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Resumen: Evaluacion de la actividad antiinflamatoria del metabolito mayoritario de
Tradescantia pendula como propuesta para la elaboracion de un parche dérmico

Resumen

Las plantas representan una buena fuente de compuestos bioactivos reconocidos por sus
propiedades antiinflamatorias. La planta Tradescantia pendula, es una especie de planta herbacea
perteneciente a la familia de las comelinaceas, presente en Centroamérica y México, la cual se
utilizd para hacer la determinacion del metabolito mayoritario y comprobar las propiedades
antiinflamatorias y cicatrizantes. Tradescantia pendula es una planta comun en la region sur de
México reconocida en el uso de medicina tradicional por sus propiedades farmacologicas, sin
embargo, existe poca evidencia cientifica que las sustente. El objetivo del presente estudio fue
evaluar el potencial cicatrizante de los extractos hexanicos, cloroférmicos y metandlicos solos y
gelificados en alginato. Se determino la actividad antiinflamatoria por medio de experimentos en
la linea celular HaCaT. Se obtuvo extractos de la especie y fue caracterizada por cromatografia de

capa fina y de columna, IR y UV-VIS.

Palabras clave.

Antiinflamatorio, HaCaT, cicatrizante, Tradescantia pendula, alginato.



Summary: Evaluation of the anti-inflammatory activity of the major metabolite of
Tradescantia pendula as a proposal for the development of a dermal patch.

Abstract.

Plants represent a good source of bioactive compounds recognized for their anti-
inflammatory properties. The Tradescantia pendula is a species of herbaceous plant belonging to
the Comelinaceae family, present in Central America and Mexico, which was used to determine
the main metabolite and check the anti-inflammatory and healing properties. Tradescantia pendula
is a common plant in the southern region of Mexico recognized in the use of traditional medicine
for its pharmacological properties, however, there is little scientific evidence to support them. The
objective of the present study was to evaluate the healing potential of hexanic, chloroform and
methanolic extracts alone and encapsulated. The anti-inflammatory activity was determined by
means of experiments on the HaCaT cell line. Extracts of the species were obtained and

characterized by phytochemical tests, thin layer and column chromatography, IR, and UV-VIS.

Keywords.

Anti-inflammatory, HaCaT, healing, Tradescantia pendula, alginate
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1 Introduccion

La medicina tradicional es todo el conjunto de conocimientos, aptitudes y practicas basados
en teorias, creencias y experiencias indigenas de las diferentes culturas, usados para el
mantenimiento de la salud, asi como para la prevencion, el diagndstico, la mejora o el tratamiento de
enfermedades fisicas o mentales (Zhang, 2021). Los medicamentos tradicionales como el ibuprofeno,
naproxeno, entre otros, son usados por el 60% aproximadamente de la poblacién mundial y en
algunos paises estan ampliamente incorporados al sistema publico de salud (Zhang, 2021).

El empleo de tratamientos naturales ha sido documentado y ha mantenido realmente su
popularidad por varias razones histdricas y culturales, aunque ya se tiene la ventaja de la medicina
moderna (Carballo, 2005). Por ello, las plantas han sido objeto de diversos estudios, encaminados a
determinar los compuestos activos, llamados metabolitos secundarios, que impiden el crecimiento,
o bien, eliminan a estos microorganismos. Algunas plantas todavia constituyen la fuente primaria
para producir diversos fairmacos empleados en la terapéutica actual, sobre todo porque se logrd
caracterizar un compuesto como activo a partir de la preparacion natural. Debido a esto, se deriva la
importancia de buscar alternativas terapéuticas que pueden llegar a ser mas efectivas, rapidas y
econdmicas (Gallegos, 2016). El alginato por su parte, ha sido de vital importancia en la medicina
ya que es muy absorbente y esto ayuda a que se absorba el liquido de algunas tlceras.

La compleja estructura de la piel humana y sus caracteristicas fisicoquimicas la convierten
en la primera linea de defensa del organismo contra factores exdgenos y ayuda a mantener la
homeostasis del cuerpo humano y en ocasiones la poblacion se ayuda de los remedios herbolarios
para el tratamiento de afectaciones de la piel. En Colombia, la savia de Tradescantia pendula se ha
usado como un anti-veneno a las mordeduras de serpiente. De igual manera, se ha usado como un
tratamiento empirico de erisipela, infecciones locales, dolor, edema, tumores y ante enfermedades
antiinflamatorias (Lopez-Ferrari, 1995).

Por ello, es importante la identificacién del metabolito mayoritario de Tradescantia pendula
por medio de técnicas cromatograficas y espectroscopicas, al mismo tiempo, realizar la evaluacion
de la actividad antiinflamatoria del mismo (gelificado en alginato) en modelos in vivo e in vitro para

proponer un parche con propiedades cicatrizantes y antiinflamatorias.
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2 Antecedentes
2.1 Plantas medicinales

Las plantas medicinales son una fuente rica de compuestos bioactivos a los cuales se les ha
atribuido sus propiedades benéficas e, incluso, diversos farmacos utilizados en la actualidad. Son
fundamentales en el desarrollo de la medicina moderna ya que fundamenta en los conocimientos
tradicionales y en practicas ancestrales que permitan curar y prevenir diversas patologias en el
proceso de salud-enfermedad (Frisancho, 2018).

Las plantas medicinales representan a nivel mundial un tesoro popular que ha sido utilizado
desde tiempos muy remotos, su accion preventiva o curativa se debe a sustancias quimicas que
provocan un efecto fisioldgico en el organismo. Estas sustancias se conocen como principios activos
y, generalmente, son producto del metabolismo secundario de la planta. Normalmente, los principios
activos tienen propiedades medicinales o preventivas, ademas, funcionan incrementando el bienestar
fisico (Frisancho, 2018).

Entre otras, son fuente directa de agentes terapéuticos, se emplean como materia prima para
la fabricaciéon de medicamentos semi-sintéticos mas complejos, la estructura quimica de sus
principios activos puede servir de modelo para la elaboracion de farmacos sintéticos y dichos
principios se pueden usar como marcadores taxonémicos en la bisqueda de nuevos medicamentos
(Bermudez et al., 2005).

El estudio de las sustancias de origen natural que poseen una virtud medicinal se conoce como
farmacognosia, y el efecto que ocasionan esas sustancias en el organismo se estudia en farmacologia.
La fitoquimica permite detectar e identificar los principios activos responsables de las propiedades
atribuidas a las plantas, en este sentido, las hojas de una planta podrian ser utiles pero su raiz podria
ser toxica. Es aqui cuando la investigacion y la generacion de conocimiento basado en evidencias
resulta invaluable (Freixa, 2001).

En los ultimos afios ha crecido el interés por lo natural, y lo orgdnico ha propiciado el
resurgimiento de los extractos naturales. Estos ultimos se obtienen de partes de las plantas como las
hojas, los tallos, corteza, raices, etc., ya sea solos o combinados y la forma mas comun en la que se
administran es a través de infusiones. En las mencionadas preparaciones es donde se solubilizan los

compuestos responsables de los efectos benéficos reportados (Gutiérrez et al., 2019).
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De manera general, se considera que las plantas medicinales y los farmacos son recursos
terapéuticos opuestos, sin embargo, diversos estudios han demostrado que alrededor del 25% de los
farmacos derivan de plantas y el 67% tienen su origen en recursos naturales (Freixa, 2001).

Se conoce que los responsables de los efectos biologicos de las plantas medicinales son
algunos grupos de sustancias de diversa composicion quimica, que al interactuar sobre el organismo
humano o animal desencadenan su potencial farmacolégico, ademas de sus posibles efectos toxicos,
por lo cual se hace imprescindible hacer investigaciones que revelen o validen su actividad
terapéutica y su toxicidad (Zhang, 2006).

El conocimiento de la diversidad quimica de estas especies es hasta el momento limitado a
nivel mundial, ya que se calcula que se conoce la estructura quimica de alrededor de 100 mil
metabolitos secundarios y podria haber al menos un millon de ellos en todas las especies que faltan
por estudiar (Toledo, 1994).

Hoy en dia, es evidente que el interés de las sustancias antiinflamatorias de origen vegetal va
en aumento, porque ofrecen, en algunos casos, ventajas con relacion a los antiinflamatorios clasicos,
como es la baja incidencia de efectos secundarios (Alonso, 2019). Las plantas ademds de su
metabolismo primario, por el cual obtienen moléculas como carbohidratos, proteinas, lipidos y
acidos nucleicos que son componentes necesarios para su desarrollo, reproduccién y funciones
esenciales, también producen metabolitos secundarios (Dewick, 2002). Los metabolitos secundarios
son compuestos derivados del metabolismo primario de las plantas (Agustin et al., 2011), estos
compuestos juegan un papel ecologico importante ya que sirven como mecanismo de defensa (Pérez
y Jiménez, 2011). La gran mayoria de especies vegetales presentan metabolitos secundarios, tales

como terpenos, compuestos fendlicos, glicosidos y alcaloides (Avalos y Pérez-Urria, 2009).

2.1.1 Metabolitos primarios y secundarios

El conjunto de reacciones quimicas que tienen lugar en un organismo constituye el metabolismo.
La mayor parte del carbono, nitrogeno y de la energia termina en moléculas comunes a todas las
células, necesarias para su funcionamiento y el de los organismos. Se denominan metabolitos
primarios a los compuestos quimicos esenciales para la vida, tales como los aminoécidos, acidos
nucleicos, azucares y lipidos y estos estdn mayormente presentes en las plantas y desempenan las

mismas funciones (Cabrera et al., 2017).
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Las plantas, en comparacidon con otros organismos, destinan una cantidad significativa del
carbono asimilado y de la energia a la sintesis de una amplia variedad de moléculas organicas que
no parecen tener una funcion directa en procesos esenciales para su vida, tales como los procesos
fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes, transporte de solutos o sintesis de proteinas,
carbohidratos o lipidos y esto se denomina metabolitos o productos secundarios (productos
naturales).

Los metabolitos secundarios son productos de reacciones anabolicas, no esenciales para la
vida de la planta, esto en ocasiones dependiendo de los compuestos pueden ser de bajo peso
molecular (Cabrera et al., 2017). Es por eso por lo que, los metabolitos secundarios son una fuente
de principios activos de medicamentos y de valiosos productos quimicos, cuyas aplicaciones
farmacéuticas se debe a su funcidon como analgésicos, antibacterianos, anti hepatotdxicos,
antioxidantes, antivirales, antitumorales, fungicidas e inmunoestimulantes entre otras (Isaza, 2007;
Pérez y Jiménez, 2011; Agustin et al., 2011).

Los metabolitos secundarios no presentan una funcion definida en los procesos mencionados,
difieren de los metabolitos primarios en que ciertos grupos presentan una distribucion restringida en
el reino vegetal, es decir, que no todos los metabolitos secundarios se encuentran en todos los grupos
de plantas. Se sintetiza en pequefas cantidades y no de forma generalizada encontrandose,
usualmente, su produccion restringida a un determinado género de plantas, a una familia, o incluso
a algunas especies (Terranova et al., 2014).

Las principales rutas de biosintesis de metabolitos secundarios derivan del metabolismo
primario del carbono. Los productos naturales tienen una gran importancia y gran significado con
valor medicinal y econdmico, ya que se puede usar en la industria cosmética, alimenticia,
farmacéutica. Un gran niimero de estos productos naturales, como se ha mencionado, ya se usaba en
la medicina antigua como remedios para combatir enfermedades, actualmente se usan como
medicamentos, resinas, gomas, potenciadores de sabor, aromas, colorantes, entre otros (Terranova et
al., 2014).

Normalmente, se agrupan en cuatro clases principales: terpenos, compuestos fenodlicos,

glicésidos y alcaloides (Avalos et al., 2009).
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2.1.1.1 Terpenos

En el grupo de los terpenos se encuentran las hormonas, pigmentos o los aceites esenciales,
que constituyen el grupo mas numeroso de metabolitos secundarios. La ruta biosintética de estos
compuestos da lugar tanto a metabolitos primarios como secundarios de gran importancia para el
crecimiento y la supervivencia de las plantas.

Los terpenos suelen ser insolubles en agua y derivan todos ellos de la unién de unidades de
isopreno (5 atomos de C). Estos se sintetizan a partir de metabolitos primarios por dos rutas: la del
acido mevalonico, que se activa en el citosol, en la que tres moléculas de acetil-CoA se condensan
para formar 4dcido mevalonico que reacciona hasta formar isopentenil difosfato (IPP), o bien, la ruta
del metileritritol fosfato (MEP), que funciona en cloroplastos y genera también IPP (Avalos ef al.,
2009).

El grupo de los terpenos, como se ha mencionado anteriormente, incluye las hormonas
(giberelinas y 4cido abscisico), pigmentos carotenoides (carotenos y xantofilas), esteroles
(ergosterol, sitosterol y colesterol), derivados de los esteroles (glicosidos cardiacos), latex y aceites
esenciales (este proporciona el olor y el sabor caracteristico de las plantas). Muchos terpenoides son
comercialmente interesantes por su uso como aromas y fragancias en alimentacién y cosmética, o
por su importancia en la calidad de productos agricolas. Otros compuestos terpenoides tienen
importancia medicinal por sus propiedades anti carcinogénicas, antiulcerosas, antimalariales,

antimicrobianas, etc., (Avalos ef al., 2009).

2.1.1.2  Compuestos fenolicos

Las plantas sintetizan una gran variedad de productos secundarios que contienen un grupo fenol.
Estas sustancias reciben el nombre de compuestos fenolicos, polifenoles o fenilpropanoides y derivan
todas ellas del fenol, un anillo aromatico con un grupo hidroxilo. Los aminoéacidos aromaticos se
pueden dirigir tanto al metabolismo primario como al metabolismo secundario (Gimeno, 2004).

Desde el punto de vista quimico, son un grupo muy diverso que comprende desde moléculas
sencillas como los 4cidos fenolicos hasta polimeros complejos, como los taninos y la lignina.
También en este grupo se encuentran pigmentos flavonoides y muchos de estos productos estdn

implicados en las interacciones planta herbivoro.
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Existen dos rutas bésicas implicadas en la biosintesis de compuestos fendlicos: la ruta del

acido shiquimico y la ruta del 4cido maldnico (Gimeno, 2004).

2.1.1.3 Glicosidos

Los glicésidos son metabolitos vegetales de gran importancia, su nombre hace referencia al
enlace glicosidico que se forma cuando una molécula de azicar se condensa con otra que contiene

un grupo hidroxilo (Jaramillo, 2015).

2.1.1.4 Alcaloides

Los alcaloides pertenecen a una gran familia de mas de 15,000 metabolitos secundarios que
tienen en comun tres caracteristicas: son solubles en agua, contienen al menos un dtomo de nitrégeno
en la molécula y exhiben actividad bioldgica. Aproximadamente, se encuentran en el 20% de las
plantas vasculares. En humanos, los alcaloides generan respuestas fisiologicas y psicologicas la
mayoria de ellas consecuencia de su interaccion con neurotransmisores. A dosis altas, casi todos los
alcaloides son muy toxicos. Sin embargo, a dosis bajas tienen un alto valor terapéutico como

relajantes musculares, tranquilizantes, antitusivos o analgésicos (Jaramillo, 2015).

2.1.2 Usosy aplicaciones de las plantas medicinales

Como sabemos, vivimos en un pais que tiene una gran herencia cultural en el uso de hierbas
aromaticas y medicinales para tratar diferentes padecimientos, la cual se inici6 varios siglos antes de
la conquista. Se han identificado hasta 5,000 especies que tienen aplicaciones curativas, las cuales
son comunmente utilizadas por mas de 60 grupos étnicos (Gonzalez-Stuart y Rivera, 2009).

Debido a su actividad bioldgica, las plantas se han utilizado en la medicina tradicional, y
actualmente, sus principios activos se aprovechan para elaborar medicamentos, colorantes,
conservadores, cosméticos y nutracéuticos, entre otros (Bourgaud et al., 2001).

Se ha documentado que mas del 85% de las especies que se comercializan en los mercados
locales y tiendas naturistas provienen de la recoleccion silvestre, las cuales no cuentan con programas
gubernamentales como la Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT,
2018) y la Comisién Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS, 2018). Esta

situacion, en algunos casos, ha generado reacciones adversas cuando son administradas por personas
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sin capacitacion en medicina tradicional, tomando en cuenta que los nombres comunes de las plantas
varian considerablemente en cada region, lo que causa confusion, por lo que es imprescindible

identificar las especies (Muiieton, 2009).

2.1.2.1 Antioxidantes

Un antioxidante es una sustancia capaz de neutralizar la accion oxidante de los radicales libres,
los cuales, al ser &tomos o grupos de 4&tomos con un electron desapareado, son muy reactivos ya que
tienden a captar un electron de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad
electroquimica. Un antioxidante también se puede definir como cualquier sustancia que, cuando esta
presente en bajas concentraciones comparadas con un substrato oxidable, previene o retarda
significativamente la oxidacion del mismo (Valenzuela, 2015).

Segun Quifiones (2017), las principales caracteristicas de un compuesto o sistema
antioxidante son, la prevencion o deteccion de una cadena de propagacion oxidativa, mediante la
estabilizacion del radical generado y la regeneracion del antioxidante radicalario ayudando asi a
reducir el dafio oxidativo en el cuerpo humano (Quinones, 2017).

Los antioxidantes derivados de las plantas desde el punto de vista fitoquimico pueden llegar
a ser taninos, lignanos, estilbenos, cumarinas, quinonas, xantonas, acidos fenolicos, flavones,
flavonoides, catequinas, antocianinas y proantocianidinas; los cuales debido a sus propiedades redox
pueden actuar como donadores de hidrogenos y de esta manera prevenir o retrasar el desarrollo de
enfermedades (Marwabh et al., 2007).

Los antioxidantes impiden que otras moléculas se unan al oxigeno, al reaccionar- interactuar
mas rapido con los radicales libres del oxigeno y las especies reactivas del oxigeno que con el resto
de las moléculas presentes, en un determinado microambiente- membrana plasmatica, citosol, nucleo
o liquido extracelular. La accion del antioxidante es de sacrificio de su propia integridad molecular
para evitar alteraciones de moléculas, lipidos y proteinas, ADN, etc., funcionalmente vitales o mas
importantes (Venero, 2002).

Segun Quifiones (2017), las plantas como fuentes de antioxidantes se pueden utilizar para la
preservacion del valor nutritivo previniendo el deterioro oxidativo de lipidos y para propositos
medicinales. La mayor parte de la capacidad antioxidante de los vegetales puede ser debida a los
polifenoles que poseen caracteristicas bioldgicas extensas y, particularmente, a su propiedad de

secuestrar de radicales libres. La actividad antioxidante de los polifenoles es la propiedad de mayor
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interés, ya que ha sido blanco de un sin nimero de estudios; este efecto se debe a que contienen en
su estructura quimica un numero variable de grupos hidroxilo fenoélicos, los cuales reaccionan con

los radicales libres (Quiniones, 2017).

2.2 Familia Commelinaceae

Las plantas pertenecientes a la familia Commelinaceae son hierbas, erectas o postradas, a veces
suculentas terrestres, con los tallos largos y a veces helicoidales, rara vez epifitas y arrosetadas, con
savia mucilaginosa. Sus hojas suelen ser simples, alternas, disticas o dispuestas en espiral, con las
vainas cerradas en la base, a veces aguzadas y formando un pseudopeciolo, margenes enteros,
involutos o convolutos (Lopez-Ferrari, 1995).

Esta familia consta de 40 a 45 géneros y cerca de 650 especies distribuidas en las regiones
templadas y calidas de ambos hemisferios. Algunas de ellas son de amplio uso como plantas
ornamentales, principalmente por su follaje colorido y por su facil propagacion vegetativa. En
Meéxico se conocen 118 especies nativas (Espejo y Lopez-Ferrari, 1995). Se encuentra distribuida
por todo el planeta, pero especialmente se encuentra en zonas tropicales de América Central y del
Sur.

La familia Commelinaceae ha sido estudiada y a los géneros Commelina, Tripogandra y
Tradescantia se les han encontrado varias propiedades tales como colorantes, antiinflamatorios o
antimicrobianos. En 1992, Austin y Bourne reportaron que las hojas de Tradescantia zebrina, son
utilizadas como té para limpiar la sangre y como tratamiento contra la influenza. En el mismo afio
Shi, Lin y Francis desarrollaron un método de identificacion de antocianinas con el cual determinaron
la presencia de cyanidina-3,7,3” — triglucdsido con una molécula de 4cido fertlico sobre cada azlcar.

Pero y Martinez (1993) realizaron un estudio para ver la distribucién de flavonoides en el
género de Tradescantia y observaron que existian tres grupos mayoritarios de especies con relacion
a su distribucion geografica. Especies pertenecientes a Norte América constan de acidos fenolicos
sulfatados, en M¢éxico glucédsidos de 6-hidroxiluteolina y en América del Sur predominan C-
glucosidos. Esto puede ser debido a la adaptacion ecologica y a las condiciones de cada region en la

que crecieron.
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La planta Tradescantia pendula (matali), es originaria de México, normalmente se distribuye
principalmente en regiones tropicales del sureste mexicano (Espinoza et al., 2017). Su principal uso
es en la elaboracion de agua fresca y como remedio, en infusion o té. A estas bebidas se les atribuyen
propiedades diuréticas, para tratar disenteria, disuria o infecciones de vias urinarias y dolor de
estomago. Actualmente, existe poca evidencia cientifica de sus propiedades farmacologicas, no
obstante, se ha reportado su actividad antioxidante, antimicrobiana en extractos metanolicos (Tan et

al., 2014; Alaba, 2014).

2.2.1 Género Tradescantia

El género Tradescantia tiene plantas herbaceas y perennes pertenecientes a la familia de las
Commelinaceas y originarias del Continente Americano. Estd formado por 75 especies que se
distribuyen desde el sur de Canada hasta el norte de Argentina. Se ha utilizado como un bioindicador
para la determinacion de la presencia de mutdgenos en el medio ambiente. Ademas, que ha sido
objeto de numerosos estudios citogenéticos debido a que han evolucionado a través de cambios

cromosdmicos de diversa naturaleza, tanto estructurales como numéricos (Lopez-Ferrari, 1995).

Clasificacion taxon6mica
Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Subclase: Monocotiledonea
Orden: Commelinales
Familia: Commelinaceae

Género: Tradescantia
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2.2.2 Tradescantia pendula

. AN >

F iguré 1. T radescantia pendula (Juarez, 2021).
Sin6énimos:

Cyanotis zebrina (Heynh.) Nees

Sinonimia
o Tradescantia zebrina var. flocculosa (G. Briickn.) D.R. Hunt
o Tradescantia zebrina var. mollipila D.R. Hunt

e Tradescantia zebrina var. zebrina

A T. pendula (Figura 1,) se le conoce con los nombres comunes de matali y maguey morado.
Es una especie herbacea y perenne perteneciente a la familia de las Commelinacea. Las especies de
su género tienen atractivas hojas purptireo-verdosas, las mas nuevas y superiores purpuras, y las mas
viejas e inferiores verdes con dos tiras plateadas, las hojas mas viejas muestran un uniforme magenta
profundo (Lopez-Ferrari, 1995).

Esta especie tiene, ademas, tallos decumbentes o rastreros, enraizando en los nudos. Hojas

de 2.5-10 x 1.5-3.5 cm, ovado-oblongas a anchamente ovadas, agudas, redondeadas en la base, algo
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carnosas, verdes y/o purpureas en el haz, frecuentemente con rayas plateadas, generalmente
purpureas en el envés (Lopez-Ferrari, 1995).

Comunmente es vendida como planta de interior y también se utiliza como cobertura de
suelo, coloniza agresivamente nuevas areas cuando se disturba y se manipula facilmente. Se le
conoce como matali en el sureste de México, en los estados de Tabasco y Chiapas donde, se prepara
una bebida refrescante cociendo las hojas de esta planta. El cocimiento resultante se cuela para retirar
las hojas y al agua se le agrega jugo de limon y azlcar, se toma fria y se le atribuyen propiedades
desinflamatorias, diuréticas y desintoxicantes del rifiidén, asi también se utiliza como cura contra la

disenteria (Lopez-Ferrari, 1995).

2.2.2.1 Actividades biologicas de Tradescantia pendula

El género Tradescantia contiene diferentes metabolitos secundarios, que son los responsables
de sus propiedades curativas, dentro de las cuales se encuentran los taninos, saponinas, flavonoides
y esteroides (Espinoza et al., 2017).

En Colombia, la savia de Tradescantia pendula se ha usado como anti-veneno de mordedura
de serpiente. En la medicina tradicional zapoteca, en Oaxaca, el extracto de 7. pendula es utilizada
en el tratamiento empirico de erisipela, infecciones locales, dolor, edema, tumores, y enfermedades
inflamatorias. En Mé¢éxico y Guatemala la infusion de 7. pendula es empleada como un
antiinflamatorio. La savia de 7. pendula es usada como cicatrizante sobre las heridas (Espinoza et
al., 2017).

En Guatemala y Venezuela es utilizada principalmente para controlar los niveles de glucemia
en el tratamiento de la diabetes mellitus y como diurético. En Cuba y Puerto Rico el tallo de T.
pendula es usada para extirpar callos, contra dolores musculares, la colitis y la disenteria, para la
cicatrizacion de heridas y contra la hemoptisis. En Brasil, la infusion de 7. pendula es empleada
tradicionalmente para tratar el vitiligo, las manchas, los dolores en los rifiones y los calculos renales

(Espinoza et al., 2017).

2.2.2.2 Propiedades quimicas

El anélisis fitoquimico del género Tradescantia revela la presencia de saponinas responsables

de su efecto caustico, debido a un mucilago que ocasiona irritaciones en la piel. Ha sido empleada
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en la deteccion de radiaciones y para el biomonitoreo de la calidad del aire para detectar trazas de

metales. Ademas, tiene resultados positivos para taninos, esteroides y flavonoides. (Espinoza et al.,
2017).

2.3 Afectaciones en piel

2.3.1 Estructura y funcién de la piel

La piel es el organo del cuerpo que cubre entre 1,5 a 2 m?, representando casi 1/, del peso
corporal y cumpliendo multiples funciones, como la proteccion frente a las agresiones externas, la
termorregulacion, la impermeabilizacidn, la absorcion de radiaciones ultravioleta, la produccion de
vitamina D, protecciébn contra los microorganismos patdgenos, defensa inmunologica del
microorganismo, deteccion de estimulos sensoriales y mantiene el balance hidrico del organismo
(Caballero et al., 2016).

La compleja estructura de la piel humana y sus caracteristicas fisicoquimicas la convierten
en la primera linea de defensa del organismo contra factores exdgenos y ayuda a mantener la
homeostasis del cuerpo humano. En su estructura se distinguen tres capas principales: epidermis,

dermis e hipodermis (Figura 2) (Boer et al., 2016).

La Piel Glandula Sebacea

- Epidermis

| ~Nervio

- Dermis

- Hipodermis

Vasos
Capilares

Glandula
Sudoripara

Figura 2. Anatomia de la piel (Boer et al., 2016).

Grasa, Colageno, Microblastos

2.3.1.1 Epidermis

La epidermis es la capa mas externa de la piel que presenta un grosor de 0.05-1.5 mm y esta

compuesta principalmente por queratinocitos que representan el 95% de las células, mientras que el
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5% restante corresponden a melanocitos, células de Langerhans y células de Merkel (Alexander et

al., 2012). Generalmente, la epidermis se considera subdividida en 5 estratos con el siguiente orden

desde la superficie externa hasta el contacto con la dermis: estrato corneo, lucido, granuloso, espinoso

y germinativo (Tsakovska et al., 2017). La epidermis es un tejido dindmico que se renueva

constantemente, en el que la pérdida de células de la superficie del estrato corneo (descamacion) se

equilibra con el crecimiento celular en la capa basal (Bouwstraa et al., 2003).

Estrato basal: Constituye la capa mas profunda de la epidermis, contiene pequefias células en
division (basales, germinativas). Las células basales se dividen para formar queratinocitos,
los cuales migran transitoriamente hacia el estrato cérneo (van Smeden et al., 2014). Esta
capa también contiene células productoras de melanina llamadas melanocitos, que dan color
a la piel y protegen las capas inferiores de la exposicion dafiina al sol y células de Merkel que

son esenciales para las respuestas tactiles (Benitez, Montans, 2017; Maricich et al., 2009).

Estrato espinoso: Contiene células poliédricas irregulares que se aplanan a medida que se
acercan a la superficie, las cuales forman uniones intracelulares a través de desmosomas. En
este estrato también se pueden encontrar células dendriticas de Langerhans que se unen a los
antigenos en la piel dafiada para alertar al sistema inmunitario (Benitez, Montans, 2017;

Losquadro, 2017).

Estrato granuloso: Contiene células en forma de diamante con granulos de queratohialina y
cuerpos lamelares, estos ultimos contienen lipidos que se secretan al espacio extracelular, lo
que da como resultado una envoltura lipidica hidréfoba que mantiene unidas las células y
actia como barrera mecanica de la piel. Los granulos de queratohialina contienen proteinas
(profilagrina, queratina y loricrina). En este estrato, las células se transforman en corneocitos

que forman el estrato cérneo (Wickett , Visscher, 2006).

Estrato lucido: Es una capa delgada y transparente que suele considerarse una subdivision del
estrato granuloso y se le identifica en zonas de piel gruesa como las palmas y las plantas

(Degim, 2006; Yang G et al., 2020).

25



Estrato corneo: Constituye la capa superficial de la piel, formado por corneocitos apilados
que proporcionan una barrera fisica. Los corneocitos son células escamosas anucleadas
planas empaquetadas principalmente con filamentos de queratina. Estas células estan
conectadas por corneodesmosomas y embebidos en una matriz lipidica (compuesta de
ceramidas, colesterol y acidos grasos libres) que proporciona la barrera de permeabilidad

(Degim IT, 2006).

La matriz lipidica intercelular es generada por los queratinocitos en la parte media a superior
del estrato granuloso, descargando su contenido laminar en el espacio intercelular. Este
material extruido se reorganiza en las capas iniciales del estrato corneo formando laminas
lipidicas intercelulares anchas (Mathur et al., 2010). Esta disposicion escalonada de
corneocitos en un lipido continuo se describe como modelo de “ladrillo y mortero”, donde
las células representan los ladrillos y los lipidos a su alrededor el mortero (Figura 3). Los
desmosomas estan programados a pasar por un proceso de degradacion gradual a fin de

permitir la descamacion ordenada de los corneocitos desgastados mas externos (Menon ef al.,

2012).

Estrato
cérneo

Estrato = S >
lucido O
Estrato &
granuloso — =

Estrato
espinoso

QO'..

- |

germinativo

Figura 3. Estructura esquematica de la epidermis y representacion del modelo de "ladrillo y mortero" (Yang G et al., 2020).
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2.3.1.2 Dermis

La dermis con un grosor de 0.5 a 5 mm (dependiendo del sitio del cuerpo) se encuentra
directamente adyacente a la epidermis y proporciona soporte mecénico a la piel. La conexion entre
la dermis y la epidermis se da a través de la membrana basal en la uniéon dermoepidérmica (Bouwstraa
et al., 2003). Se subdivide en dos capas principales: dermis papilar, la cual es rica en vasos
sanguineos y terminaciones nerviosas sensoriales y dermis reticular que constituye la parte principal
de la dermis y esta en contacto con la hipodermis.

La dermis presenta componentes intersticiales (fibras de colageno, tejido eldstico y sustancia
fundamental) y celulares (fibroblastos, mastocitos, células plasmaticas, linfocitos, células dendriticas
dérmicas e histiocitos). El fibroblasto es el tipo celular predominante en la dermis, cuya funcion es
la sintesis de coldgeno y elastina (Lai-Cheong ef al., 2013). A diferencia de la epidermis que
representa una estructura avascular, la dermis estd impregnada de vasos sanguineos y linféticos. Los
nervios, glandulas sudoriparas y sebaceas, asi como los foliculos pilosos estan incrustados en la

dermis (Mathes et al., 2014).

2.3.1.3 Hipodermis

La hipodermis es la capa mas interna de la piel y se compone principalmente de adipocitos que
almacenan energia y proporciona aislamiento térmico. A parte de fibroblastos y macrofagos, la
hipodermis también contiene vasos sanguineos que se dirigen a la dermis conectando ésta a la
circulacion de la sangre. Esta capa actlia mecanicamente como un amortiguador y estd unida a la
dermis por colageno y por bandas fibrosas que también se conectan a la fascia profunda de una

manera muy flexible (Benitez, Montans, 2017).

2.3.2 Herida

Se denomina herida a una solucion de continuidad en la piel y tejidos producida por acto
quirurgico o traumatismo, entendiendo como tal a toda accion violenta ejercida sobre el organismo,
capaz de producir una lesion tisular (Figueroa et al., 1995).

En toda herida suele haber:

e [Espacio muerto que contiene sangre, linfa y restos de tejido que pueden existir también
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cuando la herida es abierta, cuerpos extrafios procedentes del exterior, como tierra, trozos de

ropa o del agente casual o bacterias del medio ambiente (Desmarchelier, 2005).

e Una zona de astriccion marginal, que constituyen los bordes de la herida, contundidos e

hipovitalizados.
e Interrupcion de los vasos sanguineos y linfaticos y de los nervios.
e Déficit funcional del territorio traumatizado.
e Dolor.
2.3.2.1 Clasificacion de las heridas

2.3.2.1.1 Heridas abiertas

En este tipo de heridas se observa la separacion de los tejidos blandos, son los mas

susceptibles a la contaminacion (Dominguez, 1989).

2.3.2.1.2 Heridas cerradas

Las heridas cerradas son aquellas en las que no se observa la separacion de los tejidos,
generalmente son producidas por golpes. En estos casos, la hemorragia se acumula debajo la piel
(hematoma), en cavidades o en visceras. Deben tratarse rapidamente porque pueden comprometer la

funcién de un 6rgano o la circulacion sanguinea (Dominguez, 1989).

2.3.2.1.3 Heridas simples

Las heridas simples son heridas que afectan la piel, sin ocasionar dafio en érganos importantes

(Dominguez, 1989).
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2.3.2.1.4 Heridas complicadas

Las heridas complicadas son heridas extensas y profundas, con hemorragia abundante;
generalmente hay lesiones en musculos, tendones, nervios, vasos sanguineos, 6rganos internos y

puede o no presentarse perforacion visceral (Farmacodinamica y fitofarmacia, 2012).

2.3.3 Cicatrizacion

La cicatrizacion es un proceso natural que posee el cuerpo para regenerar los tejidos de la
dermis y epidermis que han sufrido una herida. Cuando una persona posee una herida en el proceso
de recuperacion se llevan a cabo una serie de complejos fendémenos bioquimicos que se suceden para
reparar el dafio (Farmacodindmica y fitofarmacia, 2012).

Estos fendmenos ocurren con cierto solapamiento temporal y pueden ser divididos para su
estudio en las siguientes fases: inflamatoria, proliferativa y de remodelacion (algunos autores
consideran que la cicatrizacidn ocurre en cuatro o mas etapas, si se subdividen las fases inflamatorias

o de proliferacion en pasos intermedios) (Dominguez et al., 2002).

2.3.3.1 Etapas de la cicatrizacion

1) Fase temprana

La fase temprana de cicatrizacion tiene dos etapas: la hemostasis y la inflamacion.

2) Fase intermedia
La fase intermedia de cicatrizacion consta de dos etapas: la proliferacion con la migracion y

la epitelizacion con angiogénesis.

3) Fase pardia
La fase pardia de cicatrizacion tiene dos etapas: la de sintesis de colageno y de la matriz y

la contraccion.

4) Fase final

Por tltimo, se encuentra la fase final de la cicatrizacion que consiste en la remodelacion.
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2.3.3.2  Componentes principales de la cicatrizacion

La cicatrizacion incluye dos principales componentes: la regeneracion y la reparacion. La
regeneracion es el reemplazo de las células perdidas y tejidos con células del mismo tipo. La
reparacion es la cicatrizacion como resultados de las células perdidas siendo reemplazadas por tejido
conectivo. La reparacion es el tipo mas frecuente de cicatrizacion y generalmente resulta en la

formacion de una cicatriz (Figueroa ef al., 1995).

2.3.3.2.1 Regeneracion

La regeneracion es la capacidad de las células para regenerarse y depende del tipo celular.
Las células labiles como células de piel, 6rganos, linfoides, médula 6sea y membranas mucosas del
tracto digestivo, urinario y reproductor se dividen constantemente, y la lesion a estos dérganos tiene
una rapida regeneracion. Las células estables retienen su capacidad para regenerarse, pero lo hacen
solamente si el 6rgano esta lesionado. los ejemplos de células estables son el higado, el pancreas, los
rifiones y las células 6seas. Las células permanentes no se regeneran, ejemplo de estas son: neuronas
y las células musculares cardiacas. La cicatrizaciébn ocurre por reparacion con un tejido de

cicatrizacion (Figueroa et al., 1995).

2.3.3.2.2 Reparacion

La cicatriz o reparacion es la masa de tejido conjuntivo esencialmente fibroso revestido por
la epidermis neoformada que ocupa una antigua solucion de continuidad producida por el
traumatismo (Desmarchelier, 2005).

La reparacion cutanea se puede categorizar en tres formas:
1) Primaria: cuando su cierre es primario.
2) Secundaria: cuando su cierre es por segunda intencion.

3) Terciaria: cuando su cierre primario es tardio.
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2.3.3.2.2.1 Cicatrizacién por primera intencion

La cicatrizacion por primera intencion, llamada también unidn primaria, ocurre cuando el
tejido es incidido (un corte aséptico) y es suturado con precision y limpieza. La reparacion ocurre sin
complicaciones y requiere de la formacién de solo una pequena cantidad de tejido nuevo. en este tipo
de cicatrizacion el cierre se concreta por aproximacion de cada uno de los planos sinedo esta una
situacion ideal (Corral, 1997; Sanchez, 1985).

El transporte activo y los procesos de transporte facilitados estan ausentes del estrato corneo,
debido a que los corneocitos son anucleados y queratinizados y no pueden producir las estructuras
proteicas especializadas necesarias para el transporte activo o facilitado. Por consiguiente, se asume
comunmente que el mecanismo de transporte del fAirmaco a través del estrato corneo es por difusion
pasiva mediante tres posibles vias de penetracion: intracelular, intercelular y folicular (Figura 4)

(Liuzzi,et al., 2016; Karadzovska et al., 2013).

CICATRIZACTION
FRIMARTA

CICATRTZACION
SECUNDARIA

CICATRZACION
TERCIARIA

-

Figura 4. Cicatrizacion de la herida (Sanchez, 1985).
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2.3.3.2.2.2 Cicatrizacion por segunda intencion

Cuando la herida deja de sanar por unidn primaria ocurre un proceso mas complicado y
prolongado y que es la cicatrizacién por segunda intencién causado por lo general por infeccion,
trauma excesivo con pérdida de tejido o aproximacion imprecisa de los tejidos (espacio muerto

cerrado, Figura 5) (Sanchez, 1985).

Figura 5. Espacio muerto cerrado en una herida (Sanchez, 1985).

En este caso, la herida puede ser dejada abierta y permitir la cicatrizacion desde los planos
mas inferiores hacia la superficie.

El tejido de granulacion contiene miofibroblastos que cierran la herida por contraccion, el
proceso de cicatrizacion es lento y el cirujano puede requerir tratar el exceso de granulacion que se
destaca en los margenes de la herida, retardando la epitelizacion, la mayor parte de las heridas y

quemaduras infectadas cicatrizan en esta forma (Dominguez et al., 2002; Sanchez, 1985).

2.3.4 Suministro de fArmacos a través de la piel: ventajas y desventajas

La piel es reconocida como una ruta atractiva para la administraciéon de medicamentos, los
mismos que pueden ser suministrados mediante la aplicacion topica, administracion transdérmica e
inyeccion a través de la piel en los tejidos subyacentes, incluida la dermis, tejido subcutaneo,
musculo, vasos sanguineos y sitios especificos como el canal espinal. La aplicacion tdpica permite
la focalizacion local de medicamentos con efectos sistémicos minimos y se utiliza principalmente
para la administracion de farmacos antiinflamatorios, antihistaminicos, antibidticos y analgésicos

(Liu X et al., 2014).
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La administracion transdérmica de farmacos constituye una alternativa para minimizar y evitar
las limitaciones relacionadas con la administracion oral y parenteral de medicamentos y puede ser
considerada en el tratamiento de diferentes tipos de enfermedades, no solo las de la piel (Sala et al.,
2018). El suministro de fArmacos por via transdérmica presenta notables ventajas y también ciertas
desventajas que se resumen en la Tabla 1. En este sentido, se requiere que el fArmaco presente un
Log P (octanol/ agua) entre 1 y 3 para que atraviese con €xito el estrato corneo y sus capas acuosas
subyacentes (Brown et al., 2006). Con respecto al coeficiente de difusion, este es inversamente
proporcional al tamafio molecular del farmaco, de manera que, un peso molecular inferior a 500 Da

se considera ideal para garantizar facilidad de difusion a través del estrato corneo (Foldvari, 2000).

Tabla 1. Ventajas y desventajas de la administracion transdérmica de farmacos (Sala et al., 2018).

Ventajas Desventajas

Conveniencia de acceso y facilidad de Requiere de un peso molecular inferior a 500

aplicacion por ser no invasiva e indolora. Da para garantizar la facilidad de difusion a

través del estrato corneo.

Posibilidad de evitar el metabolismo de primer
paso en el tracto gastrointestinal y el higado.
Liberacion sostenida y prolongada durante un

periodo prolongado de tiempo.

Duracion de accion mas larga para los
medicamentos con una vida media de

eliminacion corta.

Reduccion de efectos secundarios.
Ruta alternativa en circunstancias donde la
dosificacion oral no es posible (pacientes

geriatricos, inconscientes o0 con nauseas).

Suficiente solubilidad acuosa y lipidica (Log P
entre 1y 3).

Metabolismo pre sistémico por parte de
enzimas en la piel, como las peptidasas y las
esterasas.

Irritacion y sensibilizacion de la piel, que
puede ser provocado por la exposicion a ciertos
farmacos, excipientes o componentes del

dispositivo de administracion.

2.3.5 Mecanismos para la percepcion de farmacos a través de la piel

Las formulaciones tdpicas y transdérmica se usan comunmente para transportar medicamentos a

la piel y al tejido subyacente, o a través de la piel para una accion sistémica. El principal reto para
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lograr este objetivo consiste en superar la barrera que proporciona la capa mas externa de la piel, el
estrato corneo (Zsiko et al., 2019). Esta capa actiia como defensa fisica de primera linea para prevenir
la entrada de agentes quimicos y bioldgicos indeseables (Soni ef al., 2009). Por lo tanto, el estrato
corneo constituyo el paso limitante en el suministro de farmacos aplicados en la piel, en donde
procesos como la diferenciacion y migracion de corneocitos y la descamacion contrarrestan aun mas
el paso del farmaco (Sala ef al., 2018).

Durante la absorcion transdérmica se pueden distinguir tres pasos: penetracion que consiste en el
ingreso de las moléculas en el estrato exterior de la piel, tipicamente el estrato corneo; permeacion,
proceso en el cual, las moléculas pasan de una capa a otra y de un estrato al siguiente, llegando
finalmente a la dermis; y absorcion que se refiere al paso de las moléculas al sistema vascular (Liuzzi
etal.,2016).

La liberacion del farmaco, la penetracion a través del estrato corneo, asi como a través de las
capas viables de la piel estdn determinados por las interacciones entre el firmaco, la piel y el
vehiculo. La liberacion del farmaco a partir del vehiculo aplicado a la piel y su transporte a la
circulacion sistémica es un proceso de varios pasos que incluye:

o Liberacion de farmaco del vehiculo.

o Particidn del farmaco desde la formulacion hacia el estrato cérneo.

o Difusion del farmaco dentro del estrato cérneo.

o Particion del fArmaco desde el estrato corneo hacia el interior de las capas.

o viables de la epidermis.

o Difusion a través de las capas viables de la epidermis hacia la dermis.

o Absorcion de farmacos por los vasos sanguineos, a través de los cuales alcanzan la

circulacion sistémica (Zsiko et al., 2019).

2.3.5.1 Viade percepcion de farmacos

La difusion del fArmaco se da a través de lo corneocitos, siendo la via de preferencia para las
moléculas hidrofilicas. Sin embargo, se considera la via mas compleja, ya que, durante el paso de la
molécula de una célula a la subyacente, éstas tienen que cruzar los lipidos intercelulares,

consecuentemente, la penetracion debe ser por una via parcialmente intercelular (Bolzinger et al.,

2012).
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El transporte del farmaco ocurre a través de la matriz lipidica, entre las células y es usada
principalmente por moléculas hidrofobicas (Liuzzi et al., 2016). Los lipidos de esta matriz
extracelular proporcionan la Unica fase continua (y via de difusién) desde la superficie de la piel
hasta la base del estrato cdrneo; su composicion (ceramidas, acidos grasos libres y colesterol) es
unica entre las biomembranas y es particularmente notable la ausencia de fosfolipidos, sin embargo,
a pesar de este déficit de lipidos formadores de bicapas, los lipidos del estrato corneo se reorganizan
en hojas multilaminares (Naik et al., 2000). Si bien los lipidos intercelulares estan altamente
estructurados y constituyen una barrera de permeabilidad significativa, la evidencia experimental
sugiere que, a pesar de su alta tortuosidad, la via intercelular parece ser la ruta predominante para la
penetracion de moléculas y su paso hacia los estratos mas profundos (Hadgraft, 2004).

Se refiere al paso de las moléculas a través de las glandulas sudoriparas, foliculos pilosos y
glandulas sebaceas (Neupane et al., 2020). Inicialmente, los apéndices de la piel no se consideraban
rutas de penetracion transdérmica significativas, ya que la evidencia sugeria que representaban solo
aproximadamente el 0.1% de la superficie de la piel. Sin embargo, estos célculos no tuvieron en
cuenta que los foliculos pilosos representan invaginaciones, que se extienden profundamente en la
dermis con un aumento significativo en el area de superficie real disponible para la penetracion. Con
una rica vascularizacion perifolicular y cambios en el patron de diferenciacion a lo largo del conducto

folicular, el foliculo posee caracteristicas distintas que favorecen la penetracion (Knorr et al., 2009).

Via mterceloiar Via trassccinlas

Figura 6. Vias para la permeacion de farmacos en la piel (Knorr ef al., 2009).
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2.3.6 Factores que influyen en la percepcion de los fArmacos

Hay muchos factores que afectan la penetracion a través de la piel, incluidas las caracteristicas
fisicoquimicas del farmaco, factores biologicos y parametros fisioldogicos de la piel, asi como
también, las propiedades del vehiculo. Entre las propiedades fisicoquimicas importantes del farmaco
destacan: solubilidad, coeficiente de particiéon y coeficiente de difusion (Hadgraft, 2004). El
coeficiente de permeabilidad es una constante proporcional al coeficiente de particion y difusion del
farmaco. Esencialmente, la barrera del estrato corneo es lipofilica y, en consecuencia, las moléculas
lipofilicas son mejor aceptadas. Sin embargo, las propiedades hidrofilicas de la piel aumentan a
medida que aumenta la profundidad desde la superficie, de modo que la epidermis viable asi como
la dermis son significativamente hidréfilas, lo que favorece la absorcion de sustancias hidrofilas, de
tal forma que, idealmente un medicamento debe poseer solubilidades tanto lipidicas como acuosas,
ya que, si es demasiado hidrofilo, la molécula no podra transferirse al estrato corneo mientras que,
si es demasiado lipofilico, el medicamento tendera a permanecer en las capas del estrato corneo
(Karadzovska et al., 2013; Hadgraft, 2004).

Algunos de los factores biologicos y pardmetros fisioldgicos que afectan la penetracion del
farmaco a través de la piel, incluyen; la edad, nivel de hidratacion de la piel, aporte sanguineo, zona
de aplicacion, integridad de la piel, temperatura y pH de la piel. Si aumenta la hidratacion, se puede
mejorar la permeabilidad (Sala et al., 2018; Zsiko6 et al., 2019).

En nifios, la permeacion a través de la piel es mayor debido a que presentan una piel mas hidratada
y un estrato corneo mas fino que las personas mayores. Los cambios en la circulacion periférica
pueden afectar la absorcion transdérmica, de manera que, un aumento en el flujo sanguineo podria
causar una absorcion mas rapida del farmaco, creando a su vez un gradiente de concentracion mas
alto, el mismo que promueve la permeacion del farmaco (Sharma ef al., 2011; Hadgraft et al., 2005).
Tanto el grosor de la piel como su grado de vascularizacion, naturaleza del estrato corneo y densidad
de los apéndices varian de un sitio a otro, por lo tanto, el lugar de la aplicacion influird en el grado
de permeacion del farmaco.

La piel actiia como una barrera que impide el paso de sustancias externas hacia el interior del
organismo, de modo que, cualquier lesion o patologia que altere la integridad de la barrera de la piel
aumentard la permeabilidad a sustancias externas (Sharma et al., 2011). La temperatura de la piel

representa también un pardmetro importante en la absorcidon transdérmica, ya que su incremento
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implica un aumento del flujo sanguineo, y con ello, puede incrementar la velocidad de difusion y
permeacion de los farmacos (Marwabh et al., 2016).

Finalmente, el pH de la piel puede influir en el grado de disociacion del farmaco, dependiendo
de sus valores de pKa. En este sentido, un fArmaco en su forma ionizada puede ser més soluble, pero
con un coeficiente de permeabilidad més bajo, en consecuencia, las sustancias en su estado no
ionizado pueden permear la piel mas facilmente (Hadgraft, 2004).

Las propiedades fisicoquimicas del sistema de administracion o vehiculo, tales como,
composicion, concentracion del fArmaco y caracteristicas fisicoquimica, influyen significativamente
en la tasa de permeacion transdérmica. El mecanismo de liberacion depende del fArmaco disuelto o
suspendido en el vehiculo, del coeficiente de particion interfacial, de la naturaleza de la formulacion
y del pH. Si el farmaco se libera facilmente del sistema de administracion, la tasa de permeacion
transdérmica serd mayor (Marwah et al., 2016). El vehiculo puede mejorar la permeabilidad de la
piel al proporcionar un efecto de hidratacion o mediante alteracion de la estructura de la bicapa
lipidica. Los componentes afadidos a una formulacion tienen un proposito especifico en relacion con
la liberacion, estabilidad y/o actividad del principio activo. Algunos componentes de uso comun
incluyen los tensioactivos que solubilizan lipidos dentro del estrato corneo, y potenciadores de
penetracion capaces de aumentar el coeficiente de difusion de fAirmacos al interrumpir la barrera del
estrato corneo. Los potenciadores de penetracion también pueden mejorar la particion entre la
formulacion y el estrato corneo (Karadzovska et al., 2013). Finalmente, ya que la penetracion y
permeacion del farmaco ocurre a través de mecanismos de difusion pasiva, la permeacion depende
del gradiente de concentracion entre el vehiculo y las capas de la piel (Sharma ef al., 2011; Marwah

etal.,2016).

2.3.7 Enfermedades inflamatorias de la piel

Las enfermedades de la piel ocupan el tercer lugar dentro de las 10 causas de morbilidad y
las practicas de la medicina tradicional son las opciones mas frecuentes. La medicina tradicional
desarrolladas en todo el mundo han contribuido en una forma exponencial en la salud humana, sobre
todo como un proveedor de atencion primaria de salud al nivel de uno, lo que esta al alcance de uno,
es por eso por lo que la OMS lo considera como el ‘pilar principal de la prestacion de servicios de la

salud, o su complemento’ (OMS, 2013).
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La inflamacién es la respuesta del sistema inmunoldgico a invasores extrafios, tales como
virus y bacterias. Como respuesta a la infeccion o lesion, diversas clases de globulos blancos se
transportan por el torrente sanguineo hasta el lugar de la infeccion y reclutan mas globulos blancos.
La inflamacion suele ceder cuando la amenaza de la infeccion o lesion desaparece. La finalidad de
la inflamacion es localizar y eliminar el tejido dafiado para que el cuerpo pueda empezar a
recuperarse (Gonzalez et al., 2019).

La inflamacién es una respuesta de los organismos a diferentes agresiones endogenas o
exogenas. Tanto la respuesta inmune innata como la adquirida intervienen en este proceso que tiene
numerosos efectos locales y sistémicos. Segun el tiempo de evolucion puede ser agua o cronica,
aunque a veces los patrones convencionales no pueden detectar un suceso previo (Arts ef al., 2018).

En ella participan células, citoquinas, receptores y componentes de la matriz extracelular y
de los sistemas del complemento, quininas y coagulacion. El proceso de inflamacién, como
mecanismo de defensa inmune, es normal y benéfico para el organismo. No obstante, si se inicia sin
una causa clara o se prolonga de forma innecesaria, produce dafo tisular e incluso la muerte (Rojas
et al., 2002). El sistema inmunitario cutaneo esta altamente organizado y regulado, y abarca aspectos
tanto de la inmunidad innata como adaptativa. La piel contiene un perfil variado de células inmunes
innatas y mediadores, incluidos péptidos antimicrobianos, proteinas del sistema del complemento y
fagocitos, como neutrdfilos y macréfagos, que realizan una vigilancia rutinaria del tejido cutaneo en
los vasos sanguineos penetrantes (Kendall et al., 2013; Kotnik, 2011). Ademas, la piel es la anfitriona
de los componentes del sistema inmunitario adaptativo, y es la disfuncion de éstos lo que se destaca

en los trastornos inflamatorios de la piel (Kendall ez al., 2013).

Tabla 2. Funciones de las citoquinas proinflamatorias (Rojas et al., 2002).

TNF Induce la sintesis de NO, factor activador de
plaquetas y leucotrienos.
Produce fiebre.
Induce en el higado la produccion de proteinas
de la fase aguda de la inflamacion.

IL-1B | Estimula en los M¢s y en los LsT la
produccion de citoquinas.
Induce la expresion de moléculas de
adherencia en el endotelio vascular y la
generacion de quimioquinas.

IL-6 Estimula la produccion de citoquinas por parte
de diferentes células.
Induce en el higado la produccion de proteinas
de la fase aguda de la inflamacion.
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IL-8 Atrae PMN hacia el endotelio vascular y
orienta su paso a los tejidos, hacia el sitio de la
agresion.

IL-10 Citocina antiinflamatoria capaz de inhibir la
sintesis de citocinas proinflamatorias por los
linfocitos T y los macrofagos, asi como otras
funciones inflamatorias de estas células.

IL-17 Incrementa la inflamacién y son producidos
por los LTh17 bajo el influjo de la IL-23.

IL-18 | Induce la produccion de IFN-y por las NK y
LsT.

La inflamacion se caracteriza por cinco signos clinicos: rubor, color, dolor, tumor e
impotencia funcional. Estas manifestaciones cardinales son causadas por la acumulacién de
leucocitos, proteinas plasmaticas y derivados de la sangre hacia sitios de los tejidos extravasculares

donde existe una infeccion o lesion, provocada o no por agentes patdogenos (Balusu ef al., 2016).

2.4 Farmacos sintéticos

En el descubrimiento de farmacos naturales, los compuestos vienen de fuentes naturales mientras
que, en el descubrimiento de firmacos sintéticos, los compuestos tipicamente son generados en
laboratorios mediante quimica combinacional, una técnica por la cual millones de moléculas son
creadas de partes mas pequefias. El mayor desarrollo de los fairmacos sintéticos se ha logrado en los
ultimos 50 afios, sin embargo, durante los tltimos 2 mil o 3 mil afios los médicos trataron a sus
pacientes tnicamente con los productos que la naturaleza ofrece (Moreno-Ortiz et al., 2013).

Una droga sintética, de sintesis o disefio es aquel farmaco de la sintesis artificial (o
comercializado, si ya existia) de forma clandestina a fin de evitar las disposiciones existentes de las
leyes sobre drogas, generalmente mediante cuando se recogen de derivados o analogos de farmacos
existentes modificando su estructura quimica; menos comtinmente se refiere a la blisqueda de drogas
con estructuras quimicas diferentes que producen efectos subjetivos similares a las drogas ilicitas,
con efectos similares 0 mas potentes, que generalmente se venden en el mercado gris, debido a la
desregularizacién existente en cuanto a este tipo de sustancias. Existen diferentes tipos de
medicamentos sintéticos como los opioides, sedantes, esteroides anabdlicos, droga disociativa,

derivados de la piperazina, entactdgeno (Moreno-Ortiz et al., 2013).
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2.4.1 Efectos secundarios de los farmacos

Los farmacos empleados habitualmente contra la inflamacion y el dolor son analgésicos y los
antiinflamatorios que, aunque poseen una alta eficacia, provocan graves efectos secundarios,
fundamentalmente de caracter gastrointestinal. Esto puede ser por una interaccion de medicamentos
donde hay un cambio en la forma en que un medicamento actua en el cuerpo cuando se toma con
otras medicinas, alimentos o suplementos; o cuando se toma mientras tiene ciertas afecciones
médicas (Latour, 2019). Por ejemplo, entre

e Dos medicamentos, como aspirina y anticoagulantes.
e Medicamentos y alimentos, como estatinas y ponelo.
e Medicamentos y suplementos, como ginkgo y anticoagulantes.

e Medicamentos y afecciones médicas, como aspirina y ulceras pépticas.

Las interacciones podrian hacer que un medicamento sea mas o menos efectivo, causar
efectos secundarios o cambiar la forma en que funcionan uno o ambos medicamentos. Los efectos
secundarios son efectos no deseados, generalmente desagradables, causados por medicamentos. La
mayoria son leves, como dolor de estdbmago, boca seca o somnolencia, y desaparecen al dejar de
tomar el medicamento. Otros pueden ser mdas graves. En ocasiones, un medicamento puede

interactuar con una enfermedad que tiene y puede causar un efecto secundario (Latour, 2019).

2.4.2 Farmacos basados en medicina tradicional

Entre los farmacos de origen natural més conocidos por su gran utilidad clinica estan la
morfina y la codeina, algunos derivados cuentan con un estrecho indice terapéutico (Gonzalez et al.,
2019). Por otro lado, en la medicina popular y complementaria se ha usado la ufia de gato por los
principales compuestos bioactivos que ayuda a combatir abscesos, heridas profundas, tumores,
inflamacion general, esto como para decir un ejemplo del uso de las plantas medicinales como
tratamiento.

El uso de plantas medicinales en el tratamiento de diversas reacciones inflamatorias siempre
ha sido una practica habitual en la medicina tradicional. Ademads, actualmente, estas sustancias

antiinflamatorias de origen vegetal presentan un interés renovado ya que, ademas de haber sido
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demostrada su eficacia, ofrecen en algunos casos, ventajas con relacion a los antiinflamatorios
clasicos, como es la baja incidencia de efectos secundarios (Garcia, 2008).

Un ejemplo entre las drogas con principios activos que son capaces de dar acido salicilico en
el organismo, donde se destaca la corteza de sauce (Salicilis cortex), obtenida de diversas especies
del género Salix (salicdceas), principalmente S. alba, S. purpurea, S. daphnoides y S. fragilis, entre
otras. Este claro ejemplo se usa en forma de droga pulverizada, infusion, decoccion, extracto fluido
0 seco, o de tintura (Luengo, 2021). Otro claro ejemplo con propiedades antiinflamatorias es el de la
sabila (4loe vera), asi como sus propiedades cicatrizantes (Minsap, 1992) ya que en su composicion
presenta taninos y otras sustancias antioxidantes.

Las hojas de Eucalipto (Eucalyptus globulus Labill) presentan en su composicion aceites
esenciales cuyo principal constituyente es el cineol o eucaliptol (éter 6xido terpénico) contiene
también: terpenol, carburos terpénicos, alcoholes alifaticos, taninos, pigmentos flavonicos, etc; y se
ha demostrado que los extractos acuosos de esta planta presentan propiedades antiinflamatorias
(Bacallao et al., 2002).

Se ha reportado en los extractos de tomillo (7hymus vulgaris), la presencia de flavonoides y
los componentes fenolicos que le confieren su accion antiinflamatoria, entre otras (Bacallao ef al.,

2002).

2.4.3 Formulaciones con plantas

Existen reportes que la mayoria de las personas que asisten a consulta médica, ya han utilizado
o empleado diversas formas de terapias alternativas, siendo los remedios herbaceos los mas utilizados
(Echegaray et al., 2011).

Es importante diferenciar entre un medicamente herbolario o un remedio herbolario, ya que la
mayoria de las veces podria llegar a perjudicar al paciente si se desconocen sus efectos secundarios.
Es por eso por lo que, la Ley General de Salud y el Reglamento de Insumos para la Salud diferencian
estos conceptos, donde en la primera se tiene evidencias cientificas para su uso, mientras que con el

remedio herbolario su uso sélo se apoya en conocimiento tradicional (Hernandez, 2016).
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2.4.4 Sistemas de liberacion de farmacos

El sistema de liberacion de farmacos tiene como objetivo el suministrar una cantidad terapéutica
de medicamento al sitio apropiado del organismo. Para ello, se tiene en cuenta dos aspectos
importantes en la liberacién de drogas: la ubicacion espacial y la liberacion temporal de una droga
con la que se alcance rapidamente la concentracion de droga deseada y luego sea mantenida (Pefia
etal., 2016).

Seglin la via de administracion de los sistemas de liberacion de farmacos se pueden dividir en 5

categorias: (Seyfoddin et al., 2019; Talebian, 2019; Hoffman, 2008).
(1) administracion oral: comprimidos, capsulas, jarabes, suspensiones;
(i)  administracion rectal y vaginal: supositorios, enemas, 6vulos;

(ii1))  administracion topica: Pomadas, geles, lociones, parches, colirios, gotas nasales, gotas

Opticas;

(iv)  administracion parenteral: inyectables para administracion subcutanea, intramuscular o

intravenosa;

(V) administracion inhalatoria: Aerosoles, nebulizadores, entre otros.

El desarrollo de los sistemas de liberacion de farmacos busca concentrar la medicacion en los
tejidos de interés y reducirla concentracion relativa en los tejidos restantes. La administracion de
estos sistemas se basa en el acceso y la introduccién especifica del firmaco con su receptor candidato,
minimizando al mismo tiempo su introduccion con tejido no objetivo. Por lo tanto, estos sistemas
reducen significativamente la toxicidad general al tiempo que mantiene sus beneficios terapéuticos

(Seyfoddin et al., 2019; Talebian, 2019; Hoffman, 2008).

2.5 Alginato: caracteristicas y usos

El alginato es un polisacarido anidonico que puede ser obtenido de las algas marinas pardas y
también de algunas especies bacterianas. Los alginatos son sustancias correspondientes a polimeros

organicos derivados del acido alginico. Este biomaterial tiene una alta biocompatibilidad con los
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tejidos organicos, es biodegradable y practicamente inocuo para los modelos en los cuales ha sido
probado (Paredes-Juarez, 2013). Los alginatos son los compuestos mas abundantes presentes en las
algas marinas, comprenden hasta 40% de su peso seco. Son los componentes estructurales de la pared
celular de las algas, cuya funcion principal es dar rigidez, elasticidad, flexibilidad y capacidad de
enlazar agua (Hernandez et al., 2005).

Los alginatos son extraidos principalmente de tres especies de algas marrones. Estas incluyen las
especies Laminaria hyperborea, Ascophyllum nodosum'y Macrocystis pyrifera. En su estado natural,
los alginatos se presentan como una mezcla de sales de los cationes que cominmente se localizan en
el agua de mar (Yabur et al., 2007). La composicion y extension de las secuencias y el peso molecular
determinan las propiedades fisicas de los alginatos. La gelificacion interna se basa en la liberacion
del ion calcio desde un complejo insoluble en un extracto (Gombots, 1998).

La aplicacion de los alginatos se basa en cuatro propiedades principales. La primera concierne a
su habilidad como espesante al ser disuelto en agua, generando un aumento a la viscosidad de la
solucion en la que se disuelve. La segunda a su capacidad de retener agua. La tercera se debe a su
habilidad de formar un gel a partir de una serie de reacciones quimicas de intercambio i6nico que
dan a lugar a la formacioén de enlaces entre las cadenas adyacentes del polimero del alginato.
Particularmente se realiza un intercambio de iones de sodio por cationes divalentes o trivalentes y la
cuarta propiedades es que se basa en la propiedad de formar peliculas (Funami ez al., 2009).

Una caracteristica interesante de los alginatos es su capacidad de retencion de agua o adsorbente.
Es decir, pueden formar reticulos poliméricos tridimensionales que poseen grupos hidroéfilos capaces
de absorber grandes volumenes de agua o fluidos bioldgicos, desde diez hasta de miles de veces de
su propio peso, y son capaces de retenerlos bajo presion (Herndndez et al., 2005).

En diferencia de la mayoria de los polisacaridos, el alginato forma geles practicamente
independientes de la temperatura, aspecto que lo hace atractivo en su elaboracion (Draget et al.,
2002). Su estructura consta de residuos de acido D-manuroénico (M) y acido L-guluroénico (G) que
estan unidos por enlaces 1-4 beta y dispuestos en la cadena polimérica en bloques. Los bloques
homogéneos estdn compuestos por bloques consecutivos (MMM o GGG) y separados por bloques
formados por unidades al azar o alternadas de acidos manurénico y guluronico (GMGMGM) (Figura
5) (Draget, 2009).

Las ventajas mencionadas del alginato y las recientes tendencias tecnoldgicas, se han

fusionado en la técnica de encapsulacion, resultando en un producto que permite proteger los
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compuestos de factores adversos como el calor y la humedad, mejorando asi su estabilidad y

biodisponibilidad (Nieves et al., 2010).
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Figura 7. Estructura del polimero de alginato a) Mondmeros del alginato, b) Conformacion de la cadena de alginato (Lopez, 2012).

Las céapsulas de alginato han sido empleadas por su facil preparacion a escala laboratorio, el
proceso es muy sencillo y puede ser conducido en condiciones estériles. Ademdas, muchos
compuestos pueden ser encapsulados, ya sean hidrofobicos o hidrofilicos, sensibles a la temperatura,
liquidos o soélidos, etc. Algunos de los compuestos activos encapsulados con alginato son extractos
de antioxidantes naturales, células microbianas, farmacos, entre otros. El peso molecular de los
alginatos comercializados se encuentra entre 32000 y 400000 g/mol (Lee & Mooney, 2012) y este
peso varia mucho de acuerdo con el tipo de alga de donde se ha obtenido, la viscosidad de una
solucion de alginato es proporcional al peso molecular (Draget, 2009). Un alginato con alto contenido
de acido gulurénico es mas soluble en agua que el alginato que contenga alta proporcion de acido
manuronico y al solubilizarse forma una solucion coloidal viscosa, es practicamente insoluble en
soluciones hidroalcohdlicas superiores al 30%, solventes organicos y soluciones acidas de pH
inferior a 3 (Rowe, Sheskey, & Weller, 2009)

Se usa en comprimidos y capsulas como aglutinantes, también es usado en formulaciones de
liberacion sostenida por via oral y ademas, por las propiedades adhesivas de los geles que se forman
con alginato permite investigar la liberacion de farmacos desde sistemas que se adhieren a la mucosa
del tracto gastrointestinal, mucosa vaginal, nasal, pulmonar, etc. (Rowe, Sheskey, & Weller, 2009).
También se usa para la microencapsulacion de farmacos, como una alternativa a otras técnicas de
microencapsulacion que utilizan disolventes organicos, disminuyendo el riesgo a la salud (Agnihotri,

Mishra, Goda, & Arora, 2012).

44



La principal desventaja de las capsulas de alginato es que son muy porosas y se pueden
producir pérdidas del material activo durante su preparacion, manipulacion o posterior incorporacion

en una preparacion (Lopez, 2012). Cabe mencionar, que nosotros podemos controlar la porosidad.

2.5.1 Modelos de ajuste de cinética de liberacion

Para que un fAirmaco pueda ser absorbido es necesario que se encuentre en solucion y para esto
dependerd de la forma cristalina, solubilidad cantidad y tamafio de particula del farmaco, del medio
donde se libera, de la forma farmacéutica, componentes y el método de elaboracion (Viserras, 2008)
por lo que la cinética de liberacidon de principios activos resulta un fenomeno dificil de modelizar,
pero en general se mide la cantidad de principio activo que se libera desde la matriz en funcion del
tiempo (Fernandez, Santos, & Estévez, 2009).

Los modelos cinéticos que describen liberacion del farmaco desde las diferentes unidades de
dosificacion se dividen generalmente en 2 grupos, modelos reales o mecanicistas, y modelos
empiricos, también se describen modelos nuevos matematicos atn en estudio (Costa & Lobo, 2001).

Los modelos reales o mecanicistas estan basados en el modelo de la capa de difusion de Noyes
y Whitney, son modelos en los que la etapa limitante para la transferencia del farmaco hacia el medio
de disolucion es la difusion de las moléculas a través de esa capa, donde rigen las leyes cinéticas y
las de difusion (2da Ley de Fick) (Viserras, 2008).

Los modelos empiricos: son modelos basados en ecuaciones matematicas sin fundamento
cinético que no caracterizan de manera adecuada las propiedades de disolucion del fArmaco, el mas
usado es el modelo de Weibull que inicialmente fue desarrollado para el estudio estadistico de

poblaciones de datos de distinto origen (Viserras, 2008).

2.6 Modelos de estudios

2.6.1 Lineas celulares

Una linea celular es un grupo de células de tipo tnico (animal o vegetal) que se han adaptado
para crecer continuamente in vifro y que se usan en investigacion. Las lineas celulares derivadas de
neoplasias humanas se han convertido en una de las principales herramientas de apoyo para realizar
evaluacion citotoxica de extractos vegetales, siendo una técnica sensible, que genera resultados

reproducibles y validos (Liberman, Patterson, Moore, 2001; Atta-ur, Muhammad, William, 2001).
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Las lineas celulares establecidas se pueden dividir en dos tipos principales: adherentes

(células en monocapa) que se fijan al material plastico de un frasco o placa y por lo tanto tiene que
desprenderse de esa superficie antes de utilizarlas y no adherentes (células en suspension) que
normalmente no se fijan a la superficie del recipiente de cultivo (Morgan & Darling, 1995).
Las células que crecen en cultivo ya sean adherentes o en suspension, suelen clasificarse en primarias,
inmortales o transformadas. Las células inmortales o transformadas presentan ambas la propiedad de
crecer en forma ilimitada en cultivo (es decir, no mueren). Las células transformadas estan integradas
por células que derivan de tumores o que han sido manipuladas de alguin modo (Morgan & Darling,
1995).

En investigacion y desarrollo de farmacos, los cientificos utilizan habitualmente lineas
celulares como modelo de tejido sano o enfermo. El uso de lineas celulares ofrece una forma facil,
econdmica y estable de obtener resultados, las células primarias humanas se aislan directamente de
los tejidos y conservan las caracteristicas morfologicas y funcionales de su tejido de origen (Pastor
etal.,2010).

El objetivo de su investigacion determina el tipo de cultivo celular que se debe utilizar.
Ademas, que son rentables, faciles de utilizar y se pueden mantener en cultivo durante periodos de
tiempo mas largos ya que son faciles de expandir (Kaur et al., 2012).

La busqueda de nuevas moléculas con potencial actividad anticancerigena a partir de
productos naturales es hoy en dia un campo vigente (Cordell, 2000; Mans, da Rocha, Schwartsmann,
2000). En este proceso, la valoracion de la citotoxicidad in vitro sigue siendo una herramienta valida
y util en las primeras etapas de seleccion de compuestos promisorios, que los grupos de investigacion
basica utilizan ampliamente alrededor del mundo (Andrighetti-Frohner, Antonio, 2003).

Para dar solidez a las valoraciones es necesario disponer de un panel de lineas celulares que
represente diversos tipos de enfermedades, y conocer su sensibilidad a agentes con accion citotoxica
demostrada (Leodn et al., 2022).

La definicion de citotoxicidad tiende a variar dependiendo de la naturaleza del estudio, si las
células mueren o simplemente tienen su metabolismo alterado, estos ensayos son empleados porque
son baratos, facilmente cuantificables y reproducibles. Muchos experimentos in vitro tienen el
proposito de determinar el potencial citotoxico de los compuestos estudiados, porque ellos van a ser
usados como farmacos, cosméticos y deben demostrar que no son tdxico o porque van a ser usados

como agentes anticanceres y la citotoxicidad es crucial para su accion (Fresney, 2000).
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La configuracion de los modelos experimentales empleados in vitro para valorar la toxicidad
de los compuestos quimicos se fundamenta en dos pilares basicos, que son el sustrato biologico y los
indicadores de toxicidad. El sustrato es el material generalmente organico, vivo o no, sobre el que se
aplica in vitro el xenobiotico. Estas alteraciones se valoran mediante indicadores de toxicidad, que
son los parametros que se determinan para cuantificar las modificaciones producidas en la estructura
o fisiologia de los componentes del sustrato de ensayo (Repetto, 1995).

Segun Fresney (2000), los ensayos de citotoxicidad se pueden clasificar en ensayos de
viabilidad y ensayos de supervivencia, los primeros se emplean para determinar la proporcion de
células que inmediatamente después de un tratamiento potencialmente traumatico, se mantienen
intactas. Mediante estos ensayos se puede evaluar la citotoxicidad de un tratamiento en términos de
concentraciones letales (LC).

La concentracion letal 50 (LCso) es la concentracion de la sustancia de tratamiento que causa
la muerte al 50% de las células presentes, evaluadas inmediatamente después del tratamiento
(Cordero, 2002).

Para Freshney (2000), algunos ensayos de citotoxicidad como los de viabilidad que se basan
en la capacidad que tienen las células para excluir sustancias a las que son impermeables, ofrecen
una interpretacion instantanea. Estas pruebas de viabilidad son para medir la tasa de supervivencia
directamente, las células que al ser expuestas al colorante no se tifien, se consideran viables y son de
particular importancia para agentes toxicos los cuales ejercen sus efectos primarios sobre la
integridad de la membrana. Estas lineas celulares pueden ser de diferentes areas pero para efectos de
este proyecto de investigacion se optaron las lineas celulares HaCaT y U937 que se explicaran a

continuacion.

2.6.1.1 HaCaT

Los queratinocitos humanos primarios cultivados se emplean con frecuencia para estudios de
respuestas inmunologicas e inflamatorias. La linea de queratinocitos humanos inmortalizados
espontaneamente y de larga vida, son capaces de diferenciarse in vitro, como un modelo adecuado
para seguir la liberacion de mediadores inflamatorios y reparadores en respuesta. a TNFa o IL-1p.
Las células llamadas HaCaT (queratinocitos inmortalizados no tumorigénicos), son un modelo ttil
para investigar intervenciones o terapias antiinflamatorias en enfermedades de la piel (Quaresma,

2017).
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2.6.1.2 U937

La linea celular U937 (linfoma histiocitico difuso), es una linea celular de leucemia mieloide
humana pro-monocitica y se aislé del linfoma histiocito de un hombre de 37 afios (Sundstrom y
Nilsson, 1976). Esta linea celular que presenta muchas caracteristicas de los monocitos y es facil de
usar. Se puede preparar un nimero practicamente ilimitado de células y son relativamente uniformes.
Esta linea celular ha sido una herramienta importante en la investigaciéon de los mecanismos
implicados en la unidon monocitos-endotelio (Liu et al., 2004). Estas células de leucemia se han
utilizado como modelo experimental para dilucidar los mecanismos de diferenciacion de monocitos

y macrofagos.

2.6.2 Fibroblastos

Los fibroblastos comprenden el tipo de célula principal del tejido conectivo, que posee una
morfologia en forma de huso cuya funcion clasica se ha creido que produce una matriz extracelular
responsable de mantener la integridad estructural del tejido. Los fibroblastos también juegan un papel
en la fase proliferativa de la curacion de las heridas, resultando en la deposicion de la matriz
extracelular (Landén ef al., 2016).

La proliferacion de estos esta controlada por citoquinas y factores de crecimiento de fibroblastos,
como la endotelina-I que actlia sinérgicamente con las IL-6 e IL-4 para estimular la produccion de
coldgeno, en tanto que el IFN-y (interferdn inmunitario o de tipo II), la leucorregulina y la relaxina
inhiben esta produccion. Sus funciones se basan en la resolucion de la inflamacion y cicatrizacion de
heridas. Tienen participacion en la produccion de IL- 6, secretando ademas IL-11 y GM-CSF.
Inducen angiogénesis y son capaces de fagocitar la heparina liberada por los Mas (Rojas et al., 2002).

Cabe mencionar que el IFN, es el interferon inmunitario, que es un tipo de citocina producida
por linfocitos T y linfocitos natural killer cuya funcién mas importante es la activacion de los
macrofagos, con aumento en la capacidad fagocitaria de estos, tanto en la respuesta inmunitaria

innatas como las respuestas celulares adaptativas (Rojas et al., 2002).

2.6.2.1 Morfologia de los fibroblastos

Los fibroblastos son muy variables en forma y tamafio dependiendo del 6rgano donde se

encuentren y de su estado de actividad. En general, son células fusiformes (Figuras 8 y 9) o
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estrelladas con prolongaciones citoplasmaticas que pueden ser relativamente cortas y anchas, o bien
largas, delgadas y muy ramificadas. En este Gltimo caso, los fibroblastos pueden estar en contacto
unos con otros por uniones tipo nexo o por contactos fisicos simples. También interactuan con el
resto de las células que hay en el tejido conectivo, como neurones, células musculares, células
endoteliales, leucocitos, y otras, mediante contactos fisicos directos, utilizando a la matriz

extracelular como intermediaria o mediante la secrecion de sustancias (Megias et al., 2019).
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Figura 9. Flbroblastos en la dermls Esta imagen pertenece a un tejido conectivo denso 1rregular donde los ﬁbroblastos se encuentren
entre paquetes de fibras de colageno (Megias et al., 2019).

Se identifican a microscopia Optica por su nucleo extremadamente ovoide y por un citoplasma
poco abundante. La presencia de un prominente nucléolo en el fibroblasto en contraste con su

ausencia en el fibrocito podria marcar las diferencias entre los dos estados metabolicos. Con el
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microscopio electronico de transmision (Figuras 10 y 11) los fibroblastos aparecen como células
delgadas con poco desarrollo de los organulos celulares.

Los fibroblastos activos son de mayor tamafio, con mayor cantidad de citoplasma y un gran
desarrollo de los organulos relacionados con la sintesis de los componentes de la matriz extracelular:

ribosomas, complejo de G01g1 y reticulo endoplasmaético (Meglas etal, 2019).
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Figura 10. Fibroblastos en la dermis a microscopia electronica de transmision (Megias et al., 2019).

Podemos ver en la figura que presentan un citoesqueleto muy diferenciado, la actina y la
actinina se concentran en la periferia celular donde también se observa miosina. La actinina permite
que la actina se ancle a la membrana plasmatica mediante su unidon con proteinas transmembrana del
tipo de integrinas. Las integrinas en su porcion extracelular permiten la conexion de estas células con
colageno o con proteinas de adhesion, como las fibronectinas, de la matriz extracelular. Es una union
débil que se forma y deshace con facilidad. Todos estos elementos estructurales hacen que el
fibroblasto pueda moverse a través de la matriz extracelular con una velocidad de 1 pm/min (Megias,

etal.,2019).
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2.6.3 Aplicaciones de lineas celulares

Los diferentes tejidos que constituyen a los organismos multicelulares se encuentran en un
proceso de continua adaptacion a los diferentes estimulos que reciben. El descontrol de dichas
respuestas se relaciona a su vez con el desarrollo de enfermedades como el cancer, enfermedades
cronicas degenerativas o inflamatorias, en las cuales las especies reactivas de oxigeno forman parte
de los mecanismos que participan en su origen o desencadenan efectos adversos secundarios (Parker,
2009; Posner, 2010).

Las moléculas que regulan la proliferacion se incluyen enzimas que participan en la sintesis
de los nucledtidos, las actividades relacionadas con la sintesis de Acido Desoxirribonucleico (ADN),
las moléculas reguladoras de los puntos de control en la progresion del ciclo celular y el proceso de
division celular relacionado con el funcionamiento del uso mitético. Los efectos citotoxicos se
relacionan con dafio a procesos vitales que desencadenan la activacion de vias que llevan a la muerte
celular (apoptosis, necrosis, autofagia, piroptosis) (Fink & Cookson, 2005).

Las actividades farmacolodgicas descritas principalmente como agentes anti proliferativos
estan relacionadas principalmente para inhibir la sintesis de nucleotidos, del ADN, evitar la division
celular, e inhibir a las topoisomerasas. Lo cual permite identificar dos procesos en donde se impacta

que es la replicacion del ADN y la division celular (Acevedo et al., 2013).

2.6.4 Método del MTT.

Muchos ensayos biologicos requieren medir la supervivencia y/o proliferacion de las células
de mamifero, esto puede lograrse por varios métodos, para esto se desarrollo un ensayo colorimétrico
rapido, versatil y cuantitativo, basado en una sal de tetrazolio MTT (metil tiazol tetrazolio) 6 (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difenil tetrazolio bromuro), mide s6lo células vivientes y puede medirse
espectofotométricamente leyendo la absorbancia entre 540-570 nm. (Mosmann, 1983).

El MTT es una sal de tetrazolio color amarillo que se utiliza para medir la actividad y
viabilidad celular por el rompimiento causado por la reduccion (aceptacion de un H') del anillo de
la sal de tetrazolio MTT por accion de las enzimas deshidrogenasas mitocondriales: succinato-

deshidrogenasas, para formar unos cristales azules de formazan insolubles en agua, pero solubles en
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dimetil sulféxido (DMSO). La viabilidad celular es proporcional a la absorbancia, que presentan los

cristales de formazan en solucion (Angel, 1999) (Figura 12).
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Figura 11. Metabolizaciéon de MTT a sales de formazan por células viables (Angel, 1999).

Este método estd basado en la capacidad de las enzimas mitocondriales de las células viables
de transformar la sal de tetrazolio MTT en cristales de formazan. El método ha sido usado
exitosamente para monitorear la sensibilidad de células de tumores humanos a agentes

quimioterapéuticos (Ferrari ef al., 1990).

2.7 Modelo de Artemia spp.

Artemia spp. son camarones minusculos de cuerpo blando, de color carmelita y transparentes
a la luz; pertenecen al Phylum Arthropoda, clase Crustaceae, subclase Branchiopoda. Se conocen
comunmente por el nombre de artemia, también llamados "monos de mar" o "brine shrimp" en inglés.
El género Artemia estd compuesto por varias especies, de las cuales se han identificado al menos
cinco especies bisexuales y varias poblaciones partenogenéticas, entre ellas Artemia salina Leach,
Artemia persimilis Piccinelli y Prosdocimi, Artemia franciscana Kellogg (bisexuales) y Artemia
partenogenetica Bowen y Sterling (Serrano, Vard, 1996).

Estas especies se encuentran distribuidas en todo el mundo en aguas de elevada salinidad,
pueden crecer a temperaturas entre 6 y 35°C. Se alimentan de algas y bacterias y son fuente de
alimento para peces, pajaros y varios invertebrados. Las hembras producen huevos que, en
condiciones externas favorables, eclosionan produciendo larvas de un tamafio aproximado de 1 mm.
Los huevos también pueden formar quistes y permanecer en esta forma por un afio o mas. Las
artemias se convierten en adultos transcurridas 6 a 8 semanas, alcanzando un tamafio promedio de
7mm (Serrano, Varo, 1996).

Artemia es hasta la fecha el tinico género animal en todo el mundo cuyo estado criptobidtico

(quistes) esta disponible comercialmente de manera continua, como fuente de alimentos para peces
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y crustaceos en acuicultura. Esto ha constituido un elemento clave en su utilizaciéon en ensayos
biologicos (Vanhaecke, Persoone, 1984). Por razones practicas, las especies con un estado
criptobidtico, durante su ciclo de vida son mas adecuadas para el desarrollo de un bioensayo estandar.
La disponibilidad permanente de huevos (quistes) a partir de los cuales pueden ser obtenidas las

larvas ofrece las siguientes ventajas:

¢ 1o hay necesidad de mantener una colonia viva permanentemente,

e las pruebas pueden realizarse donde y cuando sea necesario,

e se dispone siempre de un nimero suficiente de individuos de la misma edad y condicion

fisioldgica.

Los nauplios de Artemia spp. se han utilizado por mas de 40 afios en estudios toxicologicos
y eco toxicologicos (Vanhaecke, Persoone, 1984; Torokne, Vasdinnyei, 2007) y se ha estudiado su
biologia y usos potenciales en diversos campos como un método practico y econdémico para la
determinacion de bioactividad de compuestos sintéticos y productos naturales (McLaughlin,
Lingling, 1998).

Artemia es también util para predecir actividades plaguicidas y farmacolodgicas, responde a
un amplio rango de compuestos quimica y farmacoldgicamente diversos; por lo que resulta tan
importante su aplicacién en programas de descubrimiento y desarrollo de nuevos plaguicidas y
medicamentos de origen natural (McLaughlin, Lingling, 1998). Ademas, el ensayo permite la
evaluacion rapida de las relaciones estructura-actividad y son facilmente observables las
interacciones entre compuestos (Pino, Lazo, 2007).

En 1982, Meyer et al. (1982), fueron los primeros en introducir el uso de las nauplios
de Artemia spp. en sustitucion de animales superiores en la evaluacion de extractos vegetales para el

descubrimiento de compuestos con actividad antitumoral y citotoxica.

2.8 Técnicas cromatograficas

La cromatografia es una técnica de separacion y purificacion de compuestos presentes en una
mezcla, la cual puede ser de origen variado, por lo general, de origen bioldgico. En algunos casos

muy especificos, se puede utilizar esta técnica como un método de identificacion, utilizando
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sustancias patrones. Sin embargo, ésta es una técnica intrinsicamente de separacion y purificacion
mas que de identificaciéon de compuestos (Herndndez, 2007).

Esta técnica se basa en las diferentes interacciones que presentan los constituyentes de una
mezcla con dos fases. Estas fases se denominan fase estacionaria y fase mévil. La fase estacionaria
suele ser un solido o un liquido adsorbido o unido quimicamente a un sélido y normalmente esta fase
estd contenida en un tubo de vidrio o metal llamado columna. La fase movil puede ser un liquido o

un gas que impregna y se mueve a través de la columna (Hernandez, 2007).

2.8.1 Cromatografia de adsorcion

La adsorcion es un fendmeno de superficie a diferencia de la absorcidon que involucra, ademas,
el interior del material. En la cromatografia de adsorcion se establecen equilibrios de adsorcion-
desorcion entre los componentes de la mezcla y el material adsorbente que constituye la fase
estacionaria. La fuerza con la que se adsorbe un compuesto depende de la polaridad de la molécula,
de la actividad del adsorbente y de la polaridad de la fase movil. La separacion de los constituyentes
de una mezcla depende entonces de los valores relativos de estos equilibrios de adsorcion-desorcion
(Hernandez, 2007).

Normalmente, cuanto mas polar es un compuesto se adsorberd mas fuertemente a la fase
estacionaria solida, por lo tanto, eluira de la columna cromatografica mas tarde que otro compuesto
menos polar que aquél. De este modo, se podria escribir un orden de elucion de las diferentes familias
de compuestos quimicos atendiendo a la polaridad de sus grupos funcionales (Hernandez, 2007).

Para determinar la mejor fase moévil, es conveniente realizar un pequeio ensayo probando
diferentes fases moviles para utilizar la que logre una mejor separacion. Estos ensayos suelen hacerse
en una cromatografia en placa fina (CCF o TLC) utilizando la misma fase estacionaria que la que se
utilizard en la columna. En este tipo de cromatografia, una fina capa del material adsorbente se
encuentra adherida a una lamina de aluminio o plastico.

La principal ventaja del uso de la cromatografia en placa fina es la rapidez y facilidad con la
que se efectiia. La desventaja es que no se pueden cromatografiar grandes cantidades de muestra;
generalmente, la cantidad a cromatografiar con esta técnica se encuentra en el orden de los

microgramos (Ug).
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2.8.2 Cromatografia de gases

En esta cromatografia lo que cambia es la fase movil, la cual es un gas inerte (nitrogeno, argon,
etc.) que, constantemente estd recorriendo el sistema. Otro aspecto caracteristico de esta
cromatografia es que se trabaja en un amplio rango temperaturas (-70 a 400°C). La muestra a
cromatografiar debe ser volatilizada antes de ingresar a la columna cromatografica. En esta
cromatografia pueden darse también fendmenos de adsorcion y de particion (Hernandez, 2007).

La cromatografia de gases es uno de los métodos de analisis més eficaces con los que cuenta
un quimico, ya que su resolucion es elevada pues pueden utilizarse columnas muy largas (15-100 m)
ademads de diferentes didmetros, incluso capilares que aumentan considerablemente la resolucion de
la cromatografia (Hernandez, 2007).

Permite, ademads, la separacion de cantidades muy pequenias, del orden de los microgramos.
Esta técnica se usa generalmente para andlisis cuantitativo mds que para purificar compuestos

(Hernandez, 2007).

2.8.3 Cromatografia liquida de alta resolucion

La cromatografia liquida de alta resolucion tiene los mismos fundamentos que la cromatografia
en columna vista anteriormente. Sin embargo, se caracteriza porque la fase estacionaria estd mucho
mas finamente dividida, aproximadamente 5 um contra 60 um de la cromatografia en columna.
Este tamafio de particula, junto con la elevada compactacion de la fase estacionaria dentro de la
columna, hace que la fase movil no pueda atravesar la columna por simple gravedad (Hernandez,

2007).

2.9 Técnicas espectroscopicas

Es el estudio de la interaccion entre la radiacion electromagnética y la materia, con absorcion
o emision de energia radiante. El andlisis espectral se basa en detectar la absorcién o emision de
radiacion electromagnética a ciertas longitudes de onda y se relacionan con los niveles de energia

implicados en una transicion cuantica (Penaloza, Giann, 2008).
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2.9.1 Infrarrojo (IR)

Es la medida de la interaccion de la radiacion infrarroja con la materia por absorcion, emision
o reflexion. Se utiliza para estudiar e identificar sustancias quimicas o grupos funcionales en forma

solida, liquida o gaseosa (Avello et al., 2012).

2.9.2 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) es una técnica empleada
principalmente en la elucidacion de estructuras moleculares, aunque también se puede emplear con
fines cuantitativos y en estudios cinéticos y termodinamicos (Morales, 2015).

Algunos nucleos atémicos sometidos a un campo magnético externo absorben radiacion
electromagnética en la region de las frecuencias de radio o radiofrecuencias. Como la frecuencia
exacta de esta absorcion depende del entorno de estos nucleos, se puede emplear para determinar la
estructura de la molécula en donde se encuentran estos. Para que se pueda emplear la técnica los

nucleos deben tener un momento magnético distinto de cero (Morales, 2015).

29.3 UV/VIS

Es una espectroscopia de emision de fotones y una espectrofotometria. Utiliza radiacion
electromagnética (luz) de las regiones visible, ultravioleta cercana (UV) e infrarroja cercana (NIR)
del espectro electromagnético. La radiacion absorbida por las moléculas desde esta region del
espectro provoca transiciones electronicas que pueden ser cuantificadas (Ceron-Carrillo et al., 2014).

La espectroscopia UV-visible se utiliza para identificar algunos grupos funcionales de
moléculas, y, ademas, para determinar el contenido y fuerza de una sustancia. Se utiliza de manera
general en la determinacion cuantitativa de los componentes de soluciones de iones de metales de

transicion y compuestos organicos altamente conjugados (Ceron-Carrillo et al., 2014).
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3 Justificacion

Actualmente se buscan nuevas formas de tratamientos como alternativa terapéutica para
enfrentar necesidades médicas. Las plantas poseen algunas sustancias activas; producto derivado de
su metabolismo secundario, que pueden llegar a ser toxicas sobre algunos tipos de microorganismos

patogenos (Avalos-Garcia, 2009).

Adicionalmente, las propiedades antioxidantes naturales que se encuentran presentes en las
plantas han cobrado gran interés en las ultimas dos décadas puesto que el estrés oxidativo (un
desbalance entre las sustancias oxidantes y prooxidantes) estd implicado en un gran nimero de
afecciones de la salud. Es por eso que, se buscan nuevas fuentes como una alternativa terapéutica
para enfrentar ante dichas necesidades médicas, incrementando el interés por el estudio de nuevos
agentes naturales con la esperanza de que estos sean un poco mas efectivos, mas baratos y menos
agresivos hacia la persona y todo lo que nos rodea como el medio ambiente (Castafieda, 2008).

En este ambito, como se menciond anteriormente, las plantas poseen algunas sustancias
activas; producto derivado de su metabolismo secundario, que pueden en algunas ocasiones, llegar a
ser toxicas sobre algunos tipos de microorganismos patogenos. Las plantas del género Tradescantia
son plantas nativas de México que, actualmente, han sido poco estudiadas, son plantas ornamentales
y también son encontradas como plantas arvenses (Avalos-Garcia, 2009).

Los farmacos como el acido acetilsalicilico, enantyum, flurbiprofeno, fenilbutazona, entre
otros, se ocupan para tratar inflamaciones, pero causan problemas gastrointestinales. Por esta razon,
la Tradescantia pendula podria tener un valor para uso medicinal, ya que contiene varias propiedades
en el cuerpo humano. El matali a pesar de no tener estudios cientificos sobre su uso, se sigue usando
como tratamiento de infecciones, dolor, tumores, antiinflamatorio, cicatrizante (Vanini, M et al.,
2011).

Con base a lo anterior, en el presente trabajo de tesis, se propone identificar el etxracto de
Tradescantia pendula mas activo y con mayor actividad antiinflamatoria, probado en los modelos in

vivo y ex vivo para proponer su uso dermatoldégico como un parche de liberacion prolongada.
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4 Objetivos
4.1 Objetivo general

Identificar el extracto de Tradescantia pendula por medio de técnicas cromatograficas y
espectroscopicas, al mismo tiempo, realizar la evaluacion de la actividad antiinflamatoria del mismo
(gelificado en alginato) en modelos in vivo e in vitro para proponer un parche con propiedades

cicatrizantes y antiinflamatorias.

4.2  Objetivos especificos

1.- Realizar la busqueda bibliografica, obtencion e identificacion de la especie.

2.- Obtener los extractos hexdnico, cloroférmico y metanolico de Tradescantia pendula.

3.- Evaluar la CL5so de los extractos (solos y gelificados) en el modelo de Artemia spp.

4.- Evaluar los efectos de los extractos sobre citotoxicidad en, proliferacion y liberacion de citosinas
IL-3, IL-6. IL-10 en fibroblastos en la linea celular HaCaT, U937.

5.- Purificar el extracto de mayor actividad en los modelos probados por medio de técnicas
cromatograficas (TLC, de columna y HPLC).

6.- Inmovilizar en alginato al extracto mas activo y uno de los compuestos mayoritarios.

7.- Identificar el metabolito secundario mayoritario por medio de técnicas espectroscopicas (RMN
(‘Hy BC), IR, UV).

8.- Elaborar un parche dérmico (extracto y metabolito aislado por separado).
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5 Metodologia

5.1 Consideraciones éticas

El buen uso de especies y animales de laboratorio se tiene que justificar por razones éticas y
técnicas dirigidas para asegurar una experimentacion confiable y reproducible, no sélo por
consideracion hacia la especie, sino porque el dolor y el estrés de las especies en el laboratorio
introducen sesgos que pueden modificar variables en estudio e interferir notablemente en la
interpretacion de los resultados (Betancourt-Valladares et al., 2015). El concepto de las Cinco
Libertades: que las especies no padezcan hambre ni sed, que no sufran malestar fisico ni dolor, que
no sufran heridas ni enfermedades, que puedan ajustarse a su comportamiento normal y esencial, que
no sufran miedo ni angustia (Gimpel, 2009; Cuesta y Sanchez, 2007). Los conceptos de las Cinco
Libertades y las Tres R (reemplazar, reducir y refinar), el hombre tiene la necesidad de utilizar la
especie, de ahi el deber de respetarla; los modelos experimentales pueden llegar a ser matematicos,
fisicos 0 mecanicos; dentro de los fisicos podemos encontrar los modelos bioldgicos es por que se
recurrio a la formulacion del principio de las Tres R donde buscamos reemplazar los animales por
métodos in vitro y otros métodos alternativos como modelos matematicos o computacionales entre
otros (Betancourt-Valladares et al., 2015).

Reducir la cantidad de animales empleados en los experimentos sin que se afecte la
confiabilidad de los resultados lo que se logra mediante las técnicas estadisticas avanzadas. Por
ultimo, refinir los procesos experimentales de modo que causen menos sufrimientos las especies
involucrados con el uso de procedimientos quirirgicos menos agresivos, lograr menor duracion de
las experiencias, conocer las técnicas adecuadas para la especie objeto de estudio y elaborar
protocolos para prevenir el dolor y el sufrimiento (Betancourt-Valladares et al., 2015). En este
proyecto la parte de la especie vegetal, se trato de usar solo lo necesario para no perjudicar al medio

ambiente donde se encuentra.

5.2 Obtencion de los extractos
5.2.1 Colecta del material vegetal

Las muestras de Tradescantia pendula se colectaron el dia 6 de marzo 2021, en el jardin
etnobotanico Francisco Pelaez Roldan, localizado en la calle 2 Sur 1700 en la ciudad de San Andrés

Cholula, Puebla, México.
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Se colectaron plantas frescas (5.025 kilogramos), las cuales se deshojaron del tallo de manera
manual y al mismo tiempo se cort6 el tallo aproximadamente en 2 cm, este paso igual se repitié con
las hojas. Cabe mencionar, que este proceso se debe realizar con el uso de guantes para evitar algun
tipo de reaccion que pueda afectar a los resultados de la investigacion y como cuidado personal
(alergias). Posteriormente, se secaron en un lugar ventilado y con sombra, libre de humedad, esto
para acelerar el proceso de secado. Un ejemplar se guardo herborizado para su identificacion botanica

(Ver anexo 1) (Juarez et al., 2016).

5.2.2  Extractos vegetales

Se colocd la Tradescantia pendula seca en un matraz erlenmeyer cubriendo con el solvente,
siguiendo una secuencia de polaridad creciente, y con agitacion ocasional durante 72 horas a
temperatura ambiente. El material vegetal macerado se filtr6 con ayuda de un embudo de vastago
largo y un algodon, para concentrar el extracto y sucesivamente se evapora el solvente mediante el
uso de un rotavapor marca BUCHI R-100 Suizo a una temperatura de 35°C, esto para evitar que la
temperatura afecte a las moléculas del extracto. Esto se lleva a cabo con cada uno de los solventes
iniciando con hexano, siguiendo con cloroformo y terminando con metanol.

Al obtener el extracto seco, se almacen6 en un frasco de vidrio &mbar y fue puesto en un
desecador hasta que se observe que este no tenga humedad, después se almacend tapado en el

refrigerador a 4°C (Juarez et al., 2016).

5.3 Gelificacion de los extractos en alginato

Se prepard una solucion de Krebs-Ringer-Hepes (KRH) a 310 mOsm/L con las siguientes
concentraciones: NaCl 7.889g, KC1 0.350 g, HEPES 5.960 g, KH2PO4 0.163 g, MgS0O4 0.296 g. Una
solucion Krebs-Ringer-Hepes (KRH) con calcio a 25 mM por 1 L con NaCl 7.773 g, KC1 0.350 g,
HEPES 5.960 g, KH2PO4 0.290 g, MgSO4 0.290 g, CaCl, 0.370 g y una solucion de CaCl2 a 100
mM por 1 L con CaCl, 14.70 g, KC1 0.149 g y HEPES 2.380 g, en 500 mL de agua destilada. Se
ajusto el pH a 5.4, posteriormente se aforé a 1 L y las soluciones se ajustaron a un pH de 7.4, se
esterilizaron en autoclave durante 15 minutos con una presion de 1.5 PSI a 121°C, se dej6 a
temperatura ambiente por 5 dias para verificar que no crezca hongo, después de esto se almaceno a

4°C.
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Se prepard alginato al 5 % diluyéndolo en una solucién libre de Ca?*, posteriormente, se

esterilizo y se almacend a 4° C hasta su uso (Paredes-Juarez, 2013).

5.3.1 Extractos gelificados en alginato

Se llevd a cabo la gelificacion de los extractos con alginato para formar los parches partiendo
de alginato ultrapuro marca Meyer. Se mezclaron los extractos con alginato a una concentracion de
50 mg/mL para posteriormente gelificar la mezcla para asi formar el parche en un bafio de CaCl> 100
mM, el producto obtenido se lavo tres veces utilizando la solucion de KRH y se almacen6 hasta su

uso para evaluar la eficiencia y la liberacion de los extractos gelificados (Paredes-Judrez, 2013).

5.3.2 Eficiencia de encapsulacion

La determinacion de la eficiencia de encapsulacion del extracto se llevo a cabo midiendo las

absorbancias de acuerdo con la siguiente ecuacion (Lopez, 2012):

AbS(EA)
AbS(L) + AbS(CaClz)

%EE = x100

Donde:
Abs (a): corresponde a la absorbancia del extracto acuoso libre.
Abs (1): corresponde a la absorbancia obtenida en el agua utilizada para lavar los extractos.
Abs (cac2): corresponde a la absorbancia obtenida en la solucion de CaCly después del tiempo
formacion de los parches.
Para los extractos hexanico, cloroféormico y metanolico es la misma ecuacion, solo se sustituye

Abs (a) por Abs &) donde este ultimo corresponde a la absorbancia de los extractos acuoso libres.

5.3.3 Determinacion de velocidad de liberacion

La determinacion de velocidad de liberacion se realizd primero con la concentracion mas
pequeiia que en este caso es de 100 ppm de los extractos sin el alginato para tener una base. Con esa
solucion se realizan mediciones en el espectrofotometro a diferentes longitudes de onda en los

siguientes rangos 420, 450, 500, 550, 600, 650 y 700 nm. Cuando se observd la absorcion mas grande
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se tomo esa longitud de onda y los siguientes experimentos de liberacion se realizaron a esa longitud
de onda.

Posteriormente, se prepar6 el extracto con el alginato y se gelificd a las concentraciones
deseadas, se coloco en un tubo falcon con 10 mL de agua destilada, se dejo agitando y se tomaron
muestras en los siguientes tiempos: 0, 15 min, 30 min, 45 min, 60 min, 75 min, 90 min, 180 min, 24

horas, 48 horas y 72 horas (modificado de Paredes-Juarez, 2013).

5.4 Bioensayos
5.4.1 Determinacion de la CLso de los extractos en el modelo de Artemia spp.

La incubacion se hizo con 0.08 g de quistes de Artemia spp. (marca Eclosion azul) en agua
marina artificial al 3% (12 g de sal marina en 400 mL de agua destilada) bajo la luz blanca a
temperatura ambiente y aireacion usando una bomba de acuario por 24 horas (Juarez et al., 2016).
Al eclosionar los nauplios, se colocaron 20 de los mismos por cada tratamiento en 10 mL de agua
marina artificial y en diferentes concentraciones de los extractos (50 ppm, 75 ppm, 100 ppm, 150
ppm, 250 ppm, 500 ppm, 1000 ppm, 1500 ppm, 2000 ppm). Se puso un grupo control de DMSO y
un blanco con sal marina artificial.

La solucion madre se prepard disolviendo 100 mg de cada extracto (hexano, cloroformo y
metanol) en 950 puL de agua destilada y 50 pL de dimetilsulféxido (DMSO), para el caso del extracto

metandlico, se disolvieron 100 mg del extracto en 1 mL de agua destilada.

Se dejo el ensayo por 24 horas en una camara de crias que se encuentra a una temperatura de
25°C y un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas, terminando las 24 horas del experimento se procedio
a sacar los tubos de la camara de cria y se realizé el conteo de crustdceos vivos y/o muertos para
evaluar el porcentaje de Artemias spp. muertas.

Todas las pruebas se realizaron por triplicado, posteriormente, el nimero de Artemias spp.
muertas se registré en una hoja de calculo con el software de Microsoft Excel, para después proceder
a realizar el analisis estadistico en el programa Statgraphic (Statgraphic Centurion IX), por el método
estadistico probit (Sanchez-Arreola y Bach, 2015) para asi definir la concentracion letal media (CLso)

de cada extracto vegetal.
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5.4.2 Determinacion de citotoxicidad en lineas celulares
5.4.2.1 HaCaT

Se prepar6é 44 mL de medio Advance DMEM Alta glucosa, 1% de antimicrobiano, 1% de L-
glutamina, 20% de Suero Fetal Bovino Biowest, se llevo a incubacion en una incubadora Thermo
Scientific HERAcell VIOS 160ia 36.5 °C con una concentracion de CO; al 5.2% cuidando su

crecimiento con una confluencia de 60-70% (Rodriguez, 2015).

5.4.2.2 U937

Se prepararon 44 mL de medio RPMI, 1 % de antimicrobiano, 1% de L-glutamina, 10% de
Suero Fetal Bovino Biowest, se llevo a incubacion en una incubadora Thermo Scientific HERAcell
VIOS 160ia 36.5 °C con un a concentraciéon deCO> de 5.2% cuidando a que crezcan con una

confluencia de 95-100%. Cabe mencionar que estas células no son adherentes (Rodriguez, 2015).

5.4.2.3 Técnica MTT para citotoxicidad

Para una caja de 24 pozos, se necesitard 50 puL, una de 48 pozos se necesitard 25 pL y una de 96
pozos se necesitara 12.5 pL.

Se prepard la sal de MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) disuelto en
solucion PBS o solucion Hartmann. La sal de MTT se disuelve por agitacion, cabe mencionar que

esta sal es fotosensible (Garcia et al., 2019).

Se agregd el MTT a cada pocillo de cultivo (dependiendo del nimero de pozos) y se deja en
incubacion por 2 horas en una incubadora Thermo Scientific HERAcell VIOS 160ia 36.5°C, 5.2%
de CO: y 95% de humedad. Pasando este lapso, se supervis6 en el microscopio para monitorear la
formacion de los cristales de formazén, esto es, cuando se forma un precipitado de color morado,
una vez que esto sucede. El formazan es disuelto al eliminar el medio con la sal de MTT y se agrego
100 uL de DMSO. La placa se introdujo en el lector de microplacas, se agita por 10 segundos y se
hizo la lectura de absorbancia a 540 nm (Garcia et al., 2019).

Se procedi6 a calcular la viabilidad celular calculando el promedio y la desviacion estandar y
se identifico el nivel de citotoxicidad con base a las ISO 10993 donde se destaca la clasificacion de

citotoxicidad.
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Con base a el porcentaje de viabilidad celular: 100-75%: No citotoxico, 74-50%: Ligeramente
citotoxico, 49-25%: Moderadamente citotoxicos, 24-0%. Se realizd por triplicado con el control
respectivo para posteriormente comparar y graficar. Una vez que se obtienen las lecturas
fotométricas, se calcularon los porcentajes de las desviaciones estdndar porcentajes. Ademas, en cada
triplicado se hizo un comparativo entre las dosis de manera pareada para obtener un valor de p y

determinar si hay diferencias significativas o no (Garcia et al., 2019).

El porcentaje de viabilidad se calcul6 a partir de la ecuacion:

(ABSctr - ABStrat
ABSctr

Viabilidad (%) = ( )x 100

Donde:
ABSctr = Absorbancia de células no tratadas.

ABStrat = Absorbancia de células tratadas con muestras.

5.4.2.4 Tincion cristal violeta

Para la preparacion de cristal violeta se us6 0.125 g de cristal violeta y se disolvio en 50 mL
de metanol a 20%. Se retir6 el medio y se agregd 1 mL de paraformaldehido al 4% y se dejo actuando
por 5 minutos, posteriormente se quito el fijador. Se agregd solucion PBS o agua inyectable 1 mL
por 3 minutos, se retird el sobrenadante y se agregd 1 mL de cristal violeta por 1 minutos, se quito
la tincion y se hicieron lavados 3 veces, posteriormente, se observaron las placas y se guardaron a

una temperatura de -20°C. (Checa-Rojas, 2020).
5.4.2.5 Extraccion de ARN

Se afiadié 1 mL de trizol y se incubd por 3 minutos a 36°C, 5.2% con una concentracion de
CO2 y 95% de humedad, posteriormente, se afiadid 260 pL de cloroformo y se invirtioé 25 veces, se
incubd 5 minutos en hielos. Pasando los 5 minutos se centrifugd a 12, 000 revoluciones por minuto
a 4°C, se transfirio la fase acuosa a un tubo eppendorf nuevo. Se agregd 500 pL de isopropanol por
cada mL de trizol y se incubd por 25 minutos en hielo, se centrifugd por 10 minutos a 12, 000

revoluciones por minuto a 4°C y se decanto.
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Se agregaron 800 pL de etanol al 75% y se resuspendid, se procedié a centrifugar por 5
minutos a 12, 000 revoluciones por minuto a 4°C y se decant6 el etanol, pasando esto, se resuspendio

con agua libre de DNasas y se procedi6 a cuantificar (Herndndez, Guzma, 2013).

5.5 Cromatografias
5.5.1 Cromatografia de capa fina

La cromatografia en capa fina se realiz6 con placas en ellas se siembra la muestra solubilizada
en el solvente de extraccion. Posteriormente, se introdujo en una cuba cromatografica que tiene
solvente (esto puede ser con una relacion de 100:100, 50:50, 25:75) esto ayudo a que la muestra suba
por capilaridad cuando llegue al punto alto se retird de la cuba y se esperd a que se seque, para
después revelarlo observando con luz UV corta y posteriormente en I>. Se tom6 la medida de la altura
que corri6 el solvente y de la altura de corrida de la mancha primera para poder calcular la relacion

de frente (Rf) mediante la siguiente formula (Férmula 1).

Rf — Acorrida

Asolvente

5.5.2 Cromatografia de columna

Se realiza una relacion de peso extracto: peso silica (1:20), se calculard el volumen de silica y
se tomard la columna para posteriormente llenarla con silica 60-230 mesh, se colocaré el solvente
cuidando que no se seque. Después de esto, se colocard una pastilla del extracto con silica y se
procederd a realizar la columna cuidando que salga una gota por segundo. Se recolectaran las
fracciones y se usard de nuevo la técnica de cromatografia de capa fina para observar cuales
fracciones se pueden reunir para posterior realizar una evaporacion de los solventes (Hernandez, LR,

2007).

5.5.3 Cromatografia HPLC

Se deberd de realizar varios y diferentes ensayos para obtener las mejores condiciones
cromatograficas para la determinacion de las sustancias de este estudio. En esta etapa se debera de
hacer varios ensayos para ajustar la composicion de la fase movil, asi como las presiones que se

deben de desarrollar debe de ser de 30 a 500 atmodsferas (Hernandez, LR, 2007).

65



5.6 Espectroscopias
5.6.1 RMN

Se le adicionan a los extractos 250 pL de DMSO, una vez homogenizada la disolucioén se
transfiere a un tubo eppendorf'y se centrifuga a 14500 rpm. Posteriormente, 70 pL del sobrenadante
se transfiere a un tubo de RMN de 1.7 mm y los espectros se miden usando la sonda triple inversa.

Los datos de area se transfieren a una hoja de calculo de Excel y se calcula la concentracion de
los metabolitos secundarios por la correlacion de las areas de los picos de los compuestos con la

concentracion del estandar interno (Knight ez al., 2011).

5.6.2 Infrarrojo (IR)

Los compuestos separados se disuelven en un solvente segiin su polaridad, se coloca en celdas
de cloruro de sodio y se analizaran en un espectrofotdmetro de infrarrojo. Los resultados se
compararan con las frecuencias de vibracion y estiramiento caracteristicos de cada grupo funcional

(Knight et al., 2011).

5.6.3 UV/VIS

Las muestras son analizadas en una longitud de onda de 515 nm la cual se establece a través del
valor méximo de absorcion obtenido al someter un estandar a un barrido en el espectrofotometro

(Knight et al., 2011).
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6 Resultados y Discusion
6.1 Obtencion de los extractos
6.1.1 Colecta del material vegetal

Después del proceso de secado se obtuvo un total de 1241.1 g, indicandonos una pérdida
aproximada de 75.31% de humedad, ddndonos un rendimiento total de 83.62%, como se observa en

la tabla 3.

M1 — M2
%H:Txloo

Doénde:
% H = porcentaje de humedad.
M1 = peso de muestra fresca.

M2 = peso de muestra seca.

Tabla 3. Resultados del porcentaje de humedad de la especie Tradescantia pendula

Peso de muestra fresca (g) 5025 g

Peso de muestra seca (g) 1241.1¢g
Porcentaje de humedad (%) 75.30 %

De igual manera, se obtuvo la identificacion de la especie a través del Laboratorio Nacional de
Identificaciébn y Caracterizacion Vegetal del Centro Universitario de Ciencias Bioldgico-
Agropecuarias (CUCBA) de la Universidad de Guadalajara, las muestras fueron depositadas en el

herbario con el numero IBUG 214426, como se puede observar en el Anexo 1.

6.1.2 Extractos vegetales

Los rendimientos de los extractos son los siguientes: extracto hexdnico 23.60 % (peso de
extracto/peso seco de material vegetal x 100), extracto cloroféormico 16.21 % y extracto metandlico

11.95% como se muestra en la tabla 4.
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Tabla 4. Rendimiento de los extractos vegetales de Tradescantia pendula

Extracto Masa total = Rendimiento (%)
Hexanico 0.5257 23.60
Cloroférmico 0.7653 16.21
Metandlico 10.3784 11.95

Jiménez-Arellanes y colaboradores (2012), obtuvieron un rendimiento 24.55 g de extracto
hexanico crudo de la especie Aristolochia taliscana, dandoles un rendimiento del 1.2 %. Valenzuela-
Huamén y sus colaboradores (2011), obtuvieron para el extracto cloroférmico 16 g de la especie
Scutellaria havanensis, obteniendo un rendimiento del 8%. Y, por tltimo, del extracto metandlico,
los autores Aes — Mosqueda y sus colaboradores (2012), obtuvieron un rendimiento aproximado del
11 % de la especie Chrsanthemum parthenium. Esto puede deberse a que son diferentes especies, el
rendimiento entre ellas pueden verse afectados por el simple hecho de que en ocasiones se pueden
presentar diferente conposicion.

Para las pruebas de solubilidad, debido a la complejidad en composicioén de cada extracto, se
evaluaron disolventes que podrian ser empleados como vehiculo en ensayos biologicos. Estos se
realizaron con los tres extractos en diferentes solventes de polaridad decreciente; obteniéndose los
resultados consignados de la tabla 5. Sin embargo, solamente el DMSO permitié la disolucion
completa de los extractos, por lo que se eligi6 este vehiculo para adicionar los extractos al medio de

cultivo en los ensayos de letalidad media y en los ensayos de citotoxicidad.

Tabla 5. Pruebas de solubilidad de los extractos hexanico, cloroférmico y metandlico de la especie vegetal Tradescantia pendula

Solventes Extracto hexanico | Extracto cloroféormico = Extracto metandlico
Agua destilada -— — +o--e
DMSO +++- - -
Metanol -— —- A+
Cloroformo -—-- ++++ —-
Hexano 4+ — ——-

Nota lectura de solubilidad:
++++: totalmente soluble
+++-: parcialmente soluble

++--: poco soluble
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+ ---: muy poco soluble

----: insoluble

6.2 Alginatos
6.2.1 Extractos en alginato

Se realiz6 el alginato con los extractos dando los siguientes resultados visuales como se

observa en la figura 12 al 14.

Figura 12. Extracto hexanico gelificado

Figura 13. Extracto cloroformico gelificado

Figura 14. Extracto metandlico gelificado

Cabe mencionar que la gelificacion se realizd por separado y se calculo el porcentaje de
eficiencia de gelificacion para cada uno. Obteniendo los siguientes valores de la tabla 6. Los

diferentes colores que se puede observar es debido a que el extracto en su momento de fase de
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maceracion y de evaporacion obtuvieron esas gamas de colores ya sea por la concentracion y los

diferentes solventes que se usaron.

Tabla 6. Eficiencia de encapsulacion

Extractos Eficiencia de encapsulacion
Hexanico 80%
Cloroformico 70%
Metanolico 60%

De acuerdo con Escobar-Rojas (2018), obtuvo una eficiencia de gelificacion de valor de
76.92 % para los extractos de Bougainvilleasp , de igual manera, en un estudio realizado por Lopez
se reporto porcentajes de encapsulacion del 65% utilizando el alginato al 2%, por lo cual, no se puede
tomar en cuenta si el presente trabajo es aceptable o no, esto es por que en la literatura se ha manejado

diferentes concentraciones de alginato y cabe mencionar que en este caso, dicho porcentaje es mayor.

6.2.2 Eficiencia de velocidad de liberacion

Para las diferentes curvas de calibracion se empled la ecuacion de la recta con una R?
aproximada de 0.99 para poder extrapolar los datos de las muestras de interés, para obtener estos

datos se empled un espectrofotometro ajustando la longitud de onda para cada extracto.

Extracto hexanico y = -0.0067x + 5.4551
R? = 0.8807

w

N

=

Absorbancia

o

400 450 500 550 600 650 700 750
Longitud de onda

Grafica 1. Curva de liberacion del extracto hexanico
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Extracto cloroformico y =0.0019x
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Grafica 2. Curva de liberacion del extracto cloroférmico
Extracto metandlico y = -0.0051x + 4.0636
R? =0.6689
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Grafica 3. Curva de liberacion del extracto metanolico

Se realizo la liberacion de cada extracto gelificado en alginato, tomando medidas a diferentes
tiempos de contacto. En la grafica 4 se muestran las tres cinéticas realizadas con cada uno de los

extractos. Las cinéticas se realizaron con las mismas especificaciones de tiempo y cantidades.
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Gréfica 4. Velocidad de liberacion de los extractos

Como se puede observar se obtuvieron diferentes porcentajes de liberacion en diferentes
tiempos de contacto con agua destilada, obteniendo un mayor porcentaje de liberacion en la cinética
del extracto hexanico de 73.10%, por segundo el cloroférmico obteniendo un porcentaje de 68.68%
y, por ultimo, el metandlico de 52.97% respectivamente.

Asi mismo, los tiempos en los cuales se liber6 el extracto gelificado fueron diferentes teniendo
el mayor tiempo el extracto hexanico con 24 horas seguido del extracto cloroférmico con 60 minutos
y, por ultimo, el metandlico de 45 minutos.

Cabe destacar, que varios estudios han demostrado que la encapsulacion a base de alginato de
sodio tiene la desventaja de ser muy porosas e inestables a condiciones osmoéticas, esto hace que
disminuya su eficiencia de retencioén de la carga encapsulada (Araya, 2012). La eficiencia por lo
tanto estd ligada a la permeabilidad de la encapsulacion. Sin embargo, los resultados con bajas
concentraciones pueden ser afectados por la exposicion prolongada a temperaturas y en condiciones
de bajo pH durante la formacion del gel de alginato, ya que este puede degradarse y no lograr una
buena cohesividad entre las moléculas del biopolimero, que influye en su permeabilidad. Por ende,
al formar un gel adecuado ayuda a la adhesion entre el biopolimero y el material a cubrir (Pedroza,

2002).
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Los resultados obtenidos por los autores Chicaiza-Guishcaso y Flores-Granados, demostraron
que a mayor cantidad de materia seca de alginato mayor rendimiento, en este caso, se realizd a 4 %
(p/v) de alginato, con un rendimiento de 89% +- 4 y de 94% +- 5, respectivamente en Hibiscus
sabdariffa L. En este caso de Tradescantia pendula, puede deberse a que son diferentes solventes
que se manejaron, de igual manera entre especies esto puede variar a su composicion quimica dando
asi diferentes resultados, igual hay que tomar en cuenta que en este trabajo se realizé a diferente

concentracion de alginato que fue mayor.

6.3 Bioensayos

Cabe mencionar, que en los ensayos de Artemia spp, ya sea solos y gelificados de los extractos
gelificados de Tradescantia pendula su toxicidad se clasificaron segun el CYTED que se muestra en

la tabla 7.
Tabla 7. Clasificacion de toxicidad segiin CYTED.

Extremadamente toxico 1-10 pg/mL
Altamente toxico 10 — 100 pg/mL
Moderadamente toxico 100 — 500 pg/mL
Ligeramente toxico 500 — 1000 pg/mL
Practicamente toxico 1000 — 1500 pg/mL

Relativamente inocuo >1500 pg/mL

6.3.1 Determinacion de la CLso de los extractos solos en el modelo de Artemia spp.

La CLso de los extractos de Tradescantia pendula frente a Artemia luego de 24 horas de
exposicion aparecen en la tabla 8. Los extractos hexanico, cloroférmico y metanolico presentaron
una toxicidad similar, aunque el extracto metandlico mostrd ser de menor toxicidad con una CLsg

bastante alta.

Tabla 8. CLs e intervalos de confianza de los extractos de Tradescantia pendula frente a Artemias.

Extracto CLso pg/mL I.C (95%)
Hexanico 63.5356 24.3455 -105.075
Cloroformico 23.1221 25.1692 —48.1761
Metandlico 23.0516 128.57 - 78.6174
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Ademas, los resultados obtenidos muestran que los extractos no se pueden aprovechar para
realizar estudios farmacologicos con los cuales se puedan aprovechar sus propiedades terapéuticas
debido a la alta toxicidad que se mostraron frente a las artemias. La anterior afirmacion se sustenta
por los valores obtenidos en los ensayos de toxicidad donde se muestra un valor alto de éste
comparado con otros estudios de distintos extractos vegetales. Por lo que es mejor hacer el mismo
experimento pero con los extractos gelificados en alginato, sobre todo en este caso, lo primero seria
alertar a la poblacion que hace consumo de esta especie ya que a largo plazo podria atraer efectos
secundarios y alin se desconoce cuales podrian ser.

De acuerdo con la literatura, Tradescantia discolor no es toxico, teniendo un valor de CLso

de >1000 pg/mL.

6.3.2 Determinacion de la CLso de los extractos gelificados en el modelo de Artemia spp.

La CLso de los extractos gelificadoss en alginato de Tradescantia pendula frente a Artemia
aparecen en la tabla 9. Los extractos hexanico, cloroférmico y metanolico presentaron una toxicidad

similar, aunque el extracto hexanico mostrd ser de menor toxicidad con una CLso bastante alta.

Tabla 9. CLs e intervalos de confianza de los extractos de Tradescantia pendula frente a Artemias.

Extracto CLso I.C (95%)
Hexanico 3862.58 ppm | 2851.43 — 8840.08
Cloroformico = 12021.9 ppm 4593.75

Metanolico 31282.8 ppm -

Ademas, los resultados obtenidos muestran que los extractos se pueden aprovechar para
realizar estudios farmacoldgicos con los cuales se podrian aprovechar sus propiedades terapéuticas
debido a la baja toxicidad que se mostraron frente a las artemias. La anterior afirmacion se puede
sustentar por los valores obtenidos en los ensayos de toxicidad donde se muestra un valor alto de este
comparado con otros estudios de distintos extractos vegetales.

Cabe mencionar, que en la literatura no se ha encontrado alguna comparacion con esta clase

de método.
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6.3.3 Determinacion de citotoxicidad en lineas celulares

Se determino el efecto citotoxico de los extractos hexdnico, cloroféormico y metandlico de
Tradescantia pendula, se utilizaron dos lineas celulares HaCaT y U937, la coloracion obtenida en el

ensayo es proporcional a la actividad celular y por tanto a la viabilidad de estas.

Tabla 10. ICs de las dos lineas celulares con los respectivos extractos de Tradescantia pendula

I1Cs0 24 horas

Extracto HaCaT U937
Hexanico 150.5 pg/mL | 87.72 pg/mL
Cloroférmico = 150.5 pg/mL | 89.19 pg/mL
Metanolico 150.5 pg/mL | 61.61 pg/mL

En la literatura se ha encontrado que en la especie de Struthanthus deppeanus en el extracto
hexanico en la linea celular HaCaT se tiene una ICso de 37.49 pg/mL, en extracto cloroférmico en la
especie de Azidirachta indica se obtuvo una ICso de 102.01 pg/mL y, por ultimo, en el extracto
metanolico tuvo una ICso de 0.4120 pg/mL.

Por otra parte, en la linea celular U937 con el extracto vegetal Solanum nudum fue una ICso
de 49.3 pg/mL en el solvente hexanico, de mientras que, en el solvente cloroférmico tuvo ICso de

23.5 ug/mL y en el solvente metanolico la ICso fue de 70.5 pg/mL.
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6.3.3.1 HaCaT

Figura 15. Linea celular HaCaT
Como puede apreciarse en la grafica 5 , se observaron diferencias significativas (p < 0.0001)
entre el extracto hexanico evaluado, siendo que, en los valores de 200, 150 y 100 pg/mL presenta
una actividad citotoxica.
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Gréfica 5. Viabilidad celular HaCaT en extracto hexanico

Como se puede apreciarse en la grafica 6, se observaron diferencias significativas (p =

0.0008) entre el control negativo en la linea celular y el valor de 75 ng/mL del extracto cloroférmico,
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siendo que, en todas las concentraciones se observa una actividad no citotdxica ya que aumenta la

viabilidad celular.

Extracto cloroformico
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Grafica 6. Viabilidad celular HaCaT en extracto cloroférmico

Sin embargo, en la grafica 7 se puede observar que no hay diferencia significativa (p =
0.2652) entre el control y las concentraciones del extracto metanolico, en cambio podemos decir que
las concentraciones se observa una actividad citotoxica leve y en algunos extractos la viabilidad

celular se mantiene sin alteracion.
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Grafica 7. Viabilidad celular HaCaT en extracto metanolico

Se realizo el mismo experimento con el lipopolisacérido ya que este al solubilizarse actua
como una toxina liberando varias respuestas de inmunidad innata, como la secrecion de citocina. Ya
que las citocinas son un grupo de proteinas y glucoproteinas producidas por diversos tipos celulares
que actian fundamentalmente como reguladores de las respuestas inmunitaria e inflamatoria. En este
experimento, se realizd con cada uno de los extractos en las concentraciones de 150 y 100 pg/mL,
ademads, se agrego el lipopolisacarido como un control para observar la funcion de las citocinas, cabe
mencionar, que en este caso se puede observar en la grafica 8 que la viabilidad celular disminuyeron
a partir del lipopolisacéarido esto puede ser que existe el efecto llamado hormesis, que este puede
definirse como “el proceso por el cual la exposicion a una dosis baja de un agente quimico o bien un
factor ambiental, que es dafino a dosis altas, induce una respuesta adaptativa y/o un efecto benéfico

en la célula o el organismo” (Rodriguez, 2015).
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6.3.3.2 U937
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Grafica 8. Viabilidad celular HaCaT de los tres extractos con el efecto del lipopolisacarido
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Figura 16. Linea celular U937

Como se puede apreciar en la grafica 9, se observaron diferencias significativas (p < 0.0001)

entre el extracto hexdnico evaluado, siendo que, los valores de 50, 25 y 12.5 presenta una actividad

citotoxica, aunque se puede decir que la concentracion de 100 pg/mL tiene una actividad

proliferativa.
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Grafica 9. Viabilidad celular U937 del extracto hexanico

En la grafica 10, se puede observar una diferencia significativa (p < 0.0001) entre todas las
concentraciones del extracto cloroférmico, sin embargo, en la concentracion de 100 pg/mL se puede
observar que aumenta la actividad proliferativa, en cambio, en las concentraciones de 50, 25 y 12.5
pg/mL se puede observar que existe una actividad citotoxica en estas concentraciones. En el caso de
la concentracion de 6.25 nos podria indicar que existe una relevancia ante la hormesis que puede

generar en este efecto.
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Gréfica 10. Viabilidad celular U937 del extracto cloroformico
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Por tltimo, en la grafica 11 podemos decir que existe una diferencia significativa entre la
mayoria de las concentraciones con el control positivo, mencionando que en la concentracion de 100
pg/mL del extracto metandlico existe un gran aumento de la viabilidad con poca desviacion estandar,

por otra parte, en las concentraciones de 50 y 25 pg/mL se observa un efecto citotoxico.
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Gréfica 11. Viabilidad celular U937 del extracto metanolico

6.3.3.3 Técnica MTT para citotoxicidad

Cabe mencionar que se emple6 como control positivo las células sin tratamiento y el

lipopolisacarido, bajo el mismo esquema experimental que los extractos.
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Figura 17. Técnica MTT en lineas celulares

Los datos de viabilidad del ensayo de MTT se obtuvieron en al menos tres experimentos
biologicamente independientes que analizados para obtener una desviacion estandar menor al 10 %
de absorbancia respecto al tratamiento, se promediaron para determinar el porcentaje en la prueba de
viabilidad (Bautista-Rodriguez, 2018), la lectura de densidad Optica se realizd en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 550 nm. La estimacion de la concentracion inhibitoria
50 (ICso) en los diferentes experimentos se obtuvo a través del programa de Graphad Prism 9 y para
determinar la diferencia significativa del indice de citotoxicidad de cada linea se emple6 el disefio
estadistico ANOVA con la variable de Tukey con el programa estadistico Graphpad Prism 9. Se usa
este modelo estadistico ya que hay un numero elevado de comparaciones y asi se puede controlar la

tasa de error por familia en un nivel especificado.

6.3.3.4 Tincion cristal violeta

Las células que sufren muerte celular pierden su adherencia y posteriormente en proceso de
tincion se pierden esta poblacion de células, reduciendo la cantidad de tincion que sera cuantificado.
Este es un método de deteccion rapido y confiable que es adecuado para el examen del impacto del
extracto de Tradescantia pendula como un agente terapéutico sobre la supervivencia celular y la

inhibicién del crecimiento. Sin embargo, esta potencialmente comprometido por las respuestas
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proliferativas que ocurren al mismo tiempo que las respuestas de muerte celular (Geserick et al.,

2009). Esta ténica nos ayuda a ver los cambios fisicos que aparecen y poder explicarlos mas facil.

Nota: se realizaron minimo tres experimentos independientes, empleando una campana de

flujo laminar y la morfologia se observé mediante microscopio 6ptico.
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Figura 19. DMSO en linea celular HaCaT
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6.3.3.5 Extraccion de ARN

Se realiz6 la extraccion de ARN y purificacion de los tratamientos de los extractos hexanico,
cloroférmico y metandlico de Tradescantia pendula. La cuantificaciéon se realizd en un
espectrofotometro de volumen multiple. Se realizo la lectura de densidad 6ptica (DO) a 230 — 260
nm, para medir acidos nucleicos y proteinas, respectivamente. Como se muestra en las graficas 12 a

la grafica 18.

Grafica 12. Cuantificacion de ARN en linea celular HaCaT

Grafica 13. Cuantificacion ARN del lipopolisacarido en linea celular HaCaT
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Grafica 14. Cuantificacion ARN del DMSO en linea celular HaCaT

Grafica 15. Cuantificacion ARN del lipopolisacarido mas el firmaco dexametasona en linea celular HaCaT

Grafica 16. Cuantificacion ARN del extracto hexanico de Tradescantia pendula en linea celular HaCaT
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Gréfica 17. Cuantificacion ARN del extracto cloroformico de Tradescantia pendula en linea celular HaCaT

Grafica 18. Cuantificacion ARN del extracto metanolico de Tradescantia pendula en linea celular HaCaT

La integridad del ARN se analizd6 mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa al
1.5% con bromuro de etidio como marcador de fluorescencia. Como se muestra en las figuras 23 y

24.

Figura 23. Gel de agarosa 1.5% de los ARN
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Figura 24. Gel de agarosa 1.5% de ARN linea celular HaCaT bajo luz UV.

6.4 Cromatografias
6.4.1 Cromatografia de capa fina

Se realizd este tipo de técnica, para confirmar la presencia de algunos metabolitos, se
procedi6 a realizar una serie de cromatografias de capa fina con las fases méviles empleando el
método rutinario observando las series eluotrdpicas de los disolventes comenzando con los menos
polares a los mas polares y luego realizar las mezclas con los anteriores disolventes (hexano,
cloroformo y metanol) para los dos extractos de Tradescantia pendula (Figura 25y 26 ), con el
objetivo de revelarlas en yodo, facilitando la identificacion mas detallada por extracto a partir de las
bandas que se separan por cromatografia de capa fina, este tipo de revelador reaccionard con los
componentes organicos presentes produciendo manchas pardas a simple vista, utilizando luz UV a
365 nm se observan compuestos con algiin compuesto, con este revelador se puede apreciar que hay
pequenias diferencias por las diferentes tipos de fase movil. Posteriormente, se analiz6 en técnicas
espectroscopicas en IR y UV-VIS.

Cabe mencionar, que en el extracto hexanico se obtuvo un valor de referencia de 0.5, en

cambio en el extracto cloroférmico se obtuvo un valor de referencia de 0.43.
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Figura 25. Cromatografia de capa fina en extracto hexanico de Tradescantia pendula

Figura 26. Cromatografia de capa fina en extracto cloroférmico de Tradescantia pendula

6.4.2 Cromatografia de columna

Una vez que se encontrd la mejor mezcla de disolventes para la separacion de los compuestos
se siguid con la cromatografia de columna con la fase estacionaria de gel silice. A las fracciones
obtenidas se les realiza cromatografia en capa fina con el mismo disolvente que se corrio.

Cabe mencionar, que las cargas fueron realizadas por orden de polaridad, cumpliendo asi una

relacion de Hexano: Cloroformo.
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Figura 27. Cromatografia de columna.

En un estudio de Gonzalez-Coronel et al., 2016, se encontrd que del extracto alcohdlico de
Rhoe discolor se determind la presencia de alcaloides, taninos, quinonas, flavonoides, lactonas,
terpenos y esteroides dejando descartada la presencia de los metabolitos esteroides y vincristina. Lo
que sugiere que la presencia de los compuestos fenolicos en el extracto es responsable en el
mecanismo de proteccidon contra la gastritis. Sin embargo, en el caso de Tradescantia pendula se

pudo observar que hay alta presencia de grasas y de clorofila.

6.4.3 Cromatografia HPLC

Cabe mencionar, que las fracciones que se usaron para la cromatografia de HPLC no se
lograron separar.
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6.5 Espectroscopias
6.5.1 RMN
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Figura 28. Espectroscopza RMN del extmcto hexanico.

En la region de 7.26 podemos encontrar al cloroformo esto puede deberse a que hay un
desplazamiento de disolventes. En la region de 8.11 a 6.9 podemos decir que hay senales que indican
que hay compuestos aromaticos. En la region de 5.5 a 3.4 hay sefales de algunas bases de hidroxilos,
esto puede ser que en el extracto hexanico se encuentran algunas grasas insaturadas. En la region
4.84 podemos observar las sefiales de la presencia de agua durante el solvente y en la region de 3.30
podemos observar la ligera presencia del metanol. Por debajo de 2.5 a .5 encontramos algunos

hidrégenos alquilicos con cadenas carbonadas alquilicas.
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Figura 29. Espectroscopia RMN del extracto cloroférmico

En la region de 8 ppm podemos observar la sefial del cloroformo, mientras que la region de
5y 6 encontramos algunos doble enlaces, que estos compuestos podrian llegar a ser alcoholes con la
probabilidad de llegar a ser ester. Antes de la region de 6 ppm podria ser un doble enlace, como la
presencia de triglicéridos. En las regiones de 5 y 4 hay presencia de algunos esteres, mientras que en
la regién de 4 y 3 podemos observar algunos hidroxilos. Lo que podemos decir es que segiin con
estas sefiales de RMN podemos obtener algunas cadenas de alquilicos, con combinacién de sefiales

de alcohol con ester en la region entre 5.5 a 3
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Figura 30. Espectroscopia RMN del extracto metanolico
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A comparacion de los espectros observados anteriormente, aqui podemos observar
compuestos mas polares. Por ejemplo, en las regiones de 8 ppm podemos observar algunos
compuestos aromaticos, partiendo de las regiones de 8 hasta 6.5 ppm podemos decir que se encuentra
la presencia de algunos flavonoides, como las flavonas, o incluso algunos aromaticos. En las regiones
de 5 a 3 ppm podemos observar las sefales de algunos hidroxilos, carbohidratos que a lo mejor
podrian ser algunos azucares, en la region de 5.5 hasta antes de 3 ppm podemos observar algunos
carbonos, mientras y tanto, que en la regiéon de 4 ppm podemos ver la sefial de agua que es
correspondiente al solvente que se usé para correr la muestra en el equipo, lo que se podria decir que

es el desplazamiento del solvente. En la region de 2 ppm se encuentra la sefial del metanol.

6.5.2 Infrarrojo (IR)
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Figura 31. Espectroscopia IR del extracto hexanico.

En la figura 32, podemos observar que se encuentra debajo de los picos de 3000 es la tension
carbono sp? unido a hidrogeno alcano, mientras que en la sefial 1736 podemos observar un carbonilo
en poca cantidad cetona, en la sefial de 1400 podemos obtener algunos metilos o metilenos muy

probable tal vez esencia de compuestos sean cetonas.
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Figura 32. Espectroscopia IR del extracto cloroformico.

En la figura 33, podemos observar que aumenta la polaridad y es por eso por lo que aparecen
mas hidroxilos, por encima de los 3000 podemos observar que se encuentra un sp? unido a hidrogeno,
la curva que se encuentra puede ser de la presencia de un hidroxilo o la misma humedad del agua del
solvente, en el pico de 2848 podemos igual tener un carbono unido a un hidrogeno con sp?, en el pico
de 2917 podemos visualizar algin alcano que podria tener la posibilidad de convertirse en alqueno,
en 1714 es la presencia de agua pero no se descarta la posibilidad de obtener algun alcohol igual
algunos de los grupos carbonilos, en el pico de 1375 podemos tener el metilo y en el pico mas bajo

que es de 730 podemos observar el balanceo de metileno.
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Figura 33. Espectroscopia del extracto metanolico.

En la figura 34, al momento de ser mas polar, deberia de salir mas grupos hidroxilos y esto
se puede llegar a confirmar con el area de la curva de la longitud de onda de 3000, debajo de esta
longitud de onda podemos observar un carbono sp? unido a un hidrogeno, mientras, podemos sugerir
que en la curva se podria tener la presencia de algunos alcoholes, en el pico de 1600 podemos decir
que hay carbonilos o incluso tenemos la poca presencia de este grupo funcional, en este espectro hay
mas alcoholes y se puede confirmar con el espectro del mismo extracto pero en resonancia magnética

nuclear ya que hay muchos mas hidroxilos que pueden llegar a ser carbohidratos.
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7 Conclusiones

a) Los resultados obtenidos permiten concluir que el extracto de Tradescantia pendula sin
encapsular tiene un efecto altamente toxico, por lo cual, es de vital importancia conocer los
efectos secundarios que pudiera provocar en el ser humano, con diferentes experimentos

simulando a la flora intestinal.

b) El extracto cloroférmico de Tradescantia pendula solo y gelificado ha presentado un
resultado mayor en los experimentos llevados a cabo a comparacion de los demas extractos,
por lo cual ha sido de interés en los experimentos y poder llevar a cabo su beneficio

antiinflamatorio y cicatrizante.

8 Conclusion general

Como se menciona a un principio del proyecto, lo que es la especie de Tradescantia pendula se
le atribuye muchos beneficios médicos para el ser humano, sin embargo, esta especie no ha sido
estudia de una manera concreta y a fondo por lo tanto se tiene que buscar la manera de poder
comprobar esta reaccion al ser humano. Cabe mencionar, que esto podria incluso ayudar a la
poblacion de escasos recursos ya que en ciertas zonas del pais se puede tener facil acceso de esta
especie. De igual manera, en los experimentos que se logré realizar en estos afios del proyecto se
pudo observar que efectivamente si hay cierto beneficio antiinflamatorio, aunque si el extracto no se

encuentra gelificado se tendra que checar sobre sus posibles efectos tdxicos hacia el ser humano.
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9 Recomendaciones

Continuar con la investigacion de Tradescantia pendula para evaluar a profundidad todas sus

actividades farmacologicas que pudiera tener.
Se recomendaria realizar un estudio in vivo para la actividad cicatrizante y antiinflamatorio.

Seria de vital importancia que se mantenga las costumbres y conocimientos ancestrales de
nuestra cultura para motivar asi las investigaciones y poder elaborar productos del area

fitofarmacéutico.
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11 Anexo

A |
lanieg | - e

RESULTADO DE IDENTIFICACION TRADICIONAL

Las Agujas, Zapopan, Jalisco, a 18 de mayo de 2022
Dra. Zaida Nelly Juarez
Universidad Popular Autonoma del Estado de Puebla
PRESENTE

Por este conducto, le notificamos los resultados de la identificacién taxonémica de sus muestras
correspondientes al nimero de orden SIST-TRA-2022-7. La determinacion se realzd con base en
caracteristicas morfolégicas, mediante el uso de claves dicotdmicas y comparacion con ejemplares
depositados en el Herbario Luz Maria Villarreal de Puga del Instituto de Botanica de la Universidad de
Guadalajara (IBUG). Después, los nombres fueron corroborados a través de consultas de las bases de
datos electronicas disponibles en |a internet: Tropicos, International Plant Names Index (IPNI), la World
Checklist of Selected Plant families (WCSP) y Plants of the World (POWO). Se sigui6 la clasificacion de
familias propuesta por el APG IV. El taxénomo a cargo de la identificacion fue: Dr. Daniel Sanchez. Las
muestras fueron depositadas, como respaldo y resguardo permanente, en el herbario IBUG (214426).

’

NUm. de muestra Nombre cientifico Familia

SIST-TRA-2022-7 Tradescantia zebrina Bosse Commelinaceae
[=Tradescantia pendula (Schnizl.) D.R.Hunt]

Tradescantia pendula representa un sinénime de T. zebrina.

CUCBA
ATENTAMENTE Vo. Bo ST
. R ig?
. ‘.
Dr. Daniel Sanchez Carbajal Dr. Pablo Carrillo Reyes o T;u;»'e NTO
Representante de la Unidad de Sistematica Curador Herbario, ‘Luz Maria Villameal TANICA
Laboratorio Nacional de Identificacion y (IBUG), Instituto de Botanica de la Universi [CGfA

Caracterizacion Vegetal, Universidad de Guadalajara Guadalajara

Anexo 1
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Anexo 8. Grafica RMN fracciones 47-49 de placa preparativa.
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