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NTRODUCCION

En México, antes de la llegada de los espanoles, la practica médica herbolaria
era una actividad cotidiana, se habia desarrollado un gran conocimiento de la
medicina indigena como para enfrentar varios de los padecimientos, esto es, los
indigenas sabian sobre las propiedades y los efectos de sus remedios, ademas
transmiten dicho conocimiento. Hoy en dia, como legado hasta nuestras
generaciones, la medicina tradicional es una alternativa y son muchas las
familias mexicanas que para curar sus males siguen acudiendo a los remedios
herbolarios, también llamados remedios caseros, y en cada region existen
plantas que, por su eficacia y por el conocimiento que se tiene de elias, pueden

considerarse como las mas populares o representativas.

La importancia del estudio de los productos naturales radica en la contribucién
que representan para la terapéutica convencional como para la tradicional, cabe
destacar que las plantas siempre han sido una fuente para la obtencion de
extractos, asi como de principios activos puros.

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) estima que alrededor de un 80% de
la poblacion mundial, principalmente de los paises en vias de desarrollo, recurre
a las medicinas tradicionales para solucionar sus principales problemas de
salud, y se puede afirmar que gran parte de los tratamientos tienen como base el
uso de las plantas o de sus principios activos.

Por otra parte, son de interés los compuestos de origen natural en el campo de
la industria farmaceutica, ya que sirven como materia prima para la obtencién de
los Ilamados farmacos semisintéticos como las hormonas esteroidales; también

han constituido los prototipos estructurales para la sintesis de drogas analogas

Faculfad de Quimica — UNAM
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con mayor actividad biolégica. Uno de los propésitos de mayor relevancia en el
campo de las ciencias meédicas y farmacéuticas es encontrar nuevos agentes
terapeuticos que actien con mayor selectividad y menores efectos secundarios

indeseables.

El descubrimiento de un alto porcentaje de farmacos de origen vegetal, ha sido
resultado del estudio de plantas empleadas en la medicina tradicional. A pesar
de la gran diversidad de piantas de reconocido uso popular, en México, la

busqueda de nuevos principios activos se encuentra aun en pleno desarrollo.

Por ofra parte, el interés por encontrar nuevos farmacos con actividad
antiinflamatoria, los antecedentes sobre los ya existentes en la clinica, la falta de
programas de rastreo farmacologico de plantas con probable actividad
antiinflamatoria, la informacién etnobotanica abundante sobre plantas empleadas
para tratar una serie de sintomas y padecimientos asociados al proceso
inflamatorio, son aspectos que se toman en consideracion en la investigacion de

las plantas que son empleadas como antiinflamatorias en la medicina tradicional.

Achillea millefolium es una de las especies que se utiliza en los estados de Baja
California, Chiapas, Durango. Estado de Meéxico, Hidalgo, Puebla, Oaxaca,
Veracruz y en el D.F. para curar heridas, en el tratamiento de padecimientos

relacionados con la inflamacion, el dolor, ete.

En la literatura cientifica, la informacién de esta especie vegetal es dispersa y los
resultados respecto a su actividad antiinflamatoria no son concluyentes; esto es,
se tiene un conocimiento sobre sus constituyentes quimicos, sin embargo no se
han reportado los estudios a nivel farmacolégico de todos estos constituyentes ni
tampoco se especifica con claridad cual de estos compuestos quimicos son los

responsables de las actividades bioldgicas reportadas.

Facultad de Quimica — UNAM
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Por lo tanto, siendo Achillea millefolium una especie de importancia como
recurso alternativo en el tratamiento de la inflamacién, se decidi¢ llevar a cabo el
estudio quimico-farmacolégico del extracto metanolico de la planta, utilizando
como modelo bioldgico, el del edema plantar de la rata inducido con carragenina.

Una vez analizados los resuitados obtenidos, se concluye que el extracto
metandlico de las partes aéreas de A. milfefolium inhibe significativamente el
edema inducido con carragenina; la composicion heterogénea del extracto vy la
actividad de ias fracciones aisladas, permite hasta el momento atribuir el efecto
antiinflamatorio, fundamentalmente a la presencia de un esterol y de un complejo
de lactonas sesquiterpénicas. El estudio confirma en cierta medida, las
propiedades antiinflamatorias que le confiere a esta especie vegetal la medicina

tradicional mexicana.

Facultad ¢e Quimica — UNAM
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TECEDENTES

La inflamacién es una respuesta fisicldgica a la accion de agentes que producen
infeccidn, hipersensibilidad, traumatismos etc. y que frae como consecuencia
alteracidbn en la homeostasis del organismo. Parlicipan en el proceso
inflamatorio, células del sistema inmune que liberan mediadores quimicos,

activadores de diferentes mecanismos enzimaticos e inmunolégicos.

La inflamacion se manifiesta en cualquier parte del organismo y se acompafia de
sintomas caracteristicos como calor excesivo, tumefaccion, dolor vy
enrojecimiento de la zona afectada. En la respuesta inflamatoria ocurren tres

evenios fundamentales:

+ Dilatacién de los vasos capilares para incrementar el flujo sanguineo en la
zona afectada.

» Aumento de la permeabilidad vascular facilitando de esta manera que
células, macromoléculas como la de los anticuerpos y el complemento,
alcancen la zona inflamada.

e Migracién de los leucocitos (neutréfilos, macrofagos vy linfocitos) al sitio de la

inflamacion.

La inflamacién puede ser un cuadro de tipo agudo o crénico. Ei proceso de tipo
agudo se caracteriza por una respuesta localizada, rapida y que lleva a la
curacién total; mientras que el de tipo crénico afecta a uno o mas érganos y en

este caso, la evolucion del proceso es impredecible.

Facultad de Quimica - UNAM
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Los eventos que ocurren en el proceso inflamatorio son iniciados por una gran
variedad de mediadores quimicos, algunos de estos son producidos por
microorganismos invasores, otros son liberados por células que han sido
dahadas. Participan también mediadores que son generados por determinados
sistemas enzimaticos en el plasma y otros, son producto de los leucocitos que
intervienen en el proceso inflamatorio (Goldsby y col., 2000).

Los microorganismos invasores tienden a liberar enzimas, entre ellas
hemolisinas que tienen como funcion destruir a los eritrocitos y, las leucocidinas
que juegan un papel importante en la destruccion de los leucocitos
polimorfonucleares (PMN); otro tipo de enzimas son las estreptocinasas y las
estafilocinasas que son proteasas que se encargan de convertir el plasmindgeno
en plasmina para disolver los coagulos formados y lograr la diseminacién de los
microorganismos. Finalmente, cabe mencionar a las desoxiribonucleasas que
degradan el ADN y promueven el movimiento bacteriano de un lugar a otro en el
organismo. Algunos microorganismos sintetizan endotoxinas, un ejemplo es el
componente del lipido A de los lipopolisacaridos {(LPS) en las bacterias Gram-
negativas, que es liberado cuando se produce la lisis de las mismas;
generalmente, las bacterias Gram-positivas producen proteinas solubles
llamadas exotoxinas que actlan de manera mas especifica y son mas dariinas
que las endotoxinas, algunas de estas son las enterotoxinas, neurotoxinas y
otras (Lim, 1998).

Uno de los principales mediadores en el proceso inflamatorio es la histamina,
agente que es liberado por las células cebadas, plaquetas, efc., y se une a
receptores localizados en los capilares y vénulas, produciendo vasodilatacion e
incrementando la permeabilidad vascular. Entre otros mediadores quimicos
liberados estan las proteinas séricas, la proteina C reactiva que es sintetizada en
el higado en respuesta a un traumatismo o a una infeccién, ésta dltima se une a

receptores (C-polisacaridos) membranales de bacterias, hongos, etc., activando

Facultad de Quimica - UNAM
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asi el sistema del complemento para ocasionar la lisis o la fagocitosis de los

microorganismos (Goldsby y col., 2000).

Las cininas constituyen un grupo importante de mediadores involucrado con la
respuesta inflamatoria, son pequefios péptidos que se encuentran en el plasma
en su forma inactiva y cuando se presenta un dafio tisular, éstas se activan
causando vascdilatacién e incrementando la permeabilidad de los capilares
(Goldsby y col., 2000).

El proceso inflamatorio involucra la participacion de células del sistema inmune
tales como los fagocitos (eosindfilos, neutréfilos, monocitos, macrofagos), las
celulas auxiliares {(celulas cebadas, plaquetas, basofilos) y los linfocitos

(linfocitos T, linfocitos B) que liberan mediadores de la inflamacién (cuadro 1).

Los fagocitos son un grupo de céluias que se originan en la médula ésea y
tienen como funcion endocitar bacterias, células sanguineas y otras,
internalizarlas y destruirlas. A este grupo pertenecen los eosindfilos, células
caracteristicas en las reacciones de hipersensibilidad; los neutréfilos que se
presentan cuando se da un proceso inflamatorio de tipo agudo; los monocitos
que tienen gran actividad fagocitica y que cuando se encuentran fuera del

torrente sanguineo se transforman en macrofagos (Roitt y col., 1996)

Las células auxiliares tienen la funcién de controlar la inflamacion, atrayendo
leucocitos y a los mediadores quimicos hacia el sitio de la infeccién. Dentro de
las células que toman parte activa en la inflamacion, cabe mencionar a las
plaquetas ya que liberan mediadores como la histamina y la serotonina los
cuales aumentan la permeabilidad vascular y activan al compiemento. Por otra
parte, las celulas cebadas que se encuentran cerca de l0s vasos sanguineos y
los baséfilos en circulacion, se caracterizan por tener granulos que liberan a los
mediadores de la inflamacion (histamina, serotonina, citocinas proinflamatorias,

oxido nitrico, etc. ) al momento de ser activades (Roitt y col., 1996).

Facuftad de Quimica ~ UNAM
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Otro grupo celular es el de los linfocitos, éstos son los responsables del
reconocimiento de los antigenos dando inicio a la respuesta inmune. Hay dos
tipos de linfocitos, los linfocitos B (LB) que se originan en la médula 6sea y los
linfocitos T (LT) que se desarrollan en el timo. Los LB, son células que expresan
en su superficie a un receptor especifico para un determinado antigeno; una vez
que se da el reconocimiento del antigeno, los LB se multiplican y se diferencian
a células plasmaticas, mismas que producen gran cantidad de moléculas
solubles llamadas anticuerpos. Estos anticuerpos son glucoproteinas que se
encuentran en la circulacién y en fluidos, tienen como funcién bloquear la

aclividad del antigeno uniéndose a él (Goldsby y col., 2000).

Existen varios grupos de linfocitos T, uno de ellos interactia con los LB
ayudandolos en su diferenciacién y en la producciéon de anticuerpos, otro grupo
estimula a los fagocitos eliminando a las células patdégenas; estos dos grupos
forman parte de los llamados linfocitos T-cooperadores (L.Tw). Un tercer grupo de
LT es el responsable de la destruccion de las células que han sido infectadas por
los microorganismos patdogenos o por un virus, a este grupo se les conoce como
linfocitos T-citotoxicos (LT¢). Estos grupos de linfocitos T producen su efecto
liberando proteinas solubles, conocidas como citocinas y promoviendo
interacciones celulares. También existen celulas que son citotdxicas para las
células tumorales y para las células infectadas por virus, a estas se 1es conoce
como células asesinas (natural killer NK), y a diferencia de los LT, emplean

mecanismos de reconocimiento no-especificos (Goldsby y col., 2000).

Por otra parte, existe una gran cantidad de macromoléculas involucradas en el
desarrollo de la respuesta inmune, dentro de las que se incluyen a los
anticuerpos y a las citocinas producidas por los linfocitos, asi como a las
proteinas séricas. Se ha encontrado que las concentraciones de este tipo de
proteinas aumenta rapidamente cuando se presenta un proceso infeccioso. El

sistema del complemento es un grupo formado por 20 proteinas séricas y que

Facultad de Quimuca — UNAM
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F A G O C I T © S|CELULAS ACCESORIAS|LINFOCITOS
Monocitos | neutréfilos | Eosinofilos | Basdfilos Células Plaquetas | Linfocitos T | Linfocitos B
cebadas
iL-1 hidrolasas  histaminasa heparina heparina histamina ANTICUERPOS
hidrolasas lisozima histamina histamina serotonina
proteasas peroxidasas FAP serotonina
lipasas IL-8 hidroxilasas
IL-6 proteasas LTy — LTe
FNT-o IL-6 PN l
PGE2 IL-8

oxido nitrico

Cuadro 1.

FNT- Th1 T2 IL-2
IFN-y ¢ ¢ FNT—«
IL-2 iL-4
IFN-y  IL-5
FNT-a IL-6
IL-10
IL-13

Principales componentes y citocinas del sistema inmune. Las distintas células que integran el sistema inmune. hberan medadores solubles de acuerdo a su funcién

{tomado de Roilt y col., 1996, Immnunology, pp 1 3).
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tiene como funcion promover una respuesta inflamatoria. Este sistema se puede
activar por dos vias: la clasica y la alterna. La via clasica se activa cuando se
forma el complejo antigeno-anticuerpo mediando la respuesta adaptativa,
mientras que la via alterna se activa con la presencia de microorganismos
generando una respuesta inmune no especifica. La activacion del complemento
£s una serie de reacciones, en donde sus componentes se activan de manera
secuencial. Esta activacién, ya sea por la via clasica o la alterna, genera
péptidos que son quimiotacticos para los fagocitos, incrementan la
permeabilidad vascular, liberan mediadores de |a inflamacién, producen la lisis
de los microorganismos y opsonizan a los microorganismos haciendo mas
eficiente la fagocitosis (Roitt y col., 1996).

MECANISMOS ENZIMATICOS INVOLUCRADOS EN EL PROCESO INFLAMATORIO

Endotelio Dafado

l

Activacion del Factor Hageman

Cascada Sistema
Precalikreina i Coagulacién Fibrinolitico
l Trombina Plasmina
calikreina l /
l Fibrinopéptidos
Bradiquinina «— cinindgeno + fibnna
+ de | bilidad | l Activacién del
e la permeabliidad vascular, . complemento.
dolor, contraccion de musculo Degradacitn fibnna P
liso
1 de la permeabilidad
vascular, qgumiotaxis de
neutréfilos.
Cuadro 2

Sistemas enzimdticos involucrados en el desarroflo def proceso inflamatorio. El dafio a nivel de endolelio induce 1a
activacién de mediadores enzimdticos en el plasma relacionados con los sistemas de las cininas, de la coagulacion y
fibrinoiftico. Estos mediadores producen cambios vasculares. La plasmina ademds de degradar los codgulos formados,
achva el sistema del complemento. (Tomade de Goldsby y col, 2000, Immunoiogy, pp 381.)
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Existen en el plasma cuatro sistermas interconectados que producen mediadores
de la infltamacién: el sistema de las cininas, el sistema de la coagulacién, el
sistema fibrinolitico y el sistema del complemento. Con excepcion del sistema
del complemento, los otros tres sistemas tienen un intermediario en comun, el
factor de coagulacion denominado, Factor Hageman (cuadro 2). Cuando ocurre
un dafo tisular, se activan estos cuatro sistemas para formar una red de sefales

y generar mediadores (Goldsby y col., 2000).

El sistema de las cininas es una cascada enzimatica que se desencadena al
activarse el factor de Hageman. Este factor estimula a la precalicreina para
formar calicreina, la cual induce la formacién de bradiquinina. La bradiquinina es
un péptido vasoactivo que incrementa la permeabilidad vascular, produce
vasodilatacién, dolor e induce la contraccion del musculo liso; mientras que la
calikreina actua directamente sobre el complemento, dividiendo al componente
C5 en los fragmentos C5a y C5b; el fragmento C5a es una anafilotoxina que
induce la degranulacién de las células cebadas, liberando mediadores de la
inflamaciéon como fla histamina, aunque tambien actua como un factor

quimiotactico (Goldsby y col., 2000).

El sistema de coagulacién es una cascada enzimatica que se activa cuando se
produce un dafo en los vasos sanguineos, produce una gran cantidad de
trombina que actia sobre el fibrindégeno soluble para producir filamentos de
fibrina insolubles vy fibrinopéptidos. Estes filamentos se entrecruzan para formar
un coagulo y asi, prevenir hemorragias y en caso de infeccion, evitar que los
microorganismos patégenos lleguen a la circulacion sistemica. Los
fibrinopéptidos actian como mediadores de la inflamacion incrementando la

permeabilidad vascular y la quimiotaxis de los neutréfilos (Goldsby y col., 2000).

El sistema fibrinolitico tiene la funcion de remover el coagulo de fibrina formado
en el tejido dafiado. E! producto final de esta via es la plasmina, enzima

proteolitica que deshace los coagulos transformandolos en productos de
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degradacion que son quimiotacticos para los neutréfilos y a su vez, contribuye a
la respuesta inflamatoria activando al complemento por la via clasica (Goldsby y
col., 2000).

El sistema del complemento activado tanto por la via clasica como por fa via
alterna, da origen a varios mediadores quimicos de la inflamacion, como las
anafilotoxinas C3a y C5a las cuales inducen la liberacién de histamina y otros
agentes que aumentan la permeabilidad vascular e inducen la contraccion del
musculo liso. Estas anafilotoxinas actian de manera conjunta para lograr la
adherencia, exiravasacion y migracion de los monocitos y neutréfios hacia la
zona afectada (Roitt y col., 19986).

MEDIADORES DE LA INFLAMACION GENERADOS POR LA VIA DE LA CICLOOXIGENASA

Durante el proceso inflamatorio se dafian las membranas de los macrofagos,
monocitos, neutrofilos, células cebadas y otras, generandose acido araquidénico
(AA) vy el factor activador de plaquetas (FAP) (Cuadro 3). ElI FAP induce la
activacion de las plagquetas, ayuda a la quimiotaxis de los eosindfilos y a la

activacion y degranulacion de los neutrdfilos y eosinéfilos (Goldsby y col., 2000).

El metabolismo del acido araquidénico por la via de la cicloooxigenasa (COX)
genera mediadores de la inflamacion como las prostaglandinas (PG) y los
tromboxanos (TX), los cuales son liberados por distintas células: los neutrofilos
producen PGEZ2, los monocitos y macrdfagos producen gran cantidad de PGE2
y PGF2, las células cebadas producen PGD2; estas prostaglandinas tienen
como funcién aumentar la permeabilidad y la dilatacion vascular e inducir la
quimiotaxis de los neutrofilos. Los tromboxanos son mediadores de la
inflamacion que inducen fa agregacién plaguetaria y la constriccidn de los vasos

sanguineos (Goldsby y col., 2000).
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El acido araquidonico también se metaboliza por la via de la lipooxigenasa para
generar leucotrienos (LT), existen cuatro tipos de leucotrienos: LTB4, LTC4,
LTD4 y LTE4. Tres de estos, LTC4, LTD4 y LTE4, constituyen el complejo
conocido como ia sustancia reactiva lenta de la anafilaxia (SRS-A) y tiene como
funcién inducir la contraccién del musculo liso, el LTB4 es un potente
guimioatractor de neutréfilos. Este tipo de mediadores son producidos por
diversas células entre éstas, los monocitos, 1os macrofagos, las células cebadas
y los basofilos (Goldsby y col., 2000).

Fosfolipidos de |la membrana

Fesfolipasa
Acido araqmdonlco Liso-FAP
Via Clclooxxgenay \\::a Lipooxigenasa
Prostaglandina G2 Leucotrienc A4
Tromboxanos  Prostaglandinas Leucotriencs Leucotrieno
C4, D4, E4 B4
Vasoconstriccion. T permeabilidad SRS-A e k£
Agregacion vascular Contraccion ertngf Xis de
plaguetaria Dilatacion del museulo neutralios FAP
vascular. iSO
Quimictaxis de Agragacién plaquetaria,
neutréfilos. quimiotaxis de eosindfilos,
activacién de neutréfilos.
Cuadro 3.

Generacién de mediadores de la inflamacién por la via de la ciclooxigenasa y lipooxigenasa. El melabolismo de fos
fosfolipidos membranales genera importantes mediadores de la inflamacién comoe ks romboxanos, prostaglandinas,
leucotrienos y el factor agregador de plaquetas. (Tomado de Goldsby y col, 2000, Immunclogy, pp 382.)

Existen otros tipos de mediadores de la inflamacion que no son generados por
estas vias y generalmente se presentan cuando el proceso inflamatorio es de

tipo cronico, algunos de ellos son: el interferdn gamma (INFy) y el factor de
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necrosis tumoral alfa (FNT-a). EI INF-y es producido por las células NK y por los
linfocitos LTc; mientras que el FNT-o. es producido por los macréfagos en su
estado activado. Uno de los efectos mas importantes del INF-y es la activacion
de los macréfagos, los cuales son capaces de expresar en su membrana,
moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase Il (CPH-II), hace
mas efectiva la presentacion de antigeno, aumenta la produccién de citocinas, e
incrementa su actividad microbicida para eliminar a los microorganismos
patégenos. En un proceso inflamatorio de tipo crénico, el dafo tisular
ocasionado se debe a la acumulacion de los macréfagos activados, ya que estos
generan citocinas como enzimas hidroliticas, intermediaros oxigenados reactivos
y FNT-a. Este ultimo, tiene un efecto citotéxico sobre las células tumorales, se
ha demostrado que el FNT-a actia de manera sinergista con el INF-o para

iniciar una respuesta inflamatoria de tipo cronica (Goldsby y col., 2000).

¢ EXISTEN LOS FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS IDEALES ?

En la actualidad, los agentes antiinflamatorios no esteroidales (AINEs) son los
medicamentos de mayor uso como analgésicos y antiinflamatorios. El acido
acetilsalicilico (AAS) es uno de los farmacos mas populares a nivel mundial por
sus propiedades analgésicas, antipiréticas y antiinflamatorias. Efectos similares
se han obtenido desde hace afios utilizando productos naturales obtenidos del
Sauce. El genero Salix (Salicaceae) consta de aproximadamente 500 especies
conocidas popularmente con el nombre de Sauce. Las especies S. alba, S.
fragilis y S. purpurea son las especies medicinales de mayor uso {Calixto y col.,
2000). E! principio activo en el género Salix es la salicina y se han encontrado
series de glucdsidos fendlicos como la salicortina, fragilina y tremulacina, las
cuales estan presenies en la corteza de la planta (Trease y Evans, 1978
Robbers y Taylor, 1989).

Las primeras descripciones sobre las propiedades curativas del Sauce datan del

afo 200 a.C. y pertenecen a Hipocrates, quien descubrié que la corteza y las
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hojas aliviaban la fiebre y el dolor. Durante el siglo |, el médico griego,
Dicscoérides, prescribic el sauce a pacientes que padecian de reumatismo. El
primer uso clinico de esta especie como tratamiento para la fiebre se reporté en
1763 (Norton y Meisinger, 1997). Posteriormente, en 1829, Leroux aisld de la
corteza del sauce el principio activo salicina, y Gilm en el afio de 1859, sintetizo
por primera vez el AAS a partir de acido salicilico. En 1860 este compuesto se
empled como antiséptico, antipirético y también para tratar el reumatismo y la
artritis; en 1875, la sal de sodio del AAS se empleé como antipirético (Hass,
1983.; Walker, 1995) v una vez demostrados los efectos antiinflamatorios del

AAS, en 1899 Bayer lo introdujo en el mercado con el nombre de “Aspirina”.

El AAS es el prototipo de un grupo de farmacos llamados AINEs, éstos poseen
actividad antiinflamatoria, analgésica y antipirética, se emplean para tratar
diversas enfermedades y padecimientos como el dolor posoperatorio, la cefalea,
el dolor de la musculatura esquelética, |la osteoartritis y la artritis reumatoide
(Walker, 1995). Sin embargo, los AINEs y los salicilatos tienen efectos
secundarios comao hipersensibilidad. disfunciones renales y hepaticas, irritacion

y/o ulceracién del tracto gastrointestinal (Clissold, 1986), etc.

La elucidacion del mecanismo de accion de los AINEs tardd casi un siglo. En
1971, Vain obtuvo las primeras evidencias de que las propiedades analgesicas
de los salicilatos, especificamente de la aspirina, se debian a la inhibicion de la
sintesis de PGs como resultado de un bloqueo a nivel de la COX. En 1976, se
logré purificar esta enzima a partir de glandulas vesiculares y se cloné por
primera vez en 1988 (Miayamoto y col., 1976; Dewitt y Smith, 1988; O’'Banion,
1999). Estudios han demostrado que los farmacos que actuan inhibiendo la
COX, tienen distintos efectos analgésicos, antipiréticos y antiinflamatorios, y que
esto probablemente se deba a la existencia de dos isoformas de la COX (Fu y
col., 1990; Masferrer y col., 1990). El descubrimiento de la COX-2 (Xie y col.,
1991; Kubuju vy col., 1991) fue el antecedente que permitid explicar la variacion

de los efectos analgésicos, antipiréticos y antiinflamatorios existentes entre los
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AINEs. También se ha demostrado que los efectos secundarios observados por
estos farmacos, se atribuyen a la inhibicién de la COX-1 y que los efectos

terapéuticos obtenidos se relacionan con fa inhibicién de la aclividad de ta COX-
2.

Historia del género SALIX

(sauce).

100 AC - Uso para el reumatisme

1783 - Antipirético para la malana
CHOH 1829 - Aislamientc

g de la salicilna

O—gacose (Leroux)

QOOH 1838 - Aislamiento

@E det dcido salicilico
o (Piria)

COXng
1859 - Sintesis del acido acetilsalicilico
{Gilm) sigto XX - olros AINEs

Ciclooxigenasa-1 Ciclooxigenasa-2
1976 - punficacion (Miayamato et al.) 1990 - Caracterzacion (Fu et al.)
1988 - clonacian (DewWitt & Smith) 1991 - Clonacion (Xie st al )

Esquema 1

Desarrollo de los AINEs. Principales constituyentes de 1as especies del género Salix en el desarrollo de los AINEs
(Tomado de Calixto, J B y col, 2000, Phytother. Res. 14:408.)

Actualmente, estudios realizados en animales de experimentacién empleando
inhibidores de la COX-2, demuestran que la induccidn de esta isoforma de la
ciclooxigenasa es un evento critico en el proceso inflamatorio y del dolor
(O’Banicon, 1999; Xu y col., 1999). Estos estudios sugieren que algunas
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propiedades que poseen los salicilatos, como [a actividad antiinflamatoria y los
efectos analgésicos, estan relacionados directamente con la inhibicidn de la
COX-2.

Con anterioridad se han reportado estudios sobre la actividad antiinflamatoria de
Achillea muilefolium: el efecto inhibidor sobre el edema que posee el extracto
acuoso de las flores y el aislamiento de un complejo de glicoproteinas como el
principic activo (Goldberg y col., 1969), la evaluacién del efecto de las partes
aéreas de la planta y la corroboracién de un 29% de inhibicién del edema a una
dosis oral de 100 mg/kg (Mascolo y col., 1987), algunas alcamidas
poliinsaturadas aisladas del extracto que inhiben a la 5-lipooxigenasa vy
ciclooxigenasa (Muller y col., 1994). Sin embargo, los efectos bioldgicos
descritos no permiten aun concluir sobre las propiedades antiinflamatorias de la

planta.

Es caracteristica la presencia de lactonas sesquiterpénicas en las especies de
Achillea, de acuerdo con la configuracion en C-11 que presentan, se dividen en
las series achillina (11-BMe) y matricarina (11-aMe) (Abad y col., 1884). Un
ejemplo de este tipo de metabolitos es la desacetilmatricarina, compuesto gue
ha sido reportado por su actividad antialergénica con una potencia superior a la
que posee el cromoglicato de disédico, uno de los farmacos de uso clinico (Ho y
col., 1998). Leucodina, otro de los metabolitos presentes en el género, mantiene
una diferencia estructural respecto a la desacetilmatricarina en un grupo hidroxilo

C-8; sin embargo, no hay reportes sobre su actividad bioldgica.

Los flavonoides son otro tipo de metabolitcs presentes en la especie vegetal,
éstos son inhibidores de la peroxidacién del acido araguidénico lo que explicaria
los efectos antiinflamatorios de muchas plantas que contienen este tipo de
compuestos (Bauman, 1980), también se ha reportado la inhibicion que
preducen a nivel de la S-lipooxigenasa (Castro y col,, 2000), mecanismo de

accion que es de interés en la busqueda de antiinflamatorios. Constituyen uno

16

Facultad de Quimica — UNAM



.Ac/u'ffea rmfgzﬂr)&um

de los grupos mas estudiados a nivel estructura-actividad y se sabe que leves
modificaciones en su estructura alteran de manera notable tanto la bioguimica
como los efectos farmacologicos. La artemetina es una flavona identificada en
Achillea millefolium y se sabe que posee propiedades antiinflamatorias, se ha
reportado una Disp de 67.07 mg/kg en el modelo del edema plantar inducido con
carragenina (Sertié y col., 1990).

AGENTES ANTIINFLAMATORIOS EN LA CLINICA .

Entre los agentes antiinflamatorios no-estercidales de uso clinico destaca el tipo
de los salicilatos (Esquema 2) cuyas propiedades analgésicas, antiinflamatorias
y antipiréticas han sido motivo de estudios muy amplios. Uno de estos farmacos
es la indometacina, agente poco potente como analgeésico y antipirético,
mientras que como antiinflamatoric tiene una potencia mayor a la de la aspirina,
y generalmente se emplea en el tratamiento de la artritis reumatoide. Otro
farmaco que forma parte de los AINEs es el sulfindac, éste es mucho menos
potente que la indometacina, se considera un profarmaco ya que su metabolito
sulfurado actia como inhibidor de la COX y es 500 veces mas potente que el
propio sulindac, principalmente se utiliza para tratar la artritis y la osteoartritis El
diclofenac es un acido fenilacético que se ha desarrollado especificamente como
agente antiinflamatorio pero posee tambien propiedades analgésicas vy
antipiréticas, se ha demostrado que su potencia es mayor a ia de la
indometacina, naproxen y otros, ya que este farmaco disminuye la concentracion
intracelular del &cido araquidonico en los leucocitos, se emplea también en el
tratamiento de la artritis en un estado cronico. Otro farmaco es el acetaminofen,
un potente analgésico y antipirético; sin embargo, resulta ser un antiinflamatorio
poco potente debido a que el compuesto bloquea la COX en un medio bajo en
peroxidos y el proceso inflamatorio genera gran cantidad de perdxidos. En la
actualidad, la fenilbutazona no es un agente antiinflamatorio de eleccioén debido
a2 los efectos secundarios que produce, sin embargo debido a su rapida

absorcion, es utilizado como farmaco de referencia en estudios de tipo agudo.
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El mecanismo de accidén de estos farmacos se relaciona con la inhibicion de la
sintesis de prostaglandinas, especialmente la PGl y PGE; generadas por la via de
la COX. Algunos de los efectos indeseables que se describen para estos principios
activos, son fundamentalmente Ulcera y hemorragia gastrica, consecuentemente
producen anemia {Insel, 1990).

A través de la ruta metabdlica del acido araquidénico se producen dos isoformas
de la COX, la COX-1 y la COX-2. La COX-1 es una enzima que se encuentra
permanentemente en los tejidos de la mucosa gastrica, del rifién y de las plaguetas
(Kargman y col., 1896), la COX-2 se expresa, principalmente en los macrofagos y
las células sinoviales cuando el proceso inflamatorio involucra la participacion de
fipopolisacaridos y/o citocinas (Needelman y col., 1997; McAdam y col., 1999). Los
efectos adversos detectados con los salicilatos se atribuyen a su accién sobre la
COX-1 {Lichtenstein y col., 2000).

Recientemente, han tenido gran difusién otra serie de compuestos AINEs
inhibidores de la COX-2 (Lypsky, 2000). La Organizacién Mundial de la Salud los

clasificd como una subclase de los AINEs denominandolos coxibs.

En la actualidad se distribuyen comercialmente dos farmacos del tipo coxibs.
Rofecoxib  (Vioxx) vy celecoxib (Celebrex), ambos compuestos actian
especificamente sobre la COX-2, evitando de esta manera los efectos colaterales
sobre la mucosa gastrica. Esta clase de farmacos tienen la desveniaja de que
pueden aumentar el riesgo de tromboembolias debido a que inhiben la sintesis de

prostaciclinas en el endotelio (McAdam y col., 1999).
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Esquema. 2

Ejemplios de farmacos antiinflamatorios no-esteroidales. Algunos farmacos cuyo mecanismeo de accion esté mediado por
{a inhibicion de la sintesis de prosiagladinas Actian a nivel de la COX.
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LA CARRAGENINA COMO AGENTE INFLAMATORIO

La carragenina o carragenanoc es una mezcla de polisacaridos sulfatados que se
obtienen frecuentemente a partir de Chondrus crispus, alga marina de la familia
Rhodophyta. Desde el punto de vista de la estructura quimica, estos constituyentes
son copolimeros formados por unidades § —->3)-D-galactosa y (1->4)-3,6-anhidro-
D- o bien, L-galactosa. Existen varios tipos de carrageninas que difieren entre si
por el nimero de ésteres de sulfato y/o de otros sustituyentes en la molécula. Los

principales productos comerciales son:

e Carragenina tipo kappa (Tipo lll), obtenida de la especie marina Euchema
cottonii. Este tipo de carragenina contiene gran cantidad de sulfatos en su
estructura, razon por la cual forma geles muy rigidos.

e Carragenina tipo lamda (Tipo |V) se aisla de Gigartina aciculaire y Gigartina
pistillata, contiene un grupo sulfato en cada disacarido y no forma geles.

« Carragenina tipo iota (Tipo V) es obtenida de la especie Euchema spinosa y
se caracteriza por formar geles flexibles.

(Merck Index, 198S).

La diferencia estructural de cada uno de los tipos de carragenina, determina la
diferencia en sus actividades bioldgicas. Todos los tipos de carragenina son
considerados agentes flogisticos, aunque los mecanismos que participan en la
formacion del edema subplantar en el animal de laboratorio, es un topico adn no

descrito totalmente (Anderson y col., 1984).
Durante las primeras tres horas después de la administracién via plantar de

carragenina tipo lamda, se ha descrito un comportamiento bifasico en la formacion
del edema plantar (fig. 1).
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Fig. 1
(tomado deg Vinegar y cof, 1969, J Pharmacol Exp Ther, 166:97)

Como se ilustra en la fig 1, una “primera fase” registra el incremento gradual del
edema en el transcurso de la primera hora, seguido de una “segunda fase” que
dura hasta 3 horas después de la administracién de la carragenina y que se
caracteriza por el incremento abrupto que presenta el edema a partir de los 90
minutos. Un factor a considerar en la induccion del edema es [a temperatura a la
que se somete la carragenina para su disolucion en el vehiculo. Se ha demostrado
que el calentamiento a 130-180 °C por un periodo de 16 horas carboniza el
preducto y se pierden las propiedades coloidales; como consecuencia, la segunda
fase en la formacion del edema no se detecta aunque la primera etapa de

formacion se lleva a cabo (Vinegar y col., 1969).
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Fig. 2
(tomado de Vinegar y col., 1968, J Pharmacol Exp Ther, 166'98)

Por fo que la temperatura en los animales tratados con carragenina es un
parametro que registra variaciones significativas durante las primeras horas
después de su administracién. En la fig. 2 se ilustra la temperatura de la
extremidad inyectada en funcién del tiempo (5 horas). Al inicio se produce un
aumento inmediato de la temperatura hasta alcanzar niveles de 32 °C para
descender luego a los niveles basales (aproximadamente de 26 °C) a los 45
minutos siguientes. La fase se describe como la “primera etapa de hipertermia®,

seguido de una “segunda etapa” en la que se observa un aumento gradual de la
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temperatura hasta alcanzar valores de 325 °C a las 5 horas después de

administrada la carragenina.

Un factor a considerar en la induccion del edema es la hora del dia en que se
administra la carragenina. Estudios reportados (Labrecque y col., 1981) sefalan la
susceptibilidad o la resistencia que presentan ciertos organismos frente a un
agente agresor de acuerdo a la hora del dia. El ciclo circadiano influye en la
formacion del edema inducido con carragenina, esto es, si la administracion de
carragenina ocurre a las 8:00 P.M., el edema es mayor que cuande la
administracion es las 9:00 A.M. La diferencia dei efecto se atribuye a una mayor
concentracion de los mediadores de la inflamacién (histamina, bradikinina,
prostaglandinas, etc), mismos que se liberan conforme a un patrén cronobiologico.
Considerando la participacion de mediadores en cada etapa del desarrollo del
edema, otros autores mencionan 4 etapas caracteristicas (Hwang y col., 1986), la
primera fase (0 -1.5 h) seria controlada por ia liberacion de mediadores de la
inflamacion como la histamina y la serotonina. En la segunda fase (1.5-2.5 h)
participarian fas cininas y finalmente una tercera fase (después de 2.5h) seria
regulada por las prostaglandinas. Una cuarta fase en el desarrollo del edema
involucra al proceso con la biosintesis de los leucotrienos (Holsapple y Yim, 1984).

El factor activador de plaguetas es un mediador de naturaleza lipidica liberado por
la estimulacién de los neutrdfilos, basofilos, macrofagos alveolares, plaquetas y
celulas endoteiiales. En los animales tratados con carragenina se ha cemostrado |a
biosintesis del factor activador de plaquetas asi como de agentes que son
antagonistas de este factor, tal es el caso de la kadsurenona que inhibe el
desarrollo de la primera fase de formacién del edema, lo que permite establecer
que el factor activador de plaguetas es un mediador que se libera en la primera
fase (Hwang y col., 1988). Por otra parte, estudios realizados con antiinflamatorios
esteroidales y no-esteroidales demuestran que estos farmacos inhiben
exclusivamente la segunda fase en l|a induccién del edema con carragenina
(Vinegar y col., 1987).
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Los estudios de caracter histolégico realizados con tejido de dermis y de epidermis,
aunque no seflalan alteraciones celulares evidentes a los 20 min después de la
administracion subplantar de la carragenina, a las 3 h muestran gran cantidad de
neutréfilos alrededor de los vasos sanguineos de la dermis, proceso conocido
como “respuesta inflamatoria fagocitica” {(RIF). Los cambios celulares producidos
antes de 60 min se clasifican como componentes de la respuesta inflamatoria no-
fagocitica (RINF).

El mecanismo de accidn de la carragenina se vincula con el sistema inmunotégico.
La secuencia de [os procesos propuestos por Vinegar son los que se describen a
continuacion ( Vinegar y col., 1987).

Secuencia de los procesos involucrados en la respuesta inflamatoria

1. Inyeccion subplantar de la por fuerzas de tipo

carragenina (i)

2. Absorcién de pequefias
particuias de carragenina por
células cebadas (ty-t1o min)

3. Dafo a células cebadas por
carragenina (to-t1o min)

4. Inicio de! metabolismo del
AA (ta-t1o min)

5. Sintesis de PG responsables
de la hiperalgesia {t2-t1omin)

6. Degranulacion de células
cebadas (tz2-t1omin)

7. Liberacién de serotonina que
provoca vasodilatacion y en
consecuencia hiperemia (f;
min"t10dia5)

8. Hipoalgesia producida por la
serotonina liberada (t2-tsomin)

9. Gradiente osmotico
(dependiente de carragenina)
establecido entre el sitio de
inyeccion y el tejido que lo
rodea {t2-tsomin)

10. Desarrollo gradual del tercer
factor del edema ocasionado

osmaoticas (t2-tsomin)

11. Citotoxicidad a células
endoteliales causado por la
absorcién de la carragenina
(t30-t240min)

12.Liberacién de IL-1 por las
células dafadas (tao-ta40min)

13.Alteracién de la superficie
del tejido endotelial dafado,
causado por la liberacion de
IL-1{tso-t240min)

14.Adhesién de neutrofilos a la
superficie del endotelio
dafiado (tso-t240min)

15.Diapedesis de los neutrdéfilos
(tso-t240min)

16. Atraccidon de los neutréfilos
al sitio danado mediante
quimiotaxis de una enzima
liberada por las células
dafadas (tso~tz40min)

17.Fagocitosis de la
carragenina por los
neutrofilos (tso-t240min)
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18.Dano a las vacuolas de los
neutréfilos ocasionado por la
carragenina (tgo-tasomin)

19.Fusidén de lisosomas a las
vacuolas danadas (tso-t2somin)

20. Degranulacion de los
lisosomas dentro de las
vacuolas (tso-t24omin)

21.Dafno a ia membrana de las
vacuolas ocasionado por
una enzima lisosomal (ts-
t2a0min)

22.Liberacién intracelular de
enzimas lisosomales por los
neutrofilos (tSO‘t240min)

23.Dafno enzimatico ocasionado
a la membrana de los
neutroéfilos (tSO‘tZAOmEn)

24.Liberacion de enzimas
lisosomales de los
neutréfilos en el tejido
dérmico (tso-t2aomin)

25.La fosfolipasa A; libera AA
de los fosfolipidos de Ia
membrana del tejido dérmico
(tso-t240min)

26. Sintesis y liberacién de PG
de los neutrofilos (tsg~t240min)

27.La PG incrementa la
permeabilidad de las células
endoteliales asi como
también la sensibilidad de
las terminaciones nerviosas
locales (tgo-t240min)

28.Desarrollo del edema y de
hiperalgesia (tso-tz40min)

29, Alteracidén la superficie del
endotelio por los neutréfilos
(tr-taan)

30.Adherencia de los monocitos
al endotelio (t7-t12h)

31.Diapedesis de los monocitos

(t7-t12n)
32.Quimiotaxis de los
monocitos (t7-t12n)
33.Fagocitosis de los
neutréfilos por los

monogcitos (ty-tasn)

34.Interrupcion del proceso de
formacion del edema (t7-t24n)

35.Disminucién del edema (t;-
t24n)

36.Disminucién de hiperemia
(t2a-t7an)

37.Estimulacion del fibroblasto
y proliferacion del tejido
vascular de la dermis (t;-tgq)

38.incorporacion de monocitos
en el nuevo tejido (ts-t154)

38.La dermis vuelve a su estado
normal (tysq)

40.Formacioén de edema
extracelular en la epidermis
(ts-tasn)

41.Hiperplasia en la epidermis
(t12-t36n)

42.Hiperqueratosis de la

epidermis (t2-t20q)
43.La epidermis vuelve a su
estado normal (tyoq)
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Al inicio de la RINF, las células cebadas absorben pequenas particulas de
carragenina las cuales ejercen un efecto citotdxico sobre las células vy
consecuentemente, éstas liberan las enzimas que activan el metabolismo del
acido araquidonico y la sintesis de prostaglandinas, éstas U(ltimas, son
mediadores de la hiperalgesia. Posteriormente, la degranulacién de las células
cebadas liberan serotonina que produce vasodilatacion, hiperemia e hipoalgesia.
En el sitio de la inyeccién y del tejido circundante se forma un gradiente osmético

que depende de la concentracion de la carragenina administrada.

La RIF (de 1 a 4 h después de administrada la carragenina) ocurre como
resultado de la interaccién de la carragenina con las células del endotelio y que
trae como consecuencia la liberacién de IL-1. La IL-1 altera la superficie del
endotelio de tal manera que las células dahadas son un blanco para los
neutrofilos. A su vez, los neutrofilos fagocitan a la carragenina y en el proceso,
estos sufren un dafo irreversible y liberan fosfolipasa A; la cual activa el
mecanismo del acido araquidonico, consecuentemente se libera PG. La PG tiene
como funcién aumentar la permeabilidad celular e incrementar la sensibilidad de
las terminales nerviosas en la dermis formando edema y provocando la
hiperalgesia. Por otra parte, se produce una mayor afluencia de monocitos que
fagocitan a su vez los neutrdfilos dafiados, esta interaccion interrumpe la
formacion del edema, disminuye la hiperemia vy la hiperalgesia. Los monaocitos
en su forma de macréfagos forman parte del tejido reconstituido a los 20 dias

despues de la administracion de carragenina.
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ANTECEDENTES SOBRE ACHILLEA MILLEFOLIUM L.

Generalidades

Achiflea millefolium es una especie que pertenece a la familia Compositae vy
popularmente se conoce con el nombre de ciento en rama, hecosh (Chiapas),
mil en rama, necotes (Chiapas), plumajillo, plumajo, plumilla, real de oro.
(Aguilar-Contreras y col., 1998)

En la Republica Mexicana se distribuye en Baja California, Chiapas, Durango,
Estado de México, Hidalgo, Oaxaca, Puebla, Veracruz y en el Distrito Federal
(Aguilar-Contreras y col., 1998).

Aspectos botanicos y etnobotanicos

Achillea millefolium es una hierba perenne de 30 cm a 1 m de altura, de talios
vellosos con hojas partidas de 5 a 15 cm de largoe que semejan plumas, sus
flores son blancas y muy abundantes. Crece en zonas templadas del pais y es

aromatica con un olor agradable (Figura 3) (Aguilar-Contreras y col., 1988).

Los usos en la medicina tradicional de varios paises son para curar heridas,
dolor de cabeza, como analgésico, antiinflamatorio, antipirético, para tratar la
dismenocrrea, la diarrea, el dolor de estdmago (Angier, 1978, Grieve, 1974;
Hutchens, 1969; Racz-Kotilla y col., 1968). Generalmente, se emplean las hojas
y las ramas como infusion o decoccidn. En nuestro pais, el uso que tiene la
planta es local para tratar el dolor de oido, en este caso, se colocan las hojas
alrededor de la oreja (Aguilar-Contreras y col.,, 1998). También se usa para
combatir la tos, la tos con flemas, tos ferina, alteraciones en el ciclo menstrual y
afecciones gastrointestinales (Aguilar y col., 1994).
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2000 Barbara J. Colling

Figura 3. Achillea millefolium
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Aspectos quimicos

Esta especie vegetal ha sido objeto de numerosos estudios desde el punto de
vista quimico. Los metabolitos aislados y caracterizados incluyen mas de 120
compuestos, entre elios, alcaloides, aminoacidos, alcamidas, flavonoides,
compuestos fendlicos simples, terpenoides, esteroles y muchos otros
metabolitos (Chandler y col., 1982a). En el cuadro 4 se describen los distintos
compuestos quimicos aislados de Achiflea millefolium de acuerdo a su estructura
guimica y algunos ejemplos de estos metabolitos se ilustran en el esquema 3
(Chandler y col., 1982a).

Aspectos farmacologicos

Achillea millefolium es una especie vegetal que ha sido objeto de diversas
investigaciones a nivel bioldgico, se ha reportado anteriormente que posee
actividad larvicida (Lalonde y col., 1980); actividad antibacteriana contra
Escherichia colfi, Mycobacter phlei, Staphylococus aureus, Salmonella
typhimurium (McCutcheon y col., 1992); actividad repelente contra el mosquito
Aedes aegypti (Tunon y col., 1994); actividad antitumoral in vivo en células de
raton P-338 con leucemia (Tozyo y col., 1984); también se ha enconirado un
efecto antiespermatogénico en pruebas realizadas con ratones (Montanari y col.,
1998), y un efecto inhibitorio de la germinacion de semillas (Thorsell y col.,
1998).
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Alcaloides

Achiceina, achilleina, achilletina, |, |
betaina, betonicina, colina,
estaquidrina, homostaquidrina,
moschatina, trigonelina

Aminodacidos

Acido glutamico,
leucina, lisina

alanina, histidina,

Alcamidas

tsobutilamida, piperideidos

Flavonoides

Apigenina,
(ramnoglucdsido

luteolina, rutina
de quercetina),
hispidulina (5,7,4 -trihidroxi-6-
metoxiflavona), isorhamnetina
(3,5,7,4 -tetrahidroxi-5"-metoxiflavona),
5-hidroxi-3,6,7,4 -tetrametoxiflavona,
casticina (5,3 -dihidroxi-3,6,7,4"-
tetrametoxiflavona), artemetina (5-
hidroxi-3,6,7,3" 4 -pentametoxiflavona),
nepetina, cirsilineol, cirsidiol,
salvigenina, quercetina, 6-
hidroxiluteolina-6,7,3",4 '-tetrametil-
éter.
Otros: C-glicosilflavonas, flavonol-3-O-
glucésidos, flavona 7-O-glicdsidos,
glicosidos de apigenina, 7-glucosidos
de luteolina, glucésidos de quercetina.

Cuadro 4.

Constituyentes quimicos de Achillea millefolium
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Fendlicos simples

Acido caféico, acido vainillico

Terpenoides

Monoterpenos: allo-ocimeno, borneol,
acetato de bornilo, canfeno, canfor,
1,8-cineol, cimeno, cuminaldehido,
eugenol, limoneno, mentol, mirceno, o
y B pinenos, sabineno, a-terpineno,
terpinen-4-ol, terpinocleno.
Sesquiterpencs. azuleno, cadineno,
chamazuleno, acido chamazulen-
carboxilico, copaeno, farneseno,
humuleno, acido achillimico.

Lactonas sesquiterpénicas: achillicina,
achillina, hidroxiachillina, 8-
acetoxiartabsina, 2,3-dihidro-
deacetoximatricina, achillifolina,
millefina, millefélido, balchandlido,
acetilbalchanolido, dehidropartenélido,
leucedina, matricarina, desacetil-
matricarina, achillina-8o—acetoxi-
artabsina, austricina.

Triterpenos: o y 3 amirina, acetato de
o amirina, taraxasterol, pseudo-
taraxasterol.

Esteroles

B-sitosterol, sitosteril , 3a. -glucdsido,
campesterol, estigmasterol, colesterol.

Cuadro 4 (continuacién).

Constituyentes quimicos de Achillea millefolium. Las partes aéreas de la especie vegefal contienen
alcaloides, amino4cidos, alcamidas, flavonoides, compuestos fendlicos simples, terpenoides y esteroles.
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apigenina luteclina

OoH O

casticina artemetina

Esquema 3.

Metabolilos aislados de Achillea millefolium. Apigenina, luteolina, quercetina, 5-hidroxi-3,6,7,4 -teframetoxiflavena,
casticina y arfernetina son algunos ejemplos de flavonoides presentes en las partes aéreas de Ja plania.
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- H

azuleno chamazuleno

acido achillimico achillicina

achiliina leucodina

Esquema 3 (continuacion)

Metabolitos aisiados de Achillea millefolium.

33

Facultad de Quirica — LUNAM




_/46'/1&//@({ nuf/eﬁ)ﬁum

matricarina desacetiimatricarina

H,C " OCOCH,
H,C - CH,
0]
achiflicina-8c-acetoxi-artabsina austricina

Esquema 3 (continuacién)

Metabolitos aislados de Achillea millefolium. Azuleno, chamazulono y el dcido achiliimico pertenecen a los llarnados
sesguiterpenos, achillicina, achilina, leucodina, matncarina, desacetimatricarma, matricarina, achillicina-8a-acetoxi-
artabsina y austricina forman parte de las lactonas sesquiterpénicas presentes en las parfes aéreas de la planta.

Los antecedentes descritos llevaron a la propuesta del estudio del extracto
metandlico de las partes aéreas de la planta, utilizando como prueba para
determinar ia actividad biolégica, el edema plantar de la rata inducido con

carragenina.
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OBJETIVO GENERAL

o Evaluar el efecto del extracto metandlico de Achiflea millefolium sobre el

edema plantar de la rata inducido con carragenina.

OBJETIVOS PARTICULARES

+ Revisar en la literatura cientifica la informacion sobre la especie.

+ Preparar el extracto vegetal.

o Implementar el modelo del edema plantar en la rata para medir el efecto
antiinflamatorio.

« Determinar la potencia del efecto del extracto vegetal.

» Realizar el fraccionamiento quimico bicdirigido del extracto metandlico.

» Evaluar el efecto de las fracciones en el modelo biocldgico.

+ Detectar el o los principios activos en las fracciones.
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HIPOTESIS

+ La evaluacion gquimico-farmacologica del exiracto metandlico de Achillea
miflefolium, especie medicinal seleccionada con base en un criterio
etnobotanico, puede Illevar a corroborar la supuesta actividad
antiinflamatoria atribuida a la planta.

« El fraccionamiento quimico biodirigido conducira a la identificacion de los

compuestos responsables de la actividad antiinflamatoria.
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JUSTIFICACION

La busqueda de principios bioactivos a partir de productos naturales es un hecho
bien documentado (Hamburguer, 1991; Ghisalberti, 1993; Hosttetman y Marton,
1990; Kinghorn y col.,, 1995) y aunque en la actualidad existe gran interés por
investigar otras fuentes naturales (flora y fauna marina), las plantas contintuan
siendo un recurso importante para la obtencidén de agentes terapéuticos. En este
sentido, [a biodiversidad de la flora mexicana ofrece numerosas posibilidades en

la busqueda de nuevos farmacos.

En este contexto, la especie Achillea millefolium podria ser un candidato para
obtener farmacos con actividad antiinflamatoria, ya que el uso de esta planta en
nuestro pais es una alternativa terapéutica para tratar padecimientos

relacionados con un proceso inflamatorio.
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ARTE EXPERIMENTAL

MATERIAL VEGETAL

La especie en etapa de floracién fue colectada en el mes de agosto de 1998 en
el Estado de Puebla e identificada botanicamente por la M. en C. Abigail Aguilar,
Jefa del Herbario de Plantas Medicinales del IMSS (IMSSM). Un ejemplar fue

registrado con el numero 13044,

Las partes aéreas de la planta se secaron a temperatura ambiente y a 37% de
humedad, bajo corriente de aire y protegido el vegetai de la accion directa de la
luz solar. El material seco y molido (348.32 g) se exirajo via maceraciéon con
metanol (3 x 6 L), el disolvente se evapord a presion reducida y se obtuvieron
73.42 g (21.08% de rendimiento con respecto al peso seco de la planta) del

extracto.

'MODELO EXPERIMENTAL ANIMAL ' '

La metodologia utilizada en el estudio se basé en un modelo anteriormente
reportado en la literatura cientifica (Chattopadhyay y col., 1994). Se utilizaron
ratas macho Sprague Dawley de 150 a 200 g. Los animales se mantuvieron con
acceso libre al agua. La medicidon del edema inducido por medio de la
administraciéon plantar de carragenina (tipo IV, Lambda; Sigma, USA)} se realiz6
con ayuda de un Pletismémetro 7140 Ugo Basile, Después de registrar 5
mediciones introduciendo en la celda la pata trasera hasta la articulacion tibio-
tarsal, se determino el volumen promedio del liquide desplazado. Para el estudio

se considerd una desviaciéon estandar respecto a la media cercana al 10%.
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Para las determinaciones, se emplearon grupos de 5 a 8 animales incluyendo un
grupo control {tratado Gnicamente con el vehiculo) y un grupo problema (tratado
con el extracto o con las fracciones). El extracto se evalué a las dosis de 50,
100, 200, 300 y 400 mg/Kg administradas por via intraperitoneal (i.p.), para las
fracciones F1, F2, F3-1 y F4-2 se emplearon dosis de 100 mg/Kg (i.p.} y en el
caso de las fracciones F3, F4, F4-3, F5 y F8 la dosis administrada fue de 200
mg/Kg (i.p.). El extracto crudo se solubilizé en el vehiculo, esto es, una mezcla
DMSO-EtOH-H,0O (1:1:4) y en el caso de las fracciones, éstas se solubilizaron
en 100% de dimetilsulfoxido (DMSOQO), considerando un volumen de DMSO
inyectado al animal < 200 pl. En el estudio se incluyd la determinacion del
efecto de la fenilbutazona sédica (aq) como el farmaco de referencia (Sigma,
USA, P-8388) y se administré en dosis de 20, 60 y 80 mg/Kg (i.p.). Después de
60 min, a los animales se les inyectaron en la zona plantar de la pata trasera 0.1
mL de una solucién al 1% carragehina (aq.). La medicién del edema producido
se determiné a las 3, 5, 24, 48 y 72 horas después de la administracién de la
carragenina; sin embargo, para la determinacién del comportamiento bifasico de
la carragenina, las mediciones se realizaron al inicio cada 10 minutos durante la

primera hora y alos 120 y 180 minutos siguientes.

Analisis de los Datos

Los resultados se expresaron como el porcentaje de inhibicion del edema

obtenido empleando la siguiente ecuacion (Otternerness y Moore, 1988).

% inhibicién = _A’_(mL) x 100% -100
Ac (ML)
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El edema para cada rata tratada con el anti-inflamatorio se calculd como la
diferencia del volumen después de administrar |la carragenina y al iniciar el
estudio {A'mL). La inhibicidn del edema se expresdé como porciento respecto al
valor promedio del grupo control (A;mL). El valor Dlsp (dosis a la cual se inhibe
en un 50% el efecto) para el extracto y la fenilbutazona, se calculd por una curva

no lineal mediante el programa Sigma PL NONLIN.

FRACCIONAMIENTO QUIMICO

Siguiendo el diagrama de flujo (Diag. 1), se realizd el fraccionamiento del
extracto metandlico de A. millefolium empleando cromatografia de adsorcion en
columna abierta, empacada con gel de silice (Kieselgel 60, 0.063- 0.200 mm, 70-
230 mesh ASTM) y como fase movil, mezclas de disolventes con polaridad
creciente (hexano, hexano-cloroformo, cloroformo, cloroformo-metanol vy
metanol). En la columna se sembraron 5.08 g del extracto previamente
solubilizados en metanol y adsorbidos en silica gel, y se eluyeron un total de 56

fracciones de 125 mL cada uno (¢/u) (Tabla 1).

Las fracciones se concentraron a presidn reducida y posteriormente se
combinaron de acuerdo a la similitud que presentaban sus constituyentes en la
cromatografia en placa delgada (CCD) con gel de silice y los sistemas de elucion

gue se indican en la tabla 2.
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Extracto metandlico de
Achiflea millefolium
(5.09 @)

J

Cromatografia en columna abierta (gel
de silice) 56 fracciones de 125 mL c/u.

l Concentracion de fracciones
a presion reducida. (CFPR)

Cromatografia en capa

delgada
Fi F2 F3 F4 F5 Fé6
0.15% 0.09% 0.51% 0.38% 5.13% 311%

. | | v

Cromatografia en columna 75 Cromatografia en columna 93
fracciones de 125 mL, cfu, fracciones de 125 mL, c/u.
*CFPR # CFPR
Cromatografia en capa Cromatografia en capa
delgada delgada
v v v v v v
F3-1 F3-2 F3-3 F4-1 F4-2 F4-3
25.8% 6.95% 41,9% 0.68% 3.95% 68.76%
Diagrama 1.

Diagrama de flujo del fraccionamiento quimico de Achillea millefolium Las fracciones pnmanas que presentaron un
mayar rendimiento con respecto al peso seco de la planta fueron F5 y FG; las fraccionas secundarias F3-3 y F4-3, fueron
las que presentaron un mayor rendimiento respeclec a las fracciones F3 y F4 respectivamente.
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Tabla1

Adilla mllfloan

Fraccionamiento primario del extracto metandlico de A. miflefolium

Eluyente Proporcién de los Fracciones
eluyentes eluidas
hexano 100 1-12
hexano-CHCI; 50:50 13-29
CHCl3 100 30-41
CHCl3-MeOH 50.50 42-55
MeOH 100 56-57
Tabla 2

Combinacidn de las fracciones de acuerdo a la similitud cromatografica

Clave Fracciones Rendimiento % **
combinadas
F1 13 0.15
F2 14-19 0.08
F3 20-23 0.51
F4 24-40 0.38
F5 41-46 513
F& 47-56 3.1

** respecto al peso seco de la planta.

Faciltad de Quimica - UNAM




_/dclu'iﬂm m Lffeﬁofium

Fraccichamiento secundario de la fraccion F3

El fraccionamiento secundario de la fraccion primaria F3 (546 mg) se realizd en
cromatografia de adsorcién en columna abierta empacada con gel de silice
(Kieselgel 60, 0.063-0.200 mm, 70-230 mesh ASTM) y como fase moévil se
emplearon sistemas de polaridad creciente (hexano, hexanoc-acetato de etilo y
metanol), se eluyeron un total de 75 fracciones de 250 mL c/u (tabla 3). Las
fracciones obtenidas se concentraron a presién reducida y se combinaron de
acuerdo a la similitud observada en CCD. Las placas se revelaron con HzSO4

(aq) al 10% o con vainillina etandlica al 1% en H,S0, al 5%. (tabla 4)

Tabla 3
Fraccionamiento secundario de la fraccién F3
Eluyente Proporcion de los Fracciones
eluyentes eluidas
hexano 100 1-4
hexano-AcOEt 95:5 5-20
hexano-AcOEt 90:10 21-89
hexano-AcOEt 80:20 70-73
MeOH 100 74-75
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Combinacion de las fracciones de acuerdo a la similitud cromatografica

Clave Fracciones Cantidad (g} Rendimiento**
combinadas %
F3-1 21-69 0.141 25.8
F3-2 17-20 0.038 6.95
F3-3 70-73 0.229 41.9

** con respecto a F3

Fracciochamiento secundario de la fraccion F4

El fraccionamiento secundario de F4 se realizd por cromatografia de adsorcion

en columna abierta empleando como fase estacionaria gel de silice (Kieselgei
60, 0.063- 0.200 mm, 70-230 mesh ASTM) y como fase movil sistemas de

elucion de polaridad creciente

(hexano,

hexano-cloroformo, cloroformo,

cloroformo-metancl y metanol). De la fraccién F4 (2.5 g), se eluyeron 93

fracciones de 125 mL c/u (Tabla 5). Las fracciones se concentraron a presiéon

reducida y posteriormente se combinaron de acuerdo con la similitud que

presentaban sus constituyentes en CCD (Tabla 6).
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Tabla 5
Fraccionamiento secundario de F4
Eluyente Proporcion de los Fracciones
eluyentes eluidas

hexano 100 1-5
hexano-CHCl3 7525 B6-31
hexano-CHCl; 50:50 32-51
hexano-CHCI; 25:75 52-65

CHCl;3 100 66-81
CHCl:-MeOH 50:50 82-89

MeOH 100 90-93

Tabla 6

Combinacién de las fracciones de acuerdo a la similitud cromatografica

Clave Fracciones Cantidad (g) % Rendimiento**
combinadas

F4-1 7-9 0.0170 0.68

F4-2 10-81 0.0988 3.95

F4-3 82-88 1.7191 68.76

** respecto a la fraccion F4.
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SULTADOS

En la fig. 4 se ilustra el comportamiento que tiene la carragenina como agente
inflamatorio en la formacién del edema plantar en el transcurso de cinco horas.
En el grupo control, el edema aumenté de manera gradual en la primera hora,
pero entre los 120 y 180 min se observé un incremento abrupto. A las 24 horas,
los animales recuperaron los valores iniciales antes de la administracion de la
carragenina (valores no ilustrados).
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Figura 4

Cemportamientq bifdsico de la carragenina. La grdfica ilustra los valores después de la administracidn de Iz
carragenina { 1%, 100 i/ ), expresados como % respecto al volumen del liquido desplazado en =0 Curva control (#) es
el grupo de animales tratados tnicamente con el vehiculo (DMSO-EtQH-H:0} (ip.) 1 hora antas de la administracion de
carragenina, cada punto corresponde al promediox DS de n= 8 ammales y (O) curva que corresponde al grupo de

animales tratados con una dosis de 400 mg/kg del extracto metandhco de A. millefohum, 1 hora antes de la
admunistracién de carragenma {n= 6).
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En el grupo tratado con una dosis de 400 mg/kg (i.p) del extracto metandlico de
A. millefolium, los valores registrados a partir de los 20 min. después de
administrar la carragenina, fueron inferiores a los respectivos de la curva control
y se observd 65.5% de inhibicion del edema a las tres horas.

70

Inhibicién del edema (%)

Figura &

Efecto de diferentes dosis del extracto sobre el edema inducido con carragenina. La gréfica muesira el porcianto de
inhibicion del edema que producen diferentes dosis del extracto metandlico de A. millefolium (@) 400 mg/kg; (), 300
mg/kg: (A), 200 mg/kg, (4), 100 mgkg, respecto al grupo control (x). Las medicionas se realizaron a las 3 y 5 horas
despugs de la admunistracion de 100 u L de carragenina. Cada punto en la curva es el promedio £ DS de n= 6 animales.
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En la figura 5, se ilustra el efecto inhibidor que produce el extracto metandlico de
la planta a las concentraciones de 100, 200, 300 y 400 mg/kg (i.p.) registrado a
las 3 y 5 horas después de la administracién de la carragenina. Respecto al
grupo control, el extracto produjo a estas concentraciones un efecto maximo de
28.54%, 52.69%, 60.88% y 62.64% respectivamente a las 3 horas. Tanto en el
grupo control como en el grupo de los animales tratados con el extracto, se
observd una tendencia a la recuperacion de los niveles iniciales a partir de las 5
horas. A las 3 horas, la diferencia entre los valores para las dosis de 300 y 400

mg/kg no fue significativa.

- ACTIVIDAD DEL EXTRACTO METANOLICO DE ACHILLEA MILLEFOLIUM -

Con base en los resultados anteriormente sefialados, para la determinacion de la
potencia del efecto aniiinflamatorio del extracto y del farmaco de referencia, los

valores se registraron a las 3 horas después de administrar la carragenina.

Tabla?7

Potencia del efecto anti-inflamatorio del extracto metandlico y
fenilbutazona

Tratamiento Dosis {(mg/kg) % Inhibicion Disy (mg/kg)
(n=8)
0 0
50 5.05+2.33
100 28.54+ 343
Achillea millefolium 200 52 69+ 6.25 238.2
300 60.88+ 8.87
400 62.64+ 3.61
0 0
Fenilbutazona 20 26.44+5.78 64.57
60 57.05+ 1.70
80 69.68+ 9.62 4
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En la tabla 7, se reporta la inhibicion del edema con diferentes dosis del extracto
metandlico de A. miflefolium (50-400 mg/kg) y de la fenilbutazona (20-80 mg/kg).
Ef valor Dlsg (concentracion del producto que inhibe en un 50% el efecto méaximo)
para el extracto fue de 239.2 mg/kg, valor que resultd ser 4 veces inferior a la
potencia determinada para la fenilbutazona (Dlsp= 64.57 mg/kg). En la literatura,
el valor Dlsy reportado para este farmaco es de 53.5 mg/kg (Chattopadhyay y
col., 1994).

En otra serie de estudios se evaluo el efecto del extracto en el transcurso de 3
dias, administrando por via i.p. una concentracion de 400 mg/kg (tabla 8). La
actividad maxima inhibidora alcanzada con el extracto fue de 62.64% a las 3
horas, valor que disminuyd a 51.07% a las 5 horas y se mantuvo en estos
niveles hasta las 24 horas, disminuyendc a las 48 horas a un 36.71% vy
finalmente alcanzé un valor de 11.34% a las 72 horas de administrada la
carragenina. Los grupos de los animales tratados con el extracio y con el
vehiculo presentaron un comportamiento aparentemente normal y no se registré

mortalidad.
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FRACCIONAMIENTO QUIMICO DEL EXTRACTO METANOLICO

Debido a que el extracto metandlico de A. millefolium presentd efecto
antiinflamatorio, se procedidé a realizar el fraccionamiento quimico. A partir del
fraccionamientc del extracto por cromatografia en columna abierta se obtuvieron
6 grupos de fracciones primarias (tabla 2) siendo las fracciones F5 y F6 las que
presentaron el mayor rendimiento con respecto al peso seco de la planta (5.13 %
y 3.11 % respectivamente), mientras que las fracciones de menor rendimiento
fueron F1 y F2 (0.15 % y 0.08 % respectivamente). Para llevar a cabo la
evaluacion biolégica de las fracciones, fue necesario obtener una mayor
cantidad de la muestra, situacién que llevé a repetir el fraccionamiento quimico

siguiendo ia metodologia ya mencionada.

De acuerdo con el perfil cromatografico en CCD y empleando como agente
revelador 10 % de &cido sulfdrico (aq), los constituyentes en F1 podrian ser
compuestos de baja polaridad; F2 es una fraccién semipura de dos compuestos
mayoritarios que correlacionan con el B-sitosterol y el triterpencide (3-amirina
(Esq. 4), caracterizados anteriormente en estudios quimicos realizados con la
misma especie (Fernandez, 2001; Jiménez y col., enviado a publicacién). En la
fraccion F3 se detectaron fundamentalmente lactonas sesquiterpénicas y trazas
de [B-sitosterol. Los compuestos mayoritarios en la fraccion F4 son de naturaleza
flavonoide v las fracciones F5 y F6 constituyen una mezcla de compuestos

glicosidicos, entre ellos se detectd B-D-glucositosterol, sacarosa y glucosa.

EFECTO DE LAS FRACCIONES PRIMARIAS SOBRE EL EDEMA INDUCIDO

La tabla 8 muestra el efecto que producen sobre el edema el extracto metanodlico
(400 mg/kg) y las fracciones primarias F1, F2 (100 mg/kg); F3, F4, F5, F6 (200
mg/kg). Las observaciones se prolongaron por 72 horas y las dosis empleadas
en estos estudios se realizaron fundamentalmente de acuerdo con la cantidad de
fraccion disponible. En la figura 6 se ilustra el porcentaje de inhibicion del edema

50

Facuitad de Quirmica - UNAM



jc/u[%m mif[zz/éﬁum

que produjeron 400 mg/kg del extracto metandlicoy 200 mg/kg de las fracciones
F3, F4, F5yF6.

Tabla 8

Efecto antiinflamatorio del extracto y de las fracciones primarias

Especie Dosis % inhibicion
(mg/Kg) (n=6-8)
3hrs Shrs 24hrs | 48hrs | 72hrs

Extracto
metandlico 400 62.64 51.07 50.09 36.71 11.34

F1 100 12.0 4.3 27.2 0 0
F2 100 54.2 45.7 25.6 0 0
F3 200 50.85 58.38 52.09 | 15.07 0
F4 200 30.25 37.52 44 .91 0 0
F5 200 27.33 15.01 53.02 | 31.15 0
F6 200 17.04 13.28 42.99 | 37.80 | 38.46

De las fracciones primarias evaluadas, a 200 mg/kg la que presentd mayor
efecto fue F3, actividad cercana a la que presentan 100 mg/kg de F2. A las 3
horas el efecto inhibidor de F3 fue de 50.85 % vy alcanzé un valor maximo de
58.38 % a las 5 horas, a las 48 horas el efecto fue cercano al inicial (15.07 %)
desapareciendo completamente a las 72 horas. Por ofra parte, las fracciones F4
y F5 fueron menos activas, el edema disminuyo en un 30.25% a las 3 horas y
con ambas fracciones se observo a las 24 horas un incremento de la actividad
hasta un 44.91% y 53.02% respectivamente. El efecto inhibidor unicamente
perduro hasta las 48 horas con la fraccion F5.

La fraccidon F6 presentd un comportamiento diferente al del extracto y las

fracciones F3, F4 y F5. En este caso, el efecto inhibidor se produjo a partir de las

24 horas prolongandose hasta las 72 horas del estudio.
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Figura 6

Evaluacién de la actividad antiinflamatoria del extracto de Achillea millefolium y de las fracciones
primarias. £ grafico iustra el comportamiento que tienen 400 mgrkg def exfracto metandlico (#) y 200
mg/kg de las fracciones primarias F3, F4, F5 y F6, obtemidas por separacion cromatografica en columna
abierta. Las determinaciones se realizaron a lo largo de 72 horas después de administrar la carragenina
(1%, 100 pl). Los valores para cada barra representan el promedio + DS de 5 animales.
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En la figura 7 se muestra el efecto inhibidor que poseen las fracciones F1y F2 a
una dosis de 100 mg/kg. L.a fraccion F2 presentd un efecto inhibidor de 54.2% a
las 3 horas, disminuyo ligeramente a partir de las 5 horas (45.7%) teniendo un
valor de 25.6% a las 24 horas, para desaparecer a las 48 horas. Por otra parte,
la actividad de la fraccion F1 fue menor con un 12% de inhibicién a las 3 horas,
valor que aumentd a un 27% a las 24 horas para desaparecer completamente a
las 48 horas. '

En la misma figura, se observa que de todas las fracciones evaluadas, F2 a una
concentracion de 100 mg/kg, fue la fraccion que presentd un efecto similar al

observado para el extracto metandlico.

FRACCIONAMIENTO SECUNDARIO DE LAS FRACCIONES F3 Y F4

Considerando los antecedentes sobre el contenido de lactonas sesquiterpénicas
en la fraccién F3, de flavonoides en la fraccién F4 y la actividad antiinflamatoria
que ya ha sido reportada para este tipo de compuestos ( Alcaraz y col., 1987,
Hall y col.,, 1980), se procedid a la cobtencion de mayor cantidad de estas

fracciones y a su posterior separacion cromatografica en columna.

En la tabla 4 se muestran las subfracciones separadas por recromatografia de
F3. Como resultado de este procedimiento se obtuvo la subfraccién F3-1 con un
rendimiento de 25.8%, las fracciones F3-2 y F3-3 presentaron un rendimiento de
6.95% y 41.9% respectivamente. De acuerdo con el perfil cromatografico en
placa delgada y empleando como agentes reveladores vainillina etandlica al 1%
y acido sulfarico etandlico al 5%, se detectd un complejo de lactonas
sesquiterpénicas. Por comparacion de los tiempos de retencion en cromatografia
liquida de alta resolucién (CLAR) con las lactonas sesquiterpénicas puras,
aisladas y caracterizadas estructuralmente en estudios previos (Fernandez,
2001; Jiménez y col., enviado a publicaciéon), se identificd la presencia de

matricarina, desacetilmatricarina y de leucodina (Esq 4).
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HO

pB-sitosterol B-amirina

desacetilmatricarina leucodina

Esquema 4.
Metabolitos secundarios identificados en las fracciones activas. Los constituyentes quimicos detectados en las

fracciones activas fueron identificados por medio de la comparacion de algunos pardmelros (Rf en placa delgada y 4 en
CLAR), astablocidos para los compuestos puros aislados previamente de Achillea millefolium (Jiménez y col, 2001).
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O
matricarina
OMe OH
MeO O MeO 0O
OMe
MeO OMe OH
OoH O OH O
artemetina 7-metil-éter-canferol

Esquema 4 (continuacién)

Metabolitos secundarios identificados en las fracciones activas F3 y F4.
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Como se ilustra en la tabla 6, Ia reéromatografia de la fraccion F4 dié como
resultado la obtencion de 3 fracciones secundarias, siendo la fraccion F4-3 la
que presentd un mayor rendimiento (68.76 %), la F4-2 con un rendimiento de
3.95 % y finalmente la fraccion F4-1 de menor rendimiento (0.68 %.)

De acuerdo con el perfil cromatografico en placa fina, empleando como agentes
reveladores, 10% de H.SO. (aq) al 10 % y el reactivo Natural Products-
polyethylenglycol (NP/PEG), F4-1 contiene una serie de compuestos, probables
grasas, en la F4-2 se detectd un compuesto amarillo no fluorescente de probable
naturaleza flavonoide y en la fraccion F4-3 se detectdé una mezcla de dos
flavonoles, artemetina identificada por CLAR y comparacion con el compuesto
puro aislado y caracterizado anteriormente (Fernandez, 2001, Jiménez y col.,
enviado a publicacion) y metil-éter-canferol que probablemente corresponda al 7-
metil-éter-canferol ya caracterizado (Jiménez y col.,, enviado a publicacién)
(Esquema 4). De las fracciones secundarias obtenidas, aquellas que
presentaron un efecto inhibidor fueron F3-1, F4-2 y F4-3.

ACTIVIDAD DELAS FRACCIONES SECUNDARIAS

Tabla 9
Efecto de las fracciones secundarias F3 y F4
Tratamiento | Dosis % Inhibicion del edema
(mg/kg) | 3 hrs 5 hrs 24 hrs 48 hrs 72 hirs

F3-1 100 0 0 | 56.78 25.76 0

F4-2 100 36.2 5.87 19.8 22.5 0

F4-3 200 36.83 18.19 10.0 0 0
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La tabla 9 ilustra que la fraccion F3-1 no mostrd efecto antiinflamatorio
inmediato, a las 24 horas la inhibicion fue de un 56.78% y de 25.76% a las 48

horas, para desaparecer a las 72 horas.

La fraccion F4-2 tuvo un efecto maximo de 36.2% a las 3 horas y disminuyo a
19.8% a las 24 horas, sosteniendose estos valores hasta las 48 horas. Con
respecio a F4-3, el efecto maximo se observo a las 3 horas con un valor de

36.83%, a las 5 horas el efecto fue de 18.19% y disminuyé a 10% a las 24 horas,

para desaparecer a las 48 horas.
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Figura 7.

Evaluacién de ia actividad antiinflamatoria del extracto de Achillea millefolium y de las fracciones. El gréfico ilustra
el comportamiento a lo large de 72 horas despuéds de administrada la carragenina, del extracto metandlico a una dosis de
400 mg/kg y de las fracciones F1, F2, F3-1 y F4-2 a una dosis de 100 mg/Ky.. Los valores para cada barra reprasentan el
promediozD S de & animales.
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SCUSION

Achillea millefolium es una planta medicinal utilizada en varios paises como un
antiinflamatorio, en el presente estudio se demostrd que el extracto metandlico
de las partes aéreas inhibe el edema inducido con carragenina en la region

plantar de la rata.

El efecto maximo del extracto, administrado en concentraciones variables, se
registro a las tres horas después de haber inyectado la carragenina y con una
potencia que resultd ser cuatro veces menor a la de la fenilbutazona, uno de los
farmacos que en la actualidad no es un antiinflamatorio de eleccion en la clinica
por sus efectos secundarios, pero que, debido a su absorcion rapida, es utilizado
como referencia en los estudios de tipo agudo. Cabe sefialar que la actividad de
A. millefolium, a una dosis de 100 mg/kg i.p. tuvo un efecto comparable al
reportado para igual dosis de Arnica monfana (Mascolo y col., 1987), una de las

plantas europeas de mayor uso como antiinflamatorio a nivel mundial.

Es conocido que la carragenina produce una respuesta bifasica en la formacion
del edema, cbservandose un aumento gradual del proceso en la primera hora.
En los estudios realizados, este comportamiento bifasico se reprodujo y el
extracto modifico la respuesta inicial a partir de los 40 min. La primera fase
involucra la participacién de mediadores tales como la histamina y la serotonina
liberadas por las células cebadas. Por tal razdn, se puede considerar que el
efecto inhibidor que presenta el extracto de A. millefolium podria actuar también
a nivel de estos mediadores. Sin embargo, es necesario realizar estudios mas

especificos para determinar el mecanismo de accion.
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A las tres horas se produjo un incremento abrupto del edema; en este tiempo, &l
extracto inhibié el proceso en un 65%. El efecto podria involucrar mecanismos
relacionados con la producciéon de citocinas como ia IL-1 que promueven a los
neutréfilos a fagocitar la carragenina y a liberar enzimas como la fosfolipasa A2,
activando de esta manera el metabolismo del acido araquidénico y la produccién

de prostaglandinas y de leucotrienos.

Finalmente, el edema en los animales del grupo contro! disminuyd a partir de los
240 min, probablemente como consecuencia de la afluencia de monocitos hacia
la zona afectada, mismos que fagocitan a los neutrofilos, interrumpiendo asi la

formacion del edema.

En el presente estudio, el fraccionamiento quimico biodirigido del extracto
metanodlico condujo a la obtencidn de tres fracciones activas, la fraccion F2 con
un contenido de f-sitosterol y de pB-amirina. Estos metabolitos han sido
anteriormente identificados en la especie A. milfefolium (Chandler y col., 1982b;
Jiménez y col., enviado a publicacidn) y la actividad antiinflamatoria ha sido
anteriormente evaluada (Recio y col., 1995; Safayhi y Sailer, 1997). La actividad
antiinflamatoria del triterpeno B-amirina perteneciente a la serie del tipo oleanano
ha sido evaluada en los modelos del edema plantar inducido con carragenina o
con acetato de tetradecanoil farbol (TPA) en la oreja, demostrandose que la B-
amirina no tiene actividad sobre el edema inducido con carragenina. Estos
antecendentes permiten asumir que la inhibicion del edema producido por la
fraccion F2 se debe al contenido de B-sitosterol (Recio y col., 1995). Ademas, en
la literatura se reporta para B-sitosterol una Dlsy de 155 mg/kg en el modelo del
edema plantar de la rata (Rasadah y col., 1998) y en el presente estudio una
dosis de 100 mg/kg de la fraccion inhibid el edema en un 54.2% .

Un grupo de tres lactonas sesquiterpenicas en la fraccion F3 presentd una
actividad tardia después de seis horas de su administracion, con una

concentracion de 100 mg/kg el efecto registrado a las 24 horas fue de 56.78%.
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En la mezcla de lactonas presentes en la fraccién primaria F3 se detectaron
matricarina, desacetilmatricarina, éste ultimo compuesto como ya se menciond
anteriormente, ha sido reportado por su actividad antialergénica (Ho y col.,
1998). Leucodina, es otro de los constituyentes presentes en la mezcla, sobre
este compuesto no hay antecedentes de su actividad bioldgica. Los resultados
en este trabajo, con relacién al efecto presentado por la mezcla de guaiandlidas,
no permite establecer si matricarina y leucedina participan de manera sinergista

en la actividad detectada.

La mezcla de los flavonoles artemetina y el 7-metil-éter-canferol (F4-3) presentes
en la fraccion F4 presentd un efecto rapido (menos de 24 horas) y de menor
intensidad que las fracciones activas arriba mencionadas. Anteriormente se
menciond acerca de las propiedades antiinflamatorias de ariemetina, se ha
reportado una Dlsy de 67.07 mg/kg en el modelo del edema plantar inducido con
carragenina (Sertié y col., 1990), potencia mayor a la que se obtuvo con el
producto utlizado en el presente estudio. La diferencia podria deberse a la via
oral de administracion utilizada en el estudio reportado o bien, a la presencia del
metil-éter-canferol en la mezcla. La cantidad insuficiente del material, no permitio
concluir al respecto. En la fraccion F4-2 se detectaron otros probables

flavonoides, fraccidén que tampoco presenté actividad importante.

La composicion heterogénea del extracto metanodlico de Achillea millefolium y la
actividad de las fracciones aisladas, permite hasta el momento atribuir el efecto
inhibidor sobre el edema inducido con carragenina, fundamentalmente a la
presencia del B-sitosterol y de las lactonas sesquiterpénicas de la serie
matricarina (11-aMe). Los esiudios realizados permiten sustentar en cierta
medida, el uso de la planta para tratar padecimientos que se relacionan con un

proceso inflamatorio.
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NCLUSIONES

e En el presente estudio se demosird la actividad antiinflamatoria del
extracto metandlico de las partes aéreas de Achillea millefolium mediante
la evaluacién del producto vegetal sobre el edema plantar de la rata
inducido con carragenina.

¢ FEl fraccionamiento quimico biodirigido del extracto activo permitid la
identificaciéon de los siguientes metabolitos: p-sitosterol, B-amirina,
desacetilmatricarina, matricarina, leucodina, artemetina y 7-metil-éter-
canferol.

¢ De los constituyentes quimicos identificados, la mezcla de B-sitosterol y
de B-amirina demostrd tener una mayor actividad inhibidora sobre el
edema inducido, el complejo de las lactonas sesquiterpénicas constituido
por desacetilmatricarina, matricarina y leucodina, demostré actividad
aunque en una fase tardia, y la mezcla de los dos flavonoles no
demostraron una actividad antiinflamatoria significativa ya que inhibieron
el edema con una menor intensidad a la del esterol y las lactonas
sesquiterpénicas.

¢+ Conforme se fracciond el extracto, se observé un incremento en la
actividad; sin embargo, debido a que no se llevaron a cabo los estudios
con los compuestos puros, no se puede asumir si uno o varios
compuestos son los responsables de la actividad antiinflamatoria o si es el
resultado de un efecto sinergista.

» La presente investigacion quimico-farmacolégica constituye una
contribucion adicional para el conocimiento de la actividad biolégica de la
especie vegetal Achillea millefolium.
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