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RESUMEN

En México, las poblaciones indigenas poseen una fuerte cultura asociada al uso de
plantas medicinales, entre las que destacan algunas especies de orquideas como
Catasetum integerrimum, utilizada en la Huasteca Potosina poblaciones de la etnia tenek
y nahuatl para el tratamiento de infecciones renales y de vias urinarias. Esta orquidea no
cuenta con estudios cientificos que respalden esta propiedad, incluyendo su seguridad
toxicologica. En esta investigacion se evalué la actividad antimicrobiana, farmacéutica y
genotodxica de C. integerrimum a través de extractos etandlicos de pseudobulbos (ESCI)
y plantas cultivadas in vitro (EICI). Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana e
inhibitoria del Quorum Sensing (QSI) se emplearon las pruebas de difusion en disco,
concentracion minima inhibitoria y cuantificacion bacteriana por goteo, presentando un
efecto nulo en la actividad antimicrobiana sobre las cepas de interés clinico y en la QSI.
La actividad antinociceptiva del ESCI (10-100 mg/kg p.o.) se evalu6 mediante pruebas
quimicas (acido acético y formalina) y térmicas (hot plate). Asimismo, la actividad
antiinflamatoria se evalué mediante la prueba de edema auricular inducido por 12-O-
Tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA). Finalmente, la evaluacién de la actividad
genotoxico de C. integerrimum (10-500 ug/mL) se realizé a través del ensayo cometa. El
ESCI mostré efecto antinociceptivo en los 3 modelos, a partir de las dosis de 50 mg/kg,
presentando el mejor efecto en la prueba de contorciones inducidas por acido acético.
Ademas, presentd un bajo efecto antiinflamatorio en comparaciéon con el diclofenaco
(1.16%). Por otro lado, el ESCI mostré dafios en el ADN a partir de concentraciones de
50 pg/mL. El efecto antinociceptivo del ESCI fue bloqueado por el uso de naloxona en
las pruebas de hot plate y formalina, indicando un mecanismo de accion relacionado al
sistema opioidérgico. Este estudio comprueba la presencia de actividad antinociceptiva
por los pseudobulbos de C. integerrimum, sugiriendo un consumo moderado para el

tratamiento del dolor, asimismo, sugiere una importante fuente de investigacion a futuro.

Palabras clave: C. integerrimum, antinociceptivo, antiinflamatorio, quorum sensing,

genotoxico.
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ABSTRACT

In Mexico, indigenous populations have a strong culture associated with the use of
medicinal plants, including some species of orchids such as Catasetum integerrimum,
used in the Huasteca Potosina by the Tenek and Nahuatl ethnic groups for the treatment
of kidney and urinary tract infections. This orchid represents an important alternative
treatment for the population; however, no scientific studies have supported this property,
including its toxicological safety. In this research, the antimicrobial, pharmaceutical and
genotoxic activity of C. integerrimum was evaluated through ethanolic extracts of
pseudobulbs (ESCI) and in vitro cultured plants (EICI). For the evaluation of the
antimicrobial and inhibitory activity of Quorum Sensing (QSI), disc diffusion tests,
minimum inhibitory concentration and bacterial quantification by droplet were used,
presenting a null effect on the antimicrobial activity on the strains of clinical interest and
QSI. The antinociceptive activity of ESCI (10-100 mg/kg p.o.) was evaluated by chemical
(acetic acid and formalin) and thermal (hot plate) tests. Likewise, anti-inflammatory
activity was evaluated by 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA)-induced atrial
edema test. Finally, the evaluation of the genotoxic activity of C. integerrimum (10-500
pMg/mL) was performed by the comet assay. ESCI showed an antinociceptive effect in all
3 models, starting at doses of 50 mg/kg, presenting the best effect in the acetic acid-
induced contortions test. In addition, it showed a low anti-inflammatory effect compared
with the reference drug. On the other hand, ESCI showed DNA damage at concentrations
of 50 ug/mL and above. The antinociceptive effect of ESCI was blocked using naloxone
in the hot plate and formalin tests, indicating an opioidergic system-related mechanism of
action. This study proves the presence of antinociceptive activity by the pseudobulbs of
C. integerrimum, suggesting a moderate consumption for the treatment of pain, and

suggests an important source of future research.

Key words: C. integerrimum, antinociceptive, anti-inflammatory, quorum sensing,
genotoxic.

xii



CONTENIDO

CAPITULO | INTRODUCCION ...t 1
CAPITULO [I. ANTECEDENTES . ......co oottt 3
2.1 Generalidades de 1as OrqUIdEAS ........cc.ccvveeieiieeciieceece et 5
2.2 Las orquideas €N MEXICO........ccerueririiinieieee ettt sttt st et saeenaeesesaeas 8
2.3 Usos etnofarmacolégicos de [as orquideas..........cceeveeeeviieieveesieeie e 8
2.4 Generalidades de la orquidea C. integerrimum .............cccoevuecesceesieeiesceseeseeeeneeens 10
2.4.1 Clasificacidon taxonomica de C. integerrimum.............ccccoocueceveeneeienieenieeseeeeneeens 11
2.5 Descripcion botanica de C. integerrimum .............ccocuveceveeseeieeeeseeie e 12
2.5.1 Propiedades etnofarmacoldgicas de C. integerrimum..............cccocevveveecvennnne. 14

2.6 Infecciones de 1as Vias UriNarias ........cccccccceveeieiiinienceeseeee e 14
2.6.1 Alternativas contra las bacterias resistentes a antibioticos..........c.ccccceveenennee. 16
2.6.2 Estudios de la QSI a través de extractos de plantas ........cccccceeeveeiieciecieenneen, 16

2.7 Dolor e inflamacidn como SiNtOMAS.........ccoooveviiiiriiieeee e 17
2.7.1 Pruebas antinOCICEPLIVAS ........ccciiiiiiciececec ettt 20
2.7.2 Pruebas antiinflamatorias ...........coceeieieiininieeeee e 21

2.8 Toxicidad por consumo de plantas medicinales ............coccoovevenieieeieneneeeeeeee 22
2.8.1. Ensayo de electroforesis alcalina de células individuales ............cccccceuvennneee. 23
CAPITULO L. OBJETIVOS ...ttt seses 25
3.1 Planteamiento del problema ..o 25
3.2 JUSHIFICACION ..ottt et 25
3.3 HIPOLESIS ¥ ODJELIVOS ......eiiiiiieie e sttt st 26
.3 T HIPOIESIS .ottt e eaa e e b ns 26
3.3.2 ODJEtiVO GENETAL ..o 26
3.3.3 ODjetiVOs ESPECITICOS ......eoueeueiieieiirtereee e 26
CAPITULO V. METODOLOGIA ...ttt nees 27
4.1 Material vegetal y elaboracion del extracto etandlico .........cccoeevvevvevciciiicceeciee, 27
4.2 Pruebas de susceptibilidad Antimicrobiana y Anti-Quorum Sensing ............c......... 27
4.2.1 Preparacion del inoculo bacteriano..........ccoecuveierieiienienieeceseeeeee e 27
4.2.2 Prueba de difusion €n diSCO........coceviririeieesecesecee e 28
4.2.3 Actividad Anti-QUOrUM SENSING........ccoouveieiriieieeeieteeeee e 29

Xiii



4.2.4 Fraccionamiento de 10S @XIracCtos .......ueeeeeeeeee e 29

4.2.5 Cromatografia en capa fina (TLC): ..ocoveieiieeeeceee e 30
4.2.6 MicrodiluCIiON €N PlACA.........cocueiiiiiieeeseee ettt 30
4.2.7 Cuantificacion bacteriana por goteo en placa........ccccceeveeieievieveccieceeeeees 31
4.3 Pruebas de susceptibilidad antinociceptiva y antiinflamatoria ............ccccceevvnene.e. 31
4.3.1 Prueba de hot plate (Placa caliente)...........ccoeveriniiieiiiiineneeeee 31
4.3.2 Prueba de contorciones inducidas por acido acético 1%.......ccccecevvvvevievieniennne 32
4.3.4 Prueba de formaling ..........ccooiviiiiiniiieeeeees e 32
4.3.5 Inflamacion aguda por TPA ... 32
4.4 Estudio de la induccion de rupturas de cadena simple en el ADN por ensayo
(070] 1 1= = TP P RSP PRRPRRRN 33
4.5 ANQAlISIS €StAdISTICO ....eiiiiiiiieeieeee e et 35
CAPITULO VI REFERENCIAS ..ottt 36

Xiv



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Flor de Odontoglossum crispum para ejemplificar la estructura floral

generalizada de la familia Orchidaceae. Tomado de Singer (2009). ......ccccooviiivieeieenne 5
Figura 2. Tipos de orquideas segun su habitat: A) Cypripedium calceolus, terrestre; B)
Phragmipedium longifolium, litofita; C) Odontoglossum crispum, epifita. ............cc.cccc..... 7
Figura 3. Distribucion geografica de C. integerrimum en México. Tomado de Salazar
(T990). .ttt ettt et et e b re et et et et et e reeteereereera et ennens 11
Figura 4. Apariencia de la flor masculina de C. integerrimum ...............cccccocevvvcveieeeneennen. 12

Figura 5. llustracion de C. integerrimum. Elaborada por Gerardo A. Salazar. Tomada de
SAIAZA (1990). .. ittt ne et et e tenreereeneereeneeneennas 13

INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Usos etnofarmacoldgicos del género Catasetum. ...............cccceoveeeeevecreeeecneenene. 9

XV



CAPITULO 1
INTRODUCCION
En México se han registrado mas de cuatro mil especies de plantas con atributos
medicinales, representando un 15% del total de la flora del pais. El uso de estas
plantas es en forma de extractos elaborados a partir de procedimientos como la
maceracion, decoccion e infusion (CONABIO, 2020; Gallegos-Zurita, 2016). Dentro de
las plantas medicinales, esta presente la familia Orchidaceae, dado que algunas
orquideas son utilizadas y comercializadas con fines medicinales (Cano-Asseleih
et al., 2015; Cox Tamay, 2013; Vergara-Galicia et al., 2013; Solano Gémez et al.,
1996), un ejemplo es C. integerrimum, la cual se comercializa en la Huasteca Potosina,
debido a su potencial medicinal, siendo empleada en el tratamiento contra infecciones
renales y urinarias. Sin embargo, no hay estudios cientificos recientes que avalen esta

propiedad.

Entre los principales estudios asociados a la evaluacion de la actividad antimicrobiana,
un método actual es la evaluacion de la inhibicion del Quorum Sensing (QSI), siendo
este un mecanismo de regulacién de la expresion genética en respuesta a la densidad
de la poblacién celular, a través de la produccion y liberacion de moléculas de sefal
externa (autoinductores). EI Quorum Sensing (QS) es utilizado por bacterias para
regular la formacion de biopeliculas, la transferencia de ADN conyugal, patogénesis,
produccion de polisacaridos extracelulares, entre otros procesos (Rehman y Leiknes,
2018). Basados en este sistema, los organismos evolucionaron para desarrollar un
contrasistema capaz de perturbar el QS a través de la produccion de enzimas o

sustancias quimicas, denominado Anti-Quorum Sensing (Hemmati et al., 2020).

La presencia de metabolitos capaces de producir efectos inhibitorios del Quorum
Sensing (QSI), ha sido reportada en extractos de plantas medicinales, teniendo como
ejemplo a Passiflora edulis, Salix tetrasperma, Searsia lancea, Searsia batophylla,
entre otros (Adeyemo et al., 2022; Mostafa et al., 2020; Venkatramanan et al., 2020).
El uso de C. integerrimum como tratamiento contra infecciones renales sugiere un

posible efecto antimicrobiano o QSI, reportando la reduccion de inflamacion y dolor por



poblaciones tének y nahuatl. Por otra parte, no se modifica el hecho de que esta
especie vegetal es empleada sin la existencia de articulos cientificos que demuestren
sus efectos farmacoldgicos, asimismo, se desconoce si la planta presenta efectos
toxicolégicos por un consumo cronico, como se ha mostrado en otras plantas
medicinales (Edziri et al., 2020; Kahaliw et al., 2018).

Dentro de los agentes toxicoldgicos se encuentran aquellos capaces de modificar el
material hereditario de las células vivas, denominados genotdxicos (Sommer et al.,
2020). Actualmente, dentro de los principales estudios para medir genotoxicidad se
encuentra el ensayo de micronucleos, ensayo de aberraciones cromosomicas, ensayo
de Ames y ensayo cometa. Este ultimo se ha estandarizado y utilizado ampliamente
debié a su bajo costo, versatilidad y confiabilidad en la generacién de resultados
(Mgller, 2018; Turkez et al., 2017).

Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacion es realizar estudios a Catasetum
integerrimum con el fin de corroborar las propiedades medicinales que la poblacion le
atribuye, asi como estudiar posibles dafios genotoxicos, ocasionados por su consumo
prolongado. En este sentido, la determinacion de actividad Anti-Quorum Sensing,
pruebas antinociceptivas e inflamatorias y el ensayo cometa son importantes

propuestas para la realizacion de estos estudios.



CAPITULOIII
ANTECEDENTES
El género Catasetum comprende un gran numero de especies, de las cuales, pocas
han sido reportadas con propiedades etnofarmacoldgicas, entre ellas C. integerrimum.
Los pseudobulbos de esta especie se utilizan para el tratamiento contra infecciones de
vias renales y urinarias (Castillo-Pérez et al., 2021), sin embargo, no llega a presentar

estudios cientificos que avalen una posible actividad antimicrobiana o QSI.

Para el estudio del efecto QSI, se han empleado analogos naturales (derivados de
plantas) y sintéticos de N-Acil Homoserina Lactona (AHL), reportando sefiales
antagonicas para QS. Estos analogos actuan directamente sobre importantes
receptores y reguladores en bacterias Gram positivas y Gram negativas (Liu et al.,
2003) . Un ejemplo de estudio de actividad QSlI in vitro es el de Elekhnawy et al. (2022),
en el cual probaron un extracto metandlico de Dioon spinulosum sobre la formacion de
biopeliculas en Pseudomonas aeruginosas. Se observd que el extracto disminuye la
formacion de biopeliculas en porcentajes del 77.1% al 34.3% en aislados de P.
aeruginosa que formaban biopeliculas fuertes y moderadamente fuertes,
respectivamente. Un segundo estudio, es el del Okhee et al. (2018), donde probaron
la actividad QSI de extractos etandlicos de 388 plantas, sobre Chromobacterium
violaceum CV017. Mediante el ensayo de difusion en disco, se observo la disminucion

de violaceina utilizando los extractos de Cornus controversa 'y Cynanchum wilfordii.

Al estudiarse el efecto de C. integerrimum contra infecciones renales, se tendrian
presentes pruebas farmacoldgicas enfocadas en la actividad antimicrobiana. Sin
embargo, la actividad antinociceptiva y antiinflamatoria es un punto de estudio
importante, siendo el dolor y la inflamacién sintomas principales en estas infecciones.
Actualmente se han desarrollado una gran cantidad de técnicas capaces de evaluar
los efectos farmacolégicos presentes en plantas, teniendo como ejemplo, la
investigacion de Demsie etal. (2019) en la que determinaron la actividad
antinociceptiva y antiinflamatoria de un extracto de raiz de Cucumis fisifolius en ratones

albinos Swiss, a través de las pruebas de contracciones inducidas por acido acético y



formalina, para actividad antinociceptiva; y edema plantar inducido por carragenina,
para actividad antiinflamatoria, obteniendo los mejores resultados en el extracto crudo
metandlico de C. fisifolius a una dosis de 800 mg/kg, presentando un porcentaje de
proteccion de 72.5% y 83% (fase tardia), para las pruebas de contracciones inducidas
por acido acético y formalina, respectivamente. Asimismo, el extracto presenté el mejor
resultado para la prueba de edema plantar inducido por carragenina, con un 71% de
inhibicion de inflamacién, transcurridas las 4 horas de la aplicacion de la carragenina.
Por otro lado, la confirmacion de actividad farmacolégica en plantas medicinales, no
las excluye de presentar actividad toxicoldgica, por lo cual es necesario realizar los

correspondientes estudios.

En la actualidad, se han reportado distintos extractos de plantas medicinales capaces
de ocasionar toxicidad en la célula, presentando posibilidad de mutaciones genéticas
y cromosomicas (Boumaza et al., 2024; Maria et al., 2022; Mert y Betul, 2021). Uno de
los ensayos con sensibilidad para evidenciar el daio genotoxico es el ensayo de
electroforesis alcalina de células individuales o ensayo cometa. Este ensayo evalua el
dafno genético causado a las células, tanto animales, como vegetales, por diferentes
agentes quimicos y fisicos. La técnica establecida por Singh etal. (1988) bajo
condiciones de lisis y electroforesis alcalina (pH 13) permite analizar la migracion del
ADN debido a rupturas en la hebra simple del ADN y a sitios alcali labiles. Consiste
principalmente en el analisis de células individuales que son lisadas y se someten a
una electroforesis (Cordelli et al., 2021; Fernandez et al., 2021). Esta técnica ha sido
empleada para reportar actividad genotdxica en plantas utilizas con fines medicinales,
teniendo como ejemplo a Pterolobium stellatum, Matricaria chamomilla y Tulbaghia

violacea (Fernandez et al., 2021; Kahaliw et al., 2018).



2.1 Generalidades de las orquideas

Las especies de la familia Orchidaceae constituyen una de las familias vegetales mas
diversas en el mundo. Existen alrededor de 800 géneros y 28000 especies, las cuales
poseen flores de gran diversidad, exhibiendo una extraordinaria variedad de tamanos,
formas y colores, cualidad que le brinda un gran potencial para la industria ornamental
(Baker et al., 2014). Se caracterizan por presentar una estructura floral formada por
tres sépalos, y tres pétalos, uno de los cuales generalmente se encuentra modificado
de forma mas vistosa (Fig. 1). El pétalo modificado se denomina labelo y funciona para
atraer a los polinizadores hacia las estructuras reproductoras de la flor. El labelo varia
de acuerdo con la especie, algunos presentan ornamentaciones muy llamativas o
funcionan como trampas con forma de recipiente, ademas, en la mayoria de las
especies de orquideas se encuentra también la columna, érgano donde se encuentran

las partes masculinas y femeninas de la flor (Cox-Tamay et al., 2016).
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Figura 1. Flor de Odontoglossum crispum para ejemplificar la estructura floral

generalizada de la familia Orchidaceae. Tomado de Singer (2009).

Generalmente, las orquideas son de tamafo pequefio, aunque existen algunas con
tallos que sobrepasan los dos metros de altura, por ejemplo, Epistephium elatum,
Vanilla planifolia y Sobralia dichotoma. Asi mismo, algunas especies de orquideas

poseen pseudobulbos, llegando a pesar varias decenas de kilos. Los pseudobulbos



ayudan a almacenar agua y nutrientes que luego pueden usar para la produccién de
flores o nuevos brotes (Jiménez-Machorro et al., 1998). Las raices de las orquideas
sirven para sujetarse a los troncos y ramas de los arboles, contribuyen a la absorcion
de agua y nutrientes gracias al desarrollo de velamen, estructura que funciona a
manera de esponja para captar de forma eficiente el agua que escurre sobre las ramas
y troncos, reduciendo la pérdida del liquido en momentos de baja disponibilidad,

brindando proteccion a la raiz (Costa-Joca et al., 2017).

En cuanto a su distribucién, las orquideas se encuentran presentes en todos los
continentes (con excepcion de regiones polares y desiertos extremos), concentrando
su mayor diversidad en las regiones tropicales. Asi mismo, se caracterizan por sus
diversos habitos de crecimiento, algunas se desarrollan sobre los arboles (epifitas),
sobre la tierra (terrestres), o sobre las rocas (litéfitas) (Hagsater et al., 2006) (Fig. 2).
La distribucion y dominancia de sus especies dependen de las condiciones climaticas
y su distribucién altitudinal, comprendida entre los 100 a 4800 msnm, por lo que
pueden clasificarse como orquideas de climas calidos y orquideas de climas frios.
Respecto a la humedad, existen orquideas que se desarrollan en climas muy secos y
otras en climas intermedios y muy humedos, presentando mayor abundancia y

diversidad en habitats con 2.5 m? de lluvia anual (Dressler, 1981).



Figura 2. Tipos de orquideas segun su habitat: A) Cypripedium calceolus,
terrestre; B) Phragmipedium longifolium, litofita; C) Odontoglossum crispum,
epifita.

Es importante mencionar que pocas plantas presentan sistemas de supervivencia
simbidtica tan especificas como las orquideas. Por ejemplo, las semillas eliminan las
reservas de nutrientes para reducir su tamafo y poder ser transportadas grandes
distancias con ayuda del viento, estableciéndose en las partes mas altas de los arboles
0 a grandes distancias de la planta madre y asociandose con hongos denominados
micorrizas o con las cortezas de los arboles para la obtencion de sus nutrientes. Otro
ejemplo de simbiosis es el desarrollo de tallos huecos con el fin de almacenar hormigas
que las protejan, produciendo néctar extrafloral como forma de ofrenda para que
diversos insectos actuen en su defensa o exhibiendo increibles polimorfismos de abeja

hembra para atraer zanganos despistados (Hagsater et al., 2006).

Debido a estos diversos mecanismos ecoldgicos, las especies de la familia
Orchidaceae son consideradas como las mas evolucionadas en el reino vegetal. En la
actualidad, aparte de la belleza que caracteriza a sus flores, poseen diversos usos en
todo el mundo, lo cual las ha convertido en plantas interesantes para su estudio

cientifico.



2.2 Las orquideas en México

En México, la familia Orchidaceae ocupa el tercer lugar a nivel familia con un
aproximado de 1,260 especies y 170 géneros, de los cuales alrededor del 60% son
epifitas, ademas, ocupan el segundo lugar como plantas mas amenazadas, solo por
detras de los cactus (Castillo Pérez, 2018; Cox Tamay, 2013), siendo un punto para
destacar, dado que se estima que el 40% de las orquideas presentes en México son
endémicas del territorio nacional (Castillo-Pérez etal., 2019). En cuanto a su
distribucion, se sabe que los bosques de neblina y las selvas tropicales humedas del
sur del pais son los ecosistemas mas favorables para la existencia de orquideas. Sin
embargo, se presentan en mayor concentracion en los bosques tropicales
perennifolios, subcaducifolios y caducifolios, pero de forma mas relevante en los
bosques mesdfilos de montafia (o bosques de neblina) donde se alberga cerca del 50
al 60% de la orquideoflora del pais, siendo Oaxaca el estado que presenta una mayor

concentracion de orquideas (Hagsater et al., 2006).

Cada especie de orquidea o grupos de éstas son recursos que caracterizan a las
diferentes culturas y regiones del mundo, y México no es la excepcidn, empleandolas
desde tiempos prehispanicos y cumpliendo con una amplia variedad de funciones
entre las que destacan sus aplicaciones alimentarias, culturales o religiosas,
ornamentales y medicinales. Esta ultima aplicacion tiende a ser de gran importancia
en la etnofarmacoldgica, ya que, junto con otras grandes familias de plantas, han
fungido como importantes recursos terapéuticos en muchas comunidades indigenas y
rurales de México hasta la actualidad, especialmente en zonas con poca
infraestructura médica, siendo la principal alternativa a la medicina alopatica (Aguilar
et al., 1994; Aguilar y Camacho, 1985).

2.3 Usos etnofarmacolégicos de las orquideas

La documentacion de usos medicinales de las orquideas inicio en la publicacion de los
primeros volumenes del Herbarium Amboinense de Eberhard Rumphius (1628 - 1702)
en 1741 — 1755. Este fue el inicio de un sinfin de estudios futuros enfocados en una

gran variedad de usos etnofarmacoldgicos, donde se han empleado todas las partes



de las orquideas, desde hojas, tallos y flores, hasta pseudobulbos y raices. En México,
se han documentado una gran variedad de aplicaciones etnofarmacoldgicas de las
orquideas, destacando sus usos como antiinflamatorias, antipiréticas, antitumorales,
anticancerigenas, antibacterianas, antimicrobianas, entre otras (Castillo-Pérez et al.,
2024; Ponce-Hernandez et al., 2023; Teoh, 2019; Castillo-Pérez, 2018). Actualmente,
la Huasteca Potosina cuenta con una gran diversidad de géneros de orquideas con
aplicaciones etnofarmacolégicas, teniendo como ejemplos los géneros: Cyrtopodium,
con C. macrobulbo (Garcia-Pefia y Pefia, 1981; Morales-Sanchez et al., 2014);
Stanhopea, con S. tigrina (del Carmen Diaz-Torres et al., 2024; Castillo-Pérez et al.,
2021; Teoh, 2019); Laelia, con Laelia anceps (Vergara-Galicia et al., 2013; Jimarez-
Montiel, 2009); Catasetum, con C. intergerrimum (Ponce-Hernandez et al., 2023;
Teoh, 2019; Cox Tamay, 2013; Hagsater et al., 2006), destacando este ultimo género,
debido a la gran variedad de usos etnofarmacolégicos distribuidos entre sus diferentes
especies (Cuadro 1), en especifico, C. integerrimum, siendo la especie con mayor
numero de documentaciones, presentando una gran diversidad de aplicaciones

medicinales.

Cuadro 1. Usos etnofarmacoldgicos del género Catasetum.

Especies de | Seccion de la Via de Usos Pais .
L. - donde se Referencias
Catasetum planta usada | preparaciéon etnofarmacolégicos utiliza
Catasetum '!'ratam|eln to de Kunow (1958),
inflamaciones, -
maculatum Pseudobulbo Emplasto abscesos. llagas México Cervantes-Reyes
Kunth - egasy (2008)
verrugas
Infusién con
rizoma de . - Arenas y Moreno-
Qatas_etum Tyoha Reducir la fertilidad Paraguay Azorero (1977)
fimbriatum Pseudobulbo latifolia
(Morren) Lindl. b
Infusion Anticonceptivo araguay Teoh (2019)
and Brasil
Catasetum Shimuzu et al
barbatum Partes aereas NM Asma y lumbago Paraguay (1988) ’
(Lindl.) Lindl.
Hoja NM Tratamiento de México | Ankli et al. (1999)
nacidos




Enfermedades

Alonso-Castro et

antirreumatico

Toda la planta NM dermatoldgicas al. (2011)
Licuado con . Suplgmento contra Castillo-Pérez et
Pseudobulbo infecciones renales y
agua L al. (2021)
urinarias
Infusién con
hojas de . Cervantes-Reyes
| aelia Tratamiento de la tos (2008)
autumnalis
Mordeduras de Téllez-Valdés et
Catasetum serpiente al. (1989)
integerrimum NM Cura de tumores y en el Cox-Tama
Hook tratamiento de abscesos (2013) y
NM y heridas
. Cruz-Garcia et al.
Quemaduras y heridas (2014)
Antidiarreico Teoh (2019)
Galicia-Mendieta
Pseudobulbo Infusion o Tratamiento de colitis, (2017),
hoia. raiz ’ licuado con diabetes, hipertension, Hernandez-
c; ,sula ’ aqua afecciones renales y Bautista y
P 9 cancer Martinez-
Espinoza (2019)
Catasetum Emplasto o | Tratamiento de fracturas ngbrano-
expansum Tallo cataplasma roturas de huesos Ecuador Intriago et al.
Rchb. f. P y (2015)
Catasetum Tratamiento de fracturas Ramos et al.
macroglossum | Pseudobulbo Emplasto y rott{ras de hugsos. Ecuador (2012), Ramos-
Rehb. f Antiinflamatorio y Corrales et al.

(2011)

2.4 Generalidades de la orquidea C. integerrimum

C. integerrimum es una especie que crece generalmente sobre madera podrida o

humus en bosques tropicales caducifolios y semicaducifolios, bosques calidos de roble

y palmeral, bosques humedos del tropical y bosques lluviosos de montafa. Su intervalo

de crecimiento altitudinal inicia desde el nivel del mar hasta una altura aproximada de

1600 metros. Su periodo de floracion inicia en abril y termina en noviembre. De acuerdo

con su distribucion global, se ha encontrado en paises centroamericanos como

México, Guatemala, Belice, Honduras, El Salvador y Nicaragua. Dentro del territorio

nacional, esta especie se encuentra distribuida en los estados de Tamaulipas, San

10




Luis Potosi, Hidalgo, Veracruz, Puebla, Querétaro, Oaxaca, Chiapas, Tabasco,
Campeche, Yucatan y Quintana Roo (Fig. 3) (Salazar, 1990).
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Figura 3. Distribuciéon geografica de C. integerrimum en México. Tomado de
Salazar (1990).

2.4.1 Clasificaciéon taxonémica de C. integerrimum

La clasificacion taxonémica de C. integerrimum (Fig. 4), de acuerdo con William
Jackson Hook, se describe a continuacion:
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REINO: Plantae
DIVISION: Magnoliophyta
CLASE: Liliopsida
SUBCLASE: Liliidae
ORDEN: Asparagales
FAMILIA: Orchidaceae
GENERO: Catasetum

ESPECIE: Catasetum integerrimum

AV
Figura 4. Apariencia de la flor masculina

de C. integerrimum.

2.5 Descripcién botanica de C. integerrimum

C. integerrimum es una orquidea epifita (Fig. 5), con un crecimiento de hasta 70 cm
de alto, posee raices carnosas, de 2 a 6 mm de grosor, con raicillas colectoras rigidas
y erectas. Las hojas se presentan en cantidades de 6 a 10 por pseudobulbo, son
disticas, plicadas, se encuentran articuladas con las vainas, presentan formas
oblongo-oblanceoladas a elipticas, y agudas a acuminadas, con 3 a 5 venas
prominentes en el envés, el tamafio puede ir de los 7 a 60 cm de largo, con 2 a 16.5
cm de ancho. Presenta pseudobulbos de varios entrenudos, ovoides a fusiformes, de

7-26 x 2.5-8 cm, cubiertos por vainas foliares papiraceas terminadas en 1 a 3 espinas.

Su inflorescencia es racemosa y erecta, apareciendo en la base del brote inmaduro.
Desarrolla flores unisexuales dimoérficas, no resupinadas que son poco vistosas y
expelen intensas fragancias durante el dia. Las flores masculinas presentan una
coloracién verde a verde amarillenta, estan frecuentemente esfumadas y/o manchadas
de rojo purpura. Sus ovarios son subcilindricos, abruptamente curvados, y su tamafo
es de 20-30 x 3.5-4.5 mm. Los sépalos y pétalos forman una capucha amplia sobre la
columna, donde se encuentra un polinario recto de 11-14 mm de largo. Sus polinios

estan dorsiventralmente comprimidos, ovalados, sulcados y presentan una coloracion
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amarilla. Las flores femeninas presentan una apariencia uniforme con un labelo
amarillo verdoso. Su ovario presenta una forma subcilindrica, esta paulatinamente
engrosado hacia el apice, es sigmoide y mide 25-40 x 6.8 mm. Sus sépalos, oblongos
rectangulares de 19-27 x 12-13 mm, y pétalos, elipticos rectangulares de 20x18 mm,
forman una capucha amplia sobre la columna, donde se encuentra una antera y
polinario vestigiales. La capsula, que se forma al polinizarse, presenta una forma
elipsoide con 6 costillas, coloracién glauca, péndula y con unas longitudes de 8-10 x
3-6 cm (Benzing, 1982; Salazar, 1990).

Figura 5. llustracion de C. integerrimum. Elaborada por Gerardo A. Salazar.
Tomada de Salazar (1990).
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2.5.1 Propiedades etnofarmacolégicas de C. integerrimum
En el género Catasetum, varias especies han sido reportadas con propiedades

etnofarmacoldgicas (Cuadro 1). Un caso particular es C. integerrimum, orquidea cuyas
aplicaciones etnofarmacolégicos son documentadas desde 1989, cuando Téllez-
Valdés et al., (1989), reportaron su aplicacién como tratamiento contra mordeduras de
viboras en México. Posteriormente, Ankli et al., (1999), documentaron su uso por tres
comunidades Mayas del estado de Yucatan, que empleaban sus hojas para el
tratamiento de “nacidos”. Asimismo, Cox-Tamay (2013), registro su aplicacion en la
cura de tumores, y en el tratamiento de abscesos y heridas, por comunidades de
Yucatan, de igual forma, Cruz-Garcia et al., (2014), informaron su uso en el tratamiento
de quemaduras y heridas. Por ultimo, Teoh (2019) reporté su aplicacion, por la

poblacion del estado de Veracruz, en el tratamiento contra la diarrea.

Dentro de su género, C. integerrimum cuenta con la mayor documentacién de
aplicaciones medicinales, presentandose con gran frecuencia el desconocimiento de
la parte de la orquidea empleada, la forma de aplicacion o el procedimiento de
preparacion, siendo Castillo-Pérez, (2023), los que documentaron con mayor detalle
el uso etnofarmacolégico de la especie, reportando una nueva aplicacion medicinal
realizada por comunidades Tének y Nahuatl del estado de San Luis Potosi, México, a
través de un proceso de trituracion de los pseudobulbos en presencia de poca agua y
su posterior consumo de manera oral, siendo utilizada como complemento en el
tratamiento de infecciones renales y de vias urinarias. Esta actividad medicinal esta
relacionada con los metabolitos secundarios presentes en C. integerrimum, brindando
actividad antimicrobiana o inhibitoria de Quorum Sensing (QSI) presente en los
pseudobulbo. Asimismo, pueden relacionarse con actividades antinflamatorias o

antinociceptivas, siendo el dolor y la inflamacién sintomas comunes en las infecciones.

2.6 Infecciones de las vias urinarias

Las infecciones de las vias urinarias (IVUs) son algunas de las infecciones bacterianas
mas comunes, afectando alrededor de 150 millones de personas por afo en el mundo.

Las IVUs, en su mayoria, son provocadas por bacterias Gram negativas como E. coli,
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P. mirabilis y K. pneumoniae, presentandose en menor caso infecciones por bacterias
Gram positivas, relacionadas a S. aureus, o provocadas por hongos, principalmente
del género Candida (Parveen, et al., 2011; Demilie et al., 2012; Vasudevan, 2014).

Las IVUs pueden presentarse como sintomaticas o asintomaticas. Los sintomas
clinicos de las IVUs incorporan la inflamacion inducida por la infeccion de la uretra
(uretritis), la vejiga urinaria (cistitis) y los rifiones (pielonefritis) y se diagnostican por la
presencia de una cantidad elevada de bacterias en la orina, bacteriuria (= 100000
UFC/mL de orina) con sintomas concomitantes. La cistitis presenta como principales
sintomas miccion frecuente, disuria, molestias suprapubicas y poliuria junto con orina
turbia y maloliente (Al-Khikani et al., 2019). Para activar la inflamacioén de la mucosa
del tracto urinario, los patégenos utilizan mecanismos moleculares muy diversos. Las
células epiteliales liberan mediadores inflamatorios cuando son activadas por algunas
bacterias de la mucosa, mientras que otras bacterias tienen la capacidad de activar las
células dendriticas y los macréfagos. Muchos sintomas y signos de infeccion estan
causados por la liberacion de estos mediadores inflamatorios (Svanborg et al., 1999;
Najar et al., 2009).

Los estudios de la ultima década han demostrado la importancia de una evaluacion de
los patégenos causantes de la infeccién frente a los agentes antibacterianos. La
administracion de un tratamiento sin la confirmacién de la bacteria causante de la
infeccidn puede no ser efectivo, logrando que la bacteria desarrolle resistencia al
mismo, teniendo como consecuencia la resistencia a antibiéticos de amplio espectro

como la ampicilina y la amoxicilina, limitando su uso (Vasudevan R., 2014).

En la Huasteca Potosina, se emplean diferentes plantas con usos medicinales
relacionados al tratamiento de bacterias asociadas con las IVUs, teniendo como
ejemplos a Eysenhardtia polystachya, Psidium guajava y Hamelia patens (Zavala et
al., 1997; Cockerill et al., 2012; Chakraborty et al., 2018). Sin embargo, en el caso del
género Orchidaceae pocas especies han sido reportadas con este uso
etnofarmacoldgico, siendo C. integerrimum una especie actualmente empleada por la

etnia Tenek y Nahuatl como complemento o tratamiento para las IVUs, aplicandose a
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través del consumo de sus pseudobulbos (Castillo-Pérez et al., 2021). Sin embargo,
no se han presentado estudios cientificos que avalen una posible actividad

antimicrobiana.

2.6.1 Alternativas contra las bacterias resistentes a antibioticos

Actualmente, la tasa de crecimiento de la resistencia bacteriana ha superado el
desarrollo de nuevos antibiéticos, dando como resultado una necesidad imperante del
desarrollo de terapias alternas a los antibiéticos convencionales, ya sean dirigidos al
patdgeno o al huésped. Las principales investigaciones estan enfocadas en el uso de
compuestos preventivos o adyuvantes actuando en sinergia con los antibidticos
actuales. Entre estos compuestos se estudian los anticuerpos, probidticos, vacunas,
bacteriéfagos, péptidos antimicrobianos (PAM) e QSI (Joerger, 2003; Davies y Davies,
2010; Czaplewsk et al., 2016). Dentro de los principales compuestos que afectan al
patdgeno, se encuentran los QSI, siendo producidos por diversos organismos, desde
bacterias hasta vertebrados. Los QS| actuan como atenuadores de la virulencia
bacteriana siendo importante su uso en sinergia con antibidticos. Este complejo ha
demostrado tener efectividad en el tratamiento de bacterias resistentes a antibioticos,
logrando que importantes factores de virulencia, como la produccion de biofilm, se
vean disminuidos significativamente y provocando una mayor susceptibilidad a
antibidticos por parte de las bacterias resistentes (Dantas y Sommer, 2014; Pletzer y
Hancock, 2016).

2.6.2 Estudios de la QSI a través de extractos de plantas

Para el estudio del efecto QSI, son empleados analogos naturales (derivados de
plantas o insectos) y sintéticos de la N-Acil Homoserina Lactona (AHL), reportando
sefales antagdnicas para QS. Estos analogos actuan directamente sobre importantes
receptores y reguladores en bacterias Gram negativas y en algunas bacterias Gram
positivas (Liu et al., 2018; Ahmed et al., 2019). Un ejemplo de estudio de actividad QSI
in vitro es el de Elekhnawy et al. (2022), en el cual probaron un extracto metandlico de
Dioon spinulosum sobre |la formacion de biopeliculas en Pseudomonas aeruginosas, a

través del ensayo cristal violeta, presentando una disminucion en el porcentaje de
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aislamientos del 77.1% inicial al 34.3%, sobre P. aeruginosas que formaban
biopeliculas fuertes y moderadamente fuertes. Un segundo estudio, es el del Okhee et
al. (2018), donde probaron la actividad QS| de extractos etandlicos de 388 plantas,
sobre la produccion de violaceina de Chromobacterium violaceum CV017, a través del
ensayo de difusion en disco, obteniendo el mayor grado de inhibicion (halos de
inhibicion del pigmento violeta) en los extractos de Cornus controversa'y Cynanchum

wilfordii.

Al estudiarse el efecto de C. integerrimum contra infecciones renales, se tendrian
presentes pruebas farmacoldgicas enfocadas en la actividad antimicrobiana e QSI,
siendo importante mencionar la posibilidad de que el efecto de C. integerrimum
también puede estar asociado a la actividad antinociceptiva y antiinflamatoria, siendo
un punto de estudio importante a destacar, dado que el dolor y la inflamacién son

sintomas importantes en estas infecciones.

2.7 Dolor e inflamaciéon como sintomas

De acuerdo con la Asociacion Internacional para el estudio del dolor (IASP, por sus
siglas en inglés) define al dolor como una experiencia sensorial y emocional
desagradable, asociada con dafio tisular o potencial, descrito en términos de tal dafio.
El dolor es un mecanismo de defensa, su funcion es detectar y localizar los dafios que
nuestro organismo recibe, con la finalidad de proteger nuestro cuerpo y mantener la

homeostasis (Romera et al., 2000).

El dolor se clasifica de acuerdo con diversos criterios, teniendo presente su
durabilidad, origen, localizacion e intensidad. De acuerdo con su durabilidad, se puede
dividir en 2 formas, siendo agudo cuando la respuesta sensorial del sistema
nociceptivo es inmediata, asociandose con el dafo tisular real o potencial y terminando
cuando el proceso de reparacién y cicatrizacion del dafo ha finalizado. La segunda
forma se conoce como croénica, se diferencia de la forma aguda al ser persistente y
permaneciendo aun en ausencia de danos periféricos, generalmente presentando una

duracion mayor a 3 meses (Artacho-Cordon et al., 2023).
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En el caso de la clasificacion por origen, se divide en tres tipos, el primero es el dolor
nociceptivo, provocado por la hipersensibilizacion de los receptores nociceptivos
periféricos o centrales, debido a lesiones mecanicas, térmicas, eléctricas o quimicas
en el organismo. El segundo es el dolor neuropatico, derivado del nociceptivo, siendo
el resultado de un dafo por lesién o enfermedad sobre el sistema somatosensorial. El
tercero es el dolor psicdégeno, provocado por factores psicolégicos como la depresion,
ansiedad e hipocondria. Este dolor no se relaciona con la actividad del sistema

nociceptivo (Maritza-Velasco, 2014; Del Arco, 2015).

Otro tipo de clasificacién seria de acuerdo a su localizacion, en este caso, el dolor
puede dividirse en somatico, donde el dafo o lesiones estimulan los receptores
nociceptivos ligados a piel, musculos, articulaciones, ligamentos o huesos de forma
localizada y aguda, relacionados con la zona dafnada, asimismo, también dividiéndose
en visceral, donde el dolor se origina en los 6rganos internos, caracterizandose por ser

difuso, sordo, profundo y no localizado (Verri et al., 2008; Valerio et al., 2009).

Entre las clasificaciones del dolor, las mencionadas anteriormente se consideran las
principales para su evaluacion. Sin embargo, también pueden tomarse en cuenta otras
clasificaciones para un mejor analisis, teniendo presente su clasificacion por
intensidad, dividiendose en Leve, donde pueden realizar actividades habituales;
Moderado, donde se interfiere con las actividades habituales; y Severo, donde se
interfiere con el descanso (Puebla-Diaz, 2005).La clasificacion del dolor es una forma
de poder determinar si se presenta una mejoria 0 empeoramiento en el cuadro del
dolor, ya que la gran cantidad de criterios con los que se clasifica el dolor representan,

en cierta forma, una manera de cuantificar el estado del afectado (Montiel et al., 2021).

En el caso de la inflamacién, ésta se produce si las barreras naturales del cuerpo son
superadas por agentes fisicos, quimicos o biolégicos, provocando que el sistema
inmunoldgico presente una respuesta de tipo humoral y celular conocida como
respuesta inflamatoria aguda, la cual tiene como finalidad el restaurar los tejidos a su
estado inicial (Schmid-Schonbein, 2006).
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La respuesta inflamatoria en la inflamacién aguda puede estar influenciada tanto por
los procesos de inflamacién aguda como por una inflamacion cronica preexistente o
en desarrollo. Esta respuesta inicia con la activacion de las células endoteliales por
estimulos externos, como la liberacion de histamina, IL-1 y factor de necrosis tisular
(TNF), lo que provoca la expresion de citocinas y quimiocinas, que actuaran como
moléculas de adhesion, atrayendo y activando a los leucocitos polimorfonucleares
(PMN) mediante la quimiotaxis, asimismo, se liberan mediadores pro inflamatorios
como los eicosanoides (prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos), sintetizados a
partir del acido araquiddnico (AA) a través de 2 vias diferentes, la ciclooxigenasa,
donde se produce PGE y PGl2, que favorecen la vasodilatacion y aumentan el flujo
sanguineo en la microcirculacién, y la lipoxigenasa, donde se sintetizan leucotrienos
que participan en los procesos de inflamacion crénica, aumentando la permeabilidad
vascular y favoreciendo el edema de la zona afectada. La inflamacion aguda también
incluye la apertura reversible de uniones entre células, lo que permite la pérdida de
fluidos al espacio extravascular, generando edema (Murakawa et al., 2006; Gonzalez-
Naranjo y Molina-Restrepo, 2010). En condiciones fisioldgicas los leucocitos viajan al
centro del flujo sanguineo en los vasos, no obstante, una vez que son activados por
citocinas y el flujo a través del vaso disminuye como consecuencia de la perdida de
fluidos, los neutrdfilos se aproximan a las paredes y experimentan adhesion
intermitente (rolling) y posteriormente fuerte, lo cual culmina en transmigracion a través
de los espacios previamente abiertos y su acumulacion en el espacio extravascular. Si
los PMN logran neutralizar al agente injuriante, cesara la sintesis de mediadores
proinflamatorios, frenando asi el reclutamiento de leucocitos y la formacion del edema,
lo cual conducira hacia la resolucion de la inflamacién aguda. La siguiente etapa es el
aclaramiento o resolucion, para ello el cuerpo dispone de diferentes rutas como
recirculacion sistémica o muerte local de PMN vy linfocitos, seguido de su fagocitosis

por macrofagos tisulares (Schmid-Schonbein, 2006).

Actualmente, se han desarrollado numerosas técnicas para evaluar los efectos

farmacoldgicos de las plantas. Estas técnicas permiten analizar la capacidad de los
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compuestos naturales presentes en las plantas, entre los que se encuentran el efecto
antinociceptivo (aliviar dolor) y antiinflamatorio. Para ello, se llevan a cabo pruebas
especificas, que se aplican en modelos experimentales, generalmente sobre animales.
Estas pruebas son esenciales para determinar la eficacia y el potencial terapéutico de
los extractos vegetales en el tratamiento de condiciones que involucran dolor o

inflamacion.

2.7.1 Pruebas antinociceptivas

El uso de modelos de dolor esta plenamente justificado para evaluar nuevos
tratamientos farmacologicos destinados a aliviar el dolor. Los modelos de dolor agudo
incluyen principalmente el empleo de estimulos mecanicos, térmicos y quimicos, que
generan respuestas temporales o breves. El propdsito de estos modelos es observar
y analizar la reaccién del animal en estudio frente a los estimulos aplicados, lo que
permite evaluar la eficacia de los tratamientos propuestos en el manejo del dolor
agudo. Un punto a considerar en estas pruebas es la adaptacion del modelo al entorno
de trabajo sin la aplicacién de algun tipo de estimulo. Esto se realiza con la finalidad

de evitar falsos positivos o negativos (Diester et al., 2021).

Dentro de las pruebas mecanicas, la mas utilizadas son la prueba de presion en pata
o cola, donde se mide el tiempo o la intensidad de presion que el modelo soporte,
antes de manifestar un sintoma o reflejo por dolor. En cuanto a las pruebas por calor,
se busca una respuesta nociceptiva dentro de los primeros 5-10 segundos, bajo
temperaturas 10-15 °C mas altas que el umbral de respuesta de los nociceptores de
calor (Ankier, 1974; Jismaa et al., 2005), lo que refleja el tiempo necesario para que
aumente la temperatura de la piel hasta la deteccion del estimulo nociceptivo, y el
retraso para provocar la respuesta de retirada. En el caso de las pruebas térmicas, el

investigador debe recuperar inmediatamente al animal en cuanto observe la respuesta.

Finalmente, para estimulos quimicos se emplea la prueba de acido acético y el test
de formalina. El modelo de dolor inducido por acido acético es un método en el que se
administra acido acética via intraperitoneal, donde se activan las neuronas

nociceptivas periféricas a través de la activacion de la enzima ciclooxigenasa (COX),
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produciendo prostaglandinas (PGE y PGF2) causantes de inflamacién y dolor. Este
modelo es sensible a los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) y narcéticos,
comunmente se utiliza para evaluar la actividad analgésica de compuestos
medicinales (Gan, 2010; Kawabata, 2011). La prueba de formalina se podria
considerar una prueba intermedia, dado que evalua dolor agudo e inflamatorio. Se
caracteriza por dividirse en 2 fases, la fase temprana, donde se presenta dolor agudo
a través de la activacion de los nociceptores por la formalina y la fase tardia, donde se
refleja una inflamacion local y sensibilizacion del SNC, provocando dolor debido a los
mediadores inflamatorios y células inmunitarias (Shibata et al., 1989; Rosland et al.,
1990; Fujimaki et al., 1992; Malmberg y Yaksh, 1992). Estos dos ultimos modelos son
usados como primera fase para la induccion de dolor en ratones en ensayos para

evaluar la actividad antinociceptiva (Ortega et al., 2002).

2.7.2 Pruebas antiinflamatorias

El proceso inflamatorio actia como un mecanismo de defensa del organismo ante la
presencia de agentes extrafios como bacterias, parasitos o virus o ante un estimulo
externo. Durante una respuesta inflamatoria aguda, los sintomas tipicos incluyen
enrojecimiento, aumento de temperatura, hinchazon, dolor y pérdida de funcién. Estos
signos se deben al incremento en la permeabilidad de los vasos sanguineos, el
aumento del flujo sanguineo y la activacion de las fibras nerviosas, lo cual causa
hinchazén, enrojecimiento y dolor, respectivamente (Kulkarni et al., 2006; Simmons,
2006). Los principales estudios para evaluar la inflamacion aguda se enfocan en el uso
de carragenina, xileno y 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) con la finalidad de
producir irritacion e inflamacion via tépica o subplantar a través de la acumulacion de
células inflamatorias (leucocitos) y liquido inflamatorio. La inflamacion presentada se
cuantifica de acuerdo con el grosor o peso del tejido, para las pruebas donde se
produce un edema o inflamacion cutanea, y a la cantidad de liquido inflamatorio y el
recuento de células en el exudado para la prueba de peritonitis. Estas pruebas

permiten estudiar la inflamacién de corta duraciéon y evaluar la efectividad de
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compuestos que actuan en fases iniciales de la respuesta inflamatoria (Murakawa et
al., 2006; de Siqueira Patriota et al., 2022).

Estas técnicas son fundamentales en la investigacion preclinica de nuevos
compuestos antiinflamatorios, permitiendo estudiar los efectos de los tratamientos
sobre la inflamacién aguda. Sin embargo, el desarrollo de farmacos a partir de fuentes
naturales ha tropezado con obstaculos importantes como el aislamiento y el
rendimiento en cantidades infimas, asimismo, la confirmacién de actividad
farmacologica en plantas medicinales no las excluye de que sus fitoquimicos
presenten actividad toxicoldgica, por lo cual es necesario realizar estudios enfocados

en esta area.

2.8 Toxicidad por consumo de plantas medicinales

Alrededor del mundo, el uso de plantas medicinales como alternativa a tratamientos
de enfermedades ha estado altamente presente en poblaciones rurales y con servicios
de salud limitados, asimismo, los estudios relacionados a los efectos adversos que
presenta el consumo de plantas medicinales no estudiadas han tenido poca
investigacion, a pesar de la documentacion de importantes reportes como la presencia
de compuestos nocivos en plantas con usos etnofarmacolégicos (Kharchoufa et al.,
2018). Por otra parte, el consumo excesivo o en altas concentraciones de estas plantas
también puede representar un efecto nocivo para el consumidor, dado que al no tener
reportes sobre los compuestos presentes en las mismas se desconoce la
farmacocinética y farmacodinamia de dichos compuestos y como afectaria su
consumo en dosis elevadas en los seres humanos (Herrera y Bruguera, 2008; Ferrerira

y de Vasconcelos, 2022).

Entre los estudios enfocados a evaluar el efecto toxicologico de las plantas medicinales
se encuentra el realizado por Liu et al. (2003), en el cual demostraron que la planta
Aristolochia manshuriensis, usada tradicionalmente para remedios renales, produce
necrosis tubular y disfuncién renal a partir de dosis de 4 g/dia, observando proteinuria,
azotemia y apoptosis de células tubulares. De igual manera, de Oliveira et al. (2011)

reportaron que el extracto de Smallanthus sonchifolius usada como antidiabético
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produce danos renales. Asimismo, el efecto toxicolégico puede presentarse a nivel
genético, como ya ha sido reportado en distintos extractos de plantas medicinales, las
cuales fueron capaces de ocasionar toxicidad en nivel de célula, presentando
mutaciones genéticas y cromosémicas (Mert y Betll, 2020; Maria et al., 2022,
Boumaza et al., 2024).

2.8.1. Ensayo de electroforesis alcalina de células individuales

Uno de los ensayos con sensibilidad para evidenciar el dafio genotdxico es el ensayo
de electroforesis alcalina de células individuales o ensayo cometa. Este ensayo evalua
el dafio genético causado a las células, tanto animales como vegetales, por diferentes
agentes quimicos y fisicos. La técnica establecida por Singh et al. (1988) bajo
condiciones de lisis y electroforesis alcalina (pH> 13) permite analizar la migracion del
ADN debido a rupturas en la hebra simple del ADN y a sitios alcali labiles. Consiste
principalmente en el analisis de células individuales colocadas en camas de agarosa
qgue son lisadas y se someten a una electroforesis (Cordelli et al. 2021; Fernandez et
al., 2021).

En el ensayo cometa, la evaluacidon del dafno genotdxico se relaciona con la cantidad
del ADN extendido en la cola de los nucleos dafiados. Sin embargo, el parametro
exacto para medir el dafio es a menudo objeto de debate. Actualmente, se presentan
tres parametros altamente empleados para medir el dafo subyacente, siendo el
porcentaje de ADN en cola, tail moment y olive moment. El tail momento hace
referencia al producto de la longitud de la cola y el porcentaje de ADN total en la cola
mientras que el olive momento hace referencia a la diferencia de media entra la cabeza
y la cola, por el porcentaje de ADN en cola. Ambos parametros presentan unidades
arbitrarias, mostrando diferentes resultados entre cada sistema de analisis de imagen.
Por otro lado, el porcentaje de ADN en cola presenta unidades establecidas en
porcentaje, facilitando las comparaciones entre plataformas (Olive et al., 1990; Gyori
et al., 2014).

Esta técnica ha sido empleada para reportar actividad genotéxica en plantas utilizas

con fines medicinales, teniendo como ejemplo a Pterolobium stellatum, Matricaria
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chamomilla'y Tulbaghia violacea (Kahaliw et al., 2018; Madike et al., 2019; Fernandez
et al., 2021). Por lo anterior, es necesario realizar estudios genotdxicos que indiquen
las dosis iniciales donde C. integerrimum podria presentar un efecto genotdxico a sus

consumidores.
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CAPITULO Il
OBJETIVOS

3.1 Planteamiento del problema

La mayoria de las plantas medicinales son empleadas sin ningun ensayo toxicolégico
y de seguridad estandar, presentandose la hipotesis de una nula toxicidad en ellas,
por parte de la poblacion. Sin embargo, esta suposicion no presenta fundamentos,
siendo necesaria la aplicacién de estudios toxicolégicos que avalen la seguridad de su
consumo. Siendo el caso de C. integerrimum, del cual los pseudobulbos son
consumidos con fines medicinales en algunas regiones de la Huasteca Potosina,
representando un posible riesgo a la salud de los consumidores. De igual forma, no se
cuenta con estudios cientificos que avalen las propiedades medicinales que se le han

atribuido.

3.2 Justificacion

El uso terapéutico de plantas medicinales para tratar o aliviar diversas enfermedades
ha sido aplicado desde tiempos antiguos, pasando a través de las generaciones,
denominandose “medicina tradicional” (Gallegos-Zurita, 2016; Lima-Lopez et al.,
2018). En México, la Huasteca Potosina posee una fuerte cultura asociada al uso de
la medicina tradicional, y donde recientemente, se documenté el uso de C.
integerrimum en el tratamiento de infecciones renales, representando una importante

alternativa de tratamiento para esta enfermedad (Castillo-Pérez et al., 2022).

Por lo anterior mencionado, es necesario realizar estudios cientificos que avalen las
propiedades medicinales de C. integerrimum, siendo uno de los principales estudios la
capacidad antimicrobiana, antinociceptiva y antiinflamatoria. Asimismo, al no presentar
estudios cientificos, el consumo excesivo del pseudobulbo de esta orquidea como
tratamiento para las infecciones renales, podria provocar un efecto toxicolégico en el
consumidor, en particular, enfocado en la genotoxicidad. Por ello es necesario evaluar
este posible efecto en el ADN de las células humanas, utilizando como medio el ensayo

cometa.
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3.3 Hipétesis y objetivos
3.3.1 Hipétesis
Los pseudobulbos de C. integerrimum cuentan con actividad antimicrobiana,

antinociceptiva y antiinflamatoria. No presenta efecto genotoxico por lo que son una

importante alternativa para el tratamiento de infecciones renales y sus sintomas.

3.3.2 Objetivo general

Evaluar la capacidad antimicrobiana, farmacoldgica y el efecto genotdxico del extracto

etandlico de pseudobulbos y plantas cultivadas in vitro de C. integerrimum.

3.3.3 Objetivos especificos

e Determinar la capacidad Anti-Quorum Sensing del extracto etandlico de
pseudobulbo de C. integerrimum silvestre, sobre cepas de C. violaceum.

e Evaluar el efecto antinociceptivo y antiinflamatorio del extracto etandlico de
pseudobulbo silvestre e in vitro de C. integerrimum aplicado a modelos in vivo.

e Evaluar el efecto genotdxico del extracto etandlico de pseudobulbo silvestre de
C. integerrimum, mediante la determinacion del dafio al ADN por medio del

ensayo cometa.

26



CAPITULO IV
METODOLOGIA

4.1 Material vegetal y elaboracion del extracto etandlico

Con la finalidad de obtener el material vegetal de interés, se colectaron pseudobulbos
de plantas silvestres de C. integerrimum que presentaban una altura de 0.8 a1 m,y
se encontraban en 2 diferentes foréfitos. Los muestreos se realizaron en los meses de
mayo-junio, en el municipio de Tampacan, San Luis Potosi, México, a una altitud de
32 msnm. La recolecta se realiz6 empleando el protocolo del proyecto de Norma 005-
SEMARNAT-2012. Las muestras de pseudobulbo fueron transportadas al Laboratorio
de Investigacion en Ciencias Ambientales en la Facultad de Estudios Profesionales
Zona Huasteca, asimismo, el laboratorio proporcion6 orquideas in vitro de entre 10 y
12 meses de edad (contados a partir de la germinacion) con una altura entre 10 a 15

cm.

Los pseudobulbos y plantas in vitro recibieron un lavado con agua estéril para eliminar
impurezas y medio, respectivamente. Enseguida, se sometieron a un secado en estufa
de conveccioén (Lindberg/Blue), durante cuatro dias a 40 °C. Una vez secas, se
trituraron con ayuda de un molino analitico (Ika-Werke M20) y se procedio a realizar la
extraccidon de compuestos por maceracion, empleando etanol (Reactivos Quimica
Meyer) como solvente. La eliminacion del exceso de etanol se llevo a cabo en un
rotavapor (Buchi R-100). Por ultimo, el extracto silvestre (ESCI) e in vitro (EICI) de C
integerrimum fueron almacenados a 4°C, protegidos de la luz con papel aluminio, hasta

su utilizacion.

4.2 Pruebas de susceptibilidad Antimicrobiana y Anti-Quorum Sensing
4.2.1 Preparacion del inoculo bacteriano

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana se prepararon indculos de 4 bacterias
de interés clinico asociadas a infecciones renales y de vias urinarias, siendo las
seleccionadas Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae vy
Staphylcoccus aureus, asimismo, para la evaluacién de la QSI se preparé el inoculo

de 2 cepas de Chromobacterium violaceum: CV026, mutante sin produccion de
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violaceina; y 553, cepa silvestre con produccion de violaceina. Las bacterias fueron
proporcionas por el Laboratorio de Investigacién en Biotecnologia de la Facultad de
Estudio Profesionales Zona Huasteca y el Laboratorio de microbiologia del Colegio de

Posgraduados Campus Montecillo, respectivamente.

Las bacterias de interés clinico fueron reactivadas en medios Agar Base Sangre (ABS),
posteriormente, se preparo el inoculo bacteriano aislando colonias de cada bacteria a
través de su siembra en una campana de flujo laminar, aplicando la técnica de tres
campos en el medio. Las bacterias se cultivaron durante 24 hrs a 37 °C,
posteriormente, se seleccionaron de 3 a 5 colonias aisladas y se suspendieron en 5
mL de solucion salina fisiolégica 0.85% estéril, hasta obtener 0.1 unidades de
absorbancia a una longitud de onda de 600 nm, siendo equivalente al estandar 0.5 de
McFarland con carga microbiana igual a 1x108 UFC/mL. Para las cepas de C.
violaceum se emple6 agar Luria Bertani (LB) para su reactivacion, posteriormente, se
prepard el inoculo bacteriano resembrando las cepas en 5 mL de caldo LB durante
toda la noche. En el caso de C. violaceum no se pudo realizar el estandar 0.5 de
McFarland, dado que la produccién de violaceina imposibilitada realizar una
estandarizacién basada en su absorbancia, por lo cual se manejando el inéculo como

un cultivo de toda la noche.

4.2.2 Prueba de difusion en disco

La prueba de difusion en disco se realizé en base a la metodologia expuesta por Bali
et al. (2019). Para su realizacién, los discos de papel filtro estériles (6 mm de diametro)
fueron concentrados con el ESCI y EICI Esto se realizé en una campana de flujo
laminar, donde se adiciono 10 yL de cada tratamiento sobre los discos estériles,
obteniendo concentraciones de 10, 100 y 1000 ug. Posteriormente, los discos con los
tratamientos fueron colocados sobre las placas de ABS inoculadas en césped, con los
estandares de McFarland de las cuatro bacterias de interés clinico, incubandose a 37
°C durante 24 hrs. La presencia de halos de inhibicion de colonias indicara actividad
antimicrobiana. La ausencia de halos de inhibicion indicara que los extractos carecen

de actividad antimicrobiana. Este experimento se realizd por triplicado, empleando
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EtOH como control negativo y Ampicilina a una concentracion de 50 ug como control

positivo.

4.2.3 Actividad Anti-Quorum Sensing

La evaluacion de la actividad Anti-Quorum Sensing se realizé utilizando los cultivos de
toda la noche de las cepas CV026 y 553 de C. violaceum. Se tomé 50 pL del cultivo,
de cada cepa, y se mezclé con 100 mL de agar LB fundido. En el caso de la cepa
CV026 se adiciono “40 yL” de N-butanoil-I-homoserine lactone (C4-HSL) 10 uM. Las
mezclas se vertieron inmediatamente sobre cajas Petri, las cuales se agitaron
suavemente para obtener una distribucion uniforme. Los discos de papel filtro estériles
(6 mm de diametro) fueron concentrados con el ESCI y EICI Esto se realizdé en una
campana de flujo laminar, donde se adiciono 10 uL de cada tratamiento sobre los
discos estériles, obteniendo concentraciones de 10, 100 y 1000 ug que fueron
colocados en las cajas de Petri y cultivados a 28 °C durante 24 hrs. La presencia de
anillos incoloros alrededor de los discos indicara actividad QSI. La presencia de
colonias con pigmento violeta alrededor de los discos indicara que los extractos
carecen de actividad QSI. Se empled EtOH como control negativo. El experimento se

realizo por triplicado.

4.2.4 Fraccionamiento de los extractos

Una vez realizados los extractos etandlicos, se procedio a elaborar un fraccionamiento
empleando los siguientes solventes, aplicados de menor a mayor polaridad: Acetona,
Etanol y Metanol. El fraccionamiento consistié en la adicion de 50 mL del primer
solvente, en este caso Acetona, y su posterior homogenizacién con cada extracto
(ESCly EICI). Una vez realizada la homogenizacion, se recuperé la fraccion soluble y
se llevé a sequedad en estufa de conveccion a 40 °C. Por otra parte, la fraccion
insoluble en Acetona (residuo) también se llevo a sequedad total, a una temperatura
de 40 °C, posteriormente, se resuspendié en el siguiente solvente, repitiendo la
metodologia. A partir de este punto, se repitid el proceso de resuspencion,
recuperacion y secado, con cada una de las fracciones, hasta terminar con la fraccion

de metanol.
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4.2.5 Cromatografia en capa fina (TLC)

Se utilizaron placas de Silica gel 60 UV-254 como fase estacionaria y dos sistemas de
solventes formados por N-butanol-acetato de etilo-agua (BAW) en relacién 4:1:5 y
acetato de etilo-metanol (AM) en relacién 4:1. Las fracciones de ESCI y EICI fueron
aplicadas a una concentracién de 100 mg/mL, a un centimetro del extremo inferior de
la placa, empleando un tubo capilar y repitiendo la aplicacion con un maximo de 10
veces, con la finalidad de sobrecargarla. Las placas se colocaron en una camara de
vidrio con los sistemas de solventes mencionados y fueron retiradas a las 2 horas para
el sistema BAW y a los 25 minutos para el sistema AM. Se dejaron secar las placas a
temperatura ambiente y se asperjo vainillina-acido sulfurico como revelador,
posteriormente, se calentaron las placas en una placa de calentamiento durante 45
segundo y finalmente, se visualizaron bajo luz UV a 254 y 365 nm. Se midi6 la distancia
de migracion de las bandas observadas, asi como el frente de corrida. Con los valores
obtenidos se determinaron los valores de retencion (RF), utilizando la siguiente

ecuacion:

distancia de banda

~ frente de corrida

4.2.6 Microdilucién en placa

Para la realizacion del ensayo de microdilucion en placa, se utilizé el protocolo M100
propuesto por el CLSI (Coyle, 2005). Este ensayo consistié en la dilucidn seriada 1:1
de 1000 ug/mL de las fracciones del ESCI y EICI en cada fila de pozos de la placa, los
cuales estaban adicionados con caldo Mueller-Hinton (MH). El caldo en los pozos se
inoculd con 2 pL de suspension bacteriana (E. coliy S. aureus) a turbidez equivalente
al estandar 0.5 de McFarland, asimismo, se adicion6 40 pyL de aceite mineral estéril,
con la finalidad de evitar la evaporacion de las muestras, posteriormente, las placas
fueron incubadas a 37 °C durante 24 hrs. Transcurrido este tiempo, se leyo la
absorbancia de cada pozo en un Multimode detector (Beckman Coulter DTX 800) a

620 nm. Al presentarse una intensa coloracion por parte de las fracciones no se logré

30



leer la absorbancia, por lo cual se procedié con el método de goteo en placa, con la

finalidad de realizar el conteo microbiano.

4.2.7 Cuantificacion bacteriana por goteo en placa

Debido a que los extractos presentaban coloraciones intensas, se evaluo6 la actividad
antimicrobiana presente en los pozos a través del método de goteo en placa 6x6. Para
este método se realizaron diluciones seriadas 1:1 de ESCI y EICI en solucién salina
estéril al 0.85%, empezando las diluciones a una concentracion de 1000 ug/mL, hasta
la sexta dilucién, obteniendo 6 tratamientos por fraccion, posteriormente, se inoculo
cada tratamiento con 30 uL de suspension bacteriana equivalente al estandar 0.5 de
McFarland de E. coliy S. aureus. Una vez inoculados los tratamientos, se realizaron
diluciones seriadas de cada tratamiento, comenzando con 1/10, 1/100, 1/1000, hasta
llegar a 1/10000000. Posteriormente, se tomaron 2 pL de las ultimas 3 dilucion de cada
tratamiento y se colocaron sobre placas de agar MH, que fueron incubadas a 37 °C
durante 24 hrs. Transcurrido el tiempo de cultivo, se observaron las placas, realizando

los calculos correspondientes a partir de la primera dilucion con colonias contables.

4.3 Pruebas de susceptibilidad antinociceptiva y antiinflamatoria

Para los tratamientos farmacolégicos, se establecieron pruebas antiinflamatorias y
antinociceptivas utilizando cepas de ratones Balb/C, criados en el bioterio de la
Division de Ciencias Naturales y Exactas de la Universidad de Guanajuato,

Guanajuato.

4.3.1 Prueba de hot plate (Placa caliente)

Previo al experimento, los ratones fueron colocados en un aparato de hot plate, a una
temperatura de 55 °C, con la finalidad de determinar el tiempo de latencia entre el
contacto con el aparato y el inicio del comportamiento de malestar (lamida de pata o
salto). Diferentes grupos de ratones recibieron de forma oral solucion salina (vehiculo),
tramadol (30 mg/kg) o ESCI (10-100 mg/kg). En un experimento adicional, los ratones
fueron administrados de forma oral con naloxona (5 mg/kg) 15 minutos antes de la

administracion del ESCI. Siguiendo con la prueba hot plate, transcurridos 60 y 120
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minutos de administrados los tratamientos, los ratones fueron colocados en el aparado

de hot plate, registrando el tiempo de latencia obtenido (Koster et al., 1959).

4.3.2 Prueba de contorciones inducidas por acido acético 1%

Grupos de ratones recibieron de forma oral solucion salina (vehiculo), naproxeno (100
mg/kg) o ESCI (10-100 mg/kg). Transcurrida una hora, se administré via intraperitoneal
acido acético al 1 % (10 mL/kg) a cada animal, posteriormente, se colocaron de forma
individual en cilindros acrilicos, registrando el niumero de contorciones abdominales

producidas en 30 minutos (Koster et al., 1959).

4.3.4 Prueba de formalina

La prueba de formalina se realiz6 siguiendo el protocolo de Hunskaar et al. 1985. Una
hora antes de la administracién de la formalina, los de ratones recibieron por via oral
las dosis del ESCI, solucion salina (vehiculo) y Tramadol (control). A los ratones se les
inyecto 3 puL de formalina al 3 % en la parte subplantar de la pata trasera derecha,
colocandolos de forma individual en cilindros transparentes con un espejo colocado
frente al observador para facilitar la observacion. Se registro el tiempo de lamida de la
pata durante los primeros 0-15 minutos (primera fase) y 15-45 minutos (segunda fase)
después de la inyecciéon de la formalina. En un experimento adicional, los ratones
fueron administrados de forma oral con naloxona (5 mg/kg) 15 minutos antes de la
administracion del ESCI (50 mg/kg).

4.3.5 Inflamacién aguda por TPA

Para el modelo de edema agudo auricular inducido por TPA en ratones, se administro
por via tépica 2 mg/oreja del ESCI, 1 hora antes de la aplicacién del TPA. Posterior a
la administracién del extracto los ratones fueron tratados con 10 pyL de TPA (2.5 ug
disueltos en 20 yL de acetona). El ESCI y TPA fueron administrados en el pabildn
auricular derecho interno y externo del raton. Los animales reposaron 6 horas una vez
aplicado el TPA y posteriormente fueron sacrificados para tomar porciones iguales de

orejas derecha e izquierda (6 mm de diametro) con la finalidad de medir el espesor y
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peso de estas (Carlson et al., 1985). El porcentaje de inhibicion se obtuvo empleando

la siguiente formula:

L Aw control — Aw tratamiento
% Inhibicion = Ao control x 100

Donde Aw control = Peso de la seccion auricular con TPA - peso de la seccion auricular
sin TPA y Aw control =Peso de la seccion auricular con tratamiento - peso de la

seccioén auricular sin tratamiento.

4.4 Estudio de la induccion de rupturas de cadena simple en el ADN por ensayo

cometa

Para analizar la genotoxicidad a nivel del ADN, del ESCI, se empled la metodologia
del ensayo de electroforesis alcalina de células individuales o ensayo cometa, en su
variante alcalina descripta por Singh et al. (1988) con modificaciones menores. Se
inicid con la preparacion de las soluciones requeridas para el ensayo y se procedio
con la preparacion de las muestras de estudio a partir de la elaboracion de sus

soluciones de uso inmediato.

La prueba inicié con la preparando una solucién de agarosa regular al 1% (Sigma-
Aldrich®) con agua desionizada, posteriormente, la agarosa fue extendida en forma de
cama sobre un portaobjetos esmerilado, que se llevé a sequedad en una estufa de
conveccion (37 °C, 20 min) hasta su gelificacion. Posteriormente, se procedié con la
preparacion de las muestras para el ensayo, para ello se tomé muestra sanguinea de
un voluntario en un tubo Vacutainer con EDTA como anticoagulante, rotulandolo
adecuadamente. De la muestra sanguinea se tomaron 15 uL con una micropipeta y se
colocaron en un pozo de una placa microtituladora, donde se homogenizaron con 50
WL del ESCI (a concentraciones de 10, 50, 100, 200 y 500), H202 (75 yM) y DMSO
(0.1%), como control positivo y negativo, respectivamente. Empleada la muestra
sanguinea, se almacend y proceso en base a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002. Una vez
realizada la homogenizacion de la muestra con el ESCI y los controles, se colocaron
en refrigeracion durante 30 minutas a 5°C. Terminada la refrigeracién, las muestras

fueron mezcladas con 225 pL de agarosa de bajo punto de fusion (LPM), previamente
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preparada con agua desionizada. De la muestra homogenizada se tomaron 75 uL y se
colocaron sobre los portaobjetos con camas de agarosa, donde se cubrieron con un
cubreobjetos de 24x50 mm. Las laminillas se llevaron a refrigeracién por 5 minutos.
Transcurrido el tiempo se retird el cubreobjetos y se colocd una segunda capa de
agarosa LPM que fue cubierta por otro cubreobjetos, seguido de una segunda
refrigeracion por 5 minutos. El cubreobjetos fue retirado y las laminillas se dejaron
durante 12 hora en solucién de lisis (4 °C, 146.1 g NaCl, 1.21 g Trizma base, 8 g NaOH,
29.22 gr EDTA, 10% DMSO, 1% Triton 100x) dentro de tubos Coplins. Este proceso
se realiz6 en un tiempo maximo de 3 horas después de la toma de muestra sanguinea

(tiempo de viabilidad de la muestra).

Una vez lisadas las células sanguineas, se procedio con la electroforesis, colocando
solucion amortiguadora de electroforesis (pH 13, 4 °C, 50 mL NaOH 10N, 10 mL EDTA
200mM, 1.5 L agua desionizada) en la camara hasta cubrir la plataforma,
posteriormente y en oscuridad, las laminillas fueron colocadas en la solucién en la
camara con ayuda de pinzas, agregando solucién hasta cubrirlas, evitando que la
solucidén se sobreponga por mas de 1 cm. En este punto, las laminillas se dejaron
reposar en la solucion durante 25 minutos, con el objetivo de desdoblar el ADN de las
muestras. Transcurrido el tiempo se inicié el proceso de electroforesis (25 V, 300 mA,
25 min) y una vez terminado, las laminillas fueron retiradas, secadas y colocadas en
charolas, donde se lavaron con 2 mL de solucion Trizma base (pH 7.5, 0.4M Trizma
base, 250 mL agua desionizada), posteriormente, se lavaron con agua desionizada y
se dejaron reposar 5 min. Este proceso se repitié de 2 a 3 veces, hasta la neutralizacion

de las laminillas.

Neutralizadas las laminillas, se procedié a aplicar una tincién con solucion de bromuro
de etidio 0.05 mM (BrEt) para su lectura. La tincion se realizé colocando 25 pL de BrEt
sobre la laminilla y posteriormente un cubreobjetos, continuando con su lectura en un
microscopio de fluorescencia con objetivo 20X. Finalmente, se realizé un conteo y
fotografiado de 60 células en cada tratamiento para determinar su viabilidad. Con las

fotografias obtenidas se realiz6 el analisis de los cometas observados, empleando el
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sofware CometScore, teniendo como criterios de evaluacion el Tail momento y el Olive

momento.

4.5 Analisis estadistico

Los valores obtenidos de la actividad antimicrobiana, antinociceptiva, antiinflamatoria
y dano genotoxico, fueron sometidos a una prueba para determinar la normalidad de
los datos y en base a ello se analizaran con los programas estadisticos STATISTIC
8.0 y el software SIGMAPLOT, realizando un analisis de varianza (ANOVA) para todos
los datos obtenidos, asi como para asegurar una diferencia estadistica significativa
(p<0.05).
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