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1.-RESUMEN

La inflamacion es una respuesta natural que protege a los organismos vivos contra patdégenos
y lesiones. A través del sistema inmunoldgico el cuerpo recluta células inmunitarias para
atacar el sitio de inflamacién mediante la produccién de mediadores proinflamatorios, sin
embargo, la produccion excesiva de mediadores proinflamatorios puede inducir diversas
enfermedades humanas crénicas.’> La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad
autoinmune, sistémica y cronica, que se produce como resultado de una interaccion compleja
entre factores ambientales y genéticos, caracterizada por inflamacion, hinchazén, dolor en los
espacios articulares que a medida que el cartilago erosiona produce deformidades que
deterioran el movimiento articular.®

En México, la artritis reumatoide constituye un problema de salud publica debido a su
prevalencia a nivel nacional del 1.6% en la poblacion, misma que tiene como consecuencias
un impacto socioeconémico y el incremento en el uso de los servicios de salud.? El
tratamiento con antiinflamatorios no esteroideos (AINES), farmacos modificadores del curso
de la enfermedad (FAMES), glucocorticoides y agentes biologicos, tiene multiples efectos
indeseables como irritacion de la mucosa, produccion de ulcera gastrica, inhibicion de la
agregacion plaquetaria e interacciones farmacocinéticas.’>?®? La utilizacién de fitofarmacos es
una alternativa terapéutica para el tratamiento de AR. >

El uso de los productos naturales es cada vez mas comun, en los ultimos afos en la industria
alimentaria y farmacéutica se han estado usando las especies de Stevia debido a que algunos
de sus metabolitos secundarios pueden emplearse como edulcorantes que no aportan
calorias.®® Las especies de Stevia son una rica fuente de moléculas biolégicamente activas
que incluyen lactonas sesquiterpénicas, triterpenos y flavonoides con efectos antimicrobianos,
antifungicos, antioxidantes, antiinflamatorios, proapoptéticos vy anticancerl'genos.64 En
particular Stevia rebaudiana presenta en su composicion un alto porcentaje de glucésidos de
esteviol y compuestos fendlicos, algunos de sus compuestos son acido clorogénico, acido



cafeico, acido ferulico, rutina y astroinulina que han sido identificados en extractos acuosos de
hojas de Stevia Rebaudiana, y que inhiben de manera significativa la inflamacion.*®

Debido a la imporancia que tienen los metabolitos con actividad biolégica aislados de plantas,
en la presente investigacién se llevd a cabo una revision bibliografica sobre la actividad
antiinflamatoria y antirreumatica de las plantas y los metabolitos asilados del género Stevia.

2.-MARCO TEORICO

2.1.1 Inflamacion

La inflamacion es una respuesta natural que protege a los organismos hospedadores contra
patégenos y lesiones externas.’ Tras la activacion, el sistema inmunolégico innato de defensa
del cuerpo recluta células inmunitarias para atacar el sitio de inflamacion mediante la
produccion de mediadores proinflamatorios. Estos mediadores, como las interleucinas (IL),
reclutan células inmunitarias para ayudar en la lucha contra patdégenos, cuerpos extrafios o
incluso células cancerosas. *

La inflamacion es entonces un conjunto de mecanismos y mediadores quimicos que actuan
como defensa y reparacion continua en el organismo, los sistemas inmunitarios innato y
adaptativo en conjunto, dan lugar a lo que se denomina respuesta inflamatoria.® En primer
lugar la respuesta inmunitaria innata esta regulada mediadores generados por elementos
vasculares y celulares que detectan posibles patdégenos gracias a una red de receptores de
reconocimiento de patrones (PRR) que se encuentran en practicamente todos los organismos,
y que reconocen los patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP), ejemplo de estos
PRR son los receptores de tipo Toll (TLR) que son una superfamilia de receptores de
antigenos, capaces de reconocer ARN/ADN de patégenos y componentes como material de
la pared celular, endotoxinas, etc.’

Los TLR estan situados estratégicamente en los macréfagos, mastocitos y células dendriticas.
La interacciéon de los PAMP con los TLR activa a las células que responden produciendo
polipéptidos proinflamatorios denominados citocinas, que estimulan la liberacion de
histamina y las prostaglandinas que en conjunto actuan sobre las células endoteliales para
aumentar la permeabilidad vascular y activar una serie de cascadas proinflamatorias.
Posteriormente, se activa la fase adaptativa de la respuesta inmunitaria inflamatoria, donde
los ganglios linfaticos locales drenan los productos de los microorganismos invasores,
producen anticuerpos y se genera la memoria inmunitaria, esta respuesta es mas intensa que
la respuesta innata, ademas de ser muy especifica para el patégeno invasor.” Cuando el
proceso inflamatorio se sale de control, la produccion excesiva de mediadores
proinflamatorios puede inducir diversas enfermedades humanas agudas y cronicas.



2.2.-Artritis Reumatoide

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune, sistémica y cronica, que se
produce como resultado de una interaccion compleja entre factores ambientales y genéticos,
caracterizada por inflamacion, hinchazén, dolor en los espacios articulares que a medida que
el cartilago erosiona produce deformidades que deterioran el movimiento articular y diversos
sintomas como rigidez matinal, fatiga, dolor, incapacidad funcional e incluso depresion. La
figura 1 ilustra la diferencia entre una articulacion normal y una con AR donde el dafio llega a
erosionar el hueso "*

2.2.1 Prevalencia de la artritis reumatoide en México y el Mundo

La prevalencia de AR se observa mas en mujeres que en hombres siendo la proporcion 3:1 'y
su tasa de mortalidad es dos veces mayor que la de la poblacién normal. 2 En un estudio
realizado por el Global Burden of Disease en 2010, se determin6 que la prevalencia de AR en
el mundo en personas de 5 a 100 afios de edad es de 0.24%, cabe mencionar que en el
mismo estudio en 1990 la media era 0.25%.” Estos datos demuestran un nulo avance en el
tratamiento y prevencion. En 2013, el Congreso del Colegio Mexicano de Reumatologia,
reportd una prevalencia del 1.6% dentro de la poblacidén, lo que colocoé a México dentro de los
paises con alto porcentaje en artritis reumatoide, donde el rango va del 0.5 al 1.6 por cada
100 000 habitantes, que genera una considerable carga economica y social para la familia y
para los sistemas de salud.®®°
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Figura 1 Representacidon de una articulacion normal (a) y una con Artritis Reumatoide (b)
(Mclnnes, I. B., & Schett, G. 2011)



2.2.2 Fisiopatologia y Bases moleculares

La fisiopatologia de la AR involucra numerosos tipos celulares, como linfocitos B, linfocitos T,
macrofagos y osteoclastos, entre otras células inflamatorias, asi como numerosas citoquinas
que actuan en cascada, contribuyendo en la destruccion de las articulaciones. Las
articulaciones son las uniones entre huesos que hacen que el esqueleto sea flexible, el
revestimiento interno del espacio articular esta formado por cartilago y fluido sinovial, el
cartilago actua como tejido conectivo, mientras que la membrana sinovial ayuda a lubricar la
articulacion, ademas de contener células sinoviales y macrofagos, esta rodeada por vasos
sanguineos y vasos linfaticos que la nutren constantemente.”” La AR es tipicamente
desencadenada por la combinacion de factores genéticos y ambientales como la dieta, la
exposicién a toxinas, estatus socio econdémico y el tabaquismo.'"'? Otro factor que puede
desencadenar son las infecciones por varios microorganismos, entre los que se encuentran
Porphyromonas gingivalis, sin embargo, los factores genéticos contribuyen al 50% del
riesgo de desarrollo de la enfermedad. Entre los genes  mas estrechamente relacionados
con la susceptibilidad son del MHC de clase Il, HLA-DR1 y HLA-DR4.™™

La figura 2 describe a la AR como una patologia que comprende estadios discretos, un evento
de inicio preclinico conduce a la modificacion genética que genera perdida de tolerancia hacia
las proteinas que han sufrido modificaciones tradicionales (acetilacion, citrulinacién, metilacion
fosforilacion), este evento genera una respuesta linfocitaria y las proteina modificadas son
llevadas por los macrofagos y las células dendriticas hacia los ganglios linfaticos para producir
autoanticuerpos, como el factor reumatoide (FR) y los anticuerpos ciclicos citrulinados
(ACPA)."1%18 | 3 segunda etapa comprende la fase clinicamente aparente de la enfermedad,
cuando la inflamacién sinovial se hace evidente, esto es debido a que los anticuerpos y
linfocitos llegan a las articulaciones liberando IL-17, IL-7 e IFN-y para reclutar y activar a los
macrofagos que liberan TNF-a, IL-1, IL-6 para estimular la proliferacién de células sinoviales.
Esta lluvia de citoquina estimula la creacion del pannus. El pannus es una proliferacion de la
membrana sinovial que se compone de fibroblastos y células inflamatorias.' 718
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Figura 2 Posible mecanismo de iniciacion, inflamacion y destruccion ésea en la AR.
(Komatsu and Takayanagi, 2012)

Una tercera fase destructiva es donde el cartilago, el hueso y las estructuras periarticulares se
erosionan y se pierde la integridad estructural de las superficies articulares, esto debido a la
angiogeénesis, el reclutamiento de mas células antiinflamatorias, activacion de osteoclastos y
produccion proteasas, los complejos autoinmunes formados por los anticuerpos y los
autoantigenos se acumulan en el liquido sinovial y activan el sistema de complemento que
destruye de manera sistémica otras articulaciones.' Con el tiempo, esto conduce a la etapa
final, representada por la deformidad y la discapacidad, incluidos los resultados no articulares
asociados con la enfermedad, como la muerte prematura. Un ejemplo de esto son las
citocinas que escapan por el torrente sanguineo hacia todo el cuerpo creando problemas
extraarticulares.'®"

2.2.3 La via de seinalizacion de la proteina quinasa (MAPK)

Las cascadas de proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPK) es un componente en
la transduccién de sefales de células eucariotas. Su principal funcion es transducir los
estimulos extracelulares, reconocidos por los receptores de la célula (PPR), a un gran numero
de moléculas diana que, en relevo, integran respuestas intracelulares altamente especificas al



estimulo inicial. Asi pues, las MAPKSs regulan procesos de mitosis, cambios en los patrones de

expresion génica, movimiento, metabolismo y muerte celular programada, lo que permite a las

células sobrevivir, proliferar, inducir apoptosis e interaccionar con multiples tipos celulares,
47

etc.

En la AR, la via MAPK contribuye a la sobreexpresion de citoquinas proinflamatorias,
quimioquinas, metaloproteinasas y enzimas de sefalizacion como COX-2 en el sinovio
inflamado. La proteina p38 fosforilada se detecta en las células endoteliales vasculares de los
vasos sanguineos que infiltran la membrana sinovial, donde regula la expresion de genes que
codifican moléculas de adhesion celular. El activador del receptor de NF-kB o ligando de
receptor activador para el factor nuclear kB (RANK) desempeia un papel fundamental en la
diferenciacion y activacion de los osteoclastos y, por lo tanto, en la ostedlisis inflamatoria que
acompanfa a la AR. La interaccion de RANK con su ligando RANKL activa p38, que a su vez
aumenta la expresion y actividad de factores de transcripcion que promueven la expresion de
catepsina K, fosfatasa acida resistente a tartrato y otros genes esenciales para la funcion de
reabsorcion de los osteoclastos.*’” En los condrocitos, la via p38 MAPK se ha implicado en la
expresion de la metaloproteinasa, que contribuye a la degradacién del cartilago. Por lo tanto,
p38 esta claramente involucrado en la abundante expresion de citocinas y quimiocinas
proinflamatorias, aumento de la vascularizacion y reclutamiento de linfocitos y degradacion
proteolitica de huesos y cartilagos. Por otro lado, las citoquinas proinflamatorias como TNF e
IL-1 en la articulacién inflamada probablemente contribuyen a la activacion de p38
MAPK. También puede haber activaciéon de la ruta por ligandos generados localmente a
través del dafio celular o protedlisis de la matriz extracelular. *¢

2.2.4 Macroéfagos

Los macrofagos, generan citoquinas que contribuyen a la destruccion del cartilago y el hueso.
Proceden de los monocitos y se forman en la médula 6sea. Habitualmente estan en estado de
reposo y pueden ser activados por diversos estimulos durante la respuesta inmune, en las
membranas sinoviales de pacientes con AR dan lugar a la infiltracion de células T a través de
la presentacion de antigenos. Esta accion desencadena la infiltracion de células B y la
produccién de autoanticuerpos de forma sistemica.'®'®

2.2.5 Linfocitos B

Los linfocitos B o células B estan encargadas de la respuesta inmunitaria especifica
(adaptativa), participan activamente en la sinovitis de la AR mediante mas de un mecanismo,
en primer lugar, actuan como células presentadoras de antigeno estimulando a las células T
para su desarrollo, activacién y su diferenciacion, concretamente en células Th17 que
producen autoanticuerpos y liberan TNF-a, IL-1 B, IL-12, IL-17, IFN-y e IL-6 todas con



actividad proinflamatoria. Por otro lado, las células B pueden activar a los osteoclastos a
través de la expresion de RANK y la produccidn, diferenciacion y activacion de ACPA %%

2.2.6 Linfocitos T

Los linfocitos T o células T constituyen el 50% de las células presentes en la membrana
sinovial de pacientes con AR, su activacion desencadena la proliferacion de células sinoviales
y endoteliales, el reclutamiento de otras células proinflamatorias presentes en la circulacion
sanguinea, como monocitos, macréfagos y células B, también liberan citocinas que
promueven la producciéon de autoanticuerpos. Los principales tipos células T son las
colaboradoras (Th) que expresan en su membrana la glicoproteina CD4+, las citotoxicas (Tc)
que expresa en su membrana la glucoproteina CD8+ y células T reguladores (Treg)."?

Las células T CD8 + estan involucradas en la integridad de las células que han sufrido
infecciones o dafio ya que son capaces de inducir apoptosis. Por otro lado, las células T CD4
+ son el principal subtipo de células T que se encuentra cerca de las células dendriticas y los
macrofagos participando en el proceso de inflamacion. En el tejido sinovial, las células T CD4
+ proliferan y se diferencian principalmente en células de memoria, células efectoras Th1 y
Th17 que producen IL-17 e IL-23, que regulan la inflamacion caracteristica de la AR.?°

También estan las células T reguladoras, una subpoblacion especializada que actua
suprimiendo la activacién del sistema inmunitario mediante la inhibicidn de células T efectoras,
manteniendo asi su homeostasis y favoreciendo la tolerancia a lo propio, sin embargo, en
pacientes con AR parecen ser funcionalmente defectuosas, pues se ha demostrado que son
incapaces de suprimir eficazmente las respuestas inflamatorias.?’

2.2.7 Citoquinas

Las citoquinas se producen como consecuencia de la activacion local de las células T y
macrofagos, estan involucradas en procesos biolégicos importantes como el crecimiento,
activacion celular, inflamacién, inmunidad y diferenciacion, * en la AR tienen un papel
importante porque activan a las células sinoviales para que produzcan enzimas hidroliticas
que destruyen el cartilago, ligamentos y tendones de las articulaciones, ?* las citoquinas
reciben su nombre dependiendo las células de las que provienen, de linfocitos se denominan
linfocinas, monocinas (monocitos), adipoquinas (adipocitos), miocitos (miocitos) o
interleucinas (leucocitos).”

Las citoquinas no tienen un unico efecto y su equilibrio depende de complejas interacciones,
una de sus funciones es la regulacion de la inflamacién, diferenciandose en proinflamatorias y
antiinflamatorias. Aunque ninguna de las fases del proceso inflamatorio depende de una sola



citoquina en la AR predominan las citoquinas proinflamatorias sobre las antiinflamatorias. 24
Un ejemplo de esto es la IL-17 que potencia la actividad de otras citoquinas proinflamatorias y
estimula la diferenciacion de los osteoclastos, induciendo la degradacion del cartilago, de
manera similar, IL-6 es secretada por macrofagos, neutrdfilos, células dendriticas,
queratinocitos, células endoteliales, fibroblastos, sinoviocitos y células tumorales, se sabe que
controla multiples procesos biolégicos como la respuesta inmune innata y especifica, la
inflamacion, la hematopoyesis, la sinovitis y la resorcion 6sea. IL-6 se detecta raramente en
personas sanas. La figura 3 muestra las interacciones entre células e interleucinas
involucradas en la AR, donde también participan las ADAMTS que son un grupo de proteinas
de las cuales las metaloproteinas (MMP) tales como gelatinasas, estromelisinas y colagenasa
estan involucradas en el equilibrio entre la sintesis y degradacién de los componentes del
cartilago articular.25
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Figura 3 Citoquinas en la AR (Mclnnes, I. B., & Schett, G. 2011)

2.2.8 Osteoclastos

La inflamacion cronica en la AR suele ir acompanada de destruccion oésea, debida
principalmente a la excesiva actividad de resorcion 6sea continua de los osteoclastos, la
interaccidon entre los osteoclastos, las células T y macréfagos estimulan la diferenciacion de
osteoclastos rompiendo la homeostasis en el sistema osteoclastos/osteoblastos, estos ultimos
encargados de la formacion ésea.?*



2.2.9 Otras células Inflamatorias

Las células dendriticas son un tipo de fagocito y de célula presentadora de antigeno (CPA).
En la AR existe el proceso autoinmune que involucra una presentacion anormal de
autoantigenos por parte de las CPA, que lleva a la activacion de células T CD4+.% Los
mastocitos y los basofilos son fuentes importantes de histamina y serotonina, que producen
vasodilatacién y aumenta la permeabilidad vascular.® Los fibroblastos sinoviales estan
encargados de promover las metaloproteinas que degradan el cartilago. Por otro lado, el 6xido
nitrico producido por macrofagos actua como un radical libre, en el liquido sinovial de las
articulaciones humanas sanas contienen valores muy bajos de NO. Sin embargo, el liquido
sinovial procedente de pacientes con AR posee altas concentraciones de NO, el NO es un
factor que favorece la degradacion del cartilago articular.?’

2.3.- Los tratamientos Farmacolégicos

La tabla 1 enuncia las alternativas farmacolégicas para la AR, la primera alternativa son los
farmacos modificadores de la enfermedad (FARMES) las cuales tienen un efecto inhibidor de
la respuesta inmunolégica adaptativa, bloquean las cascadas de activacion intracelular y
propician el descenso de los niveles de anticuerpos, generalmente su uso es combinado con
antiinflamatorios no esteroideos (AINES) o glucocorticoides para disminuir el dolor y la
inflamacion.® Por otra parte, la alternativa farmacolégica méas reciente es el empleo de los
agentes bioldgicos, proteinas de origen biotecnolégico disefiadas para bloquear de manera
selectiva citocinas y proteinas asociadas en la regulacién de la inflamacion, sin embargo, son
bien conocidos sus efectos adversos.?®?




FARMES

Sulfasalazina,
Leflunomida,
Hidroxicloroquina

Metotrexato

Inhibe la secrecidn de citocinas
proinflamatorias, disminuye la
interaccién entre las células T
con las células presentadoras
de
antigeno, interviene en el
metabolismo de purinas y
bloquea la proliferacion celular
y la respuesta inflamatoria.

Diarrea, dolor
abdominal, nauseas,
exantema, alopecia,
dafo hepatico, dafo
renal, aumento de la

tension arterial, efecto
teratogeénico, dafo
retiniano y aumento de
actividad de las
enzimas hepaticas.>?®

AINES
glucocorticoides

Naproxeno,
Paracetamol,

Prednisona

Disminucion de
citocinas, de la sintesis de
eicosanoides, de IgG. Inhibe
COX-1y COX-2, produciendo
efectos
antiinflamatorios y

analgésicos.

Reacciones alérgicas
graves, malestar
estomacal, acidez,
nauseas dafio hepatico
y Ulceras gastricas.’

Agentes
Biologicos

Infliximab,

Tocilizumab

Inhibe la accion de citocinas y
reguladores proinflamatorios
(TNF-q, IL-1, IL-6, etc.)

Infecciones graves,
leucoencefalopatia
multifocal progresiva,
formacion de
autoanticuerpos.?

Tabla 1 Alternativas farmacoldgicas para la AR.

2.4.- Productos naturales y su importancia

Las plantas medicinales se han utilizado en tratamientos farmacolégicos humanos durante
mucho tiempo, debido a que los tratamientos actuales para la AR provocan efectos
secundarios no deseados y tienden a ser costosos, en contraste con los productos naturales
que carecen de tales desventajas y ofrecen una nueva oportunidad de tratamiento, diferentes
estudios sugieren su uso. Por ejemplo en diferentes estudios con modelos animales, se pudo
comprobar que el extracto de Camellia sinensis (Té verde) tiene un efecto antiinflamatorio,
debido a su alto contenido de polifenoles, principalmente epigalocatecina-3-galato que
promueve la disminucién de citocinas tales como IL-183, IFN-y, TNF-a, asi como la disminucion
de NO, PGE2 y de las metaloproteasas MMP-1 y MMP-3;* basados en un mecanismo
biolégico semejante, se ha comprobado que Uncaria tormentosa (Uha de gato) poseen




también efectos antioxidantes y antinflamatorios que provocan una disminucion significativa
de la inflamacién articular y el dolor.*®

Por su parte, el extracto de Lepidium meyenii (Maca), ademas de mostrar efectos
antiinflamatorios en modelos animales y en células, parece promover la restauracion de la
articulacion, por un mecanismo que sugiere la estimulacion de IGF-1 (hormona del
crecimiento) por los condrocitos.*® También se ha sugerido que el extracto de Tripterygium
wilfordii Hook F (Liana del trueno) posee un efecto antiinflamatorio alterando la expresion de
MMP, IL-1B, IL-17 y TNF-a en fibroblastos, macréfagos y condrocitos de ratén.>” Por otro lado
el aceite esencial de Nigela Sativa (Comino negro) se uso en un estudio clinico reduciendo la
inflamacion en pacientes con AR debido que a modula las respuestas inmunes mediadas por
células T y B.** Por ltimo, dentro de los medicamentos de uso tépico se conoce que el
extracto alcohodlico de Papaver somniferum (Amapola) y Cannabis sativa tienen efecto
antiinflamatorio y analgesico.®® Estos estudios justifican la evaluacion clinica del uso de
extractos estandarizados de plantas en la inflamacion y la AR.

2.5.-El Género Stevia

El género Stevia tiene una distribucion que abarca desde el sur de los Estados Unidos hasta
la region andina de América del sur, crece en una amplia gama de entornos, incluidos
pastizales, matorrales, laderas de montafias boscosas, bosques de coniferas y con mayor
frecuencia habitan terrenos montafiosos semisecos.***! Se estima que el nimero de especies
dentro del género es de mas de 230, la mayoria de las especies se encuentran en América
del sur donde son aproximadamente 120 especies, mas de 80 especies estan en América del
Norte y 150 han sido reportadas encontradas en México de las que 70 son nativas.*® El
género es conocido mundialmente por la especie Stevia rebaudiana, popularmente llamada
“Stevia”, que produce grandes cantidades de esteviosido. El estevidésido es el edulcorante
mas abundante que junto con otros glucdsidos diterpénicos se acumula en las hojas, por ello,
los extractos acuosos de S. rebaudiana se utilizan comercialmente para endulzar diferentes
productos.*?

El género Stevia tiene una amplia variedad en su composicion quimica, la cual ha sido blanco
de estudios fitoquimicos que han permitido encontrar algunos de los metabolitos que presenta
esta especie, tales como acidos fendlicos, flavonoides, aceites esenciales, derivados de la
acetofenona, benzofurano, cromeno, sesquiterpenos, diterpenos, tetraciclicos, triterpenos y
esteroles. ** Varios de los compuestos obtenidos de Stevia son conocidos por poseer
actividades biologicas importantes por ejemplo, los flavonoides han mostrado tener
actividades antimicrobianas, antifungicas, anticancerigenas, antiinflamatorias y antioxidantes;
por su parte los sesquiterpenos suelen ejercen actividad proapoptdtica.*> Numerosas
especies de Stevia son conocidas por sus usos etnofarmacoldgicos, algunas como S.



cardiaca Perkins que es utilizada para el tratamiento de condiciones cardiacas, S. balansae,
S. trifiada como antidiarreico, y S. eupatoria, junto con S. Pilosa como diurético. a4

3.-Hipétesis

Las especies del género Stevia poseen actividad farmacoldgica antiinflamatoria, por lo que es
posible identificar y clasificar a los extractos y metabolitos responsables de la actividad, e
identificar su viabilidad como posible fuente de nuevos farmacos antirreumaticos.

4.-Objetivo general

Realizar una revision bibliografica de la actividad antiinflamatoria y antirreumatica de
diferentes especies del género Stevia para evaluar su potencial como posible fuente de
farmaco o fitofarmacos.

4.1.-Objetivos especificos

e Realizar una revision bibliografica de los 10 ultimos afios sobre la actividad
antiinflamatoria y antirreumatica de las especies de plantas del género Stevia.

e Identificar las metodologias empleadas para la evaluacion de Ila actividad
antirreumatica y antiinflamatoria y clasificar sus resultados.

e Identificar los metabolitos y/o extractos reportados como responsables de la actividad
antiinflamatoria y antirreumatica.

e FEvaluar, con base en los resultados de la revision, el potencial de las plantas de género
stevia como posible fuente de farmacos o fitofarmacos.

5.1.-Materiales y metodologia
Se realizara una revision bibliografica en bases de datos como Academic Search Premier,
ACS publication, Elsevier, PubMed, Redalyc, Scopus, SciFinder, Sciencedirect, Springerlink,
Web of Science, del afio 2011 al afio 2021, sobre la actividad antiinflamatoria y antirreumatica
de plantas del género Stevia. La busqueda se realizara en idioma espafiol e inglés.
6.-Resultados y Discusién
6.1 Compuestos reportados del Genero Stevia
Los principales tipos de compuestos fitoquimicos reportados en el género Stevia cuyas

estructuras quimicas se muestran en la tabla 6 del Anexo, son las lactonas sesquiterpénicas,
diterpenos, flavonoides, triterpenos y esteroles, que se encuentran en las partes aéreas y



raices, siendo los responsables de las actividades terapéuticas en el género Stevia. *9 Se ha
reportado actividad antioxidante en la especies S. Macbridei, S. Oraginoides, S Ovata, S.
Rebaudiana, S. Salicifolia y S. Vicida.*® También se demostré que S. Macbridei contiene
quercetina, rutina y acido galico, compuestos con actividad antioxidante utilizando modelos in
vitro como el ensayo de captacion de radicales 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo e In vivo en ensayos
con levadura.”® De manera similar Stevia pilosa y Stevia eupatoria contienen quercetina,
luteolina, B-sitosterol y estigmasterol en su composicion, compuestos que han demostrado
efecto anticarcinogénico en diversos estudios in vitro e in vivo, ** el efecto del extracto
metandlico de ambas especies fueron probados sobre la proliferacién de células de cancer de
prostata.’’ > Ademas, se ha reportado que el extracto clorometandlico de S. Sauretifollia, S.
Alpina, S. Gillesi y Stevia Maimarensis contienen eupatorina, cirsimaritina y 5-
desmetilsinensetina con actividad contra la enfermedad de chagas. La tabla 2 menciona
diferentes especies de Stevia, sus efectos estudiados y la zona en donde fueron

recolectadas.’*%4%8
Extracto o
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Especie recoleccion coar?sﬁ:gts)to terapéutico Mecanismo de Accioén
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Peru ) o 50
vitro e in vivo.
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Rios, Buenos Extracto Actividad \ )
Saurgi‘ifo ia Aires, diclorometa- tripanocida y amas’il_g%treasZicliizr;l's.iscrum y
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promastigotes >




Reduce el total de células
inflamatorias, macrofagos,

Ciudad linfocitos, neutrofilos y

S. Sagun, Extracto Antiinflama- eosinofilos. Ayanin

Subpubence | Pachuca de Metanolico torio (10~100 pmol/kg, p.o.)
Soto, Hidalgo atenuo significativamente
la liberacion de IL-2 IL-4,

IL-5y TNF-a.

Tabla 2 Estudios sobre las actividades terapéuticas del género Stevia
6.2 S. Serrata

La figura 6 se muestran los diferentes mecanismos antiinflamatorios de Stevia, por ejemplo
Stevia serrata es nativa de México, Colombia, Ecuador, Venezuela, Honduras y Guatemala,
también se le conoce como cola de borrego, chipatoria, burrillo y tlassivaca, suele emplearse
como remedio para problemas intestinales y para acelerar la fermentacion de algunas
bebidas.*® En la figura 4 se puede apreciar a S. Serrata que tiene hojas alternas, bracteas del
involucro con gotitas de exudado resinoso sobre su superficie (sin pelos glandulares), flores
blancas, puede alcanzar los 80 cm de altura.

En 2019 Daniel Rey et al. analizaron la composicion del aceite esencial (AE) de Stevia
serrata de una poblacién ubicada en el altiplano occidental de Guatemala identificando el 91%
de sus componentes, demostrando que contiene camazuleno, nerolidol, éxido de cariofileno y
germacreno D mostrados en la tabla 3.%° ® Determinaron la actividad antinociceptiva en
ensayos con ratas (ensayo de placa caliente, formalina e hiperalgesia térmica con
carragenina), para poder medir dicha actividad los ratones recibieron una inyeccion
intraperitoneal de naloxona (antagonista no selectivo de los receptores opioides), atropina
(antagonista no selectivo de los receptores muscarinicos) y L-NAME (inhibidor de la enzima
6xido nitrico sintasa) 15 min antes de la administracién oral de AE.*®

linalol 0.8
eugenol 0.3
B-elemeno 04
cariofileno 29
a-humuleno 0.4




germacreno-D 54
biciclogermacreno 1
E-nerolidol 7.3
espatulenol 4.3
oxido de cariofileno 6.3
camazuleno 60.1
compuestos NI 1.3
Total 91

Tabla 3 Composicion de S. serrata identificado por cromatografia de gases con detector de
ionizacion de llama (Reis 2019)

Identificaron que el efecto analgésico del AE de S. serrata se debe a las altas
concentraciones de camazuleno, y que esta mediado por la via glutamatérgica bloqueando los
receptores TRPV1 y glutamato. *° La via de glutamato es el mediador de la transmisién
sinaptica excitatoria en el sistema nervioso central y activa varios eventos intracelulares, como
la alteracion de los niveles de calcio intracelular, la activacion de mediadores celulares y la
apertura de canales iodnicos, también induce la liberaciéon de aminoacidos excitatorios, PGE2,
NO y cininas. 8

Figura4 1 Stevia Serrata 2 Stevia Subpubences 3 Stevia Rebaudiana



6.3 S. Subpubences

Stevia ubpubences es reconocida como una especie nativa de México y crece en todo el
territorio del pais.*® En un estudio realizado por la Universidad Nacional Auténoma de México
se identificaron 14 compuestos tales como estigmasterol, estigmasterilo, B-sitosteril, 4'-O-
metilsakuranetin, sakuranetin, 3,7,4'-O-trimethylkaempferol, ayanin, ermanin, hiperina, acido
cistendlico, labdandlico, escoparona y melilotésido. Las estructuras de estos compuestos
fueron dilucidadas por analisis de sus caracteristicas espectroscopicas y se realizd el ensayo
de edema en pata de rata inducido por TPA demostrando que el principal compuesto
responsable de la inhibicion de inflamacion fue ayanin, debido a que reduce el total de células
inflamatorias, macréfagos, linfocitos, neutrofilos y eosindfilos, ademas de inhibir la liberacion
de IL-2, IL-4, IL-5 y TNF-a.%°

6.4 S. Rebaudiana

S. rebaudiana es una especie nativa del suroeste de Brasil y Paraguay, fue descrita a finales del
siglo XIX por el suizo Moisés Bertoni en el alto Parana, el termino rebaudiana proviene del quimico
paraguayo Ovidio Rebaudi, quien fue el primero que analizd la composicion quimica de la planta
y los componentes responsables de su sabor dulce, el esteviol y sus glucésidos, ®? se muestra
en la figura 5 la estructura del esteviol, en la tabla 4 se muestran las estructuras quimicas y
peso molecular de los glucosidos: estevidsido, rebaudiésido (A, B, C.D, E y F),
esteviolbiésido, rubososido y dulcosido A, todos encontrados principalmente en las hojas de la
planta.’’ El esteviésido representa del 4-13% de glucosidos de esteviol en la hoja seca
mientras que rebaudosido A representa 2-4%. Sin embargo, este ultimo compuesto le confiere
entre 180-400 veces mas dulce que la sacarosa. %




Figura 5 Estructura quimica del Steviol

Peso
COMPONENTE R1 R2
Molecular
Steviodsido B-Glc B-Glc- B-Glc (2—1) 804.88
Rebaudiosido A B-Glc B-Glc- B-Glc (2—1) B-Glc (3—1) 967.01
Rebaudiosido B H B-Glc- B-Glc (2—1) B-Glc (3—1) 804 .87
o B-Glc- B-Glc-a- Rha (2—1) B-
Rebaudidsido C B-Glc 951.03
Glc (3—1)
' B-Glc- B-Glc
Rebaudiésido D (2—1) B-Glc- B-Glc (2—1) B-Glc (3—1) | 1129.17
Rebaudiosido E B-Glec- B-Glc B-Glec- B-Glc (2—1) 966.43
Rebaudiosido F B-Glc B-Glc- B-Xyl (2—1) B-Glc (3—1) 936.98
Dulcésido A B-Glc B-Glc-a-Rha (2—1) 788.87
Rubososido B-Glc B-Glc 642.7316
Steviolbiosido B-Glc- B-Glc (2—1) 642.73

Tabla 4 Estructura quimica y peso molecular de los glucosidos de esteviol (Aranda et al., 2014).

Se sabe que los azucares simples contribuyen al aumento de peso y provocan otros efectos
perjudiciales para la salud. ® El uso de la Stevia como edulcorante bajo en calorias reduce la ingesta
de azucares simples y, en consecuencia, se ha relacionado con propiedades antiobesidad, esto
significa que los glucdsidos de estevia ademas de ser una alternativa para la industria alimenticia, se
reconocen por sus propiedades terapéuticas, por ejemplo, se ha demostrado una accién beneficiosa
durante la respuesta glucémica posprandial, ya que reduce la glucosa en la sangre y tienden a
potenciar la secrecion de insulina al estimular las células B en el pancreas.® Otros efectos observados
en estudios in vitro ha sido el antioxidante, protector y proapoptético, demostrandose que los extractos
etandlicos de hojas de la planta ayudan a prevenir la propagacién de agentes responsables del dafio
del ADN (radicales libres y superdxidos),’® este efecto reduce el dafio celular, la carcinogénesis y el
desarrollo de tumores®. También se han demostrado sus propiedades bactericidas actuando sobre
Streptococcus mutans, responsable de las caries dentales®®. Ademas, ayuda a disminuir la presion
arterial mediante la excrecion de la orina y cantidad de sodio en el cuerpo® Son numerosos los
efectos terapéuticos debidos a los glucdsidos y también a sus componentes tales como el
acido galico, acido cafeico, acido clorogénico, acido ferulico, acido protocatecuico, acido
rosmarinico, acido salicilico, canferol, catequina, epicatequina, luteolina y rutina.”



Varios estudios mostrados en la tabla 5 han indicado las propiedades antiinflamatorias de la
Stevia y sus componentes utilizando diferentes modelos in vivo e in vitro. Latha y Shetal en
2017 estudiaron la actividad antiinflamatoria del extracto hidroalcohdlico de hojas de stevia
(500 mg / kg) reportando que previene la inflamacién y también reduce el dafio oxidativo en el
higado de ratones predominantemente al alterar el nivel de citocinas proinflamatorias como el
TNF-qa, IL-1B e IL-6"" 7. también Meng et al 2018 demostraron que el esteviésido puede
suprimir la secrecidn de citocinas proinflamatorias en macréfagos después de ser estimulados
con lipopolisacaridos de una manera dependiente de la dosis.”® Otro estudio declaré que el
esteviosido a 200 yM suprimié la respuesta inflamatoria inducida por particulas de titanio en
macrofagos derivados de la médula 6sea y previno la ostedlisis en ratones tratados con
particulas de titanio (con una dosis de 10 o 30 mg / kg), segun sus hallazgos, el esteviosido
conferia actividad antiinflamatoria a través de la regulacion a la baja de dos vias principales, la
proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK) y el factor nuclear kappa B (NF-kB).”

Boonkaewwan y Burodom 2013 en Tailandia informaron hallazgos similares, que explicaron
que el esteviosido suprimid la liberacion de TNF-a, IL-13 e IL-6 e inhibié del NF-kB
impidiendo la fosforilacion de la proteina IkBa. " De manera similar, el esteviésido pudo
reducir la inflamacién en modelo de raton infectado por Staphylococcus aureus través de
acciones en MAPK y NF-kB,’® el grupo de investigacion realizé inicialmente un estudio sobre
células epiteliales mamarias primarias de ratén infectadas con S. aureus y descubrié que el
estevidsido era capaz de inhibir la secrecion de citocinas inflamatorias como el TNF-a, IL-13 e
IL-6, probablemente a través de acciones en las vias MAPK y NFk. Ademas de ayudar
eficazmente en el tratamiento de mastitis inducida por S. aureus, el esteviosido pudo prevenir
la muerte celular de celulas infectadas mediante la regulacién a la baja de la expresién de
receptores tipo Toll (TLR), que es un actor clave en la regulaciéon de la inflamacion y la
apoptosis.”® Por ultimo Kim et al.2012 y Holvoet et al. 2015 demostraron que otros glucésidos
como el Rebaudiosido A y la astroinulina tienen una actividad similar a través de la regulacion
a la baja de dos vias principales, la proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK) y el
factor nuclear kappa B (NF-kB), ademas de inhibir la produccién de NO.”" 8

In vivo: musculo | mejora la activacidon de las células satélite | (Bunprajun,
de rata winstar inhibe la via de sefalizacion NF-kB et al. 2012)
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Tabla 5 Estudios In Vivo e In vitro sobre los glucosidos de Stevia con propiedades
Antiinflamatorias, antioxidantes e inmonumoduladoras.

Por otro lado Alavala et al. estudiaron el efecto antiinflamatorio crénico del esteviosido en el
modelo de edema en pata inducido por carragenina en ratas y en el modelo de artritis inducida
por adyuvante Freud en ratas. Se analizaron los niveles de PGEZ2, citocinas proinflamatorias
(TNF-qa, IL-6 e IL-1B) y citocina antiinflamatoria (IL-10), asi como la expresion de proteinas de
NF-kB (p65), COX-2 e iNOS, concluyeron que el tratamiento con esteviésido mejora
significativamente la puntuacion artritica inducida por adyuvantes, las alteraciones
histologicas, el volumen de la pata e se impidi6 el aumento de la actividad de la
mieloperoxidasa, sugierendo que el esteviosido puede servir como agente antiinflamatorio y
podgga servir como una posible opcién terapéutica complementaria en el tratamiento de la
AR.
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Figura 6
Mecanismos de accidn de Stevia en la inflamacion

7.-Conclusiones

Algunos compuestos presentes en el género Stevia como el flavonoide ayanin y camazuleno
ayudan a mitigar el dolor y reducir la infiltracion de células y mediadores proinflamatorios al
actuar sobre los receptores en en el sistema nervioso. Por otro lado, los glucosidos de steviol
en Stevia Rebaudiana han demostrado prevenir la inflamacion al inhibir la produccidon de
citocinas y NO mediante la regulacion a la baja de las vias de senalizacion MAPK y NF-kB.
Demostrando que el uso de Stevia puede ser una alternativa como terapia de apoyo en la AR.



8.-ANEXO
8.1.-GLOSARIO

PGE2 (prostaglandina): sustancias de naturaleza similar a las hormonas que participan en
una amplia gama de funciones corporales, como la contraccion y relajacion del musculo liso,
la dilatacion y constriccion de los vasos sanguineos, el control de la presion arterialy la
modulacién de inflamacion

NO (oxido nitrico) : compuesto que es toxico pero que, paraddjicamente, desempefa una
serie de funciones importantes en el cuerpo, incluidas las siguientes:

« Actua como vasodilatador (relajante de los vasos sanguineos).

« Por lo tanto, controla el flujo de sangre a los tejidos.

« Regula la unién y liberacién de oxigeno a la hemoglobina .

« Por lo tanto, controla el suministro de oxigeno a las mitocondrias (centrales eléctricas
celulares que generan energia).

« Mata los organismos parasitos, las células infectadas por virus y las
células tumorales (al inactivar las enzimas de la cadena respiratoria en sus
mitocondrias).

« Estimula la produccion de nuevas mitocondrias.

MMP-1 y MMP-3 (metaloproteinas) : grupo de enzimas que pueden descomponer las
proteinas, como el colageno, que se encuentran normalmente en los espacios entre las
células de los tejidos (es decir, proteinas de la matriz extracelular). Dado que estas enzimas
necesitan cinc o atomos de calcio para trabajar adecuadamente, se llaman metaloproteasas.
Las metaloproteasas de matriz participan en la curacion de heridas, la angiogénesis y la
metastasis de las células tumorales

Angiogénesis: formacion de vasos sanguineos nuevos. Este proceso consiste en la
migracion, crecimiento y diferenciacion de células endoteliales, las cuales recubren las
paredes internas de los vasos sanguineos.

Sinovitis: inflamacion (hinchazon, dolor y calor) de la membrana sinovial, que es la capa de
tejido conjuntivo que recubre una articulacion, como la cadera, la rodilla, el tobillo o el
hombro.



HLA-DR1: EI gen HLA-DR1 proporciona instrucciones para producir una proteina que
desempenfa un papel fundamental en el sistema inmunitario. El gen HLA-DR1 es parte de una
familia de genes llamada complejo del antigeno leucocitario humano (HLA). EI complejo HLA
ayuda al sistema inmunitario a distinguir las proteinas propias del cuerpo de las proteinas
producidas por invasores extrafios, como virus y bacterias. EI complejo HLA es la version
humana del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), una familia de genes que se
presenta en muchas especies. EI gen HLA-DRB1 pertenece a un grupo de genes MHC
llamado MHC clase Il. Los genes del MHC de clase Il proporcionan instrucciones para fabricar
proteinas que estan presentes en la superficie de ciertas células del sistema inmunitario.

MCH clase 2: Las moléculas MHC de clase Il se expresan sélo en la superficie de células
presentadoras de antigeno (macréfagos, células dendriticas y linfocitos B), y sirven para
presentar péptidos procesados procedentes de antigenos exdgenos a los linfocitos T CD4+.

FR : Factor reumatoide es un autoanticuerpo, una inmunoglobulina de tipo IgM producida por
el sistema  inmunitario del organismo. Los autoanticuerpos atacan  a tejidos propios,
identificandolos como si fueran estructuras extrafias. A pesar de que no se conoce con
certeza la funcion del FR, su presencia es util como marcador de actividad inflamatoria y
autoinmune.

ACPA: anticuerpos ciclicos citrulinados, son autoanticuerpos producidos por el sistema
inmune que van dirigidos contra el péptido citrulinado ciclico. El organismo produce
normalmente citrulina como parte del metabolismo del aminoacido arginina. Sin embargo, en
las articulaciones de los pacientes con AR esta conversion puede ocurrir a un ritmo mayor. La
citrulina cambia la estructura de las proteinas y puede desencadenar una respuesta inmune,
produciendo autoanticuerpos contra las proteinas de las articulaciones.

Catepsina K: La degradacion de la matriz 6sea depende de la actividad de dos clases
principales de proteasas, las cisteino-proteasas y las metaloproteasas de matriz. La cisteino-
proteasa. que esta presente predominantemente en el osteoclasto, es la catepsina K. La
inhibicion de esta enzima inhibe la formacion de lagunas de resorcion osteoclastica de una
manera de concentracion dependiente.

Metaloproteasas: son enzimas extracelulares cuyas funciones conocidas incluyen el
procesamiento de colageno como N-proteinasa de procolageno, inhibicion de la angiogénesis,
la homeostasis de la coagulacion de la sangre y también en los tiene participacién en la
organogeénesis, la inflamacion y la fertilidad.



Receptores TRPV1: El dolor es resultado del procesamiento de una gran cantidad de senales
producidas a diferentes niveles del sistema nervioso central y periférico, que se generan en
respuesta a estimulos provenientes del medio ambiente o del organismo mismo. Una de las
estrategias para generar nuevos analgésicos consiste en el estudio de las bases moleculares
que subyacen en la deteccién de los estimulos dolorosos, es decir, los receptores. Un
receptor de gran importancia para la fisiologia sensorial y del dolor es el TRPV1, encargado
de la deteccion de estimulos mecanicos, quimicos y térmicos. La activacion del TRPV1 en
neuronas sensitivas genera sefales que llegan al sistema nervioso central, donde se
interpretan como dolor, ademas de provocar la liberaciéon periférica de sustancias
proinflamatorias que sensibilizan a otras neuronas a estimulos subsecuentes. El TRPV1 es un
receptor estructuralmente similar a otros canales ionicos dependientes de voltaje, con la
capacidad de detectar e integrar diversos estimulos del medio ambiente, como temperaturas
elevadas nocivas o agentes irritantes. Ademas, la actividad de este canal se acopla a diversas
cadenas de sefalizacién relacionadas con procesos de inflamacion.

Receptores de glutamato: El acido glutamico (Glu) es el principal neurotransmisor excitatorio
del sistema nervioso central que interactia con dos tipos clasificados en dos tipos:
metabotrépico e ionotrépico que tienen un papel indispensable en la plasticidad sinaptica
principalmente por la permeabilidad que tiene al ion Ca ++ .

8.2 Estructuras quimicas de compuestos del Genero Stevia
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6 Componentes identificados en los extractos acuosos, metanolicos y aceite escencial

de Stevia rebaudiana
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