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Resumen:

La inflamacion es una respuesta defensiva fisioldgica, a través de la cual un tejido
vascularizado responde a los estimulos internos o externos que han lesionado su
integridad. La inflamacién aguda es la respuesta temprana {casi inmediata) a la
lesién, Y la inflamaciéon crénica es una infiltracidén de células mononucleares
(macréfagos) y linfocitos,

Segun la International Association for the Study of Pain (IASP) define el dolor
como “una experiencia sensorial y emocional desagradable, vinculada con la
lesion real o potencial de tejidos o descrita en términos de dicho dafio”.

Dentro de las herramientas farmacoldgicas para tratar los padecimientos
relacionados con dolor e inflamacion, se encuentran los antiinflamatorios
esteroidales y no esteroidales (AINEs). Sin embargo los AINEs, tienen la
desventaja de gque su uso prolongado puede producir: Glcera gastrica, bloqueo de
la agregacion plaquetaria, inhibicién de ta motilidad uterina, prolongando el periodo
de gestacion y también inhibicion de la funcién renal. Por esta razon resulta
importante realizar la busqueda de nuevos compuestos que reduzcan los efectos
adversos que presentan estos medicamentos.

Actualmente, la investigacién encaminada al desarrollo y busqueda de nuevos
farmacos provenientes de productos naturales, es un trabajo de caracter
multidisciplinario, en el que se abordan aspectos etnobotanicos, fitoquimicos,
farmacoldgicos y biotecnoldgicos. Es por ello que en el presente trabajo se realizod
el estudio de los efectos: antinociceptivo (analgésico) y antiinflamatorio de
Eupatorium glabratum, Senna villosa y Hesperozigys marifolia plantas utilizadas
en la medicina tradicional mexicana. Se obtuvo el aceite esencial de Hesperozygis
marifolia, se determind su composicidon vy se evaluaron dos de sus componentes
mayoritarios. Resultados: los extractos cloroférmicos de Senna viflosa, Eupatorium
glabratum y Hesperozygis marifolia tienen actividad antiinflamatoria en el modelo
de TPA y en el de edema inducido con carragenina. El aceite esencial de
Hesperozygis marifolia y sus componentes mayoritarios R-pulegona e isomentona
no presentaron actividad antiinflamatoria en el modelo de edema inducido con

TPA administrados topicamente, sin embargo en el modelo de edema inducido



con carragenina; cuando la administracion es intraperitoneal el aceite esencial y la
R-pulegona si presenta actividad significativa.

Los extractos cloroformicos de Senna villosa y Eupatorium glabraturm  no
presentaron actividad antinociceptiva en el modelo PIFIR, sin embargo la R-

pulegona si presenta este efecto.
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INTRODUCCION

Las patologias relacionadas con la inflamacién y el dolor de las articulaciones,
sobre todo la espondilitis anquilosante, la gota, la artritis reumatoide y la artritis
infantil, amenazan con ser un problema de salud pulblica ya que afectan a entre
cinco y diez por ciento de la poblacién mundial y, aunque son comunes, sus
causas aun son desconocidas por lo que los tratamientos no son funcionales.
Estas reducen la capacidad laboral de las personas afectadas; incluso, en su fase
aguda, éstas pueden ver disminuida su movilidad; son patologias cronicas,
degenerativas y que conllevan un gran impacto social, econdmico y en la calidad
de vida de quienes las padecen, segun la Organizacién Mundial de la Salud, son
la causa mas frecuente de incapacidad, de origen no mental, en el mundo (Boletin
UNAM, 2009). Dentro de las herramientas farmacolégicas para ftratar los
padecimientos relacionados con dolor e inflamacién, se encuentran los
antiinflamatorios esteroidales y no esteroidales (AINEs). Sin embargo los AINEs,
tienen la desventaja de que su uso prolongado puede producir. Ulcera gastrica,
blogueo de la agregacidn plaguetaria, inhibicion de la motilidad uterina,
prolongando el periodo de gestacion y también inhibicion de fa funcion renal
(Hardman y col. 1996). Mientras que los farmacos esteroidales también presentan
efectos indeseables (como estrefiimiento, sedacion, depresion respiratoria,
alucinaciones) que pueden resultar molestos o peligrosos para el paciente (Mycek
y col., 2004).

Actualmente, la investigaciéon encaminada al desarrollo y busqueda de nuevos
farmacos encuentra en las plantas una fuente promisoria para alcanzar sus fines.
En México, los bancos de informacion etnobotanica sefialan un numero muy
importante de plantas medicinales que son utilizadas para tratar la inflamacién y/o
sintomas relacionados con un proceso inflamatorio (Bluter, 2004). En el presente
trabajo se realizd el estudio de los efectos: antinociceptivo (analgésico) y
antiinflamatorio de las especies Eupaforium glabratum, Senna viflosa y
Hesperozigys matifolia utilizadas en la medicina tradicional mexicana (Guzman vy
col., 2008; Calzada y col., 2006; Villavicencio y col., 2002).



MARCO TEORICO

Inflamacion.
Las enfermedades caracterizadas por la inflamacién son una importante causa de
mortalidad y morbilidad en humanos. La inflamacién es una respuesta defensiva
fisiologica, a través de la cual un tejido vascularizado responde a los estimulos
internos o externos que han lesionade su integridad. La respuesta inflamatoria
tiene lugar en el tejido conjuntivo vascularizado, e implica al plasma, las células
circulantes, los vasos sanguineos y constituyentes celulares y extracelulares. Las
celulas circulantes son los leucocitos (neutréfilos, monocitos, eosinéfilos,
linfocitos, basoéfilos) y plaquetas. Las células del tejido conjuntivo son las célutas
cebadas, que se situan, alrededor de los vasos sanguineos; los fibroblastos
formadores del propio tejido conjuntivo, y ocasionales macréfagos y linfocitos
residentes. {Abul y Abbas, 2004).
La inflamaciéon presenta dos fases bien diferenciadas aguda y cronica. La
acumulacién y subsecuente activacién de leucocitos es el evento central en la
patogénesis de todas las formas de inflamacion.
Las inflamaciones aguda y cronica son amplificadas y propagadas como resultado
del reclutamiento de componentes humorales y celulares del sistema inmune.
Inmunolégicamente la eliminaciéon del material causante de la inflamacion esta
mediada por una serie de pasos:

 Reconocimiento: éste puede ser especifico o no especifico.

o El reconocimiento especifico es mediado por inmunoglobulinas
(anticuerpos) o por receptores de linfocitos T.

o El reconocimiento no especifico (reconocimiento de proteinas
desnaturalizadas o endotoxinas) puede ser mediado directamente
por la via alternativa del complemento o por fagocitos.

La unidn del componente de reconocimiento del sistema inmune con el antigeno
generalmente conduce a la activacién y amplificacién del sistema, iniciando la

produccidon de sustancias proinflamatorias.
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¢ Destruccién: estd mediada por células fagociticas como los fagocitos
mononucleares; éstos pueden migrar libremente o encontrarse fijos en los
tejidos. Otra forma de destruccion estd mediada por leucocitos (neutréfilos o
monocitos) los cuales son reclutados de la circulacion sanguinea (Gallin y
col., 1992).

Inflamacién aguda.
La inflamacién aguda es la respuesta temprana (casi inmediata) a la lesion. Es
inespecifica y puede ser inducida por cualquier lesién de corta duracion; esta
destinada a eliminar el agente agresor y limitar la magnitud del dafo tisular. La
descripcion clasica de la inflamacion aguda ha evolucionado a través de fos afos.
En el sigio | DC el meédico romano Celso describio la reaccion local de la lesion en
términos de lo que ahora se conoce como signos cardinales de la inflamacion, los
cuales son:

e Rubor (enrojecimiento)

¢ Tumor (tumefaccion)

o Calor

e Dolor
En el siglo Il DC el médico griego Galeno agregd un quinto signo

» Perdida de la funcidén (Mattson, 2006; Ley, 2001).

Aunque es probable que muchos agentes causen una herida, como los
microorganismos, el frio, el calor, energia radiante, quimicos, electricidad o un
trauma mecanico, la respuesta inflamatoria a todas estas causas es similar. La
respuesta inflamatoria moviliza las defensas del cuerpo, aisla y destruye los
microorganismos u otros agentes daninos, luego remueve |los matertales extrafios
y las ceélulas dafadas para que se realice el proceso de reparacién del tejido. La
inflamacion se acompana de tres eventos caracteristicos: dilatacion capilar para
aumentar el flujo sanguineo, cambios en la estructura microvascular facilitando de

esta manera el paso de proteinas plasmaticas y de leucocitos desde el torrente



circulatorio, migracion y acumulacién de leucocitos en la zona afectada (Ley, 2001;
Tracey, 2002; Murphy y cols., 2003).

La inflamacion aguda incluye dos etapas principales: la vascular y la celular. A
nivel bioquimico los mediadores inflamatorios, que actian juntos o en secuencia,
amplian la respuesta inicial e influyen en su evolucion mediante la regulacion de

las respuestas vascular y celular posteriores.

Etapa vascular.

Los cambios vasculares o hemodinamicos asociados con la inflamacién
comienzan casi inmediatamente después de la lesion y se manifiestan por una
constriccion momentanea de los vasos sanguineos de pequefio calibre presentes
en el area. Esta vasoconstriccién es seguida con rapidez por la vasodilatacién de

las arteriolas y las vénulas que irrigan la zona. Como se observa en la figura 1.

Figura 1 Fase vascular de la inflamacion aguda. A lecho capilar normal. B
inflamacién aguda con dilatacién vascular que causa aumento del enrojecimiento
(eritema) y calor. Movilizacion del liquido en los espacios intersticiales
(tumefaccion) y extravasacion de proteinas plasmaticas en los espacios

extracelulares (exudado).

Cambios en flujo sanguineo y en el calibre de los vasos.
Los cambios en el flujo sanguineo y en el calibre de los vasos se inician de forma
muy rapida tras la lesion y evoluciona a un ritmo que depende de Ia intensidad de

la misma. El orden que siguen las alteraciones es el siguiente:



¢ Después de un periodo inconstante y transitorio (suele durar unos pocos
segundos) de vasoconstriccidon arteriolar, se produce vasodilatacion que
afecta inicialmente a las arteriolas y que posteriormente da lugar a la
apertura de nuevos lechos capilares en la zona de la lesién.

Esta es la causa del aumento del fiujo sanguineo, que a su vez es la causa
de enrojecimiento y del incremento de calor en la zona de la lesion. La
duracion del periodo de vasodilatacién depende del propio estimulo.

¢ Después del periodo de vasodilatacion se produce el retraso de la
circulaciéon, el cual se debe al aumento de la permeabilidad de la
microvasculatura, con la salida de liquido rico en proteinas desde la
circulacion hasta los tejidos extravasculares. La disminucién de liguido en el
compartimiento intravascular da lugar a la concentracion de hematies en los
vasos de pequeno calibre y el aumento de la viscocidad sanguinea, lo que
se refleja en la presencia de pequefios vasos dilatados y repletos de
hematies; a lo que se le denomina estasis.

« A medida que evoluciona la estasis, se empieza a observar la orientacién
periférica de leucocitos, principalmente neutréfilos a lo largo del endotelio
vascular, un proceso que se denomina marginacion leucocitaria. Mas
adelante los leucocitos se adhieren al endotelio, de forma transitoria al
principio {rodamiento) y con mayor intensidad después, atravesando la
pared vascular en un corto periodo de tiempo y dirigiendose hacia el
intersticio (Zambrano, 2007).

La cronologia y duracion de los cambios en el calibre de los vasos es variable. En
los casos en los que el estimulo es leve las distintas fases de la estasis pueden no
aparecer hasta transcurridos 15 a 30 minutos, mientras que cuando el estimulo es

intenso lo hacen al cabo de pocos minutos.

Aumento de fa permeabilidad vascular.
El aumento de [a permeabilidad vascular que ocasiona la salida de un fluido rico
en proteinas (exudado) hacia el intersticio es la caracteristica principal y de mayor

especificidad de la inflamacién aguda. Esta perdida reduce la presion osmética



del ligquido intersticial y el aumento de la presion hidrostatica secundaria a la
vasodilatacion, este mecanismo conduce a una importante salida y acumulacion

de liquido en el tejido intersticial, el cual constituye el edema.

Etapa celular.
La etapa celular de la inflamacién aguda se caracteriza por la movilizacion de los

globuios blancos fagociticos (leucocitos) hacia el area de la lesidon. Cualquier
célula que participa en las reacciones inflamatorias se puede llamar célula
inflamatoria, algunas residen por periodos prolongados en tejidos normales; otras
son células circulantes que penetran en los tejidos solo durante el transcurso de
una respuesta inflamatoria. En la respuesta inflamatoria aguda participan dos tipos
de leucocitos: granulocitos y monocitos. Aunque la atencién se ha centrado en el
reclutamiento de leucocitos de la sangre, una respuesta rapida también requiere la
liberacién de mediadores quimicos a partir de las células centinela (mastocitos y

macrofagos) que estan preposicionados en los tejidos (Terr, 1994)

Células inflamatorias
Los glébulos blancos ¢ leucocitos se clasifican como granulares o agranulares.
Los granulocitos incluyen a los neutrofilos, eosindfilos y basdfilos. Los leucocitos

agranulares incluyen a los linfocitos y monocitos.

Granulocitos

Son identificables debido a sus granulos citopldsmaticos caracteristicos. Estos
glébulos blancos tienen nucleos multilobulados distintivos. Los granulocitos se
dividen en tres tipos (neutréfilos, eosindfilos y basdfilos) de acuerdo con las
propiedades tintoriales de los granulos cuando se tratan con un colorante

policrématico como el de Wright o el de Giemsa (figura 2).



Figura 2 Globulos blancos

El neutrdfilo es el primer fagocitc que llega al sitio de la inflamacidn, por lo general
dentro de fos 90 minutos de producida la lesion. Sus granulos citoplasmaticos,
contienen enzimas y otras sustancias antibacterianas que se utilizan para la
destruccion y degradacion de las particulas internalizadas. Los neutréfilos también
tienen vias metabdlicas dependientes de oxigeno que generan compuestos
derivados del oxigeno y del nitrcgeno que son toxicos. Los neutrofilos cuyos
nucleos presentan tres a cinco lébulos, se denominan neutrdfilos
polimorfonucleares (PMN) o neutrofilos segmentados. Los recuentos de neutréfilos
en la sangre suelen aumentar mucho durante el proceso inflamatorio, en especial
los producidos por infecciones bacterianas. Después de ser liberados desde la
medula dsea los neutrdfilos tiene una vida media de alrededor de 10 horas y por
consiguiente deben de ser reemplazados en forma constante para que su cantidad
siga siendo adecuada. Esto requiere un aumento de globulos blancos circulantes,
en un fendmeno conocido como leucocitosis. Cuando existe una demanda
excesiva de fagocitos, se liberan formas inmaduras de neutrofilos desde la
medula 6sea. Estas celulas inmaduras suelen denominarse en banda o en cayado

debido a ia forma en herradura de sus nucleos.



Los granulos citoplasmaticos de los eosinéfilos regulan la inflamacién y las
reacciones alérgicas mediante el control de la liberaciéon de mediadores quimicos
especificos durante estos procesos.

Los granulos de los basofilos, contienen histamina y otros mediadores bioactivos
de la inflamacién. Los basofilos participan en la produccion de los sintomas
asociados con la inflamacién y las reacciones alérgicas (Abul y Abbas, 2004; Roitt
y col., 1993; Robbins C., 1995 y Mattson., 2006).

Agranulocitos o Fagocitos mononucleares

Los monocitos son los glébulos blancos de mayor tamafio y constituyen del 3% al
8% de los leucocitos totales en sangre. La vida media de los monocitos circulantes
dura de tres a cuatro veces mas que la de los granulocitos y ademas, sobreviven
durante un tiempo mas prolongado en los tejidos. Estos fagocitos de larga vida
ayudan a destruir el agente causal, contribuyen al proceso de sefializacion de la
inmunidad especifica y sirven para resolver el proceso inflamatorio. Los monocitos
gue migran en cantidades aumentadas a los tejidos en respuesta a los estimulos
inflamatorios maduran hasta convertirse en macréfagos. En el transcurso de 24
horas las celulas mononucleares llegan al sitio inflamatorio y a las 48 horas los
monocitos y macrofagos internalizan cantidades mas grandes del agente causal
de la inflamacion que los neutréfilos. También migran a los ganglios linfaticos
locales para comenzar la inmunidad especifica. Estos leucocitos desempanan un
papel importante en la inflamacién crénica porgque pueden rodear el material
extrano que no puede ser digerido y 10 separan por medio de la formacion de una

pared.

Mastocitos: estan ampliamente distribuidos en los tejidos conectivos de todo el
cuerpo, tienen propiedades similares a las de los basdéfilos. Los mastocitos son
especialmente prevalentes en las superficies mucosas de los tractos pulmonar y

gastrointestinal y en la dermis de la piel.



Acontecimientos celulares: extravasacion y funcién de fagocitosis de los
leucocitos.

Una de las funciones mas caracteristicas e importantes de la inflamacion es el
aporte de leucocitos a la zona de la lesion.

Los leucocitos fagocitan a los agentes patogenos, destruyen a las bacterias y otros
microorganismos, y degradan el tejido necrético y los antigenos extranos. También
pueden prolongar la inflamacion e inducir lesion tisular al liberar enzimas,
mediadores quimicos y radicales del oxigeno.

La secuencia de acontecimientos en la respuesta celular a la inflamacion
involucra al leucocito en los siguientes procesos: (Abul y Abbas, 2004,
Zambrano, 2007 y Stites, 1998)

Marginacidn
+ Migracion

Quimiotaxis

Fagocitosis (figura 3)

-

Figura 3. Fase celular de la inflamacion aguda. Marginacion, migracion,

quimiotaxis y fagocitosis del neutréfilo.

Mediadores inflamatorios.
Tras haber descrito los acontecimientos de la inflamacidon se describiran los

mediadores quimicos que son la causa de dichos acontecimientos.



Los mediadores derivados del plasma (sistema de complemento) estan presentes
en el plasma en formas precursoras que deben ser activadas, habitualmente a
traves de una serie de fragmentaciones proteoliticas, para adquirir sus
propiedades biotogicas.

Los mediadores derivados de las células permanecen normalmente secuestrados
en granulos intracelulares (histamina en los granulos de los mastocitos) y deben

ser secretados o sintetizados de novo (prostaglandinas, citocinas) en respuesta a

un estimulo.
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Figura 4. Mediadores quimicos de la inflamacién

La mayor parte de los mediadores realizan su actividad biolégica uniéndose
inicialmente a receptores especificos situados en las células diana.

Un mediador quimico puede estimular la liberacion de mediadores por parte de
las propias celulas diana.

Los mediadores pueden actuar sobre uno o algunos tipos de células diana, o
sobre multiples tipos de células; a su vez, su efecto puede ser diferente segun el

tipo de celula y tejido sobre el que actuan.



Una vez activados vy liberados de la célula, [a mayoria de los mediadores duran
poco tiempo (Gallin y col., 2002).

A continuacion se describen los mediadores especificos mas importantes.

Aminas vasoactivas
Dos aminas, histamina y serotonina, son especialmente importantes debido a que
estan disponibles en reservas preformadas y son los primeros mediadores

liberados durante la inflamacién.

Histamina.

En el ser humano causa la dilatacién de las arteriolas y el incremento de la
permeabilidad vascular de las vénulas; sin embargo produce constriccion de las
arterias de mayor calibre.

Se considera que es el principal mediador de la fase inmediata de incremento de
la permeabilidad vascular, dando lugar a contraccién endotelial y ensanchamiento
de las uniones entre las células endoteliales de las vénulas. (Roitt y col., 2003).

La histamina esta ampliamente distribuida en los tejidos aunque es mas
abundante en los mastocitos que estan presentes normalmente en el tejido
conjuntivo adyacente a los vasos sanguineos. También se puede ohservar en los
basofilos y en las plaquetas. En los granulos de los mastocitos existe histamina
que es liberada por la degranulacion que presentan estas células en respuesta a
diversos estimulos: 1) Lesiones de tipo fisico como los traumatismos, el frio y el
calor, 2) reacciones inmunitarias en las que se produce la unidn o fijacion de
anticuerpos a los mastocitos, 3) fragmentos del complemento denominados
anafilatoxinas, 4) proteinas liberadoras de histamina y derivados de los leucocitos

¥y 5) neuropéptidos.

Serotonina.
La serotonina es una sustancia liberada por las plaguetas y células mastoides
durante la inflamacion. Uno de los estimulos para su liberacién es la produccion

det Factor de Crecimiento Nervioso. Los efectos fisiologicos de ta serotonina en
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los tejidos son mediados por una familia de receptores, los cuales estan divididos
en tres grandes grupos designados como: 5HT1, 5HT2 e 5HT3. Varios tipos de
receptores se ubican en las terminaciones nerviosas libres y median los efectos de
la serotonina sobre las neuronas.

Su unidn al receptor 5HT3 activa un canal cationico selectivo para el Na™ y causa
una accion directa de los nociceptores. La serotonina puede también sensibilizar a
los receptores y disminuir su umbral de respuesta a estimulos térmicos vy

mecanicos.

Proteasas plasmaticas.
Diversos fendmenos de la respuesta inflamatoria estan mediados por tres
sistemas relacionados entre si y derivados del plasma: los sistemas del

complemento, de las cininas y de la coagulacién.

Sistema del complemento.

Esta constituido por veinte proteinas (junto a sus productos de fragmentacion),
cuya concentracion mayor se observa en el plasma. Este sistema actiua en los
procesos inmunitarios innatos y adaptativos de defensa frente a microorganismos,
y su objetivo final es la lisis de los mismos a traves del denominado complejo de
ataque de membrana. En el proceso, se elaboran diversos componentes del
complemento, que producen aumento de la permeabilidad vascular, quimiotaxis y
opsonizacién.

Las funciones biologicas del sistema del complemento se incluyen en dos
categorias generales: lisis celular a través del complejo de ataque de membrana y
efectos biolégicos de los fragmentos proteoliticos del complemento. Los factores
derivados del complemento afectan a diversos fendémenos en la inflamacion
aguda: fendmenos vasculares, adhesion, quimiotaxis, activacién de leucocitos y

fagocitosis.
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Sistema de cininas.

Este sistema genera péptidos vascactivos a partir de proteinas plasmaticas
denominadas cininégenos y mediante proteasas especificas llamadas calicreinas.
El sistema de cininas produce la liberacién del nonapéptido  vasoactivo
bradicinina, un potente agente que incrementa la permeabilidad vascular. Cuando
se inyecta en la piel la bradicinina causa contraccion del musculo liso, dilatacion

de los vasos sanguinecs y dolor.

Sistema de coagulacion.

El sistema de coagulacién y la inflamacion son procesos intimamente conectados.
El sistema de la coagulacion se divide en dos vias que confluyen, culminando en
la activacion de la trombina y la formacién de Ia fibrina. Este sistema contribuye a
la fase vascular de la inflamacion (Decker, 2000; Rodriguez vy col., 2005 y Mycek
y col., 2004).

Metabolitos del acido araquiddénico: prostaglandinas, leucotrienos vy
lipoxinas. (Autocoides)

Cuando las células son activadas por diversos estimulos, los lipidos de sus
membranas se remodelan rapidamente para generar mediadores lipidicos
bicldgicamente activos que actuan como sefiales intra o extracelulares. Los tienen
una distribucion muy amplia y se han detectado en casi todos los tejidos y liquidos
corporales. Su produccidon aumenta en reaccién a diversos estimulos y generan
efectos bioldgicos muy heterogéneos.

Los productos derivados del acido araquidonico (AA) ejercen su accidén sobre
diversos procesos biolégicos, como la inflamacidn y la hemostasis.

El AA se libera de los fosfolipidos de la membrana por la accion de fosfolipasas
celulares, a través de estimulos mecanicos, quimicos o fisicos o por accion de
otros mediadores. Los metabolitos del AA también denominados eicosanoides,
son sintetizados mediante dos clases principales de enzimas: ciclooxigenasas

(prostaglandina y tromboxanos) y lipoxigenasas (leucotrienos y lipoxinas).
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Los eicosanoides pueden mediar casi cualquier paso de la inflamacién. Se pueden
encontrar en los exudados inflamatorios y su sintesis es aumentada en las zonas
de inflamacion. Los puntos intracelulares sobre los que actdan las enzimas para
dar lugar a la produccion de mediadores eicosanoides son las regiones
especializadas, conocidas como cuerpos lipidicos, que contienen todas las
principales enzimas generadoras de eicosanoides y que se forman rapidamente
en respuesta a agentes como el Factor Activador de Piaquetas (FAP). Se
considera que la compartimentalizacion de la formacién de eicosanoides en los
cuerpos lipidicos proporciona una reserva de araquinodato que podra ser utilizada

para producir mediadores sin afectar a otras membranas celulares.

La via de la ciclooxigenasa es mediada por dos enzimas (COX - 1 y COX -2), y
genera prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos. Las prostaglandinas se
clasifican en diversas series segun sus caracteristicas estructurales y se codifican
por una letra (PGD, PGE, PGF, PGG y PGH),y por un subindice numeérico que
indica el numero de dobles enlaces del compuesto. Los prostanoides mas
importantes en la inflamacién son PGE;, PGD. PGF ;¢ (prostaglandinas) y PGl
(prostaciclina) y TxA; (tromboxanoc), todos los cuales proceden de la accién de una
enzima especifica. Algunas de estas enzimas muestran una distribucién tisular
restringida.

Las prostagiandinas también participan en la patogenia del dolor y la fiebre en la

inflamacion.

En la via de la lipoxigenasa los productos iniciales son generados por tres
lipoxigenasas, 5-LO, 12-LO y 15-LO diferentes, que estan presentes en sélo
algunos tipos celulares. La 5-lipoxigenasa (5-LQ) es la enzima predominante en
los neutréfilos. Durante la activacién celular ésta se transloca a la membrana
nuclear e interactua con una proteina reguladora asociada a la membrana para
formar el complejo enzimatico activo que convierte el AA en el precursor (5-

HPETE) det producto principal S—-HETE, que es un quimiotactico para los
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neutrofilos, se convierte en una familia de compuestos denominada en conjunto

leucotrienos.

Las interacciones célula — célula son importantes en la biosintesis de los
leucotrienos. Los productos del acido araquidénico pueden pasar de un tipo
celular a otro, y tipos celulares diferentes pueden colaborar entre si para generar
eicosanoides. De esta manera las células que no son capaces de generar un tipo
particular de eicosanoide pueden producir estos mediadores a partir de productos
intermedios generados en otras células, incrementando de esta manera los tipos y

cantidades de eicosanoides producidos en las zonas de inflamacion.

Las lipoxinas son miembros de la familia de productos bioactivos generados a
partir del AA, y los mecanismos de biosintesis transcelular son clave para su
produccién. Por si solas las plaguetas no pueden formar lipoxinas, pero cuando
interactuan con los leucocitos pueden generar estos metabolitos a partir de
productos intermedios derivados de los neutréfilos. Los contactos célula — célula
incrementan el metabolismo transcelular, y el bloqueo de la adhesidon inhibe la
produccion de lipoxina. Las lipoxinas tienen diferentes acciones proinflamatorias y
antiinflamatorias. Inhiben la quimiotaxis y adhesion de los neutréfilos, pero
estimulan la adhesiéon de los monocitos. Existe una relacidn inversa entre la
cantidad de lipoxina y la cantidad de leucotrieno que se forma. (Hardman y col.,
1996)

Factor activador de plaquetas. (PAF)

Es otroc mediador bioactivo derivado de los fosfolipidos. Actia a traves de un
receptor acoplado a la proteina G, y su accidén esta regulada por una familia de
acetilhidrolasas PAF de inactivacion. Diversas células, como plaguetas, basoéfilos
(y mastocitos), neutrofilos, monocitos / macrofagos y células endoteliales, pueden
elaborar PAF en forma secretada y en forma intracelular. Ademas de la
estimulacion plaquetaria, el PAF produce vaso y broncoconstriccidon, y en

concentraciones extremadamente bajas induce vasodilatacién e incremento de la
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permeabilidad venular, con una potencia de 100 a 10 000 veces superior a [a de |a
histamina. Este mediador pude dar lugar a la mayor parte de las caracteristicas

cardinales de la inflamacién; también estimula la sintesis de otros mediadores.

Citocinas

Son proteinas producidas por muchos tipos celulares {principalmente, linfocitos y
macrofagos activados, pero también células endoteliales, epiteliales y del tejido
conjuntivo) que regulan la funcién de otros tipos celulares. Estan implicadas en las
respuestas inmunitarias celulares y producen efectos adicionales que
desempenan un papel importante en la inflamacion aguda y cronica.

Las citocinas secretadas por los linfocitos se llaman linfocinas y las secretadas por
los monocitos/macrofagos son las monocinas. Las citocinas constituyen un grupo
de proteinas de bajo peso molecular (factores estimuladores, factores de
crecimiento, interleucinas e interferones) que tienen como funcién establecer la
comunicacién entre las células. Con este proposito, estas proteinas se unen a
receptores especificos localizados en la superficie de la célula blanco. La
produccion excesiva de citocinas proinflamatorias provoca que se den respuestas
inflamatorias exacerbadas como ocurre en el caso de la Artritis Reumatoide. Las
citocinas IL-1 y TNF-a se han vinculado con el proceso de la inflamacion aguda y
cronica, son producidas por los monocitos/macrofagos entre otras celulas y
constituyen la primera linea de defensa contra los patdgenos del sistema inmune
innato (Fischer y cols., 1995; Wang, 1999; Arend, 2001). Ambas citocinas tienen
efectos biolégicos multiples sobre multiples células blanco. El interferén y (IFN-y)
es otro ejemplo de citocina con actividad proinflamatoria, incrementa la actividad
del TNF-a e induce la produccién de é6xido nitrico (NO). Por el contrario, las
citocinas IL-4, IL-10 y la [L-13 son potentes antiinflamatorios y suprimen la accién
de IL-1, TNF-a y de las quimiocinas. La IL-10 inhibe la sintesis de varias citocinas
incluyendo al IFN-y, IL-2, IL-3, TNF-a y GM-CS producidos por la activacion de los
macrofagos y por las células T cooperadoras, actua ademas como un potente

inmunosupresor (Cinesy col., 1998 y Abul y Abbas, 2004).
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Las quimiocinas

A su vez, son un grupo de polipéptidos pequefios que funcionan como
quimioatractores de varios tipos de leucocitos; ademas, regulan la expresion y la
conformacién de las integrinas en [a membrana de los leucocitos. Las quimiocinas
inducen la adhesién de varios leucocitos al endotelio vascular, seguido de la

migracién de éstos al tejido (Kuby, 1997).

Oxido nitrico (NO)

Es un mediador pleiotrépico de la inflamacién. E1 NO es un gas sintetizado no
solamente por las células endoteliales sino también por los macréfagos y grupos
neuronales especificos del cerebro.

Este mediador desempena un importante papel en la funcién vascular durante las
respuestas inflamatorias, es un potente vasodilatador, reduce la agregacion vy
adhesion plaquetaria, inhibe varias caracteristicas de la inflamacién inducida por
mastocitos, y actia como regulador en el reclutamiento de leucocitos. Actua

también en la respuesta del huésped frente a la infeccion (Cines y col., 1998)

Inflamacion crénica.

A diferencia de la inflamacion aguda, que suele ser auto limitada y de corta
duracion, la inflamacion crénica se auto perpetua y puede durar semanas, meses
e incluso anos. Puede desarrollarse como resultado de un proceso inflamatorio
agudo recurrente o progresivo o de respuestas a estimulos multiples de baja
intensidad que no evocan una respuesta aguda.

La caracteristica de la inflamacién cronica es una infiltracién de células
mononucleares (macréfagos) y linfocitos en lugar del aflujo de neutrédfilos que
suele observarse en la inflamacién aguda. La inflamacion cronica tambien implica
la proliferacion de fibroblastos en lugar de exudados. Como resuitado el riesgo de
cicatrizaciéon y deformidad suele ser considerado mayor que en la inflamacion
aguda. Los agentes que inducen a la inflamacién crénica son sustancias irritantes
persistentes de baja intensidad, que no pueden penetrar en profundidad ni

diseminarse con rapidez. Entre las causas de la inflamacién crénica figuran los
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cuerpos extrafios como el talco, la silice, el asbesto y los materiales de sutura
quirdrgica. La presencia de tejido lesionado como el que rodea una fractura en
consolidacién también puede inducir inflamacion cronica. Se piensa que los
mecanismos inmunitarios desempefian un papel importante en la inflamacién
cronica. Los dos patrones de inflamacién crénica son: una inflamacion cronica

inespecifica y la inflamacion granulomatosa (Decker, 2000).

Inflamacion cronica inespecifica.

Implica una acumulacién difusa de macréfagos vy linfocitos en el sitio de la lesién.
La quimiotaxis continua causa la infiltracion de macrofagos en el sitio inflamado,
donde se acumulan debido a la supervivencia prolongada y a la inmovilizacién.
Estos mecanismos conducen a la proliferacion de los fibroblastos, con la
formacién posterior de cicatriz que en muchos casos reemplaza al tejido conectivo
normal o los tejidos parenquimatosos funcionales de las estructuras afectadas
(Robbins, 1995)

Inflamacién granulomatosa.

Un granuloma es una lesién de 1 a 2 mm en la que hay un conglomerado de
macrofagos rodeados por linfocitos. Estos macréfagos modificados se asemejan a
las células epiteliales.

Este tipo de inflamacién se asocia con cuerpos extrafios como astillas, suturas,
silice y asbesto y microorganismos que causan tuberculosis, sifllis, sarcoidosis,
infecciones micéticas profundas y brucelosis. Estos tipos de agentes tienen una
caracteristica comun: son digeridos en forma deficiente y por lo general no son
controlados con facilidad por otros mecanismos inflamatorios (Garcia-Conde vy
col., 2004).

Manifestaciones locales de la inflamacion

Las manifestaciones locales de la inflamacién aguda o cronica dependen de su

causa y del tejido particular afectado. Estas manifestaciones pueden variar desde
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la tumefaccion y formacion de exudado a la formacién de un absceso o de una
Ulcera.

La respuesta inflamatoria aguda se caracteriza por la produccion de exudados,
estos varian respecto al liquido, las proteinas plasmaticas y el recuento celular.
La inflamacién aguda puede producir exudado seroso, hemorragico, fibrinoso,
membranoso o purulento. El exudado inflamatorio a menudo esta compuesto por

una combinacion de estos tipos.

Manifestaciones sistémicas de la inflamacioén.

En condiciones 6ptimas la respuesta inflamatoria permanece confinada en un area
localizada. Sin embargo cuando los mediadores inflamatorios son liberados en la
circulacion la lesién local puede producir manifestaciones sistémicas importantes
como en la inflamacion aguda lo son: las alteraciones del recuento de globulos

blancos (leucocitosis o leucopenia) y la fiebre (Mattson, 20086).

Dolor

La subjetividad inherente del dolor constituye un impedimento fundamental para
conocer en detalle sus mecanismos y su control. Las expresiones que cada
persona emplea para describir lesiones semejantes suelen variar radicalmente, y
para gue se produzca la comunicacion apropiada se necesita un lenguaje comun y
un sistema de clasificacion utilizado de forma congruente. Los clinicos y los
investigadores biomedicos suelen emplear diversos términos que a veces tienen

significados idiosincraticos.

Segun la International Association for the Study of Pain (IASP) se define el dolor
como “una experiencia sensorial y emocional desagradable, vinculada con la
lesién real o potencial de tejidos o descrita en términos de dicho dafio”.

El dolor se produce cuando llegan a distintas areas corticales del Sistema
Nervioso Central un ndamero de estimulos suficientes a través de un sistema

aferente normatmente inactivo, produciéndose no solo una respuesta refleja, ni
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sdlo una sensacion desagradable, sino una respuesta emocional con varios
componentes:
¢ Componente sensorial - discriminativo: hace una referencia a cualidades
estrictamente sensoriales del dolor, tales como su localizacién, calidad,
intensidad y su caracteristica tempo-espacial.
« Componente cognitivo - evaluativo: analiza e interpreta el dofor en funcién
de o que esta sintiendo y lo que puede ocurnr.
» Componente afectivo — emocional: por el que la sensacién dolorosa se
acompana de ansiedad, depresién, temor, angustia. Respuestas en relacion
con experiencias dolorosas previas, con la personalidad de! individuo y con

factores socio-culturales {Loépez, 1996).

El dolor puede clasificarse segun su evolucién en agudo y crénico:

Dolor agudo: estd caracterizade por un tiempo limitado y desaparece con la
resolucion del proceso patoldgico (Almeida y col., 2004); es desencadenado por la
lesién de tejidos y por la activacién de transductores nociceptivos en el sitio de
dafio local. La lesién local altera las caracteristicas de la respuesta de los
nociceptores y quizd sus conexiones con el sistema nervioso central y el
auténomo en la regién. En términos generales, el dolor agudo dura un lapsc
relativamente limitado y por lo comun cede cuando se resuelve la alteracién
basica. Cuando esta asociado a una enfermedad previene al individuo de que algo
anda mal. En algunos casos, el dolor limita la actividad, previniendo un daro
mayor o ayudando a la curacion. Sin embargo, el dolor agudo persistente e
intenso puede presentar efectos potencialmente dafninos que se manifiestan con
una respuesta neuroendocrina generalizada a nivel de diversos sistemas
{Cruciani y col., 20086).

En el mecanismo de dolor agudo fa lesion tisular determina la liberacion de
mediadores inflamatonos con estimulacién resultante de los nociceptores. Los
impulsos nociceptivos se transmiten a neuronas del asta dorsal de la médula

espinal y ascienden en el tracto espinotalamico hasta el sistema activador reticular
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(SAR) y el talamo. La percepcion de la localizacion y la interpretacion del

significado del dolor tienen lugar en la corteza somatosensitiva (figura 5)

Figura 5 Mecanismos del dolor agudo.

Dolor cronico: dura largo tiempo o refleja niveles bajos de alteraciones
fundamentales que no explican la presencia y extension del dolor; puede reunir
ambas caracteristicas a la vez. La persistencia del estimulo, de la enfermedad, o
de ciertas condiciones fisiopatoiégicas, puede conducir al establecimiento de un
dolor crénico. Tiene efectos fisioldgicos, psicolégicos y conductuales sobre el
paciente y su familia, ademas de un costo social enorme. Podria decirse que
mientras el dolor agudo es un sintoma de una enfermedad o traumatismo, el dolor
cronico constituye una enfermedad en si mismo. La mayoria de los pacientes con
dolor créonico no manifiestan las respuestas autondmicas y el patron
neuroendocrino caracteristicos del dolor agudo, a menos que existan
exacerbacicnes. Cuando el dolor es continuc o casi continuo, la respuesta se
extingue, apareciendo diversos cambios, muchos de ellos desencadenados por la
inactividad que se observa frecuentemente en los pacientes con dolor crénico. Hay

pérdida de masa y de coordinacion muscular, osteoporosis, fibrosis y rigidez
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articular. La menor fuerza muscular puede llevar a una alteracion respiratoria
restrictiva. Hay un aumento de la frecuencia cardiaca basal y una disminucion de
ta reserva cardiaca. En el sistema digestivo se cbserva una disminucién de
motilidad y secrecidn, constipacion y desnutricion. Con frecuencia se observa
retencién urinaria e infeccién. También suele haber depresion, confusion,
alteraciones del suefio y disfuncion sexual. La respuesta inmunitaria esta alterada

por el estrés y la desnutricion (Marchand y col., 2005; Cruciani y col., 2006).

» Mecanismos del dolor somatico, neuropatico, inflamatorio vy

psicogénico

Dolor somatico o nociceptivo: es la respuesta normal del organismo a un dafo
o lesion y tiene por objetivo prevenir mayor dafio; aparece cuando un estimulo
potencialmente dafino para la integridad fisica excita los receptores nociceptivos.
Estrictamente, debiera incluir el dolor originade en cualquier parte del cuerpo que
no sean nervios o sistema nervioso central; sin embargo, frecuentemente se habla
de dolor somatico propiamente dicho cuando los receptores estan en la piel,
musculos o articulaciones, y de dolor visceral cuando los receptores activados por
el estimulo estan en una viscera. El dolor somatico es habitualmente bien
localizado y el paciente no tiene grandes dificultades en describirlo. El dolor
visceral, en cambio, es frecuentemente menos localizado y puede ser referide a un
area cutanea que tiene la misma inervacién. El dolor nociceptivo ocurre como
consecuencia de la activactdon de receptores especificos (‘desnudos”) que no
tienen proteccibn mielinica ni estructuras adicionales especializadas. Los
estimulos nocivos son traducidos en actividad eléctrica en las terminaciones
periféricas de las fibras C sin cubierta de mielina y las fibras AS. Esta actividad es
conducida a la médula espinal y transmitida a la corteza y se produce asi la

sensacion de dolor (figura 6).
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Figura 6. Dolor nociceptivo

Cuando se produce una lesion en un tejido se liberan elementos intracelulares
como K' H* ATP; que activan o sensibilizan a los nociceptores exagerando la
respuesta dolorosa. Ademas, en presencia de una respuesta inflamatoria se
activan mastocitos, los cuales liberan sustancias vasoactivas como la histamina y
sustancia P, que sensibilizan aun mas a les nociceptores. El aumento de la
magnitud de la respuesta a un estimulo doloroso se Ilama hiperalgesia, mientras
que la disminucién del umbral para que se produzca un impulso doloroso se
conoce como hiperpatia.

La activacién de los nociceptores genera potenciales de accion que se propagan
hacia el cuerpo de la neurona seudodipolar que se halla localizada en el ganglio
de la raiz dersal (GDR), para luego ser transmitidos hacia el asta posterior de la
espina dorsal. El asta posterior esta organizada en laminas de neuronas que
reciben proyecciones especificas de distintos tipos de fibras. Es asi que las
neurcnas localizadas en las laminas | reciben informacion nociceptiva
directamente mediante fibras de clase C (finas, multimodales, sin cubierta de
mielina), mientras que las localizadas en laminas { y IV reciben informacion
dotorosa directa e indirectamente mediante fibras C o Ad (gruesas, mielinizadas y

especificas para estimulos mecanicos ). Es en este nivel que los axones de las
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GRD hacen sinapsis con las neuronas de proyeccién. En condiciones normales la
activacién de un organo por un estimulo doloroso resulta en la liberacion de
glutamato y sustancia P, los cuales activan receptores especificos localizados en
la postsinapsis. La cantidad de neurotransmisor (glutamato y sustancia P) liberada
a este nivel es regulada positivamente por los neuropéptidos CGRP, CCK,VIP,SP
o negativamente por la encefalinas, las que se unen a receptores especificos
ubicados en la pre y postsinapsis. Por lo tanto, las encefalinas no son los
neurotransmisores que transmiten impulsos dolorosos, sino que modulan la
respuesta. En la presinapsis las encefalinas bhloguean la entrada de calcio
extracelular disminuyendo su conductancia o indirectamente activando Ila
conductancia al potasio. La entrada de calcio extracelular es necesaria para
permitir que las vesiculas que contienen glutamato y sustancia P se fusionen con
la membrana del botén pre-sinaptico, permitiendo asi su liberacion a la biofase. El
efecto sohre la postsinapsis es mas complejo. La generacion de un potencial de
accion es &l resultado de la sumatoria de pequenos cambios en el potencial de
membrana, 10s que llevan el potencial de membrana a un valor menos negativo
(e]. de =70 a —60 mV), acercandolo al umbral de generacion de un potencial de
accidon. (Scholz y col., 2002; Julius vy col., 2001; Woolf y Ma, 2007 y Lee y col.,
2005).

Dolor neuropatico es el que resulta de lesiones o alteraciones crénicas en vias
nerviosas periféricas o centrales. Puede desarrollarse y persistir en ausencia de
un estimulo nocivo evidente. El paciente frecuentemente usa términos poco
usuales para describirlo, por ser una experiencia nueva. Los sintomas pueden ser
focales 0 mas generalizados. Caracteristicamente, el sintoma se presenta como
una sensacion basal dolorosa o guemante (disestesia), con hiperalgesia
(respuesta exagerada) o percepcion de un estimulo cualquiera como doloroso
(alodinia). Estos términos se agrupan en el de hiperpatia y son caracteristicos de
una hipersensibilidad alterada.

El dolor neuropatico se genera como resultado de cambios que ocurren en la

transmision normal de! impulso doleroso (figura 7). Estas alteraciones han sido

24



detectadas en ias terminaciones nervicsas periféricas, en el GRD, en el asta
posterior de la espina dorsal y en la corteza somatosensorial (S1). Ademas de
cambios en las neuronas afectadas, se observan modificaciones en las
propiedades eléctricas de las neuronas nommales remanentes. (Sah y col., 2003;
Campbell y Meyer., 2006; Cruciani y Nieto, 2006 y Sholz y Woolf, 2002).

Dolor neuropatico

Dafc en la medula espinal

Wi /| Sindrome del \ |

“SE40 0 tunet Carpianio

1
Figura 7. El dolor neuropatico surge de lesiones o disfunciones del sistema

nervioso

Dolor inflamatorio: es producido por un dano mecanico o por infeccién, istemia,
crecimiento de un tumor o por un proceso autoinmune, multiples mediadores
quimicos y células inflamatorias son liberadas. Esto da como resultado una “sopa
inflamatoria” rica en citocinas, factor de crecimiento, quininas, purinas, aminas,
prostanoides, iones incluyendo protones. Algunos de los mediadores inflamatorios
son activados directamente por nociceptores, induciendo de esta manera el dolor.
Otros actuan de manera conjunta para producir una sensibilizacién en el sistema
nervioso (figura 8), (Sholz y Woolf, 2002).
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Figura 8. Mecanismos de dolor inflamatorio

Dolor psicogénico: ocurre cuando el paciente describe problemas psicolégicos
como ansiedad o depresion en términos de dafg tisular, verbalmente o a través de
su comportamiento. Si bien el dafio puede o pudo existir, el problema central es la
amplificacidn y distorsion de esos impulsos periféricos por el estado psicolégico.
(Cruciani y Nieto., 20086)

Tratamiento farmacolégico para la inflamacion y el dolor.

Actualmente existe un gran numero de farmacos empleados para tratar los
procesos inflamatorios agudos y crénicos, estos farmacos se conocen como
antiinflamatorios estercidales y no esteroidales (AINEs) actian mediante la
inhibicion de la sintesis de prostanglandinas (entre otros mecanismos).

Los méas ampliamente utiizados son los antiinflamatorios no estercideos
(AINES). El mecanismo de accién de un importante nimero de los AINES ocurre a
nivel de la enzima ciclooxigenasa (COX), cuya inhibicién produce decremento en
la sintesis de las prostaglandinas.

Los farmacos AINEs forman un grupo de agentes distintos desde el punto de vista
quimico que difieren en sus actividades antipirética, analgésica y antiinflamatoria.
Actuan primordialmente al inhibir las enzimas del grupo de la ciclooxigenasa, pero

no al grupo de la lipooxigenasa.

26



Son farmacos que incluyen mas de 60 compuestos diferentes, de los cuales
ninguno es el ideal para controlar o modificar los signos y sintomas de la
inflamacion, sobre todo aquellcs que se presentan en las enfermedades
articulares. De manera adicional, son muy conocidos por los efectos adversos que
desarrollan.

Son efectivos en el tratamiento del dolor secundario a procesos inflamatorios (pero
tambien son Utiles en el dolor neurdégeno, miégeno y de cabeza).

Por lo general estos efectos se relacionan con su accién primaria: inhiben la
ciclooxigenasa de araquinodato (COX),esta enzima es la resposable en convertir
el acido araquidonico en prostaglandinas (PG) y tromboxano (TxA;). Existen dos
tipos de enzima COX, las llamadas COX-1 y COX-2. La COX-1 es una isoforma
que se expresa en la mayor parte de los tejidos y de las plaquetas, participante en
la sefalizacién de célula-célula y en homeostasis de los tejidos. La COX-2 se
induce en las células inflamatorias cuando son activadas por las citocinas
primarias inflamatorias, interleucina 1 y el factor alfa de necrosis tumoral. Casi
todos los AINEs actuales son inhibidores de ambas isoformas, aungue en

diferente grado (Hooper y col., 2004 y Kalant., 1998)

La accién antiinflamatoria y analgésica de los AINEs depende de manera principal
de su inhibicion de la COX-2 y es probable que sus efectos adversos se deban a
la inhibicién de COX-1. Nuevos agentes con accion selectiva sobre COX-2, como
la pipelina, han mostrado efectos antiinflamatorios y analgésicos, sin efectos

gastricos adversos. (Gupta y Crofford., 2001 y Hla y col., 1999)

De esta manera encontramos compuestos: relativamente selectivos para COX-1:
aspirina, indometacina, sundilaco, piroxicam y tolmetin; menos selectivos para
COX-1: ibuprofeno, paracetamol; de igual accién para ambas enzimas: naproxeno,
flurbiprofeno, diclofenaco, nabumetona y mas selectivos para COX-2: nimuselida,
parecoxib y otros compuestos.

La actividad antiplaquetaria de los AINEs: se debe a la disminucion en la

produccién de tromboxano, mediador en la funcidon plaquetaria que normalmente
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influye en los cambios morfolégicos de las plaguetas ,liberacién de granulos y
agregacion.

Los efectos analgésicos se deben a la inhibicion de |a sintesis de prostaglandinas.
Tal vez la prostaglandina E; es mediadora de la hiperalgesia por sensibilizacion de
las terminales nerviosas a la accién de bradicinina, histamina y otros mediadores
quimicos liberados durante la inflamacion. Los AINEs son efectivos en artritis,
bursitis, dolor de origen muscular y vascular, dental, disminorrea, dolor posparto,
por metastasis Gseas y todos los trastornos que guardan relaciéon con un aumento
en la sintesis de prostaglandinas.

Los efectos antipiréticos de deben a la disminucion de la prostaglandina E3, que
actua en el centro termorregulador del hipotalamo para elevar la temperatura
corporal.

La actividad antiinflamatoria se debe a varios mecanismos que pueden incluir
disminucién en la sintesis de prostaglandinas en el tejidc inflamado, inhibicién de
otros mediadores de la inflamacién e inhibicién en la migracién de los leucocitos
(Mycek y col., 2004 y Bateman y Kemedy, 1995).

Para tratar el cuadro de inflamacion crénica se emplean, ademas de los AINES,
las sales de oro, penicilamina, metotrexato, la cloroquina y los antinflamatorios

esteroideos o corticoestercides (Karres y col., 1998).

Los glucocorticoides son potentes antiinflamatorios que inhiben la expresion de
citocinas proinflamatorias y de moléculas de adhesién. El mecanismo de accion se
basa en la interaccién del complejo cortisol-receptor glucocorticoide con el factor
de transcripcion nuclear NF-«B que es el activador de los genes que codifican
para citocinas y moléculas de adhesion (Bourke y Moynagh, 1999; Rhen vy
Cidlowski, 2005). El NF-«xB se une a las secuencias del DNA y estimula Ia
transcripcion de citocinas, quimiocinas, moléculas de adhesién y factores del

complemento, asi como la transcripcion de la COX-2 (Tanabe y Tohnai, 2002).
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Efectos adversos de los farmacos utilizados para el tratamiento de la
inflamacién y el dolor.

Los principales efectos adversos de los AINES son los gastrointestinales, renales,
hematologicos y del sistema nervioso central. Dentro de los efectos adversos
gastrointestinales se encuentra la Gicera gastrica o duodenal con hemorragia o
perforacion, sangre oculta en heces, gastritis, pirosis, ardor, malestar epigastrico
indigestion y sensacién de llenado, dolor abdominal, sangrado profuso.

Los estudios endoscépicos muestran lesiones de un 20-30% de los casos, las
cuales se caracterizan por eritema de mucosa, erosiones, y hasta ulceraciones
pepticas. La ausencia o presencia de esta sintormatologia no es una buena
prediccion del riesgo de sangrado grave, y hay una falta de correlacién mas
evidente en el anciano; este riesgo también aumenta en casos con antecedentes
de sangrado, Ulcera péptica o administracion simultanea de corticoides y AINEs y
dosis altas de ambos. Se requiere confirmar la presencia de Helicobacter pylori y
las complicaciones gastrointestinales. Estos sintomas se reducen si los AINEs se
toman con alimentos, antiacidos 0 ambos.

Los efectos adversos renales son: infeccidn urinaria, hematuria, cistitis, azoemia,
nocturia, proteinuria, poliuria, disuria, variacién de la frecuencia urinaria, oliguria,
anuria.

Los AINEs afectan la funcion del rifidn y producen dafio tisular. Las alteraciones
funcionales son las mas importantes y de mayor prevalencia. La insuficiencia renal
aguda y las alteraciones de liguidos y electrélitos, (retencion de sodio e
hiperpotasemia) se producen de manera principal en el anciano, en alteraciones
de la funcidn renal preexistente o en reducciones de la perfusion renal como en la
hipovolemia e insuficiencia cardiaca (Katzung, 2007 y Rodriguez y col., 2005).

El dafio tisular es mas raro y sus manifestaciones incluyen nefritis aguda
intersticial con o sin proteinuria en la nefrosis de origen inmunolégico,
posiblemente mediado por células T, minimos cambios de glomerulonefritis con
sindrome nefrético, necrosis papilar, necrosis tubular aguda y vasculitis.

La terapia simultdnea con diuréticos constituye otro factor de riesgo. La

insuficiencia renal puede conducir a un aumento en la creatinina plasmatica a los
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pocos dias de iniciada la terapia con AINEs; en casos graves, el potasio se
incrementa y se presenta aumento de peso conforme el flujo renal disminuye. La
identificacion y suspensién temprana del AINEs por lo general conlleva una
mejoria. La retencidon de sodio y agua efecto adverso de los AINEs, puede
presentarse en el 25% de los pacientes, dependiendo de su estado de salud,
edad, presencia de alteraciones renales, diabetes, uso simultaneo de inhibidores
de la enzima convertidora de angiotensina, diureticos conservadores de potasio y
ciclosporina.

Efectos adversos hematoldgicos: neutropenia, eosinofilia, leucopenia,
pancitopenia, trombocitopenia, agranulocitosis, granulocitopenia, anemia aplasica,
anemia hemolitica, epistaxis, menorragia, hemorragia, magulladuras, hemédlisis,

equimosis.(Galiin,1992; Hardman y col., 1996).

Los antiinflamatorios esteroides presentan los siguientes efectos adversos:
estrefiimiento, sedacién, depresion respiratoria, alucinaciones (Perrot, 1999),
inducen disminucion de la competencia inmunolégica, supresién inespecifica de la
respuesta inflamatoria, incrementan la produccion de acido clorhidrico y pepsina,
reducen la barrera protectora de moco en el estémago, la absorcién de Ca®*y la
consolidacion de las fracturas, retrasan el crecimiento en nifos y crean tolerancia
y dependencia. (Bourke y Moynagh, 1999; Rhen y Cidlowski, 2005).

Modelos experimentales de inflamacion y nocicepcion.

Modelos de inflamacidn aguda.

Edema auricular inducido con TPA

Uno de los agentes flogisticos mas utilizado para inducir inflamacién es el 13-
acetato de 12-O-tetradecanocilforbol (TPA) que es uno de los constituyentes
activos presentes en el aceite de Crofon tiglium L (Euphorbeaceae). La aplicacién
topica del compuesto induce inflamacion de la piel y una respuesta
hiperproliferativa en los animales de experimentacién, manifestaciones que se

asemejan a enfermedades tales como la psoriasis.
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El mecanismo de accién del TPA no es del todo claro, pero se ha asociado con la
liberacién de eicosanoides. En la respuesta inflamatoria aguda el TPA estimula a
la fosfolipasa A; liberando acido araquidénico con lo que se inicia la sintesis de
prostaglandinas y de leucotrienos (Flrstenberger y col., 1981; Carlson y col.,
1985; Schadow y col., 2001) entre los cuales la PGE; es el mediador relevante.
Ashendel y Boutwell (1979) reportan un pico elevado de PGE; en la epidermis a
las 6 h y 24 h después de administrar el TPA. Observaciones realizadas por
Flrstenberg y cols. (1994) sefalan que el TPA incrementa el contenido epidermal
de tos cisteinil leucotrienos LTC4, LTDs y LTE,, pero no el del LTB,4. Por otra parte,
se sabe que TPA activa a la proteina cinasa C (PKC) induciendo la exocitosis,
modulacién de la conductancia iénica, contraccion de la musculatura lisa y
proliferacion celular, eventos todos que estan fuertemente implicados en el
proceso inflamatorio (Recio y cols., 1995).

Inhibidores de la biosintesis de prostaglandinas y leucotrienos pueden mostrar
actividad en este modelo, por lo que es utilizado para |la evaluacidon de diferentes
farmacos antiinflamatorios (Carlson y col., 1985).

La aplicacion de TPA (1ul) en la oreja del ratén induce en las primeras 2 h
vasodilatacion, eritema, edema y agregacion plaquetaria, 3 a 4 h después, la oreja
se engruesa como resultado de la infiltraciéon de liquido. Entre 4 y 6 h aumenta la
agregacion y adhesién de los leucocitos polimorfonucleares (neutrdfilos y
eosindfilos principalmente) a las paredes de los vasos, el edema alcanza su
maximo y se incrementa también la actividad de las células cebadas
{degranulacién). La acumulacion de leucocitos en la dermis se manifiesta entre 6 y
24 h después del TPA y a partir de las 24 h, se incrementa el proceso de la
divisién celular en la epidermis (Young y De Young, 1989; Gabor, 2000).

Carlson y col. (1985) investigaron los efectos de diferentes clases de farmacos
antiinflamatorios administrados oralmente o topicamente en el tratamiento del
edema auricular inducido por TPA. Los farmacos fueron administrados 30 minutos
después de la aplicacion del TPA. Diversos inhibidores de la ciclooxigenasa como

la indometacina, aspirina y peroxicam, no presentaron efecto cuando fueron

31



administrados por via oral, pero inhibieron el edema cuando estos fueron

aplicados topicamente.

Edema inducido con carragenina:

El edema inducido con carragenina es un modelo farmacolégico in vivo, utilizado
para predecir el efecto de nuevos agentes antiinflamatorios sobre la inflamacién
aguda y de manera preliminar determinar si actuan sobre los mediadores de este
tipo de inflamacion (Morebise y col., 2002; Asres y col., 2005 y Loro y col., 1995)
La inflamacion producida por la carragenina se debe fundamentalmente a que esta
sustancia estimula la produccion de prostaglandinas (Hambleton y Miller, 1989;
Sato y col.,, 1980; Sedgwick y Lees, 1986) las cuales derivan del metabolismo del
acido araquidonico los que promueven los procesos inflamatorios-inmunologicos y
angiogénicos; este modelo involucra dos fases (Garcia y col., 2004).

La presencia del edema es uno de los primeros signos de la inflamacion (Sur y
col., 2002). La primera fase la cual ocurre entre 0 y 2.5 h despues de la
administracion del agente flogistico; y esta atribuida a la accién de mediadores
como la histamina, serotonina y bradiquina sobre la permeabilidad vascular; los
cuales son responsables de la respuesta inflamatoria inmediata ( Crunkhon y col.,
1971 y Maitiy col,, 1998} también se observa aumento de la sintesis de
prostaglandinas en el entorno del tejido dafiado, mientras las quininas y
prostaglandinas prolongan la respuesta (Brito y Antonio 1998; Cifuente y col.,
2001).

El edema maximo es alcanzado aproximadamente tres horas después de la
administracion de la carragenina y posteriormente declina.

La ultima fase, es resultado de una sobreproduccion de prostaglandinas en el
tejido y puede continuar hasta las 5 h después de la administracion de la
carragenina (Pérez-Guerrero y col., 2001), esta fase también esta mediada por

bradiquinina, leucotrienos y polimorfonucleares (Brito y Antonio, 1998)



inflamacién crénica.

Edema auricular en ratén producido por la aplicacion multiple de TPA

Algunos de los padecimientos de la piel son enfermedades cronicas inflamatorias
que no tienen tratamientos completamente acertados como la psoriasis vy
dermatitis atopica.

Altos niveles de citocinas inflamatorias y especies de oxigenc reactivo son
propuestos como contribuidores de los mecanismos patofisiologicos asociados
con varios desordenes inflamatorios de la piel.

La inflamacién cutanea es producida y mantenida por la interaccién de varias
células inflamatorias que migran hacia el sitio de la inflamacién en respuesta a una
alta liberacion dé mediadores pro-inflamatorios como citocinas, prostaglandinas y
leucotrienos.

Por lo tanto citocinas pro-inflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNF)-a
juega un papel importante en [a patogénesis de enfermedades de la piel y [a
modulacion de estos mediadores puede ser una terapia efectiva en el tratamiento
de enfermedades de la piel.

Estudios previos reportan que las lesiones provocadas por padecimientos agudos
y cronicos como la dermatitis atépica contienen células T activadas y mastocitos
degranulados. Esta compleja patologia inflamatoria es dificil de establecer en un
corto plazo en modelos pre-clinicos para su evaluacion (Masa y col., 2006; Sujong
y col., 2006; Yeon y col., 2009; Brallyen y col., 2007). El TPA produce un modelo
de inflamacidén en la oreja del ratdon y conduce al reclutamiento de
polimorfonucleares como macréfagos y predominantemente células T en el
séptimo dia del modelo crénico.

Por lo que este modelo simula varios aspectos de la dermatitis atépica humana, es
un modelo in vivo confiable que provee diversas oportunidades para evaluar
tratamientos preventivos para esta enfermedad y para el tratamiento de lesiones
causadas por la enfermedad crénica.

La exposicién al TPA resulta en el incremento de IL-1By TNF-a esto sugiere que
ambas citocinas median significativamente la inflamacién y juegan un papel

principal en la induccién de'dermatitis por contacto con TPA.
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La aplicacion tépica de dosis repetidas de TPA (5 dosis en 10 dias) en la oreja del
raton produce una respuesta inflamatoria prolongada en la que se observa
aumentc del peso del tejido auricular, infiltracion de células inflamatorias
polimorfonucleares, hiperplasia epidérmica y fibrosis (Stanley y col., 1991; Cuéllar
y col., 1997 y Géabor, 2000).

Evaluacion de actividad antinociceptiva.

Disfuncion inducida por dolor en ratas (modelo PIFIR):

El PIFIR es un modelo adecuado y validado para evaluar efectos antiinflamatorios
y antinociceptivos, simula el dolor inflamatoric y artritico que se presenta
clinicamente en la patologia de la gota.

Este ensayo preclinico puede determinar eficacia, potencia y duracion de la
accidon antinociceptiva de los diferentes compuestos a evaluar. (Ventura y col,,
2002).

Los AINE’s son inhibidores no selectivos de la ciclooxigena y reducen la
produccion de prostaglandinas, las cuales sensibilizan las terminaciones nerviosas
del sitio lesionado. En la prueba del PIFIR las prostaglandinas participan en fa
activacion de los nociceptores pero no se tiene informacion especifica de como
participan estas a nivel espinal y supraespinal (Ventura y col., 2000)

Vane y col (1998) establecieron que la COX-2 era la Unica isoforma responsable
de la generacion de prostaglandinas que participan en la nocicepcién.
Posteriormente se demostrd que tanto la COX-2 como la COX-1 participan en la

generacion de la nocicepcién e inflamacidén {(Euchenhofer y col., 1998)
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Herbolaria en el tratamiento de la inflamaciéon y el dolor.

Medicina tradicional.

Las plantas constituyen un recurso valioso en los sistemas de salud. Aunque no
existen datos precisos para evaluar la extension del uso global de plantas
medicinales, la Organizacién Mundial de fa Salud (OMS) ha estimado que mas del
80% de la poblacion mundial utiliza, rutinariamente, la medicina tradicional para
satisfacer sus necesidades de atencion primaria de salud y que gran parte de los
tratamientos tradicionales implica el uso de extractos de plantas o sus principios
activos (Akerele., 1993; Sheldon y col., 1997, Shrestha y Dhillicn, 2003; Katewa y
col., 2004).

Las plantas tienen importantes aplicaciones en la medicina moderna. Entre otras,
son fuente directa de agentes terapéuticos, se emplean como materia prima para
la fabricacién de medicamentos semisintéticos mas complejos, la estructura
quimica de sus principios activos puede servir como modelo para la elaboracion
de farmacos sintéticos y tales principios se pueden utilizar como marcadores

taxonomicos en la busqueda de nuevos medicamentos. (Akerele, 1993).

Asi con el objetivo de contribuir al conocimiento de plantas con potencial de
aplicacién en el tratamiento antinociceptivo (analgésico) y antiinflamatorio, se
realizo el estudio farmacoldgico de las especies de Eupatorium glabratum H.B.K,
Senna villosa Mill y Hesperozygis marifolia Epling, y el analisis guimico del aceite

esencial de esta ultima.

Eupatorium glabratum H.B.K

Comunmente conocida como Chamisa (figura 9), habita en lugares abiertos del
bosque Juniperus y en bosques de Quercus, Abies y Pinus en Pachuca,
Zempoala, Tepeapulco, Mineral del Monte, Mineral de! Chico, Epazoyucan,
Omitlan y Huasca en el Estado de Hidalgo. Se hierve junto con tepozan, pird,
escoba, hiolochiche, jarilla y otras plantas, para bafar a las sefioras que acaban

de dar a luz (Villavicencio, 2002). Hay informes sobre otras especies de este
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género con las siguientes actividades farmacolégicas antinociceptiva,
antiinflamatoria, antirepelente, antidiarreico, antiulceroso, broncodilatador,
tratamiento de insuficiencia hepatica, ictericia, malaria y tos (Clavin y col., 2000;
Muschietti y col., 2001; Metwally y Ekejiuba, 1981 y Ferraro y col., 1988).

Estudios fitoquimicos del extracto cloroférmico de E. glabrafum reportan la
presencia de acido benzoico, 5,7-dihidroxi-4’-metoxi flavona o acacetina, acido

ililico y acido eupaglébrico. (Guerrerc y col., 1978)

Figura S. Eupatorium glabratum conocida comunmente como Chamisa.

Senna villosa Mill,

Es comidnmente conocida con Salché (figura 10), crece en la peninsula de
Yucatan, en la medicina tradicional se utiliza en el tratamiento de infecciones en la
piel, en la aparicion de postulas, erupciones y en el proceso de cicatrizacion. En
todos los casos su aplicacion es topica. El extracto acuoso se utiliza para el

tratamiento de disminorrea y problemas inflamatorios (BADEPY, 1985).
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Un analisis fitoquimico del extracto hexanico de las hojas de S.villosa reveld la
presencia de los siguientes tipos de compuestos: esteroles, flavonoides y
antraquinonas. (Mena 1997)

Del extracto cloroférmico se aislo el acetato de 8-hidroximetilen-trieicosanilo el
cual inhibe el crecimiento de Tripanosoma cruzi. (Guzman y col., 2008). El extracto
metanolico inhibid el crecimiento de Enfamoeba histolytica y Giardia lambria
(Calzada y col., 20086).

Figura 10 Senna villosa conocida comunmente como Salche.
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Hesperozygis marifolia Epling,

Esta planta puede crecer de 20 a 30 cm (figura 11) y se usa en {a medicina
tradicional para el tratamiento de la constipacion y como tranquilizante (Chimal y
col., 1989).

Estudios fitocquimicos del extracto de acetona de H. marifolia dieron como
resultado el aislamiento de los siguientes compuestos: 2-hidroxi-3-(1°,1'-dimetilalil)-
1,4-naftoquinona, a-duniona, acetato de betulina y 5-O-desmetilnobiletina (Garcia,
1994).

Figura 11 Hesperozygis marifolia
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Planteamiento del problema.

Las enfermedades reumaticas amenazan con ser un problema de salud publica ya
que afectan a entre cinco y 10 por ciento de la poblacion mundial y reducen la
capacidad laboral de las personas afectadas. Estas enfermedades son patologias
crénicas, degenerativas y que conllevan un gran impacto social, econdomico y en la
calidad de vida de quienes las padecen. Segun la Organizacion Mundial de la
Salud, son la causa mas frecuente de incapacidad, de origen no mental, en el
mundo. Los agentes analgésicos y antiinflamatorios de uso clinico que se utilizan
para el tratamiento del dolor e inflamacion, pueden presentar efectos adversos
como: Ulcera gastrica, bloqueo de la agregacion plaquetaria, inhibicién de la
motilidad uterina, prolongando el penodo de gestacion y también inhibicion de la
funcién renal. Lo anterior hace necesaria la busqueda de nuevos compuestos
para el tratamiento de estos padecimientos, que produzcan un buen efecto
farmacolégico pero con menos efectos colaterales, En este sentido las plantas
medicinales son fuentes potenciales para la obtencion de dichos compuestos y su
estudio permite al mismo tiempo validar con métodos cientificos su uso en la

medicina tradicional mexicana.



Hipotesis.

Al menos uno de los exiractos: cloroférmico, metandlico o acuoso de Eupatorium
glabratum, Senna  villosa y Hesperozygis marifolia presentara actividad
antiinflamatoria y/o antinociceptiva, efectos que les atribuye la medicina

tradicional.

OBJETIVO GENERAL:

"Determinar el efecto antinflamatorio y antinociceptivo de 1los extractos
cloroformico, metandlico y acuoso de Eupatorium glabratum, Senna villosa y de

Hesperozygis marifolia en diferentes modelos experimentales.”

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

« Determinar la actividad antiinflamatoria de los extractos cloroformico, metandlico y

acuoso de Eupatonium giabratum, Senna villosa y Hesperozygis manfolia.

« Aislar el aceite esencial de Hesperozygis manfolia, determinar su composicion, asi

como su actividad antinflamatoria y la de sus componentes mayoritarios.

» Determinar la actividad antinociceptiva de los extractos cloroférmico, metandlico y
acuoso de Eupatorium gfabratum y Senna villosa, asi como la del componente

mayoritario del aceite esencial de Hesperozygis manfolia.
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MATERIAL Y METODOS

Material Biolégico

Eupatorium gfabratum y Hesperozygis marifolia se colectaron en el paraje de las
Comadres a orillas del bosque Abercus, El Realejo Guadaicazar, en San Luis
Potosi, la primera el 28 de enero del 2006 con nimero de voucher SLPM 24065; y
la segunda en Agosto del 2007. Su identificacion taxondmica fue realizada por el
taxénomo José Garcia Pérez, con nimero de voucher (SLPM43012) y depositada
en el herbario Isidro Palacios de la Universidad Autdnoma de San Luis Potosi. Por
su parte, Senna villosa se colectd en [a comunidad rural de Komchem, pueblo que
se encuentra a 17 km de Mérida, Yucatan, en septiembre de 2007 y fue
autentificada por el Dr. Salvador Flores Guido, con nimero de voucher 10284, el
cual fue depositado en el herbaric de la Universidad Autdbnoma de Yucatan
(Guzman y col., 2008).

Preparacion de los extractos.

En un matraz balén de 5 L se colocaron 300 g de la planta seca y molida con 3.5
L de cloroformo, metanocl o agua. La mezcla se calenté a reflujo durante 4 h. Al
término de este periodo el extracto se filtrd y el disolvente se elimind a presion
reducida en un evaporador rotatorio, en el caso del extracto acuoso se liofilizé en

un equipo Freezone 6 de Labcoenco.

Obtencion del Aceite Esencial de Hesperozygis marifolia.

Las partes aéreas frescas de la planta se sometieron a una hidrodestilacion en un
aparato tipo Clevenger. A la fase acuosa se le adicion¢ cloruro de sodio hasta
saturacion y el aceite se extrajo con éter etilico, la fase étera se secé con sulfato

de sodio anhidro, se filtrd y se elimind el disolvente a temperatura ambiente.

El analisis del aceite esencial se desarrolld en un cromatografo de gases Agient
Technology 68380N acoplado con un espectrometro de masas MS 5873N a 70 ev,

se uso una columna capillar carbowax (30 mx 0.25 umd.i.,, 0.25 um).
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El gas acarreador fue helio a un flujo de 1 mb/min. El inyector y la interfase de
transferencia del espectrometro de masas se calentaron a una temperatura de
250°C. La temperatura del horno fue de 45°C - 135°C, a una velocidad de
calentamiento de 3°C /min, durante un 1 minuto permanecié a 135°C
posteriormente se calenté a 250°C a una velocidad de 10°C por 10 min. Las

muestras fueron diluidas (1:10 v/v, en acetona) e inyectadas manualmente (1.0
bL).
Los compuestos fueron identificados por comparacién tanto de los tiempos de

retencién relativa como de sus espectros de masas con los de los compuestos

comerciales.

|dentificacién del enantiémero (R)-pulegona del aceite esencial.

El aceite esencial y las (R) y (S)-pulegonas (obtenidas de Sigma — Aldrich) fueron
analizados por cromatografia de liquidos en un cromatégrafo Agilent 1100, con
un detector de arreglo de diodos. Se utilizé una columna quiral OJ — H (Chirasel
4.6 x 260 mm). Como eluyente se usd una mezcla de hexano: isopropanol 895:5.
La velocidad de flujo fue de 0.6 mL / min y se inyectaron 5 pL de los diferentes

compuestos la deteccion se llevé a cabo a una longitud de A= 230 nm.

Reactivos utilizados.

Polivinil pirrolidena (P.V.P.) de Sigma — Aldrich

12- O- acetato de tetradecanoilforbol {TPA) de Sigma — Aldrich.
Carreganina lamda (tipo IV) de Sigma — Aldrich.

Acido Urico (99.9%) de Sigma — Aldrich.

Indometacina (89.9% TLC) de Sigma — Aldrich.

(R) — pulegona y (S) — pulegona (88 %) de Sigma — Aldrich.

() Isomentona de Chroma Dex
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Animales.

Se utilizaron ratas macho cepa Wistar (180 - 200 g) y ratones macho cepa CD 1
(25 - 30 g) Los animales fueron mantenidos a 24°C en ciclos de luz-oscuridad
12:12 h, se les suministré alimento (purina) vy agua ad libitum. Todos los
experimentos fueron desarrollados durante la fase de luz de acuerdo a la NOM-
062-Z00-1999, UPEAL-UAM-X (Unidad de Produccion y experimentaciéon de
animales de laboratorio) y siguiendo las recomendaciones del Comité de Etica de
la Asociacion Internacional para la Investigacion y Estudio del Dolor (Covino y
col., 1980), las Guias y Estandares FEticas para la Investigacién del Dolor
Experimental en Animales (Zimmermann, 1983), ademas de seguir las
recomendaciones del Comité Local de Etica (Departamento de Farmacobiologia

del Cinvestav-Sede Sur) para el manejo adecuado de animales de laboratorio.

Evaluacion de actividad antiinflamatoria.

Inflamacion aguda

Edema inducido por 12- O- acetato de tetradecanoilforbol por TPA.

Se realizd la prueba segun lo descrito por Young y De Young, 1989. Para este
modelo se utilizaron ratones macho CD-1 (20-23 g). Ocho animales por grupo. El
TPA se aplico topicamente en la oreja izquierda del raton a una dosis de 2.5 ug de
TPA/oreja, disueltos en 25 ul de acetona y la oreja derecha fue administrada con
25 uL de acetona, 30 minutos después de la aplicacién del irritante, se aplicd por
la misma via el vehiculo, la indometacina (2 mg /oreja) o los extractos disueltos en
25 ulL acetona o en una mezcla 50:50 metanol. acetona, en ambas caras de la
oreja tratada con TPA a cada grupo. Los animales fueron sacrificados por
dislocacion cervical 6 h después y se registrdé el peso del tejido auricular
realizando una perforacion de 6 mm de diametro. La inhibiciéon del edema se
determind como por ciento respecto al edema formado en los animales del grupo

control; con la siguiente férmula:

43



(W'-Wo )

WX].OO

% de inhibicién =

donde:
W' peso de la oreja tratada con TPA y con el extracto
W  peso de |la oreja tratada con TPA

Wo peso de la oreja tratada con el vehiculo

Edema inducido con carragenina:

El experimento se desarrolld segun la técnica descrita por Winter y col., 1962.
Se emplearon grupos de ratas (n=8 c/u), distribuidos de la siguiente manera:
grupo control que recibid (nicamente el vehiculo (P.V.P), control positive
administrado con indometacina (8 mg/kg) y grupos tratados con fos extractos de
las tres diferentes plantas, el aceite esencial y sus componentes mayoritarios a
diferentes dosis. Todos los tratamientos se administraron por via intraperitoneal
una hora antes de la aplicacion de 100 pyL de carragenina al 1% en la region
subplantar derecha. El desarrollo del edema se registré6 por medio del
desplazamientc de volumen en un pletismometro Ugo Basile. Se registré el
desplazamiento inicial antes de la administracién del agente flogistico y el
posterior desarrollo del edema cada hora durante 5 horas. El porcentaje de

inhibicidn se calculé de acuerdo a la férmula descrita por Olajide y col. (2000).

C; - CyJcontrol -(C, - Cy)tratado
% inhibicion = LLor Codcontrol -(C; - Co) )« 100
{(C, -~ Cy)control

Donde:
Cy; es el volumen desplazado después de administrar la carragenina a
diferentes tiempos y

Co es el volumen registrado antes de la administracion de la carragenina.
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Inflamacidn crénica.
Edema auricular en ratén producido por la aplicacion multiple de TPA (inflamacién

cronica).

En el estudio se utilizaron ratones CD-1 de 20-23 g (8 animales / grupo). De

acuerdo con Burke., 2001. Se indujo el edema por la aplicacion tépica en la oreja
derecha de 2.5 pug de TPA / oreja disueltos en 25 plL acetona vy la oreja izquierda
fue administrada con 25 pL de acetona; cada tercer dia durante 10 dias. El
vehiculo, la indometacina (0.5 mg/oreja) o los extractos (2 mg/oreja) disueltos en
acetona se aplicaron tépicamente en la oreja donde se aplicd el TPA, 30 min
después. Al cabo de 6 horas a partir de la ultima dosis de TPA, los ratones se
sacrificaron por dislocacién cervical y se determind el peso del tejido obtenido por
medio de la perforacion de 6 mm de didmetro de ambas orejas. El grado de
inflamacidn en el grupo control se determiné como la diferencia de los pesos entre
la oreja tratada con TPA y la tratada con el vehiculo, la reduccion del edema en el
grupo de animales tratados con el extracto se expreso utilizando la ecuacion

siguiente:

(W'-Wo )

9% de inhibicién = m X

100

donde:
W' peso de la oreja tratada con TPA y con el extracto
W  peso de la oreja tratada con TPA

Wo peso de la oreja tratada con el vehiculo



Evaluacién de actividad antinociceptiva.

Disfuncién inducida por dolor en ratas (modelo PIFIR}:

Este analisis se realizo de acuerdo a la técnica descrita por Lépez-Muiioz vy col.
(1993). Los animales fueron anestesiados en una camara de anestesia. Se
formaron lotes de 6 animales. La nocicepcién fue inducida por una inyeccion
intraarticular de 0.5 mL de acido drico al 20% suspendido en aceite mineral en la
articulacion fémoro-tibio-rotular de la extremidad posterior derecha. Un electrodo
fue unido al cojinete plantar de cada una de las extremidades posteriores de la
rata. Una vez recuperadas de la anestesia, las ratas se colocaron en cilindros de
30 cm de didmetro el cual se hizo girar a 4 RPM y se realiz6 la lectura del contacto

de las extremidades con el cilindro por 2 minutos cada 30 minutos.

Cuando esta fue cero; aproximadamente 2.5 horas después de la administracion
del acido urico, se considerd como tiempo cero y a partir de ese momento se
administraron por via intraperitoneal los extractos a evaluar, el agente analgesico
(indometacina 8 mg/kg), el control negativo (P.VV.P), se determiné la funcionalidad
del animal (uso de la extremidad al caminar) Las evaluaciones de 2 minutos de
duracion se realizaron cada 15 minutos Ja primera hora y cada media hora durante
las siguientes 3 horas. Se determind el % de indice de funcionalidad (%IF), el cual
es el reflejo de la nocicepcion producida y del efecto antinociceptivo generado por

los extractos o el analgésico administrado:

% I (tiempo de contacto de extremidad con acido urico )
(i = : :
tiempo de contacto de extremidad control

Se determinaron las dosis efectivas de los extractos y del anaigésico control

positivo (indometacina).

Analisis estadistico.
De acuerdo al tipo de resuitados, éstos fueron analizados por una prueba de

comparacién multiple de Dunnet o KruzKall Wallis Blos considerando una p < 0.05
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RESULTADOS

Inflamacién aguda

Edema auricular inducido por TPA

En fa tabla 1 y en la figura 12 se presentan los resultados obtenidos de la
evaluacion de la actividad antiinflamatoria de los extractos cloroférmico,
metandélico y acuoso de Senna viflosa en el modelo de edema inducido por TPA.

El extracto cloroférmico mostré una inhibicién del 48.58 £ 5.03 %, resultado similar
al obtenido con la indometacina (35.59 + 6.34 %). En cambio, se observa que los
extractos metanclico y acuoso no tuvieron actividad significativa en este modelo

farmacoldgico (1540 + 4.86 y 12.94 £ 9.21 % de inhibicidn respectivamente).
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Tabla 1.Efecto antiinflamatorio de los extractos cloroférmico, metandlico y acuoso

de Senna villosa en el modelo de edema inducido con TPA

Dosis por via topica Peso del edema % inhibicion
(mg)

Control Vehiculo 9.9+0.69 —_—

Indometacina 2 mg/oreja 6.17£0.62" 35.5946.34

Extracto cloroformico 2 mg/oreja 5.09+0.49" 48.58+5.03

Extracto 2 mgloreja 8.3710.48 15.40+4.86

Metanolico

Extracto 2 mgloreja 8.61+0.91 12.9448.21

Acuoso

* p<0.05 comparado con el vehiculo
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Figura 12. Efecto de los extractos cloroférmico, metandlico y acuoso de Senna
vilflosa en el desarrollo de edema auricular inducido por TPA "p<0.05 en

comparacion con el vehiculo.
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Los resultados obtenidos en la evaluacion de la actividad antiinflamatoria de los
extractos cloroférmico, metandlico y acuoso de Eupatorium glabratum en el
modelo de edema inducido por TPA (tabla 2 y figura 13) muestran que la inhibicion
del desarrolfo del edema inducido con TPA fue significativa cuando se aplicd el
extracto cloroformico a dosis de 2 mg/oreja {(64.32 + 5.32), Ia cual fue mayor que
la obtenida con indometacina 35.02 £ 7.91 % a la misma dosis. En cambio con el
extracto metandlico la inhibicidn fue menor {28.31 + 7.64 %) y el extracto acuoso

no mostré actividad en este modelo.
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Tabla 2 Efecto antiinflamatorio de los extractos cloroférmico, metanadlico y acuoso

de Eupatorium giabratum en el modelo de edema inducido con TPA.

Peso del edema % inhibicion
(mg)
Control Vehiculo 8.85¢0.50 = ————-
Indometacina 2 mg/oreja 5.75x0.62* 35.02+7.91
Extracto cloroférmico 2 mg/oreja 3.15+£0.47~ B4.32+5.32
Extracto metandlico 2 mg/oreja 6.34+0.67 28.31+7.64
Extracto acuoso 2 mgloreja 8.67+0.54 1.69+6.11

* p<0.05 comparado con ei vehiculo

Peso del edema (mg)
(=]

0 -

Vehiculo indometacina Cloroférmico Metandhco ACUQS0

Figura 13. Efecto de los extractos cloroférmico, metanolico y acuso de Eupatorium

glabratum en el desarrollo de edema auricular inducido por TPA *p<0.05 en

comparacién con el vehiculo



En la tabla 3 y en la figura 14 se muestran los resultados obtenidos en la
evaluacion de la actividad antiinflamatoria de los extractos cloroférmico,
metandlico y acuoso de Hesperozygis marifolia en el modelo de edema inducido

por TPA.

Tabla 3.Efecto antiinflamatorio de los extractos cloroférmico, metandlico y acuoso

de Hesperozygis marifolia en el modelo de edema inducido con TPA

Peso del edema % inhibicién

(mg)
Control Vehiculo 11.00x042 @
Indometacina 2 mg/oreja 5.67x0.41* 48.44+3.74
Extracto cloroférmico 2 mg/oreja 7.42+0.65* 32.46+5.99
Extracto metanslico 2 mg/orgja 8.86+0.44" 10.43+2.85
Extracto acuoso 2 mgloreja 10.16+0.30 7.61+2.73

* p<0.05 comparado con el vehiculo
El extracto cloroformico mostré un efecto antiinflamatorio significativo en el
desarrolio de edema inducido con TPA (32.46 + 5.99 %) el cual fue menor que el
obtenido con indometacina (48.44 + 3.74 %). El extracto metandlico mostré una

ligera actividad en este modelo y el acuoso no tuvo actividad.
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Figura 14. Efecto de los extractos cloroférmico, metandlico y acuoso de
Hesperozygis marifolia en el desarrollo de edema auricular inducido por TPA

*p<0.05 en comparacion con el vehiculo.

Con base en los resuitados obtenidos con S.villosa, E. glabratum y H. marifolia en
el modelo de inflamacion aguda con TPA se decidié evaluar la actividad
antiedematosa de los extractos cloroférmicos de las tres plantas en los modelos
de edema piantar inducido con carragenina, edema auricular en ratén producido
por la aplicacion multiple de TPA (inflamacién crénica) y la actividad
antinociceptiva en el modelo de disfuncién inducida por dolor en ratas {modelo

PIFIR). Cuyos resultados se expresan mas adelante.

Dado que los efectos fammacologicos de los aceites esenciales son muy variados,
(los mas frecuentes son: antisépticos, antiespasmodicos, sedantes, cicatrizantes,
vulnerarios, expectorantes, diuréticos, analgesicos y antiinflamatorios) tanto en su
utilizacion por via topica como en su uso por via sistémica; (Kuklinski, 2003) se
decidio obtener el aceite esencial de la planta aromética H. marifolia para

determinar su composicion, y evaluar su actividad antiinflamatoria.
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En la tabla 4 se muestra la composicion del aceite esencial de H. marifolia, se
puede observar que los compuestos mayoritarios son la (R)- pulegona (40.75%) y
la isomentona ( 30.34 %).

Se determino que la pulegona presente en el aceite esencial es el isomero (R)
mediante su analisis por cromatografia de liquidos (HPLC) para ello se empled
una columna quiral y muestras auténticas de (R)- y (S)- pulegonas para efectos
de comparacion. No se determiné cual de las isomentonas (+ ¢ -) es |la que esta
presente en el aceite. Los ensayos de la actividad antiinflamatoria se llevarén a

cabo con la (+) — isomentona.
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()



Tabla 4. Composicién del aceite esencial de Hesperozygis marifolia

Compuesto Composicion {%4)
1R-a-Pinona
B-Pinona 0.12
(1-metiletil)-Benceno 0.09
Limoneno 0.41
3-metil-Ciclohexanona, 0.16
Tirantona 3.44
3—Octanal 0.38
Mentona 4.458
1-Octen3—cl 1.06
lsomentona 30.34
Isopulegona 0.49
Cariofileno 1.38
R-Pulegona 40.75
Borneol 1.43
cis-Jasmona 0.11
No identificados 15.0




{R) — puleqona,

La pulegona (figura 15), es un monoterpenc gue esta presente en algunos aceites
esenciales obtenidos de plantas de la familia Lamiaceae (Grounschober, 1879) y
confiere actividad protectora a las plantas contra los depredadores. (Dordevic,
2007). Se ha encontrado que el aceite esencial de Pennyroyal que se emplea
como expectorante y abortivo; es toxico y tiene un alto contenido de (R)-

pulegona.

Figura 15. Estructura de la (R) — pulegona

Por lo anterior se han realizado investigaciones sobre la toxicidad de la pulegona,
especialmente del isémero (R) el cual es mas tdxico que su enantiomero (S).

Se ha demostrado que la (R)-pulegona es oxidada por el citocromo P-450 y de
esta manera se producen los metabolitos responsables en ia patogénesis de
hepatotoxicidad en ratas, ratones y probablemente en humanos (Nelson y col.,
1992)

El mentofurano fue identificado como el principal metabolito formado después de
la ingestion de repetidas dosis, la hepatotoxidad de la (R)-pulegona esta
relacionada con este metabolito {Chen y col., 2001)

Después de 28 dias de administracion oral diaria a ratas a una dosis de 160
mg/kg de (R)-pulegona se produce atonia, descenso en los niveles de creatinina,
pérdida de peso y cambios histopatolégicos (Thorup y col,, 1983) También
incrementa la concentracion de fosfotasa alcalina en el plasma (MJIlcK y col.,
1998).



La dosis letal 50 en ratas tratadas oralmente es de 470 mg/kg (Moreno, 1975) y en
ratones administrados intraperitonealmente es de 400 mg/kg (Gordon y col,
1982).

lsomentona.

Es un monoterpeno (figura 16) que se ha encontrado en diversas proporciones en
aceites esenciales provenientes de las familias Labiatae, Astereaceae, Lauraceae
por mencionar algunas (Bruneton., 2001 y Schmidt — Lebuhn 2008). Se han
reportado diversas actividades farmacolégicas en dichos aceites esenciales como
por ejemplo el aceite esencial de  Agathosma Betulina, con actividad
antiespasmaédica, antiseptica y diuréetica (Moolla y Viljoen., 2008; Wyk., 2008); y el
de Mentha pulegium que posee actividad antimicrobiana (Mahboubi y Haghi
2008).

No existe literatura cientifica que evalue la actividad farmacologica de la

isomentona.

O

X

\

Figura 16. Estructuras de (+) — Isomentona e (-) — Isomentona

No se han encontrado reportes cientificos en los cuales se evaluara la actividad
antinflamatoria y antinociceptiva de los componentes mayoritarios del aceite
esencial de H. marifolia, por lo que en este trabajo se considerc importante evaluar
dichas actividades.

Los resultados de la evaluacién del aceite esencial de Hesperozygis marifolia a
dosis de 2 mg/oreja en el modelo de edema inducido con TPA, se presentan en la

Tabla 5y en la figura 17.
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Tabla 5.Efecto antiinflamatorio del aceite esencial de H marifolia en el modelo de

edema inducido con TPA.

Dosis por via Peso del edema % inhibicion
tépica (mg)
Control Vehiculo 57093 @
Indometacina 2 mgloreja 2.82+0.49* 50.37+8.65
Aceite esencial 2 mg/oreja 4.86+0.68 No presento
actividad

*p<0.05 comparado con el vehiculo

Pesodel edema {mG)
£

Vehiculo indometacina Acerie esendian

Figura 17. Efecto del aceite esencial de H. marifolia en el desarrollo de edema

auricular inducido por TPA *p<0.05 en comparacién con el vehiculo

Los resultados obtenidos en este modelo con (R) - pulegona se muestran en la

Tabla 6 y en la figura 18 y los de la isomentona en la Tabla 7 y figura 19



Tabla 6.Efecto antiinflamatorio de (R) - pulegona en el modelo de edema inducido

con TPA

Dosis por via Peso del % inhibicién
topica edema (mg)
Control Vehiculo 8.85+0.50  ——— —
Indometacina 2 mg/oreja 5.75+£0.62* 35.02+7.91
{R) - pulegona 2 mg/oreja 8.78+0.95 No presento actividad

* p<0.05 comparado con el vehiculo

Peso del edema {mg}
[4}]

Vehiculo Indometacina R-pulegona

Figura 18. Efecto de (R) - pulegona en el desarrollo de edema auricular inducido

por TPA *p<0.05 en comparacion con el vehiculo



Tabla7. Efecto antiinflamatorio de (%) isomentona en el modelo de edema

inducido con TPA

Dosis por via tépica Pesa del edema % inhibicion
(mg)
Control Vehiculo 9.11+0.66 e —
Indometacina 2 mgloreja 525+0.72* 42.38+7.91
{) Isomentona 2 mgloreja 7.56+1.08 No presenté
actividad

* p<(0.05 comparado con el vehiculo

12

10 -

o)

Peso del edema {mg)
Lea]

Vehiculo Indomietacina Isomentona

Figura 19. Efecto de () isomentona en el desarrollo de edema auricular inducido

por TPA *p<0.05 en comparacién con el vehiculo

Como se observa en los resultados presentados, ni el aceite asi como ninguno de

sus componentes mayoritarios presentd actividad antiinflamatoria sobre este

modelo farmacologico utilizado.
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Edema inducido con carragenina

En la tabla 8 se presentan los resultados de la evaluacion del extracto cloroférmico
de Senna villosa a dosis de 100, 200, 400 y 800 mg/kg i.p. en el modelo de
edema plantar inducido con carragenina. La tabla muestra el volumen desplazado
a 0, 60, 120, 180, 240 y 300 minutos, donde se observa que a la dosis de 800 y
200 mg/kg se presenta un efecto inhibitorio importante a los 60 minutos el cual se
mantiene durante el tiempo de observacion. Mientras que las dosis de 400, 200 y
100 mg/kg muestran su actividad antiinflamatoria a los 180 min y esta se mantiene

hasta el final del experimento (300 min).
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Tabla 8 Volumen desplazado (mL) por los animales tratados con el extracto cloroférmico de Senna vilfosa a diferentes

edema inducido con carragenina

Tratamiento/Tiempo 0 min 60 min 120 min 180 min 240 min 300
PV.P. 1.3+£004 [ 1514005 | 1572007 |1.78+0.09(1.95+0.12 | 2.06:
Indometacina 124+005| 1382005 |1.39+£006(142+£0.07 (1.47+£008 152
8 mg/kg ns ns ns * *
800 mg/kg 1.12+003]1.12+£0.03 | 1.17+£0.03 | 1.21+0.05 | 1.1540.03 | 1.15
400 mg/kg 1251003 | 1424005 |146+005|1.38+2002 (1412004 | 1.39:
ns ns ns i *
200 mg/kg 1132002 | 1.21+0.03 | 1.19+0.04 | 1.26+0.06 |1.26+0.07 | 1.26"
100 mg/kg 1.1910.04 | 1.28+0.06 | 1.31+0.07 |1.26+0.06 | 1.23+0.06 | 1.32:
ns ns ns b b
50 mg/kg 1172004 (1262004 | 1.30+£005|1.35+£0.09(1.39+005|1.55:
- * ok nS * A &k i
25 mglkg 1.36£002[127+019[1.33+0.04[134+005]1.39+0.07 [ 1.48
ns ek ns *h b
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En la figura 20 se presentan los resultados en porcentaje de inhibicion a los 180 y
300 minutos, y se observa que no hay diferencia significativa en el porcentaje de
inhibicion de las dosis evaluadas con respecto a la indometacina a los 180 min
después de la administracién de la carragenina. Sin embargo, a los 300 min se
observé una disminucion del efecto antiinflamatorio a dosis de 50 y 25 mg/kg (49.9
+ 8.0y 59.9 £ 7.6 % respectivamente), pero a dosis de 800, 400, 200 y 100 mg/kg,
al realizar el analisis de comparacién mdltiple se encontrd que no hay diferencia
significativa con la inhibicion observada en los animales tratados con indometacina

(62.9 % 10.6 %).

120 - M 180 min

100 - k4 300 mun

80 - | E I a
gl
T I
20 -
0 N . - _ e ,

indometacina8d 300 mg/Kg 400 mgfKg 200 mgsky 100 mng/Kg 50mg’kKg 25 mg/Kg
mz/kg

% Inhibicién

Figura 20 Porciento de inhibicion del extracto cloroférmico de Senna viflosa en el

edema inducido con carragenina a los 180 y 300 minutos.
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Los volimenes desplazados obtenidos de la evaluacién del extracto cloroférmico
de E. glabratum se muestran en la tabla 9, donde se observa que a los 120
minutos no hay actividad antiinflamatoria con ninguna de las dosis usadas, sin
embargo a los 180 minutos con las dosis de 100, 400 y 800 mg/kg se observa un
efecto antiinflamatorio significativo, efecto similar al presentado por la
indometacina. A la dosis de 200 mg/kg, se observd efecto a los 240 y 300

minutos, mientras que a la 100 mg/kg fue activo hasta los 240 minutos.



Tabla 9 Volumen despiazado (mL) por los animales tratados con el extracto cloroformico de Eupeé

diferenles dosis en el modelo de edema inducido con carragenina

Tratamiento/Tiempo 0 min 60 min 120 min 180 min 240 min 300

PV.P. 1432005 (158005 |182+007 193+£007 (208005 2.11:

Indometacina 1.51+007 162008 |1.60+006|165+£009 1.78+0.11 | 1.71
8 mg/kg ns ns ns * *

800 mag/kg 1.55+0.05|1.65+0.09 | 1.68+0.09| 1.60+0.05 | 1.67£0.10 | 1.56:

nS nS ns *hk ok 1

400 mg/kg 1.57+0.05 | 1.65+0.05 | 168+0.05|1.61+005|164£007 | 1.72
ns nS nS *k %

200 mg/kg 1.53+0.04 | 1.71+0.05| 1.68+0.07 | 1.67+0.06 | 1.66 +0.07 | 1.58

ns ns ns ns Ey .

100 mg/kg 1.61£0.05 | 1.82+0.06 | 1.93£0.13|1.95+£022|2.18+0.28 | 2.10

ns ns ns ns * |
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En la figura 21 se presentan los porcientos de inhibicién despues de 180 y 300
minutos de la administraciéon del agente flogistico. Se observa que a los 180
minutos hay una disminucién significativa de [a inflamacién inducida con
carragenina y que los porcentajes de inhibicion del proceso inflamatorio a las dosis
de 800, 400, y 200 mg/kg (88.5 + 4.3, 924 + 48 y 72.6 * 8.8 % respectivamente)
son similares a los observados con la indometacina (72.2 £ 13.6 %).

Este mismo resultado se observa a los 300 min, el porcentaje de inhibicién del
extracto cloroférmico de E. glabratum se incrementa con las tres dosis evaluadas
y no hay diferencia significativa en los porcentajes de inhibicion obtenidos con
estas tres dosis (974 + 1.0, 787 + 16.3, 93.1 + 6.8 %); es decir que los
porcentajes de inhibicibn se mantienen constantes con todas las dosis y son

similares a la inhibicién mostrada por la indometacina.

120 - W 380 Wi300

100
80

50 -

% Inhihicion

40 -

20

Indometacina 8 800 mg/Kg 400 me/Ke 200 me/kg
mg/Ke

Figura 21 Porciento de inhibicién del extracto cloroférmice de Eupatorium glabratum en el edema

inducido con carragenina a los 180 y 300 minutos.

Se llevo acabo [a evaluacidn de la actividad antiinflamatoria del extracto
cloroférmico de Hesperozygis marifolia, el volumen desplazado por los animales

administrados con este extracto se muestra en la tabla 10; a lo largo del



experimento se observa que no hay diferencia significativa de [a respuesta
obtenida con las diferentes dosis del extracto con respecto a la indometacina.

Con la dosis de 400 mg/kg se observé actividad a partir de los 120 minutes,
mientras que con las dosis de 200 y 100 mg/kg la actividad se presentd a partir de
180 minutos y se mantuvo a lo largo del experimento.

En la figura 22 se observa que no hay diferencia significativa en el porcentaje de
inhibicion de las dosis de 400, 200 y 100 mg/kg con respecto a la indometacina
después de los 180 min de la administracién de [a carragenina (76.8 + 5.9, 68.7 +
5.6,676 7.5 y66.8 £ 4.7 % respectivamente).

El efecto antiinflamatoric se mantiene hasta los 300 min; con ia dosis de 400
mg/kg (908 + 16 %) se observa diferencia significativa, con respecto a
indometacina (74.6 £ 8.10 %), mientras que las dosis de 200 y 100 mg/kg no
mostraron una inhibicidn con diferencia significativa (80.8 + 3.9y 747 + 46 %

respectivamente) en comparacion con la indometacina.
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Tabla 10 Volumen desplazado (mL) por los animales tratados con el extracto cloroférmico de Hesp

diferentes dosis en el modelo de edema inducido con carragenina.

Tratamiento/Tiempo 0 min 60 min 20 min 180 min 240 min 300
PV.P. 1.44+002|1.68+0.05|1.77+0.06 |2.11+£0.08|2.39+£0.09|258
Indometacina 123+005|1.39+£005|1.39+007 | 1.46+0.07 | 1.48+0.09 | 1.52
8 mg/kg nS *k *hkk * %k & &k
400 mg/Kg 1.36+003 | 1.64+0.05|1.52+£005|151+005|1.45+£003  1.46
nS nS * L2.2 ] * ki *
200 mg/Kg 1.34+£0.03 | 1.568+t0.04 |163+005(155+0.04|1.51+£0.04|1.56
nS ns nS kK kK L
100 mg/Kg 1.34 £t0.03 | 1.65+0.04 | 160+£0.06 | 1.56+0.06 | 1.60+0.05 | 1.63
nS ns nS *okk ok
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Figura 22 Por cientc de inhibicion del extracto cloroformico de Hesperozygis

marifolia en el edema inducido con carragenina a los 180 y 300 minutos.

A pesar de los resultados obtenidos en la evaluacion del efecto antiinflamatorio en
el modelo del TPA, se decidid evaluar la actividad antiinflamatoria del aceite
esencial, pulegona e isomentona en el modelo de edema inducido con carragenina
con objeto de determinar si alguno de ellos presenta actividad farmacologica
cuando se administra por via intraperitoneal.

En la tabla 11 se muestran los volimenes desplazados con dosis de 400, 200 y
100 mg/kg del aceite esencial de H. marifolia. En esta tabla se observa que a la
dosis mas baja, el volumen desplazado fue mayor que el del control negativo
durante todo el experimento; es decir se observé un leve efecto inflamatorio.
Mientras que a dosis de 400 mg/kg se observd que la inhibicion de la formacion

del edema se da a partir de los 120 minutos.
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Tabla 11 Volumen desplazado (mL) por los animales tratados con el aceite esencial de Hesp

diferentes dosis en el modelo de edema inducido con carragenina

0 min 60 min 120 min 180 min 240 min

Tratamiento/Tiempo

PV.P. 1.40+0.03 1.53 £0.03 1.72+005(1.82+0.05|194+0.05| 1.9

Indometacina 1.44 £ 0.04 1.50 £0.03 1.55+004 | 158+£0.03|1631£0.05]| 1.6
8 mg/kg ns ns ns b *

400 mg/kg 1.33+0.04 1.40 £0.07 143006 |1.37+£0.06 | 1.33+0.03 | 1.4
nS ns * i3] e

200 mg/kg 1.37 +0.06 1.54 £0.05 152+006|151+0.04]1.7820.14 | 1.9
ns ns ns b ns

100 mg/kg 1.30 £0.07 1.60£0.10 1.96+013|2.02+011|2.08+0.15| 2.0
ns ns ns ns ns
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Los porcentajes de inhibicién a los 180 minutos (figura 23) muestran que a dosis
de 400 y 200 mg/kg (90.5£21.2 y 66.2+18.6 respectivamente) no hay diferencia
significativa respecto a los obtenidos con el grupo control positivo (78.6£7.4); sin
embargo, a los 300 minutos a dosis de 200 mg/kg no hay actividad y a dosis de
400 mg/kg la inhibicion fue similar a |la presentada a los 180 minutos (82.6+9.6).

La dosis de 100 mg/kg no mostrd actividad antiinflamatoria bajo estas condiciones

experimentaies.

120
2180 w30C
100 ~
80 -

6O -

% Inhibicion

40

0 -

O -
‘ndometacina 8 mgfKg 400 mgfkg 200 mgfkg

Figura 23 Por ciento de inhibicidn del aceite esencial de Hesperozygis manfolia en el edema

inducido con carragenina a los 180 y 300 minutos.
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Los resultados obtenidos con la (R}-pulegona {tabla 12 y figura 24) muestran que
a dosis de 163 mg/kg, relacién a la cual esta presente en la dosis de 400mg/kg del
aceite esencial, y a fos 120 minutos se observa diferencia significativa con
respecto al control negativo (P.V.P). La inhibicion del edema a los 180 minutos es
de 81.4 £ 11.0 y a los 300 minutos de 73.6 £ 8.8, estos resultados son similares a

los valores obtenidos con el aceite esencial de H. marifolia.
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Tabla 12 Volumen desplazado (mL) por los animales tratados con (R)-pulegona a diferentes dos

edema inducido con carragenina

Tratamiento/Tiempo 0 min 120 min 180 min 240 min 30
PV.P. 1.33 ¢ 0.(53 1.54 £0.05 1.70+0.05(1.93+£007|2.22+0.08|2.31
Indometacina 1.40 £ 0.04 1.56 £0.05 160+004|1169+004|171+£0.06| 1.6
8 mg/lkg ns ns ns ** *
163 mg/kg 149+007 | 1.63+0.05 158+ 004 (160+£004 1712005 1.7¢
nS I'IS * ek ek k
82.3 mg/kg 1.31 +0.02 1.45 +0.02 1431004 (15520051621 0.07 | 1.6¢
ns ns ns i ns o
41 mg/kg 1.41 +0.05 1.53+0.07 1.61+010|1.80+£0.20 | 2.03+£0.21 | 2.2
ns ns ns Ns ns

* p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001; comparado con el vehiculo P.V.P.
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Figura 24 Por ciento de inhibicion de (R)-pulegona en el edema inducido con

carragenina a los 180 y 300 minutos.

Lo anterior sugiere que el compuesto responsable de la actividad es la (R)-
pulegona, sin embargo, como ya se menciond anteriormente, este compuesto es
hepatotdxico a esta dosis, por lo que no es recomendable el uso de! aceite
esencial de H marifolia ni de la (R)-pulegona como antiinflamatorios aun cuando

su administracién es intraperitoneal.
En la tabla 13, se puede observar que la (x) - isomentona no presenta actividad

antiinflamatoria en el modelo de edema inducido con carragenina y a partir de los

resultados obtenidos descartamos su evaluacion con actividad antinociceptiva.
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Tabla 13 Volumen desplazado (mL) por los animales fratados con (t) - isomentona a diferentes dos

edema inducido con carragenina

Tratamiento/Tiempo 0 min 120 min 180 min 240 min 30

PV.P. 1.51+0.06| 1681004 |193+£006|237+011 | 2.55x0.09 | 2.43

Indometacina 1.57+0.04 | 167003 |[195+013[1.98+0.12|2.08+0.11 | 2.3C
8 mg/kg ns ns ns ** *

— -y — - s

121.36 mg/Kyg 146+003| 164005 |1.98+£0.09|245+010 225011 |2.28

ns ns ns ns ns

* p<0.05, " p<0.01, ***p<0.001; comparado con el vehiculo P.V.P
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Como se observo en la tabla 3 el extracto cloroformico de H. marifolia disminuye
el edema auricular inducido por TRPA (32.5£6.0% de inhibicién), pero el aceite
esencial de esta planta ni su componente mayoritario tienen actividad en este
modelo, lo que sugiere que la actividad del extracto cloroféormico se debe a otro

tipo de compuesto.
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Edema auricular en ratén producido por la aplicacion miiltiple de TPA
(inflamacién crénica).

En la tabla 14 y figura 25 se observan los resultados obtenidos tras la evaluacion
de la actividad antiinflamatoria en el modelc de Edema auricular en raton
producido por la aplicaciéon multiple de TPA de los extractos cloroférmicos de E.

glabratum, S. villosa, el aceife esencial de H. marifolia y R-pulegona.

Tabla 14. Efecto antiinflamatorio en el modelo del edema auricular en raton
producido por la aplicacién multiple de TPA de los extractos cloroférmicos de
Eupatorium glabratum, Senna villosa, aceite esencial de Hesperozygis marifolia y

R-pulegona.

Pesodel Porciento de inhibicion

edema (mg)

Control Vehiculo 7.360.44 e -
Indometacina 0.5 mg/oreja 4.20+047" 42.84+6.24
Extracto cloroférmico de 2 mgloreja 4740 30* 35.5545.15

Eupatorium glabratum

Extracto clercférmico de 2 mgloreja 4.1710.34* 43.3525.15
Senna viflosa

Aceite esencial de 2 mg/oreja 5.2710.33 28.3045.32
Hesperozygis marifolia

R-pufegona 2 mg/oreja 6.2110.28 15.5815.15

"p<0.05 comparado con el vehlculo
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Peso del edema (mg)
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vehiculo Indometacina & 5 Extracto Extracto Acerte esencial de R-rulegona
mg/areja dorofdrmicode  clorofdrmice de Hesperozygis 2img/oreda
Euppatorium Senna villosa marifolia
glabratum rmgforeja Imgioreja
Jmg/oreja

Figura 25. Efecto en el desarrollo del edema auricular en ratdén producido por la
aplicacion multiple de TPA de los extractos cloroférmicos de Eupatorium
glabratum, Senna viflosa, aceite esencial de Hesperozygis marifolia y R-pulegona.

*p<0.05 en comparacion con el vehiculo

El porciento de inhibicion de los extractos cloroférmicos de Eupatorium glabratum
y S. villosa fue de 35.55+5.1 y 43.3525.15% respectivamente, efecto significativo
con respecte al grupo control y similar al observado con el grupo de indometacina
a una dosis de 0.5 mg/oreja (42.84+6.24% de inhibicion).

El aceite esencial de H. marifolia y la (R)-pulegona no presentaron actividad
significativa en estas condiciones experimentales.

Los resultados obtenidos muestran que los extractos cloroférmicos de S villosa y
E. glabratum tienen un efecto significativo sobre la inflamacion inducida en la

areja por TPA en el modelo crénico.
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Evaluacion de actividad antinociceptiva.

Disfuncién inducida por dolor en ratas {modelo PIFIR):

En la figura 26 se observa el curso temporal del extracto cloroformmico de S. viflosa
y E. glabratum, dichos extractos no presentan actividad antinociceptiva bajo estas

condiciones experimentales.

—i— indometacina 8mg/kpg j‘
—a— Extracto clorofdrmico de Senna villosa 800 mg/Kg |
80 —=— Extracto cloroférmico de Senna villosa 400 mg/Xg ‘

70 w— Extracto clorférmico de Eupatorium glabratum 400 mg/xg

Antinocicepcién (I.F.%)

514 I =S e

Tiempo (horas) |

Figura 26 Curso temporal del efecto antinociceptivo de el extracto cloroférmico de

Senna villosa y Eupatorium glabratum evaluados durante un periodo de 4 h

En la figura 27 se muestra el curso temporal de las diferentes dosis de (R)-
pulegona. Se observa un efecto antinociceptivo mantenido a dosis de 200,141.3 y
100 mg/kg mientras que a dosis de 70.8, 50 y 25 mg/kg no presenta actividad
antinociceptiva bajo estas condiciones experimentales. Las dosis de 200, 1413 y
100 mg/kg no presentan diferencia significativa entre ellas (Figura 28) y el efecto

producido por estas es menor al de la indometacina a una dosis de 8 mg/kg.
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Figura 27. Curso temporal del efecto antinociceptivo de R-pulegona evaluada

durante un periodo de 4 h
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Antinocicepcion (ABC)

Figura 28 Resultados expresados como Area bajo la curva del porciento de

funcionalidad observado en un periodo de 4 horas *p<0.05 comparado con el

vehiculo.
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En la figura 29 se muestra la curva dosis respuesta de R-pulegona, la cual no

presenta un efecto dependiente de la dosis.

El efecto antinociceptivo maximo de (R)-pulegona fue inferior al de la
indometacina (196.93 + 2925 y 32156 + 1583 unidades de area
respectivamente). La DEszs de (R)-pulegona es de 100 mg/kg vy de la
indometacina es de 7.33 mg/kg. Por lo que la indometacina es 13.64 veces mas

potente que la R- pulegona

400 ~i—Indometacina —&—R-pulegona

350
300 _

250 /i-’/
200 /

.
150 /%/' :.-"l \%_,—r}
100 /

f

50 ¥

..,-'——"-'_"3‘-._ -

Antinocicepcion {ABC)

1 10 100

Dosis {mg/Kg)

Figura 29. Curva dosis respuesta que presenta la R-pulegona en comparaciéon

con la indometacina.
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Discusion

Los modelos farmacologicos que fueron empleados para el presente trabajo son
una buena herramienta en la busqueda de nuevos farmacos con propiedades
antiinflamatorias y antinociceptivas. En nuestro caso las usamos esenciaimente
para determinar el potencial de tres especies vegetales como posibles fuentes de
dichos farmacos.

El modelo de TPA agudo fue utilizado en este trabajo como modelo biolégico
monitor; Inhibidores de la biosintesis de prostaglandinas y leucotrienos pueden
mostrar actividad en este modelo, por lo que es utilizado para la evaluacioén de

diferentes farmacos antiinflamatorios

Los resultados obtenidos con los extractos cloroférmico, metandlico y acuoso de
las tres plantas (tabla 15) muestran que en el modelo de TPA agudo los tres
extractos cloroférmicos son los que presentaron la mayor actividad, sin embargo,
el aceite esencial de H. marifolia, (R)-pulegona e (t)- isomentona no presentaron

actividad en este modelo.

El edema inducido con carragenina es un modelo farmacolégico in vivo, la
inflamacion producida por la carragenina se debe fundamentaimente a que esta

sustancia estimula la produccién de prostaglandinas.

Los extractos cloroférmicos y el aceite esencial, asi como dos componentes
mavyoritarios del Gltimo se evaluaron en el modelo de edema plantar inducido por
carragenina (tabla 15), a dosis de 400 mg/kg de los extractos y del aceite.
También se evaluaron de (R)-pulegona e (1) - isomentona a dosis equivalentes a
la concentracién a la que se encuentran en el aceite, después de 180 min de la
administracién de la carragenina, se observo un efecto antiinflamatorio

significativo en todos los casos, excepto en el de (1) - isomentona.
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La administracion de dosis multiples de TPA produce una reaccién inflamatoria
prolongada que se caracteriza por edema, infiltracién de las células inflamatorias e
hiperplasia. El TPA estimula la fosfolipasa A; liberando acido araquidénico y por

consecuencia los mediadores eicosanoides

Los extractos cloroférmicos de E. glabratum y de S. viflosa, asi como el aceite
esencial de H. marifolia y R-pulegona también inhibieron el edema auricular

cronico inducido por TPA.

Los extractos cloroférmicos de E. glabratum y de S. villosa mostraron actividad
antiinflamatoria en los tres modelos usados. La actividad de ambos exfractos es
similar en los modelos de TPA crénico y de edema inducido por carragenina, pero

el efecto de E. glabratum es mayor que el de S. viflosa en TPA agudo.

El comportamiento de los extractos evaluados en el modelo de inflamacion crénica
inducida por la aplicacién tépica de dosis multiples de TPA demostré la capacidad
antiinflamatoria que presentan los extractos para actuar por via topica e inhibir

significativamente la respuesta inflamatoria.

Como se mencioné anteriormente, estudios fitoquimicos del extracto cloroférmico
de E. glabratum reportan la presencia de acido benzoico, 5,7-dihidroxi-4-
metoxiflavona, acido ililico y acido eupaglabrico (Guerrero y col.1978). El analisis
fitoquimico del extracto hexanico de las hojas de S.villosa revel6 la presencia de
esteroles, flavonoides y antraquinonas (Mena, 1997) y del extracto cloroférmico se
aislo el acetato de 8-hidroximetilen-trieicosanilo, el cual inhibe del crecimiento de
Tripanosoma cruzi. {(Guzman, 2008). Debido a que los extractos cloroférmicos de
ambas plantas son los que presentaron ta mayor actividad antiinflamatoria se
puede sugerir que algunos de los compuestos aislados de estos extractos sean los
responsables de esta actividad, por lo que en estudio posterior se debe evaluar la
actividad antiinflamatoria de estos compuestos, ya que no se encontré algun

informe cientifico al respecto.



El extracto cloroférmico de H. marifolia presenté la mayor actividad antiedematosa
en el modelo de TPA agudo y a las dosis de 100, 200 y 400 mg/kg no presento
diferencia significativa con respecto a su actividad antiinflamatoria en el modelo
de edema inducido con carragenina. Por otra parte el aceite esencial aislado de
esta planta no presenté actividad al ser evaluado en el modelo de TPA agudo, sin
embargo si presenta actividad en el modelo cronico. Un comportamiento similar
se presenta en los modelos de inflamacién aguda y cronica inducido por TPA con
la (R)-pulegona.

La (£)-isomentona no presenta actividad antinflamatoria en ninguno de los

modelos evaluados.

Tabla 15 Resultados concentrados de |la evaluacion de la actividad antiinflamatoria
en los modelos de edema inducido por TPA agudo y cronico; edema inducido con

carragenina

% de
inhibicion

% de % de en modelo
Extracto inhibicion inhibicion de
TPA agudo TPA carragenina
cronico a dosis de
400 mg/kg

Senna villosa CHCl, 4858+ 503 43451515
MeOH 1540 £ 4,86 -
H.0 12.94 + 9.21
Eupatorium CHCl, 64.32+532 3555+5.15 *
Glabratum MeOH 2831+ 764 -
H2O Na -
Hesperozygis CHCl, 3246+5089 -——unm- *
Marifolia MeOH 1943+ 285 - e
H,O 7614273 -eee—— e —
Aceite Na 28.30 £ 5.32 *
esencial
R - pulegona = -————- Na 15.58 £ §.15 *
Isomentona @ ———-——w—- Na e — na

*p<0.05 con respecto al control.
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Los extractos cloroférmicos de Senna villosa y Eupatorium glabratum no
presentaron actividad antinociceptiva bajo las condiciones experimentales del
modelo PIFIR. La induccién de dolor en este modelo involucra la activacion de
noniceptores que estimulan la produccién de prostaglandinas.

La (R)-pulegona si mostrd actividad en este modelo. Los resultados obtenidos
sugieren que posiblemente R-pulegona inhibe la produccién ciclooxigenasas y de
este modo reduce la produccién de prostaglandinas; sin embargo, dada la
complejidad de los procesos inflamatorios y antinociceptivos, no es posible
asegurar no es posible asegurar cual es el mecanismo de accién de este
compuesto, ni el de los extractos activos.

Los ensayos que se realizaron son preliminares; por lo que se sugieren ofros
ensayos que corroboren las actividades estudiadas en este trabajo. También es
importante evaluar los posibles efectos adversos que presenten estos extractos y
valorar si son menores que los que presentan los farmacos que actualmente se

usan.
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Conclusiones:

Los extractos cloroférmicos de Senna villosa, Eupatorium glabratum y
Hesperozygis marifolia presentan actividad antiinflamatoria en los modelos
de edema auricular inducido con TPA agudo y cronico y en el de edema

plantar inducido con carragenina.

Los extractos metanolico y acuoso de Senna villosa, Eupatorium glabratum
y Hesperozygis marifofia no presentaron actividad antiinflamatoria en el

modelo agudo de edema auricular inducido con TPA.

A las dosis usadas de los extractos cloroférmicos de Senna viflosa y
Eupatonium glabratum en el modelo PIFIR, no se observd actividad

antinociceptiva.

Los resultados obtenidos en esta investigacion indican que S. viflosa v E.
glabratum son candidatas para ser empleadas en posteriores
investigaciones encaminadas al descubrimiento de nuevos farmacos, por lo
que seria conveniente emprender estudios biodirigidos para aislar fos
compuestos responsables de su actividad antiinflamatoria y determinar su

mecanismo de accién.
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