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A. RESUMEN

Diferentes farmacos antiinflamatorios son utilizados para disminuir el
proceso inflamatorio, més su utilidad terapéutica es limitada, debido a sus efectos
adversos. El Aloe variegata de la familia de las Lileaceas conocido popularmente
como sébila, ha sido utilizada ampliamente en la medicina tradicional, para tratar
diferentes padecimientos inflamatorios, por tal motivo el objetivo de éste trabajo
fue estudiar el efecto antiinflamatorio del Aloe variegata en diferentes modelos
experimentales de inflamacion.

Se utilizaron ratas Wistar de 200-250 g de peso, se formaron grupos a los
cuales se les administré por via intraperitoneat indometacina (8 mg/Kg), extracto
acuoso de &loe (1 ml) y al grupo control solucién salina (! mi), 30 min despuss se
les implantaron subcutaneamente esponjas impregnadas con carragenina y/o
dextran, dejandolas asi durante 2, 4, 6 y 8 hrs; con el exudado obtenido se
determing la migracién de leucocitos y la cantidad de proteinas. A otros grupos de
ratas se les administré por via s.c. indometacina (10 mg/Kg), dexametasona (0.5
mgfKg) y solucion salina (0.1 ml/Kg), se les administré par via i.p. los siguientes
extractos de Aloe variegata: acuoso (100 mg/Kg), cloroférmico (100 mg/Kg),
transcurridos 60 min. se les administré por via intraplantar carragenina (100 pg en
0.1 ml} y se midi6 el edema por el método de desplazamiento cada hora hasta 8
hrs. En otro grupe de animales se estudio |a migracion de leucocitos a la cavidad
peritoneal, para lo cual a los animales se les administré por via s.c. los siguientes
extractos: acuoso (400 mg/Kg), etandlico (50, 200 y 600 mg/Kg), indometacina (10
mg/Kg) ¥ dexametasona (0.5 mg/Kg) y para el grupo control solucion salina (1 mi),
después de 1 hr se les administrd por via ip. carragenina (100 pgfml},
transcurridas 4 hrs se midié el numero total de células y se hizo la cuenta
diferencial. También se estudio la actividad analgésica de los extractos de Aloe
variegata, se formarén grupos de 8 ratones de la cepa CD1 de 20 a 25 g de peso
alos que se les administro los siguientes extractos de dloe: por via oral acuoso




{100 y 200 mg/Kg) y cloroformico (25 mg/Kg), por via s.c. (25, 50 y 100 mg/Kg) e
indometacina {10 mg/Kg), después de 1 hr se les administrd por via i.p. acido
acético (60 mg/Kg).

Nuestros resultados muestran que en ralas tratadas con esponjas
implantadas impregnadas con carragenina yfo dextran, el extracto acuoso de aloe
inhibid la migracion de leucocitos ¥ de proteinas siendo el efecto maximo a las 4
hrs, ohteniendo una cuenta total de leucocitos de 0.402 + 0.89 x 10° y de
proteinas 2.04 + 0.90 mg/ml?, en comparacion con el grupo controt el cual fue de
317 + 0.84 x 10 °* mgiml y 3.36 = 1.28 nnglml“1 respectivamente; en esponjas
impregnadas con dextran el nimero de leucositos fue de 0.150 + 0.03 x 10°
mg/mi y de proteinas plasmaticas de 1.33 +0.30 mg/m!”, y para el grupo contro! la
cunte total de células fue de 2.80 + 0.15 x 10° y de proteinas de 6.45 = 1.04
mg/mi’. En el estudio de inhibicion del edema se observo que el extracto acuoso
y cloroférmico de aloe disminuyd significativamente el incremento de volumen (75
y 62 nl respectivamente) en relacion al grupo control el cual fué de (160 ul). La
inhibicion de la migracién de leucocitos a la cavidad peritoneal con los extractos
de aloe se observd una inhibicién de! 28% con el extracto acucso y con el
cloreférmico de 42.9% de inhibicion. Con el extracto etandlico se observo que la
dosis de 600 mg/Kg se produjo 48% de inhibicion. Por otro lado se observé que
los extractos de dloe acuoso y etanolico disminuyerén el nimero de contorsiones
inducidas con acido acético en un B4.9% y 64.5% respectivamente.

Con estos resultados nos permiten concluir gque en los extractos de Aloe
variegata, acuoso, etanolico y cloroformico, existen compuestos capaces de
disminuir los signos y sintomas del proceso inflamatorio, lo cual corrobora el uso

det aloe en la medicina tradicional para combatir e! proceso inflamatorio.




. INTRODUCCION
1. PROCESO INFLAMATORIO

s 4 inflamacién es un proceso tan viejo como |la medicina misma” {Ryan
and Majno 1977). Desde tiempos muy remotos se empleaban diversos términos
para designar el dafio tocal causado por algun agente agresor. La palabra
inflamacion deriva del tatin inflamare (Spector W. G. 1977); el cual es un proceso
que entra en funcionamiento cuando el tejido es dafado por agentes medio
ambientales ya sean fisicos {calor, frio excesivo 0 traumas), quimicos (acidos y
drogas), bioldgicos {bacterias, virus y hongos) e inmunoidgicos {reaccion
antigeno-anticuerpo). Inmediatamente, después de la lesidn aparecen los signos
clinicos de la inflamacion descritos por Celsus: rubor, calor, dolor y edema (Figura
1)(Rather L. J. 1871} y en algunos casos se manifiesta un quinto signo, “la

pérdida o disminucion de la funcién” descrito por Virchow en 1854.

El proceso inflamatorio involucra una serie de mecanismos de defensa del
huésped en contra del agente, los cuales son:

1. Cambios vasculares: a} Adaptaciones hemodinamicas, b) Maodificaciones
en la permeabilidad vascular y 2. Cambios leucocitarios, encaminados a eliminar

al agente agresor (Robbins, 1990).
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1.1. Cambios Vasculares.
La respuesta vascular en el sito lesionado es fundamental para la reaccion
inflamatoria aguda, sin riego sanguinec adecuado Ios tejidos no podrian presentar

respuesta inflamatoria.

1.1.1. Adaptaciones Hemodindmicas.

Los signos clinicos de fa inflamacion krubor, calor, dolor y edema) son el
resultado de modificaciones en la microcirculacién del drea dafada,
inmediatamente después de ia lesidn hay vasoconstriccion de arterolas seguida
de vasodilatacion de vénulas, capilares y linfaticos (figura 2), aumentando asi el
riego sanguineo (io que origina el rubor y aumento de la temperatura local (calor),
lo cual hace que los microvasos se congestionen produciéndose hipertermia, por
otro lado et endotelio de las vénulas y los capilares aumentan su permeabilidad,
originando el escape de liquido y proteinas del plasma, sedimentacion de
eritrocitos  (hemoconcentracion) desplazamiento de los leucocitos hacia la
periferia, conduciendo al aumento de la presion hidrostatica e incrementandose
ain mas la permeabilidad, resultando asi el escape de proteinas del plasma
(albdmiha, glabulina y fibrinogeno} que pasan a través de la pared de los vasos
hacia el tejido dafado, de este modo ia circulacién en el area dahada se dificulta

y contribuye a la éstasis ¥ estancamiento de la microcirculacion, como resultado

de estos cambios se forma el edema.
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1.1.2. Cambios en la permeabilidad.

La vasodilatacidén va seguida de aumento de la presion en capilares y
vénulas; lo cual explica el paso del liguido y moléculas pequefias a través de la
pared de los vasos (figura 2), este ensanchamiento de las uniones
interendotetiates comprobadas por microscopia electronica por Majno y Palade
{1961} son importantes para explicar el paso de moléculas. Este ensanchamiento
se debe a la contraccién de las miofibrillas. De tal manera que por este
ensanchamiento hay escape de macromoléculas que quedan atrapadas en la
membrana basal, y al aumentar la gravedad de la lesién, también aumenta sl
ensanchamiento del espacio intercelular endotelial, jo cual permite se forme un

exudado rico en proteinas.

1.2. Cambios Leucccitarios.

El fenomeno histolgico del proceso inflamatorio es la reduccién de
leucacitos, 1a mayor parte de ellos se transportan de forma especifica a areas de
infeccidn e inflamacion, de los cuales, los granulocitos (neutrdfilos) y los
monocitos son los que principalmente tienen mayor capacidad para destruir
cualquier agente agresor por medio de la fagocitosis, los linfocitos actdan mas

eficazmente en reacciones antigeno - anticuerpo..



La conglomeracion y la accion de leucocitos en el drea dafiada se lleva a

cabo bajo los siguientes eventos:

1) Marginacién y Pavimentacion.
2) Migracion
3} Quimiotaxis y Conglomeracion.

4) Fagocitosis (Hersh y Bodey 1970},

1 2.1 Marginacion y Pavimentacion.

Conforme se produce el estancamiento del flujo sanguineo, los neutrofilos
se separan del torrente circulatorio y se ponen en contacto con el endotelio, de
los capilares en el area inflamada, efecto que se conoCe como marginacion,
(figura 3) La adhesi6n de los leucocitos se debe a la interaccién especifica entre
moléculas de adherencia complementarias presentes en las superficies

leucocitarias y endoteliales (Robbins, 1990; Pelletier, 1992, Lasky, 1992).

Las moléculas de adhesion son proteinas de membrana, existen un gran
numero de moléculas de adhesién las cuales, por su relacion estructural se han

agrupado en familias como se muestra en la tabla 1.
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Bengham sugiere que ef contacto entre el leucocito y la céiuta endotelial es
por medio de seudopodos y es donde las fuerzas slectrostaticas son reducidas,
ya que en estado normal el leucocito y la célula endotelial se repelen por cargas.
El calcio quiza participe de alguna manera en esta adherencia, al actuar como
puente entre las cargas negativas de la célula endotetial y tas del leucocito
(pavimentacién). La quelacion de calcio por EDTA bloquea la acumulacién de

leucocitos en los sitios de lesion (Segura J.J., Calvo J.R,, 1997).

Tabla 1 Moléculas de Adhesion (Hamawy, 1994).

En el Endotelio

En Leucocitos

En células cebadas y
basdéfilos.

a) E- Selectinas:

a) Integrinas.

a) Superfamilia de las

ELAM - 1 LEA -1 inmunoglobulinas
CMP - 140 CR1 LAM-1

MEL - 14 CR3 LFA-2

b) Familia del supergén  [MO-1 gp140

de 1as inmunoglobulinas | P150 LFA-3

ICAM-1 P95

1ICAM-2 MAC-1

VCAM L-gelectinas

1.2.2. Migracian:

La migracion de los leucocitos de los vasos a los tejidos ocurre por accion
de: los mediadores quimicos de la inflamacién, enzimas producidas por nautréfilos
lo cual los induce a formar seudopodos y pasar @ través de las células
endoteliales hacia g| foco inflamatorio. La muerte de los neutrdfilos, durante el

encuentro con el agente agreser, las permite liberar sustancias quimiotacticas

10
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para otras células. Otro fonémeno durante la migracion es la diapédesis, que se
observa por efecto de la marginacién de los neutrofilos, las celulas endoteliales
de los capilares y de las vénulas se separan faciimente, formando aberiuras
suficientemente grandes para que el neutrofilo las atraviese. La diapédesis es uno
de los mecanismos mas importantes de acumulacion de células en el area
lesionada, no esta lfimitada & los leucocitos; puede verse también que [os
eritrocitos, linfocitos, monocitos y ofros slementos circulantes salen de los
capilares; sin embargo este fendmeno parece ser pasivo dado que sblo tiene
lugar cuando 1a estasis y la vasodilatacién son muy pronunciadas {Robbins,

1980).

1.2.3. Quimiotaxis y Conglomeracion.

La concentracidn de sustancias quimicas en el sitio de la lesidn, provocan
que los leucocitos migren hacia la fuente de las mismas, fendmeno que se conace
como quimiotaxis (figura 3).

La quimiotaxis depende del gradiente de concentracion de la sustancia
quimiotactica. La concentracion de la sustancia es mayor cerca de su origen, 1o
que provoca el movimiento unidireccional de los leucocitos. Los factores del
complemento (C5, €8, C7, C3a, C5a), endotoxinas, restos necroticos de los
neutrofilos, 1a trombina, la caseina, la calicreina, prostaglandinas Eq, leucotrienos

(LTB.), interieucinas (IL-8), factor quimiotactico neutrofilico (NCF), fibrinopéptidos

11



y productos de degradacion de la fibrina entre otros, son sustancias consideradas

como factores quimiotacticos para los leucocitos (Deuel, 1982; Robbins. 1990),

La conglomeracién de leucocitos en el foco inflamatorio es primeramente
de neutrofifos y progresivamente son reemplazados por monocitos, los cuales
entran en ei tejido inflamado y aumentan de tamafio hasta convertirse en
macréfagos, tras varios dias o semanas los macréfagos llegan a dominar
finalmente. Boyden demostro (1972) jn vitro que los neutrofitos responden al
estimulo quimiotéctico aproximadamente a los 90 minutos, los monocitos
necesitan cinco horas, o mas.

Se han implicado numerosos factores en el control de la respuesta de
macréfagos-neutrdfilos en la inflamacion, se cres que cinco de ellos desempefian
papeles dominantes : 1} El factor de necrosis tumoral (TNF), 2) La interleucina-1
(IL-1), 3) El factor estimulante de colonias de granulocitos monocitos (GM-CSF),
4) El factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) y 5) El factor
estimulante de colonias de monocitos (M-CSF). Factores gue son formados
activamente por los macréfagos y las células T en los tejides inflamados y en
pequefias cantidades otras células de estos tejidos.(Guyton-Hall, 1987). La
combinacién de estos factores proporciona un potente mecanismo de retroaccion

que comienza con la inflamacion del tejido, sigue después con la formacién dé



leucocitos defensivos y finalmente con la eliminacion de la causa de fa
inflamacion.
1.2.4, Fagocitosis.

La funcion de los neutrdfilos y fagocitos mononucleares (macréfagos) en el
sitio de la inflamacién, es la ingestion y digestion de particulas extrafias y restos
celutares, proceso canocido como fagocitosis.

Los macréfagos y los neutréfilos tienen abundantes lisosomas llencs de
enzimas proteoliticas especialmente para digerir bacterias y otras sustancias
protefcas, los macrofagos también contienen lipasas que digieren {as membranas
lipidicas de algunas pacterias.ademas son células de mayor tamafio que los

neutrofilos, lo que les da un poder fagocitico mayor.{ Baumann y col., 1994).

La fagocitosis es altamente selectiva y especifica y depende de tres
procesos:(Guyton, 1997).

1° Superficie de los tejidos. La mayor parte de los tejidos tienen superficie
lisa, por lo que una superficie rugosa aumenta la probaibilidad de ser fagocitada.

20 Repulsion de cargas. La mayor parte de las sustancias naturales del
cuerpo tienen cubiertas proteicas protectoras que repelen & los fagocitos, por lo
que tejidos muertos y {a mayor parte de particulas extrafias carecen de cubiertas

protectoras, lo que les hace objeto de ser fagocitadas.



3° Opsonizacion. El sistema inmunitario produce anticuerpos contra
agentes infecciosos como ias bacterias, los cuales se adhieren a la membrana
bacteriana, para hacerla mas susceptible de ser fagocitada, el anticuerpo se
combina también con &l producto C3b de fa cascada del complemento, C3b se
une a los receptores de membrana de los fagocitos e inicia ia fagocitosis. En
ocaciones, los leucocitos y macréfagos engloban bacterias o materiales no
membranosos en ausencia de suero, pero fa mayoria de los microorganismos no
son reconocidos si ho estdn revestidos de factores séricos denominados
opsoninas, de las cuales las dos principales son: la igG (subtipos 1 y 3) y C3b
denominado fragmento opsoénico de C3 como ya se menciono anteriormente.

{Unkeless, 1889).

La fagocitosis consiste de tres faces (Stassel T.P. 1974):
a} Adhesion de particulas a la superficie celular.
b} Ingestion de particuias (formacion de fagosomas y degranulacion)

¢) Muerte del agente agresor.

La adnhesion de particulas, es la unidn del leucocito a la particula,
posteriormente la célula proyecta pseudopodos alredador de la particula, los
pseudopodos se unen y se funden, creando una vacuola con la particula

fagocitada, la vacuola se invagina hacia el interior de la membrana citoplasmatica



y se desprende de a membrana celular externa y forma una vesicula fagocitica.
(lamada fagosoma). Los lisosomas se unen a la vesicula formando el
fagolisosoma y por fusién las enzimas digestivas y agentes bactericidas destruyen
al agente agresor {degranulacién), La muerte del agente agresor puede ser
atribuida a; pH 4cido dentro de la vacuola, proteinas catidnicas, lisozima (enzima
lactica), lactoferrina (bacteriostético), formacidn de agentes oxidantes que
contienen grandes cantidades de supertxido, peroxido de hidrogeno e iones
hidroxilo, todos los cuales son mortales para la mayor parte de las bacterias
incluso en pequefias cantidades. La mieloperoxidasa, cataliza la reaccion entre el
peréxido de hidrégeno y los iones cloro para formar hipaclorito, que es

extremadamente bactericida.

1.3, Mediadores quimicos de la inflamacién.

Los signos y sintomas involucrados en el proceso inflamatorio son
atribuidos a los mediadores quimicos de la inflamacion.

En la siguientes tablas (2 y 3) se muestra una serie de mediadares

quimicos de origen plasmético y celular. (Dray Andy, Bevan Stuart., 1993),
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Tabla 2, Mediadores quimicos de origen celular
(Modificado de Dray A, Bevan 8., 1993).

Mediadores quimicos+

Actividad Biologica en el proceso
inflamatorio

Aminas vasoactivas,
Histamina
& Hidroxitriptamina

Vasodilatacion y
Aumento de la permeabilidad vasculas

Factor activador de las plaguetas (FAP)

Agregacién plaguetaria

Libera Histamina y 8-Hidroxitriptamina

Produce vasoconsticclon y broncoconstyiccion
A concentraciones bajas produce vasodilatacion
y aumento de ia permeabilidad venular
Estimuta la sintesis de prostagiandinas y
1romboxanos,

Citacinas:
tnterleucina-1 (L-1)

Factor de {a necrosis tumoral (TNF )

0

Estimula la sintesis de moléculas de
adherencia, PG12, del factor activador de
plaquetas (FAF)

Inducen las respuestas generales de la fase
aguda.

Constifuyentes de los lisosomas:
Lactofertina

Lisozima

Faosfatasa aicalina

Proteinas catiénicas

Midrotasas acidas

Proteasa neulra (elastasa, colagenasa,
catepsina)

Aumento de ta permeabilidad vascular
Quimioctactismo (monocitos)

Inhiben el movimiento de los neutrdfilos

y eosinofilos.

Atacan al colageno, membranas basales,
fibrina,

elastina y cartilago, dando lugar a ia destruccidn
tisular

Metaholitos del acido araquiddnico
Prostaglandinas (PGE, PGD2, PGF2)
Prostaciclina (PG|2)

Tromboxanos (TXA2)

Leucotrienos {LTB4)
LTC 4

LTD4

LTE4

Vasodilatacion y proteccion del edema, dolor
y fiebre. Inhibidor de la agregacitn plaguetaria
Produce vasoconstriccion y agregacion
plaquetaria.

Quimiotactismo

Aumento de 1a permeabilidad vascutar




Tabla 3 Mediadores quimicos de origen plasmatico

Mediadores Quimicos Actividad BiolGgica en la inflamacicn
Proteasa plasmaticas: Aumento de la parmeabilidad vascular

Ei sistema de! complemento:
C3a, Cha, C3b, C3hi, C5h-9

Aumenta la adhesividad de los
leucocitosal endotetio.
Quimiotactismo

Opsonisacion

Desgranulacién de mastocitos
Activan a la lipooxigenasa

El sistema de las Cininas:
Bradicinina

Calidina

Aumento de la permeabilidad vascular
Produce vasodilataciéon

Dolor

Actividad quimiotdctica

El sistema de la coagulacion:
Fibrinapéptidos

Factor Hageman (factor XIIA)

Aumento de la permeabilidad vascular

Quimiotactismo
Inicia los sistemas de la coagulacion
fibrinolitico y de las cininas.

1.3.1. Mediadores quimicos de origen celular.

1.3.1.1. Aminas vasoactivas:

a) Histamina

b} 5-Hidroxitriptamina.

a) La histamina es 2-(4-imidazoil) etilamina (o beta-aminostilimidazoi)

segun Windaus y Vogt 1907. (Beauen 1976). Se forma por descarboxilacion del

amincdcido histidina (Figura 4).(William 1972).
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Figura 4 Sintesis de histamina
(Wiliam, 1972)



La histamina esta distribuida en todo el reino animal ademas forma parte
de bacterias y plantas (Reite, 1972). Casi todos los tejidos contienen histamina,
las concentraciones en plasma y otros lquidos corporales son pequefias, pero en
liquido cefalorraquideo se encusntra en cantidades mayores (Khandelwal y col.,
1982). La concentracion de histamina es abundante en célutas cebadas, piel vy
mucosa del drbol bronquial y de los intestinos, también se encuentra en menor
cantidad en los basdfilos. Dentro de los granules secretorios de estas céiutas, la

histamina se almacena formando un complejo heparina proteina (Bach 1978).

La liberacion de histamina se produce por desgranulacion de las celulas
cebadas y/o de los basofilos, existen diversos estimulos que producen su
liberacién, como se muetra en el siguiente listado (William 1972).

1.interaccién de! antigeno con los anticuerpos IgE

2 Las anafilotoxinas C3ay CSa

3.Liberadores de histamina

a) Compuesto 48/80
b} Cancavalina A
4 Quimicos y drogas
a) Dextran
b) Enzimas {Quimiotripsina, fosfolipasa A)

¢) Componentes activos (sales biliares)



d) Morfina, codeina, d-tubocurarina

@) Antibidticos basicos

) Madios de contraste radiopacos.

g) Expansores plasmaticos tipo carbohidrato.
5.Fisicos

a) Calor

b) Vibracién

Con la desgranulacidn de ias células cebadas, también se liberan otros

mediadores de la inflamacion. (tabla 4).
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Tabla 4 Mediadores del proceso inflamatorio provenientes de células
cebadas. {Hardman Joal y col., 1996).

Clases Mediador Efectos
Preformados Histamina Vasodilatacidn, permeabitidad vascular,
prurito, tos, broncoconstriccién, rinorrea.
TNF-a Regulacion de moléculas de adherencia.
Proteasas Vasodilatacion, permeabilidad vascular
broncoconstriccion.
Heparina ?
Derivados de lipidos {LTC4 Broncoconstriccion, vasodilatacion,
permeabilidad vascular
LTB4 Quimiotaxia de leucocitos
PGD2 Vasodilatacion, permeabifidad vascular,
broncoconstriccion secrecion de moco.
Citocinas PAF Broncoconstriccion, quimiotaxia de
leucocitos
TNF -a Requiacion de moléculas de adherencia
-1 Estimulacudn amplia de la inflamacion
IL-3 Division de células cebadas
H-4 Division de células cebadas, cambio en la
clase de inmunoglobufina de finfocitos B
para la produccidn de IgE
IL-5 Diferenciacion y quimiotaxia de eosindfilos
IL-6 Crecimianto y diferenciacion de linfocitos
IL-B8 Quimiotaxia de leucocitos
GM-CSF Estimulacion de neutrdfilos, eosindfilos y
macréfagos
MIP-1a Quimiotaxia de monocitos, linfocitos Ty
gosindfilos

La histamina ejerce sus acciones bioldgicas combinandose con receptores

aspecificos localizados en la superficie de la membrana, los cuales son de tres

tipos de receptores Hy, Hz y Ha.{tabla 5).
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Tabla § Distribucién de los receptores de Histamina
(Modificado de Katzung, 19986)

Recepiores a Histamina Distribucion
Hy Musculo liso, endotelio,
encéfalo
H; Mucosa gastrica, mascuio
cardiaco, células cebadas,
encéfalo
Hs Presinaptica: encéfaio, plexo
mientérico, otras neuronas

Los efecios de la histamina estan determinados dependiendo del receptor

con el cual actue.

La activacion de los receptores H, y Hz causa vasadilatacion, con lo cual
hay rubor, hiperemia y disminucién de la resistencia periférica total lo cual
produce hipotension arterial e intensifica la permeabilidad capilar con el
consecuente edema. El aumento de la frecuencia cardiaca, se produce por la
activacién de los receptores Hs, mientras que, ia estimulacion de los receptores
h, disminuyen la conduccién auriculoventricular. El efecto de la histamina en
musculo liso de estémago, bronquios e intestino, se debe a la activacidn de los
receptores H, que estimulan la contraccion y H; la relajacion.

La histamina es un potente estimulante de las terminaciones nerviosas
sensoriales, en especial las que modulan el dolor y el prurito por medio de los
receptores H,, estos receptores también se localizan en e! SNC, su activacion

intensifica el estado de vigilia e inhibe el apetito.(Ookuma y col., 1993).
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La histamina. se puede aislar de los sitios de inflamacion poco después de
la lesion, su concentracién disminuye rapidamente en los primeros 60 min., de tal
forma que solo participa en la elapa temprana de ia respuesta inflamatorta aguda.
(Ward P. A: 1966).

b) La serotonina se forma enzimaticamente a partir del aminoacido L-
triptofano por hidroxilacion dei anito indoi seguida de descarboxilacion del
aminodcido (Figura 5)

Los efectos de la serotonina al igual que los de la hislamina, estan
mediados por una diversidad de receptores de membrana celular, produce
contraccion del muscule liso, es un vasoconsirictor potente excepto en musculo
esquelético y corazon, donde dilata los vasos sanguineos, produce agregacion
plaquetaria; y al igual que la histamina tiene accion sobre las terminales nervicsas

sensoriales del dolor y la comezon.
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CH2 NH2
A

HO / i CH2

Figura 5 Estructura Quimica de ia Serotonina
(Katzung, 1996)
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1 3.1.2. Prostaglandinas.

Las prostaglandinas (PGs) son é&cidos carboxilicos insaturados de 20
carbonos con un anillo de ciclopéntano. Estos compuestos han sido Hamados
eicosanoides junta con leucotrienos y compuestos similares derivan del acido
araquiddnico, el cua! es un acido graso esencial existen varias clases de PGs
diferentes quimicamente por sustitucion en el anilio de ciclopentano. Las PGs de
las series E y D son hidroxicetonas en fanto que las Fa son 1.3-dicles y
constituyen productos del metabolismo de los endoperdxidos ciclicos . Las PGs A,
B, y C son cetonas insaturadas obtenidas por mecanismos no enzimaticos a partir
de PGE , mediante métodos quimicos y es poco probable que surjan como
productos biolégicos naturales. La PGE; tiene una estructura anulfar doble; dos
ciclopentanos unidos por un puente de oxigeno entre [os carbonos 6 y 9. Los
tromboxanos contienen un anillo de oxano en lugar del ciclopentano. La PGl y los
tromboxanos también se obtienan de los endoperdxidos ciclicos (PGG, y PGHy)
mediante la accién enzimética de ia prosteciclina sintasa y tromboxano sintasa

respectivamente.{Figura 6) (Moncada 1880).
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Acido graso de ladieta — e Acido esterificadoen .. Diversos estimulos
lipidos celulares. quimicos y mecanicos.

ACIDO ARAQUIDONICO

Lipooxigenasas Ciclooxigenasa-2
e o
Ciclooxigenasa-1
Acido hidroperoxigicosa-

tetraenoicos {HPETE)

Sintasa 'I'_romboxano
de prosia- Sintasa
ciclina
Leucotrienos ] TXA,
v \ # Hidrolisis
PG,
PGD, TXB,
Y
PGE, PGF,

Figura 6 Biosintesis de los productes del
acido araquidodnico via ciclooxigenasa
{Modificado de Griswold, 1986)

-~
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Las prostagtandinas se han datectado en casi todos los tejidos y liquidos
corporales, su produccion, aumenta en respuesta a diferentes estimulos,
mecanicos, térmicos, quimicos y bacterianos. Estan relacionadas con la aparicidn
de los signos y sintomas de la inflamacion (Willis 1969) Asi tenemos que la PGE,
y PGlz, aumentan la sensibilidad de los receptores al dolor (hiperalgesia) cuando
son inyectadas en la piel de humanos, a0n a dosis bajas {Ferreira 1972). la PGE:
provoca dilatacion arteriolar en mesenterio de rata y hamster (Messina 1974),
PGE,; también se relfaciona con ¢l aumento de temperatura corporal {fiebre), se
nan detectado aitas concentraciones de ellas en el liquido cerebroespinal de
gatos, junto con pirégencs que producen fiebre (Feldberg 1973), las PGE, y PGE-
producen un potente edema, como consecuencia del ncremento de la
permeabilidad vascular (Grunkhorn 1971). Sin embargo la PGE. suprime la
secrecion de mediadares de la inflamacion por células cebadas (histamina y
serolonina) en las reacciones anafilacticas e inhiben la liberacion de las
hidrolasas y enzimas lisosomales de los neutrdfilos humanos asi como los

macréfagos peritoniales del raton {Moncada 1978).

Biosintesis de las prostaglandinas:
Los eicosanoides no se almacenan en las células su biosintesis esia
limitada por la disponibilidad del acido graso precursor libre. E! acido

araquidonico es liberado desde los lipidos de la membrana celular por
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fosfolipasas, que son activadas por estimulos diversos y por la entrada de calcio a
la céiula, en respuesta la fosfolipasa A; se activa e hidroliza los fosfolipidos de la
membrana y libera el acido araquiddnico; posteriorments el &cido es metabolizado

a productos oxigenados, por las ciclooxigenasas y lipooxigenasas.

Existen dos isoformas de la ciclooxigenasa son ia Cox-1 y la Cox-2,(Smith,
1992), con distinta funcidn natural y patologica, la Cox-1 o constitutiva se
encuentra en casi todos los tejidos incluyendo cerebra, bazo, rifidn, higado,
pulmén, estémago y otros tejidos del tracto gastrointestinal. E! nivel de Cox-1 en
los tejidos es constante y particularmente alto en plaquetas (Funk y col., 1991) v
células endoteliales {(De Witt y col, 1983),y juega un papel importante en el
mantenimiento de la homeostasis, por fo cual se le conoce como Cox constitutiva.
Cox-1 participa en las funciones: vascular gastrica y renal, Cox-2 0 inducida, no
se encuentra normalmente en los tejidos, y es inducida por algunos factores
séricos, citocinas, factores de crecimiento, hormonas y oncogenes y esta
involucrada en procesos patologicos especificaments  en los procasos
inflamatorios.(Wiley John, 1996).

La actividad de ta Cox-t se localiza en ef reticulo endoplasmico,
observandose poca actividad alrededor del nicleo, en contraste con elio ia
actividad de Cox-2 predomina alrededor del niicleo, con huelias en el citoplasma.

Se ha observado que ta Cox-2 in vivo puede ser sintetizada por dias y hasta
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semanas mientras persista el estimulo inflamatorio, por ejemplo en el dafo
vascular la sintesis de Cox-2 es por varios dias después de iniciado el dafo
(Rimarachin y col.,1994). Diversos modelos de inflamacion demuestran que
predomina la actividad de ia Cox-2.

Las ciclooxigenasas tienen dos funciones enzimaticas: una de sintetasa de
endoperéxido que oxigena y produce una estructura en anillo en el Aacido
araquiddnico libre para formar el endoperbxido ciclico de PGG, y PGHa, ¥ ofra
actividad de peroxidasa que transforma PGG, en PGH, (Appleton y col., 1994).
Estas dos reacciones son realizadas por la misma enzima pero son activadas en
sitios cataliticos diferentes. La actividad de la Cox puede ser modulada por
productos del metabolismo del acido araquidonico, el hidroperoxido 15-HPETE
puede estimular la Cox a bajas concentraciones € inhibirla a altas
concentraciones (Warso y Lands, 1983).

A diferencia de la ciclooxigenasa de los acidos grasos, que tienen ampla
distribucion, las lipoxigenasas sélo se han ancantrade en &l putmon, plaguetas y
glébulos blances. Los compuestos formados por estas enzimas incluyen: acido 12
hidroperoxiaraquidionico (HPETE) y su producto, acido 12 hidroxiaraguidonico
(HETE) (Figura 6) que es quimiotactico para leucocitos polimorfonucleares
macrdfagos alveolares, como son compuestos que se han identificade en
exudados inflamatorios, se cree que participan en el proceso de invasién celular

durante la inflamacién. Otro producto del ,metabotismo del acido araquiddnico

29



puede ser la sustancia lenta de |a anafilaxia, que se forma por adicion de glutation
a un epéxido intermediario inestable (leucotrieno A) durante la formacitn de los
metabolitos dihidroxilados del 4cido araquiddnico. Por lo antes mencionado, se
considera a las prostaglandinas como potentes mediadores quimicos de la
inflamcién adn cuando algunas de elias ejercen efectos antiinflamatorios, como
PG E, y PG A, que inhiben la liberacion de enzimas lisosémicas de los leucocitos
y PG E: y PG E; inhiben a liberacion de histamina por antigeno de los basdfilos

asociada con IgE.
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1.3.1.3. Componentes lisosomales:
Los efectos inflamatorios causados por productos lisosomales se resumen

an la siguiente lista:

Protainas cationicas:

- Incremenio de ia permeabilidad vascular

- Fattores independientes de la liberacion de histamina

- Factores dependientes sobre la degranulacion celular

- Quirniotaxis de fagocitos mononucleares

- Factor de inmovilizacion de neutrofilos , proteasa Acidas
- Degradacién de membrana basal etc. (pH acido)

- Liberacién de leucoquinina del plasma, proteasa neutrales
- Degradacion de colégeno, elastina, cartilago y fibrina
Generacion de fragmentos quimiotacticos de C3y Ccs
Liberacion de cinina a partir de cinindgeno del plasma
SH- dependiente de proteasas

- incremento en la permeabilidad vascular

- Liberacion de leucogresina de 196
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Como se puede observar en |a lista anterior los productos lisosomicos de
los neutrdfilos participan en 1a respuesta inflamatoria te diversas maneras. Sen
como saa ol contenido de log lisosomas contribuye & la svelucion de fa reaceion
ya que los neutrdfiios se acumulan en elapa muy temprana en los focos de
inflamacién.

En las tablas 2 y 3 se mencionan otros factores due intervienen en al
proveso inflamatorlo, algunos como  factores guimiotacticos especificos de
linfocitos, que come ya he menciohado son las células protectoras del organismo,
por otro lado entre los mediadores duimicos los més importantes son las
prostaglandinas ya que son (as resporsables de mantener el proceso inflamatorio,
por Jo que el estudio de nuevos principios activos astén encaminados g encontrar
farmacos antinflamatorios que actien a nivel de las PGs, los farmacos
antiinflamatorios on uso actuan Inhibiendo la sintesls de prostaglandines, sin

ambargo tienen diversos efactos adversos, (como se explica posterioimants),
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1 3.2 Mediadores quimicos de origen plasmatico

Este grupo inciuye mediadores quimicos tales como: los del sistema del
complemento, el sistema de las cininas v el sistema de ia coagulacidn, como se
muestra en la tabla 3.

Las lesiones tisulares, reacciones alérgicas, infecciones par virus y otros
trastornas inflamatorios activan una serie de reacciones proteoiiticas que generan
polipéptidos que contienen de B a 12 unidades de aminocacidos en secuencia
lineal, como son la bradicinina que es un nonapeptido y la calidina que es un
decapéptido (figura 7) (Wachtfogel y col., 1993). Ei endotelio de los vasos se ve
modificado por el dario tisular, provocando que la colagena gquede expuesta, esto
es suficiente para activar el factor Xil (Factor Hageman), esté también se activa
por la accién de la precalicreina y del cininageno de alto peso molecular.

Una vez activado el factor Hageman participa en: la coagulacion (activacion
del factor X1}, en el sistema fibrinolitice {activacion del plasminégeno) y en la
activacién de la precalicreina. lLa precalicreina se convierte en calicreina
plasmatica la que a su vez actua como una cininogenasa sobre los cinindgenos
de alto peso molecular (HMWK]), mientras que la calicreina tisular actua sobre
ambos cinmnogenos baje (LMWK) y alto peso molecutar, liberandose asi
bradicinina y caliding, las cininas son répidamente degradadas por cininasas a

péptidos inactivos (figura 5) (Proud y Kaplan, 1988).
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Factor Hageman
Factor Xii

Tripsina, Calicreina,
Plasmina, Factor Xi

Coagulacion Activador de Sistema Fibrinolitico
Pracalicreina

é

Fibrina Precalicreina Plasmina

Calicreina

Cininégenos de alto
y bajo peso molecular

Péptidos
inactivos ~—— | Calidina

Figura 7 Formacién de las cininas
(Modificado de Kiluepper, 1970)
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La bradicinina en muy bajas dosis causa:

a) Contraccion lenta del musculo fiso intestinal, uterino y bronquial.

b} Dilatacién de vasos sanguineos sistémicos.

¢) Dalor en el sitio de la inflamacién o cuando son administradas por via
parenteral,

d) Aumento de 1a permeabilidad vascular.

e) Eritema y papula en el sitio de ia inflamacion o cuando se administran

por via intradérmica.

Se conocen dos receptores de las cininas: ios By y B,. Los receptores B,
regulan la contraccion del musculo liso vascular, (Dray, 1993). Durante
situaciones de estrés, como fraumatismos, presion tisular 0 inflamacitn pueden
predominar los efectos sobre los receptores Ba, que en células de inflamacién,
como macrofagos, puden desencadenar la produccién de los mediadores
inflamatorios como la interleucina (iL-1) y el factor alfa de necrosis tumaoral (TNF).

los receptores B, modulan la contraccion del masculo liso (utero de rata,
ileon de cobayo, musculo traqueobronguial}; la vasodilatacion, el aumento de 1a
permeabihidad capilar, promocion de fa acumuiacion y migracion de leucocitos,
produccién del dolor y astimulacion de las sintesis de prostagiandinas.(Dray,

1993)
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Sistema del complemento.

Ef complemente esté formado por un sistema de 20 proteinas, algunas son
precursores enziméticos, las principales son 11 proteinas denominadas C1 a C9,
B y D, todas estan presentes en el plasma, son solubles cuando estan inactivas y
son moléculas sélidas al adherirse a las membranas de gérmenes o células que
deben atacar, se activan de tres formas:

1) via cl&sica 2) via alternativa y 3) via plaguetaria.

Via clasica:

La via clasica se activa por la reaccion antigeno-anticuerpo, es decir
cuando un anticuerpo se une a un antigeno se activa un fugar reactivo especifico
de |a porcién constante del anticuerpo y esto lo une directamente con la molécula
de C1 del sistema del complemento, dando la cascada de reacciones
secuenciales, (figura 8), comenzando con ia aclivacién de la proenzima C1. Se
forman multiples productos finales, varios de los cuales provocan importantes
efectos que ayudan a evitar que el microorganismo invasor 0 la toxina causen

lesiones; entre los efectos mas importantes se encuentran los siguientes:

a) Opsonizacion y fagocitosis. El C3b activa la fagocitosis de neutrdfilos y

macréfagos.
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b} Lisis. Otro producto de la cascada del complemento es el complejo litico
que se designa como C5b6789, tiene efecto directo de romper las membranas
celulares de las bacterias o de otros microorganismos celulares.

¢) Aglutinacibn. Otros productos alteran la  superficie de los
microorganismos haciendo que se adhieran entre si.

d) Neutralizacién de los virus. Las enzimas del complemento y otros
productos de éste pueden atacar las estruciuras de algunos virus, haciendoles
perder su virulencia.

e) Quimiotaxis. El fragmento C5a provoca la guimiotaxis de los neutrdfilos y
de los macrofagos provocando asi su migracion,

f) Activacian de mastocitos y de los basdfilos Los fragmentos C3a, Cday
C5a activan a los mastocitos y a los basdfilos haciéndoles liberar histamina,
heparina y otras sustancias a los liquidos locales.

g) Efectos inflamatorios. Varios productos del complemento contribuyen a
la inflamacién local, Hacen que el fiujo sanguinec aumente todavia mas,
increrente ia pérdida de protelnas por los capilares, y se coagulen las proteinas
en los espacios tisulares, evitando asi el movimiento de microorganismos

invasores a través de los tejidos.
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VIA CLASICA VIA ALTERNA

-t— |y - G123 lgG4 —
l--l———- igM igA
tipolisacaridos
T
. Properdina
Cir
Cis
4
}
” \
CIB
*// G5 \
C3a
C5a i i
C7 N
| Opsonizacion ‘
iamacion c8 Inmunoadherencia
Quimiotaxis I

Lisis

Figura 8 Sistema del Complemento. El C3 constituye el nicleo de
la Hamada activacion. De €5 a C9 se integra la unidad de ataque
que perfora la membrana celular y produce lisis de la célula o
gérmen (Rojas, 1996)
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Via alterna.

La via alternativa se activa en respuesta a moléculas grandes de
polisacaridos en las membranas celulares de algunos microorganismos invasores.
Estas moléculas reaccionan con los factores B y D del complemento, formando un
producte que activa al factor C3, activando el resto de la cascada del
complemento. De este modo se forman casi todos los productos finales del
sistema de la via clasica, provocando asi los mismos efectos antes mencionados

para proteger el organismo frente & cualguier invasor,

Via plaquetaria,

La tercera via de activacion de! sisterna del complemento es la de mas
reciente descubrimiento, su importancia radica en que acelera el proceso de
coagulacion, e wmcrementa la liberacion de mediadores de la inflamacion
almacenados en las plaquetas (figura 9), en la activacion del sistema de la
coagulaciéon se produce trombina, ésta se une a las plaquetas, el complejo asi
formado trombina-plaguetas genera una actividad de estereasa para el factor C3,
que al ser activado actda sobre C5 y de ahi en adelante sobre los otros factores
hasta C9, de esta forma resulta lesidn en plaguetas, que facilitan ia liberacion de

otros factores necesarios para la coagulacion y para [os procesos de inflamacion,
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Las funciones del complemento se pueden resumir como sigue: La C2
¢inina induce |a liberacion de histamina por parte de las células cebadas y tiene
accion vasodilatadora, Las fracciones C3a y C5a promueven también la liberacion
de histamina, poseen una accidn quimiotictica para los neutréfilos, eosintfilos y
menocitos, aumentan la permeabilidad vascular. El complejo C 567 tiene accidn
quimiotactica lﬁélo para neutréfilos, y la funcion final de la activacién de
complemento es la lisis de la bacteria o célula sobre ia cual se activo el sistema.

£} sistema de coagulacion: los fibrinopéptidos (liberados de moléculas de
fibrina por accion de la trombina (durante la coagulacion) son potentes
mediadores inflamatorios, aumentan el efecto de la bradicinina sobre el musculo
liso, inducen filtrado vascular y causan quimiotaxis de neutréfilos {Stecher1972).
Durante la proteolisis de fa fibrina por plasmina se liberan fragmentos
plasmaticos, llamados productos de degradacion de fibrina; los cuales aumentan
la permeabilidad vascular en piel y son quimiotacticos para neutrdfilos (Stecher
1972). La formacién de mediadores como los fibrinopéptidos y degradacion de
productos de fibrina, contribuyen a la inflamacion en ciertas enfermedades que
son inhibidas por el uso de anticoagulaﬁtes, por ejemplo ciertos dafios

glomerulares (Cohen 1867).
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Figura 8 Activacion del sistema de coagulacién
por la via plaguetaria
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2 FARMACOS ANTINFLAMATORIOS

Como se ha mentionado en la reaccidn inflamatoria se ponen en
movirniento una serie de mecanismos gque en medida de lo posible eliminan el
agente agresor y reconstituyen el tejido dafado, la intensidad de la reaccién
inflamatoria va a depender de las caracteristicas del agente y del estado
reaccional del organismo, sin embargo, en algunas ocacionses l0s mecanismos
homeostaticos del organismo para protegerse pueden llegar a alterarse,
transforméandose en una respuesta inflamatoria desmedida, o cual ocasiona que
los signos y sintomas sean muy Intensos y en estos casos hay necesidad de
atenuar o evitar estos sintomas y para ello se ulilizan los farmacos
antiinflamatorios, el tratamiento de los pacientes con farmacos antiinflamatorios
incluye dos objetivos principales: el alivio del dolor, el cual constituye el sintoma
de gueja continua del paciente y la disminucion o suspencion del proceso lesivo
tisular

Los farmacos antiinflamatorios mas utilizados se clasifican en dos grandes
grupoes guimicos:

A) No. esteroidales como son. el acido acetil salicilico, ibuprofén,
indometacina, naproxen, diclofenac, keterolac, oxicam, ete.(Figura 10) (Hardman
Joel y col., 1996)

B) Esteroidales: dexametasona, cortisona, hidrocortisona, prednisona y

prednisolona (Hardman Joel y col. 1996).
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2.1. Antinflamatorios no esterocidales.

Esté grupo incluye diversos compuestos con paca relacion quimica aungue
casi todos son acigos organicos, sin embargo comparten, mecanismos de accion,
usos terapéuticos y efectos colaterales.El compuesto prototipo es el acido acetil
salicilico (aspirina) (tabla 6). A este grupo también se le conoce como analgésicos

antipiréticos.

Tabla 6 Clasificacién quimica de los antiinflamatorios no esteroides.
{Katzung, 1996)

Derivados del &cido salicilico Ac. acetil salicilico, salicilato de sodio,
trisalicilalo de magnesio y coling,
salsalate,  diflunisal,  sulfasalazina,

olsalazina

Derivados del para-aminofenol Acetominofén

Indol y acidos indenacéticos Indometacina, sulindac, etodolac

Acidos heteroarilacéticos Tolmetin, diclofenac, keterolac,

Acidos arilpropionicos Ibuprofena, naproxeno, flurbiprofeno,
ketoprofeno, fenoprofeno, oxaprozina

Acidos antranilicos{fenamatos) Acido mefenamico, acido
meciofenamico

Acidos endlicos Oxicam {piroxicam, tenoxicamy},
pirozalidindionas(fenilbutazona,
oxifenbutazona)

Alcanonas Nabumetona
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Mecanismo de accién:

Tienen un mecanismo de accién semejante, se considera que esta
estrechamente relacionado con la inhibicion de la biosintesis y liberacidn de
prostaglandinas, que como ya se menciond participan como mediadores quimicos
de! procese inflamatario.

£n 1974. Vane y col. y Smith y Willis, demostraron que concentraciones
pajas de aspirina yfo indometacina inhibian la produccitn enzimatica de las
prostaglandinas lo cual se demostro simuitaneamente en tres sistemas diferentes:
homogenizados libres de células de pulmén de cobayo, bazo de perro perfundido
y plaguetas humanas. (Ferreira y col, 1971, Smith y Willis, 1971 y Vane 1971).

Existen actualmente numerosos sistemas_in_vivo e in vitro en los que se ha

demostrado la innibicion de la biosintesis de las prostaglandinas por los
antiinflamatorios no esterpides, sin embargo no inhiben la formacién de
leucotrienos los cuales también contribuyen a la inflamacién. E! principal efecto
terapéutico de los farmacos no esteroidales esta relacionado con su capacidad
para inhibir a la Cox, que comg ya se menciono es la enzima que cataliza la
conversion del acido araquidénico en prostaglandinas, también inhiben la
adherencia de granulocitos a la vasculatura danada, estabilizan los lisosomas e
inhiben 12 migracion de polimorfonucleares y macréfagos hacia el sitio lesionado e
inhiben la agregacion plaquetaria secundaria a la inhibicién de la sintesis de

trombakana.



Los farmacos na esteraidales inhiben de manera no selectiva las isoformas
de Cox-, y Cox— 0 poseen una pequefia selectividad por la isoforma Cox-y, una
excepcion es la nabumetona, que inhibe sobre todo a Cox-z.(figura 11)

Cuando se emplean como analgésicos estas drogas solo son efectivas
contra el dolor de intensidad baja a moderada, generaimente el asociado con la
inflamacion, ya que al inhibir la sintesis y la liberacion de prostaglandinas en el
sitio de inflamacion, evitan la sensibilizacion de los nociceptores a la estimulacion
mecéanica de otros mediadores, o cual explica porgué las drogas tipo aspirina son
poco eficaces como analgésicos en tejidos no inflamados

El efecto antipirético se presenta porgue la fiebre es consecuencia de la
produccion de PGS (PGE:) en el hipotdlamo en respuesta a pirégenos
bacterianos. (interieucina-1) y pirdgenos exégenos producto de los macréfagos
durante la inflamacion. |.os antiinflamatorios tipo aspirina bloquean la produccion
de PGS inducida por pirégenos como la respuesta del sistema nervioso central a
la interleucina-1, y de aqui que se pueda restituir el control de la temperatura en

el hipotalamo.( Katzung, 1995).
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ESTIMULO ~&— Inflamatorio causado por
agentes fisicos, quimicos,
bioldgicos e inmunoldgicos.

Perturbacion de las membranas celulares

/

Fosfolipidos

Inhibidores de ia
fosfolipasa
corticoeste;oide;’ —— Fosfolipasa

4

Acido araquiddnico
. . " Antiinflamatorios no
Lipooxigenasa Ciclooxigenasa esteroides
Leucotrienos

\

Prostagltandinas Tromboxanos Prostaciclina

LTB,  LTC/D,E, /

Alraccion/ Alteracién de la permeabilidad Modulacion leucocitaria

activacion vascular, constriccion bron-
de fagocitos quial, aumento de la secrecidn

Colquicina

Inflamacién Broncoespasmo Inflamacion
Congestion
Tapon muceso

Figura 11 Mediadores derivados del 4cido araquidénico
y sitios de accion de los farmacos (katzung, 1996}
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Efectos adversos.

Todos fos analgésicos no esteroides con excepcidn da los derivados del
para-aminofeno! causan efectos colaterales en vias gastrointestinales. que van
desde dispepsia leve y pirosis hasta Giceras de estdmago y duodeno, que a veces
puede acompafiarse de anemia secundaria por la pérdida de sangre por el tubo
digestivo. Otros efectos adversos son: alteran la funcién plaquetaria devido a que
estos farmacos evitan fa formacion de tromboxano A; por parte de las plaquetas
por lo cual resulta un aumento en el tiempo se sangrado; disminuyen la corrients
sanguinea por rificnes y la filtracién glomerular en pacientes con insuficiencia
congestiva cardiaca, cirrosis hepatica y ascitis, con nefropatias cronicas y en
pacientes hipovolémicos, también estimulan la retencién de sodio y agua lo cual
puede originar edema en el paciente; por otro lado estimulfian la resorcion de
potasio como consecuencia de la menor disponibilidad de sodio en las zonas
distaies de los tubulos.

Del 20 al 25% de los pacientes de edad media que reciben tratamiento con
analgésicos no esteroides, manifiestan sintomas que van desde renitis
vasomotora con abundante rincrrea, edema angioneurdtico, urticaria generalizada
y asma bronquial, hasta edema larfngeo y broncoconstriccion, hipotension y
choque, esté sindrome no es frecuente en nifios y puede surgir en los pacientes

auin cuando reciben dosis pequefias (menos de 80 mg} de aspiring.

48



2.2. Antinflamatorios esteroidales
Los farmacos esteroidales mas utilizados son: Dexametasona, Cortisona,
Hidrocortisona, Prednisona y Prednisolona (Figura 12 y 13) Goodman y Gilman,

1996).

Mecanismo de accion;

Los corticoesteroides, como ofras hormonas esteroides, actian controlando
la sintesis de proteinas, reaccionan con proteinas receptoras en el citoplasma de
las células sensibles formando un complejo esterpide-receptor, que sufre un
cambio de conformacion, después el complejo se traslada al nicleo, donde se une
a la cromatina. L.a informacion transportada por a proteina receptora, dirige al
aparato genético hacia la transcripcién det acido ribonucleico, en esta forma las
hormonas esteroides estimulan la transcripcidon y en Gltimo término la sintesis de

proteinas especificas.
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Figura 12 Estructura quimica de algunos
farmacos esteroidales (Hardman, 1996)
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La corticotropina, el cortisol y los dnalogos sintéticos del cortisol impiden o
reprimen fa produccion de calor local, enrojecimiento, tumefaceion e
hipersensibilidad, signos con los que se manifiesta la inflamacion a la observacion
microscopica (edema, depdsito de fibrina, dilatacién capilar, inmigracidn de
fagocitos en el area inflamada y actividad fagocitica) y también las
manifestaciones finales ( proliferacion capilar, proliferacion de fibrolastros,
depositos de colagena y aun cicatrizacion). Ademas es inhibida la sintesis de
algunos mediadores guimicos como la histamina, por otro lado el namero de
tinfocitos T v B se ve disminuido. En concentraciones farmacoldgicas estabilizan
por accién directa las membranas de los lisosomas impidiendo la destruccion y
con ello la liberacion de fermentos liticos que serian los factores responsables
para la reaccion inflamatoria o lisis celuiar, también inhiben la generacién de

cininas, inhiben la respuesta leucocitaria y la respuesta inmunitaria.

La actividad antiinflamatoria de los farmacos esteroidales se debe a que:
1. Inhibe los fendmenos vasculares: vasodilatacion y aumento de ia
permeabilidad vascular.

2. Inhibe la diapédesis y la quimiotaxis.

3. Disminuye o aumenta e! dalfio tisular, esto depende de la naturaleza del

agente causal, asi como la intensidad de la inflamacion.
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4 Estimulan la sintesis de lipocorting, proteina que inhibe a 1a fosfolipasa
A2, esto disminuye a liberacién de acido araquidénico y la sintesis de sus
metabolitos: prostaglandinas, leucolrienos y tromboxanos.

5. Inhiben a la sintasa de éxido nitrico.

8. Inhiben la transcripeion de las citocinas: 1L-1, 1L-3, IL-4, 1L-5, IL-8 yTNF;
esto a su vez inhibe la expresion de moléculas de adhaesién como: ICAM-1

y E-selectinas (Barnes, 1993).

Toxicidad de los antiinflamatorios esteroidales.

Los efectos toxicos se deben a su: supresion y al uso continuo de grandes
dosis, las reglas para suspender la terapia corticoestercidea en pacientes sujetos
a terapéutica supresiva han sido descritos por Harter y col. 1963 y Byny 1976,
existe un sindrome caracteristico port retiro de corticoesteroides gue consisie en
fiebre, miaigia, artraigia y malestar general, también se puede presentar, aunque
rara vez el saudo tumor cerebral con papiledema (Lavine y Leopoid, 1873}, el uso
continuo durante dias o semanas no produce insuficiencia adrenal al cesar el
tratamiento, pero el tratamiento prolongado con corticnesteroides puede provaocar
supresion de la funcion hipofis - suprarrenal con lento retorno a la normalidad,
trastornos de balance hidrico y de electrolitos, hiperglucemia y glucosuria, mayor
suceptibilidad a las infecciones, incluso la tuberculosis, Ulceras pépticas que

pueden sangrar o perforarse, osteoporosis, una miopatia caracteristica, disturbios
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de la conducta, cataratas subcapsulares posteriores, detencion del crecimiento y
sindrome de Gushing, que consiste en “sara de luna liena", “cuello de bifalo”
agrandamiento de almohadillas adiposassupraclaiculares, * obesidad central’,
ostrias, equimosis, acné e hirsutismo, este sindrome también se presenta cuando
hay una hiperfuncién de las gléndulas suprarrenales, La alcalosis hipopotasémica
y el edema se presentan con poca frecuencia en pacientes tratados con
corticoesteroides sintéticos, la glucosuria puede tratarse, generalmente con dieta
ylo insulina, y su aparicion no debe ser un factor importante en la desicion de
cantinuar con el tratamiento de corticoesteroides o de iniciarlos en los pacientes
diabéticos: la Ulcera péptica es una complicacién ocasional del tratamiento con
corticoesteroides, la frecuencia de la hemorragia y de perforacion en estas
Ulceras las convierten en graves problemas terapéuticos, Fenster 1973, la
miopatia, caracterizada por la debilidad de la musculatura proximal de brazos y
piernas y de musculos asociados a & pelvis, se vé ocasionalments en pacientes
que toman grandes dosis de corticoesteroides, puede producirse poco después
de comenzar el tratamiento y ser suficientemente severa para impedir ia
deambulacién, no es especifica de los analogos sintéticos porque se presenta en
ol sindrome endogeno de Cushing, sin embargo, es una complicacion seria y una
indicacién para el retir'o del tratamiento, la recuperacion puede ser lenta o

incompleta. Los trastornos de conducta pueden tomar diferentes formas, por
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ejemplo nerviosismo, insomnic, cambios del estado de 4nimo o del psiquismo y

psicopatologias del tipo maniaco-depresivas o esquisofrenia,

Se han observado cataratas subcapsulares posteriores en niflos que
reciben tratamiento con corticoesteroides, de igual forma se presenia en
pacientes con artritis reumatoidea que reciben 20 mg. de prednisona por dia
durante 4 afios segun lo investigade por Levine y feopold 1973, ios
glucccorticoides parecen inhibir las actividades de los osteoblastos en forma
directa y por su inhibicidn de la absorcién de calcio por el intestine, aumenta la
secrecion de hormona paratoidea, que estimula la actividad de los osteoclastos,
resuitando asi ia osteoporosis, la cual es una indicacion para & retiro del
tratamiento, una consideracién importante al iniciar y continuar el tratamiento con
corticoesteroides es la posibilidad de osteoporosis especialmente en mujeres

postmenopausicas.

Usos terapéuticos.

Los glucocorticoides se emplean: en el tratamiento de insuficiencia
suprarrenal aguda y crénica hiperplasia suprarrenal congenita (la actividad de una
entre varias enzimas requeridas para la sintesis de corticoesieroides es
deficierte) y en estados inflamatorios y alérgicos como son en :@ artritis

reumatoide, carditis reumatica, poliartritis nodosa y granulomatosa, fiebre del
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heno, enfermedad del sueno. urticaria, dermatitis por contacto, reacciones a
drogas, picaduras de avispa, edema anginourdtico, anafilaxia, asma bronquial,

enfermedades oculares (inflamacién del ojo), ederna cerebral.

No es posible definir la dosis exacta de glucocorticoides que puede
producir supresién hipoficiaria y adrenocortical en un paciente dado, pues las
variaciones son conciderables; en general cuanto mayor es la dosis y mas

prolongado &l tratamiento, mayor es la posibilidad de supresion,

En el caso de hipofuncion, padecimiento conocide como enfermedad de
Addison, se caracteriza por sintomas gastrointestinales, anemia, debilidad, piel
bronceada e hipotensidn los cuales se presentan también cuando se retiran

bruscamente altas dosis de corticoesteroides.

En base a lo anterior nos podemos dar cuenta que, los farmacos
antinflamatorios utilizados en clinica |, tienen su utilidad terapéutica limitada, por
sus efeclos adversos, principaimente los observados sobre el aparato
gastrointestinal, ademas de ocacionar iesiones severas, como erosiones gastricas
y pérdida de sangre, asi mismo sabemos que la inhibicion de la COX-1 ccasiona

efectos colaterales no deseados; por tal motivo se justifica el estudio para



descubrir nuevos farmacos que sean mas selectivos en su accion antiinflamatoria

con menos efectos secundarios.

Actualmente tiene un gran auge la ‘“Fitoterapia’; tratar diversas
enfermedades a través de las partes activas de las plantas, como anteriormente
he descrito los efectos secunadarios que traen consigo la toma sistematica de
medicamentos son los que han hecho que la gente se incling mas por el usc de
plantas, que desde siempre se han utilizado. Por ejemplo para evitar el insomnio
se utiliza la valenana y espino albar, para la falia de apetilo la espirulina, para tas
hemorroides y varices el castafio de indias, como diuretico &l diente de ledn;en
padecimientos inflamatorios han sido utilizadas diversas plantas como son: el

tejocote, finaza, capulin, ciprés, vid coral y varas especies de aloe (sabiia).

Las investigaciones actualmente estan encaminadas ha encontrar nueves
antiinflamatorios con efectividad terapéutica y menores efectos colateraies. La
palnta que ocupd nuestro interes es el Aloe variegata conocida como sabila. En
México y en otros paises se extrae el gel del aloe para la preparacion de pomadas
y cremas que ayudan a cicalrizar heridas, quemaduras y en general ulceraciones

de la piel, ronchas, acné y otras afecciones cuténeas.(Reynoids, 1986).
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3 ALOE
3.1 Historia.

Se d4 el nombre de dloe o acibar, a la sustancia de la evaporacién del jugo
concentrado de varias plantas del género Alce, tal nombre deriva del arabe alloeh
o del hebreo halal que significa sustancia brillante y amarga; el aloe es conocido
desde hace siglos en !a época de los griegos hacia el siglo IV A.C.; los reportes
sefalan que fué Alejandra Magno quien ordend a los colonos griegos preservar y
cultivar la planta. Los griegos y los romanos usaban el dloe mezcldndolo con
cardenilio, azafran y otras susiancias, en forma de colirios, que entonces eran
masas solidas destinadas a ser introducidas en alguna cavidad, posteriormente
fue conocido en Inglaterra en el siglo X. Los acibares socotrino y de zanzibar
fuerdn durante muchos afios los Unicos comerciales, pero en la actualidad han
sido reemplazados por las variedades del Cabo y Curacao que son las principales

zonas de produccion, sumandose a ellos Venezuela y Curacao.

En zonas rurales de México se utiliza ef aloe en ¢l iratamiento de: heridas

de ia piel, inflamaciones, paperas, dolor de muelas erisipela y laxante, en algunos

casos se utiliza la hoja abierta de aloe asada y en otros se extrae la pulpa.
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Figura 14 Aloe variegata (Miller 1880).
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3.2 Clasificacion y origen de la planta

El Aloe sp. comunmente es liamado sébila, se clasifica dentro de la familia
de las lileaceas, su género es Aloe, del cual se conocen aproximadamente de 150
a 170 especies, es originaria de Africa Meridional y Oriental, actualmente su
cultivo se ha esparcido por el resto del continente Africano, Europa, Asia y
América, por lo que es una planta cosmopolita aclimatada a regiones calidas y

templadas

3.3. Descripcion boténica.

Ef Aloe es una planta que llega a medir hasta 80 cm. de alto, sus hojas son
carnosas, alternas, colocadas como rosetas, mucilaginosas, espinudas dentadas
en los bordes, de color verde que cambia a rojizo en los Ultimos pericdos de vida,
tienen manchas blancas colocadas parelamente en direccion del eje de la hoja,
las cuales desaparecen cuando la hoja ha ilegado a su completo desarrollo y las
espinas de la base se atrofian. mientras que las demas se endurecen y toman un

tamafio conciderable {figura 14)).(Grindlay y Reynolds, 1986).

Las flores se presentan en racimos o paniculos axilares, con seis pétalos

unidos a un tubo, de color verde amarillento, seis estambres, ovario trilocular con
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varios ovulos en cada celda y fruto capsulado. La raiz es cilindrica, fibrosa e
insipida, esta provista de numerosas raicillas que se introducen profundamente en
el suelo. La planta es recolectada en marzo y abril, son colocadas con el extremo
cortado hacla abajo en un cajon de madera en forma de "V", inclinada de manera
que el zumo se evapora y cuando tiene la consistencia adecuada, se vierte en
latas, en donde se deja endurecer y de esta forma es como se expende en el

comercio.

3.4. Composicién Quimica.

Los compuestos quimicos que se han aislado son:

1)Glucosidos antraquindnicos llamados aloinas, como: barbaloina,
isoharbaloina y nataloina. (figura 15).

2) Esencia

3) Resina

Las aloinas fuercn obtenidas principalmente por T. ¥y H. Smith de
Edimburgo a partir de acibar de los Barbados, en 1957. La barbaloina el principal
glucdsido cristalizado, se encuentra en todas las variedades comerciales. Leger
1907 demostré que por calentamiento a unos 160° C se convierte parciaimente en

beta barbaloina amorfa. De esta sustancia se ha afirmado que no existe en la
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variedad de Curacao, pero que se halla a la concentracién de alrededor del 8 %
en @l acibar del cabo. Un tercer glucdsido, fa isobarbaloina, se encuentra en el
acibar de Curacao, en menores cantidades en el de el Gabo y no lo contienen los
acibares del este de Africa. Los ensayos de la isobarbaloina son por ello

frecuentes para la distincidn de una variedad a otra.

Las variedades de aclbar dan una fuerte fluorescencia verdosa con bédrax y
con un pH acido, gque es una caracteristica de los antranoles, que se forman a
partir de las antranonas por cambio isomeérico. Este ha sido muy utilizado como

ensayo general para los acibares.

Al igual que en oftras plantas productoras de antraguinonas, en las
especies de Aloe el contenido de antraquinonas estan implicados en el
metabolismo activo de fa planta. Mc. Carthy y col. en Sudéfrica, han demostrado
que derivados antraquindnicos estan solo en los zumos de fas hojas y gue la
aloina alcanza una concentracion maxima en los zumos desecados a de las hojas
de Aloe ferox y Aloe vera en el verano (24.1 % en julio) y minima en invierna (14.8

% en julio).
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Figura 15 Algunos componentes quimicos del dlos

{Huiter A. John, 1995)
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3.5. Propiedades y usos.

Son varios los usos que se le han dado al dloe, la mayoria son de uso
popular y algunos tienen fundamento médico. Se ha utilizado el jugo y ta pulpa de
las hojas aplicando sobre la piel, para: disminuir 1a transpiracion, como repelente
contra los insectos, para destetar a los infantes, para tratar conjuntivitis cronica y
otras enfermedades de los ojos; también ha sido utrilizado contra algunas
infecciones e inflamaciones de heridas superficiales y mezclado con huevo como
purgante. Aloe vera es usado junto con otras especies de aloe para uso médico y
popular en la cosmetologia (Morton 1951 y Diez Martinez 1981),en la
cosmetoiogia para la preparacion de cremas, cosméticos, lociones, shampoos y

acondicionador para el cabello,

Los usos del aloe que actualmente prevalecen son como laxante y
antiinflamatorio.

E} efecto laxante de ios preparados de aloe; se ha demostrado que este
efecto radica en sus componentes gquimicos derivados de la 1, 8
dihidroxiantraquincna, Este efecto al parecer es ejercido por accion directa en el
colon, por inhibiciéon de la reabsorcion activa de electrolitos y agua, por la
inhibicién de la bomba de sodio y potasio. En otros reportes se ha mencionado
que el efecto laxante de estos compuestos se debe a su estimulacion del plexo de

Averbach, lo cual produce aumento del peritaltismo intestinal.
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Sobre su efecto antiinflamatario, no se tienen estudios farmacoldgicos, sélo
existen reportes clinicos como los de: Foster (1966), qién reportd que las hojas
frescas de Aloe vera aplicadas directamente sobre la piel aliviavan las

quemaduras de primer grado, como las ocacionadas por el trabajo doméstico.

Loverman {1937) reportd dos casos de quemaduras por rayos ultravioleta,
en los cudles menciona que durante el tratamiento de los pacientes, con hojas
frescas de aloe, aplicadas directamente scbre el drea dafada, produjo una
completa restauracion celular en pocos meses.

Collins y Collins {1937) mencionan que la apticacion directa de las hojas de
4loe sobre |a piel alivia la dermatilis severa por exposicién a rayos X en humanos.
También existen observaciones populares que mencionan que estas plantas

alivian gran variedad de padecimientos por quemaduras.
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4. JUSTIFICACION

Estos antecedentes muestran que el Alce empiricamente se ha usado como
antinflamatoric y como analgésico, sin embargo no existen evidencias
farmacolégicas que justifiguen su uso como tal; los antiinflamatorios conocidos
como ya s& menciono tienen importantes efectos secundarios por 1o que se

decidid investigar otros antiinflamatorios con menos efectos adversos.

5. Objetivo

1. Estudiar si los efectos de los extractos acuoso, cloroférmico y etanélico
de aloe administrade a ratas son capaces de inhibir los signos del proceso

inflamatorio.

6. Hipotesis

Los extractos de dloe son capaces de producir un efectc antiinflamatorio,

produciendo un decremento de algunos de los eventos del proceso inflamatario

como: migracion de leucocitos, permeabilidad, dolor y edema.
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Il Material y Métodos

1. Extraccion del material,

1.1. Preparacion dei gel:

La planta se colectd en el municipio de Apaxco en el estado de México en
fos meses de octubre y noviembre, Cada hoja se abrié longitudinalmente para
obtener el gel, el cual se seco totaimente en placas de vidrio a temperatura
ambiente, posteriormente se pulverizd y se guardo en un frasco ambar hasta ser

utilizado.

1.2 Preparacion del extracto acuoso:

Se pesd 1g de poivo seco de dloe, se disolvié en 20 ml de solucién salina

al 0.45%, mezclando con un agitador magnético a 37°C por 30 minutos.

Se centrifugé (Centrifuga Solbat modelo J12) a 2500 rpm durante 10 min;

se tomo el sobrenadante y se ajusto el pH a 7.4 con hidrdxido de sodio 0.1N.
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1.3 Preparacion del extracto cloroférmico y etanélico:

Del puiverizado se peso 1Kg y se fracciond con etanot al 96% y cloroforma
en un extractor Soxhtlet (Pyrex) durante 2 dlas por 8 hrs continuas y obteniendo
12 g de extracto cloroférmico y 282 g de extracto atandlico, el solvente se evapord
a bajas temperaturas y se obtuvo un extracto seco el cual fué disuelto en solucion

salina para administrarlo.

2 Animales:
Se utilizaron ratas Wistar del mismo sexo, de 200-250 g. de peso, se
mantuvieron en cautiverio, bajo dieta estandar y toma libre de agua, se formaron

grupos de 5 ratas cada uno manteniéndolas a una temperatura entre 20-25°C

3 Preparacién de las esponjas:
Se usardn espanjas de poliuretanc de 1.5 cm de ancho por 3.5 cm de largo
y 0.5 cm de grosor con un peso aproximado de 0.55 gr + 0.012.
Las esponjas se lavaron con alcohal al 70% por 30 minutos, se enjuagaron
con agua destilada, se secaron a BO°C en estufa (Rios Rocha $.A.) por 2 horas y

se esterilizaron en el autoclave.
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4 Actividad Antiinflamatoria.
4.1 Implantacién de esponjas.
Se formaron 3 grupos de 5 ratas cada uno y se les administrd por via

intraperitonial 1as siguientes sustancias:

Gpo. 1- Indometacina {(Merk-Sharp) 8mg/Kg de peso.

Gpo. 2 - Extracto acuoso de aloe 1ml.

Gpo. 3 - Solucion salina 1 mi,

Gpo. 4 -Maleato de clorofeniramina (presentacion comercial clorotrimetron)
12 mg/Kg.

Después de 30 minutos se anestesiardn a las ratas con una mezcla de
aire-éter y se procedid a la implantacién de las esponjas.

Para lo cuat se les hize una incisién subcutdnea transversal en el vientre
de aproximadamente 2 cm, con las pinzas rombas se separ¢ la piel del mysculo
procurando no romper los capilares circunvecinos, y se implantaron las esponjas,
que previamente se habian impregnado con carragenina al 1% en solucion salina
estéril (tipo 11, Sigma, St Louis, MO), se suturé a las ratas dejandolas asi durante 4
hrs, 6hrs. y 8hrs.

A los animales tratados con el antihistaminico, se les implantarén esponjas

impregnadas con dextran (Merck - Sharp and Dohme).
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Daspués del tiempo sefialado las ratas se sacrificaron, para io cual se
durmieron con éter hasta provocarles paro cardiorespiraterio, se realizo una
incision y se retiraron las esponjas, se exprimieron con una jeringa, se midié el
volumen del exudado y posteriormente se realizaron diferentes diluciones con
solucidn salina (.9% hasta obtener las mas adecuadas , para realizar la cuenta
total de leucocites y la determinacion de proteinas.

Una vez encontrada la dilucion correcta se tomd una muestra de la dilucidén
con un capilar y se puso en la camara de Neubauer y se procedié a contar las
células de la siguiente forma:

Con un twho capilar se tomd una muestra de la dilucion del exudado y se
colocd la gota en el borde detf cubre objetos de fa camara de Neubauer, para que
por capilaridad se distribuyera en toda la camara, se esperé un minuto para que
sedimentaran los leucocitos y se procedio a realizar la lectura en un microscopio
de luz, se contaron los cuadros de las cuatro esquinas de la cdmara,

Para obtener el nimero total de leucocitos/mm® se emplea la formula

siguiente:

Leucocitos / mm® = No. de células contadas x dilucién x 10

No. de cuadros contados
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la determinacién de proteinas se realizé con el método de Biuret. Li
exudado se diluyé con solucion salina al 0.9%, con el cual se hicieron diferentes
ensayos hasta encontrar el mas adecuado para la determinacion. Las lecturas de
absorvancia de las muestras se inlercalardn en una curva estandar, la cual se
hizo con una solucion de proteina (albumina Sigma St. Louis M.O.) de 8mg/ml, se
tomarén alicuctas de 0.25, 0.50, 0.75 y 1.0 ml, para obtener por tubo de reaccion

2, 4, 6 y 8 mg de proteina respectivamente.

Reactivo de Biuret..

Pesar 1.5g de sulfato clprico y 6g de tartrato de sodio y potasio, transferir
a un matraz volumétrico de 1it. y disolver en aproximadamente 500ml. de agua,
agregar 300mi. de hidrdxido de sodio al 10% agitando constantemente, completar
a 11t con agua destilada, mezclar y almacenar en frasco ambar. Los resultados se
expresan en g de proteina por 100 ml.

Los tubos se calentaron a 50°C en bafio maria durante 10min. después se
enfriaron en agua corriente y se determind su absorbancia a 540 nm 4 con filtro

verde, usando el tubo 1 como blanco ( grafica A).
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4.2 Edema Inducido por carragening en la extremidad inferior de la rata:

Se formardn grupos de 5 animales cada uno y se les administrd las
slgulentes sustancias por via subcutinea:

Gpo. 1 indometacina (Sigma, St Louis, MO) 10ma/Kg de paso

Gpo, 2 dexametasona (Merck-Sharp y Dohme) 0.5mgiKg de peso

Gpo 3 solucion salina 0.1ml/Kg de psso

Por via Intraperitonial:

Gpo. 3 extracto acuoso 100 mgiKg

Gpo. 4 extracto cloroférmico 100 mg/Kg

Transcurridos 60 min. se les administré carragenina C.1 ml al 1% en
solucién salina esteril (tipo ), Sigma, St Louis, MOQ) en la aponeurosis plantar, y
un volumen igual de solucién salina en la otra extremidad.

Cada grupo estuve formado poer 6 a 8 ratas, el aumento de volumen se
midié por el método de desplazamiento de mercurio (Método de Van Arman,
1965), que consiste en medir la presion que ejerce el mercuric contenido en un
recipiente al introducir la pata de la rata, hasta una marca en el extremo posterior
del tarso, en el recipiente que estd conectado & un transductor de presién P-1000
B (Narco Bio Systems), éste a un amplificador y al sistema de registro; el volumen
se midi6 antes y después de la administracion de la carragenina y de la solucion

salina durante 8 hrs,
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Los calculos se hicieron de la siguiente forma: e! incremento de volumen de
la pata de la rata tratada con solucion salina, se resto el incremento de volumen
de la pata a la que se le administré carragenina, obteniendo asi el incremento
(A+), a este incremento se resto el obtenido por cada grupo al que se le administro

las sustancias ensayadas (A; ) y de esta forma nos dio el incremento real (A;)

4.3. Inhibicion de la migracion de neutrdfilos en la cavidad peritoneal.

A otros grupos de ratas se les administrarén por via subcutanea las
siguientes sustancias;

Grupot extracto cloroférmico. 200 mg/Kg de pesa.

Grupo2! extracto acuoso 400 mg/Kg de peso.

Grupo 3 extracto etanolico 50, 200 y 600 mg/Kg de peso.

Grupo 4 indometacina 10 mg/Kg de peso

Grupo 5 dexametasona 0.5 my/Kg de peso.

Grupo 6 Solucion salina 1ml.

Una hora mas tarde las ratas fuerdn inyectadas con 3 ml de carragenina
(100 pg/mi preparados en solucién salina estéril 0.9 %) en la cavidad peritoneal,
después de 4 horag, las ratas se sacrificaron por dislocacion cervical y se favo la
cavidad peritoneal con 10 mi de solucion buffer de fosfatos conteniendo 5 u/ml de
heparina (Sigma St Louis, MO} y 5 % de albumina sérica bovina (Sigma Chemical

Company) y se dié masaje a la cavidad peritoneal por 2 minutos, y se recuperaron
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5 mi del lavado peritoneal y se tomarén muestras para conteo de leucocitos
totales en la camara de Neubauer. El volumen restante de células se centrifugb
por 5 min. a 1000 rpm. Se desecho el sobrenadante y el paquete celular se
resuspendié en 0.4 ml de solucion de albumina al 3% en sol. salina 0.9%. De estd
suspension se aplicarén de 1 a 2 gotas sobre portacbjetos cubiertos con papel
filtro con 2 perforaciones para su fijacién y preparacion para realizar la cuenta

diferencial de células blancas. ( Técnica de Souza y Ferrgira 1985).
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IV RESULTADOS

4.1 Los resultados obtenidos en el edema producido por la implantacién de
esponjas impregnadas con carragenina fueron:

En el grupo control tratado con solucidn salina, se obtuvo a las 4hrs. un
total de leucocitos de 3.17 + 0.84 x 10° mg/mi y de proteinas plasméticas 3.36 +
1.26 mg/iml™, en el grupo tratado con la indometacina se obtuvo una cuenta total
de leucocitos de 0.53 +0.19 x 10° mg/mi y de proteina plasmatica de 1.11 + 0.79
mg/mi™ y con el extracto acuoso de &loe los resultados fuerdn de 0.402 + 0.89 x
10% mg/mi y de proteinas plasmaticas de 2.04 + 0.90 mg/ml* los cuales fuerén
significativos (gréfica 1y 2).

Con estos resultados podemos decir que el extracto acuoso de Aloe
variegata en el edema inducido por carragenina tiene la capacidad de inhibir
algunos mecanismos del proceso inflamatorio, como son la migracion de
leucocitos y la permeabilidad & ias proteinas plasméticas. Di Rosa (1971) reportd
que el edema inducido por carragenina presenta dos fases, la 1* producida por la
liberacién de histamina en los primeros minutos y la 2° mediada por cininas, es de
breve duracién (90 a 150 min.) y es donde las Pgs son liberadas; como ya he
mencionado los farmacos no esteroides actUan inhibiendo la sintesis de Pgs
(Figura 11) como la indometacina. Como podemos observar en las graficas 1y 2
ol extracto acuoso de aloe se comportd de una forma muy semejante a la

indometacina.
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En el edema producido por la implantacion de esponjas impregnadas con
dextran tenemos que:

En el grupo control tratado con solucién salina se obtuvo a las 4 hrs un
total de leucocitos de 2.800 + 0.15 x 10° mg/mi y de proteinas plasmaticas de 6.45
+ 1.04 mg/ ml". En el grupo tratado con el antihistaminico (m. de clorofeniramina)
el maximo efecto se obtuvo a las 2hrs, obteniéndose una cuenta total de
Jeucocitos de 0.790 + 0.17 x 10° mg/ml y de proteinas plasméticas de 2.03 + 0.86
mg/ml-, comparando estos resultados con los del extracto acuoso de aloe
tenemos que los resultados fuerén significativos, el méaximo efecto fue a las 4 hrs,
dando un total de leucocitos de 0.150 + 0.03 x 10° mg/ml y de proteinas
plasmaticas de 1.33 :+ 0.30 mg/mi™ (gréficas 3 y 4).

El edema producido por dextrdn es mediado principalmente por
desgranulacién de las células cebadas liberando la histamina, el efecto maximo
de! extracto acuoso de dloe fue a las 4 hrs. no siendo asi el efecto del m. de
clorofeniramina que fue a las 2 hrs., esto es porque su efecto lo realiza inhibiendo
|a liberacién de histamina y que como ya mencione es el primer mediador quimico
que se libra en el proceso inflamatorio. Sin embargo el extracto acuoso de aloe
tuvo su maximo efecto a las 4 hrs. lo cual apoya los resultados anteriores, que su

efecto posiblemente es por inhibicién de la sintesis de Pgs.
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4.2 Edema indutido por carragenina en la extremidad posterior de ia rata.

En los animales del grupo control el edema inducido por carragenina en la
extremidad posterior se mantuve por mas de B hrs, observandose el ofecio
maximo de los diferentes tratamientos a las 4hrs.

El incremento de volumen de la extremidad posterior de ia rata con
carragenina fue de 160 i, mientras que en las extremidades a las que se les
administrd los extractos acuose y cloroférmico por via subcutdnea y 60 minutos
después carragenina, el incremento de volumen fue de 75 y 862 u
respectivaments, del mismo modo podemos observar el efecto antiedema de dos
farmacos conocidos, uno de tipo no estercide como ia indometacina en donde et
ingremento a las 4 hrs, fue de 56 ul y otro de tipo esteroide como |a
dexametasona en la que su efecto méximo fue a las 2 hrs dando un incremento de

36 ul. (grafica 5).
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4.3 Inhibicién de la migracién de neutréfilos en la cavidad peritoneal de la

rata.

£! extracto acuoso, cloroférmico v etandlico disminuyerén el namero de
migracién de neutrdfilos en la cavidad peritoneal (gréfica 6), con el extracto
acuoso se observd un 28% y con el extracto cloroférmico un 42 9% de inhibicion.
El extracto etandlico disminuyo también la migracion de neutréfilos, en dosis
dependiente el efecto maximo se observo con una dosis de 600 mg/Kg dando un
48% de inhibicion (gréfica 7). Del mismo modo los antiinflamatorios usados
disminuyeron la migracion de neutréfilos, como la indometacina que inhibe en un
36% v Ja dexametasona en un 71.4%.

Los agentes antiinflamatorios no esteroides como la indometacina, como ya
he mencionado actlan inhibiendo la sintesis de Pgs a nivel de la Cox-1, este
efecto explica su accidn como antiinflamatorioc en e edema inducide por
carragenina (Higgs y col. 1978). Por otro lado la dexametasona (antiinflamatorio
tipo esteroide) inhibe fa fosfolipasa A2 la cual libera al acido araquidonico de los
fosfolipidos de membrana y por lo tanto de la produccion de Pgs {Blackuell y col,,
1980). De este modo ta accion antiinflamatoria de estos agentes esta relacionada
con la inhibicién de Pgs y !a sintesis de leucotrienos. lo cual se demuestra con la
dosis de dexametasona usada ya que produce una alta inhibicion de fa migracién

de neutréfilos tanto como e! efecto producido por la indometacina {gréfica 6), del
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mismo modo el efecto antiedema de los dos extractos esta relacionado con su
capacidad de disminuir e} nimero de migracion de neutréfilos dentro de la cavidad
peritoneal, lo que sugiere que su posible accion sea por el camino de
leucotrienos, ya que son estos los que tienen un efecto quimiotactico potente
sobre eosindfilos, neutréfilos y macréfagos. El extracto etandlico no mostro efecto
antiedema pero redujo la migracién de neutréfilos (gréfica 7), lo cual sugiere, que
en el extracto de etancl no hay componentes involucrados en el efecto

antiinflamatorio.
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4.4 Contorsidn:

La prueba de contorsion la utilizamos para saber si el extracto acuoso de
aloe tenia efectos para suprimir el dolor, que es otro de los signos del proceso
inflamatorio, los resultados obtenidos fuerdn:

El grupo control tratado con solucién salina y 60 minutos después con
Acido acético administrado por via intraperitoneal no inhibié las contorsiones, la
indometacina con una dosis de 10 mg/Kg inhibié un 44%, siendo mayor el efcto
con el extracto acuoso de dloe con las dosis de 100 y 200 mg/Kg las cuales
inhibierén en un 64.9% y 59.4% respectivamente y con el extracto etandlico el
efecto mayor se obtuvo con la dosis de 12.5 mg/Kg dando un 645 % de
inhibicién, (grafica 8).

Como sabemos la prueba de contorsion es utilizada para determinar el
poder analgésico de los farmacos tipo aspirina, en donde las contorsiones son
inducidas al ser administrado un agente nociseptivo, que en este caso fue el
4cido acético, el cual lesiona el peritoneo y produce un estado inflamatorio agudo
por la liberacién de mediadores quimicos como las Pgs e histamina, que a la vez
su sintesis es estimulada por la produccion de bradicinina, las que al
interaccionar desencadenan el dolor que en el ratén se manifiesta a través de las
contorsiones. (Collier, 1964). Como ya mencioné el dolor es otro de los signos ge!

proceso inflamatorio, es de gran importancia ya que al manifestarse en un
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paciente hace que este recurra al medico. Los resuitados obtenidos dernuestran
que los extractos acuoso, etandlico y cloroférmico tienen poder analgésico, estos
apoyan los reporles de 1a medicina popular en los que se menciona que las hojas
frescas 6 ol gel de aloe han sido utilizados para la reparacion de piel lesionada ya
sea por exposicion a rayos x (Collins y Collins, 1937), por Glceras en ia piel
{Crewse, 1937) etc, en fos que después de seguir un tratatamiento continuo 1a piel

se restablecio completamente y consecuentemente disminuyd el dolor.
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V CONCLUSIONES

1. Bl extracto acuoso de &loe variegata administrado por via intraperitonial
inhibé 1a migracién de leucocitos y ta permeabilidad a las proteinas en el edema
producido por el método de esponjas implantadas, impregnadas con carragenina
y/o con dextran, sin embargo se observd un efecto menor con el dextran, ya que
este es un antihistaminico que acta en la primera fase del proceso inflamatorio
inhibiendo la fiberacién de histamina,

2. Los extractos acuoso y cloroférmico del gel de aloe variegata
administrados por via subcutanea, fuerén capaces de disminuir el edema inducido
con carragenina en 1a extremidad posterior de la rata.

3 Los extractos acuoso, cloroformico y  etandlico  inhibieron
significativamente 1a migracién celular hacia la cavidad peritoneal, lo cual
corroboro los resultados obtenidos con el método de implantacion de esponjas.

4. Los extractos etandlico, acuoso y cloroférmico del gel de aloe fuerdn
capaces de producic analgesia, lo cual se observd por la disminucion de las
contorsiones inducidas con el acido acético de forma semejante a la accion de la
indometacina; sin embargo con las dosis administradas de estos extractos no se
observd una relacién dosis-respuesta ya que las dosis altas aumentardn tas
contorsiones esto probablemente debido a gue al aumentar ias dosis aumentardn

otras sustancias que irritaron ef peritoneo.
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En el proceso inflamatorio intervienen diferentes mediadores quimicos y 1a
secuencia de aparicion es méds o menos ordenada, pero no asi su desaparicién,
de tal manera que en determinado momento son varios los mediadares guimicos,
esta es una razén por la cual no existe un farmaco tipo aspirina que inhiba
completamente un proceso inflamatorio, por ejempio los antihistaminicos tienen
efecto importante en la fase donde la histamina es el principal causante del
edema, como es e} caso del maleato de clorofeniramina, a la vez los compuestos
como la indometacina tienen efecto para bloquear el edema produsido por las
Pgs. ya que estos compuestos inhiben su sintesis de y es en esta inhibicion en la
que radica su importancia como antiinflamatorio y analgésico y en relacion a los
antiinflamatorios tipo estercide sus efectos colaterales son muy severos, como ya

se menciono.

Lo anterior nos lleva a concluir que el extracto acuoso de Aloe variegata
contiene componentes que tienen efecto antiinflamatorio y analgésico, ya que
inhibe los eventos importantes del proceso inflamatorio, como scn la migracién
celular, la permeabilidad, y como consecuencia de ello suprime el dolor, vy al
parecer estos efectos son debidos a que probablemente inhiben la sintesis de
Pgs, ya que tienen un efecto parecido al de la indometacina y ala dexametasona,
las cuales como mencione inhiben la sintesis de Pgs (figura 11). Para saber si el

extracto acuoso de aloe tiene efectivamante accidn sobre la sintesis de Pgs se
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tendria que medir la cantidad de Pgs en el exudado inflamatorio lo cual es una
posibilidad para continuar el estudio sobre el efecto de los componentes del

extracto acuoso de aloe.
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