gﬁ{mp@'}ﬂ;‘lﬂ AUTONOMA B [y

s UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
ZARAGOZA

VALORACIC’)NIDE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA
Y ANTIMICOTICA DE UN EXTRACTO ACUOSO DE
Helietta parvifolia (BARRETA)

T E S | S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
P R E S E N T A

ERICK ARAFAT REYES LOPEZ

DIRECTOR: DR. RUBEN MARROQUIN SEGURA

ASESOR: M. en C. MAURILIO FLORES PIMENTEL

México D. F. 2008



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS
A mi Dios, porque en el camino continie mirando hacia delante y tratando

de ser mejor cada dia, por mis suefios.

A la UNAM, por las posibilidades que me permitié explorar y por las
personas que en ella conviven para el logro de un objetivo para la comunidad

y para la Nacion.

A la FES Zaragoza, por proporcionarme el espacio de mis grandes

satisfacciones.

A mi Director de Tesis, Dr. Rubén Marroquin Segura, por las ensefianzas,
el tiempo otorgado, la paciencia y la capacidad de ver lo bueno que hay en

las personas. Sin él, todo esto no hubiera sido posible.

A mi Asesor de Tesis, MC. Maurilio Flores Pimentel, por todo el apoyo, el
tiempo, el conocimiento y la paciencia otorgadas hacia mi persona. Y por el

manejo de los ratones.

A mis sinodales, Maestra Yolanda Flores Cabrera, con su paciencia y
correcciones hizo posible que este trabajo mejorara en gran manera; a la M.
en C. Ma. Teresa Griselda Fuentes Lara, por su visién y rigor académicos,
y por su paciencia; a la M. en C. Evangelina Lopez Nieto, por su colaboracion

para que este trabajo fuera presentable.

A la M. en C. Abigail Aguilar Contreras, por la verificacion de la identidad

taxondmica de la planta con la cual se trabajo.



A la M. en C. Martha Mercedes Garcia Burciaga, por el apoyo incondicional
para la elaboracion del experimento y su desarrollo subsecuente, por su

paciencia, conocimientos y su valioso tiempo.

Al Candidato a Doctor en Ciencias, Rodolfo Carredn Sanchez, por el
trabajo realizado en la obtencién de los extractos utilizados en esta tesis,

por su tiempo y correcciones.

A mi profesora, QFB Patricia Vidal Millan, por el trabajo realizado para la

realizacion de esta tesis; por su Amistad, mi Gratitud intensa y extensa.

Al Dr. Luis Mora Guevara, por su apoyo en la correccion y andlisis de este

trabajo, por su tiempo y paciencia.

A los profesores y alumnos del laboratorio 1-1 de Inmunologia, por haber
compartido conmigo su espacio y su ser; especialmente a Julio, aspirante a

médico que proporciond su animo y tiempo para completar este trabajo.



A mis Hermanos, sin los cuales no tendria sentido el esfuerzo realizado y en

los cuales he encontrado apoyo incondicional y mis ejemplos a seguir.

A mi Padre, esperando que puedas ver el fruto del esfuerzo compartido.

A mis amigos de antes, que de una u otra manera influyeron de manera vital
en mi forma de vivir y de ver la vida: Rosa, Vitor, Troll, Tezca, Omar, Gabi,
Hétor, OUVL, IMM, Yuriti, Miner, Rober, Goyin, Taverin, Talio y demas

personas que nunca olvido.

A mis amigos de la Facultad: Serge, Heracleo, Rafa, George, Eve, Tracy,
Ameli y demés compafieros que siempre recuerdo, a los clinicos y

farmacéuticos.



DEDICATORIAS

A mi Consuelo, mi Mam4, mi primera Maestra en la vida, con la cual tendré
siempre una deuda infinita, por ensefiarme que la vida también sirve para

buscar la justicia y que la honestidad no se agota con el dia.

A mi Estrella, mi hermana, por ser y por estar para mi cuando mas la he

necesitado.

A Miriam, mi Nvdmnp, por tu Amor, Carifio, Paciencia, los momentos

compartidos, las Risas y las lagrimas, por Todo.



iNDICE
RESUMEN
INTRODUCCION

1. MARCO TEORICO

1.1 LA INFLAMACION

1.1.1 Los Cambios Vasculares
1.1.2 La Marginacion Leucocitaria
1.1.4 La Formacion del Edema

1.2 LAS CELULAS DE LA INFLAMACION
Neutréfilos Polimorfonucleares (PMN)
Eosindfilos

Basdfilos y Células Cebadas (CC)

Monocitos y Sistema Fagocitico Mononuclear
Linfocitos

Células Plasméticas

Fibroblastos

Células Endoteliales (CE)

1.3 ACONTECIMIENTOS CELULARES

1.3.1 La Marginacion, Rodamiento y Adhesion
1.3.2 La Activacion Leucocitaria

1.3.3 La Fagocitocis

1.4 LOS MEDIADORES QUIMICOS DE LA
INFLAMACION

1.4.1 Las Aminas Vasoactivas

1.4.2 Las Proteasas Plasmaticas

1.4.3 Los Metabolitos del Acido Araquiddnico (AA)
1.4.4 El Factor Activador de Plaquetas (FAP)
1.4.5 Las Citocinas y las Quimiocinas

1..4.6 El Oxido Nitrico

1.4.7 Los Constituyentes Lisosomales de Leucocitos
1.4.8 Los Radicales Libres Derivados del Oxigeno
1.4.9 Los Neuropéptidos

1.5 FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS
1.6 LA FARMACOGNOSIA
1.7 LA FITOQUIMICA

1.8 EL MATORRAL SUBMONTANO

1.8.1 Descripcion botanica de Helietta parvifolia
(Barreta)

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

. HIPOTESIS

. OBJETIVO GENERAL

. OBJETIVOS ESPECIFICOS

. DISENO DEL ESTUDIO

. MATERIAL Y METODOS

. RESULTADOS Y SU INTERPRETACION
. CONCLUSIONES

10.PERSPECTIVAS

11.REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

OO ~NOOUIh~W

N -

N~NOoOoo1oo1ora APrOWWWW

0 00NN

10

10
10
12
14
14
15
16
16
16

17

19

21

23
24

25

26
26
26
27
28
32
53
55
56



RESUMEN

La inflamacién es una respuesta de caracter protector cuyo objetivo final es
librar al organismo de la causa de la lesion celular. El tratamiento farmacolégico de
la inflamacién aguda o cronica presenta efectos secundarios que pueden ser
graves, por lo que se ha buscado una alternativa, utilizando el conocimiento
tradicional herbolario. Desde hace décadas se han desarrollado modelos
experimentales para determinar la actividad antiinflamatoria o antimicoética, de
varias plantas clasificadas cientificamente. El empleo de las diversas partes del
arbol llamado Helietta parvifolia (conocido comunmente como Barreta) ha sido de
forma empirica mas que con bases cientificas. En este estudio se utiliz6 un
modelo in vivo en ratones hembra CD1 para el ensayo antiinflamatorio y un
modelo in vitro antimicético en placas de agar sembradas con una cepa de
Aspergillus flavus, utilizando en ambos un extracto acuoso de corteza de H.
parvifolia. Se determind que el extracto de H. parvifolia tuvo una dosis efectiva
media antiinflamatoria de 51.4 mg/kg y que no presentd actividad antimicética.
Este trabajo es trascendente ya que aporta elementos validos que corroboran la
actividad antiinflamatoria y asi mismo se determiné que la corteza no posee

actividad antifangica.



INTRODUCCION

La inflamacién es una reaccion compleja del sistema inmunitario innato que
tiene lugar en los tejidos vascularizados, que consiste en la acumulacion y
activacion de leucocitos y proteinas plasmaticas en el foco de la lesion celular. La
inflamacion presenta dos fases bien diferenciadas aguda y cronica, la aguda

puede oscilar entre minutos, horas, hasta pocos dias.*?

En el tratamiento de pacientes con procesos inflamatorios se usan
diferentes tipos de medicamentos, entre los que se encuentran los farmacos no
esteroideos y las hormonas glucocorticoesteroideas. Los antiinflamatorios no
esteroideos (AINE) se pueden clasificar en inhibidores de la prostaglandina
sintetasa y en no inhibidores de la prostaglandina sintetasa. La actividad
antiinflamatoria estd mediada por la inhibicibn de la biosintesis de las
prostaglandinas.® Muchos de estos principios activos se han extraido de plantas,
las cuales se evallan como fuente de nuevos farmacos, sea para obtener

antiinflamatorios, antimicéticos o anticancerigenos.®

La induccion de inflamaciéon en animales de experimentacion es el punto
inicial para los ensayos antiinflamatorios“>*%. Estos experimentos son variados,
especialmente la induccién del edema en cojinete plantar de rata o ratén, en un
intento de imitar la artritis e inflamacion patolégica. Algunos ensayos son simples y

varios agentes irritantes se utilizan, como es el caso de la carragenina.’#®

Una de las preocupaciones de los paises en vias de desarrollo como México,
es la produccion, disponibilidad y conservacion de granos y semillas. Dentro de los
factores que ocasionan la pérdida de éstos recursos es la presencia de hongos,
donde algunos producen micotoxinas y ocasionan ennegrecimiento de granos y
semillas. La evaluacion de la actividad antifungica se llevdo a cabo en un estudio
in vitro, utilizando la técnica de pozo en placas de agar para probar la actividad del

extracto acuoso de corteza de Barreta sobre A. flavus.



1. MARCO TEORICO

1.1 LA INFLAMACION

La inflamacién es una respuesta de caracter protector cuyo objetivo final es
librar al organismo de la causa de la lesion celular y de las consecuencias de la
misma.? La inflamacién presenta dos fases bien diferenciadas, aguda y crénica.
La inflamacion aguda puede oscilar entre minutos, horas y pocos dias; se
caracteriza por la exudacion de liquido y de proteinas plasmaticas, y la migracion
de leucocitos, es de caracter inmediato (fig.1). La inflamacién aguda presenta tres
componentes principales:

a) modificaciones en el calibre de los vasos sanguineos, permitiendo el
aumento en el flujo de sangre,
b) alteraciones en la estructura de la microvasculatura, que permite la salida

de la circulacién de las proteinas plasmaticas y los leucocitos, y

c) la migracion de los leucocitos desde el punto en el que abandonan la

microcirculacion, hasta el foco de la lesion, en donde se acumulan.®

1.1.1 Los Cambios Vasculares. Se produce la vasodilatacion, posterior a una
vasoconstriccion arteriolar y posteriormente dando lugar a la apertura de nuevos
lechos capilares en la zona lesionada. Después de la vasodilataciéon se produce
una disminucion de la circulacion. El retraso de la circulacién se debe al aumento
de la permeabilidad de la microvasculatura. La disminucion del liquido en el
compartimiento intravascular da origen a la concentracién de los hematies en los
vasos de pequefio calibre y al aumento de la viscosidad sanguinea, lo que
ocasiona la presencia de pequefios vasos dilatados y repletos de hematies,

llamado comGnmente estasis.*?

1.1.2 La Marginacién Leucocitaria. Es la orientacion periférica de los leucocitos
(principalmente neutrdéfilos), a lo largo del endotelio vascular. Primero los

leucocitos se adhieren en forma transitoria al endotelio, y después con mayor



intensidad, al cabo de poco tiempo, atraviesan la pared vascular y se dirigen al

intersticio.*?

1.1.3 La Formacién del Edema. La -caracteristica principal y de mayor
especificidad en la inflamacién aguda es el aumento de la permeabilidad vascular,
ocasionando la salida de un fluido rico en proteinas hacia el intersticio. La
permeabilidad vascular aumenta debido a la accion de diversos mediadores

bioguimicos, lesién directa, toxinas bacterianas y por la angiogénesis.

Existe reduccién de la presion osmotica intravascular e incremento de la
presion osmoética del liquido intersticial. Aunado al aumento de la presion
hidrostatica secundaria a la vasodilatacion, este mecanismo produce una salida y
acumulacioén de liquido en el tejido intersticial, donde el incremento neto del liquido

extravascular constituye el edema.®?
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Figura 1. En esta imagen se representa el proceso inflamatorio que se produce por un dafio
mecanico.(53)



1.2 LAS CELULAS DE LA INFLAMACION

Neutrofilos Polimorfonucleares (PMN). Son las primeras células en llegar al
foco inflamatorio. Tienen una vida en circulacion de 3-4 dias, el citoplasma es rico
en granulos lisosomales, que contienen enzimas del tipo de la fosfatasa alcalina,
proteasas, ADNasa, etc; participan en la fagocitosis y en la eliminacion de tejidos
destruidos. El dafio a los tejidos se basa en la capacidad de éstas células de
liberar granulos téxicos de su citoplasma o de generar radicales libres derivados

del oxigeno.?%4?

Eosindfilos. Tienen un ndcleo bilobulado y un citoplasma acidéfilo en el que
se encuentran las mismas enzimas que en los PMN neutrofilos, excepto fagocitina
y lisozima. Son células con capacidad fagocitica cuando se activan por la

presencia de factores bacterianos, complemento e inmunocomplejos.

Basdfilos y Células Cebadas (CC). Los baséfilos son células sanguineas en
cuyo citoplasma se encuentran granulos ~metacromaticos, ricos en
mucopolisacaridos sulfatados. Las células cebadas son residentes en los tejidos,
derivadas de la médula ésea, de tamafio ligeramente mayor. Contienen histamina,
heparina, 5-hidroxitriptéfano y otras enzimas. Las células cebadas son mas
abundantes en las inflamaciones de la piel y el mesenterio. La presencia de éstas
células en la inflamacién estimula la proliferacion de fibroblastos, la sintesis de
colagena y la angiogénesis.®

Monocitos y Sistema Fagocitico Mononuclear. Los monocitos son células
sanguineas de gran tamafio de 17-20 micrometros (um), el citoplasma contiene
numerosas vesiculas de pinocitosis y gran nuamero de lisosomas. Tienen
receptores membranales para el fragmento cristalizable de las inmunoglobulinas
(fragmento Fc) y para la porcion del sistema del complemento C3b. Las funciones
principales de los monocitos son la liberacion de productos esenciales en la

inflamacién, la pinocitosis y la fagocitosis.”) Los monocitos son el principal



componente del sistema reticuloendotelial o sistema fagocitico mononuclear

(SFM). Su funcién mas importante es la fagocitosis.

Linfocitos. En el foco inflamatorio aparecen en fases tardias. Los linfocitos B
son relativamente pequefios, tienen un nucleo redondo con cromatina en forma de
grumos y un citoplasma un poco mayor y poco basofilo, pueden madurar hasta
formar células plasmaticas. Los linfocitos T son ligeramente mayores, tienen
citoplasma basdfilo y su ndcleo es relativamente grande. Linfocitos y monocitos se

estimulan reciprocamente para su persistencia en el foco inflamatorio.®

Células Plasmaticas. Son de mayor tamafio que los linfocitos, tienen un
citoplasma basdfilo, y el nacleo en forma de grumos densos cercanos a la
membrana nuclear; liberan inmunoglobulinas (Igs). En el foco inflamatorio, éstas
células presentan multinucleacion, acumulacién intracitoplasméatica de Igs
cristalizadas. Aparecen en la fase tardia de la inflamacién.®

Las células mencionadas hasta ahora se originan en médula Osea,

compartiendo un antecesor comin como se muestra en la Fig. 2

Figura 2. En esta imagen se representa las lineas celulares hematopoyéticas,

participantes en el proceso de la inflamacion.(56)



Fibroblastos. Son células mesenquimales de los tejidos. En el foco inflamatorio
se transforman en fibroblastos, proliferando en la fase tardia o crénica y formando
el tejido de granulacion. Los fibroblastos sintetizan colagena, que es esencial para
la cicatrizaciéon y curacién de las heridas. Algunos fibroblastos tienen capacidad de
fagocitar.?

Células Endoteliales. En el estadio inicial de la inflamacion, las células
endoteliales tienen un papel activo en la adherencia y paso de células por los
espacios interendoteliales y de diversas moléculas por los poros intracelulares. El
papel primordial del endotelio en la inflamacion se relaciona con la adherencia de
los leucocitos y el paso de células y solutos fuera del vaso. El endotelio sintetiza la
interleucina-1 (IL-1), expresando antigenos en la superficie de clase | (HLA) y Il
(MHC); posee en su superficie propiedades procoagulantes y anticoagulantes que

cuando se alteran pueden causar una coagulacién intravascular.374249

1.3 ACONTECIMIENTOS CELULARES

Una de las caracteristicas mas importantes de la inflamacion es el aporte de
leucocitos a la zona de la lesion. La secuencia de acontecimientos que ocurren
después de la aparicion del estimulo inflamatorio se puede numerar de la siguiente
manera: 2
1.3.1 Marginacion, rodamiento y adhesion (en la luz vascular). La marginacion es
el proceso de acumulacion de leucocitos en la periferia, a lo largo de la superficie
endotelial. Posteriormente, los leucocitos se colocan en fila e individualmente
sobre el endotelio, adhiriéndose en forma temporal (rodamiento), para finalmente
adherirse firmemente en algin punto al endotelio. La adhesion al endotelio se
posibilita por los receptores de adhesion pertenecientes a cuatro familias de
moléculas: las selectinas (E, P y L), las inmunoglobulinas (intercelular tipo 1 y
vascular tipo 1), las integrinas (glucoproteinas heterodiméricas constituidas por
cadenas a y B) y las diriginas vasculares (son ligandos endoteliales de las
selectinas leucocitarias). Al revestimiento de leucocitos que ocurre al pasar el

tiempo se le denomina pavimentacion. %10



Transmigracion a través del endotelio. La transmigracion se produce a
través de las uniones intercelulares, en donde la diapédesis se produce
principalmente en las vénulas. En la inflamacién aguda predominan los neutrofilos,

y posteriormente son sustituidos por monocitos.®#?

Migracion en los tejidos intersticiales hacia un estimulo quimiotactico. La
quimiotaxis es la emigracion de leucocitos a la zona de lesion. Sustancias
exoégenas (p. ej. productos bacterianos) y enddgenas (p. ej. componentes del
sistema de complemento) actian como factores quimiotacticos. El quimiotactismo
se produce a través de receptores especificos en la membrana leucocitaria,
poniendo en marcha el aumento de Ca*® intracelular, aunado al efecto del

fosfoinositol, logrando contraer los filamentos del citoesqueleto. %9

1.3.2 La Activacion Leucocitaria. Se le denomina activacion leucocitaria a un grupo
de respuestas originadas en los leucocitos frente a factores quimiotécticos,
fagocitosis y los complejos antigeno-anticuerpo, tales respuestas son: produccién
de metabolitos del acido araquidonico, desgranulacién y secrecion de enzimas
lisosomales, activacion del estallido oxidativo, la modulacion de las moléculas de

adhesion leucocitaria y el cebado.®?

1.3.3 La Fagocitosis. Denominada asi a la capacidad de neutréfilos y monocitos
de absorber e introducir cuerpos extrafios y material necrético. Se plantean tres
pasos para lograr tal accion, reconocimiento y fijaciébn, englobamiento, y
destruccion o degradacion.

El reconocimiento a través de opsoninas que recubren a microorganismos (m. o).
Las opsoninas clave son:

a) el fragmento Fc de la inmunoglobulina G,

b) el C3b, generado por la activacion del complemento, y

c) las proteinas plasmaticas denominadas colectinas, que se unen a las paredes

celulares de los m. o. +#19



El Englobamiento. EI citoplasma leucocitario emite pseuddpodos
(extensiones) que rodean a la particula a fagocitar, la cual queda incluida en un
fagosoma; posteriormente un granulo lisosomal se fusiona para formar el

fagolisosoma, liberando su contenido.>%?

La Destruccién. Se consigue mediante mecanismos dependientes e
independientes de oxigeno. Entre los dependientes del oxigeno se encuentran los
gue generan radicales libres de Oye, OHe, y H,O.e. Los neutrofilos contienen
mieloperoxidasa, que en presencia de CI, convierte el H,O, en OCle, que es un
agente antimicrobiano.®>9
Los enzimas y proteinas que actlan independientemente del oxigeno son:

a) Las proteinas catiénicas, como la BPI (Bactericidal Permeability Increasing
Protein) presente en neutrdfilos, o la MBP (Major Basic Protein) presente en
eosinofilos,

b) Las hidrolasas lisosomales, presentes en neutrofilos y monocitos, como
catepsina-G, lipasas, sulfatasas e hidrolasas anti-ADN, y

c) Otras enzimas, como la lisozima, presente en diversas secreciones; la
lactoferrina presente en neutrofilos y las defensinas, presentes en
neutréfilos y monocitos, con amplio espectro antibacteriano.

Tras la fagocitosis, los neutréfilos sufren apoptosis, y son ingeridos por los

macréfagos o eliminados a través de los vasos linfaticos.®



1.4 LOS MEDIADORES QUIMICOS DE LA INFLAMACION

Estan presentes en el plasma en formas precursoras, que pueden activarse.
En las células se encuentran dentro de granulos intracelulares, que en respuesta

al estimulo, son secretados o sintetizados de novo.®

1.4.1 Las Aminas Vasoactivas. La histamina se encuentra almacenada en
basofilos, células cebadas y plaquetas, aunque esta presente en los tejidos en
menor concentracion. A través de receptores H;, ocasiona la contraccion del
musculo intestinal y trdqueo-bronquial y el aumento de la permeabilidad vascular,
dilatacion de las arteriolas y constriccion de las arterias de mayor calibre. Es
liberada desde granulos intracitoplasmaticos en respuesta a una variedad de
estimulos. La serotonina se encuentra en las plaquetas y en el tejido
enterocromafin del tubo digestivo. Sus efectos son similares a los de la histamina,

pero de menor potencia.®®*

1.4.2 Las Proteasas Plasmaticas. Son proteinas plasmaticas, entre las cuales se
encuentran: el sistema del complemento, las cininas, y los factores de la

coagulacion. %t

El sistema del complemento esta formado por 20 proteinas (incluidos los
productos de fragmentacion), cuyo objetivo final es la lisis de microorganismos a
través del denominado complejo de ataque de membrana. Los componentes
presentes en forma inactiva en el plasma se numeran desde el C1 hasta el C9.
Son tres las vias en las que se puede activar éste sistema. En respuesta a
complejos antigeno-anticuerpo, la via clasica se activa. La via alternativa se activa
por el reconocimiento de ciertas estructuras de la superficie de los m. o. La via de
la lectina se activa por una proteina plasmatica denominada lectina fijadora de
manosa, que reconoce los residuos de manosa terminales situados en las

glucoproteinas y glucolipidos microbianos. %%

10



C5a. Es una fraccion del complemento con actividad de anafilotoxina
(estimula la liberacion de histamina) mas potente derivada del complemento,
aumentando la permeabilidad vascular y favoreciendo la contraccion del musculo
liso, tiene actividad quimiotactica para neutréfilos, monocitos, eosindfilos y
basdfilos, es capaz de activar el metabolismo del acido araquidénico por la via de
la lipooxigenasa en los neutrdfilos y los monocitos e incrementa la adhesion de los
leucocitos al endotelio. C3a produce los mismos efectos biolégicos que Cb5a, pero

con menor potencia y casi sin actividad quimiotactica.®%**3®

C3b y C3bi. Son opsoninas, favorecen la fagocitocis por parte de neutrofilos
y macrofagos. Con actividad quimiotactica sobre neutréfilos, eosindéfilos vy

monocitos.%1V

El Sistema de las Cininas. Son polipéptidos formados a partir del cininégeno
por la accion enzimatica de proteasas llamadas calicreinas. La bradicinina es la
cinina mejor conocida, es un potente agente que incrementa la permeabilidad
vascular, causa contraccion del masculo liso y dilatacién de los vasos sanguineos.
Su formacion se inicia por la activacion del Factor Xl (de Hageman) de la
coagulacién, por contacto con superficies que presentan carga negativa, como el
colageno y las membranas basales. Se produce un fragmento del factor Xll (factor
Xlla), que convierte a la precalicreina plasmatica en una forma proteolitica activa,
la enzima calicreina. Esta Ultima fragmenta una glucoproteina plasmatica
precursora, el cinindgeno de elevado peso molecular, para producir bradicinina. La

calicreina presenta actividad quimiotactica y también convierte C5 en C5a.(21%11:39

El Sistema de la Coagulacién. Se divide en dos vias que confluyen,
activando la trombina y formando fibrina. La via intrinseca de la coagulacion
comprende una serie de proteinas plasmaticas que pueden ser activadas por el
factor XIl (de Hageman), posteriormente se modifica su configuracion
(convirtiéndose en Xlla), pudiendo fragmentar sustratos proteicos y activar
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diversos sistemas mediadores. Dos componentes del sistema de coagulacion

actian como enlaces entre la coagulacion y la inflamacion:

a) La activacion del sistema de la coagulacion da lugar a la activacion de la
trombina (factor Ila) a partir de la protrombina precursora (factor Il), que a
su vez, fragmenta el fibrinbgeno soluble circulante para generar un coagulo
insoluble de fibrina. Durante esta conversion se forman fibrinopéptidos, que
inducen un incremento de la permeabilidad vascular y estimulan la actividad

quimiotactica de los leucocitos. ¢1°%

b) Factor Xa. Esta proteasa, al unirse al receptor efector de la proteasa
celular-1, causa un aumento de la permeabilidad vascular y de la

exudacioén leucocitaria.

El sistema fibrinolitico contribuye a los fendmenos vasculares de la inflamacion.

La plasmina, que es una proteasa multifuncional, es importante para la
degradaciéon de los coagulos de fibrina, pero también es capaz de fragmentar el
C3, puede también activar el factor de Hageman, que a su vez puede
desencadenar multiples cascadas, amplificando la respuesta.

1.4.3 Los Metabolitos del Acido Araquidénico (AA). El &cido araquidonico es un
acido graso poliinsaturado de 20 atomos de carbono, que procede de la dieta o de
la conversion a partir del &cido graso esencial acido linoleico, se encuentra
esterificado en los fosfolipidos de la membrana, se libera de ésta por la activacion
de las fosfolipasas celulares a través de estimulos mecanicos, quimicos vy fisicos,
0 por otros mediadores. Los metabolitos del AA son sintetizados mediante dos
clases de enzimas: ciclooxigenasas (prostaglandina y tromboxano) vy

lipooxigenasas (leucotrienos y lipoxinas).?1%1112)
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La via de la ciclooxigenasa, mediada principalmente por dos enzimas
diferentes, la ciclooxigenasa 1 y la ciclooxigenasa 2(COX1 y COX2,
respectivamente), aunadas a la ciclooxigenasa 3 (COX3) isoforma de la COX1,
gue se presenta a nivel vascular del sistema nervioso central y que mantiene la
produccion de fiebre y dolor, genera las prostaglandinas (PG). Las PG se
clasifican segun sus caracteristicas estructurales, asignandoles letra y subindice
numérico (PGD,, PGE,;, PGF,;, PGG y PGH) producen vasoconstriccion,

quimiotactismo y aumento de la permeabilidad vascular.®*%*

Los monocitos sintetizan PGD,, los neutréfilos producen PGE; (la cual
induce la maduracién de los timocitos, linfocitos B y precursores hematopoyéticos
e inhibe la proliferaciéon de linfocitos T y B maduros, la quimiotaxis de los
leucocitos y la liberacion de linfocinas, ademas de ser un vasodilatador importante)
y menos PGD,, las células cebadas sintetizan PGD, y menor cantidad de PGE; y
PGF.. La prostaciclina PGI, se degrada espontaneamente a PGF;a, formandose
en el endotelio vascular y posiblemente en monocitos y macréfagos, es un potente
vasodilatador e inhibidor de la agregacion plaguetaria, aumenta la permeabilidad

vascular e incrementa el edema.®*%*"

La enzima tromboxano sintetasa cataliza la sintesis de tromboxano A2
(TxA2) a partir de precursores de las PG, se originan en las plaquetas, monocitos
y macrofagos, y en menor cantidad en las células cebadas, neutrdfilos y linfocitos.
El TXA2 es un potente vasoconstrictor, con actividad sobre musculo liso bronquial
y traqueal, su efecto mas conocido es la agregacion plaquetaria. La PGl, y el TxA2
tienen efectos contrarios, por lo que el balance entre ambos resulta en un

mecanismo de control.(+?

El metabolismo del AA utilizando la via de la lipooxigenasa (LO) produce

acidos eicosatetranéicos (HETE) denominados leucotrienos.®#%*%
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El leucotrieno LTB4 es un potente agente quimiotactico, sintetizado en
células cebadas, neutréfilos y, posiblemente, en linfocitos; activa la agregacion y
adhesion de los leucocitos al endotelio venular, la generacion de radicales libres
del oxigeno vy la liberacion de enzimas lisosomales. El leucotrieno LTC4 se forma
en monocitos, neutréfilos y células cebadas, su accion es vasoconstrictora y

espasmogénica sobre el masculo liso. )

Las lipoxinas A4 y B4 (LXA4 y LXB4, respectivamente) se generan por la
accion de la 12-lipooxigenasa plaquetaria sobre la LTA4 de los neutrdéfilos. Las
lipoxinas inhiben la quimiotaxis y adhesioén de los neutréfilos, pero estimulan la
adhesion de los monocitos. La LXA4 estimula la vasodilatacion y atenta las

acciones vasoconstrictoras estimuladas por el LTC4.3%%

1.4.4 El Factor Activador de Plaquetas (FAP). Es un fosfolipido con un esqueleto
de glicerol, ademas de un acido graso de cadena larga en la posicion A, un
sustituto de cadena corta en la posicion B y una parte de fosfatidilcolina. Las
plaquetas, basofilos, células cebadas, neutrofilos, monocitos, macréfagos y células
endoteliales elaboran FAP. ElI FAP produce vaso y broncoconstriccion, induce la
adhesion leucocitaria al endotelio, la quimiotaxis, la desgranulacion y el estallido

oxidativo.1%1

1.4.5 Las Citocinas y las Quimiocinas. Las citocinas son proteinas producidas por
diversos tipos celulares, actdan regulando la funcion de otros tipos de células. Las
guimiocinas son citocinas que estimulan la quimiocinesis (movimiento leucocitario)

y la quimiotaxis. 2%
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Los macréfagos activados producen interleucina-1 (IL-1) y el factor de
necrosis tumoral alfa (FNT-a), el FNT- es producido por linfocitos T activados; la
IL-1 es producida por otros tipos celulares. Inducen la sintesis de moléculas de
adhesion endotelial y de otras citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento,
eicosanoides y el 6xido nitrico (NO). El FNT favorece la agregacion y cebado de
neutréfilos. La IL-1, el FNT y la IL-6 inducen las respuestas de fase aguda que

acompafian a la infeccién o a los traumatismos.®21%1%)

Las quimiocinas son una superfamilia de proteinas cuya accion principal es
activar e inducir la quimiotaxis de tipos especificos de leucocitos. Actlan sobre
fibroblastos y células musculares lisas y sobre las células progenitoras

hematopoyéticas. Se clasifican en cuatro clases principales.®

a) las quimiocinas C-X-C o a, que actuan sobre los neutréfilos, con la IL-8
como prototipo.

b) Las quimiocinas C-C o 3, donde se incluyen la proteina de quimioatraccion
de monocitos (MCP-1), la eotaxina, la proteina inflamatoria de macrofagos
de tipo 1a (MIP-1a) y la RANTES.

c) Las quimiocinas C oy, son relativamente especificas de los linfocitos, p. €j.,
la linfotactina.

d) Las quimiocinas CX3C, donde la fractalcina es un ejemplo de éstas.

Representa una molécula de adhesién y un agente quimiotactico.

1.4.6 El Oxido Nitrico (NO). Es un gas soluble sintetizado por CE, macrofagos
activados, linfocitos, neutrdéfilos y por grupos neuronales especificos. Se sintetiza a
partir de L-arginina, oxigeno molecular, NADPH y otros cofactores, por accion
enzimatica de la 6xido nitrico sintasa (NOS). EI NO es un potente vasodilatador,
ademas de reducir la agregacion y adhesion plaquetaria, inhibe ciertos efectos
inflamatorios provenientes de las CC y regula el reclutamiento de leucocitos.
Puede contribuir al dafio tisular asociado con la inflamaciéon a través de sus

propiedades citostaticas y citotdxicas.>10:11:3843)
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1.4.7 Los Constituyentes Lisosomales de Leucocitos. Los neutrofilos contienen
granulos especificos (secundarios) con lisozima, colagenasa, gelatinasa,
lactoferrina, activador de plasmindégeno, histaminasa y fosfatasa alcalina. Los
granulos azurdfilos (primarios) contienen mieloperoxidasa, lisozima, defensinas,
hidrolasas &cidas y proteasas neutras. Estas Ultimas pueden degradar colageno,
membranas basales, fibrina, elastina y cartilago, provocando destruccion tisular
existente en procesos inflamatorios purulentos y deformantes, también pueden
liberar anafilotoxinas, desdoblando C3 y C5 directamente. Los monocitos y los
macrofagos contienen hidrolasas acidas, colagenasa, elastasa, fosfolipasa y

activador de plasminégeno.®?

1.4.8 Los Radicales Libres Derivados del Oxigeno. El anién superéxido (O3), el
peréxido de hidrogeno (H.O;) y el radical hidroxilo (OHY), son las principales
especies que se producen en el interior celular, ademas de poder combinarse con
el NO para formar productos intermedios reactivos del nitrégeno. En
concentraciones mayores, la liberacidon de estos mediadores, puede producir
lesion endotelial, inactivacion de las antiproteasas, y lesidbn de otros tipos
celulares. El suero, los liquidos tisulares y las células diana poseen antioxidantes,
que protegen de los efectos potencialmente perjudiciales.®?

1.4.9 Los Neuropéptidos. Son péptidos de tamafio pequefio, como la sustancia P y
la neurocinina A, que se encuentran en los sistemas nervioso central y periférico.
La sustancia P hace posible la transmision de sefiales dolorosas, regula la tensiéon
arterial y la estimulacién de la secrecion por parte de células inmunitarias y
endocrinas, ademas de ser un potente mediador del incremento de la

permeabilidad vascular.®?1%)
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1.5 FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS

Las actividades antinflamatoria, analgésica y antipirética tienen
mecanismos subyacentes similares. Los corticoesteroides poseen actividad
antiinflamatoria potente sin ser analgésicos; el paracetamol y los analgésicos
narcoticos tienen efecto analgésico con escasa actividad antiinflamatoria; la
aspirina y demas AINE poseen ambas actividades. Los farmacos antiinflamatorios
se utilizan para tratar desordenes que originan inflamacion, pirexia y dolor de
cualquier origen, sea condiciones reumaticas, gota, dismenorrea, enfermedades

neoplasicas y cefaleas.®

Estudios epidemiolégicos implican a diversos AINE de tener un riesgo
relativo alto de producir sangrado gastrointestinal. También se han implicado en
elevacion de la presion sanguinea. Los AINE son irritantes de la mucosa gastrica,
son nefrotéxicos en grado variable y pueden originar hepatotoxicidad®@3%333) |
diclofenaco, metotrexato y paracetamol en combinacion con alcohol producen
hepatotoxicidad. Se presenta perforacion intestinal debido al diclofenaco,
indometacina y otros AINE. Los AINE disminuyen la sensibilidad de los vasos a la
bradicinina e histamina, afectan la produccion de linfocina en los linfocitos T y

revierten la vasodilatacion.®®

Los AINE tienden a diferenciarse con base a su toxicidad y relacién costo-
eficacia. Se han desarrollado AINE COX2-selectivos y AINE ligados a donadores
de NO con tolerancia gastrica mayor. Diferentes AINE muestran potencias
variables contra la COX1 comparadas con la COX2 (radios inhibitorios
COX2/COX1), y esto explica las variaciones en sus efectos secundarios y sus
dosis terapéuticas (fig. 3). Los farmacos con alta potencia para COX2, tendran
actividad antiinflamatoria con menos efectos secundarios en estbmago y

rifion. 31332
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La indometacina es un derivado del indol, inhibidor potente no selectivo de
la COX, pudiendo inhibir la fosfolipasa A y C, reduce la migracién de neutréfilos y

disminuye la proliferacion de linfocitos Ty B.®

La indometacina se indica cominmente para tratar la gota y la espondilitis
anquilosante, y como preparado oftalmico se utiliza para la inflamacién conjuntival.
A dosis altas, se suspende en dos tercios de los pacientes, debido a los efectos
secundarios/reacciones adversas. Los efectos a nivel gastrointestinal son el dolor
abdominal, diarrea, hemorragia gastrointestinal y pancreatitis. La cefalea, mareos,
confusion y depresion se presentan hasta en la cuarta parte de pacientes
medicados. Cuadros psicoéticos y trastornos hepaticos son raros. Se han reportado
trombocitopenia, y anemia aplasica, ademas de hiperpotasemia. Se ha observado
necrosis papilar renal. Su uso debe evitarse en pacientes con poélipos nasales o

angioedema, y en pacientes asmaticos se puede desencadenar crisis.®

Dafio celular Citoguinas —— L4
Membrana fosfolipidica

Fosfolipasa A; #——— |nhibicidn por coricosteroides

o LB
Acido Araguiddnico Lipooxigenas e ppeTe LTA,

e LTC,

CO-1 0 COK-2 g |rahibicidn por MSAIDS \ |

LTD,
PG5, |
| T Radicales Oxigeno LTE,
F'GH2
Tmmbu}:a \ Prostacicling
Tn:umt:lu:-:anu Bs PGE; GFge

Figura 3. Representacién esquematica de los diversos componentes que intervienen en la reaccion

inflamatoria.(54)
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1.6 LA FARMACOGNOSIA

La palabra farmacognosia aparece en los inicios del siglo XIX, para
designar a la disciplina relacionada con las plantas medicinales. El término griego
“pharmakon” (farmaco) y “gignosco” (tener conocimiento de) son sus raices

etimoldgicas.***

El papel universal de las plantas en el tratamiento de las enfermedades esta
ejemplificado en su empleo en los sistemas principales de medicina. El
conocimiento de los efectos medicinales, narcéticos y demas propiedades de las
plantas se ha pasado de generacion en generacion, principalmente en las

regiones del Africa tropical, Norte y Sudamérica, y paises del Pacifico.***

Gran parte de la medicina tradicional mexicana es el resultado de la
reconciliacion de los conocimientos médicos aztecas y las teorias médicas

europeas.

En los inicios del siglo XX, el estudio de las plantas se concentr6 en la
descripcién e identificacion de farmacos, tanto en especimenes completos, como
en polvos; y en otro aspecto, en su historia, comercio, recoleccion, preparacion y
almacenamiento. Esto sigue siendo base fundamental para la identificacion

farmacopeica y los propdsitos de control de calidad.®

Sin lugar a dudas, el reino vegetal posee muchas especies que contienen
sustancias con valor medicinal que esperan a ser descubiertas. Un gran namero
de plantas son constantemente analizadas en busqueda de algin valor
farmacoldgico (particularmente por sus actividades antiinflamatorias, hipotensivas,
hipoglucemiantes, amebicidas, anticonceptivas, citotoxicas, antibidticas y anti-

Parkinsonianas).**%
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A principios del siglo XIX se aisl6 el alcaloide narcotina, le siguieron la
morfina, estricnina, emetina y posteriormente, muchos mas. Entre 1813 y 1823 se
elucidé la naturaleza quimica de los acidos grasos y acidos grasos mixtos.®
Hasta hace poco los llamados “principios activos” como los alcaloides o glicésidos
especificos, eran los que llamaban la atencion de los farmacélogos; ahora a
muchos otros constituyentes de plantas asociadas con la medicina herbolaria se

les realiza una investigacion mas detallada.

La investigacion fitoquimica de una planta puede involucrar la
autentificacion de la misma y extraccion del material, separacion y aislamiento de
los constituyentes de interés, caracterizacion de los compuestos aislados,
investigacion de las vias biosintéticas de un compuesto en particular, y

evaluaciones cuantitativas de sus posibles actividades farmacoldgicas.**" 1844

Todas las plantas deberan autentificarse. La eleccion del procedimiento de
extraccion dependera de la naturaleza del material y de los componentes ha aislar.
La extraccion puede desarrollarse por maceracion repetida con agitacion,

precolacion o extraccién continua (p. ej. en un extractor Soxhlet).”

La maceracion implica el sumergir la planta triturada 6 molida en un
disolvente apropiado, filtrar y concentrar el extracto. En la precolacion se utiliza un
disolvente caliente que pasa a través de la muestra. La extraccion en Soxhlet es
una forma de precolacion continua. La destilacion a vapor se utiliza para aceites
volatiles. La decoccion se hace ebullendo el material que contenga sustancias
solubles en agua y estables al calor. Se usa comUnmente con ramas, raices,
cortezas, etc. Las infusiones se realizan si hay componentes solubles en agua, se
deja humedecer el material y después se le agrega agua ebullendo, después de

colarse, se refrigera o se congela.”*®
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La separacion de la fraccion del extracto donde se encuentre la actividad
biologica se realiza comunmente con el método de cromatografia, utilizando
columnas de silica gel o shepadex, con cromatografia en capa fina o en papel. La
cromatografia es la separacion de solutos en una mezcla de acuerdo a su afinidad
con la fase estacionaria, a través de la cual cruza una fase movil. Los mecanismos
por los cuales puede ocurrir tal separacion, pueden ser la adsorcion, particion,

difusién molecular o electroforesis, o una combinacion entre éstas.”

La capacidad para utilizar el tamizado automéatico de alto rendimiento para
las actividades biol6gicas alienta a la industria farmacéutica para renovar su
interés en las plantas como fuente de farmacos nuevos. El uso de la robética y
formatos miniaturizados de tamizaje permite el andlisis de mas de 150,000

muestras en 2-3 semanas.*®

1.7 LA FITOQUIMICA

Dentro de los 25 medicamentos mas vendidos en el mundo en 1991, mas

de la mitad tuvieron su origen en productos naturales.®

La Helietta parvifolia (Barreta) fue estudiada como parte de la basqueda de

0®*3%: nosteriormente ha sido

agentes anticancerosos, en un primer moment
objeto de estudio en México, como agente antimicético de uso agricola, sin
esclarecer la presencia o ausencia de tal actividad, ni los métodos que se

utilizaron para determinar la actividad antimicética.

Las jerarquias taxondmicas son: reino, division, subdivision, clase, orden,
suborden, familia, subfamilia, tribu y por ultimo género-especie. El género y
especie son vocablos latinizados, citados juntos, escritos en cursiva o subrayados,
el género con mayuscula inicial y la especie minUscula inicial, en seguida se

menciona el botanico que clasificé a la planta.®
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Dentro de la amplia terminologia en la descripciébn de una planta se
encuentran los términos que nos ayudan a caracterizar al espécimen: raices,

tallos, hojas, inflorescencia, flores y frutos, si existieren.

Al recolectar ejemplares, conviene sacar fotografias en donde se observe al
espécimen en su ambiente; se hardn anotaciones sobre la localidad, sefialando
latitud, longitud y altitud, el nombre comdn de la planta, usos y propiedades
conocidas en el lugar, indicando si es arbol, arbusto o hierba, aspecto de las hojas
y distribucion de las flores.®

Después de la colecta del material, se le asigna un nimero, se coloca entre
dos hojas de papel periédico, cartones, y dos rejillas de madera que deberan
apretarse con correas; para lograr el secado del material se debe cambiar las
hojas de papel periddico de 2 a 5 veces, dependiendo de la cantidad de agua que
haya contenido el material. Se debera recolectar tallo, hojas, flores y semillas;
recolectar ejemplares no destruidos por insectos.®
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1.8 EL MATORRAL SUBMONTANO

Es una comunidad arbustiva a veces muy densa, formada por especies
inermes 0 a veces espinosas, caducifolias por un breve periodo del afio, se
desarrolla entre los matorrales aridos y los bosques de encino y la selva baja
caducifolia a altitudes de 1,500 a 1,700 metros sobre el nivel del mar,
principalmente en las laderas bajas de ambas vertientes de la Sierra Madre
Oriental, desde Querétaro e Hidalgo hacia el norte, penetrando mas alla de la
frontera politica con los Estados Unidos de Norteamérica. Esta comunidad crece
dentro de una zona donde la precipitacion es inferior a 700 milimetros (mm)
anuales, con una temperatura media anual superior a los 23° C. Se encuentra en
laderas y planicies con suelos de texturas finas y ocupa pequefas extensiones de
tierra. Fisondmicamente, corresponde al matorral parvifolio propuesto por Miranda
y Hernandez X; y segun Rzedowski, es lo que él denomina matorral xerdfilo.

La fisonomia de esta comunidad la proporciona el estrato arbustivo
superior, cuya altura varia entre 2.5 a 5 m . Lo caracteriza H. parvifolia (Barreta),
rutdcea inerme, que es la Unica dominante (fotografia 1).(2021:2223.24.25.28)

Entre las plantas de uso tradicional se encuentra la H. parvifolia (Barreta), la
cual tiene tanto referencias de uso empirico para uso antiinflamatorio en animales
de granja, como de uso en la conservacion de semillas en el ambito agricola. La
H. parvifolia (Barreta) se ha incluido en estudios para determinar actividad
antimicotica en la preservacion de granos de maiz y su acciéon en contra de la
mosca de la fruta.*%°%

Con base a la informacién anterior, es importante determinar la actividad
antimicética de la H. parvifolia (Barreta), ya que de mostrar tal actividad, su
utilizacion impactaria de forma positiva en el medio agricola, puesto que se estima
que en México se pierde de 25 al 30% de los granos a causa de insectos,
roedores y hongos. ® La pérdida puede deberse a la presencia de micotoxinas.
Entre las micotoxinas mas conocidas se encuentran las aflatoxinas producidas por
Aspergillus flavus; aflatoxinas que son carcinogénicas, con afectacion al higado y

pulmon, principalmente.
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1.8.1 Descripcion botanica de Helietta parvifolia (Barreta).

Helietta parvifolia es un matorral o arbol de 1.5-12 m; con ramas de color gris o
café palido, frecuentemente pubescente a glabro, estriado, con muchas lenticelas
color crema. Las hojas son blancas-pubescentes cuando son jévenes, al principio
glabrescentes o libres y pubérolo sobre el apex del peciolo; el peciolo mide 0.5-1.5
centimetros (cm), las hojas poseen puntos negros en ambas superficies 0 solo
abaxialmente, de color verde-verde olivo, con el anverso lustroso, el reverso mas
palido, sésiles, con margen completo. Inflorescencias: un monotirso de 1-3.5 cm
de largo, bracteas triangulares agudas, abaxialmente pubescentes. Flores: 4-
meros; pedicelo pubescente a subglabro, de 1.5-2 mm de largo.

Sépalos: ovalados, agudos, pubescentes, ciliados delmm de largo, verdosos.
Pétalos: color cremoso, oblongos, de 3.2-3.5 cm de largo, glabros, obtusos, de
margen completo. Frutos: de 3-4 mericarpos, glabros; semilla elipsoide, de 5-10
mm de largo; alas ovaladas a oblongas o redondeadas, de 6-15 x 8-10 mm,

cartaceo, con venas ligeramente prominentes. 42"

Fotografia 1. Helietta parvifolia denominada Barreta, en una imagen captada en la comunidad en

donde se recolect6 el espécimen.(55)
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los principales problemas de salud en el mundo son las
enfermedades inflamatorias cronicas, varios medicamentos se han desarrollado
para tratar estos desordenes en donde se busca disminuir y/o eliminar los efectos
secundarios graves. La necesidad de encontrar nuevos farmacos antiinflamatorios
enfoca los esfuerzos a la sintesis organica tanto como a la investigacion dirigida a
la busqueda y aislamiento de sustancias que contengan una posible actividad

antiinflamatoria.

El uso de plantas medicinales en el medio rural en México debe originar un
interés dentro de los profesionales de la salud, para que realicen mas estudios que
permitan determinar su efectividad y seguridad; asi como promover la basqueda
de posibles principios activos, y difundir los resultados de éstas investigaciones a
la poblacién, con la finalidad que conozcan si tales remedios realmente tienen el

efecto que se le ha atribuido y que su uso no les genere un dafio a la salud.

La Helietta parvifolia (Barreta) empiricamente, se ha usado principalmente
en el tratamiento de las heridas en caballos, como antiinflamatorio; ademas de
usarse en forma de polvo para proteger semillas del ataque de hongos. No
obstante, a la fecha no se tienen referencias de estudios que prueben su efecto

antiinflamatorio ni antifngico en ensayos in vitro o in vivo.
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3. HIPOTESIS

La administracion de un extracto acuoso de corteza de H. parvifolia
(Barreta) disminuira la respuesta inflamatoria inducida, en un modelo de edema en

cojinete plantar de ratén.
En un ensayo in vitro, en pozo en agar, se inhibird el crecimiento de una

cepa de Aspergillus flavus, al utilizar varios extractos acuosos de corteza de

Barreta.
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4. OBJETIVO GENERAL

Comprobar el efecto antiinflamatorio de un extracto acuoso de corteza de H.

parvifolia (Barreta) en un modelo in vivo, y el efecto antimic6tico in vitro.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Determinar la actividad antiinflamatoria de un extracto acuoso de corteza H.

parvifolia (Barreta), usando el modelo de carragenina.

2.- Verificar si el extracto acuoso de corteza de H. parvifolia (Barreta) posee
actividad antimicética, utilizando la técnica de pozos de agar.
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6. DISENO DEL ESTUDIO

Tipo de estudio. El estudio realizado fue longitudinal y prospectivo.

Poblacion de estudio. Ratones CD1, Cepa de Aspergillus flavus.

Criterios de inclusion. Ratones hembras. Peso de ratones de 25-30 g. Sin

lesiones.

Criterios de exclusién. Ratones macho y/o con lesiones.

Criterios de eliminacion. Ratones a los cuales se les inocule de manera

inadecuada.

Variables independientes.
- Dosis del extracto.
- Dosis del control positivo (Indometacina).

- Concentracion del hongo en la placa de inoculacion.
Variables dependientes.

- Grosor de la lesién inflamatoria.

- Milimetros de inhibicion fungica.
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7. MATERIAL Y METODOS

Material vegetal. La H. parvifolia (Barreta) se colecté en el mes de junio de 2007,
en la comunidad de “El Tanque”, Xicoténcatl, Tamaulipas. Una muestra de la
planta fue depositada en el herbario IMSSM*, al cual se le asigné el nimero de
registro 15235 y fue autentificada por la M. en C. Abigail Aguilar Contreras, jefa del
herbario. Los extractos utilizados fueron obtenidos y proporcionados por el
M. en C. Rodolfo Carre6bn Sanchez en el L-312 de la FES Zaragoza, UNAM.

*Abreviatura reconocida por la Asociacion Internacional de Taxonomia Vegetal.

Material biolégico. Ratones hembra CD1 (25-309).

Cepa de Aspergillus flavus, aislada y proporcionada por la QFB. Patricia Vidal
Millan del laboratorio de produccidon microbiolégica de la FES-Zaragoza, UNAM.
Sangre obtenida de voluntarios, por venopuncion; para obtener eritrocitos de los

grupos sanguineos A, B, O y Rh(+).

Reactivos.
a) Carragenina tipo IV.
b) Goma Gathi.
c¢) Control positivo. Indometacina (SOLTACINA, Solara)
a) Control positivo. Terbinafina (LAMISIL, Novartis Farmacéutica).
b) Agar Sabouraud-Dextrosa (DIBICO).

Equipos.
c) Canula oral.
d) Tubos de 12x75mm (Falcon, Becton-Dickinson Co.)
e) Jeringa 1mL.
f) Gradilla.
g) Vasos de precipitados (50mL).
h) Cajas Petri desechables chicas.
i) Placa de ELISA (96 pocillos).
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j) Vortex (Scientific Industries, Inc., modelo K-550G)
k) Pipeta automatica (Finnpipette, de 20-400 microlitros)
[) Centrifuga.
m) Tubos para centrifuga.
Instrumentos.
n) Micrémetro (Scala, de 0-25 mm, con divisiones de 0.01 mm)
0) Balanza analitica (OHAUS, modelo EP214C)

Método.

Obtencidn del extracto acuoso de corteza de H. parvifolia (Barreta).

Un primer extracto acuoso se obtuvo a partir de 750 g de corteza de la planta y se
extrajo a reflujo durante 3 horas, se filtr6 y se eliminé el disolvente con bomba de
alto vacio; un segundo extracto acuoso se obtuvo a partir de 250 g de la misma
corteza, a temperatura ambiente, se filtr0 y se eliminé el disolvente con bomba de

alto vacio.

Ensayo antiinflamatorio utilizando el modelo de carragenina.

A los seis grupos de ratones (con n=6) en ayuno de 16h, con acceso libre de
agua, se les administrd oralmente, mediante canula: 20, 40, 80 y 160 mg/kg del
extracto de H. parvifolia (Barreta). El grupo de referencia recibié Indometacina (10
mg/kg, via oral) disuelta en goma Gathi al 1%, el grupo control negativo recibié
solucion salina fisiolégica (10mL/kg, via oral) de la manera como se muestra en la
fotografia 2. Una hora después se inyectaron 50 microlitros (uL) de carragenina al
1% en el cojinete plantar de la pata derecha trasera, como se indica en la
fotografia 3. El grosor de la pata se midid a los tiempos 0, 1, 2 y 3 horas después
de la inyeccion de la carragenina, utilizando un micrometro, en la forma como se
muestra en la fotografia 4. Después se sacrificaron a los ratones en camara de
éter.“® Se utilizé la siguiente ecuacién para el calculo del porcentaje de inhibicion

de la inflamacion:
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[ (Ct—Co)control —(Ct—Co)tratado |
(Ct—Co)control

% Inhibicién =

en donde Ct es el tamafio del cojinete plantar 3 horas después de la inyeccion y

Co es el tamafio del cojinete plantar antes de la inyeccion.

Fotografia 2. Técnica de inoculacion via oral mediante canula, del extracto acuoso de Barreta.

Fotografia 3. Técnica de inyeccidn de carragenina en el cojinete plantar.

Fotografia 4. Utilizacion del micrémetro para medir el grosor del edema.
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Determinacion de la actividad antifangica.

Se prepar6 el medio (Sabouraud-Dextrosa) para el crecimiento del hongo (A.
flavus), en cajas de Petri. Se hizo un pocillo al centro de la caja, en la forma en
que se muestra en la fotografia 5. Se inoculé en cada medio la cepa del hongo,
preparandose una disolucion del hongo en fase de esporulacién, ajustando en
Camara de Neubauer a una concentracion de 2x10° propagulos/mL.t? Se
inocularon los pocillos con 50 yL de: farmaco (20 ug/50 uL), extractos acuosos
(5 mg/10 mL o 5 mL/10 mL) y solucion salina fisiologica (SS), que anteriormente
fueron filtrados mediante filtros de 0.22 ym estériles. Se incubaron a TA durante
96 horas. Se les midi6 el halo de inhibicibn de crecimiento al finalizar la

incubacion.

Fotografia 5. Caja de Petri con el medio de crecimiento para hongos (Sabouraud-Dextrosa) con

pocillo central de inoculacién de las muestras.
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8. RESULTADOS Y SU INTERPRETACION

Para mostrar los resultados de esta investigacion se hara con base en los

objetivos especificos.

8.1 El primer objetivo especifico nos pide “Determinar la actividad antiinflamatoria
de un extracto acuoso de H. parvifolia (Barreta), usando el modelo de

carragenina.” Los resultados y su interpretacion son los siguientes:

En primer lugar se presenta el resultado de inhibicién porcentual de las
diferentes concentraciones del extracto acuoso de H. parvifolia (Barreta) y de la

Indometacina, utilizando la ecuacion del porcentaje de inhibicion para hacer el

célculo.
GRUPOS % INHIBICION DE LA
INFLAMACION
SS
INDOMETACINA (10mg/kg) 27.4
EXTRACTO BARRETA 31.4
(20mg/kg)
EXTRACTO BARRETA 359
(40mg/kg)
EXTRACTO BARRETA 52
(80mg/kg)
EXTRACTO BARRETA 24.6
(160mg/kg)

Tabla 1. Porcentaje de inhibicion calculado para los diferentes grupos

Como se puede observar en la tabla 1, el extracto acuoso de H. parvifolia
(Barreta), presenta un efecto antiinflamatorio, en el modelo utilizado aqui. Se
observa una relacion dosis-respuesta, exceptuando la dosis de 160 mg/kg, en la
cual su efecto decrece de manera importante, llegando a ser menor, en

comparacion con la dosis minima de trabajo (20 mg/kg).

32



60
50 A

40

30 A

20

10

0 ‘

Grupos

% Inhibicién de la inflamacion

Indometacina
Extracto
Barreta(20mg/Kg)
Extracto
Barreta(40mg/Kg)

Extracto
Barreta(80mg/Kg)

Extracto
Barreta(160mg/Kg)

Grafica 1. Porcentaje de inhibicion de la inflamacion de los diferentes grupos.

En la gréafica 1, se puede apreciar con facilidad el efecto antiinflamatorio del
extracto a diferentes concentraciones, medido como porcentaje de inhibicion de la
inflamacion. No debe compararse contra el efecto obtenido con la Indometacina,
puesto que este farmaco no esta a prueba, sino que funciona como un testigo
positivo, ademas de que la dosis empleada en el ensayo puede variar segun las

necesidades de éste.
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Debido a la inesperada caida del efecto antiinflamatorio en la dosis de 160
mg/kg, se muestran en la siguiente tabla los datos que generd el ajuste de las
dosis por el método de Reed-Muench®"*® (Tabla 2) que sirve para calcular una

dosis efectiva media:

Dosis | Log % Respuesta | No Resp. | Respuesta | No | Total | % | U/Pro
(mg/k | Dos. | Inhib. Acum. Resp. | Acum | Corre | -bit
9) Acum gido
20 1.3 314 3.14 6.86 3.14 18.06 | 21.2 | 148 | 3.95
40 1.6 35.9 3.6 6.4 6.74 112 | 1794 | 375 | 4.68
80 19 52 52 4.8 11.94 48 |16.74| 71.3 | 5.56

Tabla 2. Resultados de la técnica de Reed-Muench.

Se presenta la formula y el calculo para determinar la Dosis Efectiva media
( DE,,) utilizando los datos de la tabla anterior:

(50%—% { 50%

xfactordosis
(% 1 50% — % 4 50%)

LogDE,, = LogDosis ¥ 50% +

LogDE,, =1.6+ 02375 165
71.3-37.5

DE,, =51.4mg/kg

De estos resultados se puede inferir que existe una relaciébn Dosis-
Respuesta en la administracién via oral del extracto acuoso de Barreta, en el
modelo de edema en ratén utilizado aqui; ademas se encontr6 que a dosis
mayores a 80 mg/kg, el porcentaje de inhibicién de la inflamacion, decrece en
comparacion con los valores obtenidos a concentraciones de 20 y 40 mg/kg.
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A continuacién se muestran las tablas y graficas con sus valores de media y

desviacion estandar con un « =0.05; con el logaritmo base 10 (Log™) de las

mediciones desde el tiempo cero hasta la tercera hora, contra los extractos de H.

parvifolia (Barreta) a 20, 40 y 80 mg/kg, Indometacinay SS.

GRUPOS Media Error estandar
SS 0.2436 4.9143e-3
Indometacina 0.2302 3.6370e-3
Extracto Barreta(20 mg/kg) 0.2419 4.1373e-3
Extracto Barreta(40 mg/kg) 0.2339 4.9146e-3
Extracto Barreta(80 mg/kg) 0.2404 4.4646e-3

Tabla 3. Datos obtenidos en hora cero. No existe diferencia de las medias con un nivel de

significancia o =0.05.
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En la grafica 2 se muestran los grosores de las patas de todos los grupos
utilizados. En el inicio del experimento no se encontraron diferencias significativas

entre las mediciones de los grosores de los cojinetes plantares.
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Grafica 2. Grosor del edema en cojinetes plantares, medido en cm, al tiempo cero.
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Se muestra en la tabla 4, a la hora 1, que el efecto antiinflamatorio del

extracto aun no presentaba actividad, en sus 3 concentraciones, ni en el testigo

positivo.

GRUPOS Media Error estandar
SS 0.3496 0.0104
Indometacina 0.3385 0.0101
Extracto Barreta(20 mg/kg) 0.3498 7.4392e-3
Extracto Barreta(40 mg/kg) 0.3566 0.0145
Extracto Barreta(80 mg/kg) 0.3403 8.1493e-3

Tabla 4. Datos obtenidos en la hora 1. No existe diferencia de las medias con un nivel de

significancia de un a=0.05

A la hora de iniciado el proceso inflamatorio, las medidas de los grosores de

los cojinetes plantares no muestran una diferencia significativa.
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Grafica 3. Grosor del edema en los cojinetes plantares, medido en cm, a la hora uno.

A continuacién se muestra la tabla 5, de los resultados a la hora 2, en
donde se observa que existe una diferencia significativa entre las medidas de los

grosores de los cojinetes plantares, en las concentraciones de 40 y 80 mg/kg.

GRUPOS Media Error estandar
SS 0.3869 0.0109
Indometacina 0.3587 9.8714e-3
Extracto Barreta(20 mg/kg) 0.3722 6.8548e-3
Extracto Barreta(40 mg/kg)* 0.3430 0.0110
Extracto Barreta(80 mg/kg)* 0.3431 6.5525e-3

Tabla 5. Datos obtenidos en la hora 2. *La diferencia de las medias es significativa a a=0.05
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En la grafica 4 es observable una disminucién en los grosores en los grupos

de 40 y 80 mg/kg, en comparacion con el testigo negativo.
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Gréfica 4. Grosor del edema en los cojinetes plantares, medido en cm, a la hora dos.
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Se muestra a continuacion la tabla 6, para la hora 3, en donde las medidas

de los grosores nos indican que se mantienen las diferencias significativas del

extracto de H. parvifolia (Barreta) a 40 y 80 mg/kg.

Tabla 6. Datos obtenidos en la hora 3. *La diferencia de las medias es significativa a a=0.05

GRUPOS Media Error estandar
SS 0.4055 0.0103
Indometacina 0.3473 0.0120
Extracto Barreta(20 mg/kg) 0.3595 0.0111
Extracto Barreta(40 mg/kg)* 0.3376 0.0168
Extracto Barreta(80 mg/kg)* 0.3180 0.0145
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En la grafica 5 se observa la disminucion de los edemas; en este tiempo,
se alcanzé el maximo efecto antiinflamatorio del extracto de H. parvifolia (Barreta)

a sus diferentes concentraciones.

SS

indo ext20 ext40 ext80
Grafica 5. Grosor del edema en los cojinetes plantares, medido en cm, a la hora tres.
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Los resultados fueron tratados estadisticamente mediante el paquete
estadistico SPSS (Statistical Package for Social Sciences) versidon 12 para

Windows.

Se realizaron varias pruebas de Analisis de Varianza (ANOVA), la primera
con un a=0.1; con el logaritmo base 10 (Log") de las mediciones desde el

tiempo cero hasta la tercera hora, contra los extractos con 20, 40 y 80 mg/kg,
Indometacina y SS, dando lo siguiente:

ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
LG10TIO Between Groups .004 4 .001 1.562 .215
Within Groups .017 25 .001
Total .021 29
LG10TI1 Between Groups .008 4 .002 1.704 181
Within Groups .028 25 .001
Total .036 29
LG10TI2 Between Groups .007 4 .002 2.771 .049
Within Groups .015 25 .001
Total .021 29
LG10TI3 Between Groups .008 4 .002 1.990 127
Within Groups .024 25 .001
Total .032 29

Tabla 7. ANOVA con el logaritmo base 10 de los tres tiempos, contra los extractos con 20, 40 y 80
mg/kg, Indometacina y SS.

En los valores de significancia de la tabla 7 de ANOVA, LG10TIO, LG10TI1,
LG10TI3, dando los siguientes valores 0.215, 0.181 y 0.127>0.05; no existiendo,
por lo tanto, diferencias estadisticamente significativas. Para el LG10TI2 el valor
es de 0.049<0.05; existiendo diferencias estadisticamente significativas, por lo
gue se realizaron las pruebas Post Hoc por las técnicas de Tukey HSD y de
Duncan®®*? como se muestran en las siguientes tablas 8 y 9.
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INI2

Subset for alpha = .1

droga N 1 2 3
Tukey HSD &b ext40 11 -.4669

ext80 11 -.4654

indometacina 6 -.4462 -.4462

ext20 11 -.4299 -.4299

SS 11 -.4142

Sig. .183 314
Duncan ab ext40 11 -.4669

ext80 11 -.4654

indometacina 6 -.4462 -.4462

ext20 11 -.4299 -.4299

SS 11 -.4142

Sig. 242 331 .346

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
8. Uses Harmonic Mean Sample Size = 9.429.

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is
used. Type | error levels are not guaranteed.

Tabla 8. Comparacion entre los andlisis Post Hoc de Tukey y Duncan cona = 0.1; para el tiempo
2, con valores del logaritmo en base 10 de los datos originales.

Como se puede observar en la tabla anterior, mediante la prueba Post Hoc
de Tukey HSD, con un «=0.1, para la hora 2; en el grupo 1, existe un
comportamiento similar en los extractos del 20 al 80 mg/kg, incluyendo a la
Indometacina, en el grupo 2, estan agrupados la Indometacina, el extracto 20
mg/kg y SS. De lo anterior se puede aseverar que los extractos 40 y 80 mg/kg, y la

Indometacina se separan del comportamiento mostrado por el testigo negativo.

Por la prueba Post Hoc de Duncan con « =0.1, se organizaron los datos en
tres grupos; el primero incluye a los extractos 40 y 80 mg/kg e Indometacina,
interpretdndose que tienen un comportamiento antiinflamatorio similar; el segundo
grupo incluye a la Indometacina y al extracto 20 mg/kg, interpretandose que tienen
similar comportamiento; para el tercer grupo se tiene sélo al extracto 20 mg/kg y a

SS, observandose que se comportan de manera similar.
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INI3

Subset for alpha = .1

droga N 1 2 3
Tukey HSD &b ext80 11 -.5020

ext40 11 -4770

indometacina 6 -.4605

ext20 11 -.4464 -.4464

ss 11 -.3934

Sig. 195 .233
Duncan ab ext80 11 -.5020

ext40 11 -.4770 -4770

indometacina 6 -.4605 -.4605

ext20 11 -.4464

Sss 11 -.3934

Sig. 126 259 1.000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
8. Uses Harmonic Mean Sample Size = 9.429.

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is
used. Type | error levels are not guaranteed.

Tabla 9. Comparacion entre los andlisis Post Hoc de Tukey y Duncan con « = 0.1; para el tiempo
3, con valores del logaritmo en base 10 de los datos originales.

Como se muestra en la tabla 9, en el analisis Post Hoc de Tukey HSD con
a =0.1, para la hora 3; en el primer grupo se observa igualdad entre los extractos
20, 40, 80 mg/kg e Indometacina; en el segundo grupo, el extracto 20 mg/kg vy la
SS se comportan de manera similar. De lo anterior se puede aseverar que los
extractos 40 y 80 mg/kg, y la Indometacina se separan del comportamiento

mostrado por el testigo negativo.

El andlisis Post Hoc de Duncan con «=0.1, para la hora 3, dio por
resultado tres grupos; un primer grupo de comportamiento similar, con los
extractos 40 y 80 mg/kg, ademas de la Indometacina; el segundo grupo, en donde
los extractos 20 y 40 mg/kg, junto con la Indometacina, presentan un

comportamiento similar; y un tercer grupo, en donde solo se encuentra la SS. En
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este caso, el extracto 20 mg/kg se acerca mas al comportamiento que tiene la

Indometacina y el extracto 40 mg/kg; y la SS difiere de todos los demas grupos.

De estos analisis estadisticos se infiere que el efecto antiinflamatorio de los

extractos a 40 y 80 mg/kg se presenta a las tres horas de su administracion.

Hasta este punto, so6lo se consideraron tres dosis (20, 40 y 80 mg/kg) del
extracto de H. parvifolia (Barreta) pero a continuaciéon se muestra la prueba de
ANOVA con un a=0.1; con el logaritmo base 10 de las mediciones desde el
tiempo cero hasta la tercera hora, contra los extractos con 40, 80 y 160 mg/kg,

Indometacina y SS, dando lo siguiente:

ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
LG10TIO Between Groups .004 4 .001 1.562 .215
Within Groups .017 25 .001
Total .021 29
LG10TI1 Between Groups .008 4 .002 1.704 181
Within Groups .028 25 .001
Total .036 29
LG10TI2 Between Groups .007 4 .002 2.771 .049
Within Groups .015 25 .001
Total .021 29
LG10TI3 Between Groups .008 4 .002 1.990 127
Within Groups .024 25 .001
Total .032 29

Tabla 10. ANOVA con el logaritmo base 10 de los tres tiempos, contra los extractos con 40, 80 y
160 mg/Kg, Indometacina y SS.

En los valores de significancia de la tabla 10 de ANOVA, LG10TIO,
LG10TI1, LG10TI3, con los siguientes valores 0.215, 0.181 y 0.127>0.05; no
existiendo, por lo tanto, diferencias estadisticamente significativas. Para el
LG10TI2 el valor es de 0.049<0.05; existiendo diferencias estadisticamente
significativas, por lo que se realizo las pruebas Post Hoc por las técnicas de

Tukey HSD y de Duncan como se muestran en las siguientes tablas 11y 12.
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LG10TI2

Subset for alpha = .1
grupos N 1 2
Tukey HSD @ Extracto 160 mg 6 2.6091
Indometacina 6 2.6106
Extracto 40 mg 6 2.6303
Extracto 80 mg 6 2.6422
Solucién salina 6 2.6430
Sig. 144
Duncan @ Extracto 160 mg 6 2.6091
Indometacina 6 2.6106
Extracto 40 mg 6 2.6303 2.6303
Extracto 80 mg 6 2.6422
Solucion salina 6 2.6430
Sig. .164 403

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000.

Tabla 11. Comparaciéon entre los andlisis Post Hoc de Tukey y Duncan con a =0.1; para el
tiempo 2, con valores del logaritmo en base 10 de los datos originales.

Como se muestra en la tabla 11, en el analisis Post Hoc de Tukey HSD con
a =0.1, para la hora 2, se observa igual comportamiento entre los extractos 40, 80

y 160 mg/kg, Indometacina y SS.

El andlisis Post Hoc de Duncan con ¢« =0.1, para la misma hora; dio por
resultado un primer grupo de comportamiento similar, en los extractos 160, 40
mg/kg e Indometacina; y un segundo grupo, en donde los extractos 40 y 80 mg/kg,

junto con la SS, presentan un comportamiento similar.
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LG10TI3

Subset for alpha = .1
grupos N 1 2 3

Tukey HSB Indometacina 6 2.6142
Extracto 160 mg 6 2.6215
Extracto 80 mg 6 2.6335
Extracto 40 mg 6 2.6504
Solucién salina 6 2.6554
Sig. 176
Duncar? Indometacina 6 2.6142
Extracto 160 mg 6 2.6215 2.6215
Extracto 80 mg 6 2.6335 2.6335 2.6335
Extracto 40 mg 6 2.6504 2.6504
Solucion salina 6 2.6554

Sig. 318 139 257
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000.

Tabla 12. Comparaciéon entre los andlisis Post Hoc de Tukey y Duncan con a =0.1; para el
tiempo 3, con valores del logaritmo en base 10 de los datos originales.

En la tabla 12, el andlisis Post Hoc de Tukey HSD con o =0.1, para la hora

3, dio por resultado un Unico grupo de comportamiento similar.

En el analisis Post Hoc de Duncan con « =0.1, para la misma hora; se
observa un primer grupo de comportamiento similar, que incluye a la
Indometacina, y los extractos 160 y 80 mg/kg; un segundo grupo con los extractos
160, 80 y 40 mg/kg; y un tercer grupo donde se encuentran los extractos 80, 40

mg/kg y la SS, con un comportamiento similar.

De estos analisis estadisticos se infiere que con la dosis de 160 mg/kg no
se sigue la tendencia de dosis respuesta mostrada con los extractos 20, 40 y 80
mg/kg; confiirmando que su actividad antinflamatoria decayé por su

comportamiento farmacolégico.
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Ahora se muestra la prueba de ANOVA con un « =0.05; con el logaritmo

base 10 de las mediciones desde el tiempo cero a la tercera hora, contra los

extractos con 40, 80 y 160 mg/kg, Indometacina y SS, dando lo siguiente:

LG10TIO

LG10TI1

LG10TI2

LG10TI3

Between Groups
Within Groups
Total

Between Groups
Within Groups
Total

Between Groups
Within Groups
Total

Between Groups
Within Groups
Total

Sum of
Squares
.004

.017
.021
.008
.028
.036
.007
.015
.021
.008
.024
.032

ANOVA

df
4
25
29
4
25
29
4
25
29
4
25
29

Mean Square
.001
.001

.002
.001

.002
.001

.002
.001

=
1.562

1.704

2771

1.990

Sig.
.215

181

.049

127

Tabla 13. ANOVA con el logaritmo base 10 de los tres tiempos, contra los extractos con 40, 80 y
160 mg/kg, Indometacina y SS.

En los valores de significancia de la tabla 13 de ANOVA, LG10TIO,
LG10TI1, LG10TI3, con los siguientes valores 0.215, 0.181 y 0.127>0.05; no

existiendo, por lo tanto, diferencias estadisticamente significativas. Para el

LG10TI2 el valor es de 0.049<0.05; existiendo diferencias estadisticamente

significativas, por lo que se realiz6 las pruebas Post

Tukey HSD y de Duncan como se muestran en las siguientes tablas 14 y 15.

Hoc por las técnicas de
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LG10TI2

Subset for alpha = .05
grupos N 1 2
Tukey HSD @ Extracto 160 mg 6 2.6091
Indometacina 6 2.6106
Extracto 40 mg 6 2.6303
Extracto 80 mg 6 2.6422
Solucién salina 6 2.6430
Sig. 144
Duncan @ Extracto 160 mg 6 2.6091
Indometacina 6 2.6106
Extracto 40 mg 6 2.6303 2.6303
Extracto 80 mg 6 2.6422
Solucion salina 6 2.6430
Sig. .164 403

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000.

Tabla 14. Comparacion entre los andlisis Post Hoc de Tukey y Duncan con ¢ =0.05; para el
tiempo 2, con valores del logaritmo en base 10 de los datos originales.

Como se muestra en la tabla 14, el andlisis Post Hoc de Tukey HSD con

o =0.05, para la hora 2, muestra un Unico grupo de comportamiento similar.

En el analisis Post Hoc de Duncan con « =0.05, para la misma hora; se
observa un primer grupo, con la Indometacina y los extractos 160 y 40 mg/kg,
comportandose de manera similar; y un segundo grupo, con la SS y los extractos

40 y 80 mg/kg, con un similar comportamiento.
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LG10TI3

Subset for alpha = .05
grupos N 1 2
Tukey HSD @ Indometacina 6 2.6142
Extracto 160 mg 6 2.6215
Extracto 80 mg 6 2.6335
Extracto 40 mg 6 2.6504
Solucién salina 6 2.6554
Sig. 176
Duncan 2 Indometacina 6 2.6142
Extracto 160 mg 6 2.6215 2.6215
Extracto 80 mg 6 2.6335 2.6335
Extracto 40 mg 6 2.6504 2.6504
Solucion salina 6 2.6554
Sig. .074 .094

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 6.000.

Tabla 15. Comparacién entre los andlisis Post Hoc de Tukey y Duncan con « =0.05; para el
tiempo 3, con valores del logaritmo en base 10 de los datos originales.

En la tabla 15 se muestran los analisis Post Hoc de Tukey HSD con

a =0.05, para la hora 3, observandose un Unico grupo de comportamiento similar.

Para la misma hora, el analisis de Duncan con « =0.05; dio por resultado
un primer grupo de comportamiento similar, con la Indometacina y los extractos
160, 80 y 40 mg/kg; y un segundo grupo, con los extractos 160, 80 y 40 mg/kg, y
la SS, comportandose de manera similar. Aqui se observa una marcada diferencia

entre la Indometacina y el testigo negativo.
De estos andlisis se infiere que el extracto 160 mg/kg tiene un mismo

comportamiento que las dosis anteriores pero con menor actividad

antiinflamatoria.
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Una vez realizadas los diferentes ANOVA's, se realiza una regresion lineal

simple con los datos en Log™a 20, 40, y 80 mg/kg del extracto, para observar si

existe correlacion entre las diferentes concentraciones y el calculo en unidades

Probit.
Model summary b
Model R R? R® Std. Change statistics
Adjusted | error of
the R’ F dfl di2 | Sig.F
estimate Change Change
1 0.999a | 0.997 0.994 0.02279 | 0.997 | 345.613 1 1 0.034

a. Predictors: (Constant), unidades probits de concentraciones

b. Dependent variable : Log base 10 de concentraciones

Tabla 16. Regresion lineal simple con tres datos en Loglode 20, 40 y 80 mg/kg del extracto contra

unidades Probits de concentracion.

Al observar el coeficiente de correlacion R y el coeficiente de correlaciéon

cuadratico R? se tienen los siguientes valores en forma consecutiva 0.999 y

0.994; interpretandose de que existe una asociacion muy alta entre los logaritmos

de las concentraciones (20, 40 y 80 mg/kg) contra las unidades Probits. Como se

observa ademas, en la siguiente grafica, donde los valores experimentales estan

muy cerca de la recta mas probable.
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Normal P-P Plot of Regression Standardized Residual

Dependent Variable: Log base 10 de concentraciones

1.00

50 A

.25 A

Expected Cum Prob

0.00

0.00 .25 .50 .75 1.00

Observed Cum Prob

Gréfica 6. Valores normalizados del Log base 10 de las concentraciones para la regresion lineal
simple.

A continuacién se muestra los resultados de la Correlacion de Pearson no
paramétrica, realizadas con los datos obtenidos con tres de las cuatro dosis del
extracto de H. parvifolia (Barreta): 20, 40 y 80 mg/kg.

Symmetric Measures

Asymp.
Value Std. Error| Approx. T| Approx. Sig
Interval by Interval Pearson's R .999 .001 18.591 .034C]
Ordinal by OrdinalSpearman Correlation 1.000 .000C
N of Valid Cases 3

a. Not assuming the null hypothesis.
b. Using the asymptotic standard error assuming the null hypothesis.

c. Based on normal approximation.

Tabla 17. Correlacion de Pearson no paramétrica con tres datos de 20, 40 y 80 mg/kg.

Al realizar la Correlacion de Pearson no paramétrica se observa que el
coeficiente de correlacion R, con un valor de 0.999, interpretdndose que existe una
asociacion muy alta entre los logaritmos de las concentraciones contra las

unidades Probits.
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8.2 Para el segundo objetivo especifico que es “Verificar si el extracto acuoso de
corteza de H. parvifolia (Barreta) posee actividad antimicética.” Se obtuvo lo
siguiente:

Para la determinacion de la actividad antimicética de cuatro extractos acuosos de
la H. parvifolia (Barreta), se fotografiaron las placas en donde se sembré el hongo
(A. flavus) y en donde se inocularon los extractos. No se hizo necesaria la
medicion de halos de inhibicién, puesto que el testigo positivo (LAMISIL®), inhibid
en su totalidad al hongo; en cambio, los 4 extractos acuosos de la H. parvifolia
(Barreta) no indujeron inhibicion del hongo en grado alguno. A continuacién se
muestran las fotografias 6 y 7, que se realizaron de las placas, después de

concluido el periodo de incubacion.

Fotografia 6. Placa con extracto de Barreta en el pocillo central, con crecimiento de A. flavus.

Fotografia 7. Placa con el testigo positivo terbinafina (Lamisil®), con inhibicion del crecimiento de
A. flavus.
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9. CONCLUSIONES

Para mostrar las conclusiones de esta investigacion se hara con base en

los objetivos especificos.

1. Para el primer objetivo especifico que es “Determinar la actividad

antiinflamatoria de un extracto acuoso de H. parvifolia (Barreta), usando el modelo

de carragenina”, se concluye que:

a)

b)

El extracto acuoso de la corteza la planta llamada H. parvifolia,
comunmente conocida como “Barreta” demostr6 un efecto antiinflamatorio a
20, 40 y 80 mg/kg., comparado contra el testigo positivo que es la
Indometacina.

El efecto maximo del extracto acuoso de la H. parvifolia (Barreta) se
encontré que fue a la tercera hora, y a una concentracion de 80 mg/kg.

c) A concentraciones del extracto superiores a 80 mg/kg, el efecto

d)

antiinflamatorio disminuye comparado contra el testigo positivo que es la
Indometacina.

La dosis efectiva media calculada para el extracto fue de 51.4 mg/kg.

El analisis estadistico confirma la relacion dosis respuesta lineal que
presentd el extracto acuoso de H. parvifolia (Barreta) desde la dosis a 20

hasta la dosis a 80 mg/kg.

2. Para el segundo objetivo especifico que es “Verificar si el extracto acuoso de

corteza de H. parvifolia (Barreta) posee actividad antimicética”, se concluye lo

siguiente:

a)

Al comparar los resultados plasmados en las fotografias, se puede
diferenciar facilmente y sin lugar a dudas, el nulo efecto antimicético de los

extractos acuosos de H. parvifolia (Barreta) sobre Aspergillus flavus,
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comparado contra el testigo positivo que es la terbinafina (LAMISIL®); lo
gue contradice los supuestos beneficios de utilizar la H. parvifolia (Barreta)
en forma de polvo para preservar las semillas del ataque de hongos.

b) Se determind experimentalmente si el extracto acuoso de la H. parvifolia
(Barreta) poseia actividad de lectina, verificandose que tal actividad no se

encontraba presente.

Ademas se puede concluir que:

a) Es de relevancia la reproducibilidad del modelo utilizado para el ensayo
antiinflamatorio con ratén, ya que el modelo de referencia y mas utilizado para
determinar el efecto antiinflamatorio es con rata.

b) La técnica para determinar el efecto antimicotico es reproducible, facil de
realizar y de bajo costo.
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b)

d)

10. PERSPECTIVAS

Para el extracto acuoso de la planta H. parvifolia y conocida cominmente
como “Barreta”, se sugiere el uso de rangos mas cortos entre las
concentraciones, se propone probar las siguientes concentraciones 30, 50,
60 70, 90 y 100 mg/kg y grupos mas numerosos de animales para conocer
el comportamiento con mayor fineza del efecto antiinflamatorio.

Para el extracto acuoso de la planta H. parvifolia (Barreta), que tiene efecto
antiinflamatorio se sugiere continuar el estudio para aislar el o los
componentes activos, para realizar las pruebas farmacolégicas vy
toxicologicas.

Se sugiere continuar el estudio del efecto antiinflamatorio de la H. parvifolia
(Barreta) en el mismo modelo murino, utilizando las otras partes de la
planta (p. ej. la raiz o las hojas), ademas de emplear extractos obtenidos
con diferentes disolventes.

Se sugiere la realizacion de mas ensayos in vitro para demostrar el efecto

antimicético de las diferentes partes de la planta H. parvifolia (Barreta).
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