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RESUMEN

Laelia furfuracea es una orquidea endémica del estado de Oaxaca, que se distribuye en la
Mixteca y zonas montafiosas que rodean los Valles Centrales. Utilizada como ornato para
diversas celebraciones religiosas. Conocida localmente como “Ita ndeca” (morada) en la
region de la Mixteca, las flores son utilizadas para la cura de la tos, no existe
documentacion escrita que valide cientificamente el uso en la medicina tradicional de esta
orquidea. Los objetivos de estudio fueron a) realizar un perfil fitoquimico; b) determinar la
actividad antioxidante, concentracion de flavonoides y fenoles totales del extracto
hidroetanolico de flores, pseudobulbos y hojas; c¢) evaluar actividad antiinflamatoria del
extracto hidroetanolico y fracciones organicas de diferentes polaridades de hojas. Para lo
cual se utilizé el método de Harborne y Kokate para el perfil fitoquimico; 1,1-difenil-2-picril-
hidrazilo (DPPH) para actividad antioxidante, reactivo de Folin-Cicalteu para fenoles y
tricloruro de aluminio para flavonoides. La evaluacion de actividad antiinflamatoria se realiz
con el modelo de edema subplantar con carragenina en ratas Wistar en diferentes dosis del
extracto de hojas y fracciones. Se demostré la presencia de flavonoides, taninos,
saponinas, glicosidos cardiotdénicos y quinonas en los extractos y fracciones; fuerte
actividad antioxidante y altas concentraciones de polifenoles en los extractos de hojas y
pseudobulbos. Una inhibicion de 43.36% de la inflamacion con la dosis de 1000 pg/pata del
extracto de hojas contra un 45.71% de efecto que produjo el naproxeno. Los compuestos
fendlicos identificados fueron 4-hydroxybenzyl alcohol (BHA), &cido malico, &cido cafeico y
acido siringico acetato por el método HPLC-MS. Se concluye que L. furfuracea podria ser
utilizada como un potente antiinflamatorio en la medicina tradicional, posiblemente la
actividad se deba a la presencia de polifenoles, y puede ser usado en investigaciones en el

area cosmeética y alimentaria

Palabras clave: orquidea, uso medicinal, polifenoles, antiinflamacién



ABSTRACT

Laelia furfuracea is a endemic orchid is an endemic from state of Oaxaca, which is
distributed in the Mixteca and mountainous areas surrounding the Valles Centrales. Used
as decoration for various religious celebrations. Known locally as " Ita ndeca " (purple ) in
the region of the Mixteca , the flowers are used for the cure of cough , there is no written
documentation that scientifically validate the use in traditional medicine of this orchid .The
objectives of this study were a) make a screening phytochemical; b ) determine the
antioxidant activity, concentration of flavonoids and total phenolics of ethanol-water extract
of flowers, pseudobulbs and leaves; c ) evaluation of anti-inflammatory activity of ethanol-
water extract and organic fractions of different polarities of leaves. For which the method of
Harborne and Kokate for the screening phytochemical was used; 1,1-diphenyl -2 - picryl -
hidrazilo ( DPPH ) for antioxidant activity , Folin- Cicalteu for phenols and aluminum
trichloride for flavonoids. The evaluation of anti-inflammatory activity it was performed with
the model of subplantar carrageenin edema in Wistar rats at different doses extract of leaf
and fractions. The presence of flavonoids, tannins, saponins , cardiotonic glycosides and
quinones in extracts and fractions was demonstrated ; strong antioxidant activity and high
concentrations of polyphenols in extracts of leaves and pseudobulbs . Inhibition of 43.36%
inflammation at a dose of 1000 pg / paw leaf extract against a 45.71 % of effect produced
naproxen. Phenolic compounds 4 - hydroxybenzyl alcohol (BHA) , malic acid , caffeic acid
and syringic acid acetate were identified by HPLC-MS method. It is concluded that L.
furfuracea could be used as a potent antiinflammatory in traditional medicine, possibly
activity is due to the presence of polyphenols, and may be used in research in the cosmetic

and food area.

Keywords: orchid, medicinal use, polyphenols, anti-inflammation
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CAPITULO |
PRESENTACION

1.1 INTRODUCCION

Los productos naturales ofrecen una gran diversidad quimica mayor si se compara con la
complejidad estructural y la potencia biolégica. Ademas, que los productos naturales
pueden ser utilizados como medicamentos, también tienen una gran utilidad en blancos
moleculares y fisiopatologias de diferentes enfermedades, lo cual se ve reflejado en un

mejor entendimiento de estos procesos (Bermudez et al., 2005).

La incorporacion y utilizacién de las plantas medicinales en el tratamiento de diversas
reacciones inflamatorias son practicas comunes en la medicina tradicional. Atribuido a los
metabolitos secundarios que se definen como, sustancias quimicas sintetizadas por los
diferentes grupos de plantas, los cuales no participan directamente en actividades

bioguimicas primarias o vitales para las plantas (Vanhaelen et al., 1991).

Los metabolitos desempefian roles importantes en la ecologia vegetal, por ejemplo algunos
compuestos fendlicos y terpenoides, funcionan como insecticidas o repelentes de
organismos herbivoros, asi como hormonas de insectos, fitoalexinas, agentes alelopéticos,
reguladores del crecimiento vegetal, también poseen actividad fungicida o afectan en varios

modos a organismos patégenos como los nematodos (Cy et al., 1985).

Las orquideas han sido usadas por milenios para la cura de diferentes tipos de
enfermedades relacionadas con un efecto antiinflamatorio como dolor muscular, artritis
reumatoide, asma, heridas, como broncodilatador y supresor de tumores (Musharof, 2011;
Chinsamy et al. 2014). En México las orquideas se emplean principalmente como ornato en
festividades religiosas (Cruz et al., 2015) y su uso en la medicina tradicional para la cura de

ciertos padecimientos como la histeria, la fiebre, la impotencia, la disenteria, el reumatismo
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(Hernandez, 1959), la diabetes (Neira, 2009), la tos (Cruz et al., 2014) cura de tumores
(Cox, 2013), incremento de la energia del sistema muscular y como un afrodisiaco
(Deanne, 2005). Los géneros Prosthechea, Encyclia, Catasetum y Laelia son empleadas
para curar heridas, dolores de parto y como antiinflamatorios. Las flores de la especie Laelia
furfuracea en la Mixteca de Oaxaca, México; se emplean para la cura de la tos en la
medicina tradicional, pero no se ha validado cientificamente este conocimiento, menos aun

se conocen los compuestos bioquimicos en la orquidea.

Quizé el efecto bioldgico producido puede ser ocasionado por polifenoles. Los polifenoles
son los responsables de la proteccion de la radicacién UV y ataque de patégenos en las
plantas. Ayudan a proteger a la celula del dafio oxidativo y reduce el riesgo de desordenes
degenerativos (Banafsheh et al., 2016). Se clasifican en diferentes categorias como acidos
fendlicos, flavonoides, estilbenos y lignanos (Wagner y Bladt, 2001). Los polifenoles mas
importantes son los flavonoides que son sintetizados por las plantas del aminoéacido
aromatico fenilalanina, tirosina y malonato. Los flavonoides se clasifican en seis subclases
incluyendo flavonoles, flavonas, flavanonas, flavanoles, isoflavonas y antocianinas

(Banafsheh et al., 2016).

El siguiente estudio surguié de la necesidad de conocer la actividad biolégica que se le
puede atribuir a Laelia furfuracea y conocer la composicion fitoquimica que puede dar
origen a tal efecto. Para validar el uso medicinal tradicional y dar la pauta a nuevas
investigaciones en diversos campos. Por lo que, esta investigacion se dividio en dos partes.
La primera consistié en hacer un analisis preliminar de los metabolitos secundarios que se
encuentran en flores, hojas y pseudobulbos; de igual manera determinar actividad
antioxidante y las concentraciones de flavonoides y fenoles en las tres diferentes partes de

la planta. Los resultados previos sirvieron para elegir las hojas como la parte de la planta
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con la que se evaluaria el efecto antinflamatorio y determinar los posibles compuestos que

dan dicha actividad biol6gica.

1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La herbolaria ha sido empleada en la medicina tradicional mexicana desde épocas
precolombinas. De las 30,000 a 40,000 especies de plantas medicinales presentes en
México, actualmente se han identificado hasta 5,000 especies con aplicaciones curativas.
Algunas de estas especies pertenecen a la familia Orchidacea, en donde se han reportado
el uso de las orquideas en la medicina tradicional, pero no han sido suficientes las
investigaciones realizadas en estas plantas para generar conocimiento y validar su uso de
las diferentes especies utilizadas. Tampoco se han identificado los compuestos fitoquimicos

gque causan la actividad biolégica que se les atribuye y que mejoran la salud humana.

La especie Laelia furfuracea es usada como ornato y para la cura de la tos en la medicina
tradicional esto se sabe por narraciones de personas de la region donde se encuentra. Pero
no existen evidencias escritas del origen del uso medicinal 0 més informacion al respecto.
Por tanto, es un campo de oportunidad para validar su uso medicinal y no solo eso, sino

también realizar un estudio etnoboténico, etnofarmacéutico y bioquimico de la especie.

1.3 JUSTIFICACION

El uso de las plantas en la medicina tradicional, ha permitido descubrir en la investigacion
farmacoldgica moderna nuevas drogas mucho mas efectivas que la medicina sintética
contemporanea. Algunos de estos compuestos o metabolitos secundarios de origen natural
como terpenos y flavonoides poseen una gran variedad de efectos biolégicos entre los que
sobresale la actividad antiinflamatoria (Gerritsen et al., 1995). Estos compuestos de origen

natural no causan dafio en el humano, sino al contrario, ayudan a reducir los efectos
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secundarios que causa el uso cronico de farmacos para el tratamiento del dolor y la

inflamacién. Lo que representa un gran potencial en investigaciones farmacolégicas.

Algunas investigaciones han comprobado que los extractos de orquideas, presentan
compuestos naturales (Musharof, 2011) que curan ciertos padecimientos. Uno de ellos, es
la inflamacion, que ha despertado en los Ultimos afios un gran interés cientifico,
principalmente por la capacidad potencial de inferir en la evolucion de enfermedades que

comienzan con un proceso inflamatorio.

En México alrededor de 1300 especies y 170 géneros de orquideas estan presentes, siendo
una de las familias mas ricas en numero de especies, que es superada solo por Asteraceae

y Fabaceae (Hagsater et al., 2005), y el 40% de estas, son endémicas (Soto et al., 2007).

El género Laelia tiene la mayor distribucién en México, y unas pocas especies crecen en el
norte de Centroameérica en paises como Guatemala y Honduras. De las 11 especies del
genero Laelia presentes en México, solo se han investigado dos L. anceps y L. autumnalis
relacionados con alguna accién biolégica. Particularmente Laelia furfuracea es endémica
para Oaxaca y de esta especie no se ha investigado nada aun, por lo que es importante
comenzar a generar conocimiento cientifico que permita potencializar su uso en la medicina

tradicional y en campos como la farmacéutica, alimentaria y cosmética.

De igual manera es necesario crear conciencia en las personas que se dedican a la venta
de L. furfuracea en la época de celebraciones de muertos, de la virgen de Guadalupe y
navidad; y no solo de esta especie sino de todas las orquideas de la gran necesidad de
crear planes de manejo para seguir conservando estas plantas y asi evitar el gran saqueo
ilegal e irracional que hay afio con afo, buscando alternativas econdémicas para las

comunidades a partir del cuidado, produccion y venta de orquideas.
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1.4 ANTECEDENTES

Los diferentes métodos que se utilizan para la determinacion de la actividad antioxidante
basan su fundamento en comprobar como un agente oxidante induce dafio oxidativo a un
sustrato oxidable, dafio que es inhibido o reducido en presencia de un antioxidante. los
diferentes métodos se diferencian en la eficacia en cuanto en términos del agente oxidante,
la simplicidad, el sustrato empleado, el tiempo de evaluacion, la técnica instrumental
utilizada, la sensibilidad y las interacciones de la muestra con el medio de reaccion,
mecanismos, método de cuantificacion y la relevancia biolégica (Quintanar and Calderon,
2009). Los métodos para la evaluacion de actividad antioxidante in vitro segun Md et al.,
(2012) son la actividad captadora de DPPH, ensayo barrido de peréxido de hidrégeno
(H20.), actividad captadora de 6xido nitrico actividad captadora del radical peroxinitrito y
capacidad antioxidante equivalente Trolox (TEAC) /ensayo por decoloracién del radical
cation ABST. El 2,2"-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) es uno de los métodos comUnmente
aplicado en los ultimos 10 afios (Andrzej et al., 2012) para la cuantificacion de actividad
antioxidante de los residuos de radicales libres en extractos a partir de material de plantas
0 en compuestos individuales de las mezclas (Ozcelik et al., 2003; Scherer & Godoy, 2009;
Sharma & Bhat, 2009) en la cinética de fenoles que se comportan como la reaccion ET que
implica una reaccion redox con el oxidante como un indicador en la reaccion del punto final,
con correlacion del cambio del grado de color con la concentracidon de antioxidante Foti et
al (2004). A partir de los antioxidantes se pueden prevenir o disminuir la causa de ciertos

padecimientos que desencadenan enfermedades.

Los primeros registros del uso de orquideas en México, se encuentran en el manuscrito
Azteca escrito en 1522, titulado Libellus de Medicinalibus Indorum Herbes (Hernandez,
1959), quién menciona la utilizacion de la vainilla (Vanilla planifolia) como perfume y

saborizante. Vanilla planifolia era utilizada también por los Aztecas para el tratamiento de
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la histeria, fiebre, impotencia, reumatismo y para incrementar la energia del sistema
muscular. Otras orquideas empleadas en tiempos prehispénicos eran: Prosthechea citrina
para las infecciones; Laelia autumnalis para la tos; Stanhopea hernandezii para la
deshidratacion; Arpophyllum spicatum, Bletia catenulata, Epidendrum pastoris y Cranichis

speciosa para la disenteria.

Actualmente en la medicina tradicional mexicana Laelia anceps, L. autumnalis, Prosthechea
karwinskii, Cyrtopodium punctatum, Myrmecophila christinae y Rhyncholaelia dighyana se
emplea para curar heridas y quemaduras, ayudan en las labores de parto y previenen los
abortos involuntarios (Cruz et al., 2014; Salazar et al., 2007; Vergara et al., 2010, Vergara
et al., 2008); P. michuacana es utilizado como un antiinflamatorio de rifiones, depurativo y
calmante (Cervantes-Reyes, 2008 y Neira, 2009) y Catasetum integerrimum es utilizada
para la cura de tumores (Cox, 2013). En el sur de Africa en la medicina tradicional las
orquideas se emplean para el tratamiento de ciertos padecimientos desencadenados por
la inflamacién como dolor muscular, artritis, tumores, reumatismo, asma, heridas y llagas

(Musharof, 2011 y Chinsamy et al. 2014).

Investigaciones recientes in vivo e in vitro validan el uso de las orquideas para la cura de
ciertos padecimientos relacionados con la inflamacion. Dendrobium speciosum (Lo et al.,
2004) y P. michuacana (Cervantes-Reyes, 2008) han demostrado tener fuerte actividad
antioxidante; esta ultima también demostré actividad cicatrizante y efecto hepatoprotectivo
sobre el dafio hepatico (Pérez et al., 2011), Scaphyglottis livida (Hossain, 2011) y L.
autumnalis (Vergara et al., 2008) presentd potencial actividad vasorelajante de
contracciones del corazon y antihipertensiva sobre el canal de calcio (Vergara et al., 2008),
Encyclia michuacana present6 efecto antiespasmadico (Pérez et al., 2009), Laelia anceps
(Jimarez-Montiel, 2009), Oncidium sphacelatum (Herndndez-Galicia, 2010), Eulophia

ochreata (Jagtap et al., 2009; Rajendra et al., 2010) y Gastrodia elata (Lee et al., 2006) han
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demostrado tener un potente efecto antiinflamatorio. L. anceps presenté un 77.3% de
inhibicion de la inflamacién, ademas un 93.19% de inhibicién en la linea celular de cancer
de mama, E. ochreata disminuyé el edema de inflamacién en un 48 y 53% en dosis de 500
y 1000 pg/kg y O. sphacelatum inhibio el crecimiento celular de las lineas de cancer humano

de prostata, leucemia, colon y mama.

Los compuestos naturales identificados en las diferentes especies de orquideas que han
presentado actividad antiinflamatoria son principalmente polifenoles como el flavonol 5-
hidroxi, 3,7,4 - trimetoxiflavonol en L. anceps (Jimarez-Montiel, 2009); fenantrenos,
binenziles, fluorenonas, sesquiterpenos y alcaloides en D. speciosum (Lo et al., 2004);
Estilbenoides como el gigantol (Hossain, 2011) y el fenantreno 3,7-dihydroxy-2,4-
dimethoxyphenantrene (Estrada et al., 2006) en S. livida; el gigantol 3",4 — Dihidroxi — 5,5"-
dimetoxibibencil; 7, metoxi-scutillarein y taxifolin (Jimarez-Montiel, 2009) en P. michuacana
los flavonoides scutellarein 6-methyl ether, dihydroquercetin, apigenin 7-O-glucoside,
apigenin-7-neohesperidoside y apigenin-6-O-B3-D-glucopyranosil-3-O-a-L-
rhamnopyranoside en la misma especie (Pérez et al., 2011); la flavonona 5,6-diacetato-4-
metoxi-7-O-acetilrutinosidoflavanona acetato de pectolinarina, [3-sitosterol en O.
sphacelatum  (Hernandez-Galicia, 2010); fenantrenos como 9,10-Dihydro-2,5-
Dimethoxyphenanthrene-1,7-diol; 3,7-Dihydroxy-2,4-Dimethoxyphenanthrene y flavonoides
como el flavanthridin, eulophiol, scutellarein 6-methyl ether, dihydroquercetin, apigenin 7-
O-glucoside, apigenin-7-neohesperidoside y apigenin-6-O-3-D-glucopyranosil-3-O-a-L-
rhamnopyranoside en Eulophia ochreata (Jagtap et al., 2009; Yogesh et al., 2013) y los
polifenoles 4-hydroxybenzaldehyde, 4-hydroxybenzyl alcohol, benzyl alcohol, bis-(4-
hydroxyphenyl) methane, 4(4'-hydroxybenzyloxy)benzyl methylether, 4-hydroxy-3-
methoxybenzyl alcohol, 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde y 4-hydroxy-3-methoxybenzoic

acid en Gastrodia elata (Lee et al., 2006).
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A los metabolitos secundarios como saponinas, fenoles del tipo flavonoide,
fenilpropanoides, taninos, alcaloides y terpenos (Newman et al., 2003; Sdnchez et al., 2014;
Setty y Sigal, 2005) de las plantas se les atribuyen diversas actividades biolégicas, entre
ellas la capacidad antioxidante y antiinflamatoria (Halliwell et al., 2005; Wiart, 2007; Carlsen

et al., 2010, Gerritsen et al., 1995).

Otras plantas han presentado fuerte actividad antioxidante y potente actividad
antiinflamatoria evaluadas en el modelo de carragenina, como en Potentilla repants que
inhibi6é el edema en un 26.62 y 61.37% (Tomovic et al., 2015), Millettia pulchra inhibié un
31.1 a 52.9% (Huo et al., 2015), Plumbago zeylanica, Terminalia bellarica y T. chebulla
inhibieron la inflamacion en un 23.48, 32.85 y 34.28%, respectivamente (Rafik et al., 2015);
Thymus sephyllum produjo un efecto antiinflamatorio del 34% (Alamgeer et al., 2015), Piper
umbellatum inhibié la inflamacion en un 35.6, 79.7 y 82.4% en dosis dependientes
(Hespporte et al., 2015), Chiliotrichum diffusum inhibio la inflamacién hasta un 56% (Alcalde
et al., 2013). Macrosiphonia longiflora presentd un 26.1 % de anti inflamacion (Da silva et
al., 2014), Annona muricata produjo un efecto de 71,12% (Poma et al., 2011), Erica arborea
la dosis mas alto produjé un 36.9% (Amezouar et al., 2013) y Jungia rugosa presenté un

efecto antiinflamatorio de 43.8% (Enciso, 2011).

Los principales compuestos mayoritarios que se han identificado en especies vegetales a
través de herramientos de andlisis por el método HPLC, a los cuales se les ha atribuido la
actividad antioxidante y antiinflamatoria son principalmente polifenoles. Especificamente
son acido galico, catequina, acido protocatequina, epicatequin, luteolin-7-O-glucoside,
quercetina, acido cafeico, acido p-cumarico, quercetin-3-O-glucoside, rutin, kaemferol-3-O-
glucoside, apigenin-7-Oglucoside y kaemferol (Tomovic et al., 2015; Alamgeer et al., 2015;
Alcalde et al., 2013); ovalitenin B, ovalitenin A, lanceolatin B y 2",2"-dimethylpyrano-

[57,67:7,8]-flavone (Huo et al., 2015); 4-nerolidylcatechol (Hespporte et al., 2015); Riparin Il
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(O-methil-N-2-hidroxi-benzoyl tyramine) (Rodriguez et al., 2013), cumarinas (Ozlem et al.,
2011), Chalcona y flavonas (Alberto et al., 2007); 2'-hydroxychalcones, 2'-
methoxychalcones (Sameena et al., 2013); Una mezcla de flavonoides como silymarina,
luteolina y lignanos como salvina y calocedrina dihidrobenzofuran-neolignanos,
woorenosidos (I-V)., pinoresinol, woorenosido V y lariciresinol glicésido (Manna et al., 1999;
Xagorari et al., 2001; Wadsworth et al., 2001 y Cho et al., 1998, 2000, 2001), geraniina,

corilagina y Hipericina (Kang et al., 2001).
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1.6 OBJETIVOS

1.6.10bjetivo general

Extraer, cuantificar y determinar los compuestos fenélicos presentes en el extracto obtenido

a partir de Laelia furfuracea y evaluar su actividad antiinflamatoria en modelo murino.

1.6.2 Obijetivos especificos
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a) Extraer los compuestos fendlicos de hojas, flores y pseudobulbos de Laelia
furfuracea

b) Cuantificar fenoles totales, flavonoides totales y actividad antioxidante en hojas,
flores y pseudobulbos de los extractos obtenidos de Laelia furfuracea

¢) Evaluar en modelo murino la actividad antiinflamatoria del extracto hidroetandlico y
de fracciones de hojas con mayor contenido fendlico de Laelia furfuracea

d) Identificar los compuestos fendlicos en el extracto que presentd actividad
antiinflamatoria en modelo murino a través de Cromatografia liquida de alta

resolucion acoplada a espectrometria de masas (HPLC-MS).

1.7 HIPOTESIS

El extracto hidroetandlico de flores, hojas y pseudobulbos de Laelia furfuracea con mayor
indice de actividad antioxidante, el mayor contenido de fenoles totales y flavonoides totales,
serd el que presente mayor actividad antiinflamatoria al grupo control e igual 0 menor que

el farmaco de referencia.

CAPITULO I
MARCO REFERENCIAL

2.1 LAS PLANTAS EN LA MEDICINA

2.1.1 Los productos naturales en la farmacologia

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), una planta medicinal se define

como cualquier especie vegetal que contiene sustancias que pueden ser empleadas para
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propdsitos terapéuticos 0 cuyos principios activos pueden servir de precursores para la
sintesis de nuevos farmacos. Estas plantas también tienen importantes aplicaciones en la
medicina moderna. Entre otras, son fuente directa de agentes terapéuticos, se emplean
como materia prima en la fabricacibn de medicamentos sintéticos mas complejos, la
estructura quimica de sus principios activos pueden servir de modelo para la elaboracién
de drogas sintéticas y tales principios se pueden utilizar como marcadores taxondémicos en

la busqueda de nuevos medicamentos (Bermudez et al., 2005).

Los productos naturales ofrecen una gran diversidad quimica incomparable con la
complejidad estructural y la potencia biolégica. Ocupan una region complementaria en el
campo de la quimica farmacéutica comparada con los compuestos de origen sintético.
Ademas de que los productos naturales pueden ser utilizados como medicamentos o
plantillas para la produccion de medicamentos, también tienen una gran utilidad en el
estudio de los blancos moleculares y fisiopatologias de diferentes enfermedades, lo cual se

ve reflejado en un mejor entendimiento de estos procesos.

La incorporacion y utilizacién de las plantas medicinales en el tratamiento de diversas
reacciones inflamatorias, en particular el reumatismo, son practicas comunes en la medicina
tradicional. Hoy dia es evidente que el interés por las sustancias anti- inflamatorias de origen
vegetal va en aumento, porque ofrecen en algunos casos ventajas en relacion a los anti-

inflamatorios clasicos, como es la baja incidencia de efectos secundarios.

Se ha reportado que algunos productos naturales presentan efectos sobre la expresion de:
citoquinas proinflamatorias como interleuquinas (IL-1b, IL-6, IL-8), factor estimulante de
colonias-granulocito/macrofago (GM-CSF) y factor de necrosis tumoral (TNF- ), enzimas
mediadoras como la Metaloproteinasa (MMP-3 y MMP-13), Isoforma inducible de la oxido
nitrico sintasa (iINOS) y enzima ciclooxigenasa (COX-2); y catabolitos oxido nitrico (NO) y

la prostaglandina 2 (PGE2). Esta actividad ha sido asociada con: la inactivacion del Factor
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de transcripcion nuclear-B (NF- kB), por la prevencién de la fosforilacion- degradacion de
Proteina inhibidora de NF-«B (IkB) o la regulacion de ciertos factores de trascripcion, entre

otros, lo cual constituye el mecanismo de accién de tales compuestos (Gilmore, 2006).

2.1.2 Metabolitos secundarios en las plantas

Los metabolitos secundarios se definen como, sustancias quimicas sintetizadas por los
diferentes grupos de plantas, los cuales no participan directamente en actividades

bioquimicas primarias o vitales para las plantas (Vanhaelen et al., 1991).

Los metabolitos desempefian roles importantes en la ecologia vegetal, por ejemplo algunos
compuestos fendlicos y terpenoides, funcionan como insecticidas o repelentes de
organismos herbivoros, asi como hormonas de insectos, fitoalexinas, agentes alelopéticos,
reguladores del crecimiento vegetal, también poseen actividad fungicida o afectan en varios

modos a organismos patégenos como los nematodos (Cy et al., 1985).

Adicionalmente, al progreso en la ecologia quimica, el campo emergente de la evolucion
molecular ha proporcionado evidencia crucial que postula que el proceso evolutivo del
metabolismo secundario, se debe a que algunas de las enzimas del metabolismo primario
fueron duplicadas, reclutadas y diversificadas para cumplir nuevas funciones como
respuesta a la presion de la seleccion natural (Hartman, 2007). Y que estas sirven para la

salud, y es asi como se utilizan un gran nimero de plantas medicinales en todo el mundo.

Sus aplicaciones, muy variadas, hacen del fenol una materia prima clave de la industria
guimica orgénica: en la terapéutica se usa para preparar medicamentos, en particular
derivados del acido salicilico, de los cuales algunos se emplean en la perfumeria. Las
industrias de materias plasticas (fenoplastos) y de textiles artificiales (nylon y perlén). En

la refinacion del petréleo (Rakoff & Norman, 2005), Se emplea también en la fabricacion de
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materias colorantes, detergentes, taninos sintéticos, insecticidas, herbicidas, hormona

vegetales, etc. (Devoré, 1959).

2.2 Extraccién convencional sélido-liquido

Existen diferentes métodos de extraccion de los productos de origen natural. El método
empleado para extraccion dependera de los compuestos a extraer y los objetivos de

investigacion.

La extraccién se define como la accién de separar con un liquido una fraccion especifica de
una muestra. La extraccidon se puede realizar desde los tres estados de la materia sélido-

liquido, liquido-liquido y gas-liquido.

Para la extraccion de los componentes en las plantas existen varios métodos de extraccion
convencional como maceracion, hidrodestilacion y por soxhlet. La extraccidén por soxhlet es
un método muy empleado, y este método es de fase solido- liquido, donde el hexano es
uno de los solventes més utilizados, representa una desventaja con los compuestos de
menor polaridad, por lo que tienden a utilizar co-solventes de isopropanol con hexano y
estos representan costos elevados. Los tiempos de extraccion pueden durar hasta dos
horas, por lo que se requiere de una mayor agitacion, lo que ocasiona que los componentes
de la mezcla se oxiden mas rapido. El extracto no requiere de un proceso de filtracién por
lo que es el método mas simple y mas barato (Lijun y Weller, 2006). La muestra entra en
contacto con el solvente, por lo que cambia la posicién de los analitos dentro de la mezcla.
La temperatura del sistema es mayor que la temperatura ambiente por lo que la extraccion

es mas rapida (Luque, 2004).

La extraccibn con solventes de muestras soélidas, es comUnmente conocida como

extraccion solido-liquido (Luque de castro y Garcia, 1998).
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La extraccion de solido-liquido es una técnica de extraccion muy antigua, existen datos que
en Mesopotamia hace aproximadamente 3500 afios A.C. se realizaba la extraccion con
calor-agua para la materia organica. La extraccién Soxhlet ha sido una técnica utilizada por
mucho tiempo (Luque de Castro y Garcia, 1998). El equipo de extraccion de laboratorio
Soxhlet fue propuesto en 1879 principalmente para la determinacion de la grasa en la leche

(Jensen, 2007).

Lo que hace el extractor Soxhlet es realizar un sinfin nimero de extracciones de manera
automética, con el mismo solvente que se evapora y condensa llegando siempre de manera
pura al material (Nufiez, 2008). EIl principio es que la muestra es previamente molida y
colocada dentro de un cartucho poroso y puesta en la cAmara de extraccion, el solvente es
colocado en el matraz al cual se le aplica calor. La destilacion del solvente en forma de
vapor pasa por el tubo de vidrio que lleva al refrigerante que condensa el vapor (Luque de
Castro y Garcia, 1998). El solvente en estado liquido cae sobre el cartucho de la materia
prima llevando a cabo la extraccién de los compuestos hasta el nivel de la camara de
extraccion que por diferencia de presiones comienza el sifon arrastrando con ello los
compuestos del extracto al matraz de vidrio que contiene el solvente (Luque de Castro y
Garcia, 1998). El incremento en las polaridades del sistema (incluyendo solventes, analisis
y mezclas) incrementan la eficiencia, que pueden superar o mejorar lo obtenido por Soxhlet.

Se emplea un co-solvente para incrementar las polaridades de la fase liquida.

2.3 Las orquideas

La familia Orchidaceae es una de las mas extensas del mundo. Actualmente se han
identificado mas de 750 a 850 géneros, con 25,000 a 35 000 especies (Dressler, 1993.
Citado en Musharof, 2011), que estdn ampliamente distribuidas en todos los ecosistemas

excepto en la Antartida y en zonas desérticas.
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2.3.1 El género Laelia

El género Laelia, debe su nombre a una de las virgenes del templo de Vesta de la mitologia

Griega. El género Laelia fue establecido en 1831 por el Botanico Ingles John Lindley.

Las especies de este género se distribuyen principalmente en México y algunas especies
en el norte de Centroamérica como Guatemala y Honduras. La distribucion de las Laelias
en México es desde las zonas montafiosas en el oeste del pais en la Sierra Madre
Occidental, en el Neovolcdnico Transversal y en la Sierra Madre del Sur. En el Golfo de

México y en la Sierra Madre Oriental (Halbinger and Soto, 1997).

El género esta formado por once especies, una de ellas con dos subespecies: L. albida, L.
anceps (con las subespecies anceps y dawsonii), L. aurea, L. autumnalis, L. crawshayana,

L. eyermaniana, L. furfuracea, L. gouldiana, L. rubescens, L. speciosa y L. superbiens.

Desde hace casi dos siglos las Laelias han sido ampliamente cultivadas en México y en el
extranjero. Son sin duda, las orquideas mexicanas mas destacadas y requeridas.
Tradicionalmente se han utilizado por grupos indigenas durante siglos como plantas de
ornato y como adornos durante las festividades religiosas. Laelia anceps, Laelia gouldiana,
Laelia autumnalis y Laelia furfuracea se usan para hacer ofrendas en las festividades de
Dia de Muertos, de ahi los nombres comunes de algunas especies: flor de muerto, flor de

las animas, calaverita, lirio de todo santos, etc. (Salazar et al., 2007).
2.3.2 Laelia furfuracea

El nombre especifico de esta orquidea, furfuraceus (casposa), hace referencia a las
pequefias escamas de color marrén o negro oscuro que cubren el ovario de la flor. Fue
descubierta por el conde Karwinsky en 1832 y luego introducida a Inglaterra en 1838 para

su cultivo.
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Es una especie endémica de Oaxaca, donde se distribuye en la Mixteca, las montafias y
laderas subhumedas de los Valles Centrales (Garcia et al., 2004). Localmente es conocida

con los nombres de “Lirio de San Francisco”, “monja” e “Ita chaca” (flor de plastico) o “Ita

ndaka” en Mixteco. Su floracién ocurre entre octubre y diciembre.

Laelia furfuracea es una hierba epifita, con pseudobulbos oblongos-ovoides de 5.3 cm de
alto los cuales presentan sulcos longitudinales cuando éstos empiezan a deshidratarse;
presenta una sola hoja apical, lanceolada, coracea, de 5 a 12 cm de largo; la inflorescencia
mide de 25 a 35 cm de alto, presenta de 1 a 3 flores las cuales miden de 7 a 9 cm de
didmetro; la coloracion de los sépalos y pétalos varia de rosa péalido a rosa magenta,
aungue en ocasiones pueden ser blancos, el labelo es de color similar o un color mas

OScuro.

2.3.3 Los fitoquimicos en las orquideas

Las Orquideas, al igual que otras plantas, producen un gran nimero de fitoquimicos como
alcaloides, flavonoides, carotenoides, antocianinas y esteroles, de los cuales han sido
escasamente investigadas su funcién biologica. Los alcaloides y flavonoides son los mas

importantes por su actividad biolégica (Musharof, 2011).

Los primeros alcaloides estudiados en orquideas fueron en 1892 por E. Wildeman de unas
especies de europeas. En 1896 E. de Droog analizo 104 especies y en 1890 E. Boorsma
detecto alcaloides en las especies Paphiopedilum javanicum y Liparis parviflora. Los
primeros alcaloides aislados fue dendrobine de Dendrobium nobile en 1932 (Bhattacharjee,

2006).

2.4 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es primordial en el desarrollo de enfermedades humanas (Rajendran et

al., 2014). Son importantes en términos de su habilidad para proteger el inicio del dafio
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celular oxidativo que pueden dar condiciones como, enfermedad de Alzheimer, de
Parkinson, esclerosis multiple, esclerosis lateral amiotréfica, pérdida de memoria, depresion
y enfermedades cardiovasculares como la aterosclerosis, enfermedad cardiaca isquémica,
hipertrofia cardiaca, shock y trauma, asi como, hipertension, también estd implicado en
desordenes pulmonares que incluyen enfermedad inflamatoria como es asma y enfermedad
pulmonar obstruciva crénica (EPOC). Y adicionalmente enfermedades asociadas con
infantes prematuros como la displacia broncopulmonar, leucomalacia periventricular,
hemorragia intraventricular, retinopatia de prematuros, y enterocoitis necrosante, en varias
enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide y también en desordenes renal
severo como la glomerulonefritis, nefritis tdbulo intersticial, falla renal crénica, proteinuria,
uremia y finalmente enfermedades gastrointestinales como ulcera péptica, enfermedad

inflamatoria del intestino y colitis, diabetes, tumor y cdncer (Goodman, 2001).

2.4.1 Radicales libres y especies reactivas

Los radicales libres se describen como moléculas altamente reactivas que contienen uno o
mas electrones impares fuera de su érbita. Los radicales libres son originados de oxigeno,
nitrdgeno y sulfuro; dando especies reactivas del oxigeno (ROS), especies reactivas de

nitrogeno (RNS) y especies reactivas de sulfuro (RSS) (Banafsheh et al., 2016).

La actividad de algunas enzimas incluyendo oxidasas, ciclooxigenasas, lipooxigenasas,
deshidrogenasas y peroxidasas podria resultar en la produccion de radicales libres. Pero
altas concentraciones de radicales libres resulta en estrés oxidativo, un proceso deletéreo
gue puede causar dafio a todo tipo de biomoléculas presentes en el cuerpo, incluyendo

proteinas, enzimas, aminodacidos, lipidos, DNA y carbohidratos (Banafsheh et al., 2016).

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) incluyen peroxido de hidrogeno, acido

hipocloroso, anién superoxido, oxigeno singlete, perdxidos lipidicos, radicales hipocloricos
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e hidroxilos estan involucradas en el desarrollo, diferenciacion, progresion y muerte de la
célula. Reaccionan con lipidos de membrana, acidos nucleicos, proteinas, enzimas y otras
pequefias moléculas. Bajas concentraciones de ERO juegan un rol indispensable en la
sefializacién intracelular y también en la defensa de patdgenos. Altas concentraciones
juegan un rol en muchas enfermedades del humano. Los antioxidantes presumiblemente
actian como un protector al inicio de la acumulacion de ERO y su eliminacién del sistema

(Perayaman et al., 2014)

2.4.2 Antioxidantes como sistema de defensa

Los sistemas biolégicos son equipados con sistemas antioxidantes altamente protectivos,
siendo efectivos al neutralizar el exceso de radicales libres y proteger a la celula de efectos
perjudiciales (Banafsheh et al., 2016). Los antioxidantes se definen como las sustancias
que en pequefias concentraciones inhiben significativamente o retardan los procesos

oxidativos (Dinstel et al., 2013).

Los antioxidantes enzimaticos previenen la formacion o neutralizan los radicales libres
siendo el glutation peroxidasa (GPx), catalasa (CAT), superoxido dismutasa (SOD) y
peroxiredoxin (Prxs) (Rahman, 2007; Pham et al., 2008; Young & Woodside, 2001). Los
antioxidantes no enzimaticos como glutation (GSH) reduce la glutation oxidada (GSSG)
(Rahman, 2007), el sistema tioredoxin, sistema glutaredoxin, acido lipoico (ALA) (Rahman,

2007), melatonin, coenzima Q10.

Los nutrientes antioxidantes son compuestos exdgenos, obtenidos de alimentos naturales
de suplementos de la dieta como vitamina C, E, carotenoides, elementos traza (Se, Zny

sulfuro) y polifenoles (Rahman, 2007; Pandey et al., 2009; Rao et al., 2007).
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Los polifenoles son metabolitos secundarios naturales de las plantas responsables de la
proteccion de la radicacion UV y ataque de patdgenos. Ayudan a proteger a la celula del

dafo oxidativo y reduce el riesgo de desordenes degenerativos (Banafsheh et al., 2016).

Los polifenoles se clasifican en diferentes categorias como acidos fendlicos, flavonoides,
estilbenos y lighanos (Wagner y Bladt, 2001). Los polifenoles mas importantes son los
flavonoides que son sintetizados por las plantas del amino&cido aromatico fenilalanina,
tirosina y malonato. Los flavonoides se clasifican en seis subclases incluyendo flavonoles,

flavononas, flavonas, isoflavonas y antocianinas (Banafsheh et al., 2016).

2.5 Inflamacién

La inflamacién fue descrita por Celsus en el afio 10 antes de Cristo, Eming et al., (2007) la
describe como un proceso fisioldgico que protege a los organismos de dafios causados
por agentes bioldgicos, fisicos 0 quimicos (quemaduras, infecciones, quimicos téxicos,
alergias y otros estimulos), esta caracterizado por un incremento en el flujo sanguineo, la
migracion de leucocitos de la sangre al tejido dafiado y la iniciacion de eventos bioquimicos

que propagan la respuesta inflamatoria.

A nivel macroscopico, la respuesta inflamatoria esta usualmente acompafiada por
conocidos signos clinicos como tumefaccion (edema), rubor, calor, dolor espontaneo a la
palpacién y desorden de la funcion tisular. La respuesta inflamatoria ocurre en tres fases
distintas, cada una mediada aparentemente por diferentes mecanismos: a) Una fase
transitoria aguda, caracterizada por vasodilatacion local, hiperemia activa e incremento en
la permeabilidad capilar, b) Una fase subaguda tardia, visiblemente caracterizada por un
periodo de hiperemia pasiva, infiltracion de leucocitos y fagocitos y, c) una fase proliferativa
cronica, en la cual ocurre degeneracion de tejidos, lesion endotelial y fibrosis (Fridovich,

1997).
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Numerosas enzimas y mediadores son involucrados en el proceso inflamatorio. Los
mediadores pertenecen a diferentes clases quimicas, tales como aminas bidgenas
(histamina, serotonina), proteinas y péptidos (enzimas hidroliticas, citoquinas, factores de
crecimiento, factores activadores de colonia, factores de complemento, anticuerpos,
quininas), especies reactivas de oxigeno (ROS, anidn superoéxido, hidroperéxido, radicales
hidroxilos), y lipidos (factores activadores de plaquetas, prostanoides, leucotrienos). Estos
mediadores inician, mantienen, agravan y modulan el curso de un gran numero de

enfermedades humanas (Gémez et al., 2011).

Ademas de un enorme numero de mediadores proinflamatorios, la complejidad de tales
procesos son incrementados adicionalmente por la participacion de mecanismos
antiflogisticos e inmunomodulatorios (ej. la liberacién de esteroides antiinflamatorios e
inmunosupresivos de la corteza adrenal) y por el hecho que entre una clase de mediadores
algunos miembros podrian actuar de forma antiinflamatoria: ej. el acido 15-R-
hidroxieicosatetraendico (15(R)-HETE) y lipoxinas de los productos de la cascada del acido
araquidodnico o la interleuquina-1 (IL-1), IL-2, IL-3, IL-4, IL-10, IL-12 e IL-13 de la familia de
citoquinas, las cuales ejercen acciones pro y antiiflamatorias dependiendo de su

participacién en la respuesta inmunoespecifica (Gilmore, 2006; Safayhi y Sailer, 1997).

2.5.1 Células gue participan en el proceso inflamatorio

Las prostaglandinas (PGA, PGB, PGC, PGFa, PGG y PGI) son reguladoras del crecimiento
celular. Se sintetizan a partir del &cido araquidonico por la accion de diferentes enzimas

como las ciclooxigenazas (COX-1, COX-2 y COX-3) (Gomez et al., 2011).

La enzima COX-1 se expresa de manera constitutiva en casi todas las células. La enzima
COX-2 no se encuentra normalmente pero pueden ser inducida por estimulos

proinflamatorios, algunos factores séricos, citocinas y factores de crecimiento y se

33



considera que es principalmente responsable de la sintesis de los mediadores prostanoides
del dolor, la inflamacién y la fiebre, efecto que es inhibido por la administracion de
glucocorticoides (GCs) como la dexametasona. Por otro lado la enzima COX-3, una
isoforma de la COX- 1, conocida con el nombre de la COX-1b o variante de la COX-1 (COX-
1v), al parecer juega un papel en el proceso antiinflamatorio y su inhibicion explicaria el
alivio del dolor y la reduccidn de la fiebre producida por los anti-inflamatorios no esteroideos
(AINES). Las COXs poseen dos actividades diferentes: una de sintasa de endoperéxido que
oxigena y produce una estructura en anillo, en el acido graso precursor para formar
endoperoxido ciclico de PGG1, y una actividad de peroxidasa que transforma la PGG1 en
PGH1. Las PGG1 y PGH1 son muy inestables, por accion enzimatica se transforman en

PGl, tromboxano (TXA), PGE, PGF y PGD (Bergstrom et al., 1963; Funk, 2001).

Las citoquinas representan un grupo multifuncional de sustancias mensajeras que
transportan informaciéon de una célula a otra, responsable de la induccion de varias
enzimas, como por ejemplo la 6xido nitrico sintetasa (NOS) y la COX- 2. Pertenecen a una
familia de proteinas secretadas por las células de inmunidad innata y adaptativa que median
muchas de sus funciones. Las citoquinas pueden ser clasificadas como pro o
antiinflamatorias dependiendo de la via en la que participen en la inflamacion ; en el grupo
de las citoquinas pro inflamatorias esté la IL1, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-), las
IL6 e IL8, involucradas en la iniciaciébn y amplificacibn de los procesos inflamatorios,
determinantes fisiopatoldgicos de la sepsis y el shock séptico; en el endotelio estas
citoquinas, favorecen la expresion de moléculas de adhesion (integrinas, selectinas y
adherinas) para monocitos y neutréfilos, permitiendo su posterior migracion tisular. En el
grupo de las citoquinas anti-inflamatorias esta la IL10, el factor- transformador de

crecimiento (TGF- y el activador natural del receptor de la interleuquina 1 (IRA), los cuales
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modulan negativamente los eventos inflamatorios (Grisham et al., 1999; Szekanecz et al.,

2006).

Las citoquinas son producidas tanto por células fijas como por células del sistema
circulatorio (mastocitos, macréfagos y neutréfilos). Una citoquina a su vez induce su propia
produccion y la de otras citoquinas, a través de la activacién de algunos factores de
transcripcién nuclear como son: el factor nuclear kappa B (NF- B), el factor activador de
proteina-1 (AP-1) y algunas proteinas con actividad quinasa (PK), como proteina quinasa
activada por mitébgenos (MAPK) y la proteina quinasa C (PKC), que regulan muchos genes
indispensables para el mantenimiento de la inflamacién. Un grupo de quimiocinas, como la
IL8, eotaxin, oncogene relacionado con el crecimiento (GRO), el neutrdéfilo quimioatractor-1
inducido por citoquinas (CINC-1) y el regulador de la activacion de expresion y secrecion
de células T normales (RANTES), con la habilidad de incrementar la llegada de leucocitos
al sitio de inflamacion via interaccion con receptores acoplados con guanosin trifosfato
(GTP). Las citoquinas también pueden ser responsables por la induccion de algunos
receptores como es el caso del factor activador plaguetario (PAF) y de IL2 y de moléculas
de adhesién como las E- selectinas, e integrinas, la molécula 1 de adhesion intercelular
(ICAM-1) y la molécula 1 de adhesion de las células vasculares (VCAM-1) (Karima et al.,

1999).

Las citoquinas, quimiocinas y sus receptores, asi como también algunas proteinas
citoplasmaticas como la serina/treonina k (IKK, enzima que fosforila | B y
consecuentemente activa NF- B), el sistema enzimatico fosfatidil-inositol 3 quinasa/proteina
quinasa B (PI3K/Akt, que a su vez activa IKK) y el complejo | B/NF- B, estan involucrados
en la fisiopatologia de muchas enfermedades inflamatorias, es por ello, que estas moléculas
constituyen un excelente blanco para la busqueda de farmacos anti-inflamatorios (Gilmore,

2006).
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2.5.2 Especies reactivas de nitrogeno (RNS)

El Oxido Nitrico (NO) regula numerosos procesos fisiologicos, incluyendo la
neurotransmision, la contractilidad del musculo liso, la reactividad plaquetaria y la actividad
citotoxica de las células inmunes. Por otro lado, se ha encontrado que elevados niveles de
NO genera diferentes patologias. Esto proporciona los fundamentos para el disefio de
farmacos que modulen selectivamente concentraciones de NO. El NO es producido de
forma enddgena por una gran variedad de células. Es sintetizado en cantidades
equimoleculares por una familia de 6xido-reductasas conocidas como NOS, a partir del

aminodcido L-arginina, NADPH y oxigeno.

Se conocen tres isoenzimas de la NOS, una de ellas es inducible (iINOS), también
denominada de tipo Il (NOS Il); es una enzima no dependiente de calcio, la cual puede ser
inducida en macréfagos, hepatocitos, neutréfilos y en células de la musculatura lisa y del
endotelio vascular, como respuesta a diferentes estimulos inmunolégicos tales como el
interferon gamma, el TNF- y los lipopolisacaridos de bacterias gram-negativas (LPS)
bacteriano y ser inhibida por GCs. La isoforma iNOS cataliza la produccion de gran cantidad
de NO, que puede ser téxico en ciertas circunstancias o para ciertos grupos celulares. El
NO puede funcionar como una molécula pro-inflamatoria, mediante la activacion de las

enzimas COX y con ello aumentar la produccion de las PGs (Gilmore, 2006).

El NO puede inhibir la adhesion de los leucocitos al endotelio vascular, o que impide su

entrada al tejido lesionado (Grisham et al., 1999).

2.5.3 Enfermedades inflamatorias

Una excesiva respuesta proinflamatoria (o deficiente respuesta antinflamatoria) es
importante en un gran nimero de patologias (Esch, 2000). Igualmente, una deficiente

respuesta proinflamatoria (0 excesiva respuesta antiinflamatoria) podria resultar insuficiente
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para eliminar organismos patégenos invasores, lo que conduciria igualmente a efectos

deletéreos.

Ciertas patologias cursan con procesos inflamatorios tales como: la artritis reumatoide, el
asma, enfermedad inflamatoria intestinal, la EPOC, bronquiectasias (ej. fibrosis quistica),
tuberculosis, enfermedad inflamatoria pélvica, psoriasis, uretritis, cervicitis, enfermedad de

Crohn y colitis ulcerosa, entre otras.

2.5.4 Terapia antiinflamatoria

Existen dos grupos importantes de agentes antiinflamatorios:

Los antiinflamatorios esteroideos o glucocorticoides

Son los més potentes antiinflamatorios, actian sobre la inflamacién por diversos caminos,
por ejemplo, reducen el nUmero y la activacion de eosindéfilos, desencadenando la apoptosis
de los mismos y disminuyendo algunos de sus factores quimiotacticos que incluyen las IL-
3y 5, el factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), eotaxina y
la citoquina RANTES (citoquina expresada y secretada en células T normales), entre otras.
También reducen la proliferacion de linfocitos T, e inducen la apoptosis de los mismos, al
disminuir la accion de la IL-2. Disminuyen también la cantidad de monocitos (células
presentadoras de antigeno), células dendriticas, mastocitos, y otras células inflamatorias, y
por lo tanto inducen una disminucion en la produccidon de citoquinas y mediadores
proinflamatorios. Estos efectos son producidos por diversos mecanismos, que incluyen
entre otros la sintesis de proteinas con efecto antiinflamatorio y la inhibicién de la sintesis
de numerosos factores proinflamatorios y de crecimiento. En este grupo de farmacos se
encuentran la dexametasona, prednisona, prednisolona, metilprednisolona, cortisona,

hidrocortisona, mometasona, entre otros.

Los analgésicos, antipiréticos, antiinflamatorios no esteroides (AINES)
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Los AINEs son un grupo de agentes de estructura quimica diferente que tienen como efecto

primario inhibir la sintesis de prostaglandinas a través de la inhibicion de la enzima COX.

Los AINEs son sustancias capaces de suprimir los signos y sintomas de la inflamacion,

algunos también ejercen acciones antipiréticas y analgésicas pero son sus propiedades

antiinflamatorias las que los hacen utiles en el tratamiento de trastornos en los cuales el

dolor estd relacionado con la intensidad del proceso inflamatorio. Estos farmacos se

agrupan en varias clases quimicas:

a)
b)
c)
d)
e)

f)

9)

h)
1)
J)
k)
)

Salicilatos:; Acido acetilsalicilico, acido salicilico, acetilsalicilato de lisina, diflunisal,
sulfazalacina o salicilazo sulfapiridina, salicilato de sodio, salicilamida.

Pirazolonas y analogos: Fenilbutazona, pirazinobutazona o feprazona, antipirina o
fenasona, aminopirina, dipirona, oxifenbutazona, gamacetofenilbutazona, carudol
clofenazona, bumadizona, suxibuzona, azapropazona, metamizol.

Paraminofenol: Paracetamol o acetaminofeno, fenacetina.

Derivados indolacéticos (Indoles): Indometacina, benzidamina, sulindac,
acemetacina, proglumetacina, talmetacina.

Derivados arilacéticos o fenilacéticos: Diclofenaco, pirrolacético (ketorolac),
piranoacético (etodolac), otros (clometacina).

Fenamatos o arilantranilicos (Fenamatos): Acido mefenamico, flufenamico,
niflimico, flufenamato de aluminio, talniflumato, floctafenina, glafenina,
meclofenamato, 4cido tolfendmico, acido meclofenamico, tolfenamico.

Derivados arilpropionicos: Ibuprofeno, ketoprofeno, nhaproxeno, indoprofeno
procetofeno, fenbufen, piroprofeno, suprofeno, flurbiprofeno, fenilpropionato de
lisina, fenoprofeno, acido tiaprofénico.

Oxicanes: Piroxicam, tenoxicam, sudoxicam, isoxicam, meloxicam.

Derivados de la naftilalcanonas: Nabumetona.

Derivados de acidos heterociclicos: Oxaprozin.

Derivados de la sulfonanilida: Nimesulida.

Derivados de las benzoxazocinas: Nefopam.

m) Inhibidores selectivos de COX-2: Celecoxib.

2.6 Modelos de evaluacion antiinflamatoria

2.6.1 Evaluacion in vivo

Para evaluar la actividad antiinflamatoria in vivo se dispone de modelos que varian en la

intensidad de la reaccion, estos pueden ser: modelos de inflamacion aguda - y modelos de

inflamacién subcrénica o crénica.
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En el estudio de agentes antiinflamatorios se pueden seleccionar otros agentes irritantes
gue permiten un conocimiento mas selectivo de la forma de actuar de la sustancia objeto
de estudio, como por ejemplo, bradicinina, histamina y xileno, que provocan una inflamacién
de origen neurogénico, mientras que el empleo de fenilpropiolato de etilo permite estudiar
agentes antiinflamatorios con un largo periodo de latencia, como son los corticosteroides

(Rios et al., 2004).

Dentro de los modelos de inflamacion aguda se pueden emplear tres métodos, cada uno
presenta caracteristicas especiales dependiendo de las condiciones bajo las cuales se

realice el estudio.

Edema plantar por carragenina

El método por edema plantar por carragenina fue descrito por primera vez por Winter and
Porter, 1957, y posteriormente modificado por Sughisita et al., 1981. Ha sido uno de los
métodos de mayor utilidad en la discriminaciébn de farmacos antiinflamatorios por su
sencillez y reproducibilidad. Consiste en la administracion subcutdnea de una pseudo
solucion de carragenina (un muco polisacarido sulfatado extraido del alga marina Chondrus
crispus y Gigartina stellata) a nivel de la aponeurosis plantar de la rata o del raton. El
producto a ensayar se puede administrar por diferentes vias sea intraperitonal, oral, etc. La
respuesta promovida por la carragenina es de tipo bifasica. La primera fase es mediada a
través de la liberacion de histamina, serotonina y quininas, mientras la segunda fase esta
asociada a la liberacion de prostaglandinas, bradiquinina, proteasa y lisosoma, con un
efecto maximo que se presenta alrededor de 3 h de la inyeccién de carragenina

(Chakraborty et al., 2004).

Protocolo experimental por aceite de crotdn
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Consiste en la administracion topica del aceite de croton, una mezcla de ésteres y otros
componentes, los cuales poseen propiedades irritantes. Esté método se utiliza
farmacologicamente para provocar una inflamacion localizada en las orejas de los animales
de laboratorio, inflamaciéon que responde a los antiinflamatorios no esteroideos. Puede
aplicarse conjuntamente con el colorante azul de Evans con el objeto de determinar la

capacidad de la sustancia a evaluar para inhibir la permeabilidad vascular (Hetter, 2000).

Edema auricular en raton inducido por el 13-Acetato del-12-O-tetradecanoil- forbol (TPA)

Esta técnica, fue descrita por De Young et al., 1989, y modificada por Payé et al., 1993. El
TPA es el mas potente de todos, este posee propiedades irritantes, pro-inflamatorias y
promotora de tumores. La aplicacion del TPA desencadena todos los eventos propios del
proceso inflamatorio: vasodilatacion y eritema, extravasacion y edema. A nivel histolégico,
se produce: agregacion plaquetaria, agregacion y adherencia de compuestos
polimorfonucleares (neutrofilos y eosindéfilos), migracion a la dermis y degranulacion de
mastocitos. También, se observa la acumulacién y migracion de leucocitos al
compartimiento subcorneal epitelial, particularmente alrededor de los foliculos que
degenera en la formacion de abscesos subcorneales. A partir de 24 h aparece incremento
de mitosis en la membrana basal epidérmica, lo que conlleva hiperplasia y engrosamiento

epidérmico aparente.

A nivel bioquimico, en minutos y hasta varias horas después, se elevan el adenosin
monofosfato ciclico (AMPc) y las PGs E1, E2 y F2. La sintesis proteica del acido
ribonucleico (RNA) y del acido desoxiribonucleico (DNA) empieza a ser significativa a las
12h y llega al maximo entre 48h. La actividad del TPA parece implicar o ser independiente
de la liberacibn y metabolismo del &cido araquidénico, lo que puede ocurrir
simultdneamente con o casualmente subsecuente a la interaccion del TPA con un receptor

de la proteina quinasa C (PKC) estimulandola de modo analogo al diacilglicerol.
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2.6.2 Evaluacion in vitro

Las células fagociticas, tales como los leucocitos polimorfonucleares (PMN) y los
macroéfagos, responden a una variedad de estimulos de membrana por la produccion y
liberacion extracelular de especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas de
nitrogeno (RNS). Esta secuencia coordinada de reacciones bioquimicas conocida como
estallido oxidativo, es iniciada por un incremento en la recaptacion de oxigeno seguida por
la reduccion de un electrén del oxigeno a superéxido (O2-) usando nicotiamida-adenina
dinucleétido fosfato (NADPH) o la ubiquinona oxidorreductasa (NADH) como el donador del
electrén, en una reaccion catalizada por la oxidasa dependiente de NADPH. Los
macrofagos juegan un rol crucial modulando la iniciacién y perpetuacion de la respuesta
inflamatoria. Un medio por el cual los macrofagos modulan la inflamacion es por su
capacidad para sintetizar mediadores biolégicos, como prostaglandinas y NO, los cuales

tienen numerosos efectos cardiovasculares e inflamatorios (Beckman et al., 1990).

La citotoxicidad es frecuentemente atribuida de forma directa al 6xido nitrico (NO), sin
embargo la toxicidad del NO es méas probable que resulte de la reaccién del NO con el
radical superédxido (O2-) para producir el oxidante poderoso y altamente toxico radical
peroxinitrito (ONOO-) (Beckman et al., 1990). Bajo condiciones fisiol6gicas, las células
producen sélo pequefnas cantidades de NO, por las isoformas constitutivas de la enzima
Oxido nitrico sintasa (NOS), neuronal (nNOS) y endotelial (eNOS), y s6lo cantidades de
trazas de especies reactivas de oxigeno (ROS) estan disponibles para recoger el NO. En
contraste, grandes cantidades de NO son generadas por la isoforma inducible de NOS
(INOS) en diversos escenarios inflamatorios, frecuentemente acompafnados de una gran
produccion de ROS, lo que podria cambiar la quimica del NO, hacia la formacion de ONOO-

, anhidrido nitroso (N203), que son potentes oxidantes, nitrantes y nitrosantes.
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El lipopolisacarido (LPS) es un polimero presente en la pared celular de bacterias
Gramnegativas que estimula a los macréfagos a que liberen citocinas y NO, siendo por
tanto un potente estimulador de inflamacién aguda en muchas especies animales. Es por
esta razon, que el modelo de estimulacion in vitro de lineas celulares de macréfagos
murinos por el LPS, y la determinacién de la inhibicién de la produccién de NO por
compuestos aislados, permite proporcionar una estimacion del efecto antiinflamatorio de
los mismos. Una importante actividad de los fagocitos es su habilidad para responder a un
estimulo apropiado por la activacion del “estallido oxidativo”, el cual comprende el
incremento de la recaptacion de oxigeno, produccion de anién superoxido, peroxido de
hidrégeno, radical hidroxilo y oxigeno. Los radicales de oxigeno generados en el estallido
oxidativo pueden participar en la inflamacion (Baehner et al., 1976). Conjuntamente con la
determinacion de nitritos debe ser ensayada la viabilidad por el método colorimétrico del
MTT. La sal de tetrazolio, MTT (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio bromuro), es
una sal de color amarillo soluble en agua, cuyo anillo de tetrazolio es clivado principalmente
por enzimas deshidrogenadas presentes en mitocondrias activas (de células viables)
produciendo cristales de formazan azul oscuro insolubles en medio acuoso (Mosmann,

1983).
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CAPITULO IlI

PERFIL FITOQUIMICO, ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE, FENOLES Y
FLAVONOIDES TOTALES DE EXTRACTOS HIDROETANOLICOS DE Laelia
furfuracea (Orquidacea)

Resumen

Se conoce muy poco sobre la naturaleza quimica de las sustancias en las plantas y las
aplicaciones de los compuestos bioactivos naturales, pero nada se sabe de los compuestos
fitoquimicos que estan presentes en la orquidea Laelia furfuracea. Es por ello que el objetivo
de este estudio fue realizar un perfil fitoquimico de los extractos de hojas, flores y
pseudobulbos de Laelia furfuracea; de igual modo determinar la actividad antioxidante,
fenoles y flavonoides totales de los diferentes extractos. Para lo cual se utilizé el método de
Harborne y Kokate para el perfil fitoquimico; 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) para
actividad antioxidante, reactivo de Folin-Ciocalteu para fenoles y tricloruro de aluminio para
flavonoides. Se demostré la presencia de flavonoides, taninos, saponinas, glicosidos
cardiotonicos y quinonas; fuerte actividad antioxidante y altas concentraciones de
polifenoles en los extractos de hojas y pseudobulbos. Se concluye que L. furfuracea podria
ser usada dentro la medicina tradicional para la cura de ciertos padecimientos y dar la pauta

para futuras investigaciones en diferentes campos.
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Palabr as clave: polifenoles, antioxidante, uso medicinal

3.1 INTRODUCCION

Las plantas producen metabolitos secundarios como respuesta a las variaciones en las
condiciones climaticas de su medio ambiente o como defensa al ataque de patdégenos,
pueden dar origen a terpenos, esteroles, fenilpropanoides, taninos, cumarinas, chalconas,
saponinas, alcaloides, carotenoides y fenoles (Hespporte et al., 2015; Ozlem et al., 2011;

Rodriguez et al., 2013; Sameena et al., 2013; Sanchez et al., 2014).

Los compuestos naturales de los sistemas vegetales pueden ser bioactivos, fitoquimicos o
quimiopreventores; actiGan como sistemas antioxidantes altamente protectivos siendo
efectivos al neutralizar el exceso de radicales libres y protegen a la célula de efectos

perjudiciales (Banafsheh et al., 2016) que se traduce en beneficios para la salud.

Un antioxidante se define como aquel compuesto capaz de disminuir el dafio celular,
protege a las biomoléculas de la oxidacion y/o inhibe los procesos apoptoéticos generados
por especies reactivas del oxigeno (EROs) (Ferrari, 2004), mediante la liberacién de
electrones (Avello & Suwalsky, 2006). Los antioxidantes atrapan o neutralizan los radicales
libres, que se describen como moléculas altamente reactivas que contienen uno 0 mas
electrones impares fuera de su Orbita, estos son originados por el oxigeno, nitrégeno y
sulfuro dando especies reactivas de oxigeno (ROS), especies reactivas de nitrdgeno (RNS)

y Especies reactivas de sulfuro (RSS) (Banafsheh et al., 2016).

La disminucién de antioxidantes y el aumento en las concentraciones de radicales libres en

las células causa un desequilibrio que resulta en estrés oxidativo, un proceso deletéreo que
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puede causar dafio a todo tipo de biomoléculas presentes en el cuerpo incluyendo
proteinas, enzimas, aminoacido, lipidos, DNA y carbohidratos (Halliwell et al., 1999 y
Marnet, 1999). Siendo esta la causa de una serie de enfermedades como cancer, diabetes,

hipertension, aterosclerosis, respiratorias agudas e inflamatorias (Rajendran et al., 2014).

Algunas epecies de orquideas han presentado alta actividad antioxidante (Chinsamy et al.
2014) y se les ha comprobado ser efectivas para la cura de ciertos padecimientos en la
medicina tradicional (Musharof, 2011;). Laelia furfuracea es una orquidea endémica de
Oaxaca, México; conocida como “Ita ndeca” (morada) en Mixteco. Florece de octubre a
diciembre, y de acuerdo a las celebraciones de la temporada se utiliza para adornar altares
para las festividades de dia de muertos, de la virgen de Guadalupe y pesebres naviderios.
Las flores en infusion junto con una rajita de ocote y miel virgen son utilizadas en la medicina

tradicional para la cura de la tos segun narraciones de personas locales.

El objetivo de este estudio fue realizar un perfil fitoquimico de los extractos de hojas, flores
y pseudobulbos de Laelia furfuracea; de igual manera determinar la actividad antioxidante,

flavonoides y fenoles totales de los diferentes extractos de la planta.

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Colecta de material

El material vegetal consistio en plantas completas de Laelia furfuracea que fueron obtenidas
en Santo Domingo Yanhuitlan, en la region de la Mixteca, Oaxaca, México. En diciembre
de 2014. Un ejemplar de respaldo fue herborizado y depositado en el Herbario Oax del
Centro Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional Oaxaca (R.

Solano 4244).
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3.2.2 Preparacion de las muestras

Flores, hojas y pseudobulbos fueron separados de la planta y sometidos a deshidratacion
a 40 °C hasta peso constante. Cada una de las partes se pulverizo y se sometié a un
proceso de extraccidon solido-liquido con equipo Soxhlet, empleando 5 g de materia prima
con agua-etanol (1:1), a una temperatura de 100°C y por un tiempo de dos horas de
extraccion. Los diferentes extractos fueron filtrados y concentrados en un rotavapor Buchi

R-240, para los andlisis posteriores.

3.2.3 Perfil fitoquimico

El extracto hidroetanolico de flores, hojas y pseudobulbos de L. furfuracea fueron usadas
para el perfil fitoquimico preliminar desarrollando la metodologia de Harborne (1998) y

Kokate (1997).

Prueba para alcaloides

Se tomaron 5 mL de la solucion de cada uno de los extractos y se agregd 10 mL de acido
clorhidrico al 10%, se calent6 a ebullicion por 5 min, se dej6 enfriar y se filtrd. Se dividié en
tres muestras, una para el testigo para referenciar el color y dos para las pruebas
confirmatorias de reaccion, usando el reactivo de Dragendorff y Wagner, siendo positiva si

se presentaba un precipitado naranja o un precipitado café-naranja, en la reaccion.

Prueba para flavonoides

Se tomaron 0.5 mL de cada muestra y se diluyé en etanol a un volumen de 2 mL. Se
dividio en tres porciones, a una se le agregaron dos gotas de acido clorhidrico
concentrado y un trozo de magnesio metalico, siendo positivo con coloracion roja para
auronas o charconas; y de naranja a magenta para flavonas, flavonoles y flavononas. A

otra porcidn se adicionaron tres gotas de hidréxido de sodio al 10%, siendo positiva con
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coloracién amarillo-rojo para xantonas y flavonas; coloracién café-naranja para
flavonoides; coloracion azul para antocianinas y coloracion de purpura-rojizo para

chalconas, comparadas con el testigo.

Prueba para saponinas

A las muestras se les realizaron dos pruebas confirmatorias para saponinas. Para la prueba
de altura y estabilidad de espuma, se colocé 1 mL de muestra, con 1 mL de agua y se agité
vigorosamente, dando positiva cuando aparece espuma a una altura entre 8 y 10 mm,
siendo estable a 30 min. Para la reaccion de Rosenthaler, la muestra se concentré de 0.5
mL a 0.1 mL. Se agregaron 2 gotas de reactivo de Rosenthaler y 2 gotas de &cido sulfurico
concentrado, siendo positiva para saponinas triterpenoides cuando se forma una coloracién

violeta.

Prueba para taninos

A 1ml de las muestras de cada extracto, se le agregaron 2 mL de agua y 3 gotas de cloruro
de sodio al 2%, se calent6 a ebullicion por 1 minuto. Enfriando vy filtrando. El filtrado se
dividié en tres porciones, una para el testigo y dos para pruebas confirmatorias utilizando 2
gotas de reactivo de gelatina para la primera prueba y una gota de cloruro férrico al 1% con
una gota de ferrocianuro de potasio al 1%, siendo positivas si formaba un precipitado blanco

en el primer caso y coloracién azul para compuestos fendlicos en el segundo caso.

Prueba para cumarinas

Se pes6 0.1 g de muestra, se le agregd 5 mL de etanol, se calentd y se diluyé a5 mL. A la
muestra se le adicionaron 2 gotas de hidréxido de amonio concentrado. Dando positiva la

prueba si presenta coloracion de azul a violeta.
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Prueba para quinonas

En una capsula de porcelana se colocaron 2 mL de la muestra, se llevé a sequedad. Se
agrego una gota de acido sulfarico concentrado. La prueba es positiva si da una coloracién

roja indicando la presencia de antraquinonas.

Prueba para glucosidos cardioténicos

En una capsula de porcelana se colocé 2 mL de muestra y se concentrd a la tercera parte
de su volumen original, después se dividio en tres porciones en placas de porcelana con
muescas. Una para el testigo y las otras dos para las pruebas. En la primera prueba la
muestra se dej6é evaporar y se le adicionaron 3 gotas de piridina, una gota de nitroprusiato
de sodio al 5% y posteriormente 4 gotas de hidroxido de potasio, dando positivo si aparecia
una coloracién roja; en la segunda prueba se agregaron 3 gotas del reactivo de Baljet,

dando positivo si presentaba una coloracion de naranja a rojo oscuro.

Prueba para sesquiterpenlactonas

Se colocé una porcién de la muestra en una capsula de porcelana y se agregaron 2 gotas
de clorhidrato de hidroxilamina 2N y una gota de hidroxido de potasio 2 N en metanol, se
calenté la mezcla hasta ebullicion por 2 minutos y se dejé enfriar, se llevo a pH 1y
finalmente se agreg6é 1 gota de cloruro férrico al 1%, para una prueba positiva debe

presentar coloracion roja, violeta o rosa.

3.2.4 Actividad antioxidante por DPPH

La determinacion de actividad antioxidante del extracto crudo de flores, hojas y
pseudobulbos se realizé, empleando el método de captura de radicales libres de Brand.

(1995) 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) (Aldrich, CAS 1898664). Empleando como
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estandar &cido ascérbico (Sigma, CAS 50-81-7) para la curva de calibracion. Todas las

determinaciones se hicieron por triplicado.
El indice de actividad antioxidante (AAl), segun Scherer; (2009) se calculé como:

__concentracion final de DPPH® (pg/ml)

AAI
ICs(pg/ml)

donde

ICs0 (concentracion proporcional al 50% de inhibicién) se calcula con una curva con los
valores de porcentaje de inhibicion y concentracién de las muestras evaluadas y se

interpola el valor 50 % de inhibicién en donde se determina la concentracion.

El porcentaje de inhibicion del radical DPPH se calcula mediante la siguiente ecuacion

(Turkmen et al, 2005; Ibarra-Estrada, 2011)

Abscontrol— AbSmyestra

(% inhibicién) = (100)

Absontrol

donde
Abscontroi= €S la absorbancia de la solucion de DPPH sin muestra y;

Abs muestra= €S la absorbancia de la muestra (DPPH + muestra)

3.2.5 Determinacion de fenoles totales

La concentracion de fenoles totales se determiné empleando el método descrito por Foliny
Ciocalteau (Folin-Denis Reagent; Fluka, CAS 47742) modificado por Singleton y Rossi
(1965), para cada uno de los extractos. Utilizando como estandar acido galico (Fluka, CAS
149-91-7) para la curva de calibracion. Los resultados se expresaron como mg Equivalente
de acido galico/g muestra (mg EqAG/ g). Todas las determinaciones se realizaron por

triplicado.

3.2.6 Determinacion de flavonoides totales
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La determinacion de flavonoides totales se realizé empleando el método colorimétrico de
tricloruro de aluminio (AICIs) (Sigma Aldrich, CAS 7446-70-0) de Woisky y Salatino (1998)
modificado por Chang et al., (2002), para cada uno de los extractos. Empleando como
estandar Quercetina (Sigma, CAS 117-39-5) para la curva de calibracion. Los resultados se
expresaron como mg Equivalentes de Quercetina/g de muestra (mg EqQ/g). Todas las

determinaciones se hicieron por triplicado.
3.2.7 Deteccion de polifenoles por Cromatografia en capa fina

Los extractos crudos de flores, hojas y pseudobulbos fueron disueltos en metanol para ser
usados en la comparacion de cromatografia en capa fina de acuerdo a Wagner y Bladt
(2001). Empleando placas de aluminio recubiertas de silica gel. Utilizando como solventes
de elusion acetato de etilo-4cido formico-acido acético glacial-agua (100:11:11:26). La
deteccion de las placas se hizo en ldAmpara de luz UV a 254 nm y empleando el revelador
Natural Products-Polyethylene Glycol Reagent (NP/PEG) (=NEU-reagent) para flavonoides
y acidos fendlicos. En donde la placa es esparcida con diphenylboric acid-B-ethylamino
ester (=diphenylboryloxyethylamine, NP) 1% con 10 mL de metanol, seguido de
polyethylene gllycol-4000 (PEG) 5% en 8 mL de etanol para incrementar la intensidad de la

fluorescencia producida en UV-365 nm.

3.3 Resultados

3.3.1 Perfil fitoquimico

El perfil fitoquimico preliminar en L. furfuracea, los resultados obtenidos demuestran la
presencia de flavonoides, taninos, saponinas, glicosidos cardiotdnicos y quinonas en los
extractos de pseudobulbos, ademas de sesquiterpenlactonas en el extracto de las flores; y
flavonoides de origen xantonas y flavonas, taninos, glicosido cardioténicos y quinonas en

el extracto de hojas (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Pérfil fitoquimico de extractos de flores, hojas y pseudobulbos de Laelia furfuracea.

Prueba
Flavonoides Saponinas Taninos 2 -
Bamacio dc Ia s Cumarinas fHgcoska0s Sesquiterpenlactonas| Oemosas Alcaloides
planta Flavonas, flavonoles y| Xantonas y Triterpenaides DDI'I’ID'LI fesms ilioNonasicon -
flavononas flavonas fendlicos Antraquinonas
naranja -magenta [amarillo -rojo violeta azul azul-violeta rajo rojo rojo cafe-naranja
Flores + + + + - + + + -
Hojas - + - + - + - + -
Pseudobulbos + + + + & + - + -

presencia (+); ausencia (-

Las flores, es la parte de la planta con el mayor rendimiento de extraccion con un 33%,
porcentaje mayor a hojas y pseudobulbos que tienen un 14 y 18.3% por cada gramo de

materia seca (Cuadro 2).
3.3.2 Determinacion de actividad antioxidante

El extracto de hojas y pseudobulbos presentan el mayor porcentaje de inhibicién de
actividad antioxidante en un 84.660% de actividad, con un indice de actividad antioxidante
(IAA) de 1.328 y 1.335 mg EqAA/g, respectivamente. Mientras que, el extracto de flores

presentd un 42.601% de inhibicién con un IAA de 0.673 mg EqAA/g (Cuadro 2).
3.3.3 Determinacion de fenoles totales

Concentraciones de 394.76, 265.4 y 129.52 mg EqAG/g de fenoles totales se determinaron
en el extracto de hojas, pseudobulbos y flores. Siendo las hojas la que presenta la mayor
concentracion de fenoles, comparada con los extractos de las otras dos partes de la planta

(Cuadro 2).
3.3.4 Determinacion de flavonoides totales

En cuanto a flavonoides totales determinados en los diferentes extractos de la planta, se
demostr6 que de igual manera las hojas es la parte de la planta con la mayor concentracion
de 129.96 mg EQQ/g, mientras que en pseudobulbos y flores se determinaron

concentraciones de 74.56 y 25.16 mg EqQ/g, respectivamente (Cuadro 2).

Cuadro 2. Determinacién de actividad antioxidante, fenoles y flavonoides totales de extractos de Laelia furfuracea.
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Rendimiento de
Partedela extraccion % de 1AA Flavonoidestotales | Fenolestotales
planta (mg/g inhibicion (mg EqQ/g) (mg EqAG/g)
muestra) | %
Flores 320.1 33.0 | 42.601+0.055 0.673+0.007 25.16+0.006 129.52+0.105
Hojas 140.0 14.0 | 84.660+1.404 1.328+0.025 129.96+0.005 394.76+0.192
Pseudobulbos | 180.03 | 18.3 | 84.660+0.096 1.335+0.012 74.56+0.008 265.4+0.065

mg EqAA= Miligramos equivalentes de &cido ascorbico
mg EqQ= miligramos equivalentes de Quercetina
mg EqAG= miligramos equivalentes de &cido gélico

3.3.5 Deteccion de polifenoles por cromatografia en capa fina

Las cromatografias de capa fina del extracto de flores, hojas y pseudobulbos demuestran
la presencia de polifenoles que emiten fluorescencia a 254 nm en UV y dependiendo del
tipo de estructura presentan fluorescencias de naranja a rojo, amarillo oscuro y verde o azul

con el revelador NP/PEG empleado para flavonoides y acidos fendlicos.

En la placa de extracto de hojas se revelaron bandas de coloracién amarilla a diferentes
indices de retencion (rf) de 0.3 y 0.7-0.8; la placa del extracto de pseudobulbo mostro
bandas de coloracién verde y verde-amarillo en rf de 0.2, 0.4-0.6 0.8 y 09; y finalmente la
placa del extracto de flores present6 bandas azules, amarillas y rojo-naranjas en rf de 0.5-
0.2 y 0.5-0.9 (figura 1). Probablemente en las bandas de coloracion que muestran los
extractos estén presentes el ac. ferulico, kaempferol, Quercetina, ac. cafeico, ac.
isoclorogenico, Isorhamnetin-3-O glucoside, apigenina 7-O-glucosido, isovitexin, isoorientin

o0 ac. Clorogénico.
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Figura 1. Cromatografia en capa fina revelado con NP/PEG para Flavonoides glicosidos presentes en extractos de Laelia
furfuracea.
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3.4 Discusion

Los sistemas vegetales estan constituidos por metabolitos secundarios que son funcionales
en la salud, siendo los responsables de diferentes actividades biol6gicas como
antioxidante, antimicrobiano, antifungico y anticancerigeno (Kokate, 1997), normalmente
estos compuestos bioactivos son aislados de extractos polares de las plantas (Hossain et
al., 2011).

Los grupos de compuestos bioactivos pueden ser detectados con el perfil fitoquimico
preliminar mediante reacciones colorimétricas. En este estudio se realizaron pruebas para
la deteccion de los metabolitos secundarios: flavonoides, saponinas, taninos, cumarinas,
glucosidos cardiotonicos, sesquiterpenlactonas, quinonas y alcaloides. Los resultados
indican la presencia en flores y pseudobulbos de flavonoides del tipo flavonas, flavonoles,
flavononas, xantonas o flavonas; saponinas de tipo triterpenoides; taninos; glucosidos
cardioténicos y quinonas; ademas las flores fueron las Unicas que presentaron

sesquiterpenlactonas. Las hojas presentaron flavonoides de tipo xantonas y flavonas,
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taninos, glucosidos cardioténicos y quinonas. En flores, hojas y pseudobulbos no se
detectaron cumarinas ni alcaloides. Los compuestos fitoquimicos presentes poseen
propiedades biol6gicas como potentes antioxidantes (Kanti et al., 2009; Kosalec et al.,
2012), antiapoptosis, anticarcindgeno, antiinflamatorio, antiarterosclerosis (Sandhyarani,
2011) vy protectivos cardiovasculares (Lalit et al., 2011), quiza la presencia de estos
compuestos en L. furfuracea podria avalar el uso en la cura de la tos en la medicina
tradicional.

Hojas y pseudobulbos de L. furfuracea presentaron un IAA>1 lo que representa una fuerte
actividad antioxidante, mientras que las flores presentaron un IAA<1 moderada actividad de
acuerdo a la clasificacién de Scherer y Godoy (2009), en donde un IAA>2 presenta muy
fuerte actividad antioxidante. Los polifenoles como los acidos fendlicos, flavonoides,
estilbenos o lighanos actuan como fuertes antioxidantes (Banafsheh et al., 2016).

En las hojas las concentraciones de flavonoides y fenoles totales fueron de 129.96 mg
EqQ/g y 394.76 mg EqAG/g, respectivamente, estas concentraciones fueron mayores a las
determinadas en pseudobulpos que presentd 74.56 mg EQ/g y 265.4 mg EgAg/g, vy a las
flores que presentaron una menor concentracion de flavonoides y fenoles. En L. furfuracea
las concentraciones de flavonoides y fenoles determinadas fueron mayores a las reportadas
en otras especies de plantas como Erica arborea que determinaron una cantidad de fenoles
y flavonoides totales de 78.49 mg EAG/g y 54.08 mg EQ/g, respectivamente (Amezouar et
al., 2013); y las concentraciones de fenoles en Mentha piperita L., Cymbopogon citratos,
Matricaria chamomilla L., Heterotheca inuloides y Peumus boldus oscilaron entre 61.84 a
1628.05 ug eq. AG/mL; las concentraciones de flavonoides de las mismas especies
estuvieron en los rangos de 44.36 a 426.30 ug eq. (+)-catequina/mL (Mufios et al., 2012).
Las cromatografias en capa fina confirmaron la presencia de compuestos fendlicos en los
extractos hidroetanolicos de flores, hojas y pseudobulbos de L. furfuracea, previamente

detectados en el perfil fitoquimico. Las bandas de coloracién en relacion a los indices de
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retencion (Rf) detectados en los extractos indican la presencia de flavonoides y acidos
fendlicos con Rf de 0.25 a 0.75. Coloraciones de naranja-amarillo detectados podria
contener flavonoles como Quercetina (Wadsworth et al., 2001, da silva, 2013), miricetina y
kaemferol (Alcalde et al., 2013); las intensidades naranja muestran flavonas como luteolina
(Fonseca et al., 2010) y apigenina; y las intensidades azul 4cidos carboxilicos fenélicos
(Wagner, Hy Bladt, S, 2001), que también han sido detectados en otros sistemas vegetales.
Sin embargo, para conocer y confirmar la presencia de cada grupo de compuestos fendlicos

se requieren otras herramientas, como cromatografia de liquidos 0 RMN.
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CAPITULO IV

EVALUACION DE ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DEL EXTRACTO
HIDROETANOLICO DE HOJAS DE Laelia furfuracea (Orchidacea)

Resumen

Las orquideas al igual que otras plantas en México son empleadas en la medicina tradicional
para curar diferentes tipos de enfermedades. Los géneros Prosthechea, Encyclia,
Catasetum y Laelia son empleadas para curar heridas, dolores de parto y como
antiinflamatorios. El objetivo de este trabajo fue extraer, cuantificar y evaluar la actividad
antiinflamatoria de los compuestos fendlicos obtenidos del extracto hidroetanolico y de las
fracciones hexanica, cloroférmica, acetato de etilo, butanolica y acuosa de hojas de Laelia
furfuracea. El material vegetal se sometio a un proceso de extraccién convencional solido-
liguido por el metodo Soxhlet, empleando agua-etanol (1:1) como solventes. La actividad
antioxidante fue evaluada por el método de captura de radicales libres (DPPH), la
concentracion de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu y la de flavonoides por el
método colorimétrico de tricloruro de aluminio. La actividad antiinflamatoria del extracto de
hojas fue evaluada con el modelo de carragenina en ratas hembras Wistar empleando dosis
de 562.23 y 1000 mg/kg administradas via oral, asi como dosis de 300, 562.23 y 1000

ug/pata del extracto de hojas y de las fracciones administradas via local. El extracto de
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hojas presentd concentraciones de fenoles totales y flavonoides de 394.76+0.192 mg
EqAG/g y 129.96+0.005 mg EqQ/g, respectivamente. Con un porcentaje de inhibicion
antioxidante de 84.660+1.404 y un IAA de 1.328+0.025 pg EqAA/g. En la evaluacion de
actividad antiinflamatoria la administracion via oral no presento6 diferencias significativas,
pero en la administracion via local las dosis de 562.23 y 1000 pg/pata, si presentaron un
efecto antiinflamatorio de 36.19+5.436 y 43.36+3.187% respectivamente. Los compuestos
fendlicos identificados por HPLC-MS fueron 4-hydroxybenzyl alcohol (BHA), acido malico,
acido cafeico y acido siringico acetato. El extracto hidroetandlico de Laelia furfuracea tiene
potencial antiinflamatorio, lo cual confirma su uso en la medicina tradicional, dicho efecto

podria ser causado por los compuestos fendlicos.

Palabras clave: orquideas, antiinflamacion, antioxidante, fenoles totales, flavonoides

4.1 Introduccioén

La herbolaria ha sido empleada en la medicina tradicional mexicana desde épocas
precolombinas, hasta el momento se tiene un registro de 5,000 especies vegetales con

aplicaciones curativas.

Las orquideas al igual que otras plantas son empleadas en la medicina tradicional de
diferentes culturas del mundo. Han sido usadas por milenios para la cura de diferentes tipos
de enfermedades relacionadas con un efecto antiinflamatorio como dolor muscular, artritis
reumatoide, asma, heridas, como broncodilatador y supresor de tumores (Musharof, 2011,
Chinsamy et al. 2014). Estas plantas han sido usadas por diferentes grupos étnicos de
México para el tratamiento de quemaduras, fiebre, diabetes, fatiga, como afrodisiaco y para
problemas respiratorios e intestinales (Cruz et al., 2015; Cox, 2013; Deanne, 2005; Garcia-

Pefia y Pefia, 1981; Hagsater et al., 2005; Neira, 2009).

Las orquideas de los generos Arpophyllum, Bletia, Catasetum, Cyrtopodium, Epidendrum,

Laelia, Malaxis, Mymecophila, Oncidium, Prosthechea, Rhynchostele, Scaphyglotis,

60



Stanhopea y Vanilla han sido mayormente utilizados en la medicina tradicional Mexicana.
Las especies mexicanas de Laelia han sido empleadas para el tratamiento de la tos,
inflamacion, problemas cardiovasculares y el dolor postparto (Vergara et al., 2008 & 2010).
Las flores de Laelia furfuracea se emplea para el tratamiento de la tos en la Mixteca de
Oaxaca, segun narraciones locales. Pero no se ha validado este conocimiento de la

medicina tradicinal, tampoco, se han identificado los compuestos bioactivos.

La inflamacidn es un proceso fisiologico que protege a los organismos de dafios causados
por agentes bioldgicos, fisicos 0 quimicos (quemaduras, infecciones, quimicos téxicos,
alergias y otros estimulos), esta caracterizado por un incremento en el flujo sanguineo, la
migracién de leucocitos de la sangre al tejido dafiado y la iniciacién de eventos bioquimicos

gque propagan la respuesta inflamatoria (Alamgeer et al., 2015; to Dao et al., 2015).

En la inflamacion una excesiva respuesta proinflamatoria (0 deficiente respuesta
antiinflamatoria) es importante en un gran niumero de patologias (Esch, 2000). Igualmente,
una deficiente respuesta proinflamatoria (0 excesiva respuesta antiinflamatoria) podria
resultar insuficiente para eliminar organismos patégenos invasores, lo que conduciria

igualmente a efectos deletéreos (Fridovich, 1997).

El proceso inflamatorio est4 implicado en varias patologias comunes en la poblacion como:
la artritis reumatoide, asma, enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC), bronquiectasias (ej. fibrosis quistica), tuberculosis, enfermedad
inflamatoria pélvica, psoriasis, uretritis, cervicitis, enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa,

entre otras (Nathan, 1987).

El efecto antiinflamatorio puede estar relacionado con la actividad antioxidante (Carlsen et
al., 2010; Halliwell et al., 2005; Wiart., 2007; Gerritsen et al., 1995) y la presencia de

compuestos naturales como terpenos, esteroles, fenilpropanoides, taninos, cumarinas,
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chalconas, saponinas, alcaloides, carotenoides y polifenoles (Sanchez et al., 2014;
Newman et al.,, 2003; Setty y Sigal., 2005; Huo et al., 2015; Hespporte et al., 2015;
Rodriguez et al., 2013; Ozlem et al., 2011; Alberto et al., 2007; Sameena et al., 2013). Los
polifenoles mas importantes en la inhibicion de la inflamacion aguda son los flavonoides de
tipo flavones (luteolin, apigenina y glicosidos), flavonoles (quercetin, kaempferol, naringin,
rutin, myricetin, morin, apigenina, luteolin, hidroxitirosol, tirosol), flavanones, flavanoles,
isoflavones y antocianinas (Wagner y Bladt, 2001); &cidos fendlicos (acido clorogénico,
acido cafeico, acido ellagico o galico), estilbenos y lignanos que han sido identificados en
extractos naturales por técnicas de HPLC acoplado a diferentes tipos de detectores (Alcalde
et al., 2013; Calderon et al., 2011; Casaburi et al., 2013; Da Silva et al., 2013; Dewapriya et
al., 2013; Enciso, 2011; Jimarez y Montiel, 2009; kim et al., 2010; Pérez et al., 2011; Shukla

y Gupta, 2010; Toffoli et al., 2014; Tomovic et al., 2015; Wang et al., 2013).

En las orquideas se han documentado la prescencia de compuestos activos que actuan
como potentes antiinflamatorios, L. furfruracea se emplea para el tratamiento de la tos en
la Mixteca de Oaxaca, los procesos inflamatorios son la principal causa de muchas
enfermedades degenerativas. En la busqueda de nuevas fuentes de compuestos activos
se propone como objetivo  extraer y cuantificar fenoles totales, flavonoides y la actividad
antioxidante del extracto hidroetanolico y particiones de las hojas de Laelia furfuracea, y

evaluar la actividad antiinflamatorio en modelo murino.

4.2 Materiales y métodos
4.2.1 Colecta del material

El material vegetal consistié en plantas completas de Laelia furfuracea que fueron obtenidas

en Santo Domingo Yanhuitlan, en la region de la Mixteca, Oaxaca, México. En diciembre
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de 2014 y abril de 2015. Un ejemplar de respaldo fue herborizado y depositado en el
Herbario Oax del Centro Interdisciplinario de Investigacién para el Desarrollo Integral

Regional Oaxaca (R. Solano 4244).

4.2.2 Proceso de extraccion

Las hojas fueron separadas de las plantas y deshidratadas a 40°C hasta obtener un peso
constante. Se pulverizd y se sometid a extraccion convencional solido-liquido en un equipo
Soxhlet, empleando 5 g de material foliar con agua-etanol (1:1), temperatura de 100°C y
un tiempo de dos horas. El extracto hidroetandlico (EHHLF) se fracciond por incremento de
polaridades (Satyajit et al., 2006), iniciando con un disolvente de baja polaridad y volimenes
iguales solvente (hexano) y EHHLF agitando de manera enérgica y liberando la presion
constantemente. Luego se dejo reposar hasta la separacion de los disolventes, obteniendo
una fraccion soluble hexanica (FH) y una parte acuosa. La parte acuosa se mezclo con
cloroformo, obteniéndose una fraccion soluble cloroférmica (FC) y una parte acuosa. Esta
parte acuosa se mezclé con acetato de etilo y se obtuvo una fraccién soluble de acetato de
etilo (FEA) y una parte acuosa. Finalmente, esta parte acuosa se mezcl6 con butanol,
obteniéndose una fraccion soluble butanolica (FB) y una fraccion soluble acuosa (FA)
(Mohammed et al., 2013). El extracto y las fracciones se filtraron y concentraron en un

rotavapor Buchi R-240.
4.2.3 Perfil fitoquimico

El extracto EHHLF y las fracciones FH, FC, FEA, FB y FA fueron usados para realizar un
perfil fitoquimico de acuerdo a Harborne (1998) y Kokate (1997) para la deteccion de
flavonoides, saponinas, taninos, cumarinas, glucosidos cardioténicos,

sesquiterpenlactonas, alcaloides y quinonas.

4.2.4 Actividad antioxidante, flavonoides y fenoles totales
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La determinacion de actividad antioxidante del extracto y fracciones de Laelia furfuracea,
se realizé empleando el método de captura de radicales libres de Brand (1995) 1,1-difenil-
2-picril-hidrazilo (DPPH) (Aldrich, CAS 1898664), empleando como estandar acido
ascorbico (Sigma, CAS 50-81-7) para la curva de calibracion. Todas las determinaciones

se hicieron por triplicado.

El indice de actividad antioxidante (AAl), segun Scherer; (2009) se calcul6 como:

__concentracion final de DPPH® (pg/ml)

AAI
ICs(pg/ml)

donde

ICs0 (concentracion proporcional al 50% de inhibicién) se calcula con una curva con los
valores de porcentaje de inhibicibn y concentracién de las muestras evaluadas y se

interpola el valor 50 % de inhibicion en donde se determina la concentracion.

El porcentaje de inhibicion del radical DPPH se calcula mediante la siguiente ecuacion

(Turkmen et al, 2005; Ibarra-Estrada, 2011)

Abscontrol— AbSmyestra
% inhibicis 100
(% inhibicién) = AbScomtra; (100)

donde
Abscontroi= €S la absorbancia de la solucion de DPPH sin muestra y;

ADbs muestra= €s la absorbancia de la muestra (DPPH + muestra)

La determinacion de flavonoides totales se realizé empleando el método colorimétrico de
tricloruro de aluminio (AICIs) (Sigma Aldrich, CAS 7446-70-0) de Woisky y Salatino (1998)
modificado por Chang et al., (2002), empleando como estandar quercetina (Sigma, CAS

117-39-5) para la curva de calibracion. Los resultados se expresaron como mg equivalentes
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de quercetina/g de muestra (mg EqQ/g). Todas las determinaciones se hicieron por

triplicado.

La concentracion de fenoles totales se determiné empleando el método descrito por Foliny
Ciocalteau (Folin-Denis Reagent; Fluka, CAS 47742) modificado por Singleton y Rossi
(1965), utilizando como estandar acido galico (Fluka, CAS 149-91-7) para la curva de
calibracion. Los resultados se expresaron como mg equivalente de &cido galico/g muestra

(mg EqAG/ g). Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

4.2.5 Evaluacioén de actividad antiinflamatoria

Se emplearon ratas Wistar hembras de 180 +20 g de 4-7 semanas de edad provenientes
del bioterio del Centro de Investigacién y de Estudios Avanzados (CINCESTAV, Cd. de
México). Las ratas se mantuvieron en condiciones ambientales controladas a 23°C y ciclos
de 12 horas luz/ 12 horas oscuridad (Alcalde et al., 2013). El manejo de las ratas se realizd
de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana para el Cuidado y Manejo de Animales de
Experimentacion (NOM-062-ZO0-1999) y a las regulaciones internacionales para el

cuidado y uso de animales de laboratorio.

Los animales fueron divididos en grupos de manera aleatoria de 5-11 individuos cada uno
(Gonzalez et al., 2011; Silverio et al., 2009; Aranachalam et al., 2002). La administracion

del extracto se realiz6 por via oral y local.

En la administracion via oral se emplearon cuatro grupos de ratas: un control positivo al que
se le administr6 300 mg/kg de naproxeno (Sigma Aldrich, CAS 26159-34-2) como farmaco,
un control negativo al que solo se le administré agua destilada y dos grupos que recibieron
el extracto EHHLF, uno en dosis de 562.23 mg/kg y el otro 1000 mg/kg; en todos los casos
las dosis se disolvieron en 1 mL de vehiculo y el volumen administrado fue de 170 uL/kg

mediante una canula géastrica una hora antes de inducir la inflamacion.
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En la evaluacion por via local se emplearon doce grupos de animales: un grupo control
positivo al que se le administré 1000 pg/pata de naproxeno, un control negativo al que solo
se le administro agua destilada, tres grupos que recibieron el extracto EHHLF en dosis de
300, 562.23 y 1000 pg/pata; y cinco grupos donde cada uno de ellos recibié una dosis de
1000 pg/pata de las fracciones FH, FC, FAE, FB y FA; un grupo control negativo con el
vehiculo. En esta evaluacion las fracciones fueron diluidas en solucion salina con 10% de
tween 80 como vehiculo. Los volimenes administrados fueron de 50 pJL/pata de cada

animal en todos los casos, una hora antes de inducir la inflamacion.

Antes de la administracion oral los animales se mantuvieron en ayuno por 8 horas y con
libre acceso de agua. Para la administracion local los animales no requirieron de un
tratamiento previo. Dos horas después de aplicado el tratamiento los animales recibieron

agua y tres horas despues alimento.

En la evaluacién se emple6 el modelo de edema subplantar con carragenina, para el cual
el proceso inflamatorio se indujo aplicando una inyeccion subplantar de 100 pyL de
carragenina 1% (Sigma Aldrich, CAS 9000-07-1) en solucion salina a la pata trasera

derecha de cada rata (Winter and Porter, 1957).

El volumen de la pata de cada rata donde fue inducido el proceso inflamatorio fue medido
con un pletismometro digital (LE 7500 Mca. Panlab Harvard/Apparatus) en el tiempo basal
00, 30, 60, 120, 180, 240, 300 y 360 min después de administrar la carragenina (Alcalde et
al., 2013; Rocha et al., 2010; Silverio et al., 2009; Gonzalez et al., 2007; Arunachalamet et

al., 2002).

Las diferencias en el volumen basal en los diferentes tiempos permitieron calcular el

porcentaje de inhibicidn de la inflamacion; mediante la siguiente formula:

ST mte for

% lnhlb1C16n = (.-uu —ABC i atada

leoneror e B
T AR Ccontral ) ) .
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donde

Areabgjo lacurva (ABC) se calculacon laférmula

el e -

lia i

ar la
ABC :—' (Aol EMmayor =t A,_.,”{_ BTTLE O T,

Z

4.2.6 Actividad antioxidante in vivo (NO y GSH)
Oxido nitrico (NO) en la pata

La concentracion de oxido nitrico (NO) se determiné en los grupos control negativo, basal
y los grupos que generaron actividad antiinflamatoria positiva al administrar el extracto en
dosis de 562.23 y 1000 ug/pata via local, usando la prueba colorimétrica Cayman para
Nitratos/Nitritos, acordea Tarpey et al., (2004) NO fue determinado en el homogenizado de
patas de las ratas. Para el pretratamiento de las muestras de las patas se tomarén 80uL de
sobrenadante de cada una, se les agreg6 10 pL de Cofactor Nitrato Reductasa, seguido de
10 pL de enzima de Nitrato reductasa y se dejé incubar por 3 horas a temperatura ambiente.
La determinacion de NO se realizé mediante la técnica de Griess, en la que se utilizé una
solucion madre de nitritos a 10 mM para preparar una solucion estandar a 200 uM para la
curva de calibracion. Tanto a las muestras de los tejidos como a las de la curva se les
agrego el reactivo de Griess (primero 50 pyL de sulfanilamida y posteriormente 50 uL de
Naftiletilenamida), se incubd por 10 minutos para la generacion completa de azoles. Donde
el producto final de NO in vivo son nitritos (NO™2) y nitratos (NO3). Inicialmente, nitrato (NO
3) fue convertido a nitrito (NO) por la enzima nitrato reductasa, seguido por la cuantificacion
de NaNO~ usando el reactivo de Griess a 550 nm de absorbancia. La concentracion de

NaNO= en la pata fue expresada como pmol/g de tejido.

Glutation reducido (GSH) en la pata
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El glutatién reducido (GSH) fue cuantificado de igual manera en los grupos control negativo,
basal y en los grupos que inhibieron la inflamacién con el extracto EHHLF en dosis de
562.23 y 1000 ug/pata via local; usando el método de reactivo de Ellman (5,5 -Dithio-bis-
(2-acido nitrobenzoico) conocido como DTNB (Ellman, 1959) (Cayman, 69-78-3).
Desarrollado para la deteccion de compuestos thiol. El principio de este procedimiento esta
basado en la formacién de 2-nitro-5-acido tiobenzoico (TNB) y glutatién disulfide (GSSG).
El 2-nitro-5-acido tiobenzoico es un producto coloreado en amarillo. Medido a 412 nm. La

concentracion de GSH en la pata fue expresada como nM/g de tejido.

4.2.7 Pruebas estadisticas

Los resultados de las pruebas fueron expresados como la media + el error estandar de los
grupos de 6-11 animales. Se aplicé un analisis de varianza (ANOVA) de los datos con el
programa estadistico GraphPad Prism 5 (GraphPad Sofware Inc., USA), asi como una
prueba de comparacién mdltiple de medias de Newman-Keuls para determinar las
diferencias entre ellas. Los valores se consideraron estadisticamente significativos cuando

la probabilidad fue menor a 0.05

4.2.8 Andlisis de compuestos en HPLC-MS

Para el andlisis de HPLC-MS las fracciones se enviaron al Centro de Nanociencias y Micro
y Nanotecnologias del Instituto Politecnico Nacional. El método usado fue tune_low_Neg.m,
en micrOTOF-Q Il y ESI (lonizacion por electroespray negativo) durante el andlisis segun
Zhao et al (2014) modificado. Empleando 1 yL de muestra que se pasaron en un cartucho
de C18; metanol y acetonitrilo+acido formico 1% que fuerdn los solventes empleados en
gradientes de 5-50, 50-70 y 70-100%, tiempos de elusién de 0-10 min, escaneo inicial-final

de 50-3000 m/z; lon polar negativo y nebulizador 0.4 Bar. (Shao et al., 2014).
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 perfil fitoquimico

En el extracto EHHLF vy las fracciones FH, FC, FAE, FB y FA obtenidos de las hojas de L.
furfuracea presentaron metabolitos secundarios. Taninos encontraron presentes en el
extracto EHHLF y en las cinco fracciones; flavonoides estuvieron presentes en el extracto
EHHLF y en las fracciones, excepto en la fraccion FC; saponinas fueron detectables en el
extracto EHHLF y las fracciones FH, FC y FAE; cardiotonicos se detectaron en el extracto
EHHLF y las fracciones FAE, FB y FA; quinonas estuvieron presentes en el extracto EHHLF
y las fracciones FC y FB; y sesquiterpenlactonas fueron detectables solo en la fraccion

butanolica (FB) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Perfil fitoquimico del extracto EHHLF y fracciones (FH, FC, FAE, FB y FA) de hojas de L. furfuracea.

Prueba
Extracto Flavonoides | Saponinas | Taninos | Cardioténicos | Cumarinas | Sesquiterpenlactonas | Quinonas | Alcaloides
EHHLF + + + + - - + -
FH + + + -
FC - + + +
FAE + + + +
FB + - + + - + +
FA + - + +

(Fraccion de acetato de etilo); FB (Fraccién butanolica) y FA (fraccion acuosa)

4.3.2 Actividad antioxidante, flavonoides y fenoles totales

El extracto EHHLF present6 un porcentaje de inhibicion antioxidante de 84.660+1.404 y un
valor de IAA de 1.328+0.025 mgEqAA/g. Entre las fracciones, la FAE presento los mayores
valores para la inhibicién antioxidante y de IAA; valores de 91.635+0.163 % y 2.054+0.001

mgEqAA/g, respectivamente. Mientras que la fraccion FA presento los valores mas bajos
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de inhibicién antioxidante y IAA 23.437+1.1 y 0.347+0.01 mgEQAA/g, respectivamente

(Cuadro 4).

El extracto EHHLF present6 una concentracion de flavonoides totales de 129.96+0.005 mg
EqQ/g. Entre las fracciones, la que tuvo una mayor concentracion de flavonoides fue la
FAE, 503.58+0.189 mgEqQ/qg, la cual resulté mucho mayor que la registrada por el extracto;
en tanto, la fraccion FA tuvo la menor concentracion de estos compuestos 40.73+0.035 mg

EqQ/g, respectivamente (Cuadro 4).

En cuanto a la concentracion de fenoles totales, el extracto EHHLF present6 un valor de
394.76+0.192 mg EgAG/g. De las fracciones, la FAE fue nuevamente la que registré la
concentracion mas alta y mayor que la del extracto, 612.48+0.252 mg EqAG/g, mientras
tanto, la fraccién FA fue la que presentd la menor concentraciéon, 129.52+0.105 mg EqAG/g,

(Cuadro 4).

Cuadro 4. Valores de actividad antioxidante, flavonoides y fenoles totales para el extracto (EHHLF) y fracciones (FH, FC, FAE,
FB y FA) de hojas de L. furfuracea

parte de la i Actividad antioxidante por DPPH I;I:t\;(l):::ﬁgs Fenoles totales

planta inhfb?;én (mg IIE::A/g) EqQ/g) (mg EGAG/G)
EHHLF 84.660+1.404 1.328+0.025 129.96%0.005 394.76+0.192
FH 50.089+1.415 0.850+0.01 81.96+0.019 201.04+0.232
FC 82.922+1.746 1.408+0.006 198.160.093 282.8+0.140
FAE 91.635+0.163 2.054+0.001 503.58+0.189 612.48+0.252
FB 52.054+0.433 0.863+0.027 118.19+0.039 275.28+0.062
FA 23.4371.1 0.347+0.01 40.73£0.035 207.88+0.168

mg EqAA= miligramos equivalentes de &cido ascorbico
mg EqQ= miligramos equivalentes de Quercetina

mg EqAG= miligramos equivalentes de &cido gélico
EHHLF (Extracto hidroetanolico de hojas de L. furfuracea); FH (Fraccion hexanica); FC (Fraccién
cloroférmica); FAE (Fraccién de acetato de etilo); FB (Fraccion butanolica) y FA (fraccion acuosa)

4.3.3 Actividad antiinflamatoria

Las ratas a las cuales les fue administrado por via oral el extracto EHHLF, tanto en dosis

de 562.23 mg/kg como de 1000 mg/kg, después de seis horas de evaluacion, presentaron
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una actividad antiinflamatoria significativamente menor de 11.84 y 3.6%, respectivamente;
comparado con un 64.37% que presento el grupo de ratas que recibié naproxeno. Por otro
lado, la actividad antiinflamatoria en ratas que recibieron ambas dosis del extracto no fue
significativamente diferente de la respuesta presentada por las ratas del grupo control

(Figura 2).

En la administracion local del extracto EHHLF, después de seis horas las dosis evaluadas
de 300, 562.23 y 1000 ug/pata, presentaron actividad antiinflamatoria de 5.58+7.62,
36.19+5.43 y 43.36+3.18%, respectivamente. La prueba de comparacion multiple de
medias de Newman-Keuls, indica que la actividad antiinflamatoria de los extractos
administrados en dosis de 562.23 y 1000 ug/pata, fueron significativamente similares a la

del grupo que recibié naproxeno 45.71+16.42 % (Figura 3).
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Figura 2. Efecto antiinflamatorio del extracto hidroetanolico de Figura 3. Efecto antiinflamatorio del extracto hidroetanalico de
hojas de Laelia furfuracea. Administracion viaoral, *p<0.05 hojas de Laelia furfuracea. Administracion vialocal, *p<0.05

Las fracciones FC, FAE, FB y FA del extracto hidroetanolico de hojas de L. furfuracea, no

presentaron actividad antiinflamatoria; sin embargo, la fraccion FH tuvo una actividad
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antiinflamatoria de 20.23% 9.17, la cual no fue estadisticamente diferente de la del grupo

control (Cuadro 5).

Cuadro 5. Evaluacion antiinflamatoria de fracciones (FH, FC, FAE, FB y FA) de hojas de L. furfuracea

FH
20.23+9.17

FAE
-38.36+12.2

FC
1.50+10.6

FB
-7.0516.2

FA
0.47+11.8

Grupos tratados
Antiinflamacién
(%)+EE

Antiinflamacion+EE (Error estandar); FH (Fraccion hexanica); FC (Fraccién cloroférmica); FAE (Fraccion de acetato de etilo); FB
(Fraccién butanolica) y FA (fraccién acuosa)

4.3.4 Actividad antioxidante in vivo

Naproxeno
45.71+16.4

Medida de 6xido nitrico (NO) en la pata

Las concentraciones de NaNO; determinadas en los grupos de tratamiento de extracto
EHHLF con las dosis de 562.23 y 1000 pg/pata fueron de 34.12+1.87 y 28.25+4.84 uM de
NaNO:2/g de tejido, dichas concentraciones son mayores a las que present6 el grupo basal
e incluso al grupo control (Cuadro 4), no habiendo diferencia estadisticamente significativa

entre los grupos.

Medida de Glutation reducido (GSH) en la pata

Las concentraciones de GSH determinadas en los tejidos de los grupos de ratas que
recibieron el extracto EHHLF con las dosis de 562.23 y 1000 pg/pata fueron menores a las
del grupo basal e incluso al grupo control, no habiendo diferencia estadistica entre los
grupos de tratamiento y el basal. Pero si entre el grupo control y el basal con un p<0.05

(Cuadro 6).

Cuadro 6. Efecto del extracto EHHLF sobre los niveles de NO y GSH

Par ametr o bioquimico
Grupo Concentracion de nitritos Glutation reducido
(UM de NaNO2/ g) (nM de GSH/qg)
562.23 pg/pata EHHLF 34.12+1.87 3.33+127.2
1000 pg/pata EHHLF 28.25+4.84 3.00+107.3
Control 28.07+3.96 3.33+51.64
Basal 8.42+1.48 5.22+1083

EHHLF (Extracto hidroetanolico de hojas de Laelia furfuracea)
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4.3.5 Compuestos fendlicos por HPLC-MS

El andlisis por HPLC-MS confirmé la presencia de compuestos fendlicos previamente
detectados en el perfil fitoquimico preliminar de las fracciones. Algunos de los compuestos

detectables en la fraccién FH, de acuerdo a su masa molar, son el 4-hydroxybenzyl alcohol
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(BHA), acido mélico, &cido cafeico y &cido siringico acetato, cuyas masas son de 107.130,

134.0874, 180.0423 y 239.0571, respectivamente. Que corresponden a los compuestos

polares que salen al inicio de los cromatogramas (Figura 4).

Figura 4.Cromatogramas de HPLC-MS de la fraccion hexanica del extracto hidroetanolico de hojas de Laelia furfuracea.
Compuestos detectados de acuerdo a masas a) 4-hydroxybenzyl alcohol (107.130), b) acido malico (134.0874), c) acido
cafeico (180.0423) y d) acido siringico acetato (239.0571).

4.4 Discusion

De acuerdo a la organizacion mundial de la salud, tres cuartas partes de la poblacion
mundial depende de la medicina tradicional para el tratamiento de enfermedades y control
de desérdenes inflamatorias (Gacche et al., 2011). Hay una necesidad clinica de encontrar
nuevas fuentes naturales de compuestos para la prevencion y tratamiento de enfermedades

inflamatorias (Hur et al., 2012).

Las plantas medicinales son una alternativa para el descubrimiento de nuevos compuestos
fendlicos bioactivos (Gautam y Jachak, 2009), estos metabolitos secundarios son

sintetizados por las plantas (Ghulam et al., 2013, Mohamad et al., 2013) para protegerlas
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de la radiacién UV, ataque por patdgenos y para contrarestar el estrés del medio ambiente

en el que se encuentran.

Los recientes aportes en investigaciones en diferentes especies de orquideas documentan
el uso medicinal tradicional en el mundo, esto representa el primer paso para
investigaciones futuras que avalen el uso medicinal tradicional (Musharof, 2011). Chinsamy
y colaboradores (2014) validarén el uso de ciertas especies de orquideas utilizadas en la
medicina tradicional del sur de Africa relacionados con la inflamacién y desordenes

degenerativos.

En el extracto EHHLF y fracciones de hojas se demostré a través del perfil fitoquimico la
presencia de flavonoides, saponinas, taninos, cardioténicos, quinonas Yy
sesquiterpenlactonas. Flavonoides y taninos son polifenoles, los polifenoles son conocidos
como potentes antioxidantes en las plantas (Kanti et al., 2009) poseen propiedades
biolégicas como antioxidante, antiapoptosis, anticarcindbgeno, antiinflamatorio,
antiarterosclerosis y proteccion cardiovascular (Sandhyarani, 2011). Los flavonoides son
potentes antioxidantes; con efecto antiinflamatorio, antifingico (Gerritsen et al., 1995) y
cicatrizante de heridas (de Gaspi et al.,, 2011), ademas no solo atrapan las especies
reactivas de oxigeno (ROS), sino también inhiben la formacién de enzimas o elementos
traza que participan en la generacion de radicales libres (Banafsheh y Sirous., 2016). Las
quinonas presentan también efecto antioxidantes (Kosalec et al., 2012), los glucosidos
cardiotonicos regulan desordenes cardiacos (Lalit et al., 2011) y las saponinas producen
hemodlisis sobre los eritrocitos (Carretero, 2000). Los resultados obtenidos permiten avalar
el uso medicinal que se le atribuye a L. furfuracea y permite potencializar el uso

farmacologico de esta especie.
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De acuerdo a Scherer y Godoy (2009), una pobre actividad antioxidante presenta un
IAA<0.5, moderada actividad cuando IAA<1.0, fuerte actividad cuando IAA<2.0 y muy fuerte
actividad antioxidante cuando IAA>2. El extracto EHHLF y fracciones FC, FAE, de hojas
de L. furfuracea demostraron tener una fuerte actividad antioxidante (IAA) de 1.328, 1.408
y 4.1, respectivamente; las fracciones FH y FB presentaron moderada actividad y la fraccion
FA presenté pobre actividad antioxidante. La actividad antioxidante en el extracto EHHLF y
fracciones podria estar relacionado con la concentracion de flavonoides y fenoles totales.
La actividad antioxidiante que presenta L. furfuracea esta en proporcion a las
concentraciones de flavonoides y fenoles totales de 129.96, 198.16 y 503.58 mg EqQ/g; y
394.76, 282.8 y 612.48 mg EQAG/g, respectivamente. Concentraciones similares de
flavonoides y fenoles fueron detectados en P. michuacana (Narvaez et al., 2007),
Dendrobium speciosum (Lo et al., 2004; Moreti et al., 2012), y en Oncidium sphacelatum

(Hernandez-Galicia, 2010).

El extracto EHHLF de las hojas de Laelia furfuracea es un buen antiinflamatorio, present6
inhibicion de la inflamacién en un 36.19 y 43.3% en las dosis de 562.23 y 1000 pg/pata. El
efecto es similar al del naproxeno que inhibié un 45.7% en el grupo de ratas evaluadas. El
efecto de inhibicién de la dosis de 1000 ug/pata del extracto EHHLF, son similares a los
gue presentd el extracto metandlico de bulbos de Eulophia ochreata (orquidea) que
disminuyd el edema en un 48 y 53% en dosis de 500 y 1000 pg/kg, respectivamente (Jagtap
et al., 2009; Rajendra et al., 2010). También en Gastrodia elata se reporta un potente efecto

antiinflamatorio de los compuestos fendlicos aislados (Lee et al., 2006).

El extracto EHHLF no ayuda a neutralizar el exceso de radicales libres que causan el dafio
celular por la via del NO y GSH, el efecto antiinflamatorio puede estar relacionado con la
actividad antioxidante de compuestos naturales exdgenos altamente protectores del

extracto (Banafsheh et al., 2016).
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La actividad antiinflamatoria que presenté el extracto EHHLF de L. furfuracea posiblemente
se deba a un efecto sinérgico de la interaccion de los compuestos 4-hydroxybenzyl alcohol
(HBA) uno de los compuestos fendlicos presente en la orquidea Gastrodia elata (Lee et al.,
2006; Ahn et al., 2007) y otras plantas, al que se le ha demostrado que posee actividad
anti-angiogenica, anti-inflamatoria y antinociceptiva (Lim et al., 2007), acido malico; &cido
cafeico al que se le atribuye actividad antioxidante (Michaluart et al, 1999; Rao et al, 1992),
antiinflamatoria (Chen et al., 2001) y actividad anti-cancerigena (Fesen et al., 1993); y &cido
siringico acetato que también se le ha demostrado un potente efecto antiinflamatorio
(Fernandez et al., 1998), que fueron detectados y a la accion de elementos traza no
detectados que se encuentran en el extracto. En los resultados obtenidos no hay una
relacion entre a mayor actividad antioxidante mayor efecto bioldgico. Los compuestos
activos con poder antiinflamatorio aislados de especies de orquidias representan un nimero
importante. Trabajos publicados en la orquidea Gastrodia elata demostraron que el 4-
hydroxybenzyl alcohol presenté un potente efecto antiinflamatorio, anti-angiogenico y
analgésico (Lee et al., 2006; Ahn et al., 2007). En Eulophia ochreata y en Laelia anceps le
atribuyen el efecto antiinflamatorio al fenantreno 9,10-Dihydro-2,5-
Dimethoxyphenanthrene-1,7-diol (Yogesh et al., 2013) vy flavonol 5-hidroxi, 3,7,4 -

trimetoxiflavonol (Jimarez-Montiel, 2009), también polifenoles.
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CAPITULO V

CONCLUSION
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Laelia furfuracea presenté compuestos fitoquimicos bioactivos principalmente polifenoles
de origen flavonoides y acidos fendélicos como el 4-hydroxybenzyl alcohol, acido mélico,
acido cafeico y 4cido siringico acetato. Fuerte actividad antioxidante y altas concentraciones
de flavonoides y fenoles totales. Ademas, se demostré que el extracto de hojas genera
actividad antiinflamatoria positiva, por tanto, representaria un aval en el uso de la medicina
tradicional, ademas que, podria ser una especie promisoria para el desarrollo de nuevos

compuestos bioactivos para el tratamiento de enfermedades inflamatorias.

ANEXOS

Figura 5. Laelia furfuracea en su habitat natural
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Figura 6. Extraccion de materia prima de hojas de Laelia furfuracea con equipo
Soxhlet a gran escala

83



84



Figura 7. Perfil fitoquimico de extractos de flores, pseudobulbos y fracciones de FH,
FC, FAE, FB y FA de hojas de Laelia furfuracea
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Figura 8. Cromatografias en capa fina de extractos de flores, pseudobulbos y
fracciones de FH, FC, FAE, FB y FA de hojas de Laelia furfuracea con
revelador NP/PEG
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Figura 9. Administracion de extracto y medicion del edema en la pata de la rata
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Figura 10. Determinacion de NO y GSH en tejidos de las patas
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Figura 11. Comparacién de cromatogramas de fracciones FH, FC, FAE, FB y FA de
hojas de Laelia furfuracea
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Figura 12. Masas de fraccion FH de hojas de Laelia furfuracea
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