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RESUMEN
Antecedentes: El género Echinacea pertenece a la familia Asteraceae y esta
compuesto de 9 especies de las cuales sélo E. pallida, E. angustifolia y E.
purpurease emplean como plantas medicinales. Las ventas de los extractos
medicinales en donde se emplean estas tres especies ascendierona 21 millones de
dolares en el 2002.Sin embargo, es importante aclarar que estos extractos son
comercializados sin tener un control adecuado en el proceso de estandarizacion,
definiendo estandarizacién no solo como la regulacion fitosanitaria y agronémica sino
incluyendo ademas variables que correlacionen el contenido quimico con algun
efecto bioldgico, disminuyendo con ello la variabilidad terapéutica la cual es el
principal problema de los tratamientos herbales.Es por ello que en el presente trabajo
se contempléo comoobjetivo principal evaluar el contenido quimico, capacidad
antioxidante, antiinflamatoria, hipoglucemiante y antiproliferativa de tres extractos
hidroalcoholicos de Echinacea, con el fin de establecer las bases para su
caracterizacion y a futuro de su estandarizacion. Materiales y Métodos: Se
seleccionaron tres extractos de Echinaceaque cumplen con la primera etapa de
estandarizacion que corresponde a las normas de manufactura descritas por United
States Department of Agriculture(USDA), en las que el principal requisito es la
trazabilidad del producto y la garantia de origen.Los extractos seleccionados con
esta condicionfueron preparados por dos casas comerciales diferentes empleando
distintos érganos o tejidos:extracto A (Echinacea®)el cual fue elaborado con raices

de Echinacea purpurea; extracto B (Super Echinacea®) elaborado con raices, hojas,
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flores y semillas de E. purpurea y el extracto C (Echinacea Supreme®) elaborado con
raices y partes aéreas de E. purpurea y raices de E. angustifolia.

A los tres extractos seleccionados en el estudio,se lesaplicé un protocolo de
estandarizacion propuesto por el grupo de investigacion y publicado en el 2014,que
contempla tres etapasadicionales a las incluidas en las normas fitosanitarias y de
produccién agronémicas establecidas por USDA.Estas etapasfueron: 1) Analisis
fisico:Se determiné la densidad y cantidad de materia seca. 2) Analisis quimico: Se
realizaron ensayos cualitativos para determinar la presencia de algunos grupos
fitoquimicos(taninos, saponinas, cumarinas, antraquinonas y alcaloides), asi como la
determinacion de algunos constituyentes especificos relacionados con las
propiedades funcionales como son fendlicos totales, flavonoides totales, éacido
cafeico, acido clorogénico,azlcares yalquilamidas. 3) Andlisis biologico: Se
determind la capacidad antioxidante yantiproliferativain vitro, asi como el efecto
antiinflamatorio, hipoglucemiante y de termotoleranciain vivo. Finalmente, se asocio
la presencia de los compuestos quimicos con algunos efectos
biologicos.Resultados:El estudio mostrédiferencias en los tres parametros de
estandarizacion.Seobservo que tanto la cantidad de materia secacomo la densidad
fueron significativamente mayoresen el extracto C. En la segunda etapa se encontrd
gueel extracto A presentdla mayor cantidad de compuestos fendlicos totales (975.5
mg EAG/gps) y flavonoides totales (6.8 mg EQ/gps), en base seca, tendencia que se
modifica al analizarlo por mL de extracto hidroalcohdlico, en queel extracto C mostré
los valores mas altos comparado con los otros dos extractos estudiados, lo cual es

de suma importancia ya que este tipo de compuestos se dosifican por mL de
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extracto.La presencia del &cido cafeico s6lo se encontré en el extracto C (0.048
ppm).Del analisis de la fraccion no polar del extracto hidroalcohdlico seencontraron11
alquilamidas para los extractos Ay B, y 14 para el extracto C. En relacion a la tercera
etapa, la capacidad antioxidante fue mayor en el extracto C cuando se determind por
el método de DPPH (19.97 mM/ gps; 4.77 mM/ mL extracto)y cuando se determiné
por ABTS, la capacidad antioxidantefue mayor en el extracto A (70.09 mM/ gps);sin
embargo, la tendencia cambiécuando se expresd por mL de extracto, en que se
observéla mayor capacidad antioxidanteen el extracto C (10.45 mM/mL extracto).Se
observo también efecto antiinflamatorio para el extracto B, efecto antiproliferativo
para el extracto C y efecto hipoglucemiante para los extractos A y C. Discusion. Se
puedenobservar ciertas tendencias que nos permiten asociar algunos componentes
guimicos con los efectos biolégicos, tales como mayores cantidades de compuestos
fendlicos totales y flavonoides totales para el extracto Cexpresado por mL de
extracto,esto se puede asociar con lo observado en la determinacion de capacidad
antioxidantes por los métodos deDPPH y ABTSen los que el extracto C mostré la
mayor capacidad antioxidante.Aunque la cantidad de fenoles totales fue abundante,
la cantidad de acido cafeico fue muy baja, quedando la incognita de qué tipo de
compuestos polifendlicos estan presentes en el extracto. Por otra parte, en el
extracto C se encontré elmayor numero dealquilamidas, lo cual podria asociarse al
efecto antiproliferativo observado en este extracto.Tres de estas alquilamidas solo se
observaron en el extracto C que es el Unico que contiene E. angustifolia lo que podria
indicar que pueden ser utilizadas como marcadores de especie. El efecto

antiinflamatorio que se observé para el extracto B se podria correlacionar con la
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presencia de saponinas existiendo evidencia en la literatura de compuestos de este
tipo asociados a procesos antiinflamatorios, aunque es importante mencionar que las
saponinas son un grupo muy diverso lo cual seria interesante evaluar este grupo de
compuestos de manera especifica iniciando por parte aéreas donde observo la
mayor cantidad y centrdndonos en terpenoides que dentro de las saponinas son los
gue se asocian frecuentemente a este tipo de efecto farmacoldgico. Conclusiones.
Se observaron diferencias en los parametros fisicos, quimicos y biolégicos en los tres
extractos evaluados, mostrando la necesidad de plantear estrategias de
estandarizacion llevando a cabo estudios que establezcan una correlacion de una
manera mas fina y que permitan concluir la propuesta de asociacion planteada en
este estudio, avanzando con ello en el uso adecuado de los medicamentos herbales
generando datos de composicion quimica y efecto biolégico, datos que se deben
sumar a los protocolos actuales que se basan en su mayoria en garantizar la

inocuidad e identidad del producto.



ABSTRACT

Background: The Echinacea genus belongs to the Asteraceae family and is
composed of 9 species, of which E. pallida, E. angustifolia and E. purpurea are used
as medicinal plants. Sales of medicinal extractsderived from these three Echinacea
species reached 21 million dollars in 2002, however, it is important to mention that
these extracts are being commercialized without adequate control over the
standardization process, defining standardization not only as phytosanitary and
agronomic regulation but also including variables that correlate the chemical content
with some biological effect, decreasing the therapeutic variability, which is the main
problem with herbal treatments. Because of all the above, the principal objective of
the present work was to evaluate the chemical, antioxidant, anti-inflammatory,
hypoglycemic and antiproliferative capacities of three hydro-alcoholic Echinacea
extracts in order to establish the bases for their characterization and the future oftheir
standardization. Materials and methods: Three Echinacea extracts were selected.
These extracts meet the first step of the standardization process which implies the
manufacturing standards described by the United States Department of Agriculture
(USDA), where the main requirement is the traceability of the product and the
guarantee of origin. The selected extracts were prepared by two different
manufacturers using different organs or tissues. Extract A (Echinacea®) was
prepared with roots of E. purpurea, extract B (Super Echinacea®) was prepared with
roots, leaves, flowers and seeds of E. purpurea and extract C (Echinacea Supreme®)

was prepared with roots and aerial parts of E. purpurea and roots of E. angustifolia.



The three selected extracts were applied a standardization protocol as proposed by
our investigation group and published in 2014, which takes into account three phases
subsequent to those included in the post phytosanitary and agronomic production
standards established by USDA.These steps were 1) Physical analyses; density and
dry matter were assessed. 2) Chemical analyses; some qualitative tests were
performed to determine the presence of some functional groups (tannins, saponins,
coumarins, anthraquinones and alkaloids), as well as some specific constituents
related to functional properties like total phenols, flavonoids, caffeic and chlorogenic
acid, sugars and alkylamides. 3) Biological analyses; antioxidant and antiproliferative
capacities were measured in vitro and the anti-inflammatory, hypoglycaemic and
thermotolerance effects were measured in vivo. Finally, some associations were
made between the chemical compounds and the biological measurements. Results:
this study showed differences between the three stages of standardization,
highlighting some observations that were considered relevant. At first, we observed
that both the dry matter and the density were significantly higher in extract C. In the
second stage we found that extract A presented higher amounts of total phenols
(975.5 mg GAE/gdw) and total flavonoids (6.8 mg QE/ gdw) when expressed in terms
of dry weight, a tendency that is modified when the results are expressed as mL of
each Echinacea extract. In this case extract C presented higher amounts of phenols
and flavonoids compared to the other extracts, which is very important because these
types of compounds are dosed with mL of extract. Caffeic acid was only detected in
extract C (0.048 ppm) and by analysis of the non-polar fraction of the hydro-alcoholic

extracts, 11 alkylamides were determined for extracts A and B and 14 for extract C. In
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the third stage, extract C showed higher antioxidant capacity when determined by
DPPH (19.97 mM TEAC/ gdw; 4.77 mM TEAC/ mL extract) and when determined by
ABTS, extract A showed higher antioxidant capacity (70.09 mM TEAC/ gdw),
however, when expressed as mL of extract, extract C showed a higher antioxidant
capacity (10.45 mM TEAC/ mL extract). Only extract B showed anti-inflammatory
activity, extract C showed antiproliferative capacity, extracts A and C showed
hyperglycaemic capacity. Discussion: Certain tendencies can be observed that allow
us to relate some of the chemical compounds with a biological effect. Extract C
showed higher contents of phenols and flavonoids which can be related to higher
antioxidant capacity by both DPPH and ABTS. Even when the content of total
phenolic compounds was observed to be high, a very low content of caffeic acid was
observed, leaving unknown which types of phenolic compounds are present. Extract
C also showed a higher number of alkylamides which could be associated to its
antiproliferative effect shown only in this extract. Three of these alkylamides were
only observed in extract C which is the only one that contains E. angustioflia, which
could indicate that they may be used as possible species markers. The anti-
inflammatory effect observed in extract B could be related to the presence of
saponins observed in the qualitative analyses. There is evidence in related literature
that these types of compounds are related to anti-inflammatory processes, even
though it is important to note that saponins are a very diverse group and for this
reason it would be interesting to study them in more detail, starting with the aerial
parts of Echinacea which is what extract B is made of and focusing on terpenoids,

because within the group of saponins, terpenoids are frequently associated with this
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kind of pharmacological effect. Conclusions: We observed differences in the physical,
chemical and biological parameters showing the need to plan standardization
strategies, carry out correlation studies in finer detail that allow us to conclude the
proposed association raised in this study, advancethe adequate use of herbal
medicine and generate chemical content data related to biological effects. These data
need to be added to the current protocols, which are mostly based on ensuring the

safety and identity of the product.

Xiii



INDICE GENERAL

RESUMEN . .. oottt e e e e e e e e Vi
AB S T R A C T ..t X
INDICE DE
TAB L S . .. e Xvi
INDICE DE FIGURAS. ...ttt xviii
100 [8 o o o H PP PPPPPPPRPPR 1
L. ANTECEUENIES ... 3
1.1 Regulacion de fitoOfarmacoS.........c..uuuiiiiiiee e 3
1.2 El proceso de estandarizacion para el desarrollo de fitofarmacos ..................... 5
1.3 Métodos de estandarizacCion ............ooooueiiiiiiii i 6
1.4 Problemas asociados al proceso de la estandarizacion..............cccccceeeeeeen. 7
1.5 Las plantas medicinales, aspectos generales.........cccovveevvvveeeiiiiiiieeeeeeeeeiiin 9
1.5.1 Las plantas medicinales €N MEXICO .........cceurruuuiiiiieeeeieeiiiiiia e e e e e eeeeeans 11
1.6 Echinacea como modelo de eStUdIO ..........ccovviiiiiiiiiiiiieee e 12
2. JUSHITICACION ...eeiiieiiiite et e e e e e e e e as 14
G T © o] =3 1Yo SR 15
T @] o] 1= 1AV o o (=T 0 1= - PSR 15
3.2 ODjJetiVOS PArtiCUIAIES. ... ...cceiieeeeiiie e e e e e e e e e 15
S o T o T0] (=2 P SUSPPPPPPRRPN 15
5. MaterialeS Y MELOUOS. ... .ciiieieiieieeece e e e e e e e aa e 16
5.1 DiSEN0 Al @STUTIO. .....ceiiiiiiiiiiiii e 16
5.2 Seleccidn del material DIOIOQICO ......coviiiiiiiieiiic e 16
5.3 Primera etapa- Pardmetros fiSICOS.........coovviiiiiiiiii e, 17
5.3.1 Determinacion de la cantidad de materia SeCa...........cueveeeveeeeriiiiiiiinineeenn. 17

Xiv



5.3.2 Determinacion de 1a densidad..........oovee oo 18

5.3.3 Obtencion de los espectros de UV/VISIDIe ..., 18
5.4 Segunda etapa- ParAmetros QUIMICOS .........ueiiiieiiiiiiiiiiiiieeee e eee e e e 18
5.4.1 Pardmetros CUAlItatiVOS...........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiineneeeennnenennennnnnes 18
5.4.1.1 Determinacion de presencia de alcaloides ...........ccccvvvvrinimninnininnnnnnnnnnnns 19
5.4.1.2 DeteCCiON de taniNOS ........uuuurruriiiiiiiiiiiiiiiiiieiaeeeeeeeeaeaea . 19
5.4.1.3 DetecCiOn de SAPONINGS........uuiiiieeeeiiiiiiiiieeeaee e e e ettt eeeeaa e e s e annreeeeeeeeas 19
5.4.1.4 Determinacion de la presencia de antraquinonas..........ccccccevveeuvveeeeeennn. 20
5.4.1.5 Determinacion de CUMAINGS .........cceuurruuiiieeeeeeeeeiiiiiseeeeeeeeeeesrnnaaeeeeeees 20
5.4.2 Parametros CUANTTALIVOS ........uuiiiiieeiiiieiiiiiie e eee e e e e e e e e e e 20
5.4.2.1 Determinacion de compuestos fenolicos totales............cccccvveviiiiiinnnnnnns 20
5.4.2.2 Determinacion de flavonoides totales ..............uuveviiiiiiiiiiiiiiiienes 21
5.4.2.3 Determinacion de polifenoles mediante HPLC.............coooovviviiiiiiiineeee, 21
5.4.2.4 Determinacion d@ QZUCAIES ............uuuuurrummmmnmnniiiiininiiinnnninnennnnennnnennnannnnnes 22
5.4.2.5 Determinacion de alquilamidas.............ccccooviieiiiiiiiiiicii e 23
5.5 Tercera etapa- Parametros biolOgICOS ............ceeiiiiiiiiiieiiiiic e, 23
5.5.1 Determinacion de la actividad antioxidante in Vitro ..............cccccevenennnnnnnnns 23
5.5.2 Determinacion de la actividad antiinflamatoria in Vivo..............cccccccvvnnnnnnes 24
5.5.3 Determinacion de la actividad hipoglucemiante in Vivo...........cccccceeeeeeen. 24
5.5.4 Determinacion de la actividad antiproliferativa in Vitro ..............ccccceeeeeeen.. 25
5.5.5 Determinacion del efecto termoprotector en C.elegans............ccccceeeeeeen... 26
5.6 ANAIISIS €StadiSHCO. .....cvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt 27
6. RESUItAdOS Y DISCUSION .....vvviiiiiie e e e e e e e e e e 28
6.1 SelecCion de 10S eXIFaCIOS. ........cviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 28

XV



6.2 Etapa 1. ANAIISIS fISICO ....uuveiiiiiieiiiiiiie e 28

6.2.1 Determinacion de la densidad y cantidad de materia seca...........ccccceee.... 28
6.2.2 Espectros de UV/Vis de los extractos de Echinacea .............c.cccevvvvvvvnnnnnn. 29

6.3 Etapa 2. ANAlISIS QUIMICO .....eeiiiiiiiiiiiiii e 30
6.3.1 PardmetroS CUAIIALIVOS. .......cciiieiiiiiiiiiiiiiee e e 30
6.3.2 Pardmetros CUANLIHALIVOS ........cooeriiiiiiiiiiiiiie e e e e e e 31
6.3.2.1 Compuestos fendlicos totales y flavonoides totales............cccccceeveeeennn. 31
6.3.2.2 Polifenoles mediante HPLC ...........oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 33
6.3.2.3 AZUCAIES ....ceeiiiiiiiiieieeeeeee ettt ettt ettt ettt ettt et ettt et ettt e e e e e eeees 34
6.3.2.4 AlQUIIAMITAS. .....coiiiiiiiiiiiiiiiiiieeie ettt 34

6.4 Etapa 3. ANAlisiS DIOIOQICO .........covviiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 37
6.4.1 Capacidad antioXidante .............uuuiiiiiieeriiieiiiiee e e e e 37
6.4.2 Actividad antiinflamatoria.............ooueuiiiiiiiiie e 39
6.4.3 Actividad hipogluCEMIANTE .........uuuiiii i e 40
6.4.4 Actividad antiproliferativa.............ccooiiieiiiiieeicee e 41
6.4.5 EfeCt0 termMOPrOtECIOr .......ccoiiiiiiiie e 42

7. CONCIUSIONES ..ottt e e e e e e e e e e e s e eaeas 44
8. PISPECHIVAS ... ..t icieeeeeette et s et e e e e e e e e e e e e e e e aaaaes 46
9. REFEIENCIAS ... ettt e e e e r e e e e e e e e e 47
L0, ANEXO .ottt 53

XVi



Tabla 1.

Tabla 2.

Tabla 3.

Tabla 4.

Tabla 5.

Tabla 6.

Tabla 7.

Tabla 8.

Tabla 9.

Tabla 10.

INDICE DE TABLAS

Investigaciones cientificas llevadas a cabo en especies
pertenecientes al género Echinacea

Disefio experimental

Gradiente de elucion para la determinacion de polifenoles

Andlisis fisico de los extractos de Echinacea

Grupos fitoquimicos determinados en los extractos de
Echinacea
Compuestos polifenoles presentes en los extractos de
Echinacea

AzUcares presentes en los extractos de Echinacea

Nombres y tiempos de retencion de las alquilamidas
presentes en los tres extractos de Echinacea

Efecto hipoglucemiante en los extractos de Echinacea

Efecto antiproliferativo de los extractos de Echinacea

13

17

22

29

30

33

34

36

41

42

Xvii



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

INDICE DE FIGURAS

Parametros a tomar en cuenta para llegar a la
estandarizacion de fitomedicamentos

Extractos comerciales de Echinacea, utilizados en este
estudio

Espectros de UV/Vis de los tres extractos comerciales
de Echinacea

Contenido de compuestos fendlicos totales en los
extractos de Echinacea

Contenido de flavonoides totales en los extractos de
Echinacea

Cromatograma de ion total de la fraccion no polar de los
extractos de Echinacea

Capacidad antioxidante ante DPPH

Capacidad antioxidante ante ABTS

Efecto antiinflamatorio de los extractos de Echinacea en
el modelo edema plantar
Efecto termoprotector de los extractos de Echinacea en

C. elegans.

28

30

32

32

35

38

40

42

45

Xviii



Introduccién

El hombre siempre ha mantenido una estrecha relacién con las plantas, con el fin de
cubrir sus necesidades béasicas tales como alimentarse, cuidar su salud y protegerse.
Resultado de esta interaccion hombre-planta-enfermedad nace la medicina indigena
o medicina tradicional (Koehn y Carter, 2005; Jones y colaboradores, 2006).Hoy en
dia, el término medicina indigena o medicina tradicional ha evolucionado y
organismos como la Organizacion Mundial de la Salud manejan Medicina Tradicional
y Complementaria (MTC) en que incorporan la suma completa de conocimientos,
técnicas y practicas fundamentadas en las teorias, creencias y experiencias propias
de diferentes culturas y que se utlizan para mantener la salud y prevenir,
diagnosticar, mejorar o tratar trastornos fisicos o mentales (OMS, 2013).

Este empleo empirico de las plantas medicinales para tratar de mejorar las
condiciones de salud ha sobrevivido al paso del tiempo e incluso algunas de ellas en
la actualidad son empleadas sin regulacidon fitosanitaria ni sustento cientifico que
valide su accién farmacologica. Estos tratamientos basados en plantas medicinales
se pueden encontrar en los diferentes mercados del mundo en distintas
presentaciones gque van desde plantas enteras o molidas hasta formulaciones como
capsulas, infusiones, tinturas etc. Es importante mencionar que muchos de estos
tratamientos no son reconocidos por la medicina alépata oficial, sin embargo, la
industria farmacéutica ha aprovechado el uso de principios activos aislados de

plantas para el desarrollo de muchos de los medicamentos empleados en clinica



generando una industria muy prospera (Cragg y colaboradores, 1997; Kinghorn,
2002).

A pesar de no haber contado con reconocimiento oficial ni validez cientifica, en las
tltimas décadas el interés sobre el uso de las plantas con propiedades terapéuticas
ha venido en aumento (Brevoort, 1996; Blumenthal, 1999), esto se confirma con el
incremento en el nimero de anuncios comerciales en la televisién donde se ofrecen
productos herbolarios que no cuentan con garantia médica alguna y con un volumen
de ventas que ascendié a méas de 21 millones de doélares solo en el 2002 en Estados
Unidos de América. En este contexto, México no ha sido la excepcion y se puede
observar la venta de un gran numero de plantas medicinales en los mercados de
Sonora y Jamaica ubicados en la Ciudad de México.

Es importante mencionar que el consumo no controlado de este tipo de productos
con base en plantas medicinales puede causar dafios a la salud por diversos
motivos.Entre los casos mas documentados destacan la mala dosificacion de dichos
productos, la confusion de especies, las interacciones entre productos herbolarios
versus medicamentos al6patas, asi como el caso en que los pacientes cambian sus
medicamentos alopatas por productos herbolarios, empeorando con ello su estado
de salud.

Por lo anterior, el objetivo principal de este trabajo se basa en la blsqueda de
alternativas y estrategias que permitan el control y la estandarizacion de este tipo de
productos medicinales que actualmente estan siendo empleados sin un sustento

basado en el rigor cientifico.



1. Antecedentes

1.1 Regulacion de fitofarmacos

La palabra fitofarmaco se puede dividir en “fito” que viene del griego y significa
planta o vegetal y “pharmakon” (también del griego) que significa remedio. Por lo
tanto, los fitofarmacos son medicamentos que contienen como principio activo
exclusivamente plantas, partes de plantas, asi como ingredientes o preparaciones
obtenidas a partir de plantas. En general, la mayoria de este tipo de productos son
prescritos y comercializados como el resultado de mucha experiencia acumulada en
la practica de la medicina tradicional durante cientos de afios (Kamboj, 2000; Yadav
y Dixit, 2008). Sin embargo, en muchos casos no se sabe cual es el ingrediente
activo, responsable de la actividad terapéutica del fitomedicamento o fitofarmaco
(Akerele, 1993; OMS, 1993, 1998; Calixto, 2000).

De acuerdo con la definicibn de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), un
fitomedicamento debe contener material vegetal como principio activo en estado
crudo o procesado, pero también pueden contener solventes organicos o acuosos
como excipientes o conservadores.

La OMS ha adaptado algunos términos en relacion a la medicina herbolaria y entre
los mas importantes destacan los siguientes.

Hierba: material vegetal, asi como hojas, flores, frutos, semillas, tallos, raices,
rizomas u otra parte de la planta que puede ser entera, fragmentada o pulverizada.
Material herbolario: incluye jugos frescos, resinas, aceites fijos y esenciales, gomas y

polvos secos.



Preparaciones herbolarias: son la base para los productos herbolarios finales vy
pueden incluir material herbolario triturado o pulverizado o sus extractos, tinturas y/o
aceites. Son producidas por procesos fisicos como extraccion, fragmentacion,
purificacidn, concentracion entre otros. También incluyen preparaciones hechas
remojando o calentando material herbolario en alcohol, miel u otra sustancia (OMS,
2000).

Con respecto al consumo de productos herbolarios, actualmente algunos paises
como China, Alemania, India y Africa han introducido a su sistema de salud algunos
tratamientos empleados en la medicina tradicional regional y los han exportado a
otras regiones del mundo, algunos de los ejemplos mas importantes son:ginseng
(Panax ginseng), arbol de moringa (Moringa oleifera), valeriana (Valeriana officinalis),
manzanilla (Matricaria recutita), plantago (Plantago psyllium), entre otros. Sin
embargo, es importante mencionar que algunos de estos productos no cuentan con
las garantias de producciéon y proceso de manufactura adecuadas, por la falta de
normas y tratados de produccién internacionales (Prieto, 2007). Aunque es
importante mencionar que existen ciertas guias regulatorias para fitomedicamentos a
nivel regional y sub regional. Sin embargo, hay una gran variacion en las politicas
regulatorias entre las diferentes regiones y paises. En este sentido, en 1975 la OMS
reconocio el valor de la medicina tradicional tanto de salud como de biodiversidad y
ha financiado grupos de investigacion, proyectos para estudiar y regular su uso
(OMS, 2001, 2005), monografias para control de calidad (OMS, 1992, 1998), buenas
practicas agricolas (OMS, 2003), buenas practicas de manufactura y normatividad

para garantizar la seguridad de productos herbolarios (OMS, 1993, 2004a) y



estrategias para su uso correcto dentro del sistema de salud primario (OMS, 2004b;
Zhang, 2006; Prieto, 2007). Sin embargo, aun hace falta el desarrollo de
regulaciones internacionales para garantizar la elaboracion de fitofarmacos
basandose en la inocuidad y estandarizacién quimica del producto final siendo esto

ultimo el aporte principal de este proyecto de tesis.

1.2El proceso de estandarizacion para el desarrollo de fitofarmacos

La estandarizacion es un sistema que permite asegurar que cada caja de medicina
gue se venda, tenga la cantidad de principio activo adecuada para inducir un efecto
terapéutico (Chaudhury, 1999). En otras palabras, este sistema debe asegurar en
cada dosis los ingredientes con cantidad, calidad y que produzcan el efecto
terapéutico (Zafar y colaboradores, 2005). Ademas, la estandarizacion deberia
involucrar la compilacion de informacion completa de las plantas usadas, tales como
la época de cosecha, el estado de maduracion, el sabor, el olor, la apariencia, el
método de secado, el almacenamiento, el procesamiento y los espectros de
UV/Vis(Willard, 1996; Garg y colaboradores, 2012). Los fitofarmacos no pueden ser
tomados en cuenta cientificamente si no han sido autentificados y caracterizados con
el fin de asegurar la reproducibilidad en la fabricacion del producto (Vaidya y
Devasagayam, 2007). En 1992 la OMS defini6 a la estandarizacion y control de
calidad como el proceso involucrado en la evaluacién fisicoquimica de los productos
herbolarios tales como la seleccion y manipulacion del material crudo, la seguridad,
la eficacia y evaluacion de la estabilidad del producto final, la documentacién de

seguridad y riesgos con base en la experiencia, el suministro de informacion sobre



los productos a los consumidores y la promocion de ellos. Ademas, algunos autores
sugieren que la estandarizacion debe comprender todo el proceso de manufactura
gue se puede dividir en dos etapas, la primera que va desde la germinacion de las
semillas hasta la cosecha de las plantas y la segunda parte desde la elaboracion del
fitofarmaco hasta su uso clinico (Yadav y Dixit, 2008; Aarland y colaboradores,

2014).

Es importante resaltar que la actividad terapéutica de un fitomedicamento depende
de sus constituyentes fitoquimicos. Por ello, el desarrollo de métodos analiticos para
la obtencidon del perfil de composicion quimica (fingerprints/ huellas digitales), que
incluye el analisis cuantitativo de compuestos bioactivos marcadores y otros
constituyentes importantes, representa uno de los mayores retos para los cientificos
ya que este perfil esta ligado a la época de corte de la planta o de parte de la planta y
a factores epigenéticos que se afectan por las condiciones ambientales del cultivo y
gue pueden cambiar el contenido de los metabolitos presentes. Asi, la
estandarizacion es un paso importante para establecer perfiles quimicos y actividad
biologica consistentes y fijar parametros de corte y manejo del material biolégico
(Patra y colaboradores, 2010; Kunle y colaboradores, 2012; Aarland y colaboradores,

2014).

1.3 Métodos de estandarizacién

La OMS destaca la importancia de los métodos cualitativos y cuantitativos para la

caracterizacion de muestras, cuantificacion de biomarcadores, marcadores quimicos



y los espectros de UV/Vis (OMS, 1996a, b). En este sentido, Yadav y Dixit (2008)
mencionan que si se conoce cudl es el principio activo presente en el
fitomedicamento, es Iégico cuantificar ese compuesto en las muestras.

Los métodos de estandarizacion deben tomar en cuenta todos los aspectos que
contribuyen a la calidad del fitofarmaco y garanticen la identidad correcta de la
muestra, evaluacion sensorial, evaluacién farmacogndstica, material volatil,
evaluacién cuantitativa del compuesto quimico principal, evaluacién fitoquimica, asi
como pruebas para determinar la presencia de xenobioticos, carga microbiana,
toxicidad y actividad biolégica. De todos estos aspectos, el perfil fitoquimico es de
especial importancia ya que tiene una influencia directa sobre la actividad terapéutica
de los fitofarmacos. Los espectros de UV/Vis sirven como guia para el perfil
fitoquimico del farmaco para garantizar su inocuidad y que permiten identificar y
cuantificar material biolégico contaminante perteneciente a otras especies, ademas
de la cuantificacion de los compuestos marcadores de la especie, esto puede
aprovecharse como un parametro adicional para la evaluacion de la calidad
terapéutica de la muestra, si se tienen datos de correlacion entre los marcadores

guimicos y la actividad bioldgica (Calixto, 2000; Nikam y colaboradores, 2012).
1.4 Problemas asociados al proceso de la estandarizacién

El principal problema que afrontan los sistemas de regulacion de medicamentos
herbales es sin duda la estandarizacién en el desarrollo de fitofarmacos, por lo cual
en el presente trabajo se pretende abordar este problema desde la caracterizacion

fisica, quimica y bioldgica, con el objetivo de fijar parametros de control mas



adecuados y especificos que nos aporten informacién acerca la composicién del
tejido vegetal (tallo, raiz o la planta completa) o componentes vegetales
(secreciones, latex etc.) usados para la elaboracion de los fitomedicamentos, debido
a que el tejido empleado estd directamente relacionado con los metabolitos
presentes en la formulacion y en consecuencia con el efecto farmacolégico (Zhang,
2006).

Es por ello que en general, la actividad terapéutica es el resultado de la combinacion
de varios componentes activos productos de una o0 varias especies vegetales,
formando asi una mezcla compleja que es dificil de estudiar empleando solo los
métodos analiticos convencionales centrados en medir impurezas relacionadas con
metales pesados e inocuidad.

En las mezclas complejas, aunque muchos de los constituyentes sean inertes de
manera directa en el mecanismo de accidon terapéutico, es razonable pensar que
puedan tener un efecto sinérgico en la actividad, influenciar la biodisponibilidad y/o
excrecion del componente activo (Kunle y colaboradores, 2012). En este tenor se
plante6 un proceso de estandarizacion basado en el analisis de tres etapas
importantes en el proceso de caracterizacion, una etapa fisica donde se evaluen
algunos parametros de densidad y materia seca, una etapa quimica que tiene como
objetivo explorar la presencia de algunos constituyentes y finalmente una etapa de
evaluacion de la actividad en algunos modelos biolégicos, esto nos permitira tener
una idea clara de los principales constituyentes asi como relacionar algunos
compuestos quimicos con el efecto bioldgico (figura 1) (Aarland y colaboradores,

2014).
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Figura 1. Parametros a tomar en cuenta para llegar a la estandarizaciéon de
fitomedicamentos (Aarland y colaboradores, 2014).

1.5 Las plantas medicinales, aspectos generales

Diversas fuentes antropolégicas han demostrado que el hombre, a lo largo de su
historia y con el objetivo de cubrir sus necesidades basicas como son la vivienda,
alimentacion y salud, ha mantenido una estrecha relacion con las plantas.

Un buen ejemplo de ello es el Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis, escrito por



Martin de la Cruz y traducido por Juan Badiano en 1552 (Koehn y Carter, 2005;
Jones y colaboradores, 2006). De esta importante y estrecha relacion surge la
medicina tradicional, concepto empleado por la OMS para referirse a las diversas
formas de medicina indigena como son la china, hindu (ayurveda), arabe (unani), etc.
(Almaguer y Mas, 2009).

Mundialmente, la medicina tradicional tiene un papel importante en el sector salud,
debido al aumento de costos de la medicina alopata y a la falta de tratamientos en
algunas de las enfermedades cronicas degenerativas, algunos ejemplos importantes
son el caso de: Africa, donde cerca del 80% de la poblacion hace uso de la medicina
tradicional, por ser mas accesible comparada con la medicina alépata, y los casos de
Asia y de Latinoamérica, donde las poblaciones siguen utilizando este tipo de
medicina como resultado de circunstancias histéricas y creencias culturales. Un caso
excepcional es China, donde se contabiliza alrededor de un 40% de personas que
usan este tipo de medicina, pero a excepcion de los otros ejemplos, en este caso la
medicina tradicional se encuentra dentro de su marco regulatorio de salud (Zhang,
2002). Es gracias al caso de China, que la OMS ha puesto atencion al éxito obtenido
en el empleo de tratamientos herbolarios dentro de un marco regulatorio general y
planteado con ello algunas estrategias a los paises miembros, con el objetivo de
incorporar las practicas de medicina tradicional a los sistemas de salud, siendo para
ello, una de las claves primordiales el proceso de obtencién y estandarizacion de los

medicamentos herbales(Mendoza-Espinoza, 2009).
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1.5.1 Las plantas medicinales en México

En la actualidad, en México el consumo de plantas con actividad farmacolégica ha
crecido de forma logaritmica; desafortunadamente, este crecimiento no va a la par
con el desarrollo de metodologias cientificas que validen y estandaricen su uso,
causando con ello problemas en la salud de quienes las utilizan.

En el marco regulatorio en México, no existe una regulaciéon clara en el tema de
fitofarmacos por lo que el desarrollo de este tipo de productos no ha prosperado de
manera importante, a la fecha el QG5® (Genomma Lab) es el unico reconocido como
fitofarmaco, mientras tenemos una enorme gama de compuestos herbales tratados
como suplementos alimenticios, todos ellos carentes de validacion cientifica (Kunle y
colaboradores, 2012).

Es por ello que en la actualidad México, al ser parte de los paises miembros de la
OMS, tiene que avanzar en la inclusion de las medicinas complementarias en el
Sistema de Salud en México, para ello debera de proponer mecanismos de
validacion donde participen diversos grupos y sin duda el proceso de estandarizacion
de los fitomedicamentos serd una variable importante. En el presente trabajo se
abordan algunos procesos que deberian de seguir los medicamentos empleados
actualmente como remedios herbolarios, para ello se tomé como ejemplo a
Echinacea por ser una de las plantas mas empleadas a nivel mundial, por sus

efectos atribuidos como modulador del sistema inmune (Almaguer y Mas, 2009).
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1.6 Echinacea como modelo de estudio

La Echinacea es un género de plantas de las cuales existen 9 especies, pero sélo E.
purpurea, E. angustifolia y E. pallida son utilizadas como plantas medicinales.
Historicamente, E. purpurea fue una de las plantas mas utilizadas por los nativos de
Norteamérica para tratar una gran variedad de condiciones como heridas, piquetes
de insectos, infecciones, dolores y también como antidoto para mordeduras de
serpientes ponzofiosas. Al principio del siglo XX, Echinaceafue establecida como el
remedio principal para resfriados y gripe en la medicina europea gracias a su
actividad como modulador del sistema inmune, propiedad que se expandio a todos
los continentes y hacen de Echinacea la especie vegetal mas consumida
mundialmente por sus propiedades medicinales (Blumenthal, 2002).

Generalmente, la forma en la que se consumen las plantas de Echinacea es como
jugo o extractos alcohdlicos de las partes aéreas o de las raices. Se ha sugerido que
los metabolitos responsables de la actividad curativa de esta planta son derivados
del acido cafeico, alquilamidas y polisacaridos (Bauer, 1998; Barnes y colaboradores,
2005). En la Tabla 1 se muestran algunos estudios cientificos realizados con
Echinacea, sin embargo, en ninguno de ellos se realiza una correlacion entre las
alquilamidas presentes o algun otro compuesto quimico con la actividad
farmacoldgica. No pudiéndose asociar a la fecha un efecto biolégico a un patrén o
perfil quimico, siendo un reto actual en la estandarizacion de este material bioldgico

(Chicca y colaboradores, 2007).
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Tabla 1.Investigaciones cientificas llevadas a cabo en especies pertenecientes al género

Echinacea

Estudio (Autor)

Breve sintesis

Determinacion
compuestos fendlicos
(Brown y colaboradores,
2011)

Mediante HPLC-UV se cuantificaron varios
compuestos fendlicos (los acidos caftérico,
clorogénico y chicérico, cinarina y equinacosido), en
extractos de material fresco y seco y en tinturas
liguidas

Efecto sobre mielopoyesis
en ratas (Ramasahayamy
colaboradores, 2011)

Se utilizaron extractos comerciales de dos especies
de Echinacea para evaluar el efecto mielopoyético en
médula 6sea en ratas.

Efecto de virus en la
produccion de metabolitos
secundarios de Echinacea

(Pellati y colaboradores,
2011)

Se evalué el efecto de los virus e infecciones del
fitoplasma en la produccion de metabolitos
secundarios de E. purpurea.

Andlisis de alquilamidas,
comparacion extracto
crudo con suplemento

comercial

(Mudge y colaboradores,

2011)

Se realiz6 la identificacion de diferentes alquilamidas
en raices de E. angustifolia y E. purpureay en
suplementos alimenticios comerciales.

Comparacion alquilamidas
en muestra secay en
fresco
(Spelman y colaboradores,
2009)

Se obtuvo un perfil de alquilamidas presentes en
raices de E. purpurea y lo compararon con el perfil de
extractos etandlicos comerciales.

Efecto de un extracto de
Echinacea sobre
hiperplasia de la prostata
(Skaudickas y
colaboradores, 2009)

Se evalud el efecto de E. purpurea en prostatas con
hiperplasia benigna en ratones.

Efecto citotoxico de
extractos de Echinacea en
células cancerosas
(Chicca y colaboradores,
2007)

Se evalud el efecto citotdxico y las propiedades pro
apoptéticas de extractos etandlicos de raices de E.
pallida, E. angustifolia y E. purpurea en lineas
celulares humanas de cancer de pancreas.
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2. Justificacion

En la actualidad, la produccién de fitomedicamentos y su comercializacion en el mundo se
lleva a cabo sin tener un control adecuado del proceso de estandarizacién. Los protocolos
actuales que se aplican se basan en su mayoria en garantizar la inocuidad e identidad del

producto comercializado.

Sin embargo, es importante incluir ademas de estas variables, aquellas que correlacionen
el contenido quimico con algun efecto biolégico y que garanticen el uso terapéutico

asociado al producto herbal.

Es por eso que, en el presente trabajo se aplico el protocolo de estandarizacion en tres

etapas (discutido anteriormente) a 3 extractos comerciales de Echinacea.

Los extractos utilizados cuentan con la certificacion del Programa Nacional Organico
(NOP, por sus siglas en inglés) del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
(USDA, por sus siglas en inglés) que garantizan la identidad, la homogeneidad en la
produccion agricola del material utilizado y en la manufactura de los extractos (inocuidad),
ademas de incluir su origen, pero carecen de informacidén que permita relacionar el patron

guimico con sus propiedades biologicas.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Evaluar el contenido quimico, capacidad antioxidante, antiinflamatoria, hipoglucemiante y
antiproliferativa de tres extractos hidroalcohdlicos comerciales de Echinacea, con el fin de

establecer las bases de su caracterizacion.

3.2 Objetivos particulares

1. Cuantificar el contenido de principios activos (flavonoides y fendlicos totales, acido
cafeico y alquilamidas) de los extractos hidroalcoholicos comerciales de Echinacea.

2. Determinar la capacidad antioxidante in vitro de los extractos hidroalcohdlicos
comerciales de Echinacea.

3. Determinar la actividad antiinflamatoria in vivo (ratas Wistar) de los extractos
hidroalcoholicos comerciales de Echinacea.

4. Determinar el efecto de los extractos hidroalcoholicos comerciales de Echinacea
sobre la glucemia en ratas Wistar.

5. Determinar la actividad antiproliferativa de los extractos hidroalcohdlicos
comerciales de Echinacea en lineas celulares.

6. Evaluar el efecto de los extractos hidroalcohdlicos comerciales de Echinacea sobre

la termotolerancia en C. elegans.

4. Hipotesis
La evaluacion farmacolégica de los extractos hidroalcohdlicos comerciales de Echinaceay

la cuantificacién de sus principios activos permitira la caracterizacion de estos extractos.
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5. Materiales y Métodos

5.1 Disefio del estudio

El estudio se planteé iniciando la seleccion de los extractos para posteriormente
analizarlos en 3 etapas principales como se observa en la Tabla 2 y se describe a
continuacién. Finalmente, se asociaron estos resultados para establecer las posibles

correlaciones.

5.2 Seleccion del material biolégico

Se trabajaron con tres extractos hidroalcoholicos preparados con Echinacea. Para poder
elegir estos extractos se realizd una busqueda en el mercado internacional de los
extractos que se comercializan, tomando en cuenta que contaran con informacion sobre la
especie de Echinacea utilizada para su elaboracion. Ademas, se eligieron extractos que

contaran con una certificacion de fabricacion para garantizar la autenticidad del producto.

16



Tabla 2. Diseio experimental

Pardmetros fisicos

Materia seca

Densidad

Perfil quimico

Pardmetros quimicos | Analisis cualitativos Saponinas

Cumarinas

Antraguinonas

Taninos

Alcaloides

Andlisis cuantitativos Fenoles totales

Flavonoides totales

Polifenoles (HPLC)

Azlcares
Alquilamidas
Parametros bioldgicos | Capacidad antioxidante in vitro DPPH
ABTS*
Efecto antiinflamatorio in vivo Ratas Wistar
Efecto hipoglucemiante in vivo Ratas Wistar
Efecto antiproliferativo in vitro MCF-7, HeLa, HCT-15
Efecto termoprotector C. elegans var.Bristol

5.3 Primera etapa- Parametros fisicos

5.3.1 Determinacion de la cantidad de materia seca

La cantidad de materia seca se calcul6 mediante gravimetria. Se tomaron 10 mL de los

extractos utilizados y se llevaron a sequedad, bajo condiciones de esterilidad en una
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estufa hasta alcanzar un peso constante. La materia seca se expresé como gramos del

producto seco entre mililitros del extracto hidroalcohdlico.

5.3.2 Determinacion de la densidad

Se calcul6 la densidad de cada uno de los extractos utilizando un picnémetro. Primero, se
peso el picnébmetro vacio. Posteriormente, se llené con agua destilada y se volvi6 a pesar.
Finalmente, se llend el picnémetro con cada uno de los extractos de Echinacea y se volvio

a pesar. Se calcul6 la densidad empleando la formula

P(extracto) = [PeSO(picnémetro+extracto)_Peso(picnémetro)]/[ Peso(picnemetro+agua) _PeSO(picnémetro)] [p(agua)]-

Asimismo, para estandarizar las técnicas se analizaron 10 plantas empleadas en el
tratamiento de la diabetes, obtenidas en el Mercado de Sonora (Aarland y colaboradores,

2015).

5.3.3 Obtencion de los espectros de UV/Visible

Se obtuvieron los espectros de absorcion UV/Visible de los tres extractos de Echinacea en
un rango de 190-1000 nm con un espectrofotometro Jenway 6705. Como blanco se utilizo

etanol 96% (v/v).

5.4 Segunda etapa- Parametros quimicos

5.4.1 Parametros cualitativos

La finalidad de realizar ensayos cualitativos fue evaluar los grupos quimicos de
metabolitos secundarios responsables de la mayoria de las propiedades farmacoldgica de
las plantas. Asi, se evaluaron la presencia de alcaloides, taninos, saponinas,
antraguinonas y cumarinas. Estas determinaciones se realizaron de acuerdo a las técnicas
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descritas por Coolborn y Bolatito (2010) y adaptadas por Peralta-Gomez y colaboradores

(2013).

5.4.1.1 Determinacion de presencia de alcaloides

Para determinar la presencia de alcaloides en los extractos de Echinacea, se separaron
los extractos mediante cromatografia en capa fina. Se cortaron placas de silica gel con
medidas de 3 x 5 cm, se colocé el extracto y se eluyé con un sistema de solventes
cloroformo: metanol (95:5 v/v), después se revel6 con reactivo de Dragendorff y
posteriormente se observo bajo luz ultravioleta (UV).La coloracion roja-marrén indico la

presencia de alcaloides.

5.4.1.2 Deteccion de taninos

Se evaporaron 5 mL de los extractos hidroalcohdlicos a sequedad y el residuo se disolvio
en 10 mL de agua destilada; posteriormente, esta solucion se dividio en tres partes iguales
en su respectivo tubo de ensayo, a cada uno de los cuales se les adiciond un reactivo
diferente para determinar las condiciones del precipitado. Asi, los 3 tubos de ensayo
tuvieron las siguientes caracteristicas: 1) Tubo de ensayo numero 1: solucion de gelatina
(solucién de grenetina al 1% (p/v) en agua destilada). 2) Tubo de ensayo numero 2:
reactivo de gelatina-sal (1 g de grenetinaal 1% (p/v), 10 g de cloruro de sodio y agua
destilada para aforar a 100 mL). 3). Tubo de ensayo numero 3: solucién salina (cloruro de

sodio al 10% (p/v) en agua destilada).

5.4.1.3 Deteccion de saponinas

Para determinar la presencia de saponinas en los extractos de Echinacea, se coloc6 0.02
g de tejido seco de cada extracto en 10 mL de agua destilada y se puso en bafio Maria

hasta llegar a 100 °C. Se dejo enfriar a temperatura ambiente, posteriormente se agité
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vigorosamente y se dejo reposar a temperatura ambiente durante 20 minutos. Finalmente,

se clasificé la presencia de saponinas a partir de la formacidén de espuma y su altura.

5.4.1.4 Determinacion de la presencia de antraquinonas

La determinacion de las antraquinonas se realizé mediante cromatografia de capa fina en
placas de silica gel, las cuales fueron cortadas de 3 x 5 cm. Se colocaron marcas del
extracto y se corrieron con un sistema de solventes diclorometano: metanol (95:5 v/v)
sistema de solventes adecuado, después se observaron bajo luz UV donde una

fluorescencia amarilla o rojo marron indico la presencia de las antraquinonas.

5.4.1.5 Determinacién de cumarinas

Las cumarinas se determinaron mediante la siguiente reaccion. 10 mL de agua destilada
fueron afadidos a 0.02 g de tejido seco de Echinacea en tubos de ensaye. Cada tubo fue
cubierto con papel filtro, previamente humedecido con una solucion de hidroxido de sodio
(1 g en 15 mL de agua destilada). Se colocaron los tubos en bafio Maria hasta su
ebullicién y posteriormente se retird el papel filtro y se dejé secar a temperatura ambiente
durante 5 minutos. Finalmente, el papel filtro fue revisado bajo luz UV donde una

fluorescencia azul indicaba la presencia de cumarinas en los extractos.

5.4.2 Parametros cuantitativos

5.4.2.1 Determinacion de compuestos fendlicos totales

El contenido de compuestos fendlicos totales se determiné usando el reactivo de Folin—
Ciocalteu mediante la técnica descrita por Singlenton y Rossi (1965). Se mezclé una
alicuota de 200 pL de los extractoshidroalcohdlicos comerciales de Echinacea con 1 mL
del reactivo de Folin—Ciocalteu (previamente diluido con agua en proporcién 1:10 v/v) y se
incubo durante 1 min a temperatura ambiente antes de adicionarle 0.8 mL de carbonato de
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sodio (7.5% p/v). La mezcla de reaccién se incubd durante 1 h a temperatura ambiente y
posteriormente se determiné la absorbancia a 765 nm. El contenido total de compuestos
fendlicos se reportd como equivalentes de acido galico (EAG) en 1 mL de extracto de

Echinacea.

5.4.2.2 Determinacion de flavonoides totales

Para la determinacion de los flavonoides totales, se utiliz6 el método colorimétrico de
cloruro de aluminio (Chang y colaboradores, 2002). 0.5 mL de los extractos
hidroalcoholicos de Echinacease mezclaron con 1.5 mL de metanol, 0.1 mL de cloruro de
aluminio al 10% (p/v), 0.1 mL de acetato de potasio 1M y 2.8 mL de agua destilada. La
mezcla se incubé a temperatura ambiente durante 30 minutos y se determind la
absorbancia a 415 nm. Se preparé una curva de calibracién de quercetina de 10-100
pHg/mL en metanol. Los resultados se reportaron en pg de quercetina por mL del extracto

de Echinacea.

5.4.2.3 Determinacion de polifenoles mediante HPLC

Los polifenoles se determinaron por cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC,
por sus siglas en inglés), utilizando una modificacién de la técnica descrita por Pellati y
colaboradores (2011). Se utilizé un equipo Agilent Technology 1260, con una columna
Agilent Cis (5 pm, 150 x 4.6 mm) y un detector de longitud de onda multiple (MWD,
G1315B; Alltech Co. USA). Cada muestra de los extractos hidroalcohdlicos de Echinacea
fue filtrada (0.45 um, filtro de nylonMillex, Millipore antes de ser inyectada en el equipo.
Como fase movil se utilizé6 una mezcla de (A) acido acético 0.1% (v/v) y (B) acetonitrilo. Se

manejé un gradiente de eluciéon (Tabla 3) con un flujo de 1 mL min™.
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Tabla 3. Gradiente de elucion para la determinacion de polifenoles

Tiempo (min) Acido acético Acetonitrilo

10 70 30
18 35 65
25 20 80
30 10 90
35 10 90

El volumen de inyeccion de muestra fue de 20 pL y se usé una longitud de onda de 320
nm para MWD. El software cromatografico CHEMSTATION (Rev. A.08.03; Agilent
Technologies) fue utilizado para la adquisicién de los datos del detector. La concentracién
de los polifenoles en los extractos se determind mediante la elaboracién de curvas patron

de los estandares de los acidos cafeico, clorogénico, rosmarinico y galico.

5.4.2.4 Determinacion de azUcares

Se determinaron los azUcares en los extractos de Echinacea mediante HPLC (equipo
mencionado anteriormente). Antes de las determinaciones, cada extracto de Echinacea
fue filtrado con un filtro de nylon con un tamafio de poro de 0.45 pm(Millex, Millipore,
Bedford, USA). 20 uL del filtrado fueron inyectados al equipo. Se realizaron los andlisis
con una columna Agilent Hi-Plex Ca (8% crosslinked, 7.7 x 300 mm, 8 ym) y la fase movil
consistié de agua MiliQ de manera isocratica. El flujo fue de 0.6 mL minty la temperatura
de la columna se fij6 en 70°C. Los resultados se expresaron como ppm de azUcar por

gramo de peso seco de los extractos de Echinacea.
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5.4.2.5 Determinacion de alquilamidas

Para la determinacién de las alquilamidas en los extractos de Echinacea, se llevo a cabo
una separacion liquido-liquido para obtener una fraccion lipofilica. 10 mL de cada extracto
de Echinacea fueron colocados en un embudo de separacion con 20 mL de una mezcla de
hexano: acetato de etilo (1:1 v/v). Se recuper6 la fase organica y se concentré en un
rotavapor. Posteriormente, se filtr6 para su andlisis por cromatografia de gases acoplada a
masas. El cromatdgrafo fue un equipo Agilent Technologies 6890N, equipado con un
detector de masas Agilent Technologies 5975B, utilizando una columna HP5MS (30 m x
0.25 mm x 0.25 pm) y helio como gas acarreador (5uL/min). Las condiciones de

cromatografia fueron similares a las publicadas por Hudaib y colaboradores en 2002.

5.5Tercera etapa- Parametros bioldgicos

5.5.1 Determinacion de la actividad antioxidante in vitro

La determinacion de la capacidad antioxidante se baso en la evaluacion de la capacidad
de los extractoshidroalcohdlicos de Echinaceapara atrapar radicales libres (DPPH vy
ABTS). El método con DPPH se realiz6 de acuerdo a lo descrito por Brand-Williams y
colaboradores (1995). Se prepar60 una solucion de DPPH (2,2-difenil-2-picril-hidracil)
0.1mM en metanol. La mezcla de reaccion contenia 50 yL de la respectiva dilucion de
cada uno de los extractos hidroalcohdlicos de Echinacea y 950 pL de la solucion de DPPH
0.1mM. La capacidad antioxidante se determin6 mediante el decremento de la
absorbancia a 515 nm. El método con ABTS se realizé de acuerdo a lo descrito (Re y
colaboradores, 1999) con ligeras modificaciones. Se preparé una solucion de ABTS
(Acido2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfénico) 7 mM con persulfato de potasio 2.45
mM en 100 mL de agua desionizada y se dej6 reaccionar durante 16 horas.

Posteriormente, se ajusté el pH de esta solucién a 7.4 con amortiguador PBS 1X y se

23



ajusté la absorbancia a 0.7, utilizando agua destilada como blanco. La mezcla de reaccion
consto de 100 L de la respectiva dilucion de cada extracto de Echinaceay 1 mL de ABTS
y se determind a 734 nm. Tanto para DPPH como para ABTS, los resultados se reportaron
como la capacidad antioxidante equivalente de trolox mM mL™! del extracto hidroalcohdlico

(CAET).

5.5.2 Determinaciéon de la actividad antiinflamatoria in vivo

Para la determinacion de la actividad antiinflamatoria, se llevé a cabo el modelo de edema
plantar, inducido por carragenina. Este modelo fue descrito por Cai y colaboradores
(2014). Se trabajaron con ratas Wistar macho de 84 dias de edad y con un peso entre 300
y 320 g. Todos los animales fueron entregados por el bioterio de la UAM-Iztapalapa y se
manejaron de acuerdo a los estatutos del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio, basado en la Norma Oficial Mexicana [NOM-062-ZO0-1999]
(NOM, 1999). Se indujo la inflamacién en 40 ratas Wistar. Las ratas fueron divididas en 5
grupos (n=8), un control negativo (500 mL de agua), un control positivo (indometacina
10mg/kg en 500 mL de agua), tres grupos de Echinacea, uno para cada extracto analizado
(1.66 mL de extracto de Echinacea in 500 mL de agua, corresponde a una dosis diaria de
0.4 mL de extracto/kg). La inflamacion fue inducida en la pata derecha mediante una
inyeccion sub plantar de 0.1 mL de carragenina 1% (p/v) en solucion salina 0.9% (p/v). Se
midié el tamafio del edema comparando el diametro de la pata derecha con la pata

izquierda. Las mediciones de edema se tomaron cada 24 h durante 11 dias.

5.5.3 Determinacién de la actividad hipoglucemiante in vivo

Para determinar la actividad hipoglucemiante de los extractos de Echinacea, se trabajaron
con 40 ratas macho de la cepa Wistar de 84 dias de edad y un peso entre 300 y 320 g.

Todos los animales fueron entregados por el bioterio de la UAM-Iztapalapa y se manejaron

24



de acuerdo a los estatutos del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio, basado en la Norma Oficial Mexicana [NOM-062-ZO0-1999] (NOM, 1999). La
diabetes fue inducida mediante una inyeccion peritoneal de una dosis de 130 mg/kg de
aloxano monohidratado disuelto en solucién salina 0.9% (p/v). Para corroborar que las
ratas eran diabéticas, una semana posterior a la inyeccion de aloxano se midieron los
niveles de glucosa en sangre obtenida de la cola de las ratas. Se utilizé un glucometro
ECLIPSE (Corea) para registrar las mediciones. Una vez que se comprobd que las ratas
eran diabéticas, las ratas fueron divididas en cinco grupos (n=8). Un control negativo (500
mL de agua), control positivo glibenclamida 5mg/kg en 500 mL de agua), tres grupos de
Echinacea, uno para cada extracto analizado (1.66 mL de extracto de Echinacea in 500
mL de agua, corresponde a una dosis diaria de 0.4 mL de extracto/kg). Se tomaron las
mediciones de la glucosa durante 33 dias, cada 72 h. Durante todo el estudio, los animales
fueron alimentados ad libitum (Shah y Khan, 2014). El analisis de los datos se realizo
mediante una comparacion de medias de los grupos tratados comparados con el control

para los dias 2, 6 y 12 de tratamiento.

5.5.4 Determinacién de la actividad antiproliferativa in vitro

La evaluacion de la actividad antiproliferativa se realiz6 mediante el ensayo de
Sulforrodamina B (SRB). Se trabajaron con tres lineas celulares, MCF-7 (cancer de
mama), HelLa (cancer cérvico uterino) y HCT-15 (cancer de colon), las cuales se cultivaron
en medio RMPI 1640 con suero bovino fetal 10% (p/v) a 37°C en una atmdésfera de 5% de
CO2 (100% HR). Las ceélulas en fase log fueron tratadas con Echinacea (se evaporé 1 mL
de cada extracto utilizando un flujo de N, el residuo fue resuspendido en DMSO vy se
incubaron durante 72h a 37°C). Se midi6 la absorbancia de SRB a 564 nm en placas de 96

cavidades. Como control positivo se utilizé la colchicina y como blanco se utilizé DMSO
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(Skehan y colaboradores, 1990; Mendoza-Espinoza y colaboradores, 2009; Campos- Lara

y colaboradores, 2011).

5.5.5 Determinacion del efecto termoprotector en C.elegans

Se evalu6 el efecto de los extractos de Echinacea en la termotolerancia de neméatodos
Caenorhabditis elegans. Se trabajaron con larvas de C. elegans de la cepa silvestre N2,
variedad Bristol que se encontraban en la etapa larvaria L4. Estas larvas se obtuvieron a
través de una sincronizacion de embriones, proceso que permite que los embriones
eclosionen al mismo tiempo y por lo tanto tengan un proceso de desarrollo uniforme
(Stiernagle, 2006). Una vez en etapa L4, las larvas fueron divididas en tres grupos. Un
grupo control negativo que fue tratada con el vehiculo (solucion etanol: agua, 40:60 v/v),
un grupo control positivo que fue tratado con quercetina 50 UM y cinco grupos
experimentales que fueron tratados con extracto de Echinacea (10, 50, 250, 500 y 750 ug
en etanol como se indica posteriormente), durante 24h a 20°C. A continuacion, las larvas
se expusieron a una temperatura de 35°C durante 5 horas para determinar si la adicion de
distintas concentraciones del extracto de Echinaceaprotegia del estrés térmico
(termotolerancia). Finalmente, las larvas se retiraron de las condiciones de estrés térmico y

se cuantifico el nimero de larvas vivas (Di Paola Naranjo y colaboradores, 2016).

Los extractos secos de Echinacea se obtuvieron utilizando 10 mL de cada uno de los
extractos comerciales estudiados. Los cuales se llevaron a sequedad a temperatura
ambiente en una campana de extraccion durante una semana. Una vez obtenido el
extracto seco, se prepar0d una solucién patron (10mg/mL) de cada uno de los extractos
secos obtenidos a partir de cada extracto comercial. Para la preparacion de cada una de

las concentraciones de extracto antes mencionadas, se tomaron alicuotas de la soluciéon
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patrén (1, 5, 25, 50 y 75 uL) y se aforaron con etanol a 100 uL finales, los cuales fueron

adicionados a cada una de los cinco grupos experimentales.

5.6 Andlisis estadistico

Se utilizé el programa NCSS (2001, Jerry Hintze) para realizar el andlisis de varianzas
(ANOVA, de acuerdo a un disefio complemente al azar) y la prueba de comparacion
multiple de medias de Tukey. En ambos casos el nivel de significancia estadistica fue de

a=0.05.
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6. Resultados y Discusion

6.1 Seleccion de los extractos

Después de la busqueda de los extractos disponibles en el mercado (como se mencioné
en la metodologia), se utilizaron tres extractos comerciales que fueron Echinacea® (Herb
Pharm), Super Echinacea® (Herb Pharm) y Echinacea Supreme® (Gaia Organics) (figura
2), todos obtenidos en los Estados Unidos y que cuentan con certificacion ante el
Programa Nacional Organico del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos

(USDA).

Figura 2. Extractos comerciales de Echinacea, utilizados en este estudio

Tratdndose de extractos hidroalcohdlicos, se continué con la identificacion del tipo de
alcohol con el que fueron elaborados estos extractos. El estudio de Resonancia Magnética

Nuclear indic6 que estos extractos fueron preparados con etanol.

6.2 Etapa 1. Analisis fisico

6.2.1 Determinacién de la densidad y cantidad de materia seca

Debido a que este estudio se realiz6 con extractos obtenidos de manera comercial, se

determind la densidad de los extractos, asi como la cantidad de materia seca con la que

28



fueron elaborados. En la tabla 4 se muestran los resultados de la cantidad de materia seca
y la densidad calculadas, asi como los tejidos de las plantas de Echinacea, usados para
elaborar los extractos, dicha informacion se encuentra en el marbete de cada uno de los

extractos.

Tabla 4. Andlisis fisico de los extractos de Echinacea

Tejido utilizado para M . Densidad
: - ateria seca
Extracto comercial la elaboracion de los calculada
calculada (g/mL)
extractos (9/mL)
Echinacea® . :
(Herb Pharm) Raices de Echinacea 0.024 0.933
A purpurea.
Super Echinacea® Raices, hojas, flores 'y
(Herb Pharm) semillas de Echinacea 0.027 0.930
B purpurea.

. Partes aéreas y raices
Echinacea Supreme® asy
de Echinacea

(Gaia Organics) . 0.239 0.978
C purpurea, raices de

Echinacea angustifolia.

Se puede observar que tanto la cantidad de materia seca como la densidad fueron
mayores para el extracto C, mostrando un aumento de diez veces en el caso de la materia
seca con respecto a Ay B. Sin embargo, la dosis recomendada para los tres extractos es
la misma, esto evidencia aun mas la necesidad de una estandarizacién de este tipo de

extractos.

6.2.2 Espectros de UV/Vis de los extractos de Echinacea

En la figura 3, se muestran los espectros de UV/Vis de los tres extractos de Echinacea,
donde se puede observar que no hay diferencias entre los patrones de los tres extractos.
Esto indica que no se podria distinguir entre los tres extractos basandose en su perfil

guimico espectrofotométrico.
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Figura 3.Espectros de UV/Vis de los tres extractos comerciales de Echinacea

6.3 Etapa 2. Analisis quimico

6.3.1 Parametros cualitativos
Para poder identificar de manera cualitativa los grupos fitoquimicos, determinados, se creo

una escala idénea donde se indic6 la ausencia o presencia de cada uno de estos grupos
en los extractos de Echinacea(Tabla 5).

Tabla 5. Grupos fitoquimicos determinados en los extractos de Echinacea

Extracto/ Saponinas Antraquinonas Alcaloides Taninos Cumarinas

Grupo

guimico
A + - - + +
B ++ + - - -
C + + - + +

Escala idénea donde — significa ausencia, + presencia moderada y ++ presencia abundante

Como se puede observar en la tabla 5, se encontr6 una presencia moderada de

saponinas, taninos y cumarinas en los extractos A y C. B presentd una presencia
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abundante de saponinas, pero no se encontraron taninos y cumarinas en este extracto. Se
observé una presencia moderada de antraquinonas en los extractos B y C. No se

observaron alcaloides en ninguno de los extractos estudiados.

6.3.2 Parametros cuantitativos

6.3.2.1 Compuestos fendlicos totales y flavonoides totales

En los analisis cuantitativos se observo un mayor nimero de compuestos fendlicos totales
(figura 4) y flavonoides totales (figura 5) para el extracto C cuando se expresa por mL de
extracto, parametro importante en la dosificacion ya que es la forma en que esta indicada
la posologia en este tipo de medicamentos.

Entre los extractos Ay B no se observaron diferencias significativas. Sin embargo, cuando
los resultados se expresan con base en materia seca (tomando en cuenta la cantidad de
materia seca que se calculd), el extracto A mostr6 mayores niveles de fenoles y
flavonoides totales y el extracto C los menores niveles.

El alto nivel de los compuestos fendlicos totales del extracto A (preparado con raices de E.
purpurea) concuerda con lo descrito por la OMS donde indican que las raices de E.
purpurea tienen altos contenidos de compuestos fendlicos totales (OMS, 1999), valores
incluso superiores a los reportados para té verde.

Es importante mencionar que los altos contenidos de fenoles y flavonoides totales del
extracto C correlaciona con lo observado en la capacidad antioxidante (figura 7y 8) y
pudiera ser resultado de la mayor cantidad de materia seca que se calcul6 para este
extracto (Tabla 4). Esta correlacion positiva entre la capacidad antioxidante y el contenido
de compuestos fendlicos totales ha sido observada en diez plantas medicinales de la India,
asi como en algas verdes comestibles (Kumar y colaboradores,2008; Farasat y

colaboradores, 2014)

31



1000

900
800
o § 700
§ : 600
=
Z 2 500
TE
;m 400
S~
<2 300
2% 200
[=14]
E g

100

A B C

Figura 4.Contenido de compuestos fendlicos totales en los extractos de Echinacea,
expresado en mg equivalentes de acido galico por mL de extracto opor g de materia seca.
Cada valor es la media de tres repeticiones + desviacion estandar. Valores seguidos por la
misma letra no son diferentes de acuerdo a la comparaciéon multiple de Tukey (a= 0.05).
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Figura 5. Contenido de flavonoides totales en los extractos de Echinacea, expresado en
mg equivalentes de quercetina por mL de extracto o por g de materia seca. Cada valor es
la media de tres repeticiones + desviacion estandar. Valores seguidos por la misma letra
no son diferentes de acuerdo a la comparacion multiple de Tukey (a= 0.05).
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6.3.2.2 Polifenoles mediante HPLC

En la cuantificacion de los polifenoles llevada a cabo porHPLC,se observo la presencia de
acido cafeico en el extracto C, a una concentracion de 0.048 ppm (Tabla 6). Este
compuesto no fue detectado en los extractos Ay B. En los extractos B y C si se observo el
acido clorogénico, que es un derivado del acido cafeico. Sin embargo, no se pudo
cuantificar ya que la concentracion fue menor al limite de deteccion del equipo.

Estos resultados indican que el 4cido cafeico se encuentra en raices de E. angustifolia y
que el &cido clorogénico probablemente se encuentre mayoritariamente en las partes
aéreas de Echinacea spp. Es importante sefalar que el contenido de compuestos
fendlicos totales, determinados por espectrofotometria fue muy alto (figura 4).Sin embargo,
esto no se ve reflejado en los resultados de los polifenoles cuantificados mediante HPLC
por lo que seria interesante determinar si estan presentes otros compuestos fendlicos y de
cudles se trata, o si hay interferencia de otros metabolitos como los azucares que pueden
reaccionar con el reactivo de Folin-Ciocalteu, en la determinacion de compuestos fendlicos

totales por la técnica espectrofotomeétrica.

Tabla 6. Compuestos fendlicos presentes en los extractos de Echinacea

Concentracion acido (ppm)

Cafeico Clorogénico Rosmarinico Galico
A n.d n.d n.d n.d
B n.d <1 n.d n.d
C 0.048 <1 n.d n.d

Estos polifenoles fueron identificados mediante estandares
comerciales. n.d = no detectado
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6.3.2.3 Azlcares

En la elaboracién de extractos medicinales, es comun la adicion de azlcares ya que
generalmente ese tipo de extractos puede tener un sabor amargo. Los azucares
cuantificados en los tres extractos de Echinacea fueron glucosa, fructosa y sacarosa,
observandose las concentraciones mas altas en el extracto C (Tabla 7).

Dentro del mismo andlisis realizado para determinar los azlcares, se determind el
porcentaje de etanol en cada uno de los extractos ya que tratandose de extractos
hidroalcohdlicos, no se contaba con la informacién sobre la relacién alcohol- agua. En este

ensayo se observo que los extractos A y B presentan 40% de etanol y el extracto C 30%.

Tabla 7. AzUcares presentes en los extractos de Echinacea

Concentraciéon (ppm)

Sacarosa Glucosa Fructosa
A 267 1,660 6,788
B 78 2,475 3,555
€ 68,061 2,522 29,939

6.3.2.4 Alquilamidas

En el analisis por cromatografia de gases acoplada a un detector selectivo de masas se
determinaron 11 alquilamidas en los extractos A y B. En el extracto C se determinaron
estas mismas 11 alquilamidas y otras tres mas que se pudieran asociar a E. angustifolia
(Tabla 8, figura 6).La concentracion y el tipo de alquilamidas dependen de la especie de

Echinacea y de la parte de la planta usada en la preparacion de los extractos.
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Figura 6. Cromatograma de ion total de la fraccion no polar de los extractos de Echinacea.

Nuestros resultados concuerdan con los reportados por Mudge y colaboradores (2011) en
gue indican que las raices de E. angustifolia tienen un mayor niamero de alquilamidas que
las de E. purpurea, lo cual concuerda con los resultados observados en este estudio,
debido a que el extracto C fue preparado con una mezcla que contiene raices de E.
purpurea y E. angustifolia. Es importante mencionar que en un estudio llevado a cabo por
Pellati y colaboradores (2011) en plantas de Echinacea, utilizando un método de
extraccion similar, se observaron 22 alquilamidas en E. angustifolia y 17 en E. purpurea,
mas que la observadas en este trabajo lo que indica que la procedencia de la planta
también influye en el nimero de este tipo de compuestos encontrados en el extracto. La
presencia de alquilamidas Unicas para E .angustifolia indica que estas moléculas podrian

ser utilizadas como marcadores de especie.
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Tabla 8. Nombres y tiempos de retenciéon de las alquilamidas presentes en los tres
extractos de Echinacea

Pico Rt (min) Compuesto A B C
1 13.69 Undeca-2E,4Z-dien-8,10-dinoato deisobutilamida X X X
2 14.12 Undeca-2E-en-8,10-dinoato de isobutilamida X X X
3 16.25 Dodeca-2Z,4E-dien-8,10-dinoato de isobutilamida X X X
4 16.87 Undeca-2Z-en-8,10-dinoato de isobutilamida X
5 18.09 Undeca-2E,4Z-dien-8,10-dinoatode 2-metilbutilamida X X X
6 18.89 Dodeca-2E,4E-dienoatode isobutilamida X
7 19.46  Dodeca-2E-en-8,10-dinoato de isobutilamida X X X
8 20.65 Dodeca-2E,4E,8Z,10Z-tetraenoato de isobutilamida X X X
9 21.25 Dodeca-2E,4Z,8Z,10E-tetraenoato de isobutilamida X
10 21.60 Dodeca-2E,4Z,8Z,10Z-tetraenoato de isobutilamida X X X
11 24.66  Undeca-2Z,4E-dien-8,10-dinoato de 2-metilbutilamida X X X
12 25.46  Dodeca-2E-en-8,10-dinoato de 2-metilbutilamida X X X
13 27.467 Dodeca-2E,4Z-dien-8,10-dinoato de isobutilamida X X X
14 34.44  Dodeca-2E,4Z-dien-8,10-dinoato de2-metilbutilamida X X X
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6.4 Etapa 3. Analisis bioldgico

6.4.1 Capacidad antioxidante

Existen muchos métodos para medir la capacidad antioxidante, en este estudio, se
determind mediante dos ensayos en los cuales se emplean los radicales estables DPPH y
ABTS. Para la capacidad antioxidante determinada mediante el método de DPPH (figura
7) se observé el mismo patrén que se habia visto para los compuestos fendlicos y
flavonoides totales, expresados en mL de extracto. No se observaron diferencias
significativas entre los extractos A y B. El extracto C mostré la mayor capacidad
antioxidante cuando fue determinada por el método de DPPH, expresado tanto por materia
seca como por mL de extracto (19.97 mM/ gps y 4.77 mM/ mL extracto respectivamente).
Cuando fue determinada por el método de ABTS (figura 8) se observo que el extracto C
mostréo la mayor capacidad antioxidante (10.45 mM/mL extracto).Sin embargo, la
tendencia cambié cuando se expresd por materia seca ya que en este caso la capacidad
antioxidante fue mayor en el extracto A (70.09 mM/ gps).Es importante recalcar de nuevo
gue los extractos son prescritos con base en volumen de la solucion hidroalcohdlica y no

con base en la materia seca.
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(CAET) mM/ mL extracto
(CAET) mM/ g materia seca

A B C

Figura 7. Capacidad antioxidante determinada mediante el método de DPPH, expresada
en mM equivalentes de Trolox por mL de extracto opor g de materia seca. Cada valor es la
media de tres repeticiones * desviacion estandar. Valores seguidos por la misma letra no
son diferentes de acuerdo a la comparacién multiple de Tukey (a= 0.05).

CAET mM/ mL extracto
CAET mM/ g materia seca

A B C

Figura 8. Capacidad antioxidante determinada mediante el método deABTS, expresada en
mM equivalentes de Trolox por mL de extracto opor g de materia seca. Cada valor es la
media de tres repeticiones * desviacion estandar. Valores seguidos por la misma letra no
son diferentes de acuerdo a la comparacion multiple de Tukey (a= 0.05).
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6.4.2 Actividad antiinflamatoria

En el modelo de edema plantar para determinar la actividad antiinflamatoria de los
extractos en ratas Wistar, se observo un efecto antiinflamatorio posterior a los dos y tres
dias (figura 9) para el extracto B (elaborado con raices, hojas, flores y semillas de E.
purpurea). Sin embargo, este efecto fue menos potente que observado en el control
positivo usado (indometacina). Generalmente, esto se relaciona a que los medicamentos
alopaticos contienen niveles mas altos de principio activo, comparado con extractos
medicinales. No se observo efecto antiinflamatorio para los extractos Ay C, lo que indica
gue el metabolito responsable de este efecto posiblemente se encuentre en las hojas de E.
purpurea y no en la raiz como lo reportd la OMS en un estudio etnobotanico (1999).
Nuestros resultados concuerdan con un estudio contra la hepatotoxicidad causada por
dietilnitrosamina (Rezaie y colaboradores; 2013) y el efecto protector contra la colitis
inducida (Dogan y colaboradores; 2014) debido a que en ambos estudios el efecto es
atribuido a la capacidad antiinflamatoria

Es importante mencionar que no queda claro cual es el papel de las alquilamidas en este
ensayo ya que no se observd un efecto antiinflamatorio en el extracto C, que es el que
mostro el mayor numero de alquilamidas, aunque éstas no han sido cuantificadas. Por otra
parte, el efecto antiinflamatorio del extracto B podria deberse al efecto de las saponinas
gue se encontraron en este extracto (Tabla 5). Esto se sustenta en que algunas de las
saponinas han sido asociadas con propiedades antiinflamatorias en algunas plantas
medicinales de Nigeria y en Caulophyllum thalictroides (Hassan y colaboradores, 2012;
Lee y colaboradores, 2012). Sin embargo, las saponinas son un grupo quimico muy
diverso y seria interesante investigar qué tipo de saponinas se encuentran en las partes
aéreas de Echinacea ya que el extracto B fue elaborado con partes aéreas de E. purpurea.
De manera mas especifica, dentro del grupo de las saponinas, los terpenoides son los que
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se asocian a los efectos antiinflamatorios por lo que seria interesante empezar a estudiar

este grupo de compuestos en especifico.

=== Control negativo
6 - == A
== |ndometacina

Inflammation
diameter (mm)

S N b OO0 ®

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 9. Efecto antiinflamatorio de los extractos de Echinacea en el modelo edema
plantar. Cada valor es la media de ocho repeticiones + desviacion estandar.

6.4.3 Actividad hipoglucemiante

Se observo un efecto hipoglucemiante para los extractos A y C durante el estudio (Tabla
9). El extracto B mostr6 un efecto hipoglucemiante al inicio del estudio (dia 3 de
medicién),pero este efecto no se mantuvo durante el resto de los tiempos estudiados.
Estos resultados sugieren que el compuesto responsable de este efecto se encuentra en

raices de E. purpurea y E. angustifolia. Vale la pena mencionar que es la primera vez que
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se relaciona a Echinacea con algun efecto hipoglucemiante por lo que resulta interesante

profundizar e investigar acerca del compuesto activo, responsable de este efecto.

Tabla 9. Efecto hipoglucemiante en los extractos de Echinacea

Dia de mediciéon

3 18 33
A 116.5 + 6.9*** 124.8 + 9.5*%, ** 133.25 +10.04*, **
B 112.8 + 19.3*, ** 295.0 £43.2 317.5+21.5
C 125.0 £ 54.4*, ** 232.5 +131. 6%, ** 232 £ 135. 4% **
Control 412.3+11.1 387.0+72.4 436.25 + 58.78
Glibenclamida 140.0 + 34. 6* 104.0 £ 15.2* 147.75 + 31. 91*

Promedio de la glicemia (mg/dL) + SD, ANOVA, Tukey, n = 8, *Diferencias significativas comparado con el
control (0=0.05);**No se encontraron diferencias significativas con la glibenclamida (a=0.05).

6.4.4 Actividad antiproliferativa

En el ensayo antiproliferativo se observaron valores de concentracion inhibitoria (Clso) por
arriba de 30,000 mg mL* para los extractos A y B, indicando que estos extractos no
detienen la proliferacion celular, mientras que el extracto C mostré valores en el rango de
200- 1000 mg mL*(Tabla 10) siendo mas agresivo para la linea HeLa y moderadamente
agresivo para HCT15 y MCF-7. El efecto antiproliferativo del extracto C podria ser
atribuible al mayor niumero de alquilamidas encontradas en este extracto (Tabla 6). Los
resultados obtenidos en este trabajoconcuerdan con los publicados por Chicca y
colaboradores (2007) en un estudio donde se vio que Echinacea tenia la habilidad de
inhibir el crecimiento de lineas celulares humanas de cancer de pancreas. Las diferencias

en el efecto antiproliferativo se puede explicar por el tipo y la concentracion de las
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alquilamidas presente en cada extracto, ya queestos compuestos han sido relacionados

con este efecto biolégico.

Tabla 10. Efecto antiproliferativo de los extractos de Echinacea

Lineas Concentracién Inhibitoria 50 (Clsp)
celulares (mg/mL)
Colchicina A B C
HelLa 0.1 >30,000 >30,000 270.8
MCF-7 0.4 >30,000 >30,000 8,171
HCT-15 10 >30,000 >30,000 9,338

6.4.5 Efecto termoprotector

Se determiné el efecto termoprotector de los extractos de Echinacea, utilizando como
modelo bioldgico a C. elegans. El estrés térmico causa un incremento en la produccion de
especies reactivas de oxigeno. Si este incremento no se contrarresta con sistemas
antioxidantes, el organismo puede sufrir dafio oxidativo lo cual se vera reflejado en su
tiempo y calidad de vida (Beaulieu y colaboradores, 2014).

Antes de llevar a cabo el ensayo para determinar el efecto termoprotector de los extractos
de Echinacea, se realizé un ensayo para ver si los extractos no son toxicos para el
nematodo C. elegans. En este ensayo no se observé toxicidad en el rango de
concentraciones que se manejo. Para el ensayo de termotolerancia, se manejé el mismo

rango de concentracion de los extractos de Echinacea.
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En el ensayo de termotolerancia con los extractos de Echinacea, no se observo efecto
termoprotector en C. elegans (figura 10). Esto podria deberse al hecho de que no se
observé un efecto antioxidante en los tres extractos de Echinacea. En general, dentro de

las propiedades medicinales de Echinacea, no se reporta la capacidad antioxidante.

120.00

100.00

80.00
60.00
40.00
20.00
0.00
10 ug 250 ug 500 pug 750 ug Quercetina Ctrl neg
50 uM

Figura 10. Efecto termoprotector de los extractos de Echinacea en C. elegans.
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Conclusiones

Se encontraron diferencias entre las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas de
los tres extractos evaluados de Echinacea. En este estudio se identificaron 11
alquilamidas en los extractos A y B, observando 14 en el extracto C.

Unicamente el extracto B mostr6 efecto antiinflamatorio, lo que sugiere que el
compuesto activo que produce este efecto probablemente se encuentre en las
partes aéreas de E. purpurea. Aunque el extracto C también fue preparado con
partes aéreas de E. purpurea, no se observé efecto antiinflamatorio para este
extracto, esto podria deberse al efecto de la dilucion del compuesto activo en el
extracto C, ya que éste fue preparado con dos especies de Echinacea (partes
aeéreas y raices de E. purpurea y raices de E. angustifolia);pudiendo dar por
resultado el enmascaramientodel efecto antiinflamatorio que se observo para el
extracto B.

El efecto hipoglucemiante observado para los extractos A y C podria ser atribuido a
las raices de E. purpurea. No se encontraron reportes anteriores donde se asocie a
Echinacea con este efecto.

Se observoé efecto antiproliferativo moderado para el extracto C, esto correlaciona
con los contenidos altos de alquilamidas encontrados en la fraccion no polar de este
extracto.

Los resultados presentados en este estudio aportan evidencias de la necesidad de
desarrollar estrategias y politicas de estandarizacion, no so6lo para garantizar la
identidad y seguridad de los productos herbolarios, sino también para garantizar su
efecto bioldgico y terapéutico.

Es importante mencionar que la dosis recomendada en la etiqueta es la misma para
los tres extractos de Echinacea estudiados. Sin embargo, los resultados obtenidos
en este trabajo mostraron que el contenido quimico y efecto biolégico son

diferentes.

44



Apoyando la idea de que los extractos estudiados deben ser comercializados y
dosificados de manera distintiva para sus diferentes usos terapéuticos.
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Perspectivas

Llevar a cabo la busqueda del principio o principios activos responsables de la
capacidad antiinflamatoria del extracto B

Evaluar si el efecto antiinflamatorio es atribuible a las partes aéreas de E. purpurea.
Si la cantidad de polifenoles totales es alta y no corresponden a los tres polifenoles
evaluados en este trabajo, seria interesante purificar y cuantificar qué tipo de
compuestos polifenoles estan presentes.

Llevar a cabo un estudio de la farmacodinamia en el proceso hipoglucemiante
observado en los extractos Ay C.

Evaluar el (los) metabolito (s) responsable (s) del efecto hipoglucemiante.

Evaluar si existe un cambio en el perfil quimico de los extractos durante el tiempo
de almacenamiento.

Realizar el cultivo de Echinacea para preparar nuestros extractos con tejido de la

planta bien definido y concentraciones de etanol conocidas.
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