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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background: Pereskia sacharosa Griseb is mainly distributed in the Bolivian Amazon. It is widely used to treat
Pain relief infections and pain in traditional medicine, such as headache, muscle pain, stomachache, and inflammation.
E;irgp;;‘)l Purpose: This study aimed to evaluate the antinociceptive activity of the leaf ethanolic extract and fractions of

Antinociceptive

Pereskia sacharosa N ! . . ; A
brain of mice by means of histological analysis and epifluorescence.

P. sacharosa that was obtained through micropropagation, possible mechanisms of action, and to identify the
main bioactive compound by high liquid chromatography-mass spectrometry, as well as its localization in the

Methods: The fractions (C1F9 and C2F13) were isolated from the ethanolic extract of P. sacharosa leaves using
open column chromatography. The antinociceptive activity of the ethanolic extract (10-100 mg kg™}, intra
peritoneal, i.p.) and fractions C1F9 and C2F13 (30 mg kg™}, i.p.) were evaluated in a nociceptive pain model
(formalin test) in mice. In addition, a possible mechanism of action was investigated by exploring some inhib-
itory receptors using naltrexone (NTX, a non-selective opioid receptor antagonist), flumazenil (FMZ, a benzo-
diazepine site antagonist in the Gamma-aminobutyric acid A [GABAa] receptor), or WAY100635 (a 5-

hydroxytryptamine 1A [5-HTja] serotonin 1A receptor antagonist).

Results: Regarding the mechanism of action, only antinociceptive activity of treatments in the neurogenic phase
of the formalin test was inhibited in the presence of the three explored antagonists. Furthermore, the presence of
phenolic compounds was confirmed at the central nervous system (CNS) using their epifluorescence in coronal
brain sections and histological analysis. Finally, acid hydrolysis of the ethanolic extract was performed, and it
was shown that kaempferol is a product of acid hydrolysis confirmed with a posterior high liquid

chromatography-mass spectrometry analysis.

Conclusion: The leaves of P. sacharosa contain bioactive metabolites with antinociceptive activity, whereby
epifluorescence was an optimum property to detect them at CNS. To the best of our knowledge, this is the first
report that provides preclinical evidence of the medicinal use of this species in folk medicine for pain relief.
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Resumen

Pereskia sacharosa Griseb se distribuye principalmente en la Amazonia boliviana;
en la medicina tradicional es empleada para tratar infecciones fungicas, dolor de
cabeza, inflamacion, dolor muscular, diarrea, fiebre, disenteria, irritacion de la piel y
dolor de estomago. El objetivo del estudio fue desarrollar un protocolo utilizando
micropropagacion in vitro de P. sacharosa para aislar e identificar metabolitos
bioactivos en las hojas de plantas aclimatadas y cultivadas en suelo de invernadero
y exteriores. Empleando extracto etandlico y los compuestos purificados del mismo
extracto, se realizdé una evaluacion de la actividad antinociceptiva y se exploro el
mecanismo de accion en diferentes receptores inhibitorios, mediante la
administracion conjunta del extracto etandlico con naltrexona (antagonista opioide
no selectivo), flumazenil (antagonista del receptor a benzodiacepinas / GABAA) o
WAY100635 (5-HT1A / antagonista del receptor a serotonina). Adicionalmente se
analizé la respuesta inmune en ratones CD1 o C57/BL6/JN expuestos a una dosis
de lipopolisacarido (LPS) de E. coli, administrado en conjunto con el extracto
etanolico de P. sacharosa, mediante la cuantificacion de corticosterona e

interleucina 6 (IL-6) en sangre tras 3y 9 horas de exposicion.

Nuestros resultados mostraron que las tasas de micropropagacion fueron de 7+0.64
brotes/segmento nodal usando 6-bencilaminopurina y 6+0.587 raices/segmento
nodal usando &cido indol-3-butirico, con una supervivencia del 100% tanto en
invernadero como a la intemperie. El aislamiento de compuestos fendlicos del
extracto etandlico se realizé mediante cromatografia en columna abierta en fase
normal y reversa, empleando un gradiente de solventes polares y apolares.
Posteriormente mediante el analisis fitoquimico en HPLC-MS, en conjunto con el
hidrolisis acida, se demostrd la presencia de canferol, y mediante la evaluacion
farmacolodgica de la actividad antinociceptiva del extracto etanodlico en varias dosis
(10-100 mg/kg, i.p.), se demostré6 un efecto significativo al disminuir el
comportamiento de sacudidas y lamidas en ratones de la cepa CD1 en dosis de 30

y 100 mg/kg, i.p. del extracto. Las fracciones C1F6, C1F9 y C4F13 mostraron
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efectos significativos en ambas conductas a una dosis de 30 mg/kg, donde la
fraccion C4F13 inhibié completamente la nocicepcion. La administracion en conjunto
del extracto etandlico con antagonistas de receptores a opioides, gabaérgicos o
serotoninérgicos, no modificd el efecto antinociceptivo del extracto de hoja de P.
sacharosa en la prueba de formalina, por lo que concluimos que el mecanismo de
accion de esta planta es independiente de los mecanismos de accion de estas vias.
La administracion de LPS en conjunto con el extracto etandlico de P. sacharosa
logré disminuir la concentracién de corticosterona en sangre, pero no IL-6, tras 3y
9 horas de exposicion en ambas cepas, siendo la cepa CD1 la mas receptiva. Se
propone que la actividad antinociceptiva y el efecto analgésico de esta planta son
generados en parte por los compuestos fendlicos, entre ellos el canferol, el cual
podria inhibir la sintesis de citocinas inflamatorias, ademas dichos compuestos

fendlicos son capaces de cruzar la barrera hematoencefélica del cerebro.

En conclusién, P. sacharosa no mostré participaciéon en la modulacion de la
actividad de receptores nociceptivos a nivel central. Proponemos que el efecto
analgésico de esta planta es generado por la presencia de compuestos fendélicos
como el canferol y sus derivados, lo cual sustenta de manera cientifica las

aplicaciones de esta especie en la medicina tradicional

13



Abstract

Pereskia sacharosa Griseb is mainly distributed in the Bolivian Amazon, in traditional
medicine; it was used to treat fungal infections, headache, inflammation, muscle
pain, diarrhea, fever, dysentery, skin irritation, and stomachache. The aim of the
study was to develop a protocol using in vitro micropropagation of P. sacharosa to
isolate and to identify bioactive metabolites from leaves of samples from plants
acclimatized and cultivated in greenhouse and outdoor soils. Using ethanolic extract
and purified compounds, was performed the antinociceptive activity in the formalin
test, and the mechanism of action was also explored in different inhibitory receptors
by coadministration of the extract plus naltrexone (non-selective opioid antagonist),
flumazenil (receptor antagonist of benzodiazepines/GABAA) or WAY100635 (5-
HT1A/serotonin receptor antagonist) was carried out. In other hand, the LPS test
was carried out in joint administration with ethanolic extract, the corticosterone and

interleukin 6 in blood was quantified after 3 and 9 hours of exposure.

Our results showed that the micropropagation rates were 7+0.64 shoots/nodal
segment using 6-benzylaminopurine and 6+0.587 roots/nodal segment using indole-
3-butyric acid, with 100% survival rate in greenhouse and outdoor. Isolation of
phenolic compounds form ethanolic extract was performed by open column
chromatography in normal and reverse phase, using gradient polar and no polar
solvents. Subsequently, through the phytochemical HPLC-MS analysis performed
with acid hydrolysis, showed kaempferol and derivatives presence. The
pharmacological evaluation of the antinociceptive activity of the ethanol extract at
several doses (10-100 mg/kg, i.p.) and the individual isolated fractions demonstrated
significant activity by decreasing shaking and licking behavior in mice at doses of 30
and 100 mg/kg, i.p. of the extract. Meanwhile, fractions C1F6, C1F9 and C4F13
showed significant effects at a dosage of 30 mg/kg, where fraction C2F13 completely
inhibited nociception. Co-administration of the isolated compound of P. sacharosa
extract with opioid, GABAergic and serotonergic antagonist receptors did not modify

the antinociceptive in formalin test; therefore, the mechanisms of action of this plant
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are not at the level of the central nervous system. While the LPS test together with
the ethanolic extract reduced the concentration in blood of corticosterone, but not
the IL-6; after 3 and 9 hours of exposure, in both strains. Being the CD1 strain the
most sensitive, this test corroborated the antinociceptive activity and analgesic effect
of phenolic compounds, specifically kaempferol, which was proposed as an inhibitor
of the synthesis of inflammatory cytokines. Furthermore, these phenolic compounds

can cross the blood-brain barrier.

In conclusion, P. sacharosa did not show participation in the modulation of the
nociceptive receptors at central level. We propose that the analgesic effect of this
plant was generated by the presence of phenolic compounds such as kaempferol
and its derivatives, which scientifically supports the applications of this species in

traditional medicine.
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1. Introduccioén

A lo largo de la historia las plantas medicinales han acompafiado al hombre, vy el
conocimiento de estas se ha enriquecido durante siglos gracias a la observacion y
paciencia de los pueblos que han buscado apropiarse de la fuerza curativa de estas.
La herbolaria ha sido un recurso importante para buscar el alivio contra el
padecimiento de afecciones comunes, plasmando dicho conocimiento en cdédices,
tratados o incluso transmitiéndose de manera empirica de generacion en
generacion (Garcia, 2007). El estudio contextualizado del uso de las plantas y las
correlaciones hombre-planta, ha involucrado la dinamica natural y social de los agro
ecosistemas con relacion a las funciones que las plantas desempefian en una
cultura (Alarcén, 2001).

De acuerdo a la OMS (1979) una planta medicinal es definida como cualquier
especie vegetal que contiene sustancias que pueden ser empleadas para
propdésitos terapéuticos o cuyos principios activos pueden servir de precursores para

la sintesis de nuevos farmacos (Bermuadez y col., 2005).

Pereskia sacharosa es un arbol ligeramente suculento que tiene hojas sustanciales
y espinas que derivan de las areolas, presenta tallos delgados que pueden alcanzar
de 2 hasta 8 metros de altura (Edwards y col., 2005). Es originaria de América del
Sur, y se encuentra principalmente distribuida en Argentina, Brasil, Paraguay,
Uruguay y Bolivia (Hunt y col. 2006). Sus propiedades medicinales son comiunmente
empleadas y reportadas por etnias asentadas en la Amazonia Boliviana en la region
de Chaco, mostrando similitud interétnica entre los pueblos Weenhayek e 1zocefio-
guarani. De donde deriva el mayor conocimiento tradicional sobre el uso de P.
sacharosa, la cual es conocida popularmente como Huuyuk y Guayapa, donde su
principal aplicacion en ambos pueblos es debido a sus propiedades
antiinflamatorias y analgésicas (Quiroga & Arrazola, 2013; Vaera y col., 2002).
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Mediante diferentes estrategias de cultivo implementadas en base al uso de la
biotecnologia vegetal, se ofrece una alternativa partiendo de la micropropagacion
para obtener la mayor cantidad de biomasa, con la finalidad de procesar y obtener
extractos totales enriquecidos con compuestos fendlicos, a los cuales se les ha
atribuido sus propiedades medicinales en otras especies de la misma familia. Se
plantea la identificacion de los componentes farmacologicamente bioactivos
mediante técnicas analiticas, el escalamiento de la actividad antinociceptiva y la

exposicion a lipopolisacérido de E. coli en modelos murinos.
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2. Antecedentes

2.1 Generalidades de la Familia Cactaceae y Género Pereskia

Las cactaceas son plantas del desierto ampliamente reconocidas por su forma de
crecimiento y su especializada condicibn ausente de hojas. Esta familia de
dicotiledoneas pertenecientes al orden Caryophyllales es representada por 4
subfamilias, 124 géneros y existen de 1500 a 1800 especies que reunen
adaptaciones fisiologicas y morfologicas a la sequia. A pesar de que se encuentran
en una variedad de entornos, estas plantas son componentes esenciales de las
regiones aridas y ambientes calidos. La mayoria de la diversidad de las cactaceas
se encuentra dentro de dos subfamilias principales: Opuntioideae y Cactoideae, los
cuales presentan tallos suculentos con hojas vestigiales, corteza de tallo
fotosintético, metabolismo &cido de las crasulaceas (CAM) para obtener su fuente
de carbono, células especializadas que ayudan al almacenamiento de agua, ovarios
inferiores, brotes cortos especializados con entrenudos reducidos que producen
espinas y flores. Existen otras dos subfamilias pequefias denominados Pereskia y
Maihuenia, que se encontraban unidas en una tercera subfamilia Pereskioideae
Gnicamente por la ausencia compartida de muchos rasgos presentes en los cactus
tipicos, sin embargo, Maihuenia se separ6 de Pereskia colocandose en su propia
subfamilia (Edwards y col., 2005).

El género Pereskia consta de 25 especies: P. aculeata, P. aureiflora, P. bahiensis,
P. bleo, P. corrugata, P. cubensis, P. diaz-romeroana, P. godseffiana, P. grandifolia.
P. grandiflora, P. guamacho, P. horrida, P. humboldtii, P. lychnidiflora, P. marcanoi,
P. nemorosa, P. portulacifolia, P. quisqueyana, P. sacharosa, P. stenantha, P.
vargasii, P. weberiana, P. zehntneri, P. zinniiflora y P. zinniaefolia, (de Castro y Scio,
2014). Estas especies del género Pereskia son denominados cactus relictos y son
empleados como modelos generales de la condicidbn ancestral que permitio la
generacion de la morfologia altamente especializada y la fisiologia de las cactaceas
CAM. Estan ampliamente distribuidas en el Caribe, América Central y América del
Sur en una variedad de habitats forestales secos. Presentan ovarios superiores e

inferiores, hojas anchas aplanadas que llevan a cabo fotosintesis C3, areolas con

18



produccion de hojas, madera fibrosa muy densa, corteza simple sin haces
corticales, capas epidérmicas e hipodérmicas de vastagos poco desarrolladas, no
presentan tejidos suculentos y habitan principalmente en entornos aridos y mésicos,
en base a las descripciones de este género, se afirma que los cactus de tallos

suculento se derivan de arboles lefiosos C3 no suculentos (Edwards y col., 2005).

2.2 Pereskia sacharosa

La especie P. sacharosa es una dicotiledonea perteneciente a la familia Cactaceae,
subfamilia Pereskioideae y género Pereskia; es un arbusto trepador o arbol
ligeramente suculento que tiene hojas sustanciales y espinas que derivan de las
areolas, ovarios completamente superiores y medio inferiores con colocacion basal
y parietal; presenta tallos delgados que pueden alcanzar de 2 hasta 8 metros de
altura (Edwards y col., 2005). Es originaria de Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguay y

Uruguay (Hunt y col., 2006).

P. sacharosa presenta hojas alargadas y alternadas, con contorno ovoide y el pice

redondeado, base cuneada y borde entero, que pueden llegar a medir de 7 a 10 cm
de largo y 0.6 mm de ancho; se encuentran ancladas a las areolas del tallo por
peciolos muy pequefios y poco definidos. El margen de la hoja es suave, carente de
I6bulos o dientes; presenta una vena media conspicua de la cual emergen venas
laterales pequeias. A partir de esta divergen las dos mitades respectivas de la hoja,
que presentan dos ases vasculares pequefios que permanecen en la vena media
cerca de la punta de la hoja. Sus hojas presentan epidermis superior e inferior; la
epidermis superior tiene una cuticula relativamente gruesa (0.5 mm) y esta formada
por 10 capas celulares; la epidermis inferior consta de una sola capa celular
revestida con el material ceroso o cuticula. Las células de la clorénquima son
rectangulares y elongadas verticalmente, las hojas carecen de las células de apoyo
mecanico gruesas y paredes fuertes (esclerénquima) que hacen que estas no sean
duras; dicha caracteristica facilita la caida de hojas durante la sequia (Gibson y
Nobel, 1986).
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El tallo tiene ramas verdes rectas, no presenta estomas ya que estos estan
presentes en abundancia en las hojas, por lo cual la fotosintesis es minima en el
tallo. Las células de la epidermis se dividen en un plano paralelo a la superficie del
organo y forman una nueva capa de células (el cambium); las células del cambium
sellan el tallo evitando en gran medida la pérdida de agua y la absorcion de didxido
de carbono. En el interior del tallo se producen células de paredes delgadas que le
afiaden una pequefa cantidad de suculencia a este. A partir de las areolas axilares
pronunciadas de esta planta, se forman las hojas y los gloquidios que
posteriormente generan de dos a cinco espinas por areola de aproximadamente 1
cm de largo; estas espinas foliares le confieren a este género la propiedad de formar

parte de la familia Cactaceae (Gibson y Nobel, 1986).

P. sacharosa presenta un ovario que es superior, situado por encima de la unién de
las partes del perianto y de los estambres. Las flores de P. sacharosa se encuentran
agrupadas en la parte apical de las ramas; pueden llegar a medir 4cm y presentan
perianto multi seriado; presentan coloracion blanca, lavanda o violeta, con 12 o mas
pétalos que rodean una masa de 200 estambres. Sus antenas se abren
longitudinalmente y sus estambres se levantan sobre el pistilo, de manera que la
flor abierta muestra 12 I6bulos en los estigmas. El fruto es una baya piriforme, sub
globosa, comestible, que encierra pocas semillas de color negro (Gibson y Nobel,
1986).
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2.3 Etnofarmacologia

La etnofarmacologia es la exploracion cientifica interdisciplinaria de los agentes
biol6gicamente activos empleados u observados tradicionalmente por el hombre.
Se concentra en la descripcion de las propiedades medicinales de los remedios
utilizados por los habitantes locales, asi como también se dirige al estudio de la
forma en que estos se seleccionan, preparan y administran. No siempre existen
principios activos identificables que justifiguen determinados usos de las plantas

dentro de la farmacopea popular (Obon y Rivera, 1991).

La historia del hombre ha estado siempre ligada al medio ambiente que lo rodea;
las primeras civilizaciones descubrieron el potencial curativo de las plantas,
particularmente la extraordinaria diversidad cultural y floristica de México dio lugar
a interacciones coevolutivas multifacéticas y un alto patron de practicas
etnofarmacoldgicas (Heinrich y col., 2014). El uso de las plantas medicinales por
parte de diversos pueblos es guiado por un conocimiento acumulado a traves de la
interaccion de las personas con el medio ambiente y la difusion de informacion,
transmitida de manera directa a través de las generaciones, sin embargo, la
confianza en el potencial curativo de las plantas ha disminuido con el auge de la

industria farmacéutica (Esteves y col., 2014).

El enfoque etnofarmacolégico que permite rescatar el conocimiento popular y
tradicional, es considerado una estrategia eficaz en la busqueda de especies con
potencial bioactivo, ya que el estudio de la diversidad biologica de plantas y su uso
como medicina tradicional puede ayudar a comprender sus mecanismos de accion,

garantizando su uso, operacion, y el desarrollo de remedios (Esteves y col., 2014).

La investigacion de productos naturales a menudo se vincula con el manejo y
conocimiento de farmacos descubiertos gracias a la etnobotanica. Muchos de los
medicamentos utilizados actualmente se desarrollaron a partir de plantas

medicinales empleadas por los pueblos indigenas (Heinrich y col., 2014).
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2.3.1 Aplicaciones de la Etnofarmacologia

Las plantas medicinales son definidas como aquellas utilizadas para el
mantenimiento de la salud y el tratamiento de enfermedades especificas. Se utilizan
en una plétora de formas en paises de todo el mundo, tanto en sistemas de medicina

simpética, antipética, alopatica y homeopéatica (Smith-Hall y col., 2012).

La aplicacién simpatica consiste en tratar una enfermedad con un farmaco de origen
vegetal que reproduce los mismos sintomas al suministrarse al paciente causando
un efecto placebo. La aplicacion antipatica consiste en aplicar al tratamiento de una
enfermedad, productos cuya accion sea contraria a los sintomas observados; este
método es muy utilizado en la medicina occidental (Obon y Rivera, 1991). Incluso
personas que utilizan so6lo la medicina alopatica a lo largo de sus vidas
probablemente dependan de las plantas, debido a que del 20 al 25% de los

medicamentos prescritos son derivados de ellas (Smith-Hall, y col., 2012).

En Sudamérica existe una amplia gama de plantas relevantes para diversos
tratamientos de enfermedades infecciosas, trastornos del sistema cardiovascular y
nervioso central, cancer, inflamacioén, etc. Asi como enfermedades prevalentes que,
mediante la aplicacién alopatica de estas plantas, permiten brindar un enfoque en
compuestos anti micobacterianos colocandolas como la base fundamental de la

farmacologia (Heinrich y col., 2014).

2.4 Etnobotéanica

La investigacion sobre el uso de plantas medicinales forma parte de la etnobotanica,
gue ha sido definida como el estudio de las interrelaciones entre los grupos
humanos y las plantas. Por su naturaleza interdisciplinaria abarca muchas areas,
incluyendo: botanica, quimica, medicina, farmacologia, toxicologia, nutricion,
agronomia, ecologia, sociologia, antropologia, linguistica, historia y arqueologia,
entre otras; lo cual permite un amplio rango de enfoques y aplicaciones (Alexiades
y Sheldon, 1996).
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Una planta medicinal es definida como cualquier especie vegetal que contiene
sustancias que pueden ser empleadas para propositos terapéuticos; o cuyos
principios activos pueden servir de precursores para la sintesis de nuevos farmacos
(Bermudez y col., 2005).

Las plantas constituyen un recurso valioso en los sistemas de salud de los paises
en desarrollo. No existen datos precisos para evaluar la extension del uso global de
plantas medicinales; la OMS ha estimado que més del 80% de la poblacion mundial
utiliza, rutinariamente, la medicina tradicional para satisfacer sus necesidades de
atencion primaria de salud y que gran parte de los tratamientos tradicionales implica

el uso de extractos de plantas o sus principios activos (Akerele, 1993).

En dichos principios activos se basa la actividad correspondiente a metabolitos
secundarios aislados entre los que destacan alcaloides como la colchicina,
fisostigmina, pilocarpina y reserpina; esteroides como la diosgenina, digoxina y
digitoxina; flavonoides y compuestos fendlicos como canferol, vitexina, canferol-3-

glucosido y quercetina (Ramakrishna y Aswathanarayana, 2011).

Medicamentos esenciales como la atropina (anticolinérgico), codeina (antitusigeno,
analgésico), colchicina (anti-gota), digitoxina/digoxina (cardiotonico), vincristina
(antitumoral), quinina/artemisinina (antipaltdico), reserpina (antihipertensivo),
fisostigmina (colinérgico) y morfina (analgésico), se elaboran a partir de plantas.
La actividad biologica de las plantas depende de los metabolitos presentes como es
el caso de Erytbroxylon coca la cual suministra la estructura quimica para la sintesis
de la procaina y otros anestésicos locales afines. O los flames neotropicales del
género Dioscorea, de los cuales se han aislado saponinas que presentan estructura
similar a antiinflamatorios de tipo esteroideo capaces de brindar un efecto

analgésico (Akerele, 1993).

A lo largo de la historia las plantas medicinales han acompafnado al hombre, y el
conocimiento de estas se ha enriquecido durante siglos gracias a la observacion y
paciencia de los pueblos que han buscado apropiarse de la fuerza curativa de estas.

Las plantas de las diferentes comunidades vegetales poseen un sinfin de cualidades
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genéticas constituyendo asi el material esencial para el cuidado de la salud y un
invaluable recurso genético, de ahi la importancia de estudiar estas especies
vegetales, y la relevancia de la etnobotanica, ya que sus propdsitos principales son
proporcionar informacion pertinente al uso y manejo de las plantas, asi como
elucidar codices a través de la definicion, descripcion e investigacion, de los papeles

y funciones involucrados en dicho proceso (Garcia, 2007).

2.5 Usos Etnobotanicos del Género Pereskia

2.5.1 P. sacharosa

En Bolivia existen dos pueblos asentados a orillas de la Amazonia Boliviana, los
cuales presentan antecedentes sobre el uso etnobotanico de esta especie en la
medicina tradicional. El pueblo Weenhayek emplea sus hojas y frutos para tratar
trastornos de la piel, dolor de oidos, dolor de cabeza, insolacion, fiebre e irritacién
de la piel, mientras que las espinas las emplean contra el dolor muscular. Los
pobladores afirman que las hojas se deben de utilizar después de la temporada de
lluvia (Quiroga, 2013). El pueblo I1zocefio guarani emplea la planta completa para
purificar agua y tratar afecciones como hongos e inflamaciones de la piel, pie de
atleta, abscesos, furinculos, diarrea, disenteria, fiebre y dolor estomacal (Vaera y
col., 2002)

Sus hojas y frutos se emplean para tratar trastornos de la piel, dolor de oidos y para
tratar enfermedades gastricas, mientras que las espinas se emplean contra el dolor

muscular (de Castro y Scio, 2014).
2.5.2 P. aculeata

Sus frutos son empleados como antisifiliticos y expectorantes, sus hojas son
empleadas como emoliente debido a su alto contenido de mucilago que permite

tratar inflamacion y enfermedades de la piel (Quiroga y col., 2013).
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2.5.3P.bleo

Las hojas, brotes y flores de esta especie son empleadas como tratamiento para el
cancer y como suplemento general para la salud, trastornos intestinales y de la

alimentacion (Vaera y col., 2012).

Esta especie es empleada para el tratamiento de hipertension arterial, diabetes y

enfermedades asociadas con reumatismo e inflamacion (Nurestri y col., 2009).
2.5.4 P. grandifolia

P. grandifolia es empleada en la medicina tradicional para tratar enfermedades
relacionadas con el cancer, hipertension, presién arterial alta, diabetes, reumatismo,
inflamacion (Sim y col., 2010), dolor de cabeza, dolor de estomago, Ulceras
gastricas, hemorroides, dermatitis y como tonico para revitalizar el cuerpo (Quiroga
& Arrazola, 2013).

2.6 Actividad Bioldgica del Género Pereskia
2.6.1 P. sacharosa

El extracto de las hojas presenta actividad antimicrobiana contra H. pylori, bacteria
asociada a ulceras gastricas que proporciona la base del uso popular de dicha

especie (Uyub y col., 2010).

P. sacharosa presenta propiedades antitumorales, antiinflamatorias,
antirreumaticas y anti ulcérales. Se ha encontrado que tiene actividad citotoxica y
efectos anti proliferativos contra varias lineas celulares cancerigenas, tales como la
epidermoide nasofaringea humana, linea celular de carcinoma (KB), linea celular
de carcinoma de colon humano (HCT 116), carcinoma de mama dependiente de
hormona humana (MCF7), linea celular de carcinoma cervical humano (Hela) y
carcinoma de pulmoén humano (A549). Los extractos de esta planta inhiben el

crecimiento de células cancerigenas mediante la induccién de vias apoptéticas y la
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detencién del ciclo celular, mediante la regulacion del citocromo C, caspasas y la

via c-myc, expresion de p21 y p53 y represion de Akt y Bcl-2.

La accion terapéutica de los compuestos fitoquimicos es dirigida al mecanismo
molecular involucrado en la transformacion neoplasica, proliferacion celular y las
vias de sefializacion en células apoptéticas, dafiadas y transformadas. Esta especie
posee un componente dietético en sus hojas que favorece al aumento del apetito,
generando una relacion proporcional entre las dosis de extractos y mayor peso
corporal ganado. Por el contrario, P. sacharosa también presenta efectos negativos
ya que sus componentes pueden presentar una funcién quelante, ocasionando
disminucién del nivel de calcio en sangre y, por consiguiente, disminucién en la
actividad de la vitamina D, esencial para el metabolismo de este mineral, el cual
ralentiza el desarrollo de las células cancerosas (referencia). P. sacharosa también
presenta propiedades antioxidantes, ya que sus compuestos permiten la captura de
radicales libres, favoreciendo niveles bajos de hierro en sangre, que en exceso

aumentan el riesgo de padecer cancer en seres humanos (Rahmat y col., 2013).
2.6.2 P. aculeata

En esta especie se determiné la presencia de compuesto fendlicos con actividad
antioxidante. El extracto obtenido de sus hojas presenta actividad citotéxica contra
células de adenocarcinoma de mama humano y leucemia promielocitica (de Castro
y col., 2015). Presenta toxicidad contra el protozoario Trypanosoma cruzi, agente

causante de la enfermedad de chagas (Valente y col., 2007).
2.6.3 P. bleo

Presenta actividad antimicrobiana contra bacterias gram negativas: P. auruginosa y
S. choleraesuis, y contra gram positivas: B. subtilis y S. aureus (Abdul-Wahab y col.,
2009). El extracto de sus hojas presenta citotoxicidad contra células de carcinoma

de mama y células KB, siendo inocuo para fibroblastos (Tan y col., 2005).
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De esta especie se ha aislado vitexina, que es un flavonoide C-glicosidico (apigenin-
8-C-B-D-glucopirandsido), el cual posee efectos anticancerigenos, antioxidantes y
antiinflamatorios. Suprime el crecimiento tumoral e induce apoptosis en modelos
murinos de coriocarcinoma y en células de cancer oral in vitro. Este compuesto
secundario presenta propiedades antioxidantes las cuales le permiten que actue
como catalizador cationico y aniénico de radicales libres, presentando capacidad
reductora férrica. Protege contra la isquemia y reperfusion miocardica mediante la
inhibicion de la activacién del factor de transcripcion NFKB y la consecuente
produccion de TNF-a e IL-1B, como respuesta ante el estrés oxidativo. Este
metabolito también inhibe la respuesta de contorsién muscular inducida en modelos

biolégicos (Borghi y col., 2013).

Los alcaloides presentes en las hojas de P. bleo: 3,4-dimetoxi-B-fenetilamina,
mezcalina, 3-metoxitiramina y tiramina, presentan efectos citotéxicos contra células
T-47D, mediante un mecanismo de induccion de muerte celular programada, a

través de la activacion de la Caspasa-3 y las vias C-myc (Nurestri y col., 2009).

El extracto metandlico no muestra evidencia de efectos adversos tras administracion
oral en ratones con la dosis mayor de 2500mg/kg, siendo inocuo su consumo para

humanos y animales (Sim y col., 2010).
2.6.4 P. grandifolia

Esta especie presenta un potencial efecto antimicrobiano contra P. aeruginosa, S.
aureus y B. subtilis, sin embargo, no presenta efecto alguno contra una de las

principales bacterias patogénicas, en especifico E. coli (Philip y col., 2009).

Los extractos obtenidos de sus hojas presentan actividad citotoxica contra el
carcinoma de epidermoide nasofaringeo, cancer de células cervicales, células KB y
células de osteosarcoma, dichos extractos presentan inocuidad para fibroblastos
humanos (Nurestri y col.,, 2009). Mediante estudios de toxicidad de DLso se ha
confirmado que esta especie no muestra citotoxicidad contra células no

cancerigenas y fibroblastos. En especifico los compuestos fendlicos favorecen a la
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ganancia de peso sin signos clinicos adversos de toxicidad (Sim y col., 2010). En
estudios en ratas el extracto de esta especie present6 actividad diurética causada
por la inhibicién de arginina vasopresina, péptido implicado en funciones fisioldgicas

como antidiuresis (Kazama y col., 2012).

El extracto metandlico no muestra evidencia de efectos adversos tras administracion
oral en ratones con la dosis mayor de 2500mg/kg, siendo inocuo su consumo para

humanos y animales (Sim y col., 2010).

2.7 Composicion Quimica del Género Pereskia

2.7.1 P. sacharosa

Jusoh y col., 2014, mediante un analisis cualitativo propusieron la presencia de
alcaloides, flavonoides, polifenoles, esteroides y pigmentos, atribuyendo a los tri
terpenos (precursores de esteroides en P. sacharosa como el lupeol), la actividad
quimiopreventiva, antiinflamatoria, antiartritica, antimalarica y anticancerigena de la

planta.

El extracto total hidroalcohdlico puede inhibir la proliferacion de células cancerosas
y causar la apoptosis por varias vias de sefalizacion, presentando actividad
citotoxica contra leucemia, melanomas, neuroblastomas y fibroblastomas mediante
induccién de apoptosis. Los componentes fitoquimicos comunmente encontrados
en hojas de P. sacharosa al igual que en frutas y hortalizas pueden tener mecanismo
de quimio prevencibn complementario de accion, incluyendo la actividad

antioxidante y captura de radicales libres (Jusoh y col., 2014).
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2.7.2 P. aculeata

Dentro de los productos de metabolismo secundario las hojas de P. aculeata
producen carotenoides como a-caroteno, B-caroteno, luteina, a-criptoxantin y -
criptoxantina (Agostini-Costa y col., 2012); dichos carotenoides corresponden a la
provitamina A, los cuales se encuentran en gran concentracion en esta especie y le
brindan su actividad antioxidante (de Aguiar-Lage y col., 2015). Sus hojas también
producen esteroles como Stigmasterol y B-sitosterol; a los fitoesteroles se les
atribuyen actividad antinflamatoria, antibacteriana y antifingica (Rahmat y col.,
2013).

Esta especie presenta un mayor contenido proteico 19.5-25.5 g/porcién de 100g) en
comparacion con otros vegetales destinados al consumo humano como son la col
rizada (1.6 g/porcion de 100g), lechuga (1.3 g/porcién de 100g), maiz (7.3-
10.0g/porcion de 100g) vy frijoles (18-20 g/porcion de 100g). P. aculeata tiene una
constitucion alta del aminoacido esenciales: lisina y triptéfano; fibra dietética y
minerales: calcio, hierro, zinc, manganeso, magnesio, fosforo, cloro y potasio;
vitaminas: vitamina C, vitamina B9 y vitamina E; lipidos: metil palmitato, o leato de
metilo y estearato de metilo; monosacaridos: arabinofuranosa, arabinopiranosa,
galactopiranosa, acido galactopiranosilurponico, ramnopiranosa y glucopiranosa;

polisacéaridos: arabinogalactano y galactomanano (de Castro y Scio, 2014).

Las hojas de P. aculeata son comestibles y altamente nutritivas, presentan una alta
concentracion de biopolimeros de arabinogalactano, aminoacidos y minerales. Los
extractos de hojas han mostrado presencia de betalainas, estos compuestos son
empleados como fuente de aminoacidos esenciales, propiedades antioxidantes,
antiinflamatorios, hepatoprotectores y anticancerigenos. El cultivo de tejido calloso
in vitro en medio MS (Murahige & Skoog) en bajas concentracion de nitrégeno y
suplementado con el regulador de crecimiento vegetal Picloram favorece la sintesis
de betalainas correspondientes a Betanina y Vulgaxantina-1 (de Aguiar-Lage y col.,
2015).
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2.7.3 P.bleo

Dentro de los productos de metabolismo primario produce carotenoides y en el
metabolismo secundario produce compuestos fendlicos: epicatequina, catequina,
a-tocoferol y 2,4-di-tert-butilfenol, vitexina (Abdul-Wahab y col., 2012), quercetina
(Filho y col., 2008) y miricetina (Sim y col., 2010); terpenos: dihidroactinidiolida y fitol
(de Castro y Scio, 2014); esteroles: B-sitosterol, campesterol y stigmasterol (Nurestri
y col., 2009).

Dentro del metabolismo secundario de P. bleo se han aislado terpenos, esteroles y
compuestos fendlicos, los cuales al ser combinados y administrados en modelos
biolégicos permiten que se genere sinergismo entre estos contribuyendo a la
actividad antioxidante vy citotoxica, inhibiendo el crecimiento de células
cancerigenas con base en la concentracion, estructura e interaccion entre estos
(Nurestri y col., 2009).

2.7.4 P. grandifolia

Dentro de los productos de metabolismo primario y secundario P. grandifolia
produce antioxidantes: B-caroteno; compuestos fendlicos: 2,4-di-tert-butilfenol;

esteroles: B-sitosterol; flavonoides: fitona (Nurestri y col., 2009).

Esta especie produce los polisacaridos: arabinogalactano y galactomanano, los
cuales pueden ser empleados como biopolimeros y aditivos para la industria
alimentaria y farmacéutica (de Castro y Scio, 2014).

Los esteroles producidos por el metabolismo secundario de esta especie (B—
sitosterol y stigmasterol) presentan actividad antioxidante en mamiferos; estos
funcionan como eliminadores de radicales libres y rompen la cadena de complejos
de iones metalicos prooxidantes, permitiendo que se inhiba la formacién de

especies reactivas de oxigeno (Sim y col., 2010).
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Tabla 1. Metabolitos Secundarios en Género Pereskia

Especie

Compuesto

Actividad bioldgica

Referencia

P. sacharosa

Lupeol

Anticancerigeno, antiinflamatoria,
antimalarica; presenta toxicidad
contra H. pylori

Jusoh y col., 2014
Uyub y col., 2010

Rahmaty col., 2013

P. aculeata Stigmasterol y B- | Toxicidad contra T. cruzi, | Valentey col., 2007
sitosterol. antiinflamatorio y antifngico.
Betanina y | Antioxidantes,  antiinflamatorios, De castroy col., 2015
Vulgaxantina-| hepatoprotectores Y | Agostini-Costa y col.,
a-carotene y B-carotene, | anticancerigenos. 2012.
lutein, a-cryptoxanthin, | Precursores de provitamina A.
B-cryptoxanthin
P. bleo Vitexina Antioxidante, induce apoptosis | Borghiy col., 2013
3,4-dimetoxi-B- suprimiendo el crecimiento
feniletilamina, tumoral. TR 2005
mezcalina, 3- | Efecto citotoxico combinado contra | Nyrestri y col., 2009
metoxitiramina y | células cancerigenas.
tiramina Antinociceptivo, antioxidante y | Abdul-Wahab y col,,
Quercetina citotoxico. 2009.
B—sitosterol, Antinflamatorios, antinociceptivo y Guilhon-Carvalho  y
stigmasterol, antibacterianos. col., 2015
Campesterol y fitol. Citotoxicidad contra células KB y
2,4-di-tert-butilfenol antioxidante. Rahmaty col., 2013
P. grandifolia 2,4-di-tert-butilfenol Citotoxicidad contra carcinoma de | Rahmaty col., 2013.

B-sitosterol y

stigmasterol.

epidermoide nasofaringeo, cancer
de células cervicales, células KB y
células de osteosarcoma.

Antioxidante, antimicrobiano vy

antiinflamatorio.

Nurestri y col., 2009

Philip y col., 2009
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2.8 Cultivo In vitro de Tejidos Vegetales

2.8.1 Cultivos de Tejidos del Género Pereskia

King (1957), realizo uno de los primeros estudios sobre el cultivo de tejidos in vitro
en el género Pereskia, cultivd P. bleo en medio MS suplementado con 20% con
leche de coco y 5 mg/L de acido 2,4-diclorofenoxiacetico una auxina sintética que
presenta actividad herbicida, que, en conjunto con el extracto natural de coco,
presenta una gran cantidad de auxinas y citoquininas enddgenas, macro y

micronutrientes esenciales, los cuales favorecieron la induccién de tejido calloso.

Sachar y Lyer (1959), llevaron a cabo la inducciéon de embriones nucelares en
especies del género P. aculeata empleando la combinacion de tres reguladores de
crecimiento vegetal: Auxinas: 2mg/L acido indol-3-acético; Citoquininas: 0.5 mg/L

kinetina; Giberelinas: 1mgl de acido giberélico.

Mauseth (1979), inhibié la dominancia apical rompiendo la dormancia de yemas
axilares en Pereskia aculeata, empleando la citoquinina 6-N-Bencilaminopurina a
través de la medicién del efecto de dicho regulador para la induccion de brotes en
base a distintos tratamientos desde 1mg/L hasta 10mg/L en medio MS; mediante
dicho esquema fue posible la determinaciébn de la segunda fase de la
micropropagacion correspondiente a la multiplicacion del material vegetal, en la
especie P. aculeata y otras cactaceas, elucidando los factores que determinan el
crecimiento de las areolas que promueven la proliferacion de brotes en la parte

basal.

De Aguiar-Lage y col., 2015, llevo a cabo la generacion de tejido calloso de P.
aculeata para la produccion de betalainas a partir de explantes de hojas, cotiledones
e hipocotilo en medio basal MS suplementado con la combinacién de diferentes
concentraciones de auxinas y citoquininas:  4-amino-3,5,6-tricloro-2-
piridincarboxilico (2, 4, 10 y 20 uM) 6-N-bencilaminopurina (0.2, 0.4, 1 y 2 uM),
kinetina (0.2, 04, 1 y 2 uM), picloram, picloram + bencilaminopurina y picloram +

kinetina. A diferencia de los explantes de hoja y cotileddn los explantes de hipocétilo

32



no presentaron oxidacion; a partir de estos se establecié un segundo subcultivo de
callo con la combinacion de tratamientos de Picloram, BA y kinetina. El tratamiento
que presentd la mayor generacion de tejido calloso friable fue el Picloram
administrado de manera individual a una concentracién de 20 uM generando un
peso fresco de 4.49 gr, mientras que las combinaciones de Picloram 2 uM+BA 0.2
uM y Picloram 20 uM+ KIN 2 uM generaron tejido calloso no friable con un peso
fresco de 3.19 gry de 1.41 gr respectivamente. Mientras que el tejido calloso friable

fue generado con el tratamiento 20 uM de Picloram.

De Aguiar-Lage y col., 2015, estableci6 un esquema de cultivo de células en
suspensién en medio MS liquido modificado, reducido a la mitad de su
concentracion y con suplementacion basal 30 uM de nitrégeno en relacién 1:8 NHa4*
y NOgs', en el cual las células presentaron una fase de crecimiento exponencial a los
16 dias generando una mayor produccion de biomasa vegetal, betalainas y

vulgaxantina-l.

Galvan (2016), establecié un protocolo completo de micropropagacion de P.
sacharosa, el cual parti6 de un cultivo establecido en medio MS sembrando
segmentos nodales en medios suplementados con distintas concentraciones de
reguladores de crecimiento vegetal correspondientes a auxinas y citosinas, acido-
3-indol butirico y 6-N bencilaminopurina: BA 1.5 mg/L 0 mg/L AIB, BA 1.5 mg/L+ 0.5
mg/L AIB, BA 1.5 mg/L+ 1.0 mg/L AIB, BA 1.5 mg/L+ 1.5 mg/ AIB y BA 1.5 mg/L+
2.0 mg/L AIB. Galvdn (2016) evalu6 durante 3 meses las caracteristicas
morfologicas de los explantes cultivados en cada tratamiento: nimero de brotes,
namero de hojas, numero de espinas y presencia de raices, determinando que el
tratamiento BA 1.5 mg/L+ 2.0 mg/L AIB presento una mayor generacion de brotes y
raices. Las plantulas completas se aclimataron en vasos desinfestados con sustrato
bajo condiciones aisladas en cAmara de aclimatacién a 23°C y con 40% de humedad
relativa, realizando perforaciones de 6 mm de diametro durante un intervalo de
tiempo de dos semanas, generando un porcentaje de sobrevivencia del 100% de P.

sacharosa a la intemperie.
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Macias (2017), establecié un protocolo de cultivo de tejidos para P. sacharosa, llevo
a cabo un esquema de micropropagacion mediante cultivo de explantes
establecidos en medio MS con bencilaminopurina y bencilaminopurina+ carbén
activado. Seguido de la generacion de tejido calloso a partir de hojas en medio MS
con &cido 4-amino-3,5,6-tricloropiridin-2-carboxilico (Picloram) (2.41mg L-1) o
tidiazurén (TDZ) (0.5mg L-1) mas acido naftalenacético (ANA) (2mg L-1). Mediante
un estudio fitoquimico preliminar de P. sacharosa, Macias (2017) sugiri6 la
presencia de metabolitos secundarios correspondientes a [-Sitosterol, 7-O
glucésido de luteolina, vitexina y acido corosolico. La cuantificacion de compuestos
fendlicos y flavonoides mediante una curva de calibracion de &acido galico y
guercetina mostro concentracion total equivalente de 26.41 ug de acido galico y

235.3 ug de quercetina por gramo de biomasa seca de hoja de P. sacharosa.

2.9 Nocicepcioén

Son los procesos centrales mediante los cuales se codifican y procesan los

estimulos nocivos o lesiones hechas contra los tejidos. (Loeser y Treede, 2008).

La nocicepcion induce las vias neuroanatémica y neurofisioldgica periféricamente
en tejidos donde las células lesionadas generan modificaciones en el microambiente
de las células nociceptoras, desencadenando una compleja secuencia de eventos
que engloban al aferente primario, al ganglio de la raiz posterior, a la asta dorsal
medular y al resto de la via nociceptiva. Efecto reflejado en las células sensoriales
las cuales cambian fenotipicamente por los diferentes estimulos nocivos o lesiones
gue recibeny la persistencia de estos, modificando drasticamente el procesamiento
nociceptivo con alteraciones en la calidad y en la cantidad de la sensacion dolorosa
(Eblen-Zajjur, 2005).
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2.10 Actividad Nociceptiva

Todos los receptores son capaces, en mayor o menor medida, de captar la sefal
dolorosa, sin embargo, existen receptores especializados denominados
nociceptores, los cuales son los encargados de captar informacion y transmitirla en
forma de sefal dolorosa a través de fibras nerviosas. Existen dos fibras
protagonistas en la transmision de la sefial dolorosa que juegan un papel
especialmente importante en la transmision de impulsos, las fibras Ad (fibras

mielinicas) y las fibras C (fibras amielinicas) (Arranz-Alvarez y col., 1999).

Cuando se produce una lesion superficial en la piel, se perciben dos clases de dolor:
uno inicial, rapido, de corta duracion y bien localizado, conocido como dolor
primario, que se debe a la actividad de las fibras Ad, y otro, de aparicion mas tardia,
lento, persistente y difuso, conocido como dolor secundario, que se debe a la
actividad de las fibras C (Moreno y Prada, 2004).

Las fibras Ad (mielinicas) cuya velocidad de conduccion es de 5-20 m/s reciben la
informacion principalmente de los mecanonociceptores y termonociceptores. Son
vias de nocicepcion rapida, encargadas de la transmision de los estimulos que
provocaran el llamado dolor agudo, con una localizacion topografica muy precisa.
Las fibras C (amielinicas) tienen una velocidad de conduccién de 0,5-2 m/s, son
activadas por los nociceptores C polimodales que captan los estimulos eléctricos,
mecanicos o quimicos. Estas fibras son las encargadas de la transmisién del dolor
lento-quemante que provocara a la larga el llamado dolor crénico, caracteristico por
su gran imprecision topografica y por resultar intolerable (Arranz-Alvarez y col.,
1999).

Cuando se produce una lesion tisular causada por rupturas, presiones intensas,
guemaduras, frio intenso y prolongado, y lesiones quimicas, se desencadena una
cascada de liberacion de sustancias inflamatorias sensibilizantes o excitadoras de
nociceptores, responsables de dolor nociceptivo de tipo inflamatorio (Moreno y
Prada, 2004).
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Desde las células lesionadas se inicia la liberacibn de una gran variedad de
sustancias; otras son sintetizadas durante los eventos que siguen a la lesion; estas
sustancias pueden llegar a sensibilizar o activar directamente a los nociceptores.
Entre ellas se encuentran las prostaglandinas, leucotrienos y Sustancia P que son
sensibilizadores, mientras que los iones K+ e H+, los transmisores serotonina e
histamina o el péptido bradiquinina, son activadores. El conjunto de estas sustancias

se denomina sopa o coctel inflamatorio (Maganto y col., 2015).

2.11 Cascada de Sefializacion Nociceptiva

La lesion tisular induce la produccién y liberacion de una gran cantidad de
mediadores proinflamatorios que se afiaden a la sopa inflamatoria. Mediadores
como la sustancia P (SP), bradiquinina (BK), prostaglandinas (PG), ATP y la
histamina (HT), son capaces de activar receptores en la membrana del aferente
primario e incrementar la actividad intracelular de la fosfolipasa C (PLC) la cual,
luego de algunos pasos intermedios, entre los que participan el diacilglicerol (DAG)
y el inositol trifosfato (IP3), incrementa el calcio intracelular [Ca++]i debido al
aumento de la permeabilidad de la membrana celular y a su liberacion a partir de
sus depdsitos membranosos intracelulares. Este incremento del [Ca++]i se potencia
por el efecto de permeabilizacién de la membrana de neurotransmisores como los
agonistas del acido glutamico, especificamente los receptores ionotrépicos del tipo
N-metil-D-aspartato (NMDA), acido amino-metil-propionato (AMPA) y el kainato
(Ka), los cuales no solo permeabilizan a la membrana para el calcio, sino también
para el sodio, La PLC reduce la permeabilidad de la membrana neuronal al potasio
y con ello despolariza a la célula, efecto que se potencia con el incremento del calcio
y sodio intracelulares y del potasio e hidrogenién extracelulares. Otros mediadores
como la serotonina (5HT), péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP),
HT y PG son capaces de incrementar la actividad de la enzima adenilato ciclasa y
asi aumentar los niveles de AMPc intracelular, que despolariza adicionalmente a la
neurona, debido a la reduccion en la permeabilidad al potasio y al aumento en la
permeabilidad al sodio de la membrana. Neurotransmisores como la noradrenalina

(NA), SP y 5HT reducen directamente la permeabilidad de la membrana neuronal al
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potasio lo que contribuye a la despolarizacion del aferente primario. La
despolarizacién que se genera por las multiples vias antes descritas activa una gran
poblacién de canales ionotropicos dependientes de voltaje, predominantemente de
calcio y de sodio, los cuales y por presencia de hidrogeniones y de ATP incrementan
la excitabilidad neuronal y consecuentemente la sensacion dolorosa (Eblen-Zajjur,
2005).

2.12 Efectos Generados por la Nocicepcion
2.12.1 Dolor

Segun la Asociacion Internacional del Estudio del Dolor (IASP) este es definido
como una experiencia sensorial o emocional desagradable que se encuentra
asociado a dafio tisular real o potencial. En México 27% de la poblacion adulta sufre
de dolor crénico mientras que a nivel mundial se presenta en el 55% de la poblacién.
La Academia Americana de Medicina del Dolor informa que el dolor afecta mas que
las enfermedades cronicas combinadas correspondientes a cancer, diabetes y

padecimientos cardiacos.

El dolor tiene una alta prevalencia y un gran impacto individual, familiar, laboral,

social y econémico:

» EI 30% de la poblacién refiere haber padecido dolor en los dias previos.

e El dolor aumenta con la edad, llegando al 42.6% en los mayores de 65 afios
los cuales padecen mas dolor en las extremidades inferiores.

+ El dolor crénico tiene una alta incidencia,

e El género femenino se encuentra mas afectado que el masculino (SED,
1998).

El dolor a menudo se asocia con la respuesta inflamatoria ayudando al proceso de
curacion. Sin embargo, la inflamacion persistente debe abordarse y gestionarse en
consecuencia para reducir el riesgo de desarrollar respuestas corporales

patolégicas (Montgomery y col., 2017).
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Montgomery y col., 2017, afirma; de acuerdo con la Organizacion mundial de la

salud (OMS) la clasificacién del dolor puede clasificarse como:

Anatémico: El sistema de clasificacion de dolor anatomico describe la region

o area especifica del cuerpo en la cual se percibe que se esta experimentando dolor.

Etioldgico: El sistema de clasificacion etiolégico describe el factor causante
del dolor, este se puede subdividir en maligno contra no maligno. Los factores de
dolor etioldgico incluyen lesién aguda o enfermedad, que puede ser de naturaleza
aguda o cronica. Ocasionado por el tratamiento de la enfermedad, incluidas las
intervenciones quirdrgicas.

De duracién: El sistema de clasificacion de duracion del dolor representa la
duracioén del tiempo que se experimenta el dolor. Las 2 clasificaciones de duracion
primaria son dolor agudo y cronico. Este sistema se puede subdividir en 3
categorias:

1. Agudo: representa un dolor a corto plazo que se resuelve en 3 a 6 semanas;
esta relacionado con una lesién o trauma agudo, y actia como un sistema
de advertencia en el cuerpo cuya finalidad es la reparacion de tejidos.

2. Cronico: representa dolor a largo plazo, 3 meses o mas, y se define como
dolor continuo o intermitente que persiste del dolor agudo y se asocia
comunmente con diversas enfermedades crénico-degenerativas.

3. Episodico: representa dolor de inicio brusco con duracion de 30 minutos, se
define como la generacion de un dolor agudo transitorio cuyo dolor basal esta
controlado. Bajo este apelativo se incluyen el dolor incidental, el dolor de final

de dosis y el dolor irruptivo (Nabal y Madrid, 2002).
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Fisiopatoldgico: El sistema de clasificacion fisiopatoldgica se refiere al mecanismo
de lesion del cuerpo que produce dolor. Las dos principales vias fisiologicas son
neuropaticos y nociceptivos:

1. Dolor Neuropéatico: es el resultado de una lesién que afecta al SNC o
periférico, y se puede dividir en tres subgrupos mediados por el sistema
nervioso simpatico, periférico y central. Los sintomas del dolor neuropatico
incluyen sensaciones alteradas como el entumecimiento, hormigueo, ardor y
dolores punzantes.

2. Dolor Nociceptivo: Es una respuesta corporal normal a una lesion y puede
ser el resultado de tejidos dafiados, como 6rganos internos, musculos y
huesos. Dentro de esta via fisioldgica se encuentran dos categorias que
corresponden al dolor somético y al visceral. El dolor somético se refiere a
las lesiones en el sistema musculoesquelético, incluida piel, masculos y
huesos, mientras que el dolor visceral o referido se correlaciona con tejidos
de drganos internos y se puede sentir indirectamente (Montgomery y col.,
2017).

2.12.2 Inflamacién

La inflamacion es una reaccibn o proceso defensivo natural del sistema
inmunolégico del organismo como respuesta al dafio causado a sus células y tejidos
vascularizados, por agentes lesivos como microorganismos, traumatismos,
necrosis, agentes quimicos o fisicos, o0 reacciones inmunitarias entre otros.
Esencialmente, es una respuesta protectora que surge con el fin de aislar, contener
la lesion, destruir al agente agresor y posteriormente preparar al tejido dafiado para
Su reparacion, proceso gue consta de cambios vasculares y celulares mediados por
factores quimicos que se manifiestan clinicamente. Presenta signos como dolor,

calor, rubor y edema, y este es clasificado con respecto a su duracién en dos fases:
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e Aguda: duracion mayor y se caracteriza por la proliferacion de vasos
sanguineos y de evolucion breve; sus caracteristicas son la exudacion de
liquido y de proteinas plasmaticas y la migracion de leucocitos.

e Cronica: tiene una duracion mayor y se caracteriza por la proliferacion de

vasos sangu ineos.

Una de las funciones caracteristicas e importantes de la inflamacion, es el aporte
de leucocitos a la zona de la lesidon. Los leucocitos fagocitan a los patégenos,
destruyen a las bacterias y a los microorganismos, y degradan el tejido necrético,
pero también pueden prolongar la lesion tisular al liberar enzimas, mediadores

quimicos y especies reactivas del oxigeno (Regal y col., 2015).

2.13 Lipopolisacérido de E. coli

Los lipopolisacaridos (LPS) de las bacterias Gram negativas son endotoxinas, que
constituyen principalmente, la pared celular de estos microorganismos. Estas
moléculas han sido aisladas de una gran variedad de bacterias Gram negativas y
algunas cianobacterias. La mayoria del conocimiento actual acerca de la
biosintesis, estructura y funcion de los lipopolisacaridos ha sido obtenido
principalmente de estudios con Salmonella typhimurium y Escherichia coli. La
gran relevancia de estas moléculas en las infecciones bacterianas es
particularmente en el choque séptico. La estructura minima de lipopolisacarido
necesaria para el crecimiento de E. coli y otras bacterias Gram negativas consiste
en el lipido Ay dos unidades de acido 3 -desoximanooctulosénico (Kdo). Este es un
motivo sumamente conservado entre los distintos grupos bacterianos. Por el
contrario, las porciones de la molécula distales a los residuos de Kdo, no son
estrictamente esenciales para el crecimiento y funcion celulares (Rojas-Campos,
1995). La estructura minima de LPS es activa como endotoxina y su efecto en
mamiferos aumenta la actividad del eje del estrés, a la par con la disminucion del

eje que controla la actividad metabdlica en el organismo (Bertok y col.,1998).
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2.13.1 Estructura del LPS

Lipido A

En E. coli esta constituido por un disacarido de glucosamina unido por un enlace
31-6, esterificado en cuatro posiciones con acidos grasos y sustituido por dos
grupos fosfato en los extremos 1y 4'. Tiene un peso molecular aproximado de 1700
g/mol, y se encuentran cerca de 2 X 108 de residuos en la membrana externa de E.
coli. La unién del lipido A al primer residuo de Kdo esta dada por un enlace ax2-6'.
El esqueleto de diglucosamina esta acilado en las posiciones 2 y 2' con &cidos
grasos 3 hidroxilados (3-OH-14:0 o acido 3 hidroximiristico) mediante un enlace tipo
amida. En las posiciones 3y 3'la acilacion es tipo éster con el mismo tipo de &cidos
grasos. Los grupos hidroxilo de los acidos grasos de las posiciones 2'y 3' estan a
su vez esterificados con acido laurico y miristico (Rojas-Campos, 1995).

Nucleo o Core

El oligosacarido nuclear puede ser subdividido en un subdominio interno y uno
externo. Los componentes del nucleo interno en E. coli incluyen azlcares unicos
que son caracteristicos del LPS, tales como el &cido 3 -desoxi-D-manooctulosdnico
(Kdo) y L-glicero-D-manoheptosa (Hep). El ndcleo externo esta compuesto por
hexosas, principalmente glucosa, galactosa y N -acetilglucosamina (Rojas-Campos,
1995).

Cadena O

Son cadenas especificas unidas al ndcleo que consisten en una secuencia repetida
de unidades de trisacérido o pentasacarido lineal; también pueden ser polimeros de
oligosacaridos ramificados de cuatro a seis azucares. Los monosacaridos que
componen las unidades repetitivas son azUcares neutros y acidicos, amino
azucares, y raras veces azucares inusuales, tales como 6 desoxihexosas 6 3,6-

didesoxihexosas (Rojas-Campos, 1995).
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2.13.2 Mecanismo de Accién de LPS

La endotoxina de E. coli un constituyente de la pared celular de organismos
gramnegativos, desencadena la respuesta inmune innata causada por la
inflamacion periférica, generando un conjunto coordinado de respuestas
fisiolégicas, endocrinas y conductuales reguladas por el Sistema Nervioso Central
(SNC). Esto ocurre cuando dichas moléculas inflamatorias (LPS), se unen a
receptores tipo Toll de células inmunes periféricas, que a su vez producen una serie
de mediadores inflamatorios incluidos complemento, prostaglandinas, y citoquinas.
A nivel central, inician la sefalizacion de la respuesta de defensa del huésped,
generando fiebre y activacion hipotalamica-hipofisaria-adrenal, dando como
resultado la respuesta conductual de enfermedad.

La respuesta neural a la inflamacién no se encuentra limitada a las respuestas
inmunes innatas agudas; existen cambios mas duraderos en el cerebro que
continlan después del episodio inflamatorio inicial, entre los que se incluyen
cambios en la excitabilidad neuronal, asi como la apariencia de comportamiento
depresivo o depresion de los ejes tiroideo y gonadal, que puede durar 24 horas o
mas después de la exposicion inicial a una dosis aguda de LPS (Huangming y col.,
2012; Riazi y col., 2008, Dantzer y col., 2008).

La respuesta del huésped a LPS resulta de la activacion de citocinas y de otras
moléculas proinflamatorias que se sintetizan tanto en la periferia como en el SNC,
predominantemente en microglia y astrocitos. Citocinas tales como la interleucina
IL-1B, IL-6 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), tienen efectos potentes sobre
la excitabilidad neuronal y alteran las vias enzimaticas que influyen en la sintesis de
neurotransmisores (Huangmig y col., 2012; Galic y col., 2012; O'Connor y col.,
2009). Las vias de neurotransmisores que se activan durante la respuesta aguda,

pueden contribuir a los efectos a largo plazo (Huangmig y col., 2012).
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2.14 Sintesis de Interleucina-6

La IL-6 es producida por diversos tipos celulares: monocitos, macrofagos, linfocitos
T y B, fibroblastos, células endoteliales, sinoviocitos, células de la glia, adipocitos y
células epiteliales intestinales. Los principales estimulos para su sintesis y liberacion
son las infecciones por microorganismos, particularmente virus y bacterias
(lipopolisacarido bacteriano) y la accion de otras citocinas, como la IL-1, TNF-a y el
factor de crecimiento derivado de las plaguetas. IL-6 es una citocina pluripotencial
ya que tiene acciones tanto proinflamatorias como antinflamatorias. Es el principal
mediador de la respuesta de fase aguda; posee efectos antinflamatorios al ejercer

un control parcial sobre la produccion de IL-1 y TNF-a (Saavedra y col., 2010).

A nivel central, la IL-6 es importante en la fisiologia de la nocicepcion y en la
fisiopatologia del dolor, debido a que es uno de los estimulantes mas poderosos del
eje hipotalamo-hipofisis-adrenal. Su administracion lleva a una hipertrofia de las
glandulas suprarrenales mediada por el aumento en la produccion de hormona
adrenocorticotropa (ACTH), lo cual resulta en un incremento del nivel plasmatico de
cortisol; a su vez, el cortisol ejerce un control negativo sobre la secrecion de IL-6.
En el sistema inmune, la IL-6 promueve la diferenciacién y maduracién de los
linfocitos T y B, estimula la produccion de inmunoglobulinas por parte de las células
B, inhibe la secrecion de citocinas proinflamatorias como el TNF-a y la IL-1. En este
sentido, la IL-6 tiene acciones antinflamatorias y, junto con el aumento en la
produccion del cortisol, ayuda a controlar la respuesta inflamatoria, e induce la
liberacién del antagonista del receptor de la IL-1 y del receptor soluble del TNF-a
(Saavedra y col., 2010).
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2.15 Modelos Murinos

Los modelos animales son herramientas indispensables en la investigacion
biomédica. Han sido utilizados desde los inicios de la ciencia y contindan siendo
utilizados hoy en dia para nuestro entendimiento de las funciones individuales de
los genes, los mecanismos de diferentes enfermedades y la efectividad y toxicidad
de varios farmacos y compuestos quimicos. Los genomas de muchos organismos
modelo han sido secuenciados, y se ha descubierto que muchos genes se
encuentran conservados entre los organismos modelo y el humano. Los ratones son
relativamente econdémicos de criar y mantener. Se pueden reproducir rapidamente
y por tanto permiten a los investigadores estudiar la funcién de genes concretos a
lo largo de varias generaciones durante un periodo de tiempo razonable. Su
fisiologia y genética han sido estudiadas a profundidad, y pueden compararse a las
humanas. A lo largo de varias décadas, se han desarrollado tecnologias, como
métodos transgénicos, para estudiar la genética y las funciones de genes
especificos. También se han desarrollado varios modelos en raton de
enfermedades humanas para avanzar en los estudios de la patogénesis de las
enfermedades, y para evaluar la efectividad y toxicidad de varios farmacos
candidatos. Cepas endogamicas, congénicas y transgénicas con fondo genético
endogamico son utilizadas comunmente. Una cepa endogamica se define como una
cepa que ha sido cruzada entre parientes por mas de 20 generaciones, por ende,
los animales de la misma cepa endogamica son considerados genéticamente
idénticos. Las cepas congénicas se consiguen a través de retro cruzamientos
repetidos con una cepa endogamica por un minimo de 10 generaciones para
seleccionar un unico marcador. Las cepas mas empleadas en investigacion son
C57/BL6/J 0 N, BALB/c, CD1, SCID, y A/J. (Johonson, 2012).
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2.15.1 Cepa C57/BL6/IN

Los ratones C57/BL6/JN, son una cepa endogamica; estos son empleados para el
uso como modelos de enfermedades humanas debido a que se cuenta con todo su
genoma secuenciado, por lo cual sus antecedentes genéticos permiten emplearlos
para estudiar sus respuestas generadas en aplicaciones de investigacion médica.
Las principales aplicaciones de este tipo de modelos animales se utilizan para
determinar las bases moleculares de enfermedades, estudiar la fisiopatologia de
enfermedades y validar aproximaciones terapéuticas. Esta cepa es (Util
principalmente para el estudio de patologias endocrinas como la obesidad,
hiperfuncion e hipofuncién del sistema endocrino, que puede deberse a un exceso

o disminucién de la secrecion de hormonas (Johonson, 2012).
2.15.2 Cepa CD1

La apariencia de los ratones CD1 es albina, estos modelos destacan entre los
ratones de uso mas comun en la investigacion como un stock exogamico. La
variabilidad genética en estos modelos animales exogamicos de investigacion
puede servir de ventaja en el clonado posicional de rasgos cuantitativos de loci y la
seleccion fenotipica o genotipica de un rasgo en particular. El uso de ratones CD-1
(stocks exogamicos en general) son empleados principalmente en campos de
investigacibn como inmunologia, toxicologia, oncologia, fisiologia, patologia y
envejecimiento. Esta cepa se ha empleado en numerosas investigaciones con
numerosas aplicaciones: integracién entre la sefalizacién por beta-catenina/Lef-
1/Tcf-3 y ERa, necesaria para la regulacion génica dependiente de estrogeno en la
biologia uterina; morfogénesis de los tubos pulmonares; desarrollo especifico de
células mieloides; evaluacién de dispositivos de transcripcion ontogénica sintéticos;
generacion de embriones de raton para estudiar las variantes de empalme de CstF-
64, e investigar la organogénesis de vertebrados; respuesta inmune y sintesis

hormonal ante exposicion a LPS de E. coli (Johonson, 2012).
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2.16 Fisiologia del Eje Tiroideo

2.16.1 Hormonas Tiroideas

Las hormonas tiroideas son derivados yodados del aminod&cido tirosina; estan
constituidas por el acoplamiento de dos residuos de tirosina yodada, lo que permite
distinguir en su estructura dos anillos bencénicos denominados alfa y beta. La
actividad bioldgica de las hormonas tiroideas va a depender en gran medida, de la
posicion a la que se incorporen los atomos de yodo dentro de cada anillo (Arce y
col., 2006).

El proceso de sintesis de hormonas tiroideas se resume en cinco fases:1. Sintesis
de tiroglobulina; 2. Capitacion de yodo: 3. Oxidacién de yodo; 4. Yodacion de la
tiroglobulina; 5. Acoplamiento (Arce y col., 2006).

2.16.2 Tirotropina

El principal regulador de la funcion tiroidea es la hormona estimulante de la tiroides
o tirotropina, una glucoproteina de 28 kDa producida por células tirotropas de la
adenohipofisis. Es un dimero constituido por una subunidad alfa y una subunidad
beta especifica. La TSH actua sobre la tiroides estimulando la sintesis y secrecion
de hormonas tiroideas, ademas estimula el crecimiento tiroideo como consecuencia
de un aumento tanto del nimero como del tamafio de las células foliculares; produce
vasodilatacién, aumento del flujo sanguineo y estimula la angiogénesis (Arce y col.,
2006).

La regulacién de la secrecion de TSH depende principalmente de la hormona
liberadora de tirotropina (TRH) producida principalmente por neuronas localizadas
en el nacleo paraventricular del hipotdlamo. La TRH incrementa la sintesis de
cadenas alfa y beta de TSH y modula su glicosilacion. La secrecion de hormonas
tiroideas esta regulada por un sistema de retroalimentacién negativo ejercido por
las propias hormonas tiroideas, que inhiben la sintesis y la secrecién de TSH
actuando directamente sobre la hipofisis y también de forma indirecta inhibiendo la
sintesis y secrecion de TRH en el hipotalamo. La TSH al actuar sobre la tiroides
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presenta un efecto de liberacion de tiroxina (T4) y triiodotironina (T3). La T4 es una
prohormona precursora de la T3 que corresponde a la hormona tiroidea activa.
Dicha transformacion depende de una enzima desyodasas que elimina el atomo de
yodo situado en la posicion 5 del anillo externo de la T4. Se han identificado 3
desyodasas (DI, DIl y DIll), sin embargo, la desyodasas tipo Il es la que resulta de
vital importancia para la generacion de T3 en el SNC y en la adenohipofisis, al
presentarse situaciones de estrés que modulan la actividad del eje hipotalamo-
hipofisis-tiroides. Las hormonas tiroideas ejercen acciones mdltiples en el
organismo, pero su accion es vital en el metabolismo, el crecimiento y la maduracion
(Bianco y col., 2013).

2.16.3 Hormona Liberadora de Tirotropina TRH

La TRH es un tripéptido de estructura piroGlu-His-Pro-NHz. Fue el primer péptido
identificado en el SNC, en 1969. En la rata, el gen se localiza en el cromosoma 3,
consta de 3 exones y codifica para una proteina precursora de 242 aminoacidos
(Prepro-TRH). Al igual que otros péptidos, se encuentra ampliamente distribuido en
el SNC pero su funciébn como neurohormona, esta restringida a las neuronas del
nacleo paraventricular (NPV), sitio desde donde las neuronas TRH proyectan sus
axones hacia la eminencia media y liberan su contenido hacia el sistema portal-
hipofisiario. Los efectos de TRH en la adenohipdfisis son ejercidos sobre las células
tirotropas que estimulan la sintesis y glicosilacion de las cadenas alfa y B de la TSH,

y la liberacion de la tirotropina TSH (Arce y col., 2006).
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Figura 1. Regulacion del Eje Hipotalamo-Hipdfisis-Tiroides (Arce y col., 2006).
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2.17 Fisiologia del Eje Adrenal
2.17.1 Corticotropina ACTH

La hormona adrenocorticétropa o corticotropina (ACTH) es un péptido de 39
aminoacidos que pertenece a la familia de péptidos hipofisarios derivados de la pro-
opiomelacotina (POMC). La secrecion de ACTH esta regulada por neuronas que se
localizan en el nacleo paraventricular del hipotdlamo a través de dos factores
hipofisiotréficos: la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y la hormona
antidiurética (vasopresina o AVP). La liberacion de ACTH es inducida por multiples
factores siendo uno de los mas importantes el estrés tanto fisico (hemorragias,
hipoglucemia, ayuno, infecciones y ejercicio intenso) como el psiquico (miedo o
ansiedad) que son capaces de estimular la hormona liberadora de corticotropina
(Arce y col., 2006).

2.17.2 Hormona Liberadora de Corticotropina, CRH

La CRH es un péptido de 41 aminoacidos caracterizada en 1981; el gen se localiza
en el cromosoma 8 de la rata, contiene 2 exones y codifica para un precursor de
196 aminoé&cidos a partir de cuyo procesamiento proteolitico se origina la CRH
madura. Las neuronas productoras de CRH se encuentran distribuidas en multiples
areas del SNC, pero son especialmente abundantes en el nacleo paraventricular del
hipotalamo, desde donde se proyectan hasta la eminencia media y tiene su efecto
enddcrino. Las principales acciones de la CRH sobre la hipdfisis son la estimulacion
de la transcripcion del gen de la POMC vy la liberacién de péptidos derivados de
POMC. Ademas de sus acciones sobre la hipdfisis la CRH actia en multiples areas
del SNC regulando diversos aspectos de respuesta de reaccion al estrés, asi la
CRH tiene un importante efecto anorexigenico, aumenta la ansiedad, la frecuencia
cardiaca, la presion arterial y modula la actividad del sistema inmune (Arce y col.,
2006).

La regulacién del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal depende también en gran medida

de la accion de citocinas producidas por células del sistema inmune. Las principales
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implicadas son las interleucinas 1, 6 y el factor de necrosis tumoral alfa, TNF-a.
Todas ellas actuan sobre el hipotalamo estimulando la liberacién de CRH, y sobre
la hipdfisis incrementando la liberacion de ACTH. Como consecuencia del aumento
de la secrecion de ACTH y su accién sobre la glandula adrenal, se producira un
incremento de los niveles circulantes de glucocorticoides que a su vez inhibiran la
produccion de citocinas, estableciéndose un circuito de regulacion entre los

sistemas endocrino e inmune (Arce y col., 2006).

estrés fisico
estrés psiquico
citoquenas

HIPOTALAMO

Cortisol

SUPRARRENAL

Figura 2. Regulacién del Eje Hipotalamo-Hipdfisis-Adrenal (Arce y col., 2006).
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3. Justificacion

El presente estudio aportard metodologias para el estudio y aplicacion de las
propiedades medicinales de la especie Pereskia sacharosa, mediante el cultivo de
tejidos vegetales en conjunto al establecimiento de sistemas de propagacion por
esquejes a la intemperie, con la finalidad de brindarle un uso racional a esta especie.
Contribuyendo con técnicas cromatograficas para el analisis del perfil quimico,
mediante el aislamiento e identificacibn de metabolitos secundarios y la

determinacion de sus efectos en modelos bioldgicos.

La etnofarmacologia ha jugado un papel importante en Sudamérica, ya que el uso
de los conocimientos ancestrales que se tienen de esta especie ha permitido
combatir diversas afecciones, como son infecciones del SNC, procesos
inflamatorios, desordenes gastrointestinales y dafios por patégenos entre muchos

otros, usando sus compuestos mayoritarios de origen natural.

El uso de las plantas como remedio curativo por parte de la humanidad ha permitido
la generacion de los conocimientos ancestrales que se han vuelto los precursores
de avances y estudios cientificos en base al potencial bioactivo de estas. En la
actualidad son pocos los estudios que se han realizado en esta especie tanto para
el perfil quimico como en los ensayos biologicos, por lo cual esta investigacién se
plantea en conjunto con estudios previos sobre efectos negativos de antigenos de
E. coli a nivel del SNC, basando la hip6tesis en la capacidad antiinflamatoria de los

metabolitos secundarios de P. sacharosa.

Dadas las circunstancias de consumo Yy los diversos usos de las plantas con fines
medicinales, con la biotecnologia se busca implementar esquemas de
micropropagacion para asi establecer, mantener y desarrollar organismos
completos generando altos coeficientes de multiplicacién durante periodos cortos
de tiempo, obteniendo material vegetal suficiente que podria ser empleado para
extraer y estudiar los metabolitos totales con propiedades medicinales y aplicarlos

en modelos bioldgicos.
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El estudio del perfil quimico de esta especie generada en laboratorio y adaptada a
la intemperie, recae en la importancia de identificar las diferencias metabdlicas en
cuanto a produccion de compuestos bajo diversas situaciones de estrés ambiental,
es decir, identificar en qué condiciones de cultivo (invernadero o intemperie), se
lleva a cabo una mejor produccion de metabolitos de interés, los cuales reflejaran
su potencial bioactivo al ser aplicados en modelos bioldgicos murinos. Con el fin de
ampliar el arsenal terapéutico disminuyendo los efectos secundarios significativos,
y con objetivo de determinar actividad y el efecto de dichos compuestos a nivel

fisioldgico.
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4. Hipotesis

Los compuestos mayoritarios de P. sacharosa presentaran efectos positivos en el
sistema nervioso central y periférico del raton, en consecuencia, por dafios
generados por agentes quimicos (formalina) mediante pruebas nociceptivas, y por

agentes biologicos (Lipopolisacéarido de E. coli).
En Sistema Nervioso Central:

En el eje adrenal favoreceran al mecanismo de retroalimentacion negativa ante
situaciones de estrés. Disminuira la sintesis corticosterona e interleucina 6

circulatoria.
En Sistema Nervioso Periférico:

Efecto antiinflamatorio y analgésico, por lesiones causadas en vias nociceptivas,

durante la fase neurogénica y/o inflamatoria.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo General

Evaluar la actividad antinociceptiva y antiinflamatoria de Pereskia sacharosa
Griseb en el SNC de ratones CD1 y C57/BL6/JN sometidos a un desafio

inmunolégico e identificar los compuestos bioactivos.
5.2 Objetivos Particulares

Separar, aislar e identificar estructuralmente los compuestos mayoritarios
sintetizados en hojas de P. sacharosa mediante técnicas cromatograficas.
Evaluar la actividad antinociceptiva de extractos de P. sacharosa.

Analizar del efecto antiinflamatorio de extractos totales de hojas de P. sacharosa
en el SNC mediante el analisis de ARNm y cuantificacion de corticosterona y

citocinas proinflamatorias y sangre.
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6. Metodologia

6.1 Micropropagacion

Partiendo de plantulas de Pereskia sacharosa establecidas bajo condiciones
aseépticas en el banco de germoplasma de la unidad de biotecnologia vegetal de la
Universidad Autbnoma de Aguascalientes. Se llevdé a cabo la metodologia de
micropropagacion establecida por Galvan, 2016, donde se realiz6 el subcultivo de
segmentos nodales en medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962)
suplementado con citoquininas (6-Bencilaminopurina, 2 mg/L), para la obtencién de
brotes. Los brotes obtenidos se sub cultivaron en medio MS suplementado con
auxinas (acido indol butirico, 1.5 mg/L). Se incubaron bajo fotoperiodo de dieciséis
horas de luz y ocho horas de obscuridad durante noventa dias de cultivo, cuarenta
y cinco dias con citoquininas, y cuarenta y cinco dias con auxinas (Pérez-Molphe-
Balch y col., 2002)

6.2 Adaptacion y Transferencia a Suelo de las Plantas Generadas In vitro

Las plantulas obtenidas se aclimataron empleando la metodologia propuesta por
(Pérez-Molphe-Balch y col., 2002) con modificaciones. Se retird el sello de los
frascos de cultivo y la tapa de los frascos se fue aflojando durante una semana en
el lugar de incubacion; el dia previo a pasar las plantas a macetas, se retiro la tapa
e inmediatamente se colocO sobrepuesta. Una vez transcurrida la semana de
aclimatacién en el area de incubacion se extrajeron las plantas del recipiente de
cultivo y se colocaron en una charola de plastico, cuidando de no dafiar las raices
en el proceso; las plantas se lavaron cuidadosamente bajo el chorro de agua
corriente, eliminando asi todos los remanentes de medio de cultivo de las raices. La
parte basal de la raiz se espolvoreo con enraizador comercial (Raizone-Plus®) el
cual contiene acido indol-3-butirico; se introdujeron las plantulas en macetas con un
substrato preparado previamente que contenia PeatMoss®-arcilla-vermiculita (1:1:1)

compactandolo una vez colocada la planta.

Las macetas se colocaron dentro de bolsas de plastico selladas por completo en
invernadero a 40°C y 20% de humedad relativa durante seis dias, realizandoles a
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estas aberturas de 4 cm de didmetro a diario, posteriormente la bolsa se abri6 por
completo y asi se mantuvo sin retirarse por seis dias. Las plantas adaptadas a
invernadero se trasplantaron a bolsas para vivero, manteniéndose seis dias en
estas para ser trasplantadas a macetas (60cm diametro por 40 cm de altura) en los
cuales se llevd a cabo su desarrollo durante 15 dias. Finalmente, una vez
completado su desarrollo en macetas, se llevo a cabo la propagacion por esquejes
obteniendo dos poblaciones: 30 plantas establecidas en invernadero y 15 plantas

establecidas a la intemperie.

6.3 Recoleccion de Hojas

Tras 15 dias de adaptacién a la intemperie, se llevo a cabo la recoleccion de hojas
de P. sacharosa, cada 15 dias durante 12 meses (abril-septiembre del afio 2017 y
2018) a las 9:00 horas del dia. Posteriormente se secaron a 40°C en estufa durante

3 dias, se maceraron con mortero para posteriormente ser procesados.

6.4 Procesamiento de Extractos

Se realizd un procesamiento en orden consecutivo con hexano, cloroformo, etanol
y metanol. El material vegetal seco y pulverizado se colocé en un matraz Erlenmeyer
con el disolvente correspondiente (1:2 m/v) durante 9 dias a una temperatura de 18-
24°C realizando la extraccion del liquido sobrenadante cada 72 horas.
Posteriormente, el residuo se macero con el respectivo disolvente. El sobrenadante
se filtr6 (15 uM) y se concentré en roto evaporador (Dest. Buchi Switerland, roto
vapor, R-210) a punto de ebullicion de cada solvente, a 60 rpm, se recuperoé el
concentrado del extracto en una caja Petri y se sec6 en oscuridad a temperatura
ambiente. El proceso completo de destilacidn se realizé 3 veces cada 72 horas para
descartar cualquier residuo del disolvente. Este procedimiento se realizé con cada

disolvente y se determind el rendimiento de cada extracto obtenido.
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6.5 Cuantificacién de Compuesto Fendlicos

La determinacion del contenido de compuestos fendlicos se realizé por el método
de Folin-Ciocalteu, descrito por Sim y col., 2010, con modificaciones. Se preparé
una curva estandar de &cido galico (Sigma-Aldrich® Co. St Louis, MO, USA) con
concentraciones conocidas desde 2 hasta 30 ug mL%, con un volumen final de 1
mL. A cada tubo le fueron afadidos 2.5 mL de agua desionizada y 0.1 mL del
reactivo de Folin-Ciocalteu 1N (Sigma-Aldrich® Co. St Louis, MO, USA). Después
de 6 minutos, a cada tubo se le agregaron 0.25 mL de una solucién de carbonato
de sodio (Sigma-Aldrich® Co. St Louis, MO, USA) al 10% Yy se agitaron en un vortex.
La absorbancia de las muestras se monitored a 760 nm en un espectrofotobmetro
(Jenway, Genova), obteniendo la ecuacion de la recta (y=0.0294x-0.063) y el
coeficiente de correlacion (R?=0.991). Mediante la ecuacion de la recta se calcul6 el
nimero de equivalentes de acido galico presentes en 8 mg mL?' de extracto
etandlico. La determinacion del contenido de compuestos fendlicos en el extracto y

la curva se realiz6 por triplicado.

6.6 Cuantificacién de Flavonoides

La determinacion del contenido de flavonoides se realizé por el método descrito por
Juny col., 2013, con modificaciones. Se prepard una curva estandar con quercetina
(Sigma-Aldrich® Co. St Louis, MO, USA) con concentraciones conocidas desde 50
hasta 1000 ug mL1, en un volumen final de 1 mL. A cada tubo le fueron afiadidos
1.25 mL de agua desionizada y 0.075mL de nitrito de sodio (marca del reactivo) al
5% y se agitaron en vortex. Después de 5min a cada tubo se le agregaron 0.15mL
de cloruro de aluminio (Sigma-Aldrich® Co. St Louis, MO, USA) al 10% agitando en
vortex. A los 5min se afiadieron 0.5mL de hidréxido de sodio 1M y 2.5 mL de agua
desionizada. La absorbancia de las muestras se monitore6 después de 30 min a
510 nm usando un espectrofotometro (Jenway, Genova), obteniendo la ecuacion de
la recta (y=0.0006x+0.1581) y el coeficiente de correlacion (R?=0.9943). Mediante
la ecuacion de la recta se calculd el nimero de equivalentes de quercetina
presentes en 2 mg mL? de extracto etandlico. La determinacion del contenido de

compuestos fenodlicos en el extracto y la curva se realizé por triplicado.
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6.7 Separacion de Compuestos Mayoritarios Mediante Cromatografia en

Columna Abierta
6.7.1 Fraccionamiento 1, Extracto Etandlico Total

El fraccionamiento se llevo a cabo con la metodologia propuesta por Hernandez-
Valles y col., 2014, con modificaciones en las cuales se empled una columna abierta
empacada con 6 gramos de gel silice 60 fase normal (Sigma-Aldrich® Co. St Louis,
MO, USA) diluida en 15 mL de cloroformo como fase estacionaria. Se efluyeron a
través de esta 0.3 g de extracto etandlico (previamente secado y macerado con gel
silice) mediante una fase movil de cloroformo:metanol en un gradiente de
concentracion de 100:0 hasta 0:100 respectivamente. Se realizaron colectas de 10
mL de cada una de las fracciones en tubos de ensayo, obteniendo un total de 83
fracciones. Se realizaron cromatografias en capa fina de cada una de las fracciones
y se unificaron aquellas fracciones en las cuales los componentes presentaron el

mismo Rf.

Para el analisis cromatogréafico se emplearon placas de gel de silice de fase normal
y fase reversa, en camara con atmdsfera saturada; utilizando diferentes fases
moviles. Para la fase normal se empled cloroformo:metanol 85:15 y para la fase
reversa agua:acetonitrilo 70:30. El revelado empleado fue NP/PEG (flavonoides).
Los extractos se llevaron a una concentracién de 3mg mL™, y fueron aplicados con
capilar, en conjunto con estandares de luteolina, apigenina y quercetina, para

comparar la relaciéon entre las distancias recorridas por el soluto y eluyente (RF).
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6.7.2 Fraccionamiento 2, Extracto Etandlico Total

El fraccionamiento se llevo a cabo con la metodologia propuesta por Hernandez-
Valles y col., 2014, con modificaciones en las cuales se emple6 una columna abierta
empacada con 200 gramos de gel silice 60 fase normal (Sigma-Aldrich® Co. St
Louis, MO, USA) diluida en 200 mL de cloroformo como fase estacionaria. Se
efluyeron a través de esta 22 g de extracto etanodlico (previamente secado y
macerado con gel silice) mediante una fase mévil de cloroformo:metanol en un
gradiente de concentracion de 100:0, 90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60,
30:70, 20:80, 10:90 y 0:100 respectivamente. Se realizaron colectas de 50 mL de
cada una de las fracciones en vasos de precipitados, obteniendo un total de 123
fracciones. Los solventes se volatilizaron y se realizaron cromatografias en capa
fina de cada una de las fracciones con su respectiva fase moévil comparando con el
extracto etandlico total y estandares de compuestos fendlicos. Se unificaron
aguellas fracciones en las cuales los componentes presentaban el mismo Rf de

migracion.
6.7.3 Fraccionamiento 3 Seccion C2F8

El fraccionamiento se llevé a cabo con la metodologia propuesta por Hernandez-
Valles y col., 2014, con modificaciones en las cuales se emple6 una columna abierta
empacada con 80 gramos de gel silice 60 fase normal (Sigma-Aldrich® Co. St Louis,
MO, USA) diluida en 100 mL de cloroformo como fase estacionaria. Se efluyeron
0.5118 g de extracto etandlico (previamente secado y macerado con gel silice)
mediante una fase movil de cloroformo:metanol, en un gradiente de concentracion
de 100:0, 95:5, 90:10, 85:15, 80:20, 70:30, 0:100, respectivamente. Se realizaron
colectas de 10 mL de cada una de las fracciones en vasos de precipitados,
obteniendo un total de 51 fracciones. Se volatilizaron solventes y se realizaron
cromatografias en capa fina de cada una de las fracciones con su respectiva fase
movil comparando con el extracto etandlico total y estdndares de compuestos
fendlicos. Se unificaron aquellas fracciones en las cuales los componentes

presentaban el mismo Rf de migracion.
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6.7.4 Fraccionamiento 4 Seccion C2F9

El fraccionamiento se llevo a cabo con la metodologia propuesta por Hernandez-
Valles y col., 2014, con modificaciones en las cuales se emple6 una columna abierta
empacada con 80 gramos de gel silice 60 fase normal (Sigma-Aldrich® Co. St Louis,
MO, USA) diluida en 100 mL de cloroformo como fase estacionaria. Se efluyeron
0.3000 g de extracto etandlico (previamente secado y macerado con gel silice)
mediante una fase movil de cloroformo:metanol en un gradiente de concentracion
de 100:0, 98:2, 95:5, 93:7, 90:10, 80:20, 70:30, 0:100, respectivamente. Se
realizaron colectas de 10 mL de cada una de las fracciones en vasos de
precipitados, obteniendo un total de 43 fracciones. Se volatilizaron solventes y se
realizaron cromatografias en capa fina de cada una de las fracciones con su
respectiva fase mévil comparando con el extracto etandlico total y estandares de
compuestos fendlicos. Se unificaron aquellas fracciones en las cuales los

componentes presentaban el mismo Rf de migracion.
6.7.5 Fraccionamiento 5 Seccién C2F15

El fraccionamiento se llevé a cabo con la metodologia propuesta por Hernandez-
Valles y col., 2014, con modificaciones en las cuales se emple6 una columna abierta
empacada con 80 gramos de gel silice 60 fase normal (Sigma-Aldrich® Co. St Louis,
MO, USA) diluida en 100 mL de cloroformo como fase estacionaria. Se efluyeron
0.5000 g de extracto etandlico (previamente secado y macerado con gel silice)
mediante una fase moévil de cloroformo:metanol en un gradiente de concentracion
de 100:0, 90:10, 80:20, 78:22, 75:25, 73:27, 70:30, 68:32, 65:35, 60:40, 50:50, 40:60
y 0:100, respectivamente. Se realizaron colectas de 10 mL de cada una de las
fracciones en vasos de precipitados, obteniendo un total de 76 fracciones. Se
volatilizaron solventes y se realizaron cromatografias en capa fina de cada una de
las fracciones con su respectiva fase movil comparando con el extracto etanolico
total y estandares de compuestos fendlicos. Se unificaron aquellas fracciones en las

cuales los componentes presentaban el mismo Rf de migracion.
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6.7.6 Fraccionamiento 6 Seccién C2F8, C2F9, C3F5

El fraccionamiento se llevo a cabo con la metodologia propuesta por Hernandez-
Valles y col., 2014, con modificaciones en las cuales se emple6 una columna abierta
empacada con 80 gramos de gel silice 60 fase normal (Sigma-Aldrich® Co. St Louis,
MO, USA) diluida en 100 mL de cloroformo como fase estacionaria. Se efluyeron
0.6542 g de extracto etandlico de las fracciones C2F8, C2F9, C3F5 (previamente
mezcladas, secadas y maceradas con gel silice) mediante una fase movil de
cloroformo:metanol en un gradiente de concentracién de 100:0, 98:2, 95:5, 93:7,
90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50 y 0:100, respectivamente. Se realizaron colectas
de 10 mL de cada una de las fracciones en vasos de precipitados, obteniendo un
total de 96 fracciones. Se volatilizaron solventes y se realizaron cromatografias en
capa fina de cada una de las fracciones con su respectiva fase movil comparando
con el extracto etandlico total y estandares de compuestos fenélicos. Se unificaron
aguellas fracciones en las cuales los componentes presentaban el mismo Rf de

migracion.
6.7.7 Fraccionamiento 7 Seccion C6F12

El fraccionamiento se llevd a cabo con la metodologia propuesta por Hernandez-
Valles y col., 2014, con modificaciones en las cuales se emple6 una columna abierta
empacada con 30 gramos de gel silice 90 fase reversa (Sigma-Aldrich® Co. St Louis,
MO, USA) diluida en 50 mL de metanol como fase estacionaria. Se efluyeron 0.6610
g de extracto etandlico de la fraccibn C6F12 (previamente mezclada, secada y
macerada con gel silice) mediante una fase moévil de agua:acetonitrilo en un
gradiente de concentracion de 75:25, 70:30, 65:35, 60:40, 50:50, 30:70, 20:80,
10:40, 0:100, respectivamente. Se realizaron colectas de 10 mL de cada una de las
fracciones en vasos de precipitados, obteniendo un total de 52 fracciones. Se
volatilizaron solventes y se realizaron cromatografias en capa fina de cada una de
las fracciones con su respectiva fase movil comparando con el extracto etandlico
total y estandares de compuestos fendlicos. Se unificaron aquellas fracciones en las

cuales los componentes presentaban el mismo Rf de migracién.
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6.8 Analisis Cromatogréafico

El extracto etandlico de P. sacharosa se hidroliz6 con HCL 0.1M (JT Baker®,
Espafia) y en conjunto con el extracto crudo enriquecido con los estandares: vitexina
y canferol-3-glucésido (Sigma-Aldrich® Co. St Louis, MO, EUA), fue analizado en

un equipo convencional de HPLC-MS.

6.9 Cromatografia Liquida de Alta Resolucion Acoplada a Masas HPLC-
MS

El analisis cromatografico se realiz6 utilizando un equipo H-CLASS de
cromatografia liquida de alta resolucién acoplado a masas (Acquity Waters,
Singapur, Singapur) equipado con una columna Symmetry C18 (100 A, 150 mm x
4.6 mm de d.i., tamafio de particula de 5 um, Waters, Irlanda), con el termostato a
43 °C. La fase mavil consistio en agua acidificada con acido fosférico al 0.1% en
agua mili Q (A) y metanol (B) (grado HPLC). La elucion inicial del gradiente de
concentracion fue 80% de A: 20% de B, para alcanzar una concentracién final de
100% vol/vol, 17 min). La condicion inicial se regener6 durante 3 minutos (80% A:
20% B). La velocidad de flujo constante fue de 0,3 mL min?. El extracto, las
fracciones y los estandares puros se diluyeron en metanol y se inyectaron
directamente después de la filtracién a través de un filtro de 0,2 mm (GHP, acrodisc
13, Waters) en un volumen de 10 uL. La adquisiciéon de datos, el manejo de datos y
el control del instrumento se realizaron mediante el software Empower® 3 (Waters,
Milford, MA, USA). La deteccién por fluorescencia se realizé a se realizé a una
longitud de onda de 265.5 y 365.5 nm. Los extractos se llevaron a una concentracion
de 1 mg mL-1 y el volumen de inyeccién fue de 10uL (Martinez-Gonzélez y col.,
2017).
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6.10 Ensayo Biologico de Actividad Antinociceptiva

Todos los procedimientos experimentales siguieron las pautas sobre estandares
éticos para investigaciones de dolor experimental en animales (Zimmermann,
1983), la Guia de NIH para el cuidado y uso de animales de laboratorio (Publicacion
de NIH No. 80-23; revisada en 1978) y la Norma Oficial Mexicana para el cuidado y
uso de animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999). Ademas, el protocolo fue
aprobado por el Comité Cientifico y de Etica Animal local del Instituto Nacional de
Psiquiatria Ramoén de la Fuente Mufiz (INP-NC2012), siguiendo las
recomendaciones del Comité de Investigacion y Etica de la Asociacion Internacional

para el Estudio del Dolor.

El extracto etandlico de Pereskia sacharosa fue re suspendido en el vehiculo el cual
consistié en 50 microlitros de tween 80 al 0.2% en agua destilada. El extracto fue
administrado via intraperitoneal en ratones de la cepa CD1. En un primer ensayo se
compararon los extractos de hojas colectadas en invernadero (100 mg/kg, n=8),
hojas colectadas a la intemperie (100 mg/kg, n=8) y tramadol (30 mg/kg, n=6) con

respecto al control (tween 80 al 0.2% en agua destilada, n=8).

En un segundo ensayo se selecciond el extracto con mayor efecto, correspondiente
al de hojas colectadas a la intemperie, y se probaron dosis menores de 10 y 30
mg/kg (n=6) en un volumen de 1 mL/100 g de peso corporal, en conjunto con los
estandares: luteolina, apigenina, vitexina, canferol y canferol-3-glucésido (n=6),
todos en una dosis de 5mg/kg, un farmaco de referencia correspondiente al
tramadol (analgésico de tipo opioide; Roche, S.A. de C.V), el cual se preparo a partir
de una solucidon de 100 mg/mL diluido con solucién salina y se administré por via
intraperitoneal en una dosis de 30 mg/kg en un volumen de 0.1 mL/ 50 g de peso
corporal, fracciones aisladas: fraccion C1F6 (30 mg/kg, n=6), C1F9 (30 mg/kg, n=6)
y C4F13 en una dosis de 10 y 30 mg/kg (h=6). Antagonistas: naltrexona 1 mg/kg
(n=6), (antagonista de opioides no selectivos), flumazenil 5 mg/kg (n=6),
(antagonista del receptor GABAa/benzodiacepinas) y WAY100635 0.32 mg/kg
(n=6), (antagonista del receptor 5-HTia/serotonina), y los tres antagonistas en

coadministracion individual con la fraccion C4F13 (30 mg/kg. N=6). Cada grupo se
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compard con el vehiculo conformado por tween 80 al 0.2% (n=6) en agua destilada.
Se seleccionaron dosis del extracto total en incremento logaritmico a partir de
estudios histéricos explorados en nuestro laboratorio y literatura sobre especies de
Pereskia (Gonzalez-Trujano y col., 2019; Guerra y col., 2018; Guilhon y col., 2015).
Mientras que la fraccion de flavonoides aislados y el farmaco de referencia se

exploraron utilizando una dosis significativa y similar para comparar la eficacia.

La actividad antinociceptiva se evalu6 utilizando la prueba de dolor inducido por
formalina con ligeras modificaciones; dicho procedimiento es descrito en detalle por
Lépez-Muiioz y col., 1993. Los ratones se colocaron en un cilindro abierto de
Plexiglass® durante 30 min para permitirles que se aclimataran a su entorno. Se
coloco un espejo detras del cilindro para permitir una observacion sin obstaculos.
La prueba antinociceptiva se realizd segun lo descrito por Hunskaar y col., (1985),

con ligeras modificaciones.

Se administraron las dosis respectivas de vehiculo, farmacos de referencia o
antagonistas, extractos, estdndares y fracciones via intraperitoneal. Los
antagonistas se administraron 15 min antes de los tratamientos. Tras 30 minutos de
absorcion, se administraron 20 microlitros de formalina al 1% en la pata derecha via
intra plantar y se cuantificé la respuesta conductual correspondiente al nUmero de
lamidas y sacudidas; la nocicepcion fue observada inmediatamente después de la
inyeccion de formalina de manera bifasica; en la fase neurogénica de 0 a 5 minutos

y en la fase inflamatoria de 20 a 25 minutos (Martinez-Gonzalez y col., 2017).

6.11 Andlisis Estadistico de Actividad Antinociceptiva

Todos los grupos experimentales para la evaluacion antinociceptiva estuvieron
compuestos por seis animales. Los resultados se presentan como la media del
porcentaje de inflamacién o comportamiento nociceptivo como sacudidas y lamidas
/ min £ error estandar en la fase | (0-5 min) y la fase Il (20-25 min). El area bajo la
curva (AUC) se calculé utilizando el método trapezoidal. El software GraphPad
Prism 6.0 se empled para determinar la significancia estadistica entre los grupos

mediante un analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de la prueba post-
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hoc Dunnet. Los resultados se consideraron significativos cuando los valores de p

fueron menores a 0.05 (x p <0.05).

6.12 Ensayo Bioldgico de Lipopolisacarido de E. coli
6.12.1 Animales

Se emplearon 21 ratones macho y hembra de la cepa CD1 adultos de 30-40 gy 39
ratones macho y hembra de la cepa C57/BL6/IN de 20-25 g. Los animales fueron
aclimatados bajo condiciones de ambiente estandar por 3 dias (luz entre las 07:00
y 19:00 horas, temperatura 22 +1°C) y alimentados ad libitum. Todos los protocolos
experimentales fueron revisados y aprobados los comités de Etica e Investigacion

del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramon de la Fuente Muiiiz.

6.13 Ensayo LPS CD1

Para la cepa CD1 se formaron cinco grupos, el primer de ellos, el grupo vehiculo
(n=4) estuvo conformado por ratones a los que se les administrd el mismo volumen
de solucion salina y tween 80. A dos grupos, LPS 3h+Pereskia (n=5) y LPS 9h+
Pereskia (n=4), se les administr6 el extracto de P. sacharosa en una dosis de 100
mg/kg via intraperitoneal, 30 minutos antes de someterlos al ensayo con
lipopolisacéarido. Transcurrido este tiempo, los animales fueron inyectados via
intraperitoneal con LPS de E. coli (Sigma 0127: B8; Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO) en una dosis de 2.5 mg/kg de peso corporal. A los ultimos dos grupos, LPS 3h
(n=4) y LPS 9h (n=4), unicamente se les administro via intraperitoneal LPS de E.
coli (Sigma 0O127: B8; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) en una dosis de 2.5
mg/kg de peso corporal (Sanchez y col., 2008).

El experimento se llevé a cabo en un transcurso de 3 y 9 horas, respectivas para

cada grupo, observado la respuesta conductual de los animales cada media hora.
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6.14 Ensayo LPS C57/BL6/JN

Para la cepa C57/BL6/JN se formaron cuatro grupos, el primer de ellos, el grupo
vehiculo (n=9) estuvo conformado por ratones a los que se les administré el mismo
volumen de solucién salina y tween 80. A dos grupos: LPS 3h+Pereskia (n=10) y
LPS 9h+ Pereskia (n=10), se les administro el extracto de P. sacharosa en una dosis
de 100 mg/kg via intraperitoneal, 30 minutos antes de someterlos al ensayo con
lipopolisacéarido. Transcurrido este tiempo, los animales fueron inyectados via
intraperitoneal con LPS de E. coli (Sigma 0127: B8; Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO) en una dosis de 2.5 mg/kg de peso corporal. A los dos grupos: LPS 3h (n=3),
LPS 9h (n=7), Gnicamente se le administro via intraperitoneal LPS de E. coli (Sigma
0127: B8; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) en una dosis de 2.5 mg/kg de peso
corporal (Sanchez y col., 2008). El experimento se llevé a cabo en un transcurso de
3 y 9 horas respectivas para cada grupo, observado la conducta de los animales

cada media hora.

6.15 Andlisis Histoldgico

6.15.1 Cepa CD1

Después de la evaluacion conductual antinociceptiva, los ratones tratados con las
fracciones (C1F9 o C4F13) o extracto etandlico de hojas de P. sacharosa recibieron
una sobredosis de pentobarbital sodico (50 mg/kg i.p.), sacrificados por
decapitacion con tijeras de diseccion de raton, y sus cerebros fueron rapidamente
disecados en hielo seco y almacenados a -80 °C hasta su uso. Secciones coronales
rostro caudales de Bregma -0,58 mm a -1,94 mm (Paxinos y Franklin, 2001) se
cortaron en un criostato (Leica CM3050S, Nussloch GmbH, Alemania) en una de
cada seis series de secciones a 18 um, adheridas a Portaobjetos de microscopio
Superfrost/Plus (Thermo Fisher Scientific; Cat. n.° 12-550-15) y almacenados a -80

°C para evaluar la presencia de compuestos de P. sacharosa en el cerebro.
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6.15.2 Cepa C57/BL6/IN

Al transcurrir el intervalo de tiempo respectivo para cada grupo, los animales
recibieron una sobredosis de pentobarbital (250 uL, marca Pet's pharma) via
intraperitoneal. En cada animal la sangre se extrajo mediante puncion cardiaca, se
centrifugd a 3000 rpm por minuto durante 10 min a temperatura ambiente, se aislo
el suero sanguineo y se almaceno a -20°C hasta su procesamiento. Tras la puncién
cardiaca, los cerebros fueron disectados y congelados en hielo seco pulverizado,
envueltos en Parafilm y almacenados a -80°C para su procesamiento. Posterior a la
diseccion de cerebros en cada una de las cepas, estos fueron cortados a 18
micrometros en criostato a -17°C en la zona de Nucleo paraventricular (PVN) y

Eminencia media (EM) para finalmente ser fijados en laminas de hibridacion

6.16 Inmunoensayo ELISA para Corticosterona

Para la cuantificacion de corticosterona en sangre se emple6 un Kit comercial de 96
pozos (Enzo Life Sciences, catalogo ADI-900-097). Se determind densidad éptica
contra concentracién de una curva patron desde 0.032 ng/mL hasta 20 ng/mL, a
una longitud de onda de 405 nm con correccion entre 570 y 590 nm; la absorbancia
para cada muestra de suero sanguineo para las cepas CD1 y C57/BL6/IN se

determiné por duplicado.

6.17 Inmunoensayo ELISA para Inteleucina-6

Para la cuantificacion de IL-6 en sangre se empled un Kit comercial de 96 pozos
(Enzo Life Sciences, catalogo ADI-900-045). Se determiné densidad 6ptica contra
concentracion de una curva patrén desde 0.000781 ng/mL hasta 1 ng/mL a una
longitud de onda de 450 nm con correccion entre 570 y 590 nm; la absorbancia para
cada muestra de suero sanguineo para las cepas CD1 y C57/BL6/JN se determiné

por duplicado.

67



6.18 Andlisis Estadistico de Inmunoensayos ELISA

Todos los grupos experimentales para el inmunoensayo ELISA estuvieron
compuestos de seis a ocho animales. Los resultados se presentan como la media
del porcentaje de la concentracion de interleucina 6 o corticosterona [pg/mL] £ error
estandar. El &rea bajo la curva (AUC) se calculé utilizando el método trapezoidal. El
software GraphPad Prism 6.0 se empled para determinar la significancia estadistica
entre los grupos mediante un andlisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de
la prueba post-hoc Dunnet. Los resultados se consideraron significativos cuando los

valores de p fueron menores a 0.05 (* p <0.05).

6.19 Analisis Microscopico de Epifluorescenciay Microscopia Confocal

El extracto integro de P. sacharosa y cortes descongelados previamente expuestos
al extracto de P. sacharosa en conjunto con el LPS se observaron directamente con
el microscopio de epifluorescencia, sin cubreobjetos ni ningin medio de montaje
gue pudiera enmascarar la fluorescencia generada por el extracto o fracciones de
P. sacharosa o el estandar comercial en el tejido, la fluorescencia se observé con el
filtro rojo lejano y DAPI. Las sefiales fluorescentes se registraron con un microscopio
de fluorescencia LED Leica DM 1000 con objetivos HI PLAN 10X/0.25, HI PLAN
20X/0.40 0 40X/0.65, con un set de filtros de paso de banda de 340-380 nm/espejo
dicromatico de 400 nm/barrera de paso bajo de 425nm; filtro paso banda de 480/40
nm/espejo dicromatico 505 nm/filtro paso banda barrera 527/30 nm; filtro de paso
de banda 560/40 nm/espejo dicromatico 595 nm/filtro de paso de banda de barrera
645/75 nm (Leica Microsystems AG, Wetzlar, Alemania). Las imagenes fueron
capturadas utilizando una camara digital Firewire (DFC450C, Leica) y un software
Leica Application Suite. Las secciones se expusieron a cada conjunto de filtros de
paso de banda cambiando los sets de filtros, y las imagenes resultantes se
procesaron en el software Adobe Photoshop CS6 usando una computadora iMac
para crear una imagen compuesta de cada cerebro analizado. Ademas, se obtuvo
una vista panoramica de una seccion coronal de ratén con un microscopio confocal

Zeiss LSM 900-airyscan 2 y un software Zen blue 3.1 (Carl Zeiss Microscopy GmbH,
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Jena, Alemania), para mostrar las posiciones en el cerebro donde se encontraba la

fluorescencia.

6.20 Hibridacion de ARN

6.20.1 Linearizacion de Plasmidos de Raton TRH, CRHy D2

Se emplearon plasmidos de concentracion conocida: mMCRH (1 ug/ul), mD2 (2 ug/ul)
y mTRH (1 ug/ul), y se seleccionaron las enzimas de restriccion con base a estos
para linealizarlos: Nco | [10,000 U/mI=10 U/ul; 5ul=50 U] para mD2 y Mtrh y Hind Il
[20,000 U/ml =20 Ul/ul; 2.5ul=50 U] para mCRH. Se selecciono el buffer para cada
enzima revisando en hoja técnica: Nco I=Buffer 3.1 y Hind IlI=Buffer 2.1. Se elaboro
la mezcla mostrada en la tabla 2 de reaccién en hielo frappe, y se incub6 a 37°C
toda la noche (12-16 horas), al transcurrir las 16 horas se transfirieron a hielo frappe:

Tabla 2. Mezcla de Reaccion para Linearizacion de Plasmidos con sus Respectivas Enzimas de
Restriccion y Buffer.

mD2 mCRH MmTRH mTRH
(Ncol) (Hind 111) (Ncol) (Ncol)
H20 ul 165 155 155 155
NEB 20 20 20 20
Buffer ul (3.1) (2.1) (3.1) (3.1)
Plasmido 10 20 20 20
ul [20 ug] [20 ug] [20 ug] [20 ug]
Enzima 5 ul 5 ul [100 5 ul 5 ul
ul [50 U U [50U [50U
100/ul] 200/ul] 100/ul] 100/ul]
Vol. Final 200 200 200 200

ul
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6.20.2 Purificaciéon de Plasmidos

Para cada uno de pldsmidos linearizados a temperatura ambiente se afiadié un
volumen de fenol: cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) [100 fenol:100 CCL:ISO
(24:1)]: 100 ul fenol saturado tris-HCI 1 M pH 8.0, y se agitd en vortex por 60
segundos hasta que emulsiond, y 100 ul clorformo:alcohol isoamilico (24:1) (2400
cloroformo:100 alcohol isoamilico), y de nuevo se agité en vortex por 60 segundos
hasta que emulsiond. La emulsién se centrifugo por 4 minutos a 14000 rpm, se retird
la fase acuosa y se coloco en un tubo de 1.5ml. Se afiadié un volumen de agua de
hibridacién al tubo con fase organica (cloroformo: alcohol isoamilico) (200 ul), y se
mezcld hasta que emulsiond y se centrifugé 4 min a 14000rpm. Se retiré la fase
acuosa y se mezclo con el primer recuperado (300-400 ul). Se agreg6 un 1 volumen
de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) a cada tubo con fase acuosa, se agito en
vortex hasta que emulsiond y se centrifugd 4min a 14000rpm. Se precipito el
plasmido con 1/10 NaCl 5 M (20ul mCRH, 30 ul mD2, 28.5 mTRH) + 2 volumenes
de etanol absoluto (400ul mD2, 600ul mMCRH, 570ul mTRH), y se incubd 2 horas a
-80°C.

Cadatubo se centrifugd 30 min a 13500 rpm a 4°C y se decant6 tomando con puntas
amarillas los remanentes acuosos cuidando que la pastilla estuviera adherida a la
pared del tubo, se adicionaron 500ul de etanol 70% frio (-20°C) para cubrir la
superficie granulosa que ocupaba el plasmido en la pared del tubo. Se centrifugd 10
min a 13500 rpm a 4°C, y se recupero la fase acuosa. Se dej6 secar 10 minutos en
estufa a 37°C o a temperatura ambiente, y una vez volatilizado el sobrenadante, los
plasmidos purificados se re suspendieron en un volumen que permitié tener una
concentracion final de lug/ul. (mTRH 20 ul, mD2 20 ul y mCRH 15ul), y se

almacenaron a -20°C.
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6.20.3 Electroforesis de Plasmidos mCRH, mTRH, mD2
Purificados

Se diluy6 el buffer TBE 10x a 1x, tomando 80ml de TBE 10x y aforando a 800 ml
con 720 ml de agua destilada. se preparé un gel de agarosa de al 1%, pesando
0.8gr de agarosa diluida en 80 ml de buffer TBE 1x, la mezcla de agarosa y TBE1x
se calent6 por cuatro minutos en microondas a potencia 40 watts. Una vez mezclada
la agarosa con el buffer, se vacié en camara de electroforesis y se dejo solidificar
por 15 min temperatura ambiente. Una vez solidificado el gel se retiraron los peines

y se vaciaron los 800 ml de TBE1x en la cAmara de electroforesis.

Se realiz6 una mezcla en las seis muestras y se colocé en el gel tal como se muestra
en la tabla 3, y se corrieron a 120 volts durante 2 horas. El gradiente eléctrico se
detuvo una vez que las muestras llegaron 1 cm antes de los pozos. El gel se tifié
por 4 minutos con bromuro de etidio [30ul stock/250 agua], y posteriormente se
enjuago con agua destilada durante 4 minutos. El gel se visualiz6 en transluminador
de luz UV (260-290 nm).
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Tabla 3. Mezcla de Reaccion para Electroforesis de ADN Purificado y Linearizado.

Pozo Muestra Pld&smido H20 Colorante  Concentracion
completo o
digerido
1 mCRH/Hind 3ul 5ul 2 ul 18-20 ug/ul
11 10 ul
purificado 1
(inicial)
2 mCRH/Hind 3ul 5ul 2 ul 18-20 ug/ul
11 15 ul
purificado No se recuperd
(Recuperado nada, desechar.
100%)
3 mCRH/Hind 3ul 5 ul 2 ul 18-20 ug/ul
11 15 ul
purificado No se recuperd
(70% sin nada, desechar
pastillas)
4 mCRH 8 ul O ul 2 ul 1 ug/ul
plasmido
completo
5 mD2/Ncol 3ul 5ul 2 ul 18-20 ug/ul
purificado 1 10 ul
(inicial)
6 mD2/Ncol 3ul 5 ul 2 ul 18-20 ug/ul
purificado 20 ul
(Recuperado No se recuperd
100%) nada, desechar
7 mD2/Ncol 3ul 5ul 2 ul 18-20 ug/ul
purificado 20 ul
(Recuperado No se recuperd
70% sin nada, desechar
pastilla)
8 mD2 plasmido 5ul 3ul 2ul 2 ug/ul
completo
9 mTRH/Ncol 1.5ul 6.5 2 ul 18-20 ug/ul
purificado ul 20 ul
10 mTRH/Ncol 1.5 ul 6.5 2 ul 18-20 ug/ul
purificado ul 20 ul
11 MmTRH 1.5 ul 6.5 2ul 1 ug/ul
plasmido ul
completo
12 MPM IV 3ul 2 ul 2 ul 0.75 ug/ 3ul
(stock=0.25
ug/ul)
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6.20.4 Transcripcion In vitro mD2/Ncol y mCRH/Hindlll rUTPdig-11

Se desnaturalizé el ADN plasmidico en agua en ebullicion durante 5 minutos. En

tubos eppendorf de 1.5 ul se verti6 el siguiente coctel de reaccion:

Tabla 4. Coctel de Reaccién para Transcripcién in vitro de ARNm de D2, CRH y TRH.

Reactivo [Stock] [Final] mCRH/Hi mCRH/Hi mD2/Nco mD2/Nco mD2/Ncol
ndlll ndlll 1 2014 1 2017 2018
2017 2018
dig 11-UTP 10 mM 1mM 1 1 1 1 11
Buffer Tr. 10X 1x 1.2 1.2 1 1 1.2
Ribo A, G, C 10 mM 3.3mM 15 15 15 15 15
mix
Ribo UTP 1mM 0.1mM 1 1 1 1 1
Pladsmido 20 ug/ul 3 4 2 2 4
linearizado
DTT? fresco AM 10mM 1 1 1 1 1
MQ water 1.3 0.3 0.5 0.5 0.3
Volumen 12 12 10 10 12
final
Inhibidor de 40 u/ul 40u 1 1 1 1 1
ARNsa
ARN 20u/ul 20u 1 1 1 1 1
polimerasa
Sp6

Una vez vertido el coctel de reaccion se incubé en horno a 37°C durante una hora
verificando la temperatura cada 15 minutos, transcurrida una hora se agrego 1 ul
extra a cada tubo de ARN polimerasa Sp6 [20u/ul] y se incubo 1 hora a 37°C. Una
vez transcurrida la hora se agregé a cada reaccion 1 ul de inhibidor de ARNsa
[40u/ul] y 2 ul de la enzima ADNsa | [10u/ul. Las mezclas se incubaron en horno a
37°C durante 40 minutos verificando la temperatura cada 10 minutos. Una vez
transcurridos los 40 minutos de incubacion se ajusté el volumen 100uL con agua

destilada:
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16 mCRH/HindlIIl 2017= 84 H20 MQ
16 mCRH/HindlIl 2018= 84 H20 MQ
14 mD2/Ncol 2014= 86 H20 MQ
14 mD2/Ncol 2017= 86H20 MQ
16 mD2/Ncol 2018= 84 H20 MQ

® a0 T op

El ARN se precipitd con 10 ul NaCl 5M 1/10 y 300 ul de etanol absoluto toda la
noche a -80°C, una vez precipitado se centrifugd 20 min a 13500 rpm a 4°C, para
posteriormente decantar. Se afiadi6 1 volumen de etanol 70% (150 ul) y se
centrifugd 10 min a 13500 rpm a 4°C, se decanto y se re suspendio la pastilla en
100 ul de agua (DW) mas 0.1% de SDS 10% (10 ul SDS 10%+990EW), y se disolvio
calentando a 37°C por 10min agitando en vortex ocasionalmente, para finalmente

almacenar a -20°C.

6.20.5 Fijacion Tejido Congelado D2, CRHy TRH

Sobre hielo seco se seleccionaron los cortes congelados a -80°C libres de ARNsa,
identificando las zonas de eminencia media (EM) y nucleo para ventricular (PVN)
con base en los bregmas se identificé el PVN y la EM.

Los tejidos se embebieron en las soluciones en el siguiente orden:

1. 10" en Paraf 4%y PBS 1x (16 gr paraf+40 ml PBS 10x, 360 ml H20 ISH+240
ul NaOH).

2. 5" PBS 1x (40 ml PBS 10x+ 360 ml H2O ISH)

3. 5 PBS 1x (40 ml PBS 10x+ 360 ml H20 ISH)

10" TTNH2-nh. C. (3580 ul TTNH2 + 396 ml H20O ISH + 1000 ul anhidrido

acético, adicionado al momento de uso)

" SSC 2x (40 ml stock SSC 20x + 360 H20 ISH)

" Etanol 75% (300 ml + etoh abs + 100 ml H20 ISH)

" Etanol 80% (320 ml + etoh abs + 80 ml H20O ISH)

" Etanol 95% (380 ml + etoh abs + 20 ml H20 ISH)

" Etanol 100% (400 ml + etoh absoluto)

" Cloroformo

B

P © 00 N O O
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11.2" Etanol absoluto
12.2° Etanol 95% reusado

6.20.6 Mezcla de Hibridacién

Los transcritos de ARN y el ADNss (esperma de salmon), se desnaturalizaron en
agua en ebullicion durante 5 minutos, transcurridos los 5 minutos se colocaron en
hielo frappe, y se prepararon 5 ml de mezcla de hibridaciéon empleando 0.5 gr de
Dextran sulfato, 0.5 ml de SSC 20x, 1.25 de Tris 1 M pH8, 275 ul de H20 ISH, 50 ul
de Denhardt’s 100x, 50 ul de DTTIM, 125 ul de ADNss (esperma de salmon), 2.5
ml Formamida y 250 ul de SDS 10%. A partir de la mezcla de hibridacion se elabor6

el coctel de hibridacion para colocar 60ul por laminilla:

Tabla 5. Coctel de Hibridacion In situ

x1 laminilla mCRH/Hind mTRH/Ncol mD2/Ncol

11l x33+4 x16+2
x16+4
Tr dig 3ul 54 ul 111 ul 54 ul
DTTIIM 0.5 ul 9 ul 18.5 ul 9 ul
Mezcla de 56.5 ul 1017 ul 2090.5 ul 1017 ul
hibridacién
Total 60 1080/18 2220/37 1080/18
ul/laminilla 60 ul/lamina 60 60ul/lamina
ul/lamina

6.20.7 Hibridacioén In situ

Se colocaron 60 ul del coctel de hibridacién respectivo (CRH, TRH y D2) en cada
lamina, los tejidos se cubrieron con papel Parafilm con la finalidad de distribuir el
coctel de hibridacion uniformemente. Las laminas cubiertas se incubaron 54°C en
estufa, dentro de cdmara humeda con 4 ul de formamida méas H20 durante 16

horas.
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6.20.8 Lavados Post Hibridacion D2 (n=16), CRH (n=16) y TRH
(n=33)

Se sacaron las laminillas del horno, tomando una por unay se colocaron en un vaso
de precipitados de 100 mL que contenia 80 mL de SSC 1X (4 mL de SSC 20X + 76
mL H20 ISH), y con una pinza libre de ARNsas, se retir0 el Parafilm de cada una de

las laminas y posteriormente se colocaron en la caja de tincion, realizando los

enjuagues en el siguiente orden:

1.

15" SSC 1X a Temperatura ambiente en agitacion (20 rpm) (30 ml de SSC
20X + 570 ml H20)
3" en 600 ml de buffer 1x sin ARNsa A (60 ml buffer 10x + 540 ml de H20)

3. 1 hora en Buffer 1x + ARNsa A (1200ul STOCK [25¢g/ul] + 60 ml buffer 10x +

540 ml de H20) a 37°C en agitacion (20 rpm).
Terminando este paso se aumento la temperatura a 65°C.

5. 15" en SSC 1x en agitacion (20 rpm) (30ml SSC 20x + 570 ml de agua

destilada)

15" en SSC 0.5x en agitaciéon (20 rpm) (15ml SSC 20x + 585 ml de agua
destilada)

30" en SSC 0.1x en agitacion (20 rpm) a 65°C (3ml SSC 20x + 597 ml de
agua destilada)

30" en SSC 0.1x en agitacion (20 rpm) a 65°C (3ml SSC 20x + 597 ml de
agua destilada)

5" en SSC 0.1x en agitacion (20 rpm) a temperatura ambiente (3ml SSC 20x
+ 597 ml de agua destilada)
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6.20.9 Incubacién con Anticuerpo Ab POD

Las ldminas se incubaron en solucion de bloque durante 4 horas a temperatura
ambiente (25ml de SSC 20x + 5 gr de albumina al 2% + 125 ul de TritonX100 al
0.05% + 250 de H20), y se colocaron 60 ul de la mezcla de incubacién a cada
lamina:84 ul de Ab POD 1:50 +.042 gr de albumina al 1% +12.6 ul de Tritén al 0.3%
+ 410.4 ul de Buffer (Tris HCL 0.1 M + NaCl .015 M+H20 pH 7.6) total 4200 ul. Los
tejidos se cubrieron con papel Parafilm con la finalidad de distribuir el coctel de
hibridacién uniformemente, y las laminas cubiertas se incubaron 4°C en, dentro de

camara humeda durante 48 horas.

6.20.10 Revelado de Laminas Dig Tiramida-DMSO-Alexa 488 (Kit
mp 20913, Invitrogen)
Se atemperé DMSO proveniente del kit durante una hora, y las laminillas incubadas
a 4°C y las soluciones stock (PBS 10 X o PBT) durante 30 minutos, posteriormente
se preparo la mezcla de revelado para 63 laminillas empleando 2673 ul del vial 1,
27 ul del vial 3y 27 ul de Tyramida-DMSO.

Se retir6 cubierta de Parafilm con buffer PB 0.01 M pH 7, se realizaron 4 lavados de
15 a 20 min incubando en vaso coplin con 50 ml de PBT en agitacion moderada.
Una vez terminados los lavados se coloco la mezcla de revelado uniformemente
sobre la preparacién empleando papel Parafilm manteniendo la lamina hidratada y
con incubacion uniforme. Se incubd a temperatura ambiente durante 15 minutos y
se retird la cubierta de Parafilm con buffer PB 0.010 pH 7.4 a TA, seguido de 3
lavados con 50 ml de PBT. Se realizé un lavado adicional con PB 0.1 M de 15 a 20
minutos y se dejo secar. Una vez seco se afiadié una gota de Alexa 488 a cada
laminilla, se cubri6 el tejido con un cubreobjetos y finalmente se sell6 con esmalte

el cubreobjetos y se observd en microscopio confocal.
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7. Resultados

7.1 Micropropagacion

A partir de 9 plantas establecidas en cultivos axénicos en banco de germoplasma
de la Universidad Autbnoma de Aguascalientes, se llevd a cabo el cultivo de 30
segmentos nodales (Fig. 3A) para la formacion de brotes, empleando 6-
bencilaminopurina (2 mg/L) (Fig. 3B), y el posterior enraizamiento de éstos
empleando acido indol butirico (1.5 mg/L), obteniendo un 100% de eficiencia en la
generacion de plantulas completas (Fig. 3C) con base en la metodologia propuesta
por Galvan, 2016.

Figura 3. Brotacion y Enraizamiento. A) Corte de segmentos nodales (n=30). B) Generacién de
brotes (Bencilaminopurina 2mg/L). C) Enraizamiento de brotes (Acido indol butirico 1.5mg/L) y
generacion de plantulas completas (n=30).

7.2 Aclimatacién y Establecimiento de Plantas a la Intemperie

Las plantulas completas generadas in vitro se cultivaron en macetas de aclimatacion
con sustrato: Arcilla:Peat-moss:Vermiculita (1:1:1) y se aislaron en bolsas de
plastico, realizando cada dia aberturas de 4 cm de diametro, bajo condiciones de
invernadero a 40°C y 20% de humedad relativa. Transcurridos los seis dias de
aclimataciéon la bolsa se abrié por completo y no se retir6 (Fig. 4A). Doce dias
después se trasplantaron las plantas a macetas de crecimiento con sustrato

(Arcilla:Peat:moss:Vermiculita) (1:1:1) en estas se desarrollaron y aclimataron en
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invernadero durante un mes (Fig. 4B). La propagacion mediante esquejes se llevo
a cabo hasta que segmentos nodales alcanzaron un tamafo de 30 cm (Fig. 4C)
trasplantandolas a intemperie (Fig. 4D). La recoleccion de hojas de cada poblacion
adaptada a invernadero (n=30) e intemperie (n=15) se realizdé cada 15 dias a las
09:00 horas durante 12 meses (abril-septiembre del afio 2017 y 2018).

Figura 4. Adaptacion y Propagacion. A) Aclimatacion P. sacharosa B) Adaptacion de P. sacharosa
a invernadero (n=30). C) Propagacion por esquejes (n=15). D) Adaptacién de P. sacharosa a la
intemperie.

La tabla 6 muestra la taza de multiplicacién de brotes, crecimiento, enraizamiento y
sobrevivencia durante las diversas fases de micropropagacion, dicha metodologia
se llevdo empleando el esquema implementado por Galvdn (2016), con
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modificaciones correspondientes a la implementacién de propagaciéon mediante el

cultivo de esquejes.

In vitro la tasa mayor de generacion de brotes fue mediante el tratamiento con BA
2mg/L obteniendo un promedio aproximado de 7 brotes por segmento nodal,
mientras que la tasa mayor de generacion de raices fue con el tratamiento AIB 1.5
mg/L, obteniendo un promedio aproximado de 6 raices por segmento nodal, y una
mayor respuesta de crecimiento de la planta. Mediante la aclimatacion la taza de
generacion de brotes fue menor obteniendo 5 brotes y 10 raices por plantula.
Mientras que mediante la propagacion por esquejes a la intemperie mostré una
mejor respuesta en cuanto a tasa de crecimiento, multiplicacién (9 brotes) y
enraizamiento (14 raices). Aunado a la contaminacion en los cultivos por patégenos,
todos los tratamientos presentaron indices de sobrevivencia del 100% obteniendo
dos poblaciones finales correspondientes a 30 plantas aclimatadas en invernadero
y 15 plantas aclimatadas a la intemperie.

Tabla 6: Resultados de Micropropagacion y Propagacién Mediante Esquejes. Se muestra el

porcentaje de desarrollo por tratamiento durante cultivo in vitro, adaptacion a invernadero y
propagacién mediante esquejes a la intemperie.O

Etapas de Tratamientos Tasa de No. de Tasa de No. de Porcentaje de
micropropagacion multiplicacién brotes enraizamiento raices sobrevivencia
por por
segmento segmento
nodal nodal
Multiplicacién BA 6.66 uM 87.5% 7+0.643 14.2% 2+0.694 100%
Enraizamiento AIB 7.38 uM 37.5% 4+0.742 42.8% 6 + 0.587 100%
Aclimatacién a AIB + (Peat 50% 5+0.643 71.4% 10 + 0.742 100%
invernadero moss®-tierra
vegetal-
vermiculita)
Adaptacion ala AIB + (Peat 100% 9+0.632 100% 14 + 0.730 100%
intemperie moss®tierra
vegetall-
vermiculita)
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7.3 Procesamiento de Extractos

Las hojas colectadas de P. sacharosa (1500 g en peso seco) se colocaron en
matraces de 1000 mL con solventes (Hexano, cloroformo, etanol y metanol) en una
proporcion de (1:2 masa/volumen). Con cada solvente se realizo la maceracion del
mismo material vegetal durante 9 dias a una temperatura de 18-24°C realizando 3
extracciones, una cada 72 horas. Se concentr0 el extracto a presion reducida
dependiente del punto de ebullicion de cada extracto a 60 rpm obteniendo un mayor
rendimiento con el metanol (534.86 mg extracto/g de hoja seca) y cloroformo
(206.04 mg extracto/g de hoja seca), seguido por el etanol (188.45 mg extracto/g de
hoja seca) y el hexano (8.25 mg extracto/g de hoja seca); los rendimientos se

muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Rendimiento de Extractos Procesados de Hojas de P. sacharosa. En relacion con un total
de 1500 g de hojas colectadas a la intemperie y los solventes con los que se elaboré cada extracto.

Disolvente Hoja Extracto Rendimiento (mg de
seca extracto/ g de hoja
©) seca)
(9)
Hexano 1500 1.1 8.25
Cloroformo 1500 27.2 206.04
Etanol 1500 25 188.45
Metanol 1500 69.3 534.86
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7.4 Cromatografia en Capa Fina de Extractos Totales

Se realizaron cromatografias en capa fina de los 4 extractos totales previos al
fraccionamiento, con la finalidad de determinar el extracto que presentaba los
compuestos de interés. En la figura 5 se pueden observar en el carril 3 y 4, bandas
de color amarillo y verde a una longitud de onda de 365 nm, correspondientes a los
compuestos fendlicos presentes en el extracto etandlico y metandlico, mientras que

en el carril 1y 2 las bandas de color rojo corresponden a pigmentos.

Figura 5. Separacion de Flavonoides por Cromatografia en Capa Fina de Extracto de Hojas de P.
sacharosa. Carriles: 1. Extracto hexanico, 2. Extracto cloroférmico, 3. Extracto etandlico, 4. Extracto
metandlico. Fase movil: cloroformo:metanol (70:30). Revelador: NP/PEG.

7.5 Cuantificacion de Compuestos Fendlicos y Flavonoides

En la figura 6 se muestra la curva de calibracion elaborada con &cido galico, en la
cual al obtener los valores de absorbancia a una longitud de onda de 760 nm fue
posible interpolar los valores de una concentracion de 8 mg/mL del extracto
etandlico, obteniendo un total de 23.75 ug equivalentes de &cido gélico por gramo
de biomasa seca. En la figura 7 se muestra la curva de calibracion elaborada con
guercetina en la cual al obtener los valores de absorbancia a una longitud de onda
de 510 nm fue posible interpolar los valores de una concentracion de 2 mg/mL del
extracto etandlico, obteniendo un total de 3080.73 ug equivalentes de acido galico

por gramo de biomasa seca.
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Figura 6. Curva de Calibracion de Acido Galico. Cambios en las concentraciones conocidas de acido
galico, y ecuacion de la recta para interpolacién de extracto etandlico, con un total de 23.75 ug
equivalentes de &cido gélico (punto naranja).

: y = 0.0006x + 0.1581
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Figura 7. Curva de Calibracion de Quercetina. Cambios en las concentraciones conocidas de
quercetina, y ecuacién de la recta para interpolacién de extracto etandlico, con un total de 3080.73
ug equivalentes de quercetina (punto naranja).
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7.6 Separacion de Compuestos Mayoritarios
7.6.1 Fraccionamiento 1

En el fraccionamiento 1 se aislaron un total de 83 fracciones empleando un
gradiente de cloroformo:metanol; las fracciones que presentaron Rfs de migracion
similares se agruparon en 21 porciones tal como se muestra en la tabla 8.

Tabla 8. Fracciones Individuales Aisladas, Fraccionamiento 1. Mediante gradiente
cloroformo:metanol desde 100:0 hasta 0:100, dicho gradiente cambié con base en la migracion de

los compuestos fendlicos en cromatografia de fase normal al ser revelados a una longitud de onda
de 250 nm y 325 nm con NP-PEG.

Sistema de elucion Fraccion Fracciones Clave
reunidas/
agrupadas
Cloroformo:metanol 100: 0% 1-23 1 C1F1
Cloroformo:metanol 90:10% 24-30 2-7 C1F2
Cloroformo:metanol 85:15% 31-33 8-10 C1F3
Cloroformo:metanol 80:20% 34-35 11-23 C1F4
Cloroformo:metanol 70:30% 36-41 25 C1F5
Cloroformo:metanol 50:50% 42-51 26-27 C1F6
Cloroformo:metanol 40:60% 57-61 28-33 C1F7
Cloroformo:metanol 30:70% 62-64 34-35 C1F8
Cloroformo:metanol 20:80% 65-71 36-41 C1F9
Cloroformo:metanol 10:90% 72-77 42-51 C1F10
Cloroformo:metanol 0:100% 78-83 52-53 C1F11
54 ClF12
55 C1F13
56 ClF14
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57-61 C1F15

62 C1F16
63-64 C1F17
65-68 C1F18
69-71 C1F19
72-77 C1F20
78-83 C1lF21

Con cada una de las fracciones se realiz6 un seguimiento mediante cromatografia
de fase normal, combinando aquellas en la cuales el revelado con NP/PEG mostro
migracion idéntica de las bandas, tal como se muestra en la figura 8. En los carriles
4y 5 (Fracciones 26 y 27, porcion C1F6) de la figura 8A, y 4, 5, 6 (Fracciones 39,
40 y 41) de la figura 8B, se muestra la migracion de los mismos componentes con
relacion a su polaridad. Con base en los Rfs de migracién y revelado a 250 y 365
nm, se realizé la seleccion y mezcla de fracciones asiladas que presentaron los
mismos Rfs de migracién. El revelado mostro que las fracciones 26-27 (C1F6), 34-

35 (C1F8) y 36-41(C1F9), se encontraron enriquecidas con compuestos fendlicos.

Figura 8. Andlisis de Fracciones por  Cromatografia  en Fase Normal.
A) Carriles:1 Extracto etandlico total, 2: Fraccion 24, 3: Fraccion 25, 4: Fraccion 26, 5: Fraccion 27,
6: Fraccion 28, 7: Fraccion 29, 8: Fraccion 30. Fase movil: Cloroformo: metanol 90:10. Revelador
NP/PEG. B) 1: Extracto etandlico total, 2: Fraccion 37, 3: Fraccion 38, 4: Fraccion 39, 5: Fraccion
40, 6: Fraccion 41. Fase movil: 70:30 respectivamente. Revelador NP/PEG. Las flechas sefialan en
las figuras la elucién de compuestos similares.
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Las fracciones ricas en compuestos fenolicos C1F6, C1F8 y C1F9 se separaron en
cromatografia de fase normal tal como se muestra en la figura 9A, identificando en
la fraccion C1F6 (carril 5) un compuesto con un Rf de 0.65, mismo Rf presente en
el estandar apigenina (Flechas blancas). En la figura 9B se observa una
cromatografia en fase reversa, en la cual la separacibn de compuestos de las
fracciones C1F8 y C1F9 (carriles 5 y 6) presentan un Rf 0.30 correspondiente a la
misma banda que se encuentra presente en el extracto etandlico total (carril 1)
(Flechas blancas). En la figura 9C no se observd migracion en fase normal de
bandas en las fracciones C1F8 y C1F9 (carriles 5 y 6), sin embargo mediante una
cromatografia en fase reversa (Fig. 9D) se puede observar un Rf similar de 0.07
correspondiente al estandar apigenina y la fraccion C1F6 (carriles 3 y 5 (Flechas
blancas), la separacién de compuestos de la fracciéon C1F9 (carriles 5) , present6
un Rf de 0.30 similar al estandar rutina (carril 7), correspondiente a la misma banda
gue se hizo presente en el extracto etandlico total (carril 2) (Flechas blancas).Esta
primer separacion e identificacion cualitativa de compuestos fendlicos de las
fracciones C1F6 y C1F9, permiti6 llevar a cabo los ensayos bioldgicos de actividad
antinociceptiva de P. sacharosa.
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Figura 9. Cromatografias FN y FR, Fraccionamiento 1. A) Cromatografia en fase normal. Carriles:1
Extracto etandlico total, 2: Luteolina, 3: Apigenina, 4: Quercetina 5: Fraccién C1F6, 6: Fraccion C1F8,
7. Fraccién C1F9, Fase movil Cloroformo:metanol 85:15 B) Cromatografia en fase reversa.
Carriles:1 Extracto etanélico total, 2: Apigenina, 3: Luteolina, 4: Fraccion C1F6, 5: Fraccion C1F8, 6:
Fraccion C1F9. Fase movil Agua:acetonitrilo 70:30. C) Cromatografia en fase normal. Carriles: 1
Apigenina, 2: Luteolina, 3: Rutina, 4: Quercetina, 5: Fraccién C1F8, 6: Fraccion C1F9. Fase movil:
Acetato de etilo:Hexano 80:20. D) Cromatografia en fase reversa. Carriles: 1: Extracto etandlico total
invernadero, 2: Extracto etandlico total intemperie 3: Fraccién C1F6, 4: Fraccién C1F9, 5: Apigenina,
6: Luteolina, 7: Rutina, 8: Quercetina. Fase mévil: Agua:Acetonitrilo 70:30. Revelador NP/PEG. En
la Fig. A las flechas sefialan la elucion de canferol y la fraccion C1F9 con el mismo Rf, en la Fig. B
las flechas indican el mismo Rf 0.030 del extracto total etandlico y las fracciones C1F8 y C1F9 en
fase reversa, en la fig D las flechas blancas sefialan el mismo Rf 0.30 del estandar rutina y las flechas
rojas sefialan el Rf de 0.07 de los extractos etandlicos, y las fracciones C1F6 y C1F9.
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7.6.2 Fraccionamiento 2

En el fraccionamiento 2 se aislaron un total de 123 fracciones empleando un
gradiente de cloroformo:metanol, las fracciones que presentaron Rfs de migracion
similares se agruparon en 22 porciones tal como se muestra en la tabla 9. Con cada
una de las fracciones se realiz6 un seguimiento mediante cromatografia de fase
normal, combinando aquellas en la cuales el revelado con NP/PEG mostro
migracion idéntica de los Rfs de las bandas, con base en sus diferencias de
polaridad. Las secciones enriquecidas con compuestos fendlicos marcadas en la
tabla 9, C2F8, C2F9 y C2F15 se seleccionaron para ser fraccionadas mediante

cromatografia en columna abierta.

Tabla 9. Fracciones Individuales Aisladas, Fraccionamiento 2. Mediante gradiente cloroformo:
metanol desde 100:0 hasta 0:100; dicho gradiente cambié con base en la migracion de los
compuestos fendlicos en cromatografia de fase normal al ser revelados a una longitud de onda de
250 nm y 325 nm con NP-PEG. Las fracciones marcadas corresponden a secciones enriquecidas
con compuestos fendlicos.

Sistema de elucion Fraccion Fracciones Clave
reunidas

Cloroformo 100% 1-31 1-4 C2F1
Cloroformo:metanol 90-10% 32-45 5-7 C2F2
Cloroformo:metanol 80-20% 46-56 8-11 C2F3
Cloroformo:metanol 70-30% 57-67 12-21 C2F4
Cloroformo:metanol 60-40% 68-80 22-31 C2F5
Cloroformo:metanol 50-50% 81-92 32-33 C2F6
Cloroformo:metanol 40-60% 93-103 34-36 C2F7
Cloroformo:metanol 30-70% 104-111 37-40 C2F8
Cloroformo:metanol 20-80% 112-116 41-42 C2F9
Cloroformo:metanol 10-90% 117-122 43-45 C2F10
Cloroformo 100% 123 46-48 C2F11
49-56 C2F12

57-58 C2F13
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59-62 C2F14

63-69 C2F15
70-74 C2F16
75-80 C2F17
81-88 C2F18
89-92 C2F19
93-103 C2F20
104-111 C2F21
112-123 C2F22

Se realizé un seguimiento mediante cromatografia de FN, el cual mostr6 fracciones
enriquecidas con compuestos fendlicos (Fig. 10), se combinaron las fracciones en
las cuales el revelado con NP/PEG mostr6 migracion idéntica de las bandas. Tal
como se muestra en la figura 10A, se combinaron las fracciones 37-41 (C2F8)
correspondientes a los carriles 8-11 y las fracciones 40-41 (C2F9) correspondientes
a los carriles 12-13, estas fracciones presentaron una banda con un Rf de migracion
similar al canferol (compuesto con actividad analgésica) de 0.44. Empleando el
revelador NP/PEG a una longitud de onda de 365 nm, fue posible identificar bandas
con coloracion amarilla y naranja, correspondiente a la presencia de sistemas
aromaticos conjugados en compuestos fenolicos (Figuras 10B, 10C). Mediante esta
técnica cualitativa fue posible llevar a cabo la mezcla de las fracciones 63-69
(C2F15) de los carriles 12-15 (Figura 10B) y 5-6 (Figura 10C). A partir de esta
combinacion de fracciones: C2F8, C2F9 y C2F15 se llevaron a cabo multiples

fraccionamientos con la finalidad de purificar los compuestos fendlicos.
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Figura 10. Cromatografias en Capa Fina de Fase Normal (FN), Fraccionamiento 2. A) Cromatografia
FN fracciones 34-45. Carriles:1 Extracto etandlico total, 2: Luteolina, 3: Quercetina, 4: Canferol 5
(compuesto con actividad analgésica): Fraccion 34, 6: Fraccion 35, 7: Fraccién 36, 8: Fraccion 37, 9:
Fraccién 38, 10: Fraccién 39, 11: Fraccion 40, 12: Fraccion 41, 13: Fraccién 42, 14: Fraccion 43, 15:
Fraccion 44, 16: Fraccion 45. Fase movil Cloroformo:metanol 90:10. B) Cromatografia FN fracciones
57-67. Carriles:1 Extracto etandlico total, 2: Luteolina, 3: Quercetina, 4. Canferol 5: Fraccién 57, 6:
Fraccién 58, 7: Fraccién 59, 8: Fraccién 60, 9: Fraccién 61, 10: Fraccién 62, 11: Fraccién 63, 12:
Fracciébn 64, 13: Fracciébn 65, 14: Fraccion 66, 15: Fraccion 67, 16Fraccion 68. Fase movil
Cloroformo:metanol 70:30. C) Cromatografia FN fracciones 68-80. Carriles:1 Extracto etandlico total,
2: Luteolina, 3: Quercetina, 4: Canferol 5: Fraccion 68, 6: Fraccion 69, 7: Fraccién 70, 8: Fraccién 71,
9: Fraccion 72, 10: Fraccion 73, 11: Fraccién 74, 12: Fraccion 75, 13: Fraccion 76, 14: Fraccion 77,
15: Fraccién 78, 16: Fraccion 79, 17: Fraccion 80. Fase mévil Cloroformo:metanol 60:40. Revelador
NP/PEG. Las flechas en la Fig. A sefialan la presencia de canferol con mismo Rf que las fracciones
aisladas. Las figuras B y C sefialan la elucién y presencia de de sistemas aromaticos conjugados a
compuestos fendlicos.

90



7.6.3 Fraccionamiento 3 (C2F8)

En el fraccionamiento 3 se aislaron un total de 51 fracciones empleando un
gradiente de cloroformo:metanol, las fracciones que presentaron Rfs de migracién
similares se agruparon en 11 porciones tal como se muestra en la tabla 10. Con
cada una de las fracciones se realizé un seguimiento mediante cromatografia de
fase normal, combinando aquellas en la cuales el revelado con NP/PEG mostro
migracion idéntica de los Rfs de las bandas, con base en sus diferencias de
polaridad. La seccion enriquecida C3F5 con compuestos fendlicos marcada en la

tabla 10, se identificé de manera cualitativa mediante cromatografia FN.

Tabla 10. Purificacion de la Fraccion C2F8, Fraccionamiento 3. Mediante gradiente cloroformo:
metanol desde 100:0 hasta 0:100, dicho gradiente cambié con base en la migracién de los
compuestos fendlicos en cromatografia de fase normal al ser revelados a una longitud de onda de
250 nm y 325 nm con NP-PEG. Las fracciones marcadas corresponden a secciones enriquecidas
con compuestos fendlicos.

Sistema de elucion Fraccion Fracciones Clave
reunidas

Cloroformo 100% 1-5 1-5 C3F1

Cloroformo:metanol 95-5% 6-22 6-7 C3F2

Cloroformo:metanol 90-10% 23-29 8-10 C3F3

Cloroformo:metanol 85-15% 30-37 11-14 C3F4

Cloroformo:metanol 80-20% 38-44 15-26 C3F5

Cloroformo:metanol 70-30% 45-50 27-28 C3F6

Cloroformo 100% 51 29-35 C3F7

36-37 C3F8

38 C3F9

39 C3F10

40-51 C3F11
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En la figura 11, carriles 3,45 y 6 se muestra la migracion y revelado de los
compuestos fendlicos correspondientes a las fracciones 23-26; dicha migracion
presenta una banda con un Rf de 0.44, mismo Rf en el que se hace presente el
canferol (carril 2). Posteriormente las fracciones 23-26 se unificaron con las
fracciones 15-22 también debido a su similitud en compuestos fendlicos y Rf de
0.44, dando lugar a la fraccion C3F5.Las fracciones 27-29 no se consideraron
debido a que no presentaron compuestos con un Rf de migracién similar al del

canferol.
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Figura 11. Analisis de la Fraccion C3F5 Mediante Cromatografia en Fase Normal del
Fraccionamiento C2F8. A) Carriles:1 Extracto etandlico total, 2: Canferol, 3: Fraccién 23, 4: Fraccion
24, 5: Fraccion 25, 6: Fraccién 26, 7: Fraccion 27, 8: Fraccion 28, 9: Fraccidon 29. Fase movil:
Cloroformo: metanol 90:10. Revelador NP/PEG. Las flechas sefialan la presencia de canferol con
mismo Rf 0.44 que las fracciones agrupadas en la porcion C3F5.
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7.6.4 Fraccionamiento 4 (C2F9)

En el fraccionamiento 4 se aislaron un total de 43 fracciones empleando un
gradiente de cloroformo:metanol, las fracciones que presentaron Rfs de migracién
similares se agruparon en 19 porciones tal como se muestra en la tabla 11. Con
cada una de las fracciones se realizdé un seguimiento mediante cromatografia FN,
combinando aquellas en la cuales el revelado con NP/PEG mostré migracion
idéntica a los Rfs de las bandas, con base en sus diferencias de polaridad. En la
fraccion C4F13 enriquecida con compuestos fendlicos marcada en la tabla 11, se
identific6 y se propuso de manera cualitativa mediante cromatografia FN la
presencia de canferol, dicha fraccion se evalué en modelos biolégicos mediante el

ensayo de actividad antinociceptiva.

Tabla 11. Purificacion de la Fraccion C2F9, Fraccionamiento 4. Mediante gradiente
cloroformo:metanol desde 100:0 hasta 0:100, dicho gradiente cambiaba con base en la migracion de
los compuestos fendlicos en cromatografia de fase normal al ser revelados a una longitud de onda
de 250 nm y 325 nm con NP-PEG. Las fracciones marcadas corresponden a secciones enriquecidas
con compuestos fendlicos.

Sistema de elucién Fraccién Fracciones Clave
reunidas

Cloroformo 100% 1-8 1 C4F1

Cloroformo:metanol 98-2% 9-17 2-3 C4F2

Cloroformo:metanol 95-5% 18-23 4-6 C4F3

Cloroformo:metanol 93-7% 27-31 7-8 C4F4

Cloroformo:metanol 90-10% 32-35 9 C4F5

Cloroformo:metanol 80-20% 36-39 10-12 CAF6

Cloroformo:metanol 70-30% 40-42 13-14 CAF7

Metanol 100% 43 15 C4F8

16-18 C4F9

19 C4F10

20 C4F11

21 C4F12
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22

23-24

25-26

27-29

30-31

32-39

40-43

C4F13

C4F14

C4F15

C4F16

C4F17

C4F18

C4F19

En la figura 12, los carriles 5 y 6 se muestra la migracion y revelado de compuestos

fendlicos empleando cromatografia FN correspondientes a las fracciones 22 y 23-

24; estas fracciones presentaron una banda con un Rf de 0.30, mismo Rf que se

hace presente en el estandar de canferol (carril 3; compuesto con actividad

analgésica). La fraccion purificada 22 (C4F13) fue empleada para evaluar su efecto

analgésico en ensayos biolégicos de actividad antinociceptiva a dosis de 10 y 30

mg/kg.

Rf 0.30

v v
L

4 5 6 /

3

Figura 12. Cromatografia en Fase Normal, Fraccion C2F9 Posterior a Sub-Fraccionamiento C2F9.
Carriles: 1: Extracto etandlico total, 2: Seccion C2F9 de fraccionamiento 1, 3: estandar de canferol,
4: Fraccién C4F12, 5: Fraccion C4F13, 6: Fraccion C4F14, 7: Fraccion C4F15. 8: Fraccion C4F16.
Fase movil Cloroformo:metanol 95:5. Revelador NP/PEG. Las flechas sefialan los compuestos

aislados con el mismo RF de 0.30 que el estdndar canferol.
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7.6.5 Fraccionamiento 5 (C2F15)

En el fraccionamiento 5 se aislaron un total de 76 fracciones empleando un
gradiente de cloroformo:metanol, las fracciones que presentaron Rfs de migracién
similares se agruparon en 27 porciones tal como se muestra en la tabla 12. Con
cada una de las fracciones se realizdé un seguimiento mediante cromatografia FN,
combinando aquellas en la cuales el revelado con NP/PEG mostré migracion
idéntica de los Rfs de las bandas, con base a sus diferencias de polaridad. En las
fracciones C5F6 y C5F7 se identifico se identific6 de manera cualitativa mediante
cromatografia FN la presencia de compuestos fendlicos.

Tabla 12. Purificacion de la Fraccion C2F15, Fraccionamiento 5. Mediante gradiente cloroformo:
metanol desde 100:0 hasta 0:100, dicho gradiente cambié con base en la migracién de los
compuestos fendlicos en cromatografia de fase normal al ser revelados a una longitud de onda de

250 nm y 325 nm con NP-PEG. Las fracciones marcadas corresponden a secciones enriquecidas
con compuestos fendlicos.

Sistema de elucion Fraccion Fracciones Clave
reunidas

Cloroformo 100% 1-6 1-2 C5F1
Cloroformo:metanol 90-10% 7-12 3-6 C5F2
Cloroformo:metanol 80-20% 13-18 7-9 C5F3
Cloroformo:metanol 78-22% 19-27 10 C5F4
Cloroformo:metanol 75-25% 28-36 11-12 C5F5
Cloroformo:metanol 73-27% 37-43 13-15 C5F6
Cloroformo:metanol 70-30% 44-49 16 C5F7
Cloroformo:metanol 68-32% 50-55 17-18 C5F8
Cloroformo:metanol 65-35% 56-60 19-21 C5F9
Cloroformo:metanol 60-40% 61-65 22-23 C5F10
Cloroformo:metanol 50-50% 66-70 24 C5F11
Cloroformo:metanol 40-60% 71-75 25-26 C5F12
Metanol 100% 76 27 C5F13
28-33 C5F14
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34-39 C5F15

40-47 C5F16
48-49 C5F17
50-55 C5F18
56-60 C5F19
61-62 C5F20
63 C5F21
64 C5F22
65 C5F23
66-67 C5F24
68-70 C5F25
71-75 C5F26
76 C5F27

En la figura 13 se muestra la identificacion de compuestos con un Rf similar al de
Canferol empleando cromatografia de fase normal. Dichos compuestos fueron
aislados en el fraccionamiento C2F9 y C2F15. En los carriles 3 y 4 se muestra la
fraccion C4F12 y C4F13 compuestos con un Rf de 0.44 mismo Rf presente en el
estandar canferol 0.44 (flechas blancas). En los carriles 5y 6 se muestran en la
fraccibon C5F6 y C5F7. (Flechas rojas) compuestos con Rf similar al canferol
(Recuadro azul). En la figura se puede observar que el canferol esta

significativamente desplazado entre los carriles 2 y 5-6.
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Figura 13. Cromatografia en Fase Normal de las Fracciones C2F9 y C2F15. Carriles:1 Extracto
etandlico total, 2: estdndar de canferol, 3: Fraccion C4F12, 4: Fraccion C4F13, 5: Fraccion C5F6, 6:
Fraccion C5F7. Fase movil cloroformo:metanol 90:10. Las flechas blancas sefialan el mismo Rf de
0.44 presenta en canferol y las fracciones C4F12 y C4F13, las fechas rojas sefialan el Rf de 0.40 de
las fracciones C5F6 y C5F7.

97



7.6.6 Fraccionamiento 6 (C2F8, C2F9, C3F5)

En el fraccionamiento 6 se aislaron un total de 103 fracciones empleando un
gradiente de cloroformo:metanol, las fracciones que presentaron Rfs de migracion
similares se agruparon en 18 porciones tal como se muestra en la tabla 13. Con
cada una de las fracciones se realizdé un seguimiento mediante cromatografia FN,
combinando aquellas en la cuales el revelado con NP/PEG mostré migracion
idéntica de los Rfs de las bandas, con base en sus diferencias de polaridad. En la
fraccion C6F12 se identific6 de manera cualitativa la presencia de compuestos

fenolicos mediante cromatografia FR.

Tabla 13. Purificacion de las Fracciones C2F8, C2F9 y C3F5, Fraccionamiento 6. Mediante gradiente
cloroformo: metanol desde 100:0 hasta 0:100, dicho gradiente cambié con base en la migracién de
los compuestos fendlicos en cromatografia de fase normal al ser revelados a una longitud de onda
de 250 nm y 325 nm con NP-PEG. La fraccion marcada corresponde C6F12 a secciones
enriquecidas con compuestos fendlicos presentes en la fracciéon con actividad bioldgica C4F13.

Sistema de elucion Fraccion Fracciones Clave
reunidas

Cloroformo 100% 1-15 1-3 C6F1
Cloroformo:metanol 98-2% 16-30 4-9 C6F2
Cloroformo:metanol 80-20% 13-18 10-15 C6F3
Cloroformo:metanol 95-5% 31-46 16-25 C6F4
Cloroformo:metanol 93-7% 47-48 26-27 C6F5
Cloroformo:metanol 90-10% 49-70 28-30 C6F6
Cloroformo:metanol 80-20% 71-81 31-32 C6F7
Cloroformo:metanol 70-30% 82-90 33-36 C6F8
Cloroformo:metanol 60-40% 91-98 37-38 C6F9
Cloroformo:metanol 50-50% 99-102 39-46 C6F10
Cloroformo:metanol 0-100% 103 47-48 C6F11
49-70 C6F12

71-76 C6F13

77-81 C6F14
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82-90 C6F15

91-98 C6F16
99-102 C6F17
103 C6F18

En la figura 14 se muestra la identificacion de compuestos de con Rf similar a la
fraccion con actividad biolégica C4F13, empleando cromatografia de fase normal,
con una fase movil cloroformo:metanol 70:30 . Dichos compuestos fueron aislados
tras purificar la mezcla de las fracciones C2F8, C2F9, C3F5. En el carril 7 se
muestra la migracién de compuestos fendlicos de la fraccion C6F12 con un Rf de
0.63, mismo Rf que presentaron los compuestos en el carril 2 correspondiente a la
fraccibn C4F13, de igual Rf al estandar de canferol, al cual se le ha atribuido

actividad analgésica.

e 2 223 4 5 W6 W

Figura 14. Cromatografia en Fase Normal de Mezcla de Fracciones (C2F8, C2F9, C3F5). Carriles:1
Extracto etandlico total, 2: Fraccion C4F13, 3: Fraccidon C6F2, 4: Fraccién C6F3, 5: Fraccion C6F5,
6: Fraccion C6F9, 7: Fraccion C6F12. Fase mévil Cloroformo:metanol 70:30. Revelador NP/PEG.
Las flechas blancas sefialan la migracién de canferol y la fraccion C6F12 con un Rf de 0.63
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7.6.7 Fraccionamiento 7 (C6F12 Fase Reversa)

En el fraccionamiento 7 se aislaron un total de 52 fracciones empleando un
gradiente de agua: acetonitrilo, las fracciones que presentaron Rfs de migracién
similares se agruparon en 13 porciones tal como se muestra en la tabla 14. Con
cada una de las fracciones se realizdé un seguimiento mediante cromatografia FN,
combinando aquellas en la cuales el revelado con NP/PEG mostré migracion
idéntica de los Rfs de las bandas, con base a sus diferencias de polaridad. En las
fracciones C7F6 y C7F7 se identifico se identific6 de manera cualitativa mediante

cromatografia FR la presencia de compuestos fendlicos.

Tabla 14. Purificacion de la Fraccion C6F12, Fraccionamiento 7. Mediante gradiente
agua:acetonitrilo desde 75:25 hasta 0:100, dicho gradiente cambi6 con base en la migracion de los
compuestos fendlicos en cromatografia de fase reversa al ser revelados a una longitud de onda de
250 nm y 325 nm con NP-PEG. Las fracciones marcadas C7F6 y C7F7 corresponden a secciones
enriquecidas con compuestos fendlicos presentes en la fraccion con actividad biol6gica C4F13.

Sistema de elucion Fraccion Fracciones Clave
reunidas
Cloroformo 100% 1-3 1-3 C7F1
Agua:acetonitrilo 75-25% 4-9 4-9 C7F2
Agua:acetonitrilo 70-30% 10-11 10-11 C7F3
Agua:acetonitrilo 65-35% 14-24 12-13 C7F4
Agua:acetonitrilo 60-40% 25-28 14-17 C7F5
Agua:acetonitrilo 50-50% 29-32 18-24 C7F6
Agua:acetonitrilo 30-40% 33-43 25-28 CT7F7
Agua:acetonitrilo 20-80% 44-45 29-31 C7F8
Agua:acetonitrilo 10-90% 46-51 32 C7F9
Agua:acetonitrilo 0-100% 52 33-43 C7F10
44-45 C7F11
46-51 C7F12
52 C7F13
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En la figura 15 se muestra la purificacion de compuestos mediante cromatografia
en fase reversa, los cuales presentaron un Rf similar a la fraccion con actividad
biologica C4F13. Dichos compuestos fueron aislados tras purificar la fraccion
C6F12. En los carriles 3-7 se muestra la migracion de compuestos fendlicos de las
fracciones C6F6 y C6F7 (recuadro blanco), los cuales presentaron Rf de 0.30,
mismo Rf que presentaron los compuestos en el carril 1 correspondiente a la
fraccion con actividad analgésica C4F13 que posteriormente mostro actividad

analgésica en los ensayos biologicos.

Figura 15. Cromatografia en Fase Reversa de la Fraccién C6F12. Carriles:1 Fraccion C4F13, 2:
Fraccién C6F12, 3: Fraccion 23, 4: Fraccién 24, 5: Fraccion 25, 6: Fraccion 26, 7: Fraccién 27, 8:
Fraccién 28. Fase movil cloroformo:metanol 60:40. Revelador NP/PEG. El recuadro sefiala la
purificacion de fracciones con un Rf de 0.30.
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7.7 Cromatografia Liquida de Alta resolucion Acoplado a Masas HPLC-
MS

En la figura 16 A se observa el perfil cromatogréafico de la P. sacharosa cultivada en
exterior y adicionada con una carga de vitexina en un tiempo de retencion (TR) de
11.19 min y canferol-3-glucésido a un TR de 13.35 min. Ninguno de los dos
compuestos se encuentra en la muestra, en la figura 16 B se muestra un pico con
un TR de 9.81 del extracto total del P. sacharosa cuyo analisis fitoquimico arroj6
una concentracion de 110.81 mg g* de peso seco. Sin embargo, este mismo perfil
ubicado en la figura 16C fue reducido a un solo pico con un tiempo de retencién de
21.12 min, tras realizar una hidrdlisis acida de la muestra con acido clorhidrico 12
M por 6 h. Lo anterior sugiere que los compuestos detectados en la figura 16C
corresponden a derivados de canferol, ya que el tiempo de retencibn es muy
parecido al del propio estandar de canferol (TR 21.32 min, figura 16D), asi como a
sus maximos de absorbancia (figuras 16C-D). En la figura 16 E se observa que el
ion pseudo molecular en m/z: 285.02 produjo fragmentos en m/z: 255 debido a la
perdida de oxigeno y una molécula de agua, y fragmentos en m/z: 153 y 151 debido

a la fragmentacién del anillo C.
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Figura 16. Cromatografia Liquida de Alta Resolucion Acoplado a Masas del Extracto Etandlico Total
de P. sacharosa A) Perfil cromatogréfico adicionado con vitexina y canferol-3-glucosido B) Perfil
cromatografico P. sacharosa ampliado C) Hidrolisis del extracto etandélico D) Estandar canferol. E)
Espectrometria de masas de extracto etandlico hidrolizado de P.sacharosa. F) Canferol 3-gluopsido.
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En la figura 17 se observa el perfil cromatografico de las fracciones aisladas de P.
sacharosa y empleadas en el ensayo biolégico de actividad antinociceptiva. La
figura 17A muestra el perfil de la fraccion C1F6 el cual presentd TR de 1.6 min, 8.8
min y 9.18 min a una longitud de onda de 265 nm. La figura 17B muestra el perfil de
la fraccion C1F9 el cual presentdé TR de 1.2 min, 1.8 min y 6.40 min a una longitud
de onda de 265 nm.

A C1F6 4=265 nm

0.044
0.03

9.18 min

0.034
0.023
=0.02f

=T
0.013

0.019
0.004

D.UO'—JM‘J

000 100 200 300 400 500 600 7.00 800 N!I;_.'Uot 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 1500 16.00 17.00 18.00
Inutos

2.80
260 B
2.40
2.20
2.0d
1.80)
1.60)
1.40)

=1.20
1.00)
0.80

0.60) !
0.40)

0.20)

0.0

000 100 200 300 400 500 600 700 £00 900 1000 1100 1200 13.00 1400 1500 16.00 17.00 18.00
Minutos

C1F9 »=265 nm

6.40 min

1.8 min

1.2 min

Figura 17. Cromatografia Liquida de Alta Resolucion para de las Fracciones aisladas C1F6 y
C1F9. A) Perfil cromatografico C1F9. B) Perfil cromatografico C1F9.
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7.8 Actividad Antinociceptiva

El modelo experimental de dolor inducido por formalina para evaluar la actividad
antinociceptiva fue llevado a cabo con el objeto de determinar el efecto analgésico
tanto del extracto etandlico como de las fracciones subsecuentes que contenian
compuestos fendlicos, para establecer una dosis con actividad antinflamatoria que
pudiera ser aplicada posteriormente en el ensayo biologico con LPS. La figura 18
muestra una comparacion inicial entre el extracto etandlico obtenido en invernadero
a una dosis de 100 mg/kg, el extracto etandlico obtenido a la intemperie a una dosis
de 100mg/kg, un vehiculo que consistié en 50 micro litros de tween 80 al 0.2% en
agua destilada, y un control positivo correspondiente a tramadol (farmaco de
referencia del tipo opioide) a una dosis de 30 mg/kg. Se observé un efecto
analgésico significativo con la dosis de 100 mg/kg del extracto etandlico obtenido
de plantas cultivadas tanto en invernadero como a la intemperie. El andlisis de
varianza mostro que el efecto analgésico se hizo presente en la fase inflamatoria
(20-25 mins), disminuyendo las lamidas en un 56.1% con el extracto de invernadero
y en un 92.7% con el extracto a la intemperie (Fig. 18 B), mientras que las sacudidas
disminuyeron un 57 y 74% respectivamente (Fig. 18 D), presentado un mayor efecto
analgésico el extracto de hojas colectadas a la intemperie. Ninguno de los extractos

presento efecto significativo durante la fase neurogénica (Fig.18 Ay C).
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Figura 18. Evaluacion de la Actividad Antinociceptiva del Extracto Etandlico de P. sacharosa en
Ratones de la Cepa CD1. Vehiculo (n=8), invernadero 100 mg/kg (n=6), intemperie 100 mg/kg (n=8)
y tramadol 30 mg/kg (n=6) en el modelo de dolor inducido con formalina. Promedio * error estandar
de la media. Andlisis de varianza de 1 via post-hoc Dunnett. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. A) Fase
neurogénica de lamidas, B) Fase inflamatoria de lamidas, C) Fase neurogénica de sacudidas, D)

Fase inflamatoria de sacudidas.

106



A partir del primer ensayo de dolor inducido por formalina, se selecciono el extracto
con mayor efecto analgésico correspondiente al obtenido de hojas colectadas a la

intemperie.

La figura 19 muestra la comparacion de la actividad antinociceptiva del extracto a la
intemperie a menores dosis (10 y 30 mg/kg); fracciones del mismo extracto o de
extracto a la intemperie asiladas ricas en compuestos fendlicos: C1F6, C1F9 y
C4F13 (10 y 30 mg/kg); farmaco de referencia: tramadol (30 mg/kg); y vehiculo (50
microlitros de tween 80 al 0.2% en agua destilada), evaluando el efecto
antinociceptivo de los tratamientos tanto en la fase neurogénica como en la fase
inflamatoria. El andlisis de varianza demostré que el efecto analgésico se hizo
presente en la fase inflamatoria (20-25 min) disminuyendo las lamidas y sacudidas
como respuesta conductual ante el dolor. Para las lamidas (Fig. 19 B) se observé
diferencia significativa tanto con las dosis de 30 mg/kg (p < 0.001), y 100 mg/kg (p
< 0.001) de extracto, como con las fracciones C1F6 (p < 0.01), C1F9 (p < 0.001), Y
C4F13 (p < 0.001). Para las sacudidas (Fig. 19 D) se observo diferencia significativa
con las dosis de 10 mg/kg (p < 0.001), 30 mg/kg (p <0.001) y 100 mg/kg (p < 0.001)
de extracto, asi como con las fracciones aisladas C1F9 (p < 0.01), y C4F13 (p <
0.001). Ninguno de los extractos y presentd efecto significativo durante la fase

neurogénica, a excepcion de la fraccion C4F13 (Fig.19 Ay C).
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Figura 19. Evaluacion de la Actividad Antinociceptiva del Extracto Etandlico y de las Fracciones
Aisladas, en Ratones de la cepa CD1. Vehiculo (n=8), 10 mg/kg (n=6), 30 mg/kg (n=6), 100 mg/kg
(n=8), tramadol 30 mg/kg (n=6), fracciones aisladas; C1F6 30 mg/kg (n=6), C1F9 30 mg/kg (n=6),

C4F13 10 mg/kg (n=6) y C4F13 30 mg/kg (n=6), en el modelo de dolor inducido con formalina.
Promedio + error estdndar de la media. Andlisis de varianza de 1 via post-hoc Dunnett. *P<0.05,

*P<0.01, **P<0.001. A) Fase neurogénica de lamidas, B) Fase inflamatoria de lamidas, C) Fase
neurogénica de sacudidas, D) Fase inflamatoria de sacudidas.
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La figura 20 muestra la comparacién de la actividad antinociceptiva de estdndares
comerciales como luteolina, apigenina, vitexina, canferol, canferol-3-Glucosido (5
mg/kg); antagonistas: naltrexona 1 mg/kg, WAY100635 0.32 mg/kg;
coadministracion de antagonistas con la fraccion C4F13: naltrexona 1 mg/kg +
C4F13 30 mg/Kg, flumazenil 1 mg/kg + C4F13 30 mg/Kg y WAY100635 + C4F13
30 mg/Kg; un farmaco de referencia de tipo opioide: tramadol (30 mg/kg); con
respecto al control (50 microlitros de tween 80 al 0.2% en agua destilada),
evaluando los mecanismo de accion de la fraccion y el efecto antinociceptivo de los
tratamientos tanto en la fase neurogénica como en la fase inflamatoria. El analisis
de varianza demostré que el efecto analgésico se hizo presente en la fase
inflamatoria disminuyendo las lamidas y sacudidas como respuesta conductual ante
el dolor. Para las lamidas (Fig. 20 B) se observo una diferencia significativa con los
estandares de luteolina (p < 0.01) y canferol-3-glucésido (p < 0.01). Para las
sacudidas (Fig. 20 D) se observé una diferencia significativa con los estandares de

luteolina (p < 0.01), apigenina (p < 0.01): y canferol (p < 0.05).

En relacion con los mecanismos de accion, la coadministracion de los antagonistas
con la fraccién aislada mostrd diferencia significativa (p < 0.01) apara ambas
respuestas conductuales. Ninguno de los extractos, estandares, y antagonistas en
conjunto con la fraccion aislada presenté efecto significativo durante la fase

neurogénica (Fig.20 Ay C).
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Figura 20. Evaluacion de Actividad Antinociceptiva de Estandares y Entagonistas, en Ratones de la
Cepa CD1. Vehiculo (n=8), 10 mg/kg (n=6), 30 mg/kg (n=6), 100 mg/kg (n=8), tramadol 30 mg/kg
(n=6), luteolina 5 mg/kg (n=6), apigenina (n=4), vitexina (n=4), canferol (n=6) y canferol-3-glucosido
(n=6), antagonistas; naltrexona (antagonista opioide no selectivo), 1 mg/kg (n=6),WAY100635 (5-
HT1A / antagonista del receptor a serotonina), 0.32 mg/kg (n=6), coadministracion; naltrexona 1
mg/kg + C4F13, 30 mg/kg (n=6), flumazenil (antagonista del receptor a benzodiacepinas / GABAA),
5 mg/kg + C4F13, 30 mg/kg (n=3) y WAY1063, 0.32 mg/kg + C4F13, 30 mg/kg (n=6), en el modelo
de dolor inducido con formalina. Promedio + error estandar de la media. Andlisis de varianza de 1
via post-hoc Dunnett. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. A) Fase neurogénica para lamidas, B) Fase
inflamatoria para lamidas, C) Fase neurogénica para sacudidas, D) Fase inflamatoria para sacudidas.
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7.9 Cuantificacion de Corticosterona

En la figura 21 se muestran los analisis de varianza de una via de las cepas
C57/BL6/INy CD1, a las que se les administré el extracto etandlico de P. sacharosa,
evaluando la concentracion de corticosterona en sangre tras la exposicion a LPS
durante 3y 9 horas. El andlisis de comparacion multiple demostrd que el efecto de
P. sacharosa se hizo presente en la cepa CD1 al haber transcurrido 9 horas de
exposicion a LPS en conjunto a la administracion previa del extracto etandlico, de
manera que la concentracion de corticosterona en sangre disminuy6
significativamente, en comparacion con el vehiculo (Fig. 21B). El efecto inflamatorio
del LPS estuvo presente en ambas cepas y fue significativo en los grupos con LPS
3H+P (p < 0.01), LPS 9H (p < 0.05) y LPS 9H+P (p < 0.05) de la cepa C57/BL6/IN
y en los grupos LPS 3H (p < 0.01) , LPS 3H+P (p < 0.05) y LPS 9H (p < 0.05) de la
cepa CD1 (Fig. 21), siendo la cepa CD1 la que presentd una mayor sensibilidad al
tratamiento con LPS (LPS 3H) y una disminucion significativa en el efecto pro
inflamatorio del LPS al ser pre administrada con el extracto de P. sacharosa. No se
observaron diferencias significativas entre la concentracion basal de corticosterona

del grupo control con respecto al grupo LPS 9H+P (Fig. 21B).

Corticosterona C57/BL6/JN A Corticosterona CD1 B
401 404
* %
30 1 o5y * 30 I o *%k
*
E T E I
> 20 = 20 1
c f=
10+ 10 -
0- T T 0= T T
N0 N R N R O o R NS <
v\\‘&o Q° N Q% 6@“)‘ < Q@ 6052“ Q% %q‘z‘
e 2 23 v e ~
2 Q X 2 v X &
Dosis (mg/kg,i.p.) Dosis (mg/kg,i.p.)

Figura 21. Cuantificacion de Corticosterona en Sangre. Concentracion [ng/ml] de corticosterona en
sangre tras administracion previa de extracto etandlico via i.p. de P. sacharosa (100mg/kg), y
exposicion a LPS (2.5 mg/kg) de 3 a 9 horas, (n<10) A) Cepa C57/BL6/JN, B) Cepa CD1. Promedio
+ error estandar de la media Andlisis de varianza de 1 via post-hoc Dunnett. *P<0.05, **P<0.01,
***P<0.001.
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7.10 Cuantificacion de Interleucina-6

En la figura 22 se muestra un analisis de varianza de una via de las cepas CD1y
C57/BL6/IN, a las que se les administr6 el extracto etandlico, evaluando la
concentracion de interleucina-6 (IL-6) en sangre tras la exposicion a LPS durante 3
y 9 horas. El analisis de comparacion multiple demostré que efecto de P. sacharosa,
es independiente del efecto de IL-6. La concentracion de IL-6 en sangre, muestra
un pico de actividad tras 3 hrs de administracion con LPS, que disminuye
notablemente a las 9 hrs de haber administrado LPS en ambas cepas,
independientemente de la administracion de P. sacharosa (Fig. 22 A-B) El efecto
del LPS se observo en los grupos LPS 3H (p < 0.01), LPS 3H+P (p < 0.01) y LPS
9H (p < 0.01) de la cepa C57/BL6/JN, y en los grupos LPS 3H (p < 0.001), LPS
3H+P (p < 0.001), LPS 9H (p < 0.01) y LPS 9H+P (p < 0.001) de la cepa CD1.
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Figura 22. Cuantificacién de Interleucina-6 (IL-6) en Sangre. Concentracion [ng/ml] de IL-6 en sangre
tras administracion previa de extracto etandlico via i.p. de P. sacharosa (100mg/kg), y exposicién a
LPS (2.5 mg/kg) de 3 a 9 horas, (n£10) A) Cepa C57/BL6/IN, B) Cepa CD1. Promedio * error
estandar de la media. Andlisis de varianza de 1 via post-hoc Dunnett. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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7.11 Anadlisis Microscopico de Epifluorescencia y Microscopia Confocal

En la figura 23 se muestra un analisis cualitativo empleando microscopia de
epifluorescencia y confocal, en la cual se puede observar la emision de
fluorescencia intrinseca de metabolitos secundarios presentes en extracto de P.
sacharosa, a varios aumentos y distintas longitudes de onda. El analisis de
microscopia de epifluorescencia muestra fluorescencia roja que es emitida tras ser
expuesto a filtro rojo lejano: (Figs. A, B, C, D, G), distinta a la fluorescencia emitida
por los flavonoides en el espectro UV. Empleando el filtro DAPI a 358 nm se observa
una emision de fluorescencia blanco-azuladas especifica de flavonoides: Figs. E, H
mismos campos que Figs. D y G. Mientras que, en las Figs. F, | empleando
microscopia confocal se observa la misma tonalidad fluorescente que presenta en
un corte de cerebro de roedor tras la administracion en conjunto de extracto de P.
sacharosa y LPS. Las flechas negras muestran el tercer ventriculo uno de los
sistemas de distribucién de fluido cerebro espinal del cerebro, y las flechas blancas
indican como dicho sistema distribuy6 el extracto etandlico de P. sacharosa a través

de la eminencia media o piso del tercer ventriculo.
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Figura 23. Analisis Histolégico de Cerebro de Roedor tras Ensayo de LPS. A, B, C) Extracto
etandlico visto al microscopio directamente con filtro rojo lejano (microscopia de epifluorescencia)
D,G) Extracto etandlico en el mismo campo a distinto aumento, E,H) Mismos campos E y G vistos
con filtro DAPI (microscopia de epifluorescencia) F,I) Posibles compuestos fenolicos de extracto
etandlico que atraviesan la eminencia media del cerebro de los ratones tras administracion conjunta
de P. sacharosa y LPS ,visto con filtro DAPI (microscopia confocal). Las flechas negras apuntan al
tecer ventriculo y las blancas al extracto etanélico de P. sacharosa.

En la figura 24 se observan las secciones coronales de tejido cerebral para el
analisis histologico, corroborando la presencia de flavonoides en el cerebro de
ratones que recibieron tratamiento con el extracto etandlico, fraccién bioactiva
C4F13, estandar canferol y vehiculo, en el ensayo de actividad antinociceptiva. Para
ello, en primer lugar, se colocé una gota del extracto etandlico en un portaobjetos y
se observo al microscopio de epifluorescencia con filtros de emision de 340-380 y
425 nm (Figs. A y B, respectivamente). Mediante microscopia de epifluorescencia
se observa emision en las secciones coronales alrededor de Bregma -0.58 mm a -
1.94 mm de ratones administrados con el extracto crudo de P. sacharosa en el borde
del cerebro y en la arteria carétida interna (icta) respectivamente (Figs. C, E), con
la fraccion aislada C4F13 se observo la fluorescencia en el tercer ventriculo dorsal
y ventral (Figs. H, 1), de igual manera con el estandar de referencia canferol en el

tercer ventriculo dorsal-ventral y en el nucleo arcuato hipotalamico (Figs. J, K). La
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Fig. G muestra la posicion en el cerebro del tercer ventriculo dorsal y ventral, en
una vista panoramica de una seccién coronal obtenida mediante microscopia
confocal. Mientras que, en las Figs. D, E se observo una cantidad significativa de
particulas las cuales emitian fluorescencia ubicadas en el borde del cerebro (barrera
hematoencefélica). Se observé que estas particulas no solo estan presentes en el
tercer ventriculo dorsal del cerebro de los ratones que recibieron el extracto (no se
muestra), sino también en aquellos a los que se administro la fraccion purificada
C4F13 (Figs. H, I) y el estandar canferol de referencia (Fig. J, K), lo que confirma
qgue la presencia de flavonoides se originé a partir de P. sacharosa en el mismo
lugar del cerebro de los animales. Por otro lado, una seccion coronal de un ratén
qgue recibid el vehiculo no present6é ninguna fluorescencia en el tercer ventriculo
dorsal (ni en ninguna otra area) (Fig. F). La fluorescencia no solo se hizo presente
en el tercer ventriculo ventral (IlIV) Fig. I, K) sino también en las areas cercanas,
como es la arteria carétida interna (icta) (Figs. D, E); mediante la emision de
fluorescencia que indica la presencia de los componentes del extracto que aun no
ingresan al cerebro tal como se observa en la Fig. E y de manera similar en la Fig.
C.
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Figura 24. Andlisis Histolégico de Cerebro de Roedor tras Ensayo de Actividad Antinociceptiva. A,
B) Gota de extracto etandlico de P. sacharosa bajo un microscopio de epifluorescencia con filtros de
excitacion y emision= 340-380/425 nm, respectivamente. C) Emision de Fluorescencia (azul) de
extracto etandlico ubicado en el borde del cerebro (recuadro), D, E) Emisién de Fluorescencia (azul)
en la arteria carétida interna (icta), y en los ventriculos cerebrales (no mostrados), H, 1) Emision de
fluorescencia roja de la fraccion purificada C4F13 empleada en ensayo de actividad antinociceptiva,
en tercer ventriculo dorsal y ventral, J,K) Emisién de fluorescencia roja correspondiente a estandar
de referencia (canferol) empleado en ensayo de actividad antinociceptiva, en tercer ventriculo dorsal
y ventral, y nucleo arcuato hipotalamico, F) Fluorescencia no emitida tras la administracion del
vehiculo (tween 80 al 0.2%) via intraperitoneal, empleado en ensayo de actividad antinociceptiva, en
tercer ventriculo dorsal, G) Vista panoramica de una seccion coronal de cerebro de roedor obtenida
mediante microscopio confocal LSM 900-airyscan 2 y un software Zen blue 3.1, que muestra la
posicién de la arteria cardtida interna (icta), el tercer ventriculo dorsal (dllIV) y ventral (11IV),y el
ndcleo arcuato hipotaldmico (Arc). Barra de escala en C= 100 um; D-F=50 um. Todas las imagenes
fueron obtenidas a las 3 horas posteriores a la administracion de cada compuesto.
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8. Discusioén

8.1 Micropropagacion

El esquema de micropropagacion permitio la adaptacion gradual de las plantulas
generadas in vitro, haciéndolas capaces de superar las condiciones de invernadero
y exteriores (Fig. 3). La generacion de brotes a partir de meristemos axilares o
apicales, y enraizamiento, empleando citoquininas y auxinas para inducir la
formacién de plantulas completas, se ha propuesto como una alternativa en el
cultivo de tejidos para obtener una gran cantidad de organismos con el mismo
genotipo, esto mediante la micropropagacion. Dichos reguladores intervienen en los
procesos de induccion y diferenciacion celular (Raven y col., 1992). Los explantes
P. sacharosa presentaron respuesta exitosa a los tratamientos con citoquininas y
auxinas (Tabla 6), debido a que entre mas diferenciado sea un tejido mas dificil sera
su adaptacion y respuesta in vitro, sin embargo, gracias a la metodologia propuesta
por Galvan (2016) fue posible llevar a cabo el esquema completo de

micropropagacion.

La tasa de supervivencia fue del 100% (tabla 6). Partiendo de 30 explantes para la
etapa 1, se usO 6-bencilaminopurina (BA, 6.66 uM) durante 45 dias de cultivo in
vitro, y se indujeron 7 + 0.643 brotes / explante (Fig. 3A y B). Las citocinas son
responsables de la estimulacion, division y diferenciacién celular, desencadenando
procesos de desarrollo y crecimiento de las plantas; desarrollo de cloroplastos,
fotosintesis, expansion de cotiledones (Condemarin-Montealegre y col., 2007) y
formacion de yemas después de la ruptura de la latencia a través de la proliferacion
axilar, un efecto reportado en cultivos complementados con bencilaminopurina
(Santacruz Ruvalcaba y col., 2018). En especies del género Pereskia, se ha descrito
la ruptura de la latencia de los brotes axilares utilizando 6-bencilaminopurina.
Mauseth (1979), inhibié el dominio apical al romper la latencia de los brotes axilares,
midiendo el efecto de este regulador para la induccién de brotes basados en
diferentes tratamientos desde 1 mg-L hasta 10 mg-L en medio MS. A través de este

esquema fue posible el establecimiento de la fase de multiplicacion y dilucidar los
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factores que determinan el crecimiento de las areolas que promueven la

proliferacion de brotes en la parte basal de P. aculeata.

En la etapa 2, se empled el acido indol butirico (IBA, 9.84 uM) durante 45 dias de
cultivo in vitro (Fig. 3C), se indujeron 6 = 0.587 raices / explante (Tabla 6). Las
auxinas juegan un papel vital en la expansion de la pared celular y el desarrollo de
las plantas al promover la division celular, proliferacion, expansion y alargamiento.
Estas hormonas estimulan la produccion de factores de transcripcion en la pared
celular, que se unen a los promotores de genes que regulan el crecimiento celular
extenso, las auxinas promueven la sintesis de proteinas THX, el efecto de estas
genera raices alargadas, que acumulan auxinas, y permiten la estimulacion de la
rizogénesis (Majda y Robert, 2018). El AIB promueve el desarrollo de enraizamiento
en la etapa temprana de crecimiento, induce el alargamiento celular en las células
de la raiz y promueve el dominio apical en la familia cactacea (Condemarin-

Montealegre y col., 2007; Amador-Alférez, y col., 2013).

De acuerdo con Pérez Molphe y col., 1999, los reguladores de crecimiento vegetal
presentan distintos efectos en el estado morfoldgico y en el desarrollo del tejido en
funcion de la especie. Este efecto depende en gran medida del estado fisiol6gico
particular de dicho tejido, asi como el de su origen y los tipos celulares presentes
en el mismo. La respuesta del tejido se da por distintas condiciones, ya sean
fisiol6égicas, morfolégicas o genéticas, que permiten la interaccion determinada por
la sensibilidad entre los receptores especificos con los reguladores de crecimiento

vegetal determina el desarrollo.

8.2 Aclimatacion

Una vez concluida la etapa de micropropagacion se llevo a cabo a la aclimatacién
de plantulas completas generadas in vitro en invernadero y el subcultivo a la
intemperie médiate la propagacion por esquejes (Fig. 4), obtenido un 100% de
sobrevivencia de los organismos tanto en invernadero como a la intemperie. En la
etapa 3, se empled Peat moss: tierra vegetal: vermiculita (1: 1: 1) como sustrato,

después de 6 dias de adaptacion en invernadero se indujeron 5 + 0.643 brotes y 10
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+ 0.742 raices / explante (Tabla 6), con una tasa de supervivencia del 100%.
generando plantulas completas (Fig. 4 Ay B). Los métodos de aclimatacion varian
de especie a especie, sin embargo, aun cuando se desconozcan las caracteristicas
especificas, se puede llevar a cabo el proceso acostumbrando a la planta al
ambiente exterior y permitiendo que haya una correcta adaptacion y crecimiento.
Un proceso sencillo, si se siguen los protocolos y medidas adecuados (Martinez y
col., 2005).

Posteriormente, en la etapa 4, se plantaron 15 segmentos nodales en macetas a la
intemperie (Fig. 4C y D) y después de 6 dias, se indujeron 9 + 0.632 643 brotes y
14 + 0.730 raices / explante, con una tasa de supervivencia del 100% (Tabla 6).
Tras la aclimatacion al invernadero, la propagacién por segmentos nodales permitié
la adaptacion de P. sacharosa al exterior, aumentando la poblacién después de la
micropropagacion: 30 plantas completas de invernadero y 15 plantas completas a
la intemperie. Este esquema implementado de propagacion por segmentos nodales
mostré una tasa de supervivencia del 100% de las 15 plantas exteriores completas
en la etapa 4, de la misma manera el sustrato (Peat moss®-tierra vegetal-
vermiculita) permitié la formacion de brotes y raices en una tasa de 9 £ 0.632 y 14
+ 0.730 respectivamente (Tabla 6). Se presentd una respuesta similar en los
protocolos de adaptacion de segmentos nodales de P. aculeata, Carvalho y col.,
2014, evaluaron el desarrollo fisiolégico de los segmentos nodales adaptados a
diferentes sustratos durante 15 dias, mostrando altas tasas de brotacion,

enraizamiento y adaptacion a la intemperie con tierra vegetal y arena como sustrato.

La aclimatacion es un proceso que se debe de llevar a cabo de manera gradual
disminuyendo la humedad relativa, ya que las plantas generadas in vitro carecen de
sistemas funcionales para evitar la pérdida de agua debido a la presencia de
estomas atrofiados. Ester debe de ser lo mas lento posible, reduciendo la humedad
dentro y fuera del recipiente de cultivo para permitir el desarrollo paulatino de
sistemas de proteccion de la planta contra la desecacion, activacion de sistemas

fotosintéticos, generacion de mecanismos de defensa contra patdgenos y
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adaptacién en el intercambio de gases entre la atmdsfera interior y la atmdsfera
(Pérez Molphe y col., 1999).

8.3 Procesamiento de Extractos

Después de la maceracion de los extractos, se determiné su rendimiento en relacion
con el peso de la biomasa seca (Tabla 7). El extracto hexanico present6 el menor
rendimiento de 8.25 mg de extracto / g de masa seca, mientras que los extractos
cloroférmicos y metandlicos mostraron un mayor rendimiento: 206.04 y 534.86 mg
de extracto / g de masa seca, respetivamente, debido a su alta composicion. El
extracto etandlico (188.45 mg de extracto / g de masa seca) se selecciono debido a
la presencia de compuestos fendlicos, estos compuestos se evaluaron por
cromatografia en capa fina, usando NP / PEG como revelador (Fig. 5). Este reactivo
permite detectar acidos fendlicos, flavonoides y sus glucésidos, mediante la emision
de fluorescencia a 365 nm, y la presencia de sistemas aromaticos conjugados en
su composicion, mostrando colores que varian entre amarillo, naranja y verde
(Debenedetti, 2009).

Cartaya y Reynaldo (2001) establecen que los compuestos como los flavonoides
pueden extraerse indiscriminadamente debido a la solubilidad que tienen en
diferentes solventes organicos polares, pudiendo encontrar estos metabolitos
polares y glicosilados. Venegas (2012), afirma que la solubilidad de los flavonoides
depende de la forma en que se encuentran y del nUmero y clase de sustituyentes
presentes; estos compuestos tienen una gran cantidad de grupos hidroxilo que
forman glucésidos que son solubles en agua y alcohol, mientras que las agliconas
altamente hidroxiladas son solubles en alcohol. Estos compuestos presentan
actividad farmacoldgica que justifica el uso popular de especies dentro del género
Pereskia (Abdul-Wahab y col., 2012).

Los flavonoides poseen un gran numero de grupos hidroxilos insustituidos o
azucares; son considerados compuestos polares, por lo que son moderadamente
solubles en solventes polares como: etanol, metanol, butanol, acetona, DMSO,

agua. Por el contrario, los extractos no polares como el hexanico generalmente
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contiene clorofilas, gomas, agliconas de flavonoides altamente metoxiladas como
quercetina 3,7, 3, 4’ tetrametil éter, y 6-metoxiquercetina 3,7, 3’, 4’ tetrametil éter,
gue son solubles en solventes menos polares como el éter de petrdleo y el
cloroformo. Compuestos que no se hicieron presentes tras su revelado a 250 y 325

nm en el fraccionamiento y purificacion de las secciones aisladas.

En las plantas, los flavonoides pueden encontrarse como flavonoides glicésidos, en
los que mas de un grupo hidroxilo del nicleo se encuentra conjugado a azlcares,
de manera que la glicosilacién de dichos metabolitos permite que estos sean menos
reactivos y presenten mayor solubilidad en solventes polares. La glucosa es el
monosacarido que generalmente esta presente en los flavonoides conjugados, sin
embargo, se pueden encontrar otro tipo de monosacaridos como la galactosa,
ramnosa, xilosa, y el disacarido rutinosa. Dichos monosacaridos también pueden
unirse al nacleo del flavonoide por enlaces carbono-carbono, con la diferencia de
que el ataque se realiza sélo a las posiciones 6 y 8 del nucleo del flavonoide
(Cartaya y col., 2001).

8.4 Cromatografia en Capa Fina y Cuantificacion de Compuestos

Fendlicos y Flavonoides

La cromatografia en capa fina de extractos totales procesados muestra la presencia
de flavonoides en el extracto etandélico y metandlico (Fig. 5), empleando el revelador
de productos naturales NP/PEG; este reactivo permite detectar compuestos
fendlicos, asi como acidos fendlicos, flavonoides y sus glicésidos (Wagner y col.,
1996).

Mediante curvas de calibracion de acido galico y quercetina se determiné la
concentracion de compuestos fendlicos y flavonoides (Figs. 6 y 7) a partir de
extractos etandlicos de hojas de P. sacharosa. Se obtuvo una concentracion
correspondiente a 23.75 ug equivalentes de acido galico por gramo de biomasa
seca y 3080.73 ug equivalentes de quercetina por g de biomasa seca. Macias
(2017) evalu6 estos mismos compuestos empleando las curvas de calibracion

correspondientes a acido galico y quercetina en extractos metandlicos de hojas de
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P. sacharosa, y de P. aculeata. P. sacharosa present6 un total de 26.99 ug GA/g de
biomasa seca, y 235.3 ug Q/g de biomasa seca, y P. aculeata presentd un total de
16.4 ug GA/g de biomasa seca, y 566.67 ug Q/g de biomasa seca. De igual manera
que en el presente estudio la concentracion de flavonoides fue mayor que la de
compuestos fendlicos en ambas especies. Esto podria deberse a que el cloruro de
aluminio genera una reaccion nucleofilica directamente con el grupo amino (Klages,
1968); y como se menciond anteriormente algunas especies del generd Pereskia
presentan alto potencial aminoacidico, como es el caso de P. aculeata la cual tiene
una constitucion alta de aminoacidos esenciales correspondientes a lisina y
triptéfano (de Castro y Scio, 2014).

El cloruro de aluminio es esencial para la cuantificacion de flavonoides; sin embargo,
al igual que otros métodos espectrofotométricos, como es al emplear el reactivo
Folin-Ciocalteu para cuantificar compuestos fendlicos puede ser inespecifico e
interaccionar con otras moléculas como azucares, presentes en los extractos

vegetales, que pueden alterar los resultados encontrados (NUfiez-Gastélum, 2017).

8.5 Fraccionamientos

Mediante los fraccionamientos 1-6 en fase normal fue posible identificar la presencia
de flavonoides y compuestos fendlicos en el extracto etandlico. Empleando
gradientes de polaridad (cloroformo:metanol) se llevé a cabo la separacion de
compuestos, debido a la solubilidad que presentan en diferentes solventes
organicos, siendo posible encontrar metabolitos de naturaleza polar y glicosilado;
obteniendo un total de fracciones distintas agrupadas en las tablas 8, 9, 10, 11, 12
y 13. Las cuales con base en la polaridad y Rf de compuestos similares se fueron
concentrando, y revelando con NP/PEG mediante cromatografias en fase normal,
hasta encontrar las fracciones enriquecidas en las cuales se hicieron presentes los
compuestos de interés (C1F6, C1F8 y C4F13), para posteriormente ser evaluados

en ensayos de actividad antinociceptiva.

Empleando las fracciones (C1F6, C1F8 y C1F9) aisladas en el fraccionamiento 1,

se procedid a realizar el revelado para flavonoides aplicando estandares
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comerciales en cromatografia en capa fina en fase normal y fase reversa (Fig. 9).
Dando como resultado en la CCF de fase normal, fluorescencia de color verde que
migré6 con un Rf 0.65 similar al de la apigenina, empleando una fase movil
cloroformo:metanol 85:15 (Fig. 9A). La elucién con estos solventes permite a la
migracion y extraccion de flavonas 5, 7, 4’ hidroxiladas (Col y Abdala, 2005), y la
presencia de fluorescencias de color amarillo en los puntos de aplicacion de las
fracciones y el extracto etandlico total (Fig. 9 A-C). Mientras que, en la CCF de fase
reversa, principalmente en la fraccion enriquecida (C1F9), se hicieron presentes
fluorescencias de color amarillo y naranja (Fig. 9D); mediante esta CCF se realizo
la separacion entre dichos compuestos totales mostrando una fluorescencia naranja

similar a la estandar rutina con un Rf de 0.51.

La identificaciéon de flavonoides empleado el revelador de productos naturales
permitié la deteccion de compuestos fendlicos, flavonoides y sus glicosidos, esto
gracias a la emisién de fluorescencia a 365 nm, debido a la presencia de sistemas
aromaticos conjugados en su composicion, mostrando colores que varian entre el
amarillo, anaranjado y verde; estas coloraciones fueron observadas al realizar los
fraccionamiento 2, a partir del cual fue posible purificar fracciones enriquecidas con
compuestos fendlicos (C2F8, C2F9 y C2F15) los cuales presentaron en su mayoria
tonalidades blanco-azuladas correspondientes a acidos fendlicos (Fig. 10A),

amarillas y anaranjadas correspondientes a flavonoides (Fig. 10 B-C).

A patrtir de las fracciones enriquecidas C2F8, C2F9 y C2F15, se llevé a cabo un
refraccionamiento de cada una, los cuales nos permitieron aislar, purificar y mezclar
compuestos fendlicos, como ya se menciond anteriormente; mediante CCF fue
posible identificar de manera cualitativa bandas blanco-azulada (Figs. 11, 12, 13y
14), mostrando mismo Rf de migracién y coloracidon que se hace presente en el
estandar canferol un flavonol el cual se ha demostrado su presencia en algunas
especies del género Pereskia como es en el caso de P. bleo y P. grandifolia, este
metabolito puede estar presente como aglicona o conjugado a un glucésido,
(Richardson, 1978). Este metabolito se encuentra ampliamente distribuido en la

naturaleza, en ambas conformaciones y presenta potencial bioactivo, como es
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efecto antitumoral, antioxidante, antiinflamatorio y anti proliferativo en células

cancerigenas (Wang y col., 2018).

El analisis cromatografico en capa fina permitié purificar compuestos fendlicos
correspondientes a las fracciones C1F6, C1F9 y C4F13; las cuales presentaron una
coloraciéon amarillo-verdosa que es caracteristica de los flavonoles con grupos 3-
OH sustituidos, como la quercetina y el canferol, esta coloracion también se puede
observar cuando hay presencia de grupos mono hidroxilados en el anillo B, como
es el caso del canferol, vitexina y apigenina (Coll y Abdala, 2005). Dicha coloracién
y migracién de compuestos se presentd en el fraccionamiento 7 y CCF en fase
reversa (Tabla 14) al comparar las fracciones aisladas C7F6 y C7F7 con la fraccion
C4F13 (Fig. 15), las cuales presentaron el mismo Rf de migraciéon al estandar

canferol y la fraccion C4F13 evaluada en el ensayo de actividad antinociceptiva.

8.6 Cromatografia Liquida de Alta Resolucién Acoplada a Masas HPLC-
MS

P. sacharosa es una cactdcea con usos etnobotanicos en Sudamérica
principalmente por sus efectos analgésico y antiinflamatorio, su compendio
metabdlico no se ha descrito. Sin embargo, en otras especies dentro de este mismo
genero se ha reportado la presencia de compuestos fenélicos. De castro y col., 2015
y Abdul-Wahab y col., 2012, identificaron vitexina en extractos totales de hojas de
P, aculeata y P. bleo, acufiandolo como metabolito responsable del efecto
antinociceptivo en modelos murinos. Sin embargo, en el extracto etandlico total de
P. sacharosa no se present6 dicho metabolito, ya que en el perfil cromatografico
adicionado con vitexina, presentd un tiempo de retenciéon de 11.19 minutos,
exclusivo del estandar (Fig. 16A). Por otro lado, se ha propuesto que especies
pertenecientes al género Pereskia poseen flavonoides glicosilados como parte de
su composicion (de Castro Campos Pinto y Scio, 2014). Richardson, 1978 reporta
en las especies P. bleo y P. grandifolia la presencia de canferol, quercetina y C-
glicoflavonoides, sin embargo, en el extracto etandlico total de P. sacharosa no se
presento dicho metabolito (Fig 16 A-B), ya que en el perfil cromatografico adicionado

con canferol-3-glucésido, presentd un tiempo de retencién de 13.35 minutos
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exclusivo del estandar. Tras el hidrolisis acida del extracto etandlico de P.
sacharosa, fue posible llevar a cabo la escisibn de la glucosa a través de la
sustitucion nucleofilica de anillo poli fendlico, obteniendo la aglicona canferol, la cual
presenté un tiempo de retencion similar al estandar 21.12 vs 21.32 minutos
respectivamente, y maximos de absorbancia entre 265.6 y 366.7 nm (Fig. 16C y D).
La identidad de este metabolito se propuso con base en la evidencia
espectrométrica existente en la literatura, su tiempo de retencién, la masa medida,
el patron de fragmentacion obtenido en modo ion negativo y por comparacion con
el estandar auténtico de canferol. Para este compuesto, el ion pseudomolecular en
m/z: 285,05 produjo fragmentos en m/z: 255, 153 y 151. El fragmento en m/z: 255
se genero debido a la pérdida de oxigeno y una molécula de agua. Se generaron
fragmentos en m/z: 153 y 151 debido a la fragmentacion del anillo C en la estructura
poli fendlica basica (Fig. 16E), segun lo informado por Li y col., 2016. Se observo el
mismo patrén de fragmentacion y el mismo tiempo de retencion para el estandar de
canferol auténtico (21.32 min) (Figura 16 C y D); ambos compuestos mostraron dos
bandas de absorcién a 265.6 y 366,7 nm, respectivamente. De igual manera las
fracciones aisladas y evaluadas en la prueba de actividad antinociceptiva (C1F6 Y
C1F9), mostraron bandas de absorcion a una longitud de onda de 265 nm (Fig 17
Ay B) sin embargo, sus tiempo de retencion no coincidieron con los estandares,
pero permitieron ampliar la visualizacion de los tiempos de retencion del extracto
etandlico total (Fig. 16A) mediante el fraccionamiento. Nuestra evidencia sugiere
que la presencia de canferol como aglicona o como derivados son parte de los
principales constituyentes de las hojas de P. sacharosa. Para este metabolito, se ha
propuesto su funcionalidad como agente protector contra la hipertension arterial
pulmonar (Yi y col., 2022), asi como actividad antimicrobiana (Ozkutik, 2022),
antiinflamatoria y antiobesidad (Bian y col., 2022). Por lo tanto, las especies
pertenecientes a este género en su composicién mayoritaria presentan flavonoides
glicosilados, como se pudo observar en el extracto de P. sacharosa con relacion a
lo reportado con los extractos de P. aculeata, P. bleo y P. grandifolia. Martinez-
Gonzalez y col., 2017, identificaron canferol-3-glucosido en extracto etanolico total
de hojas de M. oleifera siguiendo la misma metodologia cromatografica, metabolito
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presente dentro de la composicion mayoritaria del extracto etandlico, el cual
presento un tiempo de retencién de (13.56 min) similar al del canferol-3-glucésido
adicionado al extracto de P. sacharosa (13.35 min). Dicho extracto de M. oleifera en
dosis de 100 y 300 mg/kg presentd efecto antinociceptivo en ratas en la fase
inflamatoria, mismo efecto observado en ratones con extracto total de P. sacharosa,
por lo cual se propone la presencia de canferol en forma glicosilada. Se han
identificado otros flavonoides como la vitexina en hojas de P. bleo y otras especies
de cactaceas como cultivos de callos de Coryphantha macromeris (Cabafas-Garcia
y col., 2021) y frutos de Opuntia (Fernandez-Lopez y col., 2010). Ademas, el
canferol y sus glucésidos han sido reportados como productos naturales con
propiedades antinociceptivas para el alivio del dolor funcional y no funcional

(Martinez-Gonzalez y col., 2017; Silva Dos Santos y col., 2020).

Garcia y col., 2019, aislaron derivados de quercetina y glucésidos de canferol en P.
aculeata. Pinto y col., 2015, y Abdul-Wahab y col., 2012, identificaron vitexina en
extractos totales de hojas de P. aculeata y P. bleo. Richardson (1978) identificd en
las especies P. bleo y P. grandifolia la presencia de canferol, quercetina y C-
glicoflavonoides, vitexina y canferol-3glucésido, metabolitos que presentan

caracteristicas de flavonoles mono-hidroxilados 3-OH en el anillo B.

Los flavonoides que tienen muchos grupos hidroxilo o azlicares no sustituidos se
consideran compuestos polares. La glucosa es el carbohidrato comun presente en
los flavonoides conjugados; sin embargo, se puede encontrar otro tipo de
monosacaridos como galactosa, ramnosa, xilosa y el disacarido de rutina. Estos
monosacaridos también se pueden unir al nucleo de benceno del flavonoide
mediante enlaces carbono-carbono, con la diferencia de que el ataque se lleva a
cabo solo en las posiciones 6 y 8 del nucleo de flavonoide (Cartaya y Reynaldo,
2001).

Respecto al efecto bioldgico, estudios in vitro han demostrado que el canferol
interfiere sustancialmente en varios mecanismos de inflamacion, bloqueando la
expresion tanto de la interleucina-1 beta como la del factor de necrosis tumoral. El

canferol reduce los niveles de ARNm de citocinas promoviendo la activacion de
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ciertas enzimas y genes cruciales para la respuesta inflamatoria, inhibiendo su

transcripcion y sus efectos posteriores (Chen y Chen, 2012; Kowalski, y col., 2005).

El compendio metabdlico secundario en P. sacharosa no se ha dilucidado
completamente, debido a que se describen muy pocos metabolitos de esta especie.
Sin embargo, en otras especies dentro de este mismo género se ha reportado la
presencia de compuestos; que tienen actividad bioldgica, o que sugiere que sus
propiedades medicinales pueden ser el resultado de los flavonoides
farmacolégicamente bioactivos como es el canferol. Nuestros resultados sugieren
que las propiedades medicinales de P. sacharosa pueden estar relacionadas con la
presencia de derivados flavonoides bioactivos del canferol que sera interesante

caracterizar en detalle en futuros estudios.

8.7 Actividad Antinociceptiva

La prueba de dolor inducido por formalina es un ensayo biolégico establecido que
induce la nocicepcion (dolor neurogénico o inflamatorio) por agentes quimicos
(Ferreira y col., 2006), observando las respuestas fisiologicas del animal con
respecto al nimero de sacudidas y lamidas de la extremidad donde se indujo el
dafio (Fig. 18, 19 y 20). Abdul-Wahab y col., 2012, afirman que la fase neurogénica
o temprana, presenta un lapso de corta duracion, e inicia inmediatamente al dafio
mecanico inducido por la inyeccién y la entrada del agente quimico, activando las
fiboras C del sistema nervioso periférico por estimulacion. Mientras que la fase
inflamatoria o fase tardia que es ocasionada por inflamacién del tejido local tras un
periodo prolongado de exposicion al agente ocasiona cambios funcionales en las

astas posteriores de la médula espinal encargada de las funciones sensitivas.

La administracion del extracto etandlico de hojas de P. sacharosa colectadas en
diferentes ambientes de aclimatacion y a una dosis de 100 mg/kg presento un efecto
opuesto (antiinflamatorio) correspondiente a la fase Il (inflamatoria) (Fig. 18 B y D),
mientras que durante la fase | (neurogénica) no hubo cambios a nivel de la
transferencia de sefiales en los nociceptores (Fig. 18 A y C). Abdul-Wahab y col.,

2012, reporté una respuesta similar con extractos de P. bleo obtenidos a partir de
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hexano, etanol, diclorometano y acetato de etilo, en una dosis de 30 y 100 mg/kg,
en las que todos los extractos inhibieron el dolor a nivel inflamatorio (fase II). Sin
embargo, estos autores solo encontraron el efecto antinociceptivo correspondiente
al numero de sacudidas promedio; no observaron ningun efecto relacionado a la
disminucion de lamidas. Por el contrario, la administracion del extracto etandlico de
P. sacharosa present6 un efecto antiinflamatorio, tanto en el nimero de lamidas,
como en el numero de sacudidas en la fase Il (Fig.18 B y D). La comparacion de
actividad antinociceptiva muestra el mismo efecto en la fase Il de sacudidas entre
P. sacharosa y P. bleo, sin embargo, las diferencias se hicieron presentes en
relacion con el nimero de lamidas. Castro y col., 2015 reportdé disminucion de
lamidas y sacudidas en la especie P. aculeata, en la fase Il de la prueba
antinociceptiva, al suministrar extractos hidrometandélicos en una dosis de 300
mg/kg, ambas respuestas presentes en fase inflamatoria con el extracto de P.

sacharosa.

La comparacion inicial de extractos elaborados a partir de hojas colectadas en
invernadero con respecto a hojas colectadas a la intemperie (100 mg/kg) demostro
diferencia significativa de ambos tratamientos con respecto al control, sin embargo,
un mayor efecto antinociceptivo se hizo presente con la disminucién de mas de un
90% de las respuestas conductuales, por el extracto de hojas colectadas a la
intemperie. A partir del cual se realiz6 el andlisis comparativo de dosis menores (10
y 30 mg/kg), a la par de las fracciones aisladas (C1F6, C1F9 y C4F13), estandares
comerciales (luteolina, apigenina, vitexina, canferol y canferol-3-glucésido, en dosis
de 5 mg/kg c/u) (Fig. 19) y coadministracion con antagonistas que inhiben la
respuesta nociceptiva inicial, del sistema nervioso periférico (naltrexona:
antagonista opioide no selectivo, dosis 1 mg/kg, flumazenil; GABAa/antagonista de
receptores de benzodiacepinas, dosis 5 mg/kg y WAY100635: 5-HTia/antagonista
de receptor de serotonina, dosis 0.32 mg/kg) (Fig. 20).

Los animales que recibieron formalina sin extracto tuvieron comportamientos de
sacudidas y lamidas en la pata derecha donde se indujo el dafio, mostrando un

mayor efecto en la fase inflamatoria. Por el contrario, el extracto aplicado en los
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bioensayos de actividad antinociceptiva mostré que las respuestas conductuales se
relacionaron con una disminucion de dolor periférico en los ratones tanto en la fase
neurogénica como en la fase aguda o inflamatoria. La comparacion inicial de las
dosis de extractos de P. sacharosa mostro que a partir de 30 mg/kg hubo diferencia
significativa con respecto al vehiculo, sin embargo, se observd un mayor efecto
antinociceptivo con la dosis de 100 mg/kg (p <0,001), con una disminucién de mas
del 80% en las respuestas conductuales para lamidas y sacudidas en fase
inflamatoria mientras que, las dosis de 10 y 30 mg/kg mostraron una disminucién
del 50% (p <0.01 o p <0.001) (Fig 19 B y D). Guerra y col., 2018, evaluaron estas
mismas respuestas en el extracto etandlico de P. lychnidiflora y afirmaron que la
disminucién en la fase inflamatoria es un indicador de un efecto analgésico contra
el dolor de origen inflamatorio, respuesta asociada a la liberacion de mediadores
inflamatorios. Las fracciones aisladas C1F6, C1F9 y C4F13 presentaron un efecto
antiinflamatorio en la segunda fase (inflamatoria), mostrando una diferencia
significativa con respecto al control (p <0.01 o p <0.001). Notablemente, la fraccion
C4F13 (p <0.001) inhibié completamente el numero de lamidas y sacudidas en la
fase inflamatoria (Fig. 19B y D). Este efecto sugiere que la accién antinociceptiva
pudiera estar relacionada con mecanismos periféricos tardios (fase Il), debido a la
posible inhibicion y liberacion de mediadores inflamatorios como bradiquinina,
prostaglandina, histamina, bradiquininas, aminas simpaticomiméticas de
serotonina, factor de necrosis tumoral e interleucinas entre otros, liberados de las
patas de los ratones o por la inhibicion directa de sus receptores. Estos mediadores
también son el objetivo de la accion de la mayoria de los medicamentos
antiinflamatorios no esteroideos (Ortega y col., 2002; Abdul-Wahab y col., 2012).
Por el contrario, no se observaron cambios en el nivel de transferencia de sefal en
los nociceptores durante la fase neurogénica (Fig. 19 Ay C). Los extractos de P.
sacharosa y las fracciones aisladas mostraron una respuesta antinociceptiva similar
a especies del género Pereskia, como P. Bleo (Abdul-Wahab y col., 2012) y P.
aculeata (Pinto y col., 2015) inhibiendo la respuesta conductual en la fase

inflamatoria.
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El andlisis comparativo del extracto etandlico y de las fracciones aisladas mostro
diferencias significativas en la fase inflamatoria en ambos comportamientos; estos
cambios estaran relacionados con la bioactividad de los metabolitos secundarios
presentes en P. sacharosa. Como se menciond con anterioridad, a través del
hidrélisis &cida y el analisis por HPLC-MS fue posible identificar canferol en la
constitucion fitoquimica. Este flavonol se ha identificado en otras especies del
género Pereskia como P. aculeata, P. bleo y P. grandifolia. Varios estudios de
canferol y compuestos conjugados tales como glucosidos aislados de diferentes
especies de plantas, mostraron un efecto antinociceptivo. Wang y col., 2014,
demostraron el efecto antinociceptivo en ratones, con canferol-3-glucésido aislado
de flores de Carthamus tinctorius, mostrando un efecto bifasico significativo.
Martinez-Gonzalez y col., 2017, aislaron e identificaron el canferol-3-glucésido de
las hojas de Moringa oleifera y evaluaron la actividad antinociceptiva en ratas. De
Melo y col., (2009) aislaron glucosidos y ramnésidos de canferol de Sedum
dendroideum y demostraron el efecto antinociceptivo de estos compuestos
conjugados contra el dolor y los problemas inflamatorios. Abo-Salem (2014),
demostré el efecto antinociceptivo del canferol en ratas, mostr6 un efecto
significativo relacionado con la disminucion del nimero de temblores y el tiempo
dedicado a lamer en la fase inflamatoria. Se presentaron efectos similares en la fase
inflamatoria en ratones CD1, usando estandares de canferol y canferol-3-glucésido;
estos compuestos fueron bioactivos a dosis de 5 mg/kg, y también mostraron
diferencias significativas (p <0.01 o p <0.001) como fracciones aisladas con

respecto al control (Fig. 20 B y D).

Otros metabolitos juegan un papel importante en la actividad antinociceptiva; De
castro y col., 2015 afirman que el efecto antinociceptivo es generado en modelos
bioldgicos al aplicar la fraccién del extracto hidrometandlico de P. aculeata en la
cual se encuentran inmersos metabolitos como vitexina y B-sitosterol. Abdul-Wahab
y col., 2012 le atribuyen el efecto antinociceptivo a la vitexina presente en el extracto
etandlico total de P. bleo en dosis de 30 y 100 mg/kg, las cuales presentaron efecto
bifasico. Sin embargo, al administrar estas mismas dosis de extracto total de P.

sacharosa, Unicamente se present6 el efecto en la fase Il, mientras que el estandar

130



vitexina no presento dicho efecto por si solo, por lo que el efecto generado por este
metabolito puede que se presente en conjunto con el extracto total, ya que por si
solo, no presento efecto significativo en las conductas de lamidas y sacudidas en la
fase inflamatoria (Fig. 20 B y D). Por otro lado, la aglicona de la vitexina: apigenina,
presento efecto antinociceptivo en la fase Il disminuyendo la respuesta en un 51.2%.
Martins y col., 2012, aislaron apigenina de Orbignya speciosa y afirman que en una
dosis de 3 mg/kg presenta un 50% de disminucion de las respuestas conductuales

en la fase Il.

Hashemzai y col., 2017 demostré que la luteolina en dosis de 5y 10 mg/kg presenta
un efecto bifasico con respecto a la disminucion de las lamidas, de igual manera
afirman que este compuesto potencia farmacos del tipo opioide tras su
administracion en conjunto. En el disefio experimental con P. sacharosa la luteolina
presento un efecto bifasico en dosis de 5 mg/kg para las lamidas, mientras que para
las sacudidas presento el efecto en la fase Il. Zhao y col., 2010, proponen que la
luteolina y la apigenina pueden actuar como activadores potenciales de
transportadores monoaminicos; en mayor efecto la luteolina que la apigenina, lo
cual argumentan que podria deberse a un aumento de la translocacién en la
membrana de los transportadores o la alteracion conformacional y la elevacion de
la expresion del transportador de monoamina a nivel genético, para la regulacion
positiva de la actividad de los transportadores de monoamina generada por
luteolina. Siendo posible justificar estos efectos antinociceptivos por la similitud
estructural de los flavonoides, opiaceos y monoaminas, debido a la presencia de
anillos aromaticos pudiendo actuar como agonistas en los receptores

transmembranales.

Los flavonoides por si mismos, como metabolitos secundarios, estan involucrados
en funciones importantes en plantas como defensa, proteccion contra luz UV,
sefalizacion quimica y efecto sobre enzimas involucradas en la produccion de
pigmentos como la fenilalanina amonio liasa y la chalcona sintasa, y en la inhibicion
de la enzima &cido indol-3-acético oxidasa generando un efecto antioxidante, pero

en sistemas animales estas funciones pueden estar relacionadas con efectos
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farmacoldgicos, permitiendo la bioactividad en el sistema circulatorio y mejorando
la circulacion periférica (primera manifestacion en los procesos inflamatorios) y en
consecuencia, la disminucién del dolor, actuando mediante diferentes mecanismos
de accién como la sefalizacién neuronal, la relajacion del musculo liso y/o la
actividad antioxidante (Cartaya y Reynaldo, 2001; Korkina y Afanes’ev, 1996). En
muchos casos, estas respuestas estan relacionadas con un sinergismo de
diferentes metabolitos secundarios. Malek y col., 2009, afirman que los metabolitos
secundarios, como los compuestos fendlicos, terpenos y esteroles, aislados del
extracto de P. bleo permiten la sinergia en los modelos biolégicos. Este sinergismo
contribuye a la concentracion, estructura e interaccién entre los compuestos
mayoritarios, de la misma manera que este efecto podria estar presente en el
extracto etandlico de P. sacharosa y las fracciones aisladas que permiten el efecto

antinociceptivo.

Con respecto al mecanismo de accion de P. sacharosa, se observo que los
antagonistas por si solos no mostraron un efecto antinociceptivo, como se esperaba,
por otro lado, la coadministracion con el extracto no impidié la respuesta
antinociceptiva del extracto de la planta o de las fracciones en las fases neurogénica
e inflamatoria. Por el contrario, se obtuvo una respuesta antinociceptiva mejorada
en presencia de los antagonistas que con las fracciones aisladas (Fig. 20 B y D).
Las respuestas conductuales disminuyeron, las lamidas se inhibieron por completo
y las sacudidas se redujeron en un 90%. Los resultados de la coadministracion
mostraron una diferencia significativa (p <0.001) con respecto al control. Se observé
la misma tendencia o comportamiento después de la evaluacién de la fraccion

aislada C4F13, incluso mayor que la dosis mas alta de extracto etandlico.

Los farmacos del tipo opioide presentan un mecanismo antinociceptivo que actla
de manera central y periférica (Gorzalczany y col., 2011; Henriques Monteiro y col.,
2014). Se ha demostrado que los antagonistas de los receptores a opioides pueden
intensificar la calidad aversiva de los estimulos nociceptivos, produciendo analgesia
o0 alterando la dimension del dolor, como la administracion de naltrexona (Uhelski y

Fuchs, 2009). Existen registros de que dosis ultra bajas de naltrexona o naloxona
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potencian la analgesia generada por opioides, actuando en filamina A, proteina de
andamiaje involucrada en la sefalizacion del receptor de opioides p (Toljan y
Vrooman, 2018). Durante la prueba de formalina, este comportamiento estuvo
presente en la coadministracidén mostrando analgesia y ptosis en los ratones. Estos
efectos antinociceptivos deben estar relacionados con la similitud estructural que
los flavonoides guardan con los opiaceos, debido a la presencia de anillos
aromaticos que pueden actuar como agonistas en los receptores

transmembranales.

Pinto y col., 2015, afirman que el mecanismo de accién de tipo opioide en P.
aculeata se atribuye a la presencia de compuestos sinérgicos como la hordenina, la
mezcalina y la vitexina. Estos metabolitos estan involucrados en la actividad
antinociceptiva, debido a su estructura quimica similar a los opioides. Se han
descrito los mismos mecanismos en P. bleo y P. sacharosa, con actividad
antinociceptiva relacionada a los mecanismos centrales del sistema opioide, un
efecto adjudicado a la vitexina (Guilhon y col., 2015; Abdul-Wahab y col., 2012). Sin
embargo, en P. sacharosa no existen antecedentes de presencia de vitexina y el
analisis de HPLC-MS, lo confirma (Figura 16); la administracion conjunta con
naltrexona no mostré cambios en la actividad antinociceptiva, lo que demuestra que

la accién opioide es un mecanismo independiente de la actividad de P. sacharosa.

En relacion con las benzodiacepinas, se ha demostrado que los flavonoides
presentan afinidad selectiva hacia los receptores BDZ, y también que pueden
emplearse como herramientas para estudiar sitios moduladores en los receptores
GABA tipo A (Medina y col., 1997; Wasowski y Marder, 2012). Existe una amplia
gama de antecedentes sobre compuestos fendlicos aislados con afinidad por los
receptores BDZ: la crisina aislada de Passiflora coerulea, fue el primer mono
flavonoide natural descrito como ligando especifico capaz de actuar como agonista
parcial en los receptores centrales de BDZ; esta posee acciones ansioliticas sin
inducir sedacion ni relajacion muscular (Medina y col., 1997; Medina y col., 1990;
Wolfmanet y col., 1994): El canferol aislado de Tilia tomentosa exhibe afinidad muy

baja por el receptor BDZ no obstante, un complejo de naturaleza flavonoide aislado
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de esta misma especie es capaz de producir efectos sedantes y ansioliticos en
ratones, relacionados con la actividad locomotora y ambulatoria total (Viola y col.,
1994). La apigenina aislada de Matricaria recutita presenta una afinidad significativa
por los efectos ansioliticos y sedantes leves del receptor central de BDZ (Viola y
col., 1995); cirsiliol, una flavona bioactiva de Salvia guaranitica presenta afinidad por
el receptor BDZ por sus propiedades sedantes e hipnéticas (Marder y col., 1996).
Aunque el extracto de P. sacharosa presenta fracciones aisladas enriquecidas con
flavonoides, se observé que la administracion conjunta con flumazenil no inhibio la
actividad antinociceptiva, por lo que el mecanismo de accion GABAérgico es

independiente del efecto generado por P. sacharosa.

Otros autores han establecido que la bioactividad de algunos flavonoides esta
asociada con el mecanismo de accion del receptor serotogénico 5-HT1a. Martinez y
col., 2009, evaluaron la actividad analgésica de Tilia americana y afirmaron que los
glucésidos de quercetina presentes en esta especie son responsables de la
actividad antinociceptiva, mediada por los receptores de serotonina 5-HTi1a en la
respuesta inflamatoria. Karim y col., 2018, aislaron 3 flavonas aisladas de Viola
adorata y evaluaron sus efectos en la administraciébn conjunta con un antagonista
en ratones, y propusieron que estos compuestos presentan efectos similares a los
antidepresivos mediados por el sistema serotoninérgico. Wang y col., 2010, aislaron
espinosina, de Ziziphi spinosae y propusieron que el efecto hipnético potencial esta
relacionado con un mecanismo dependiente del receptor 5-HTi1a postsinaptico.
Otros estudios demostraron que los metabolitos secundarios como la quercetina, la
isoquercetina y la rutina presentan actividades ansioliticas y sedantes, que estan
mediadas por mecanismos serotoninérgicos y GABAérgicos (Aguirre-Hernandez y
col., 2016). Sin embargo, estos compuestos y actividades no estuvieron presentes
en el extracto de P. sacharosa; la coadministracion con WAY100635 no mostro
cambios en la actividad antinociceptiva, lo que sugiere que los efectos
antinociceptivos de P. sacharosa no estan relacionados directamente con los

mecanismos centrales que desencadenan la respuesta neurologica o fase I.
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8.8 Inmunoensayos ELISA

El lipopolisacarido es un constituyente de la pared celular de organismos gram
negativos que desencadena la respuesta inmune innata causada por la inflamacién
periférica, generando un conjunto coordinado de respuestas fisioldgicas, endocrinas
y conductuales reguladas por el SNC. En consecuencia, a su exposicion, se
producen una serie de mediadores inflamatorios incluidos la activacion del
complemento y el aumento de prostaglandinas y citocinas. Las citocinas y otras
moléculas inflamatorias se sintetizan tanto en la periferia como en el SNC. En el
SNC, las interleucinas IL-1p, IL-6 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), tienen
efectos potentes sobre la excitabilidad neuronal y alteran las vias enzimaticas para
la sintesis de neurotransmisores (Huangmig y col., 2012; Galic y col., 2012;
O'Connor y col., 2009).

Tras la administracion de LPS ocurre un aumento significativo en los niveles séricos
de corticosterona, que alcanza un pico maximo de actividad entre 6 y 9 hrs de
exposicion y disminuye paulatinamente hasta regresar al nivel basal 24 hrs después
(Sanchez y col., 2008). En el ensayo de LPS el andlisis de comparacién multiple
mostré el aumento esperado en la concentracion de corticosterona a 3 horas de
exposicion en ambas cepas. Mientras que, en relacién con el estado basal, la
concentracion de corticosterona disminuyo significativamente en ratones de la cepa
CD1, pero en ratones de la cepa C57/BL6/JN, tras 9 horas de exposicion en
conjunto con el extracto de P. sacharosa, se observé una mayor sensibilidad. Hasko
y col., 1995, evaluaron la concentracion de corticosterona en la periferia de ratones
empleando dosis de 2 mg/kg de LPS via intraperitoneal, y encontraron un aumento
significativo de los niveles corticosterona tras la exposicion entre dos y tres horas
seguido del inicio de la disminucion de los niveles en sangre tras 8 horas de
exposicion. Nakano y col., 1987 evaluaron el efecto de LPS en el eje hipotalamo-
pituitaria-adrenal y afirmaron que es activado por enfermedades infecciosas, en
especifico por las endotoxinas presentes en bacterias gram negativas, las cuales
aumentan la secrecion de la hormona adrenocorticétropa (ACTH) y corticosterona,
potenciando la produccion de inmunoglobulinas. Su estudio demostré un aumento

proporcional en suero sanguineo de hormona ACTH, entre las dos y tres horas de
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exposicién, seguido de una disminucién proporcional tras 8 horas de exposicion, a
la par con la produccion de histamina y de la enzima que sintetiza histamina, la
histidina descarboxilasa (HDC) tras 4 horas de exposicion a LPS, y una disminucién
proporcional tras 8 horas de exposicion en ratones de la cepa C57/BL6/JN.

Los glucocorticoides segregados durante la infeccion por bacterias gram negativas
son esenciales para la supervivencia ya que previenen la sobre activacion del
sistema inmune, que ocurre principalmente como proteccion del animal en contra la
infeccion bacteriana. En consecuencia, tras la administracion de LPS se genera una
elevacion de los niveles de histamina en los tejidos, causando la secrecion de
corticosterona, la cual tiene la capacidad prevenir la produccion de histamina
causada por LPS a través de la inhibicién de la enzima histidina descarboxilasa
(Nakano y col., 1987). Se podria plantear que el efecto causado por el
pretratamiento con P. sacharosa en la diminucion de corticosterona tras 9 horas de
exposicion en cepa CD1, puede estar ligado al efecto regulatorio negativo de la
histamina, disminuyendo la sintesis de la enzima histidina descarboxilasa y en
consecuencia la neuro modulacion, inhibiendo la excitabilidad celular a nivel
periférico (Glass y col., 2010).

Por su naturaleza polar los compuestos fendélicos polares dentro de composicion
mayoritaria del pretratamiento de P. sacharosa podrian promover el efecto
analgésico y antinflamatorio, inhibiendo la produccién de corticosterona, citocinas y
mediadores proinflamatorias, respuesta que podria estar relacionado con los
efectos observados en la fase inflamatoria en los ensayos de actividad
antinociceptiva.

El SNC regula diversos aspectos de respuesta de reaccion al estrés a través del eje
hipotalamo-pituitaria-adrenal asi la ACTH o corticotropina, tiene un importante
efecto anorexigenico, aumentando la ansiedad, la frecuencia cardiaca, la presion
arterial y la modulacion de la actividad del sistema inmune (Arce y col., 2006). Ikeda
y col., 1999, afirma que el LPS activa el eje hipotalamo-pituitaria-adrenal dando
como resultado la produccion de glucocorticoides enddégenos, que son inhibidores
naturales de la produccion de citocinas; demostrando que altos niveles de

corticosterona en ratones tras 30 minutos de exposicién a LPS, no conllevan al
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aumento de citocinas proinflamatorias correspondientes a IL-1, IL-6 y TNF,
manteniendo su nivel basal, debido a la liberacion de la hormona adrenocorticotropa
de la glandula pituitaria. Nicodemova y Watters, 2011, aislaron células microgliales
de ratones CD1 y C57/BL6/JN, tras exposicion a LPS y cuantificaron la expresion
de genes para IL-6 en dichas células; identificaron que la cepa CD1 mostré6 mayor
sensibilidad a LPS que C57/BL6/JN aumentando 3 veces la expresion de genes tras
3 horas de exposicion, manteniéndose dicha expresion elevada, disminuyendo la
expresion tras 18 horas de exposicion mayormente en la cepa CD1 que en
C57/BL6/IN. Este dato apoya la mayor sensibilidad de la cepa CD1 a LPS con
respecto a la cepa C57/BL6/IJN y como es que las células microgliales tras estimulos
similares a infecciones bacterianas (LPS) son las responsables de potenciar la
produccién de citocinas proinflamatorias endocrinas. Beurel y Jope, 2009 evaluaron
el aumento de la concentracion de IL-6 en corteza cerebral, hipocampo, cerebelo y
suero sanguineo tras la exposicion a LPS en una dosis de 10 mg/kg. Sus resultados
mostraron que, transcurridas 3 horas de exposicion a la endotoxina, se presentd un
incremento considerable de IL-6 acompafiado de un aumento en otras citocinas
como TNF, IFNy IL-1B en sangre, corroborando que la administracién de LPS
presenta efectos significativos en IL-6 tanto a nivel cerebral como en suero
sanguineo, mientras que los niveles de TNFa e IFNy presentan un aumento
moderado, con efectos leves en los niveles de IL-10. Minoge y col., 2012,
describieron el mecanismo de liberacion de IL-6 a nivel cerebral mediante la
activacion crénica de astrocitos; en un proceso que conlleva vias de sefializacion
generadas por activacion de proteinas quinasas, mitdgenos (MAPK), factor nuclear
kB (NF kB), complejo, quinasa Janus (JAK), transductores de sefiales, y activadores
de la transcripcion (STAT)-1; factores implicados en la secrecion de citocinas
proinflamatorias. El receptor tipo Toll (TLR4) es estimulado por LPS y desencadena
la activacion de MAPKS y NFKB que resulta en la liberaciéon de TNFa and IL-1j3, el
TNFa liberado interactua con su receptor activando JAK2 y STAT1 potenciando la
transcripcion y liberacion de IL-6, esta a su vez presenta un efecto autocrino
retroalimentandose para inhibir la liberacion de TNFa e IL-18, limitando los cambios

inflamatorios (Fig. 25), dichos autores afirman que TNFa regula la produccion de
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IL-6 a través de la activacion de vias de sefalizacion JAK/STAT, y posteriormente
la IL-6 puede impactar en la liberacion de TNFa, IL-18 e IL-10, sin embargo, por lo
cual podemos concluir que en esta cascada de sefializacion inducida por LPS no se

vio afectada ningun tras la administracion conjunta con P. sacharosa.
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Fig. 25. Representacion Propuesta por Minogue y col., 2012, Liberacion de Citocinas por LPS de

E. coli.

El analisis de varianza para la interleucina 6 mostré un aumento de la concentracion
en la periferia tras la exposicién durante 3 horas con y sin extracto de P. sacharosa,
dicho aumento se vio reflejado en mas de =50% en ambas cepas en comparacion
con los niveles basales de los vehiculos, haciéndose presentes las diferencias
significativas de los vehiculos contra los organismos expuestos por tres horas en
ambas cepas. Tras 9 horas de exposicion se vio disminuida la concentracién con y
sin P. sacharosa en ambas cepas, mostrando que no hay cambios en la produccion
de IL-6, , tal como se reporta en estudios previos ya mencionados con LPS,
podemos proponer que la disminucion en la produccién de corticosterona puede ser
inversamente proporcional al aumento de la IL-6 a nivel periférico y concluir que no
hay cambios en IL-6 relacionados a P. sacharosa, ya que la sensibilidad y
recuperacion de los ratones CD1 en comparacion con los ratones C57/BL6/JN,
corresponde a efectos dependientes de la cepa, y no de la composicion fitoquimica

de extracto de P. sacharosa.
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8.9 Analisis Microscopico de Epifluoresencia 'y Microscopia Confocal

En la figura 23 se muestra fluorescencia primaria, natural o intrinseca en los
compuestos presentes en el extracto etanolico de Pereskia sacharosa tras haber
sido expuestos a distintas longitudes de onda y observados con filtros especificos a
diferentes aumentos. El filtro rojo lejano presenta una longitud de onda entre 710 y
850 nm, esta longitud de onda difiere con la fluorescencia emitida por compuestos
fendlicos los cuales absorben luz en longitudes de onda que van desde los 250 nm
hasta los 325 nm aproximadamente dentro del rango UV (Cartaya y Reynaldo 2001),
donde se pueden agrupar diversos compuestos como son los ya mencionados
compuestos fendlicos, flavonoides, criptocromos y clorofilas (Nagi y Schéfer, 2000).
Sin embargo, en las figuras 23 A, B, C, D, G se observa florescencia con el filtro rojo
lejano por lo cual se propone que no se encuentran Unicamente este tipo de
compuestos de naturaleza polar en el extracto, ya que este presentdé zonas de
emision en dicho espectro en las cuales podrian estar presentes compuestos como

son los fitocromos y pigmentos (Nagi y Schéafer, 2000).

Las figuras 23 E, H, F, | con filtro DAPI mostraron fluorescencia en tonalidades
claras, esto debido a que el filtro DAPI es empleado para la deteccion de un
marcador fluorescente de composicién aromatica con un maximo de absorcién de
longitud de onda de 358 nm UV que se une fuertemente a regiones enriquecidas en
adenina y timina en secuencias de ADN, dichas tonalidades blanco-azuladas,
presentes en el extracto y en los cortes de cerebro de roedor posiblemente sean
compuestos con sistemas aromaticos conjugados, grupos 3-OH no sustituidos o
grupos mono hidroxilados en el anillo B, correspondientes a compuestos fendlicos
(Richardson, 1978).

Debido a la presencia de numerosos grupos OH instituidos o azucares conjugados
se les considera como compuestos polares (Cartaya y Reynaldo 2001),
caracteristica que podria conferirle al extracto de P. sacharosa su solubilidad en el
fluido cerebro espinal y paso a traves de la barrera hematoencefalica, esto debido
a la presencia de proteinas transportadoras acopladas a membranas de células

endoteliales, desarrolladas especificamente para diversos metabolitos, como es el

139



caso del transportador de glucosa GLUT-1, cuya principal funcién es mantener el
consumo basal de glucosa y el aporte de esta al cerebro, dicho proteina también
transporta otras moléculas como galactosa y manosa (Sandoval-Mufiz, 2016).
Azucares que se encuentran conjugados a compuestos fendlicos, siendo la glucosa
la mas comun presente en los flavonoides conjugados; sin embargo, se pueden
encontrar otro tipo de monosacaridos como galactosa, ramnosa y xilosa (Cartaya y
col., 2001).

A pesar de la impermeabilidad de la barrera hematoencefalica a moléculas
hidrosolubles esta barrera permite el transporte facilitado de glucosa, aminoacidos
y algunos metabolitos intermedios (Von Bernhardi, 2004), se podria proponer que
estos trasportadores como el GLUT-1 son los responsables del paso de los
compuestos fendlicos a través de la barrera hematoencefalica. Se ha informado que
la fluorescencia de los flavonoides podria verse potenciada por la interaccion de
proteinas séricas como la albumina, que forman complejos con los flavonoides,
como se inform6 preliminarmente para la quercetina, la isorhamnetina y la
guercetina-3°-sulfato; sin embargo, la estequiometria de los complejos flavonoides-
albumina puede diferir (Po6r y col., 2018). Todas estas imagenes (Fig. 24)
evidencian que los compuestos de P. sacharosa con propiedades fluorescentes son
transportados al cerebro (tercer ventriculo, nlcleo arcuato hipotalamico y areas
cerca como la arteria caroétida interna, planteando la posibilidad de formar complejos

de albumina con canferol y derivados regulando su entrada a este tejido cerebral.

Se ha reportado la presencia de flavonoides antinociceptivos como hesperidina y
diosmina en homogeneizados de tejido cerebral de rata mediante cromatografia
liguida de alta resolucién-espectrometria de masas, 30 min después de su
administracion (Carballo-Villalobos y col.,, 2016), pero no el uso de analisis
histol6gicos bajo el microscopio de epifluorescencia. En este estudio, las imagenes
se obtuvieron tres horas después de la administracion del vehiculo, estandar,
extracto y la fracciones purificada de flavonoides (Fig. 24) Las propiedades de
fluorescencia de los flavonoides, como la quercetina, la miricetina e incluso el

canferol, debido a la forma de resonancia de sus anillos, se han investigado y
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optimizado mediante espectrofluorometria (Monago-Marafia y col., 2016). El radical
hidroxido puede ser util para la union del ligando en comparacion con los flavonoides
debido a la presencia del grupo metoxilo, como se exploré para la luteolina y la
hesperetina mediante extincion de fluorescencia y espectroscopia de fluorescencia
sincronica (Tang y Jia, 2013), lo que corrobora que los flavonoides son de interés
como potenciales agentes terapéuticos y se puede evidenciar mediante el uso de
su auto fluorescencia con emision en la longitud de onda verde, amarilla y naranja
(Donaldson, 2020) como se evidenci6 en los resultados de este estudio mediante el
uso de microscopia de epifluorescencia.

8.10 Hibridacion In situ

Mediante la coadministracion del extracto etandlico de P. sacharosa en conjunto
con LPS, se esperaba que se revirtiera o disminuyera el efecto proinflamatorio de
LPS, en el eje adrenal y en el eje tiroideo, no se pudo realizar ninguna correlacion
con estos, ya que en los cortes hibridados no se encontré ninguna material que
fuera fluorescente, los cuales nos podrian mostrar la expresion del ARNm de D2,
CRH y TRH, empleado microscopia de epifluorescencia y confocal (resultados no
mostrados/no obtenidos), lo cual se correlaciona con los resultados obtenidos con
la prueba ELISA para la cuantificacion de IL-6 en sangre. El extracto no disminuyé
la produccion de citocinas en sangre, siendo directamente proporcional a la que
ocurre a nivel cerebral, ya que a nivel central la IL-6 es importante en la fisiologia
de la nocicepcion y en la fisiopatologia del dolor, debido a que es uno de los
estimulantes del eje hipotalamo-hipoéfisis-adrenal, siendo el principal mediador de la
respuesta de fase aguda (Saavedra y col.,, 2010); dando como resultado la
produccion de glucocorticoides enddgenos, que son inhibidores naturales de la
produccion de citocinas; demostrando que altos niveles de corticosterona en
ratones tras 30 minutos de exposicion a LPS, no conllevan al aumento de citocinas
proinflamatorias, como ya se habia mencionado anteriormente. Sin embargo, se
pueden plantear perspectivas para futuros proyectos a partir de esta investigacion,
como es cuantificar el nivel de hormona tiroidea en sangre, el cual posiblemente se
encuentre inhibido debido al aumento de corticosterona por efecto del LPS como se

observé con los resultados obtenidos con la prueba ELISA para la cuantificacion de
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corticosterona en sangre, la inhibicion del eje tiroideo siendo inversamente
proporcional al aumento de corticosterona. La secreciéon de ACTH y su accién sobre
la glandula adrenal, producira un incremento de los niveles circulantes de
glucocorticoides que a su vez inhibiran la produccion de citocinas, estableciéndose
un circuito de regulacién entre los sistemas endocrino e inmune (Arce y col., 2006).
Otra perspectiva que se puede plantear es sobre la expresion de c-Fos ya que su
transcripcion se vio en aumento en el SNC de los ratones de la cepa C57/BL6/JN
(resultados no mostrados) tras la coadministracion de P. sacharosa y LPS, lo cual

requeriria un estudio amplio a futuro para ambas cepas.
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9. Conclusiones

El esquema implementado de micropropagacion in vitro con BA y AIB
permitié obtener tazas de multiplicacion de 87.5%, enraizamiento de 42.8%
y sobrevivencia del 100% por cada segmento nodal. Mientras que en la
aclimataciéon a invernadero y adaptacion por esquejes a la intemperie
generaron un porcentaje de sobrevivencia del 100%.

El uso de solventes organicos de gradiente apolar a polar permitié obtener el
rendimiento mayor empleando metanol de 534.86 mg de extracto / g de hoja,
mientras que el extracto etandlico permitié obtener un rendimiento del 188.45
mg de extracto / g de hoja seca, siendo este el idéneo para los ensayos
bioldgicos y cuantificacion de compuestos fendlicos por su composicion
enriguecida en estos metabolitos secundarios polares glicosilados,
demostrada de manera cualitativa mediante cromatografia en capa fina,
empleando como revelador NP/PEG..

El extracto etandlico de P. sacharosa de hojas colectadas a la intemperie
presentd una concentracion de 23.75 ug equivalentes de &cido galico y/o
compuestos fendlicos por gramo de biomasa seca, y 3080.73 ug
equivalentes de quercetina y/o flavonoides por gramo de biomasa seca,
siendo los flavonoides los compuestos presentes en una concentracion
mayor de flavonoides a pesar de que este grupo de compuestos se encuentra
dentro de los compuestos fendlicos. Sin embargo, debido a su alto contenido
aminoacidico de esta especie es porque se da la variacion
espectrofotometria de la concentracidén de estos compuestos tras la reaccion
con el reactivo de Folin-Ciocalteu.

Los fraccionamientos multiples del extracto etandlico en cromatografia en
columna abierta en fase normal y fase reversa permitié aislar y purificar las
fracciones C1F6, C1F8, C1F9, C2F8, C2F9, C2F15, C3F5 C4F13, C5F6,
C5F7, C6F12. C7F6 y CT7F7 enriquecidas con compuestos fenolicos,
identificandose de manera cualitativa la presencia de canferol en hojas de P.

sacharosa.
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La cromatografia liquida de alta resolucidon permitio identificar la presencia de
canferol en el extracto etanolico total tras el hidrolisis acida con HCL,
presentando tiempo de retencion similar de 21.12 min y 21.32 tanto el
extracto como el estandar respectivamente, asi como sus maximos de
absorbancia entre 265.6 y 366.7 nm, proponiéndose la presencia de
derivados de canferol conjugados a carbohidratos en P. sacharosa. A su vez
las fracciones aisladas permitieron ampliar la visualizacion de los tiempos de
retencion del extracto etandlico total a una longitud de onda de 265.5 nm.
La identidad del canferol mediante la espectrometria de masas se propuso
con base en la evidencia espectrométrica existente en la literatura y a la
fragmentacién del ion pseudo molecular en m/z: 285.05 que produjo
fragmentos en m/z: 255 debido a la perdida de oxigeno y una molécula de
agua, y se generaron fragmentos en m/z: 153 y 151 debido a la
fragmentacion del anillo C en la estructura poli fendlica basica.

El extracto de hojas colectadas a la intemperie presenté un mayor efecto
antinociceptivo que el de invernadero, disminuyendo ambas respuestas
conductuales, y mejorando sus propiedades de tipo analgésico, esto podria
deberse a la presencia de metabolitos secundarios correspondientes a
compuestos fenolicos glicosilados.

El extracto etandlico de hojas colectadas a la intemperie en dosis menores
de 30 y 100 mg/kg mantuvo su efecto antinociceptivo en la fase inflamatoria
al disminuir las conductas correspondientes a lamidas y sacudidas, mientras
que en la fase neurogénica no hubo cambios.

Las fracciones aisladas C1F6, C1F9, C4F13 y los estandares luteolina,
apigenina, canferol y canferol-3-glucosido presentaron efecto significativo en
la fase inflamatoria, sin embargo, la fraccion C4F13 presenté una mayor
diferencia significativa de las respuestas antinociceptivas, siendo estas casi
nulas o en mas de un 90% en dosis de 10 y 30 mg/kg.

Los antagonistas no inhibieron los efectos antinociceptivos de P. sacharosa,
lo que sugiere que el mecanismo de accion antinociceptivo de esta especie

no esta relacionado con los mecanismos centrales de opioreceptores,
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receptores GABAEérgicos y receptores a serotoninérgicos. Por otro lado,
podria estar relacionado con mecanismos periféricos tardios, debido a la
posible inhibicién y/o liberacion de mediadores inflamatorios como histamina
entre otros, los cuales también son el mecanismo de accion de la mayoria de
los medicamentos antiinflamatorios no esteroideos. Esto sugiere que los
mecanismos periféricos deben explorarse mediante los efectos
antinociceptivos de P. sacharosa.

El inmunoensayo ELISA para corticosterona tras 3 y 9 horas de exposicion a
LPS mostr6 una mayor concentracion de esta en sangre y diferencia
significativa con los vehiculos en ambas cepas, mientras que la
administracion en conjunto de P. sacharosa tras 9 horas de exposicion a LPS
disminuyo significativamente la concentracion de corticosterona en ambas
cepas CD1y C57/BL6/JN, mostrando una mayor sensibilidad en ratones de
la cepa C57/BL6/JN, respuesta que podria estar relacionado con la
disminucion proporcional de la histamina-corticosterona y regulacion
negativa de la enzima histidina descarboxilasa.

El inmunoensayo ELISA para Interleucina-6 tras 3 horas y 9 horas de
exposicion a LPS mostr6 una mayor concentracion de esta en sangre,
presentando diferencia significativa con los vehiculos en ambas cepas. Sin
embargo, la produccion de IL-6 presenta un efecto independiente a P.
sacharosa, mostrando aumento en la respuesta inflamatoria: produccion,
sensibilidad y recuperacion de los ratones CD1 en comparacion con los
ratones C57/BL6/JN, respuesta correspondiente a efectos especificos de la
cepa.

Empleando espectrometria de epifluorescencia fue posible la identificacion
de compuestos fendlicos del extracto etandlico de P. sacharosa, la fraccion
aislada C4F13Yy el estandar canferol; los cuales se hacen presentes en zonas
cercanas al tercer ventriculo como es la arteria carétida interna (icta), y como
lograron atravesar la barrera hematoencefalica del cerebro de ratones

haciéndose presentes en el tercer ventriculo, y en el ndcleo arcuato
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hipotalamico. Dicha fluorescencia puede ser potenciada por la interaccién de
los flavonoides con proteinas séricas como es la albumina.

Se propone la hipétesis de que los compuestos fendlicos por su naturaleza
conjugada a azucares son capaces de ser solubles en el fluido cerebro
espinal y atravesar la barrera hematoencefalica debido a la presencia de
proteinas transportadoras GLUT-1 presentes en las células endoteliales.
Mediante la hibridacion in situ no se encontré un efecto central en el eje
tiroideo y en eje adrenal.

Hasta donde sabemos, este estudio es el primer informe de cultivo in vitro,
analisis fitoquimico, actividad antinociceptiva y exploracion del mecanismo
de accion de P. sacharosa.

Este trabajo contribuye al establecimiento de un cultivo in vitro y al
conocimiento de la composicion fitoquimica de esta planta, que implica la
presencia flavonoides conjugados de canferol. Apoyado con el uso
tradicional analgésico de P. sacharosa para tratar el dolor musculo
esquelético.

Los resultados dan evidencia de la actividad antinociceptiva principalmente
en el caso de la afeccion inflamatoria, sin embargo, se podrian plantear
diversas perspectivas; como explorar los mecanismos periféricos
antinociceptivos de accion, para elucidar el efecto analgésico de la especie,
mecanismos de transporte celular de flavonoides a nivel cerebral, la
expresion de factores a nivel molecular como c-Fos y la cuantificacion de la
produccion de hormonas tiroides a nivel periférico en sangre tras la

coadministracion del extracto de P. sacharosa y LPS.
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