg) Inhibicién del edema (%)
0.05 6.6 0.4 8.33
04 6.4 0.5 11.11
0.8 5.4 +0.87 25
1.6 1.3+0.20 81.94

Los valores se expresan como medias = ESM (n=5).

Estudios previos han reportado el efecto antiinflamatorio de extractos silvestres de A. indica.
Extractos acuosos, etandlicos y metandlicos fueron ensayados en modelos inflamatorios in vivo
en ratones a diferentes dosis, 400 mg/kg (Mosaddek y Rashid, 2008), 200 mg/kg (Sonika et al.,

2010), mostrando un efecto antiinflamatorio significativo.

Ademas existen estudios donde comprueban un efecto dosis dependiente, como lo reportado
por Kumar et al., (2013) en la evaluacién del extracto de hojas de A. indica en el modelo de edema
de pata en ratas Albinas, a dosis de 62.5, 125 mg, 250 mg, 500 mg/kg, los cuales mostraron un

porcentaje de inhibiciéon del edema de 2.7%, 26%, 52.32% y 63.01% respectivamente.

Dinda et al., (2013) evaluaron el extracto hidro-alcohdlico y fracciones de acetato de etilo y n-
butanol a dosis de 100 mg/kg, en el modelo de edema de pata en ratas Albinas, encontrando
porcentajes de inhibicion de 37.6, 43.16 y 49.92 % respectivamente, mientras que la

indometacina mostrd 62.5 % de inhibicion.

Comparando los extractos in vitro respecto a los de la planta silvestre de A. indica, los extractos
in vitro (hexano y acuoso) resultaron activos, mostrando efecto similar a los extractos acuosos y
metandlicos de la planta silvestre, con un porcentaje de inhibicion incluso mas alto del extracto
hexano y a una dosis menor (80 mg/ml). Por otra parte, el extracto acuoso muestra un porcentaje

de inhibicidn similar a los reportados pero a una dosis menor.
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Cabe destacar que los modelos de inflamacién seguidos son diferentes, lo que justificaria las dosis
de los extractos utilizados y los diferentes resultados en los porcentajes de inhibicién inflamatoria
obtenidos. La presencia de la actividad se debe a los grupos de compuestos encontrados en los
extractos, lo cual indica que la planta en cultivo in vitro acumula una produccién de compuestos

similar a la planta silvestre.

También existen estudios donde evalian el potencial antiinflamatorio especificamente de
nimbidina, ademas de diferentes extractos silvestres de A. indica que tienen efecto en la
inhibicidn de células, mediadores inflamatorios y enzimas que estan involucrados en la respuesta
inflamatoria. Por ejemplo, Pillai y Shanthakumari, (1981) evaluaron el efecto de nimbidina, un
compuesto crudo de extracto de A. indica a una dosis de 80 mg/kg y mostré un efecto
antiinflamatorio significativo, similar al de la prednisolona (10 mg/kg), también se encontrd
efectiva en modelos de inflamacién aguda, subaguda y crénica. Kaur, (2004), también evalué la
nimbidina a dosis de 5-25 mg/kg, mostrando una inhibicidn significativa en la supresién de la
funciéon de macréfagos y neutrédfilos mediante analisis in vivo e in vitro de la respuesta

inflamatoria.

Umar et al., (2014) evaluaron el extracto cloroférmico de hojas a una dosis de 500 mg/kg el cual
tuvo efecto inhibitorio en la formacién de granulomas y en la inhibicién de la formacién de IL-1y
TNF-a, mostrando un efecto dosis respuesta, también presentaron inhibicidn significativa de las

enzimas COX-1y COX-2.

Con respecto al modelo de edema de oreja de ratdn inducido por TPA, este es relacionado con la
liberacion de histamina, serotonina e involucra la activaciéon del metabolismo del acido
araquiddnico, en especial las PGs (Young et al., 1989; Parra-Delgado et al., 2004). El efecto
inhibitorio de extracto hexano puede ser debido a la presencia de compuestos activos que
bloguean alguna de estas rutas inflamatorias, inhibiendo a las enzimas fosfolipasa y a

ciclooxigenasas (Alzohairy, 2016).
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Respecto al extracto hexanico quien fue mayoritariamente activo, se asume que los compuestos
responsables de la actividad antiinflamatoria son los limonoides, entre ellos salanina y nimbina
(nimbina es un compuesto cercanamente relacionada a nimbidina y otros) (Pillai y Santhakumari,
1981; Biswas et al., 2002; Sidhu et al., 2004) por lo que pueden tener actividad sinérgica, debido
a que en el ensayo cualitativo por CCF el extracto hexanico mostrd la presencia de bandas
similares a estos compuestos. El extracto hexanico no mostré grandes cantidades de compuestos
fendlicos y flavonoides por lo que la actividad antiinflamatoria no se le puede atribuir a este tipo

de metabolitos secundarios. Al contrario del extracto acuoso que si pudieran ser los responsables.

7.5. Inhibicidn de la enzima lipoxigenasa

Como un estudio complementario en un modelo in vitro para elucidar el posible mecanismo de
accion de los extractos activos de A. indica, se realizé el ensayo de inhibicién de la enzima LOX.
Para este ensayo los extractos se utilizaron a una uUnica concentracién de 50 pg, solo para
evidenciar si los extractos presentan o no actividad inhibitoria.

Los resultados del ensayo de inhibicién de la enzima se muestran en porcentajes de inhibicidn de
los extractos (%) (Figura 13). Encontrandose que el extracto que presenté mayor actividad
antiinflamatoria, fue el extracto acuoso con un 29.0 %, comparado con la quercetina que fue de

26.4 % de inhibicion.
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Figura 13. Porcentajes de inhibicidn de la enzima LOX
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De acuerdo a la literatura, la quercetina es uno de los flavonoides mas potentes inhibidores de
LOX. Los flavonoides en general, pueden contribuir a la inhibicion de esta enzima, asi como en la

captacién de los radicales libres (Sadik et al., 2002).

No existen reportes respecto a extractos de A. indica en la inhibicién de esta enzima, pero con el
hecho de que el extracto hexanico mostré un porcentaje alto de inhibicién de la inflamacién el
modelo agudo in vivo y no mostrd inhibicidn de la enzima, sugiere que los compuestos terpénicos
presentes en él tienen un posible mecanismo de accién diferente, sin embargo, el extracto acuso
ademas de presentar actividad inhibitoria de la LOX, también presenté actividad antiinflamatoria
in vivo, lo que lleva a pensar que los compuestos presentes en este extracto si tienen la capacidad

para inhibir a esta enzima.

Comparando la produccion de flavonoides de los extractos de acetato de etilo y hexano, quienes
tuvieron la mayor produccién de estos metabolitos, no tuvieron actividad en la inhibicién de la
enzima, probablemente debido a la presencia de compuestos terpénicos, lo que sugiere que

pueda existir un efecto antagodnico.

Algunos inhibidores naturales de LOX incluyen alcaloides, flavonoides y compuestos fenélicos que
tienen efecto sobre el metabolismo del AA en la via de la LOX (Tomy et al., 2014). Extractos de
plantas silvestres de diferentes familias tienen la capacidad de inhibir a la LOX debido a la
presencia de compuestos fendlicos y flavonoides como quercetina, luteolina, apigenina, entre
otros, especificamente en la inhibicién de la isomorfa 5-LOX (Schneider y Bucar, 2005; Sacan et
al., 2014). Extractos etandlicos de hojas de Terminalia chebula tienen un alto porcentaje de
inhibicién de LOX (52.67%), que lo correlacionan con la alta concentracion de fenoles y

flavonoides (Eshwarappa et al., 2016).

Nabilah et al., (2017) mencionan que los flavonoides inhiben el proceso inflamatorio al inhibir la
liberacidn del AA, asi como las secreciones enzimaticas de la membrana lisosomal de neutréfilos

y células endoteliales para bloquear las vias de LOX y COX, lo cual reduce los niveles de PGs y LTs.
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8. CONCLUSIONES

Los extractos hexanico y acuoso de las plantulas de Azadirachta indica in vitro presentaron efecto

antiinflamatorio al igual que los extractos de hojas silvestres reportados.
Se encontré que la dosis efectiva 50 (DEsp) del extracto hexanico fue de 65.5 mg/kg de peso.

Los compuestos responsables de la actividad antiinflamatoria posiblemente son salanina vy
nimbina u otros compuestos limonoides relacionados, que pueden tener una actividad sinérgica

en la actividad bioldgica.

El extracto acuoso presenta inhibicién de la enzima lipoxigenasa a una dosis de 50 pg/ml, sin
embargo, el extracto hexano aunque presenta actividad antiinflamatoria no tiene la capacidad de

inhibir a la misma.
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9. PERSPECTIVAS
Realizar el monitoreo de las condiciones dptimas para la realizacién del ensayo con la
enzima lipoxigenasa
Realizar ensayo de inhibicion enzimatica de la enzima ciclooxigenasa

Realizar el ensayo de la dosis respuesta de la actividad antiinflamatoria del extracto
acuoso de Azadirachta indica in vitro
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11. ANEXOS

Anexo |. Curva de calibracion de Fenoles totales
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Anexo Il. Curva de calibracion de Flavonoides totales
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Anexo lll. Curva de calibraciéon de limonoides
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