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RESUMEN

Las plantas medicinales constituyen uno de los recursos de la medicina tradicional
mexicana, un numero importante de especies vegetales son reportadas para tratar
la inflamacion o sintomas relacionados con la artritis reumatoide. Siguiendo la
linea de investigacidbn sobre plantas con actividad antiinflamatoria que se
desarrolla en el IMSS, la presente tesis muestra los resultados obtenidos en la
evaluacion de los efectos producidos por los extractos de Chamaedora tepejilote,
Larrea tridentata, Sphaeralcea angustifolia y Juniperus communis en el modelo de
artritis reumatoide ACII, asi como la evaluacién de la aplicacion topica del extracto
cloroférmico de S. angustifolia en el modelo de edema auricular en el ratén,

producido por el 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) un agente irritante.

Los extractos de las cuatro especies fueron evaluados a dosis de 100 mg/kg de
peso corporal en el modelo ACII. En el estudio se realizaron determinaciones
aplicando dosis Unica y repetidas de los extractos cada 24 hrs. El extracto de J.
communis evaluado en dosis Unica present6 actividad inhibitoria sobre el edema
con valores de 41.24 % (4 hrs); en dosis repetidas se obtuvieron a las 48 y 72 hrs
valores que no fueron significativos respecto al grupo control. El extracto de Ch.
tepejilote de una colecta realizada en el mes de Marzo y evaluado en dosis Unica
presento6 actividad inhibitoria sobre el edema con valores de 89.65 % (1 hr), 88.58

% (8 hrs), 58.24 % (5hrs) y 50.96 % (24 hrs), 41.45 (48 hrs) y 15.09 % (72 hrs); en



dosis repetidas se obtuvieron valores de 50.72 % (48 hrs) y 49.33 % (72 hrs). El
extracto de Ch. tepejilote de una colecta realizada en el mes de Diciembre vy
evaluado en dosis Unica, present6 actividad inhibitoria sobre el edema con valores
de 58.60 % (1 hr), 36.97 % (3 hrs), 15.25 % (48 hrs) y 6.77 % (72 hrs); en dosis
repetidas se obtuvieron valores de 49.95 % (48hrs) y 35.45 % (72hrs). El extracto
de L. tridentata evaluado en dosis Unica presenté actividad inhibitoria sobre el
edema con valores de 64.22 % (1 hr), 50.97 % (3 hrs), 36.98 % (24 hrs), 21.23 (48
hrs) y 01.22 (72 hrs); en dosis repetidas se obtuvieron valores de 63.52 % (48 hrs)
y 23.89 % (72 hrs). El extracto de S. angustifolia evaluado en dosis Unica presentd
actividad inhibitoria sobre el edema con valores de 68.29 % (1 hr), 74.55 % (5hrs),
65.70 % (24 hrs), 40.30 (48 hrs) y 05.84 (72 hrs); en dosis repetidas se obtuvieron

valores de 78.84 % (48 hrs) y 51.20 % (72 hrs).

El extracto cloroférmico de S angustifolia fue evaluado en el modelo del edema
auricular inducido con TPA, encontrandose un efecto inhibitorio de 77.15 %
cuando fue aplicado el extracto inmediatamente después del irritante, 72.27% se
presentd a 1hr y 29.89 % a las 3hrs después de aplicar el TPA. En comparacién

con la indometacina, el extracto tuvo valores cercanos en este modelo.

De las cuatro especies evaluadas, el extracto cloroférmico de S. angustifolia es el
que presentdé mayor actividad inhibitoria en la fase prolongada del edema en el
modelo ACII, y efecto inhibitorio significativo en el modelo de edema auricular con

TPA, por lo que resulta un candidato idéneo para proseguir con los estudios



quimico-farmacolégicos para identificar los principios responsables que presenté

el extracto integro.



1. INTRODUCCION

En México, el uso de plantas como uno de los recursos de la medicina tradicional
es frecuente; entre el 60 y 70% de la poblacién utiliza la herbolaria para tratar los
padecimientos mas comunes. La medicina tradicional integra a las practicas que
se van constituyendo como dominantes, aunque algunas no necesariamente
vienen del pasado (Campos, 1992). La medicina tradicional en México ha
persistido a través del tiempo y ademas de considerar aspectos estrictamente
relacionados con la terapéutica, constituyen también una fuente de identidad para
las culturas étnicas ancestrales (Lagarria, 1966). La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) ha concentrado parte de su interés en la medicina tradicional de
diversos grupos culturales de todo el mundo para preservar y proteger los
conocimientos de la medicina tradicional y las reservas de plantas medicinales con

el fin de promover el desarrollo sustentable (OMS, 2003).

A nivel mundial, existe un niumero importante de plantas a las que se atribuyen
propiedades medicinales y que son usadas, solas o combinadas, para tratar los
padecimientos mas comunes entre la poblacion; entre éstos, se encuentran los
padecimientos relacionados con procesos inflamatorios y artriticos (Abad y col.,
1996). El interés que representan las plantas medicinales para la industria
farmacéutica y para el medio académico radica en las posibilidades que ofrece

este recurso para el hallazgo de nuevas estructuras biolégicamente activas,



farmacos potentes que posean menos efectos colaterales indeseables.
Investigaciones modernas en el campo de los farmacos antiinflamatorios estan
dirigiéndose al desarrollo de compuestos potentes, tolerables para el tracto
digestivo (Bani y col., 2000). Por otra parte, los denominados fitofarmacos que se
obtienen a partir de productos vegetales y que se presentan en diferentes formas
de preparados tales como la planta completa, extractos o fracciones activas,
constituyen una nueva generacion de medicamentos de gran impacto actual

(Butterweck, 2003).

En las dltimas décadas, en México se ha realizado una importante labor
relacionada con la actualizacion de la informacién etnobotanica sobre el uso de la
herbolaria medicinal en el pais. Esta informacion esté vertida en fuentes diversas y
en colecciones de herbarios como las pertenecientes al IMSS y otras Instituciones
Académicas (IMSSM, IZTA, MEXU, XAL etc.) El andlisis de la informacion
existente en los bancos de datos permite deducir que son numerosas las especies

utilizadas para tratar procesos inflamatorios (IMSS, 1994).

La Unidad de Investigacién Médica en Farmacologia de Productos Naturales de la
Coordinacion de Investigacion en Salud del IMSS, tiene una linea de investigacion
quimico-farmacolégica para la valoracion experimental de plantas utilizadas en
México como “probables antiinflamatorios”. Los resultados obtenidos sefialan que
algunos extractos obtenidos de diferentes especies botanicas presentan efecto
inhibidor sobre la formacién del edema en la fase tardia (Meckes y col., 2002;

2003), efecto que es prolongado, lo que ha llevado a proponer un estudio siguiente



para valorar estos extractos en el modelo de artritis reumatoide ACIl (Mizushima y

col., 1972).

En la presente investigacion se valoraron los efectos del extracto acuoso de
Chamaedora tepegjilote, extracto metandlico de Larrea tridentata, extracto
cloroférmico de Sphaeralcea angustifolia y extracto metandlico de Juniperus

communis en el modelo de artritis reumatoide AC II.



2. ANTECEDENTES

2.1 GENERALIDADES DE LA RESPUESTA INMUNITARIA

La respuesta inmunitaria tiene como funcién primordial diferenciar lo propio de lo
ajeno al organismo: particulas ambientales, moléculas, microorganismos
patdgenos etc., son estimulos que pueden desencadenar una respuesta
inmunitaria. En las respuestas inmunitarias participan de manera activa los
leucocitos, células que son de varios tipos: fagocitos (monocitos, macréfagos y
neutroéfilos polimorfonucleares) que tienen como funcion la destruccion del agente
invasor y los linfocitos que son las células predominantes en este proceso (Stites y

Terr, 1993)

En la embriogénesis de los vertebrados, el timo es el primer 6rgano responsable
de la produccién de células linfociticas, juega un papel relevante en el desarrollo y
la funcién del sistema inmunitario ya que proporciona el microambiente necesario
para que se lleve a cabo la maduracion de las células T, un 75% de los linfocitos
en el timo se localizan en la corteza profunda. Asimismo, la médula ésea es el
o6rgano hematopoyético primario, fuente importante para la produccion de linfocitos

B (Margni, 1996).

Existe una linea de células linfoides reconocidas como células asesinas naturales

(NK “natural killers”) que actuan sobre células tumorales e infectadas por virus.



Los precursores de estas células carecen de las caracteristicas fenotipicas,
genotipicas y funcionales del resto de los linfoides y fagocitos mononucleares. La
actividad citotoxica de las NK se debe a que se adhieren y lisan células tumorales

o infectadas por virus, el mecanismo aun no esta bien esclarecido (Tsokos, 2000).

Los dos tipos importantes de linfocitos en la respuesta inmunitaria son los
linfocitos B y T. Por medio de un receptor, el linfocito B reconoce a un antigeno
determinado en la superficie del microorganismo e inicia la division y
diferenciacién celular liberando moléculas receptoras solubles en gran cantidad
(anticuerpos) las cuales se unen al antigeno. Mientras una parte de la molécula
del anticuerpo se une con el antigeno (Fab), otras partes interactian con otros
elementos del sistema inmunitario tales como el fagocito (Fc) o bien, con una
molécula del complemento (C1q). Por otro lado, los linfocitos T tienen diversas
actividades:1) ayudan a eliminar al antigeno uniéndose con la células
presentadoras de antigeno (APC) (Ty o T-helpers), 2) reconocen células
infectadas por virus o patégenos intracelulares y las destruyen (Tc o T-citotéxicas).

3) activan a los linfocitos B para la produccion de anticuerpos (Stites y Terr, 1993).

En la respuesta inmunitaria se produce un mecanismo inicial inespecifico contra el
agente invasor, es la llamada respuesta inmunitaria innata, natural o nativa y que
esta dada por una serie de reacciones de fase aguda en la que participan
eosindfilos, neutréfilos, macréfagos, el complemento y las células NK. Cuando el
agente patdgeno es una bacteria se activa la via alterna del complemento

facilitando la fagocitosis; si es un virus, es importante resaltar la participacion que



tienen las células NK y los interferones del tipo a y B, éstas ultimas constituyen un
grupo de proteinas inmunoreguladoras sintetizadas por los fibroblastos y que
tienen la capacidad de activar a las células NK a la vez que aumentan la
resistencia de las células normales a los virus. En esta respuesta, la piel y las
mucosas actlan como una primera barrera de defensa contra los agentes
invasores. Los anticuerpos producidos en la respuesta innata cominmente tienen

reacciones cruzadas y son de baja afinidad (Cruse y Lewis, 1995).

La respuesta adaptativa es subsecuente a la innata y de gran especificidad hacia
el inmun6geno - por su memoria - en encuentros subsecuentes con el mismo
inmunoégeno o con otros relacionados, la respuesta se intensifica. Las células que

destacan en la inmunidad adaptativa son las T y B (Haneeay y Travers, 1997).

En todas las células que desempenan un papel determinante en la presentaciéon y
reconocimiento del antigeno, existe el Illamado complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC). Este es codificado por la familia de los “supergenes”
de las inmunoglobulinas. Los genes del MHC juegan un papel importante en el
reconocimiento de lo propio de lo no-propio, pues algunos de éstos codifican
fragmentos polipeptidicos del antigeno (inmundgeno) que son determinantes en la
respuesta inmunitaria. Los inmundgenos son reconocidos por los receptores de los
linfocitos T (TCR), solamente cuando un fragmento de éste se encuentra unido al
MHC (antigeno MHC) y se expresa en la superficie de la membrana celular.

Existen diferentes clases genéticas del MHC, el MHC-clase | se expresa en la



mayoria de las células nucleadas, mientras que el MHC-clase Il se expresa en
macrofagos, células dendriticas, de Langerhans, de Kupfer y linfocitos B. Las
células presentadoras de antigeno (APC) que expresan MHC clase | se les llama
no profesionales, mientras que a las que expresan MHC clase Il se les llama
profesionales. Aunque los mecanismos involucrados en la patogénesis de las
enfermedades autoinmunitarias no estan aun totalmente esclarecidos, en el
humano, los loci DR, DQ y DP de los genes MHC clase Il se asocian
particularmente con estos padecimientos. En los humanos existe ademas el MHC
clase Ill que no se expresa en la superficie de la membrana celular, por lo tanto,
no tiene como funcién presentar el antigeno (Margni, 1996; Morrow y col., 1999).

Los pasos iniciales de la respuesta inmunitaria comprenden la captura y
procesamiento del inmundgeno por las células APC, éstas captan al inmunégeno

por fagocitosis o endocitosis (Figura 1).

TCR
l |
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. . -
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de antigeno (APC)



Figura 1 el inmundgeno es captado y procesado por la APC, y el epitopo inmunogénico
unido al MHC |l se expresa en la superficie celular para ser reconocido por las células Ty.

Si el inmunégeno experimenta protedlisis, sus fragmentos se unen por fuerzas no-
covalentes a moléculas MHC clase Il de las APC y el complejo es transportado a
la superficie celular para ser presentado a los linfocitos Ty que se unen a través de
sus TCR (Figura 2). Para la activacion de las Ty se requiere ademas como sefial,
la produccién de interleucina-1 (IL-1) que es una proteina soluble que produce la

APC (McArty y Koopman, 1993).

é]d_l% Activacion IL-2R @
o
i e,

MHC II TCR

Liberacion de citocinas
(diferentes de las de crecimiento y
diferenciacion)

Figura 2. Activacion de la célula Ty. La APC presenta un epitopo en el marcador MHC I,
dando asi la 1era sefal de activacion, luego la 22 sefal de activacion es dada por la IL-1
producida por la APC. La Ty activada, a su vez produce y expresa marcadores IL-2 para
autoactivacioén y proliferacién de células Ty, asi como la produccién de linfocinas.



La activacion de la célula Ty es clave para la activacién siguiente de los linfocitos
Tc. Estos se distinguen de Ty por la presencia de proteinas CD8 en su superficie
en lugar de CD4, por lo tanto, reconocen en las células APC a los antigenos MHC
clase I. La funcién de las células T¢ es lisar células infectadas por virus que
expresan antigeno en el MHC, asi como células tumorales. Para ser activadas
requieren ademas de su interaccion con APC, de la IL-2 que se produce en la Ty

activada. La Figura 3 ilustra la activacién de T¢ por un antigeno.

IL-2

Célula
diana

47

Toxinas

TCR activado

Figura 3. Activacion de célula T¢ por una célula Ty activada. La IL-2 junto con un epitopo
antigénico procesado en el MHC clase | activan a la TC que secreta moléculas citotoxicas
contra la célula blanco.

Por otra parte, la activacién de linfocitos B requiere de los Ty activados. El linfocito
B tiene la capacidad de actuar como APC endocitando y procesando un fragmento
del antigeno que es expresado en la membrana unido con el MHC Il para luego
formar un complejo inmunogénico con los receptores de la célula Ty activada. Esta
unién, y la liberacion de linfocinas BCGF (factor de crecimiento para células B) y

BCDF (factor de diferenciacion de células B) liberadas por las células Ty,



desencadena la diferenciacion a células plasmaticas secretoras de anticuerpos.
Asi mismo, otro grupo de células B se diferencian como linfocitos B con memoria
(Figura 4), estas células con memoria poseen la capacidad de responder ante la
presencia del inmunégeno especifico en posteriores invasiones (Singer y Hodes,

1983)

BCGF .
BCDF Célula B
Q Proliferacion

Célula B con
Célula

B 4’Pr0genie memoria

TC Diferenciacio

MHCII

T

Ag Célula .
Anticuerpos

plasmatica

Figura 4. Activacién y diferenciacion de los linfocitos B. A través de la célula TH y del
antigeno se induce la activacién y diferenciacién de células B, algunas como células con
memoria y otras maduran hasta célula plasmatica secretando anticuerpos.

El linfocito B expresa en la membrana una gran variedad de glicoproteinas
denominadas inmunoglobulinas (lg) que son receptores de antigenos, los

anticuerpos son la forma soluble de estos receptores.

Las inmunoglobulinas (Ig) poseen una estructura basica simétrica de cuatro
cadenas polipeptidicas: dos cadenas idénticas pesadas (H) y dos cadenas
idénticas ligeras (L) unidas por enlaces covalentes disulfuro. En la regién Fab, la
mitad de las cadenas ligera y pesada posee un region variable (V) en la secuencia

de aminoacidos y la otra mitad es constante (C). Con respecto a las



inmunoglobulinas de membranas (receptores de antigenos), éstas se diferencian
de los anticuerpos por tener un numero mayor de aminoacidos en la region C de
las cadenas pesadas. Las cadenas se pliegan en dominios, los primeros son
llamados variables (V). Existen también otros dominios llamados constantes (C)

con cadenas H y cadena L del tipo x o A (Figura 5).

REGION Fab

/ \ REGION Fc

] S / \
——

ﬁiﬁiﬁfié
\\: |

|
A

Cadenas ligeras Cadenas pesadas

Figura 5. Esquema general de la estructura basica de una inmunoglobulina mostrando sus
cadenas y regiones.

En los mamiferos existen cinco clases de Ig que se diferencian por su tamano
molecular, cargas, la composicion de aminoacidos y el contenido de carbohidratos:
lgG, IgA, IgM, IgD e IgE. En el humano las IgG tienen subclases (IgG1, 1gG2,
lgG3, IgG4) en las que las cadenas pesadas difieren ligeramente y en IgA se han
identificado las subclases IgA1, IgA2. Para IgM, IgD y IgE no se han descrito
subclases (Paul, 1993). La IgG es la predominante en suero humano y en la
respuesta inmunitaria adaptativa, es la Unica que atraviesa placenta y confiere
inmunidad al feto. La IgM es de estructura pentamérica y es eficaz fijadora del

complemento, ademas, es la que primero aparece en la membrana de los

linfocitos B en desarrollo. El dimero IgA es predominante en las secreciones de las



seromucosas

genitourinarias y del

(saliva,

lagrimas,

leche,

intestino delgado),

la

secreciones

traqueobronquiales,

lgD se encuentra en altas

concentraciones en la membrana de los linfocitos B y posiblemente participa en el

proceso de diferenciacion. Finalmente, la IgE se encuentra en la membrana de los

baséfilos y de las células cebadas, se une a los receptores en estas células y

dispara la degranulacion liberando mediadores (cuadro 1), es la responsable en

casos de alergias comunes (Day, 1990).

RESUMEN DE LAS CARACTERISTICAS BIOLOGICAS Y FISICOQUIMICAS PRINCIPALES DE LAS

INMUNOGLOBULINAS
Clase de inmunoglobulina |gG |g|\/| IgA IgE IgD
Caracteristicas Predominante | Primera en Presente en | Activa en Presente en la
en el suero activarse en secreciones | casos de membranal de
la respuesta | de mucosasy | alergias células T
inmunitaria calostro
Peso molecular 150 000 900 000 160 000 180 000 200 000
(pentamero) (dimero)
Cadena pesada Y u o € )
Cadena ligera KA KA KA KA KA
% de carbohidrato 3 12 8 12 13
Aglutinacion + +++ + - -
Fijacién del clasica + +++ - - -
complemento alterna - - +/- - _
Union con células cebadas - - + -

Cuadro 1. muestra las principales caracteristicas biologicas y fisicoquimicas de las Ig

humanas.




Las inmunoglobulinas son moléculas bifuncionales ya que se unen al antigeno por
medio de los idiotipos en la region variable de Fab y también pueden interactuar
con elementos del sistema inmunitario como son los fagocitos y las moléculas del
complemento a través de sitios correspondientes a la porcidén Fc, incrementando

de esta manera la capacidad de fagocitosis.

El rearreglo del DNA del linfocito B que ensambla exones V/(D)/J o produce el
cambio del isotipo, es el factor responsable de la gran diversidad de anticuerpos
que se generan. Las inmunoglobulinas producidas por un linfocito B individual
tienen especificidad antigénica idéntica que se determina por la estructura de sus
exones en la regién V, los antigenos seran los causantes de los rearreglos
posteriores y la consecuente heterogeneidad de la inmunoglobulina. La variacién
isotépica se refiere a diferentes clases de cadenas ligeras y pesadas, la variante
alotipica ocurre en las regiones constantes en tanto que, las variantes idiotipicas
se presentan en las regiones variables y los idiotipos son especificos para cada

molécula de anticuerpo (Tonegawa, 1983).

El anticuerpo y el receptor de antigeno de los linfocitos T (TCR) comparten
caracteristicas comunes, ambos poseen dominios V y C y los antecedentes
genéticos que conllevan a los dominios variables; sin embargo, la forma en que las
células B y T reconocen al antigeno es muy diferente. El antigeno en su estructura
nativa es reconocido por el anticuerpo en solucibn o como receptor

(inmunoglobulina) en la membrana de la célula, en cambio el TCR reconoce un



fragmento del antigeno unido a la molécula MHC e integrado a la membrana de la

célula APC.

La célula T entra en accién cuando a través del TCR se pone en contacto con
fragmentos del antigeno y del MHC (ligando) y se auxilia por moléculas accesorias
CD4 o CD8 expresadas en la superficie de T¢ las cuales se unen a las moléculas
MHC en la regién no-polimérfica (Figura 6). La funcion del TCR en enfermedades
autoinmunitarias ha sido tema de estudios recientes y hay pruebas realizadas con
cultivos de linfocitos T de liquido sinovial extraido de pacientes con artritis
reumatoide que indican un predominio de rearreglos especificos de la cadena

del TCR que difieren de un individuo a otro (Rooney y col., 1988)

Célula
infectada

Célula
presentadora
De antigeno

Figura 6. célula T CD4 reconoce al antigeno a través de células con MCH clase Il;
mientras que las células T CD8 reconocen a células con MHC clase I.

Regulacion de la respuesta inmunitaria



Después de la eliminacién del inmunégeno, la respuesta inmunitaria se abate
previniendo asi la activacién incontrolada de linfocitos y regulando la produccién
de anticuerpos. Para esto, existe un proceso de regulacion negativa que restringe
la respuesta inmunitaria; por retroalimentacion, se produce mayor sintesis de
anticuerpos que eliminan al antigeno residual, consecuentemente se elimina el
estimulo inmunogénico. Por otra parte, tomando como base la teoria de la “red de
idiotipos” se puede asumir la existencia de un sistema especifico de regulacion.
Después de la estimulacion antigénica, se expande el numero de clonas capaces
de reconocer el epitopo del antigeno, por lo tanto, es elevado el numero de
idiotopos particulares. Estos idiotopos funcionan como sefial inmunogénica para
producir anticuerpos anti-idiotipo (anticuerpo-2) los cuales poseen ahora idiotipos
propios y pueden a su vez, generar anti-anti-idiotipos llamados anticuerpo-3 (Stites
y Terr, 1993). Se ha propuesto que existe otro sistema de regulacion a través de
las células supresoras (Ts) que actuan sobre las células Ty inhibiendo su accion
sobre los linfocitos B. Las células Ts expresan CD8 al igual que las T¢, pero a
diferencia de estas ultimas, no ejercen actividad citotéxica. Las Ts actuan sobre
los epitopos del antigenos o del TCR de las células T; sin embargo, actualmente

se cuestiona sobre la existencia de dichas Ts (Margni, 1996).

Autoinmunidad



La autoinmunidad (presencia de autoanticuerpos) es un proceso que ocurre de
manera normal en el organismo; sin embargo, su manifestacion incontrolada es un
estado patogénico. La autoinmunidad se involucra en la respuesta inmunitaria ante

la presencia de células virales o tumorales (Morrow y col., 1999).

Las enfermedades autoinmunitarias (EA) son multifactoriales y pueden presentar
mas de un mecanismo de induccién. El factor mas significativo es el genético,
siendo los genes del MHC, los genes del TCR y los de las Ig los directamente
vinculados (Margni, 1996). Las EA también se pueden desencadenar en virtud de
semejanzas entre los determinantes antigénicos de un antigeno extrano y los
propios. Areas de identidad entre un determinado virus y un antigeno propio
(mimetismo molecular), también puede producir autoinmunidad. Otro factor
patogénico en enfermedades autoinmunitarias vincula a antigenos extrafos
inmunogénicos que pueden combinarse con los propios e inducir una respuesta
inmunitaria contra el antigeno propio, tal es el caso del antigeno MHC que puede
actuar como un acarreador para antigenos propios adyacentes (Sturgess, 1992).
Asi mismo, la liberacion de antigenos secuestrados o presentes en sitios
privilegiados, asociados con tejidos periféricos tales como el pancreas o génadas,
y que normalmente no estan en contacto con el repertorio de células T, al liberarse
actuan como autoantigenos, induciendo a su vez la produccion de autoanticuerpos
(Neparstek y Pltz, 1993). Existe también la teoria que plantea que cada proteina
propia presenta un pequefio numero de epitopos o determinantes antigénicos
dominantes relacionados con la seleccion negativa, siendo tolerados por el

organismo, y por otra parte existen epitopos que por no ser dominantes no



inducen tolerancia, estos epitopos son llamados cripticos o subdominantes, la
presencia de este tipo de epitopo induce autoreactividad entre linfocitos T vy
epitopos propios (Rokeach, y Hoch, 1994). La teoria de lo “propio modificado”
postula que la autoinmunidad se induce como respuesta contra epitopos propios
modificados, siendo éstos no reconocidos, actuando finalmente como

autoantigenos (Garcia y col., 1994).

La respuesta inflamatoria

La respuesta inmunitaria activa a los linfocitos T y la produccién de anticuerpos
especificos que permiten reconocer al antigeno en eventos subsecuentes, se
pueden desencadenar varios procesos, entre ellos la inflamacion. La inflamacién
es una respuesta que no se limita sélo a estimulos inmunitarios ya que las células
y los mediadores de la inflamacion pueden ser activados por medios fisicos no-
inmunitarios (traumatismo, lesién, calor, etc) y quimicos (Margni, 1996). La union
del antigeno con el receptor del linfocito T o el anticuerpo especifico provoca el
reclutamiento de células inflamatorias (IMC) y de mediadores quimicos
enddgenos, en algunos casos se altera la funcion normal del tejido por incremento
de la permeabilidad vascular y la contraccidén del musculo liso visceral. Las células
T efectoras (Tpn) que producen IMC requieren también de la presentacion del
antigeno y su activaciéon conduce a la secrecidén de linfocinas. Estas a su vez,
atraen por quimiotaxis a los monocitos, granulositos, baséfilos, linfocitos T y B. En
la IMC el granuloma es el resultado de una estimulacién antigénica local continua,

la hipersensibilidad retardada se puede lograr de manera natural a través de



infecciones y de manera artificial, a través de inmunizaciones y por contacto con

productos quimicos que actuan sobre piel y mucosa (Wasserman, 1983).

La inflamacion también puede estar mediada por el complejo inmunitario, ocurre
después de la interaccibn antigeno-anticuerpo de ciertos isotipos
inmunoglobulinicos que activan la cascada del complemento. El sistema del
complemento comprende unas 25 proteinas solubles en el suero y receptores
especificos que se encuentran en la membrana de las células inmunitarias,
constituye una de las vias efectoras importantes en el inicio y amplificacion del
proceso inflamatorio (Muller-Eberhard, 1988). Estas moléculas y los fragmentos
peptidicos que resultan de la activacion del sistema en reacciones en cascada
interactuan entre ellos y con elementos del sistema inmunitario con el propésito de
lisar células, bacterias y virus con envoltura. Cuando un microorganismo es el que
activa al sistema del complemento, las moléculas del complemento forman una
capa sobre la superficie del microorganismo produciendo una reaccion no
especifica (respuesta innata), es la denominada via alterna del complemento
(Holers, 1995). Los fragmentos peptidicos que se generan opsonizan al
microorganismo, a su vez, los fagocitos que poseen receptores para algunos de
estos fragmentos lo endositan. Asimismo, los péptidos tienen la propiedad de
atraer a los fagocitos hacia la célula blanco (quimiotaxis), de aumentar el flujo
sanguineo al sitio de afeccidén e incrementar la permeabilidad de los capilares vy,
finalmente, de lisar las membranas plasmaticas de las células extrafas. En el caso

de linfocitos y de células presentadoras de antigenos también hay receptores



especificos para los fragmentos del complemento que opsonizan el complejo

inmunitario (Morgan, 1992).

La activacién del sistema del complemento ocurre también a través de la via
clasica en la que el mecanismo involucra la participacion de un anticuerpo
(complejo inmunitario). Los anticuerpos IgM e IgG de todas las subclases,
exceptuando IgG4, lo activan por la via clasica, los IgA activan el complemento por
la via alterna en tanto que los IgE no intervienen en este proceso (Cruse y Lewis,

1995).

Los pasos iniciales de la activacion se acompafian del ensamblaje de los
fragmentos para formar enzimas que se unen a las proteinas siguientes en la
secuencia. Ambas vias llevan a la formaciéon de un complejo multienzimatico
capaz de fijarse y fraccionar a una proteina clave C3 (Tsokos, 2000). La etapa final
de la reaccién en cadena del sistema del complemento es la formacion del
complejo de ataque a la membrana. La unién de C5b con C6, C7, C8 y C9 genera
MAC que actua sobre los lipidos de la bicapa de la membrana produciendo lisis

celular (Shin y col., 1996).

Asi, el sistema del complemento juega un papel importante en las respuestas
inflamatoria e inmunitaria. Estudios in vivo e in vitro demuestran que alteraciones
en el sistema del complemento se traducen en una mayor susceptibilidad al
desarrollo de infecciones bacterianas y de enfermedades autoinmunitarias

(Dalmasso, 1986). El lupus eritematoso sistémico se ha asociado con deficiencias



en C1 grs, C2 o C4. En determinadas situaciones, la activacion del sistema del
complemento puede ser nociva. Los fragmentos que se producen en gran cantidad
como C3a y Cbha estimulan la quimiotaxis de los neutréfilos, la degranulacién de
baséfilos y de células cebadas (anafilotoxinas) lo que trae como consecuencia la
contraccion de la musculatura lisa vascular, el aumento de la permeabilidad de los

vasos y la salida de neutrdfilos y de monocitos (Tsokos, 2000).



2.2 LA ARTRITIS REUMATOIDE

Aunque hay antecedentes que indican que la artritis reumatoide (AR) es una
enfermedad que existe desde la antigiedad, la medicina oficial europea la
reconocié como una nueva entidad sélo hasta el siglo XIX, describiendo que los
pacientes afectados, rara vez alcanzaban los 40 afos, edad en la que
comunmente se manifiesta este trastorno. A manera de profundizar en el
6conocimiento sobre el origen de la AR y de otras afecciones del sistema
inmunitario, se han llevado a cabo estudios en restos fosiles. En esqueletos de
indigenas originarios de América, habitantes de la zona litoral del rio Tennessee
entre 6500-450 AC, se han encontrado deformaciones semejantes a las que causa
la AR. Otros esqueletos humanos hallados en México y que datan de 1400 AC-

1550 DC, también presentan estas deformaciones (Rothschid y Sebes, 1992).

La artritis reumatoide (AR), término propuesto por Garrod en 1859, constituye un
padecimiento inflamatorio crénico que afecta alrededor del 1% de la poblacién
mundial (Thabrew y col., 2001). La AR es la causa mas comun de la invalidez
articular, la edad promedio en la que se puede desencadenar oscila entre 20 y 40
anos y se estima que tres de cada cuatro pacientes son mujeres (Pérez, 1990). En
México, los estudios epidemioldgicos realizados en el IMSS senalan que esta
enfermedad afecta a tres mujeres por cada hombre, principalmente de entre 35 y
45 afnos de edad. Cerca de un millbn de mexicanos que padecen artritis

reumatoide son mayores de 60 anos de edad, por lo que la prescripcién de



farmacos puede aumentar los riesgos en la salud en vez de brindar al paciente

una mejor calidad de vida (Lozano-Ascencio y col., 1996).

En teoria, un estimulo antigénico en pacientes que son susceptibles
genéticamente puede ser la senal para que los linfocitos B sinoviales produzcan
lgG, inmunoglobulina que es reconocida como ajena, lo que conlleva a una
respuesta inmunitaria dentro de la articulaciéon con la consecuente produccion de
lgG e IgM monoméricas e IgM pentamérica, es decir, factores reumatoides (FR)
que actuan como anti-inmunoglobulinas (Zvaifler, 1988). Como se sabe, la primera
via de activaciéon del complemento se inicia cuando se forman los complejos
antigeno-anticuerpo, en este caso, el IgG-FR es el que activa la via clasica. A
diferencia de la via clasica, la activacién de la via alterna no requiere de la
presencia del anticuerpo, los productos de ruptura del complemento se acumulan
en la articulacion y lo amplifican por estimulacién de la via alterna (Maddison y
col., 1998). La activacion del complemento da como consecuencia una
inflamacién. Los lisosomas activados y enzimas liberadas en el espacio sinovial
amplifican aln mas la respuesta inflamatoria y proliferativa de la sinovial (Stites y

Terr, 1993). En la figura 7 se muestra la patogenia hipotética de la AR.

Predisposicién genética

Estimulo externo

lgG anormal
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reumatoide)
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Activacion del
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respuesta inflamatoria

Artritis reumatoide

Figura 7. Muestra la patogenia hipotética de la artritis reumatoide

En estado normal, la activacion de células B produce factores reumatoides (FR),
los FR son anticuerpos de la porcién Fc de la IgG, éstos se encuentran elevados
en los sueros de pacientes con enfermedades inflamatorias e infecciosas y se
piensa que son patdgenos en el caso de la artritis reumatoide. Los FR “normales”
presentan caracteristicas diferentes a los FR “patégenos”: En las FR normales el
isotipo es IgM, tienen baja afinidad, contienen pocas mutaciones somaticas en
tanto que, en los FR patégenos, el isotipo frecuentemente es IgG, son de gran
afinidad y mutacion (Franklin y col., 1957). El resultado de la accion biologica del

FR es una respuesta inflamatoria exacerbada que desencadena el curso de la



inflamacioén crénica en las articulaciones diartrodiales. Por otra parte, se piensa
que el proceso se inicia con la presentacion del antigeno a los linfocitos T, las
citosinas liberadas por los macréfagos (IL-1) ayudan al proceso de activacién de
los linfocitos T; en pacientes con AR se han detectado concentraciones elevadas
de IL-1 en el plasma. Evidencias sustanciales indican que las células T activadas

son las que dirigen el proceso (Fox, 1997).

Muchas enfermedades reumaticas con alteraciones a nivel del tejido conjuntivo
tales como lupus sistémico y artritis reumatoide se vinculan en la actualidad con
factores genéticos y no genéticos (cuadros infecciosos, factores estocasticos). En
los pacientes con AR es caracteristica la combinacidn de factores etiologicos, las
manifestaciones variables y el grado de severidad del padecimiento. La AR se
asocia con la autoinmunidad patogénica. En las enfermedades autoinmunitarias, el
factor genético es importante; por ejemplo, una alteracién en los genes que
codifican MHC pueden conducir al desarrollo de padecimientos autoinmunitarios

(Revielle, 1992; Vyse y Todd, 1996; Nepom, 1998; Zamani y Cassiman, 1998).

En huéspedes que son susceptibles, los virus son factores ambientales claves en
el desarrollo de enfermedades autoinmunitarias como es el caso de la AR. Estos
agentes virales pueden producir las formas aguda, subaguda y crénica de la
enfermedad. Algunos padecimientos de las articulaciones se han asociado con
infecciones virales persistentes y latentes que ocurren cuando el sistema
inmunitario es incapaz de responder adecuadamente ante la presencia del

patégeno, también se les asocia con un proceso de autoinmunidad inducida por



virus, con la activaciéon de los linfocitos B, asi como con la inmunodeficiencia
resultado de infecciones oportunistas como las producidas por VIH (Espinoza y
col.,, 1998). El Parvovirus B19, Rubella, herpesvirus (Citomegalovirus, virus
Epstein-Barr, Herpes simplex) y Virus de la hepatitis B producen sindromes
transitorios de artritis, en tanto que, el Virus de la hepatitis C, el Virus linfotrépico |
de las células T del Humano o el Virus de la Inmunodeficiencia Humana, producen

artritis cronica (Tsokos, 2000).

LAS ARTICULACIONES

Las articulaciones constituyen las areas de contacto de las partes rigidas del
esqueleto y estan formadas de tejido conectivo. El tejido conectivo consta de
fibroblastos, que son los responsables de la formacidn del cartilago; de elementos
fibrilares (colageno, fibras de reticulina y fibras elasticas), que constituyen la
materia prima de tendones, ligamentos y tejidos elasticos, asi como de la llamada
sustancia basica, constituida por proteoglicanos y proteinas plasmaticas (Figura

8).



TEJIDO CONECTIVO

ELEMENTOS FIBRILARES
COLAGENO
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Figura 8. Los elementos celulares que conforman el tejido conectivo y sus funciones

Es en el tejido conectivo donde se manifiestan las reacciones inflamatorias como

consecuencia de respuestas inmunitarias, traumatismos o por la presencia de

cuerpos extranos (Schimacher y Gall, 1997).

Existen articulaciones que presentan movimiento (diartrosis) y las que no

presentan movimiento alguno (sinartrosis). Las articulaciones diartrodiales se

conforman de cavidad y membrana sinovial donde se producen los principales

componentes del liquido sinovial, de cartilago que se caracteriza por una capa

abundante de sustancia blanca y por la escasez de condrocitos (células tisulares

conectivas), de capsula y de ligamentos articulares que son fibras de colageno

elasticas y sensibles al dolor. El liquido sinovial est4d formado por plasma

sanguineo dializado y por hialuronato entre otros componentes (Panush, 1990),

como se ilustra en la figura 9.




Las articulaciones comprometidas con mayor frecuencia en AR son: mufecas,
metacarpofalangicas, interfalangicas proximales, codos, tibio tarsianas,
metatarsofalangicas, rodillas y hombros. La inflamacion en las interfalangicas
proximales es muy caracteristica, dando aumento de volumen simétrico en
relacion con el eje del dedo (dedo fusiforme), en la muieca la inflamacién se hace
aparente en el aspecto dorsal, lo mismo en los codos y en las rodillas, donde se
aprecia aumento global de la articulacién por produccién de gran cantidad de
liquido sinovial (Wall y col. 1999). La rigidez matinal se manifiesta como una
sensacién de "entumecimiento" que aparece en el momento de despertarse el
paciente o después de un reposo prolongado. Constituye un sintoma de gran valor
para el diagndstico, puesto que esta presente en la gran mayoria de los pacientes
(80 a 95%); debe tener mas de 15 minutos de duracién (Pérez, 1990). La rigidez
esta relacionada con el grado inflamacién de la cépsula y de las estructuras
periarticulares, con la trasudacién fisiolégica de liquido sinovial, con el aumento
del contenido de liquido en estos tejidos y con la falta de acciéon de bomba de los
musculos para vaciar la sangre al sistema venoso. Otra de las caracteristicas de la
AR es la simetria, de tal forma que es corriente observar que los sintomas vy
signos comprometen ambas muiecas, las metacarpofaldngicas de ambos lados,
las interfalangicas proximales también de ambos lados, las rodillas, los pies, etc.
Otros signos que estan presentes en la mayoria de los pacientes son la debilidad y
la atrofia muscular, principalmente de los interéseos dorsales de la mano y del
cuadriceps, que aparecen en forma rapida en el curso de las primeras semanas,

fatiga que se manifiesta por sensacion de cansancio que aparece en el transcurso



del dia y aumenta subitamente en la tarde (Maddison y col.,1998). Si la
enfermedad no se controla, sigue su curso evolutivo y en los dos primeros afos se
presentan las lesiones articulares y tendinomusculares mas severas; por lo tanto,
es imperioso el diagnostico precoz y el tratamiento temprano con el fin de evitar el
progreso. Si ésto no ocurre, aparecen las deformidades caracteristicas: cuello de
cisne, dedo en botonera, desviacion cubital, deformidades de la mufieca, pulgar en
zeta, hallux valgus, dedos en martillo (Figura 10), pie plano anterior, pie
reumatoideo y retracciones que se presentan sobre todo en rodillas, caderas y

codos (Florey, 1972).
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Figura 9. Representacion esquematica de una articulacion diartrodial tipica.
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Figura 10. muestra las lesiones articulares y tendinomusculares severas producidas por la
AR en las articulaciones diartrodiales de las manos (10 a); y las deformidades
caracteristicas: erosién de hueso, inflmacién, sinbovia inflamadacuello de cisne,

desviacion cubital (10 b).



2.3 FARMACOS EN EL TRATAMIENTO DE LA ARTRITIS REUMATOIDE Y SUS
EFECTOS SECUNDARIOS NOCIVOS

La terapia de la AR incluye tratar el dolor y la infamacién, la prevencion de la
destruccion articular, asi como el mantenimiento de la capacidad funcional y
calidad de vida de los pacientes (Schimacher y Gall, 1997). Hasta el momento, no
existe un método curativo para esta enfermedad y su éxito dependera del
diagnéstico temprano y de una terapia agresiva, antes de que se produzca un
deterioro funcional o dafos irreversibles en las articulaciones. Inicialmente pueden
usarse medicamentos antiinflamatorios; sin embargo, los pacientes con
tumefaccidn persistente en las articulaciones son candidatos al uso de farmacos
que puedan modificar el curso de la enfermedad (Mutschler y Derendorf, 1995). La
terapia disefada para las enfermedades reumaticas comprende el uso de
analgésicos, corticoesteroides, antiinflamatorios no esteroidales (AINE’s),

medicamentos que modifican la enfermedad (DMARD’s) e inmunosupresores.

Antiinflamatorios no esteroideos (AINE’s)

Los AINES’s se emplean en el tratamiento sintomatico de la enfermedad; son
farmacos que tienen ademas efectos analgésico y antipirético (Day, 1988). Entre
ellos cabe mencionar al acido acetil salicilico (1). Ciertos AINE’s en el mercado
son inhibidores no especificos de las dos isoformas de la ciclooxigenasa COX-1y

COX-2 como ibuprofen e indometacina (2,3).
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Han salido al mercado medicamentos antiinflamatorios inhibidores selectivos de

COX-2, tenoxicam (4) es uno de ellos (Verbeeck, (1990).



Una serie de AINE’s son inhibidores de la lipooxigenasa, enzima que interviene en
la produccién de leucotrienos, éstos son importantes mediadores en el proceso
inflamatorio; sin embargo, a la fecha no se ha logrado sintetizar un inhibidor

selectivo de la lipooxigenasa (Lewis y col., 1990).

En general, los efectos secundarios indeseables que producen los AINE’s son
irritacién y Ulcera gastrica, sangrado gastrointestinal, necrosis nefronal, tinitus,
cefalea, hipersomnia, depresion vy, especialmente en pacientes de edad,
alucinaciones y psicosis (particularmente con indometacina). También se ha
descrito trombocitopenia y agranulocitosis, incremento de la produccion de
transaminasas hepaticas, insuficiencia renal aguda o crénica y, menos frecuente,
nefritis intersticial alérgica. Las erupciones cutdneas y otras manifestaciones de
hipersensibilidad son también relativamente frecuentes (McArty y Koopman,

1993).



Drogas que modifican la artritis reumatoide (DMARD’s disease modifying
antirheumatic drugs)

A diferencia de los AINE’s que son antiinflamatorios, estos farmacos constituyen
un grupo de agentes que actian como inmunosupresores. La lista de DMARD’s
es extensa, entre estos farmacos se encuentran el oro, algunos antimalaricos
como la cloroquina (5) e hidroxicloroquina (6), el metotrexato, la leflunomida,

sulfasalazina, penicilamina, azatioprina y ciclofosfamida
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La penicilamina (7) al igual que las sales de oro, es poco empleada debido a su
accion lenta y a los efectos adversos que presenta: dermatitis, nausea, diarrea,
trombocitopenia, proteinuria y, en casos raros, sindromes de autoinmunidad como
lupus eritematoso sistémico, purpura trombocitopénica y miastenia gravis (Hendel

y col., 1986)
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El metotrexato (8) es un antagonista del acido félico considerado como farmaco de
segunda linea en el tratamiento de la AR, tiene efectos antiinflamatorios e
inmunosupresores. En concentraciones altas se utiliza en la quimioterapia del
coriocarcinoma, en dosis menores se usa como antiartritico. Actua sobre las
citocinas y otros mediadores de la inflamacién, inhibe la proliferacién de linfocitos y
de autoanticuerpos, en particular, del FR (Segal y col., 1990). Los efectos
colaterales del metotrexato son dolor abdominal, ndusea, vomito, dermatitis,
estomatitis y, menos frecuentemente, toxicidad hepatica y supresién medular.
Ademas, produce numerosos nédulos pequefios localizados en los dedos de las
extremidades y ocasionalmente, en 6rganos internos (pulmones y cerebro). Mas
recientemente se han descrito casos de linfomas de células B que contienen

secuencias del virus de Epstein-Bar (Hoffmeister, 1984)
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La sulfasalazina (9) es eficaz como el metotrexato y sus efectos adversos son las
molestias gastrointestinales incluyendo estomatitis, nausea y diarrea, con menos

frecuencia produce neutropenia y agranulocitosis (Halberg, 1984).

La ciclofosfamida es un farmaco potente alquilante Util en casos en los que se
presentan lesiones extraarticulares severas como vasculitis y Ulceras cutdneas,
mononeuritis multiplex periférica, infartos digitales o de 6rganos internos o
compromiso pulmonar. Puede producir efectos nocivos a nivel de la médula ésea,
cistitis hemorragica, alopecia, estomatitis, nausea, vémito, esterilidad, neoplasia
de vejiga y leucemia (PLM, 1999).

Corticoesteroides.



Cuando los AINE's o DMARD’s no son eficaces para controlar el dolor y la
inflamacion, se recurre al uso de dosis bajas de corticoesteroides. Los efectos
colaterales que producen estos farmacos son cataratas, osteoporosis, hirsutismo,
acné y supresion del eje hipotalamo-pituitario-adrenal, a dosis elevadas, se
produce osteonecrosis, psicosis, retardo en la cicatrizacion de heridas, atrofia
cutdnea, diabetes mellitus y propension a infecciones diversas (McArty vy
Koopman, 1993). Entre los farmacos mas frecuentemente utilizados cabe sefalar

la cortisona (10), prednisona (11), prednisolona, dexametasona y triamcinolona.

10 I

Los esteroides que se aplican intraarticularmente son compuestos poco solubles

como la metilprednisolona , su uso produce dafo articular.



Inmunomoduladores en ensayos experimentales

Estos inmunomoduladores usualmente son compuestos de origen natural, algunos
de estos compuestos son purificados de hongos, y poseen variable propiedad
antifangica. Actua principalmente inhibiendo la activacién de las células T, sus
efectos son inespecificos pero no citotdxicos en el sistema inmune. Este farmaco
es clasificado como medicamento de moderada accién antirreumatica (SAARD’s).
La ciclosporina es el inmunomodulador mas estudiado y se utiliza en combinacion

con otros inmunomoduladores o0 inmunosupresores para combatir la AR (12).

CH

HO CH,
CH,),CHCH, 0

H,C-. N N _CH,
N %N\ N

O  CHECHy, °™0 R

(CH,),CHCH, 0 o
CH2 H CHQCH(CHs)z H N _CH3

I I
N N N
.0 THKV WANW \%CHQCWCHQZ

|
O CH, O CH, CHCH,)0

12



Algunos farmacos utilizados en los transplantes ofrecen perspectivas en el
tratamiento de la AR; en la actualidad éstos se encuentran en estudios

experimentales in vivo (McArty y Koopman, 1993).



2.4 PLANTAS MEDICINALES UTILIZADAS EN EL TRATAMIENTO DE LA
ARTRITIS REUMATOIDE

Hasta la fecha, la terapia de la AR se ha encaminado al tratamiento sintomatico de
los pacientes, proceso que es prolongado por lo que los farmacos actualmente en
uso representan un problema de toxicidad severa para el paciente. Estos
antecedentes plantean la necesidad de encontrar nuevas alternativas, entre ellas,
la busqueda de agentes antirreumaticos de origen natural. Las plantas medicinales

son una fuente de compuestos activos que es necesario explorar.

Las plantas constituyen uno de los recursos importantes de la medicina tradicional
y se estima que 70-80% de la poblacibn mundial emplea este recurso para
resolver los problemas prioritarios de salud (Eloff, 1998). La medicina tradicional
incluye a toda serie de practicas alternativas que se van constituyendo como
dominantes; éstas vienen del pasado y van incorporando nuevos elementos a
través del tiempo (Campos, 1992). Documentos como los cédices “Cruz-Badiano”
y “Florentino”, escritos al inicio de la conquista, contienen informacién valiosa
sobre algunas de las plantas medicinales utilizadas en la época precolombina.
(Lozoya, 1999). La practica de la medicina tradicional mexicana ha persistido
hasta nuestros dias, esta ligada no solo a un concepto estrictamente terapéutico,
pues se vincula también con la cultura ancestral de México (Lagarria, 1966). En la
actualidad, a 4000-6000 plantas se les atribuyen propiedades medicinales y son
utilizadas para tratar los padecimientos mas comunes entre la poblacién (Aguilar y

col., 1994).



La industria farmacéutica ha volcado ahora su interés en las plantas medicinales
por las posibilidades que ofrece este recurso para el hallazgo de nuevas
estructuras biolégicamente activas. Este recurso natural sigue siendo importante
para la produccion de farmacos; el 25% de los medicamentos prescritos en los
Estados Unidos y en Canadé se producen a partir de plantas (Eloff, 1998). Para la
industria farmacéutica es importante la busqueda de farmacos potentes con
menores efectos colaterales indeseables de tal manera que investigaciones en el
campo de los farmacos antiinflamatorios esta dirigiéndose al desarrollo de
compuestos antiinflamatorios potentes, de alta tolerabilidad gastrointestinal y con

menores efectos colaterales (Bani y col., 2000).

México cuenta con una gran variedad de especies medicinales que utiliza la
poblacion para tratar enfermedades o sintomas relacionados con un proceso
inflamatorio, recurso que es necesario someter a una valoracién experimental
quimica-farmacolégica para definir las potencialidades que representa en la
busqueda de alternativas para el control de los pacientes con artritis reumatoide.
Una revisidn realizada en la literatura cientifica cita algunas especies medicinales
evaluadas como antiinflamatorios en el modelo experimental de artritis reumatoide.
Los extractos hexanico y etandlico de Sideritis javalambrensis demostraron
actividad antiinflamatoria en la fase prolongada del edema inducido con adyuvante
de Freund y carragenina (De las Heras y col., 1994). Efectos similares se
reportaron para los extractos metandlico y de acetato de etilo de Eugenia jambos

(Slowing y col., 1994), de Erythrospermum monticolum (Recio y col., 1995), el



extracto metandlico de Bryophyllum pinnatum (Siddhartha y col.,1990) y un
liofilizado de Tuberaria lignosa (Martin-Aragén y col.,, 1990). De este ultimo
extracto se aislé quercetina 3-0 ramndsido como uno de los principios activos. La
aethiopionona, un diterpeno O-naptoquinona aislada de Salvia aethophiopis y dos
derivados hemisintéticos presentaron actividad antiinflamatoria en el mismo
modelo (Hernandez-Pérez y col., 1995). En el caso del acido mansubidnico
extraido de la resina de Commiphora incisa'y de una serie de compuestos del tipo
lactonas sequiterpénicas se ha demostrado que la actividad se relaciona con el
grupo a-metileno-y-lactona, los estudios sobre estructura-actividad sefalan que es
necesaria la presencia en estos compuestos de un anillo ciclopentenona a, B-
insaturado o bien, un sistema ciclopentenona a-epo6xido (Hall y col., 1979). Se
encontraron también efectos antiflogisticos del extracto acuoso de Pentaclethra
macrophylla en el modelo ACII, en la planta se identificaron alcaloides, taninos,
glucésidos saponinas y nucleos esteroidales (Akah y Nwambie, 1994). En un
estudio in vitro en el que se determind la actividad sobre prostaglandinas (PGE2) e
interleucinas (IL2) de algunos preparados de plantas de la medicina tradicional
china que se usan como antirreumaticos, entre ellas Radix paeoniae y Radix
glycyrrhizae, los autores encontraron que a una concentracién de los preparados
de 100 w/mL se inhibi6 PGE,, y a una concentracion de 500 ul/mL del mismo
preparado inhibié IL, significativamente (Chou y col.,, 1990). Asi mismo, una
fraccion metandlica del extracto cloroférmico de Pluchea indica en una
concentracion de 300 mg/kg presentd actividad inhibitoria del 80.7% del edema

inducido con carragenina en animales adrenalectomizados (Sen y Nag,1990). Se



reporta también que el extracto etandlico de Hippocratea excelsa presentd
actividad inhibitoria del edema inducido con formaldehido (Pérez y col.,1995), y
que el extracto etandlico (v o) de las flores de Vernonia cinerea en el modelo ACII,

tambien fue activo (Latha y col.,1998).

La Unidad de Investigacién Médica en Farmacologia de Productos Naturales de la
Coordinacion de Investigacién en Salud del IMSS ha dado inicio a una linea de
investigacién quimica-farmacolégica para la valoracidon experimental de plantas
utilizadas en Meéxico como “probables antiinflamatorios”. La seleccién de las
plantas a evaluar esta basada en un criterio etnobotanico y el objetivo en una
primera fase del proyecto fue llevar a cabo un rastreo farmacoldgico de las
propiedades antiinflamatorias atribuidas a estas especies (Meckes y col., 2002;
2003). Los resultados obtenidos sefialan que algunas de las plantas evaluadas
poseen actividad inhibitoria sobre el edema inducido con carragenina en la regién
plantar de la rata (David, 2002; Nava, 2002; Meckes y col., 2002; 2003). Asimismo,
un grupo de los extractos de algunas especies presentaron un efecto inhibidor de
la formacién del edema en la fase tardia, entre ellos, el extracto acuoso de
Chamaedora tepejilote; el extracto metandlico de Larrea tridentata y el extracto

cloroférmico de Sphaeralcea angustifolia (cuadro 2).

EFECTO DE LOS EXTRACTOS DE PLANTAS MEDICINALES SOBRE LA
FORMACION DEL EDEMA INDUCIDO CON CARRAGENINA

Especie botanica extracto Inhibicién del edema %




1 hr 2 hr 3hr 5hr 7 hr
Chamaedora acuoso 716 |75+ 3 78+ 1 61+3 [68+4
tepejilote
Larrea tridentata metandlico |63+4 [63+5 64t5 |57+6 |64t80
Sphaeralcea cloroférmico | 79+ 12 |69+ 10 |57+11 |69+ 12 |75+ 9
angustifolia

Cuadro 2. porcentaje de inhibicion del edema inducido con carragenina en animales
tratados con los extractos activos de algunas especies evaluadas a una concentracién de

400 mg/Kg i.p. (Nava 2002; David, 2002).

Estos extractos se proponen en el presente estudio para su evaluacion en el
modelo de artritis reumatoide ACIl. Una planta introducida en México, Juniperus
communis, es de interés también como probable antiartritico por presentar algunos

compuestos quimicos que pueden resultar con actividad antiinflamatoria (Tunon y

col., 1995; Wolff y col., 1997).




2.5 DESCRIPCION DE LAS PLANTAS SELECCIONADAS COMO PROBABLES
ANTIARTRITICOS

Chamaedora tepegjilote (Liebm ex Mart)

DESCRIPCION

La planta pertenece a la familia Palmae es conocida con los hombres comunes
como tepejilote, palma camedor, guaya, palmito, pacaya, palmilla y palmillo dulce
(Morales y Toledo, 1987; Aguilar y col., 1994). Es una palma mediana de hasta 5
m de altura; tallos solitarios, algunas veces cespitosos, erectos o decumbentes,
gruesos, de 3 a 10 cm de diametro; nidos prominentes con entrenudos de 2 a 15
cm de largo; numerosas raices denticias; hojas pinadas de 4 a 7 y hasta 15 m de
largo; vaina de 40cm de largo; peciolo de 15 a 30 cm de largo encanalado, en
posicién abaxial, redondeado en la mayor parte de su longitud; raquis de 60 a 120

cm aquillado; pinnas de 12 a 25 pares alternos o subopuestos a cada lado de la



raquilla, lanceolados, oblongos. El periodo de floracién es de enero a junio (Quero,

1994)

DISTRIBUCION

Se distribuye desde Veracruz en México hasta Colombia (Henderson y col., 1995),
Su afinidad es esencialmente neotropical, Se ubica en el estrato bajo bosque
tropical perennifolio de México, en un microclima de penumbra acentuada y de
temperatura y humedad constates durante todo el afo. Es considerada como

vegetacion secundaria (Rzedowski 1994).

USOS ETNOMEDICINALES
En México hay reportes sobre el uso medicinal que tiene esta planta para tratar
pulmonia, tos y tuberculosis (Argueta y col., 1994); en estos casos se usa una

decoccion de las hojas (Aguilar y col., 1994).

INFORMACION QUIMICA Y BIOLOGICA

Una evaluacién de actividad antimicobacteriana de Ch. tepgjilote, muestra que el
extracto hexanico presenta actividad significativa contra Mycobacterium
tuberculosis. Se realizé el fraccionamiento quimico biodirigido del extracto activo,
detectdndose compuestos caracterizados quimicamente como escualeno
(triterpeno), asi como farnesol y éster metilico, que son intermediarios en la
biosintesis de los triterpenos, también se detectaron acido ursoélico y B-sitosterol

(Alvarez, 2002).



Larrea tridentata Mog. & Seseé ex DC (Coville,1893)



DESCRIPCION

Esta planta lefilosa pertenece a la familia Zygophyllaceae, clasificada como
matorral inerme parvifolio. Los nombres comunes de la planta son gobernadora,
hediondilla, chaparral y jarilla entre otros. Es un arbusto de 60 cm a 3 m
ramificado, clasificado como matorral inerme parvifolio, hojas en hojuelas, al tacto
gruesas “como cuero”, cubiertas de vello y resina, las hojas estan formadas por 2
foliolos unidos entre si en la base. Los foliolos oblicuamente son ovados
alanceolados o falcados, divaricados, de 4 a 15 mm de largo por 3 a 8 mm de
ancho, enteros, coridceos, resinosos, de olor penetrante, verde o verde-
amarillentos. La copa tiene un volumen promedio de 0.124 m® x arbusto; flores
solitarias de 2.5 cm de diametro, sépalos elipticos de 6 mm de largo por 4 mm de
ancho, pubescentes, caedizos; pétalos de color amarillo fuerte, oblongos a

lanceolados, de 1 cm de largo por 3 a 5 mm de ancho, caedizos. El fruto es



subgloboso a obovoide, de 7 mm de largo, coriaceo, con pelos blancos, sedosos,
que se vuelven café-rojizos con el tiempo, 5 mericarpios con una semilla cada uno.
La semillas son cafés a negras, algo curvadas, de 2 a 4 mm de largo. Con
contornos triangulares, en forma de "boomerang". Embrion con los cotiledones
paralelos al plano longitudinal. El sistema radical superficial, poco profundo y muy
extenso. Llega a ocupar casi el total del espacio que hay entre un arbusto y otro

(Argueta y col., 1994).

DISTRIBUCION

Se ubica principalmente en las zonas aridas preferentemente de escaso relieve,
sin embargo llega a desarrollarse también a altitudes mayores a 1000 msnm
relieve de Norteamérica. Aparentemente es la mejor adaptada a las condiciones
de aridez, pues puede vivir en las condiciones mas extremas que se presentan en
México, sin ser suculentas ni presentar espinas, ni tomento y siendo ademas
perennifolia (Robles y col., 1996).En México abarca la zona arida sonorense,
peninsula de Baja California, Chihuahua, San. Luis Potosi, Querétaro, Hidalgo y

Oaxaca (Rzedowski, 1994).

USOS ETNOMEDICINALES

En la medicina tradicional, L. tridentata se utiliza via tépica para tratar heridas,
golpes infecciones y reumas; la decoccion via oral se reporta para tratar
problemas de ridn, padecimientos de pulmén, dolor de estbmago y calculos
renales (Aguilar y col., 1994). También es empleada para tratar la esterilidad

femenina, y cuando hay enfriamiento de la matriz. Asi mismo, en fichas del



herbario IMSSM es reportada para tratar problemas de reumas, anemia, catarro, y
diabetes. La aplicacion tépica de la infusidon de ramas se utiliza para tratar la mala
digestion o dolor de estbmago. Los fomentos calientes a base de la infusién de
hojas se usan para bajar hinchazones (edemas) y para lavar heridas, granos y
golpes (Ordorica, 1990). En Durango, la infusion se usa para quitar el mal olor de

los pies (Niembro, 1986; Argueta y col., 1994).

ESTUDIOS QUIMICOS Y BIOLOGICOS

Estudios quimicos han mostrado que esta planta presenta fitoestrégenos y se han
caracterizado componentes fendlicos, incluyendo lignanos y flavonoides
(Obermeyer y col.,, 1995). Gnabre y col. (1996) aislaron algunos lignanos y
detectaron dos componentes anti-HIV. Asi mismo, de las partes aéreas y tallos de
Larrea tridentata se obtuvieron lignanos furanoides, (Kono y col., 1990) y se han
identificado terpenos, sesquiterpenos, flavonoides, saponinas y lignanos en el
aceite esencial de L. tridentata (Sakakibara y col., 1977). Los monoterpenos
aislados de la planta fueron borneol, alcanfor, canfeno, limoneno, linaloil, -
ocimeno y o-pineno y los sesquiterpenos:a-agarofurano, o-bergamoteno, o -
calameneno, copaeno, o -curumenol, B y y-eudesmol, farnesol, 2-rosaleno y B-
santaleno. Ademas, se han detectado los flavonoides acetofenona y benzaldehido.
Asi mismo se han aislado 6,8-2C-glucopiranosilapigenina (vicenina-2) y el 6,8-2C-
B—Dglucopiranosilcrisoeriol. Del tallo se aislaron los triterpenoides 3 B-(3,4-

dihidroxicinamoil)-eritrodial y el 3 B-(4-hidroxicinamoil)-eritrodiol (Xue y col., 1988).



Entre los flavonoides se reportan tambien 3,7-eterdimetil gosipetina y de las hojas
se aislo 8-hidroxiflavonol, canferol, éter metil-3-canferol, éter dimetil-3,7-canferol,
3-ramnoglucésido de canferol, isoramentina, quercetina, 3-eter metil quercetina,
3,7,3-éter trimetilquercetina, 3-glucésido de quercetina y 3-ramnoglucésido de
quercetina (Sakakibara y col., 1977). Entre los lignanos se han detectado 6,3’-di-
O-dimetilisoguaiacina y didehidro-3’dimetoxi-6-O-dimetilguaiacina (Kono y col.,
1989; Kono y col., 1990), seis lignanos furanoides: la 4-epi-larreatricina; 3”-hidroxi-
4-epi-larreatricina; larreatricina; 3'3”-dimetoxilarreatricina; 3,4-dihidrolarreatricina y

larreatridenticina.

Asi mismo al acido nordihidroguayarético (ANDG) aislado de L. tridentata presenta
propiedades antioxidantes (Chang, 1999). El ANDG es utilizado como farmaco de
referencia en estudios farmacoldégicos donde se evallan bioldégicamente
compuestos o extractos de plantas (Della Logia y col., 1988) y es también un
agente hipoglucemiante (Luo y col.,1998; Reed y col., 1999). En estudios in vivo
mostro actividad preventiva contra la colelitiasis en hamsters (Chang,1999). En un
estudio in vitro, Anesini y Pérez (1993) determinaron la actividad
antimicobacteriana del extracto etandlico de las hojas de tallos de L. tridentata.
Esta planta mostré actividad relajante en tejido uterino in vitro. También presento
actividad antibacteriana (Chang, 1999). El ANDG aislado de L. tridentata present6
actividad inhibitoria en el edema plantar inducido con carragenina en rata (David,

2002).



Sphaeralcea angustifolia (Cavanilles & Don var).



DESCRIPCION

La planta pertenece a la familia Malvaceae, se conoce como hierba del negro,
pintapan y vara de Sn. José, entre otros. Es una hierba erecta de 50 cma 1.5 m
de altura; hojas agostas, de 5 a 12 cm, bordes ondulados, o lobuladas; flores

moradas o rosadas, formando racimos angostos; fruto incluido en el céliz.

DISTRIBUCION
La especie se propaga de manera silvestre en zonas de clima templado, semiseco
y seco, entre los 1890 y 3900 msnm; asociada a matorral xeréfilo, pastizal,

bosques de pino encino, terrenos agricolas (Argueta y col., 1994).

USOS ETNOMEDICINALES



La infusion de esta planta via oral se utiliza para limpiar la matriz y los rifiones, asi
mismo, la infusidbn de la raiz se toma como emoliente (Aguilar y col., 1994).
También la infusiébn de S. angustifolia combinada con manzanilla, salvia y
hierbabuena para tratar la diarrea cronica en los nifios. Esta planta es utilizada
para tratar golpes, machacada y poniéndole unas gotas de aceite, luego frotandola

en la zona afectada (Argueta y col., 1994).

Los usos medicinales que tiene la planta se relacionan con golpes, fracturas,
torceduras, heridas, caida del cabello Como decoccién es utilizada para tratar la
hipertension y la tos; combinada con manzanilla, salvia y hierbabuena se emplea
para tratar la diarrea en los nifios (Aguilar y col., 1994). En cocimiento se usa
como pectoral y antiflogistico, para el tratamiento de golpes, antes de frotar se

machaca la planta y se le ponen unas gotitas de aceite (Argueta y col., 1994).

ESTUDIOS QUIMICOS Y BIOLOGICOS
En una revision en la literatura cientifica no se encontraron antecedentes sobre

estudios quimicos o biolégicos realizados con Sphaeralcea angustifolia.

En un estudio anterior, el extracto cloroférmico de Sphaeralcea angustifolia mostro
actividad inhibitoria en el edema plantar inducido con carragenina en rata tanto en

la fase aguda como en la fase tardia (David, 2002).

Juniperus communis (Linnaeus)



DESCRIPCION

El arbol pertenece a la familia Cupressaceae, Los nombres comunes para esta
planta en México son: nebro, sabino (Font, 1980). Es un arbusto bajo de 1 6 2 m.
de altura, algunas veces en copa de 15 m. Hojas perrenifolias, de 1.0 a 2.0 cm x 1
a 2 mm, punzantes, verdes grisaceas, en verticilos de tres piezas, con una franja
blanca azulada en el haz, flores son dioicas, las masculinas axiales y ovoides
amarillas, las femeninas solitarias y verdaceas, los conos masculinos cuando
maduran dan lugar a galbulos de 6 a 7 mm; con pedunculos cortos, enmarcados,
esféricos, formados por tres escamas seminiferas suculentas y soldadas, al

principio verdes y en el segundo afo azules negruzca.

DISTRIBUCION



La planta se distribuye en Europa, en las montarnas del sur en Asia, noroeste de
Africa y en América del Norte, J. communis es una especie introducida en México,
se distribuye en los bosques de pino encino (Font, 1980; William y Thompson,

1981).

USOS ETNOMEDICINALES

Los usos medicinales que se han reportado en México para J. communis se
relacionan con problemas de las vias respiratorias, tos, pulmonia (Font, 1980). En
otros paises, esta planta se utiliza para tratar cancer, diarrea, bronquitis, pulmonia,
tos, tuberculosis, artritis, arteriosclerosis, gota, malestares estomacales, calculos,
verrugas, trastornos de la menopausia, enfermedades urogenitales y venéreas,

entre otros (William y Thompson, 1981, Duke, 1988).

ESTUDIOS QUIMICOS Y BIOLOGICOS

Las propiedades antiinflamatorias de la planta han sido evaluadas en un modelo in
vitro y se determind la actividad inhibitoria sobre la biosintesis de prostaglandinas
y plaquetas mostrando no ser activa (Tunon y col., 1995).

De las bayas de Juniperus excelsa se obtuvieron el acido isopimarico, acido
isocommunico, (-)ent-transcommunico, acido sandracopimarico y el &cido
3a—acetoxylabda-8(17),13(16),14-trien-19-6ico (4cido juniperexcelsico), mismo
que present6 una moderada actividad contra Mycobacterium tuberculosis (Topcu y

col., 1999). Una fraccidn aislada del extracto metandlico de J. communis mostrd



actividad antimicobacteriana in vitro contra las cepas Mycobacterium tuberculosis

H37Rv y Mycobacterium avium (Fragoso, 2003).



2.6 MODELOS BIOLOGICOS PARA EVALUACION DE LA ARTRITIS
REUMATOIDE

Existen diversos modelos para evaluar los procesos relacionados con la AR, es
decir, procesos relacionados con padecimientos autoinmunes. Estos modelos se
basan en inflamacién crénica, agentes infecciosos, asi como en la utilizacion de

animales modificados genéticamente (McArty y Koopman, 1993).

Entre los modelos de inflamacién se encuentra el modelo de artritis inducida por
adyuvante (AA). Este modelo consiste en inyectar intradermalmente adyuvante de
Freund completo que es una emulsion de aceite mineral o agua que contiene
componentes bacteriales (Mycobacterium butrycum, Mycobacterium tuberculosis 'y
Mycobacterium phei) y que produce un cuadro poliartritico dependiente de linfocito
T. En un periodo de 10 a 12 dias se desarrolla una inflamacion exacerbada en las
articulaciones distales. Las ratas con artritis producida por adyuvante producen
anticuerpos contra glicopéptidos de la membrana bacteriana (McArty y Koopman,
1993). Kohashi y col., (1980) encuentran que el muramil dipéptido (MDP) es un
componente presente en la membrana celular de las micobacterias utilizadas en el
adyuvante, y éste induce poliartritis en ratas, donde se vincula directamente la
proliferacidn de linfocitos Ty (Springer, 1990). Este modelo es el mas utilizado para
la evaluacion de agentes antiinflamatorios e inmunomoduladores en la AR y otros
padecimientos de autoinmunidad patogénica y es altamente especifico y funcional

en ratas (Pearson y col., 1956).



Una derivacién del modelo anterior es el conocido como Inflamacion Inducida por
Adyuvante-Carragenina  (Adyuvant-Carrageenan-Induced-Inflammation  ACII),
donde se induce un edema plantar con carragenina en ratas inoculadas
previamente con el adyuvante de Freund completo. Los animales al ser inoculados
con el adyuvante inician una respuesta inmune adaptativa exacerbada contra los
inmunogenos presentes (proteinas de la membrana celular de las micobacterias).
Al ser administrada la carragenina en la zona subplantar, seis dias después de la
inmunizacién con el adyuvante, el sistema inmune responde ante el agente
flogistico, generando un proceso inflamatorio local bifasico. La primera fase es
llamada fase aguda, que ocurre en las primeras horas de aplicada la carragenina,
y la segunda fase es llamada prolongada, que se considera desde las 24 horas de
aplicado el agente flogistico. La fase aguda de ACII tiene un comportamiento
similar al modelo de edema agudo inducido con carragenina, mientras que la fase
prolongada de ACIlI mantiene valores superiores en comparacion con el edema

agudo inducido con carragenina (Mizushima 'y col., 1972).

Asi mismo, existen otros modelos experimentales para valorar la inflamacion
cronica producida por AR, tales como el modelo de artritis inducida por pared
celular estreptococcica y de otras bacterias (Lactobacillus casei, Eubacterium
aerofaciens, Bifidobacterium species y Peptostreptococcus), artritis inducida por
colagena tipo Il (ClA), artritis inducida por antigenos (AlA) (McArty y Koopman,

1993).



También se emplean modelos que que utilizan agentes infecciosos, como la artritis
por Borrelia burgdorferi (artritis lima), artritis micoplasmica, artritis por Eryspelothrix
insidosa, artritis y el virus de artritis-encephalitis caprina (McArty y Koopman,

1993).

También son utilizados modelos con animales transgénicos, como es el caso de la
cepa HLA-B27, que fue modificada genéticamente para desarrollar AR (McArty y
Koopman, 1993). En esta cepa, un fragmento de DNA del MHC humano
responsable de la patogénesis de la AR en el ser humano se introdujo al DNA del

animal, finalmente el gen insertado se expresa y se desarrolla la enfermedad.



3. OBJETIVO GENERAL

Valorar la actividad antiinflamatoria de los extractos de Chamaedora tepejilote
(acuoso), Larrea tridentata (metandlico), Sphaeralcea angustifolia (cloroférmico) y

Juniperus communis (metanélico) en el modelo de artritis reumatoide ACII.

3.1 OBJETIVOS PARTICULARES

e Colectar, secar y moler el material vegetal.

e Preparar los extractos a evaluar farmacolégicamente.

e Estandarizar el modelo de artritis reumatoide ACII.

e Evaluar la actividad que presentan los extractos crudos en el modelo in vivo
con la administracion de una dosis Unica del producto.

e Evaluar la actividad que presentan los extractos crudos en el modelo in vivo
con la administracion de dosis repetidas del producto.

¢ Anadlisis de los resultados obtenidos.



4. HIPOTESIS

Si las especies Chamaedora tepejilote, Larrea tridentata y Sphaeralcea
angustifolia inhiben la fase tardia de la formacion del edema inducido con
carragenina, o estan reportadas como probables antiartriticos, como es el caso de
Juniperus communis, estas pueden presentar actividad antiinflamatoria en el

modelo de artritis reumatoide ACII en la rata



5. JUSTIFICACION

Entre la poblacién mexicana es comun el uso de plantas medicinales; sin
embargo, del total de las especies medicinales registradas, muy pocas han sido
valoradas experimentalmente a nivel quimico y/o bioldgico. EI nUmero de plantas
reportadas como antiinflamatorios es elevado y son escasos los estudios

realizados que permitan corroborar las propiedades atribuidas.

La necesidad de encontrar estructuras moleculares novedosas con actividad
antiinflamatoria, potentes, especificas y con menos efectos colaterales, lleva a
proponer un rastreo de las plantas seleccionadas de acuerdo con un criterio
etnobotanico y fitoquimico, y evaluar algunas de las especies activas como

potenciales antiartriticos.



6. MATERIAL Y METODOS

MATERIAL VEGETAL

Juniperus communis se colect6 en Cocoyoc, Morelos y fue identificado en el
Herbario IMSSM con el No. de registro 14414. El material vegetal fue secado a la

sombra a temperatura ambiente y luego se trituré.

PREPARACION DE LOS EXTRACTOS

Las partes aéreas de Juniperus communis se sometieron a maceracion de forma
consecutiva en hexano, cloroformo y metanol por 9 dias a temperatura ambiente
hasta extraccion exhaustiva (5009 / 2L y se repiti6 el proceso 2-3 veces). El

extracto se concentrd sequedad a presion reducida en rota evaporador.

Los extractos activos de Chamaedora tepejilote (acuoso), Larrea tridentata
(metandlico) y Sphaeralcea angustifolia (cloroférmico) fueron proporcionados en
La Unidad de Investigacién Médica en Farmacologia de Productos Naturales de la
Coordinacion de Investigacion en Salud del IMSS. Estos extractos provienen de
un material previamente identificado en el Herbario IMSSM con el No. de registro
142 para Ch. tepejilote; 165 y 380 para L. tridentata; y 14294 para S. angustifolia

(Nava, 2002; David, 2002).



MODELOS BIOLOGICOS

Modelo ACII

Para la realizacidén de este estudio se utilizaron ratas de ambos sexos, de la cepa
Sprague Dawley, con un peso variable de 150 a 200g. Los animales se
mantuvieron con acceso libre al agua y al alimento y se dividieron en grupos
tratados con el material vegetal. En el estudio se incluyeron grupos control

tratados con el vehiculo.

El ensayo experimental utilizado en el presente estudio se basé en el modelo de
artritis reumatoide con adyuvante de Freund completo y carragenina (Adjuvant-
Carrageenan-Induced Inflammation, ACII) reportado por Mizushima y col. (1972).
Los animales fueron inyectados en la zona basal de la cola con 0.1 mL de
adyuvante de Freund completo (SIGMA). Después de seis dias se indujo el edema
administrando 0.1 mL de carragenina al 1% via subcutanea en la regidén
subplantar de la extremidad posterior izquierda de la rata. La dindmica del edema
se determiné midiendo con un pletismometro Ugo-Basile, el volumen de liquido
desplazado al introducir en la camara la pata tratada con el agente proinflamatorio
a nivel de la regién articular tibio-tarsal. Las mediciones se efectuaron antes de la
administracion de la carragenina, luego, posterior a ésta, alas 1, 3, 4, 5, 7, 24, 48

y 72 horas después de administrar el agente flogistico.



Los extractos fueron administrados via intraperitoneal (ip) en una dosis
equivalente a 100 mg/ kg de peso, una hora antes de aplicar la carragenina. En los
estudios con dosis repetidas, el extracto se administré cada 24 horas. Para
disolver los extractos de Ch. tepegjilote se utilizd agua bidestilada como vehiculo,
dimetilsulfoxido-H.O 2:3 (v/v) en el caso de L. tridentata y TWEEN 20-H,O 2:3
(v/v) para S. angustifolia y J. communis. La inhibicién del edema en los grupos de
animales experimentales se compard con la de los grupos control tratados solo
con el vehiculo. Para el estudio se utiliz6 indometacina como farmaco de

referencia.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

La inhibicién del edema se expresé como la relacién porcentual entre el promedio
de la diferencia del volumen medido en tiempo x en los animales del grupo

experimental y en grupo control.

% de inhibicién = ((AVm / (AVc) 100) —100
donde:
AVm = diferencia del volumen en tiempo x para el grupo experimental.
AVc = diferencia del volumen inicial en tiempo x para el grupo control.
Siendo AV el gradiente entre el volumen medido en tiempo (tx); y al inicio del

estudio (t0).



Al encontrar actividad antiinflamatoria en el modelo ACII del extracto cloroférmico
de S. angustifolia, se decidi6 realizar un estudio posterior con el extracto activo en

un modelo via topica, eligiéndose el de edema auricular inducido con TPA,

Modelo de edema auricular inducido por aplicacion tdpica de TPA

Para la realizacion de este estudio se utilizaron grupos de ratones de la cepa
Balb/C, machos, con un peso de 25-30 g. 2.5 ug de 12-O-tetradecanoilforbol-13-
acetato (TPA) disuelto en 25 ul acetona se aplicaron via toépica en ambas orejas
de los animales. El extracto cloroférmico de S. angustifolia disuelto en 50ul de
acetona se aplico en la oreja izquierda inmediatamente después, a los 60 min. 0 a
los 180 min de aplicado el TPA. A las 6 horas de aplicado el irritante, se realizé
una perforacibn en ambas orejas y se pesd el tejido (6 mm de diametro)
correspondiente a la oreja control y con muestra, la diferencia en el peso se
calculé con respecto al tejido del grupo control. Para este ensayo se utilizd un
grupo control tratado con el vehiculo, asi como un farmaco de referencia

(indometacina) en una concentraciéon de 2.5mg / 25ul.



7. RESULTADOS

Efectos de los extractos en el modelo (ACII)

Los resultados sobre los efectos que presentan las plantas evaluadas en el
modelo de artritis reumatoide (ACIl) en el que se induce el edema plantar con
carragenina en grupos de ratas tratadas previamente con adyuvante de Freund
completo indican que el extracto metandlico de Juniperus communis es el que
presenta menor actividad. En la Gréafica 1 se observa que entre 1 y 7 hrs después
de administrar 100 mg/kg (i.p.) de este extracto, el efecto inhibidor sobre la
formacién del edema se mantiene con valores cercanos: 33.80 + 3.99 % (1h),
42.32 + 5.48 % (3 hrs), 41.24 + 4.88 % (4hrs), 30.69 + 2.38 % (5hrs) y 35.03 +
3.02 % (7hrs). A las 24 hrs, el efecto disminuyé significativamente a un valor de

18.80 £ 3.55 %.

El grupo de animales que recibié una dosis Unica del extracto, sostuvo un efecto
inhibidor de 25.86 + 8.79% y 25.40 £ 4.77 % a las 48 y 72 hrs siguientes. A
diferencia del grupo mencionado, los animales que fueron tratados con dosis
repetidas de 100 mg/kg del extracto a las 24 horas, y a las 48 horas siguientes
presentaron valores ligeramente menores (14.75 + 1.33% a las 48 horas y 19.80 +

2.05 % a las 72 horas del muestreo).
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Gréfica 1. Inhibicion que produce la administracion i. p. del extracto metandlico de
Juniperus communis (100 mg/kg) sobre el edema plantar inducido con 0.1mL de
carragenina (1%) en un grupo de ratas pretratadas 6 dias antes con adyuvante de Freund
completo (0.1 mL via intradermal en la base de la cola). Los puntos en las graficas
corresponden al promedio + ESM de n=11 para la curva con dosis repetida a las 24 y 48
horas (¢) y n=11 para la correspondiente a la dosis Unica ([T); n= nimero de animales.

* P < 0.05 de diferencia significativa entre dosis Unica y dosis repetidas.



Con el extracto acuoso de Chamaedora tepejilote se observan diferencias entre
los estudios realizados con dos diferentes colectas del material vegetal (Gréfica 2).
Los resultados obtenidos con el liofilizado correspondiente a la colecta del mes de
Marzo present6 actividad inhibitoria sobre la formacién del edema plantar desde la
primera hora (89.65 + 5.52 %), el efecto se mantuvo elevado hasta las 4 hrs
siguientes (80.98 + 10.19 %) y comenz6 luego a disminuir de manera significativa:
63.62 = 10.85 % (52 hr); 34.60 = 8.90 % (72 hr). A las 24 hrs se registr6 un
moderado incremento en el valor determinado (50.96 + 11.33 %). La actividad del
material que se colectd en el mes de Diciembre mostro valores més bajos: 58.60 *
19.30 % (12 hr), 36.97 + 16.48 % (3% hr); entre 4 y 7 hrs, los valores se
mantuvieron cercanos al 24% de inhibicién. En esta serie de estudios se registré
también un ligero incremento de los valores a las 24 hrs siguientes (33.02 + 12.74

%).

Las Graficas 3a y 3b muestran el comportamiento sobre la formacion del edema
que se observa en el transcurso de las 72 horas de la administracién de una dosis
unica y dosis repetidas del extracto acuoso liofilizado de Chamaedora tepejilote
obtenido de las dos diferentes colectas realizadas. En dosis repetidas cada 24
horas el extracto acuoso de la colecta realizada en Marzo (Gréfica 3a) presentd un
efecto maximo sostenido en la fase criénica (24, 48 y 72 horas) con valores de
50.96, 50.72 y 49.33%, mientras que cuando el extracto se administré como dosis
Unica, los valores en la fase prolongada alcanzaron un 50.72% a las 24 horas y

disminuyeron a 41.45% y 15.09% a las 48 y 72, horas respectivamente. El extracto



acuoso de la colecta realizada en Diciembre (Grafica 3b) muestra que los valores
con dosis repetidas presentaron actividad inhibitoria de 33.02% a las 24hrs,
49.95% a las 48hrs y 35.45% a las 72hrs. Para los ensayos con dosis Unica, los

valores obtenidos a las 48 y 72hrs fueron de 15.25% y 6.77% respectivamente.
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Grafica 2. Efecto inhibitorio de los extractos acuosos (100 mg/kg i.p.) de dos diferentes
colectas de Chamaedora tepejilote sobre el edema plantar inducido con 0.1mL de
carragenina (1%) en ratas pretratadas 6 dias antes con adyuvante de Freund completo
(0.1 mL via intradermal en la base de la cola). Cada punto en las graficas corresponde al
promedio £+ ESM de n= 26 para el material colectado en Marzo (e) y promedio + ESM de
n= 13 para el material colectado en Diciembre ([T); n= nimero de animales.

* P < 0.05 de diferencia significativa entre colecta de Diciembre y colecta de Marzo.
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Gréafica 3a. Efecto inhibitorio del extracto acuoso (100 mg/kg i.p.) de Chamaedora
tepejilote de una colecta realizada en Marzo, sobre el edema plantar inducido con 0.1mL

80



de carragenina (1%) en ratas pretratadas 6 dias antes con adyuvante de Freund completo
(0.1 mL via intradermal en la base de la cola). Los puntos en las graficas corresponden al
promedio + ESM de n = 11 para dosis repetida a las 24 y 48 horas (®) y n = 15 para dosis
unica (IT); n= numero de animales.

* P < 0.05 de diferencia significativa entre dosis Unica y dosis repetidas.
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Gréafica 3b. Efecto inhibitorio del extracto acuoso (100 mg/kg i.p.) de Chamaedora
tepejilote de una colecta realizada en Diciembre, sobre el edema plantar inducido con
0.1mL de carragenina (1%) en ratas pretratadas 6 dias antes con adyuvante de Freund
completo (0.1 mL via intradermal en la base de la cola). Los puntos en las graficas
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corresponden al promedio + ESM de n = 6 para dosis repetida a las 24 y 48 horas (¢) y n
= 7 para dosis unica (J]); n= nimero de animales.
* P < 0.05 de diferencia significativa entre dosis Unica y dosis repetidas.

Como se observa en la Grafica 4, la evaluacion del extracto metandlico mostré
que el extracto de Larrea tridentata inhibe el edema plantar desde la 12 hora del
muestreo (64.22 + 22.81 %); posteriormente, el efecto comenz6 a disminuir (50.97
+10.61 % a las 3 hrs) y se sostuvo con valores cercanos de 44.27 + 11.18 % a las
4 hrs; 41.70 £ 16.90 % a las 5 hrs; 50.78 £ 11.59 % alas 7 hrs y de 36.98% a las
24hrs. Los estudios realizados con dosis repetidas del extracto (100 mg/kg i.p.),
mostraron valores del efecto inhibitorio de 63.52 + 6.49 % a las 48 hrs, y
disminuyé a 23.89 *+ 5.82 % a las 72 hrs. Por otra parte, el grupo de animales
tratados con una sola dosis del extracto mostrd valores que disminuyeron a 22.23

+3.07 % alas 48 hrsy a 1.22+1.22 % a las 72 hrs.
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Gréfica 4. Inhibicién que produce el extracto metandlico de Larrea tridentata (100 mg/kg)
sobre el edema plantar inducido con 0.1mL de carragenina (1%) en un grupo de ratas
pretratadas 6 dias antes con adyuvante de Freund completo (0.1 mL via intradermal en la
base de la cola). Los puntos en las graficas corresponden al promedio + ESM de n =7
para dosis repetida a las 24 y 48 horas (*) y n = 5 para dosis Unica ([]); n= numero de
animales.

* P < 0.05 de diferencia significativa entre dosis Unica y dosis repetidas.



De los extractos evaluados en el estudio, el cloroférmico de Sphaeralcea
angustifolia presentd un efecto inhibitorio sostenido ( Gréafica 5) con valores
cercanos durante las primeras 7 hrs de muestreo: 68.29 + 22.01 % a la primera
hora, 68.56 £ 11.33 % a la 32 hr, 67.72+ 12.48 % ala 42 hr, 74.55+ 8.74 % a la

52 hr, 65.70+ 10.08 % ala 72 hry 65.70%* 2.94% a las 24hrs.

En el grupo de animales tratado con dosis Unica, el efecto fue decreciendo, la
inhibicion registrada a las 48 hrs fue de 40.30 + 7.21 % y de 5.84 £ 2.52 % a las 72
hrs. En el grupo tratado con dosis repetidas de la planta, el efecto se mantuvo en
valores entre 78.84 + 1184 % (48 hrs) y 51.20 £ 10.27 % (72 hrs),

respectivamente (Grafica 5).
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Grafica 5. Inhibicion que produce el extracto cloroférmico de Sphaeralcea angustifolia
(100 mg/kg) sobre el edema plantar inducido con 0.1mL de carragenina (1%) en un grupo
de ratas pretratadas 6 dias antes con adyuvante de Freund completo (0.1 mL via
intradermal en la base de la cola). Los puntos en las graficas corresponden al promedio +
ESM de n = 10 para dosis repetida a las 24 y 48 horas (¢) y n = 10 para dosis Unica ([]);
n= numero de animales.

* P < 0.05 de diferencia significativa entre dosis Unica y dosis repetidas.

En la Grafica 6 se compara el efecto producido por la dosis Unica del extracto de
S. angustifolia con el de la indometacina, encontrando que esta ultima present6

valores de inhibicion (%) de 29.47 + 4.45 (1 hr), 27.76 + 3.64 (3 hrs), 22.75 + 3.76



(4 hrs), 22.02 £ 2.54(5 hrs), 21.01 £ 1.57(7 hrs), a las 24 hrs se produjo un
incremento en la inhibicion del edema con valores de 47.06 + 5.22; y este valor

decrece posteriormente alas 48y 72 hrs a34.41 £3.74 %y 27.78 + 4.19 %.
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Gréfica 6. inhibicion que produce el extracto cloroférmico de Sphaeralcea angustifolia (100
mg/kg) y de indometacina (1.0mg/kg) en dosis Unica, sobre el edema plantar inducido con
0.1mL de carragenina (1%) en un grupo de ratas pretratadas 6 dias antes con adyuvante
de Freund completo (0.1 mL via intradermal en la base de la cola). Los puntos en las
gréaficas corresponden al promedio + ESM de n = 10 para S. angustifolia (T]) y n = 10 para
indometacina (¢); n= nimero de animales.

* P < 0.05 de diferencia significativa entre S. angustifolia e indometacina

El efecto con dosis repetidas del extracto de S. angustifolia comparado con el de
la indometacina se ilustra en la grafica 7. Los valores de inhibicién de la referencia
fueron de 29.47 + 4.45 % (1 hr), 27.76 = 3.64 % (3 hrs), 22.75 £+ 3.76 % (4 hrs),

22.02 + 2.54 % (5 hrs), 21.01 = 1.57 % (7 hrs), 47.06 + 5.22 % (24 hrs)



posteriormente a las 48 y 72 hrs presentd un incremento sostenido con valores de

40.52 +2.35 % y 46.89 £ 3.43 %.
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Gréfica 7. Inhibicion que produce el extracto cloroférmico de Sphaeralcea angustifolia
(100 mg/kg) y de Indometacina (1.0mg/kg) en dosis repetidas, sobre el edema plantar
inducido con 0.1mL de carragenina (1%) en un grupo de ratas pretratadas 6 dias antes
con adyuvante de Freund completo (0.1 mL via intradermal en la base de la cola). Los
puntos en las gréaficas corresponden al promedio + ESM de n = 10 para S. angustifolia ([T )
y n = 10 para indometacina (e); n= numero de animales.

* P < 0.05 de diferencia significativa entre S. angustifolia e indometacina

Efectos del extracto cloroférmico de Sphaeralcea angustifolia en el modelo de

edema auricular

El peso del tejido (6 mm@) de la oreja izquierda del raton tratada por ambos lados

con 25 ul del vehiculo fue de 6.44 + 0.38 mg (n=69). La aplicacién en la oreja



derecha de 2.5 ug TPA (12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato) disuelto en igual
volumen del vehiculo incrementé de manera significativa el peso del tejido a las 6
hrs después de aplicar el irritante con un valor de 13.97.+ 2.11 mg (n=24). La
administracion topica de 2 mg del extracto cloroférmico de Sphaeralcea
angustifolia disueltos en 50 uL de acetona, aplicado inmediatamente después del
irritante, inhibié de manera significativa la formacién del edema. El peso del tejido
medido fue en este caso de 8.16 £ 0.79 mg (n=24) y la diferencia del peso entre la
oreja tratada con TPA + extracto, respecto a la oreja izquierda control con el
vehiculo, fue A =2.01 + 0.65 mg (n=15). Asimismo, la aplicacion tépica de 2 mg
de indometacina en la oreja tratada con TPA inhibié la formacion del edema
auricular, siendo el peso del tejido determinado de 7.55 + 1.12 (n=18). La

diferencia del peso entre ambas orejas de los ratones fue de 1.02 £ 0.89 (n=18).

De los resultados obtenidos se desprende que el extracto cloroférmico de
Sphaeralcea angustifolia tuvo un efecto inhibitorio con valor de 77.15 % ESM =
4.25 (n=20) cuando fue aplicado el extracto inmediatamente después del irritante,
72.27% ESM = 3.21 (n.=7) se present6 a 1hry 29.89 % ESM = 8.18 (n.=7) a las

3hrs después de aplicar el TPA (cuadro 3); n = numero de animales.



% Inhibicion con Indometacina y S. angustifolia
. Indometacina S. angustifolia
Tiempo . R
aplicacion 2.5mg/Kg (via topica) | 2.5mg/Kg (via tépica)
Ohr 86.54 + 5.25 77.15+4.25
1hr 86.39 + 6.07 72.27 £ 3.21
3hr 30.72 + 4.36 29.89 + 8.18

Cuadro 3. Se ilustra el porcentaje de inhibiciéon de la formacion del edema producido por
la aplicacién via tépica de 2.5 ug de 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) con
indometacina (2.5mg/Kg via topica) y con el extracto cloroférmico de Sphaeralcea
angustifolia (2.5mg/Kg via tépica) aplicados inmediatamente después de aplicado el
irritante, a la 1hr y a las 3hrs.

* P < 0.05 de diferencia significativa entre S. angustifolia e indometacina



8. DISCUSION

Existen criterios diversos para seleccionar las especies que se investigan
experimentalmente, entre ellos uno de los mas utilizados en el medio académico
mexicano es el etnobotanico. Como resultado de las investigaciones realizadas en
las ultimas tres décadas, existen importantes bancos de datos con informacion
actualizada sobre los usos medicinales que la poblacién da a este recurso natural
tales como los herbarios IMSSM, IZTA, MEXU, XAL, entre otras instancias
académicas. La presente investigacion tomé como base un criterio etnobotanico
para seleccionar el material vegetal sometido a la valoracion farmacologica, asi
como los antecedentes quimicos y farmacolégicos reportados en la literatura
cientifica. Los resultados obtenidos en el estudio indican que las cuatro especies
mostraron actividad en el modelo de inflamacién inducida por adyuvante-

carragenina.

Mizushima y col. (1972) hacen mencién de dos fases en el modelo ACII; la primera
es la llamada aguda que se considera dentro de las primeras horas después de
haber aplicado la carragenina (antes de 24 hrs), mientras que segunda es la

conocida como la prolongada, considerada desde las 24 hrs en adelante.

En el estudio se utilizd la via intraperitoneal de administracién, de los extractos de
las plantas evaluadas, el cloroférmico de Sphaeralcea angustifolia tuvo el mayor

efecto en la fase prolongada. En la literatura cientifica no se encontraron reportes



quimicos o farmacoldgicos previos realizados con Sphaeralcea angustifolia. En
este estudio se demostr6 que en el modelo animal de artritis reumatoide, la
actividad del extracto cloroférmico inhibié el edema inducido con carragenina
desde la fase aguda, sosteniéndose una actividad importante a lo largo de las
24hrs después de la aplicacién de una dosis Unica de 100 mg/kg i.p.(alrededor de
66%). Por otro lado, se observé que dosis repetidas del extracto sostuvieron el
efecto inhibitorio durante 48 hrs (alrededor de un 79%), disminuyendo los valores

alas 72 horas (51%) del estudio.

El efecto determinado en la fase aguda de la respuesta inflamatoria (7 horas)
podria vincularse con la participacion de mediadores (aminas, leucotrienos vy
prostaglandinas etc.) y de células tales como los macréfagos, neutrofilos y
eosindfilos o células NK; sin embargo, no se puede descartar alguna accion sobre
los componentes de la respuesta adaptativa del sistema inmune (stites y Terr,

1993).

Cabe senalar que la informacion etnobotanica de la planta sefiala que en su uso
como antiinflamatorio, las hojas frescas son molidas y mezcladas con aceite, para
después aplicarse localmente en la zona afectada. Este antecedente es el que nos
llevd a valorar el extracto activo en el modelo del edema auricular inducido con 12-
O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA). La actividad antiflogistica del extracto
demostrada por la via que es habitualmente utilizada por la poblacién, mostré

valores significativos y cercanos a los que presenté la indometacina, estas



observaciones permiten, en parte, dar sustento a las propiedades medicinales

atribuidas a Sphaeralcea angustifolia.

La aplicacion topica del mismo extracto sobre el edema auricular inducido con
TPA mostr6 actividad cercana a la determinada con indometacina. La aplicacién
del extracto inmediatamente después del agente irritante inhibe en un 77% la
formacién del edema, a las 3 horas después del TPA el efecto disminuye aunque
es moderado y semejante al de la indometacina (alrededor de 30%). Estos

resultados indican que el extracto se absorbe via transdermal.

En el caso de los extractos de Chamaedora tepegjilote el correspondiente a la
colecta del mes de marzo tuvo en la fase aguda una actividad mayor que la del
extracto de Sphaeralcea angustifolia (alrededor de 90%), el efecto también fue
mas potente que el reportado para este extracto evaluado a una concentracion de
400 mg/kg en el modelo del edema inducido sélo con carragenina (David, 2002).
Estos resultados no se reprodujeron con el extracto proveniente de la colecta
realizada en el mes de diciembre, en este caso la actividad fue menor y cabe la
posibilidad de que la época de colecta sea un factor importante a considerar en el

estudio de esta planta.

La actividad antiflogistica de Larrea tridentata en el modelo de inflamacién
inducida con adyuvante-carragenina (ACIl) no ha sido reportada con anteriordad.
Las curvas de inhibicibn obtenidas con dosis Unica y repetidas del extracto

metandlico, a una concentracion de 100 mg/kg, muestran un comportamiento



diferente entre 1-3 horas, cercano entre 4-7 horas aunque con mayor efecto en el
estudio realizado con una dosis Unica. Finalmente, en ambos estudios se produce
descenso del efecto aunque mas pronunciado con la dosis Unica, indicando con

ello que la actividad ocurre en la fase aguda del proceso.

De la plantas evaluadas, Juniperus communis, en una dosis de 100mg/kg
presentd moderada actividad antiedematosa sélo en la fase aguda. Estudios ya
realizados con esta especie reportan que el extracto no tuvo actividad inhibitoria
significativa en los niveles de PGE en una prueba in vitro (Tunon y col., 1995) lo
gue permite asumir que su efecto probablemente no se vincula con los metabolitos

de la via del acido araquidénico.

Los resultados en este estudio sobre la actividad que tienen los extractos en el
modelo de artritis reumatoide representan un avance en el conocimiento sobre las
propiedades antiinflamatorias de cuatro especies de la flora medicinal mexicana
utilizadas por la poblacién para tratar este proceso y permiten proponer candidatos
para una siguiente etapa de estudio en el que se aborden aspectos que acerquen

al mecanismo de accién involucrado en el efecto.



9. CONCLUSIONES

e De los extractos de las cuatro especies evaluadas, Sphaeralcea angustifolia
presenta importante actividad inhibitoria sobre edema plantar inducido con
carragenina en los animales pretratados con adyuvante de Freund
completo. El efecto se prolonga a la fase prolongada y en dosis repetidas
del producto se alcanza un nivel de 78% de inhibicion a las 48 hrs. No se
observan efectos téxicos evidentes y resulta el candidato idéneo para su
evaluacion quimico farmacolégica y rastreo del o de los principios
responsables de la actividad antiartritica en el extracto.

e La aplicacién del extracto cloroférmico de Sphaeralcea angustifolia presenta
importante actividad inhibitoria (77.15 %) en el modelo del edema auricular
inducido con TPA.

e El extracto acuoso de Chamaedora tepegjilote presenté la mayor actividad
inhibitoria en el modelo ACII, sélo en la fase aguda del edema. Los
extractos acuosos de Chamaedora tepejilote de diferentes colectas
presentaron actividad diferente, siendo la realizada en el mes de Marzo la
de mayor efecto inhibitorio en el modelo ACII.

e El extracto metandlico de Larrea tridentata presenté su mayor actividad
inhibitoria en la fase aguda del edema.

e El extracto metandlico de Juniperus communis presentd el menor efecto

inhibitorio tanto en fase aguda como en fase prolongada.
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ABREVIATURAS Y CONCEPTOS

ACII: inflamacion inducida por adyuvante-carragenina (adjuvant-carragenin
induced inflammation)

AINE: anti-inflamatorios no esteroidales

ANDG: acido nordihidroguayarético

APC: célula presentadora de antigeno

AR: artritis reumatoide

BCDF: linfocina del factor de diferenciacion de células B

BGDF: linfocina del factor de crecimiento para células B

Cadena H: cadena polipeptidica pesada (high) de la inmunoglobulina

Cadena L: cadena polipeptidica ligera (low) de la inmunoglobulina

CD: componente de diferenciacion polipeptidico presente en linfocitos T (cluster
differentiation)

COX: ciclooxigensa

DMARD: medicamentos que modifican la enfermedad (disease modify arthritis
rheumatoid drugs)

DNA: acido desoxiribonucléico

EA: enfermedad autoinmunitaria

Epitopo: determinante antigénico

Fab: fragmento captador de antigeno de la inmunoglobulina

Fc: fragmento cristalizable de la inmunoglobulina

FR: factor reumatoide

Idiotipo: determinante antigénico de inmunoglobulina



Idiotopo: determinante antigénico en un idiotipo

lg: inmunoglobulina

IL: interleucina

IMC: inmunidad mediada por células

i p: intraperitoneal

Isotipo: caracteristica antigénica que determina la clase y subclase, tipo y subtipo
de cadenas H y L de una inmunoglobulina

mg: miligramo

ug: microgramo

MHC: complejo mayor de histocompatibilidad

mL: mililitro

ul: microlitro

NK: células asesinas naturales (natural killers)

PG: prostaglandina

Regién C: regidon constante carboxilo-terminal de las cadenas ligera y pesada de la
inmunoglobulina

Regién V: region variable amino-terminal de las cadenas ligera y pesada de la
inmunoglobulina

SAARD: medicamento de moderada accion antirreumatica (slow acting
antirheumatic drugs)

TCR: receptor de célula T

T: linfocito T

Tc: linfocito T citotdxico



Tow: linfocito T efector

Ty: linfocito T colaborador (helper)

Ts: linfocito T supresor

TPA: 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato

Vv 0: via oral



11. ANEXOS

PORCENTAJE DE INHIBICION DE LOS EXTRACTOS EVALUADOS

EXTRACTO | DOSIS |1HR|3HRS |4HRS |5HRS | 7HRS | 24HRS | 48HRS | 72HRS
UNICA 14.75 19.80
J. communis 33.80 | 42.32 | 41.24 | 30.69 | 35.03 | 18.80
REPETIDA 25.86 25.40
) UNICA 41.45 15.09
Ch. tepejilote M 89.65 | 88.58 | 80.98 | 58.24 | 34.06 | 50.96 ;
REPETIDA 50.72 49.33
UNICA 15.25 6.77
Ch. tepejilote D 58.60 | 36.97 | 2.81 | 24.50 | 24.19 | 33.02 ; \
REPETIDA 49.95 35.45
UNICA 2123 1.22
L. tridentata 64.22 | 50.97 | 44.27 | 41.78 | 50.78 | 36.98 ; ;
REPETIDA 63.52 23.89
N UNICA 40.30 5.84
S. angustifolia 68.29 | 68.56 | 67.72 | 74.55 | 67.46 | 65.70 ; ;
REPETIDA 78.84 51.20

Cuadro A. Muestra el porcentaje de Inhibicion que producen los extractos evaluados a dosis Unica
y repetidas cada 24 horas de 100 mg/kg sobre el edema plantar inducido con 0.1mL de
carragenina (1%) en grupos de ratas pretratadas 6 dias antes con adyuvante de Freund completo
(0.1 mL via intradermal en la base de la cola).

* P < 0.05 de diferencia significativa entre dosis Unica y dosis repetidas.




PORCENTAJE DE INHIBICION CON Ch. tepejilote

COLECTA 1HR 3HRS 4HRS 5HRS 7HRS 24HRS
Diciembre | 5860 36.97 23 81 24 50 2419 33.02
Marzo 89.65 88.58 80.98 58.24 34.06 50.96

Cuadro B. Muestra el porcentaje de Inhibicidn que producen los extractos de Ch. tepgjilote de
colectas realizadas en Diciembre y Marzo evaluados a una dosis de 100 mg/kg sobre el edema
plantar inducido con 0.1mL de carragenina (1%) en grupos de ratas pretratadas 6 dias antes con
adyuvante de Freund completo (0.1 mL via intradermal en la base de la cola).

* P < 0.05 de diferencia significativa entre colecta de Diciembre y colecta de Marzo.

PORCENTAJE DE INHIBICION con S. angustifoliae INDOMETACINA
DOSIS UNICA
PRODUCTO 1HR | 3HRS | 4HRS | 5HRS | 7HRS | 24HRS | 48HRS | 72HRS

S. angustifolia | g8 o9 | 68.56 | 67.72 | 74.55 | 67.46 | 65.70 | 40.30 | 05.84

Indometacina | 2947 | 27.76 | 22.75 | 22.02 | 21.01 | 47.06 | 34.41 | 27.78

Cuadro C. Muestra el porcentaje de Inhibicion que producen el extracto cloroférmico de S.
angustifolia (100 mg/kg) e Indometacina (1.0 mg/kg) evaluados a una dosis de sobre el edema
plantar inducido con 0.1mL de carragenina (1%) en grupos de ratas pretratadas 6 dias antes con
adyuvante de Freund completo (0.1 mL via intradermal en la base de la cola).

* P < 0.05 de diferencia significativa entre S. angustifolia e indometacina.

PORCENTAUJE DE INHIBICION con S. angustifoliae INDOMETACINA
DOSIS REPETIDAS
PRODUCTO 1 HR 3HRS | 4HRS | 5HRS | 7HRS | 24HRS | 48HRS | 72HRS

S.angustifolia | e 09 | gg56 | 6772 | 7455 | 67.46 | 6570 | 78.84 | 51.20

. 29.47 27.76 22.75 22.02 21.01 47.06 40.52 46.89
Indometacina

Cuadro D. Muestra el porcentaje de Inhibicién que producen el extracto cloroférmico de S.
angustifolia (100 mg/kg) e Indometacina (1.0 mg/kg) evaluados a dosis repetidas de sobre el
edema plantar inducido con 0.1mL de carragenina (1%) en grupos de ratas pretratadas 6 dias
antes con adyuvante de Freund completo (0.1 mL via intradermal en la base de la cola).

* P < 0.05 de diferencia significativa entre S. angustifolia e indometacina.
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