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1. Marco teoérico

1.1 Inflamacion

Las células que resultan dafiadas por microbios o agentes fisicos o quimicos
inician una respuesta defensiva llamada inflamacion (respuesta localizada
protectora a lesiones de los tejidos; consiste en destruir, diluir o aislar el agente
infeccioso o el tejido lesionado; se caracteriza por enrojecimiento, dolor, calor, y a
veces perdida de la funcién). Los cuatro signos y sintomas caracteristicos de este
fendmeno son enrojecimiento, calor e hinchazon. Ademas, la inflamacién puede
causar perdida de la funcién del area lesionada, lo cual depende del sitio y la
magnitud de la lesion. En el sitio de inflamacion se atrapan microbios, toxinas y
otros materiales extrafios al sitio de la lesion y prepara a éste para la reparacion
tisular. Es un fendmeno que ayuda a restaurar la homeostasis tisular, la
inflamacion es uno de los mecanismos de defensa inespecificos, de modo que la
respuesta de un tejido a una cortadura es similar a la que ocurre con quemaduras,
exposicion a radiaciones o invasiones bacterianas o virales. En todos esos casos,
dicho fendmeno comprende tres etapas basicas: 1) vasodilatacion y aumento de la
permeabilidad de los vasos sanguineos; 2) migracion de fagocitos, y por ultimo,
3) la reparacién tisular. Inmediatamente después de ocurrido el dafio tisular, los
vasos sanguineos del area se dilatan y se vuelven mas permeables. La
vasodilatacién o aumento del diametro vascular permite que fluya mas sangre por
el area lesionada, mientras que la permeabilidad incrementada posibilita que
salgan mas facilmente de los vasos sanguineos compuestos y otros elementos
gue normalmente permanecen en ellos, como anticuerpos, proteinas de la
coagulacion y fagocitos. El flujo sanguineo incrementado también ayuda a extraer
de la zona productos téxicos que liberan los microbios invasores y las células
muertas.

1.2 Sustancias que contribuyen a la inflamacién

Entre las sustancias que contribuyen a la vasodilatacion, el aumento de la
permeabilidad y otros aspectos de la respuesta inflamatoria, se cuentan las
siguientes:

e Histamina. En respuesta a la lesion, las células cebadas del tejido conectivo
y los basofilos y plaquetas sanguineas liberan histamina. Los neutrofilos y
macrofagos atraidos al sitio de la lesion también estimulan su liberacion, lo
cual produce vasodilatacion y mayor permeabilidad de los vasos
sanguineos.



e Cininas. Estos polipéptidos formados en la sangre a partir de precursores
inactivos llamados cininégenos, inducen vasodilatacion y aumento de la
permeabilidad, ademas de servir como agentes quimiotacticos que atraen a
fagocitos.

e Prostaglandinas (PG). Estos lipidos, en especial las prostaglandinas E, son
sustancias que liberan las células dafiadas e intensifican los efectos de la
histamina y las cininas. Las PG también inducen la migracion de fagocitos a
través de la pared de los capilares.

e Leucotrienos (LT). Producidos en los baséfilos y las células cebadas por
desdoblamiento de fosfolipidos de la membrana plasméatica, los LT
incrementan la permeabilidad vascular, ademas de participar en la adhesion
de los fagocitos y como agentes quimiotacticos de los fagocitos mismos.

e Sistema del complemento. Los diversos componentes de este sistema
estimulan la liberacidon de histamina, atraen a neutrofilos por quimiotaxia y
promueven la fagocitosis, ademas de que en algunos casos pueden destruir
bacterias.

En los minutos que siguen a la lesion, la dilatacion de las arteriolas y la mayor
permeabilidad de los capilares producen calor, enrojecimiento y edema
(hinchazon) del area afectada, el gran volumen de sangre que fluye por la zona
afectada genera calor y enrojecimiento (eritema). Al aumentar levemente la
temperatura local, las reacciones metabdlicas ocurren con rapidez y se libera méas
calor, el edema resulta de mayor permeabilidad de los vasos sanguineos, la cual
permite que pase mas liquido de la sangre a los espacios intersticiales. El dolor,
ya sea inmediato o tardio, es sintoma cardinal de la inflamacion y es resultado del
dafio a fibras nerviosas o de irritacidn que causan sustancias toxicas provenientes
de microbios, las cininas afectan ciertas terminales nerviosas y producen gran
parte del dolor relacionado con la inflamacién, mientras que las prostaglandinas lo
intensifican y prolongan, el dolor también puede deberse al aumento de la presion
local derivado del edema. La permeabilidad incrementada de los capilares permite
el paso de factores de la coagulacion a los tejidos, esto activa la cascada de
coagulacion y el fibrinbgeno se convierte en una red espesa e insoluble de
filamentos de fibrina, que localiza y atrapa los microbios invasores y bloquea su
diseminacion.

En la hora siguiente al inicio del fenomeno inflamatorio, aparecen en escena los
fagocitos, primero neutréfilos y luego monocitos. Salen al torrente sanguineo en el
sitio de la inflamacién por el proceso de migracién (Proceso por el que los
leucocitos salen del torrente sanguineo, para lo que desacelera su avance, ruedan
a lo largo del endotelio y pasan forzadamente entre las células endoteliales. Las
moléculas adhesivas ayudan a los leucocitos a fijarse al endotelio también se
llama emigracion o extravasacion). La migracion de los neutrofilos depende de la
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quimiotaxia que ejercen sobre ellos microbios, cininas, componentes del
complemento y otros neutrofilos que intentan destruir los microorganismos
invasores mediante la fagocitosis. El flujo constante de neutrofilos es posible
gracias a la produccién y liberacion de neutrofilos adicionales por la médula 6sea
roja. Este incremento del numero de leucocitos en la sangre se denomina
leucocitosis.

Aunque los neutrdéfilos predominan en la fase inicial de una inflamacién, mueren
rapidamente. Horas después, al continuar la respuesta inflamatoria, los monocitos
siguen a los neutrofilos en el area afectada, una vez en ella, los monocitos se
transforman en macréfagos errantes, que intensifican la actividad fagocitica de los
macrofagos fijos. Estos Ultimos son mas poderosos que los neutréfilos como
fagocitos y engullen restos de tejido dafiado, neutréfilos muertos y microbios
invasores. Tarde o temprano, los macréfagos también mueren. En cuestion de
dias, se forma un cumulo de fagocitos muertos y restos de tejido dafiado; este
conjunto de células muertas y liquido se denomina pus, cuya formacion ocurre en
muchas respuestas inflamatorias y suele continuar hasta que cede la infeccion. En
ocasiones, el pus llega hasta la superficie corporal o drena en cavidad interna y se
dispersa, mientras que en otras persiste incluso después de que desaparece la
infeccion. De ser asi se destruye gradualmente a lo largo de varios dias y se
absorbe. !

1.3 Células que influyen en la inflamacion.

Cualquier célula gque participa en las reacciones inflamatorias se puede llamar
célula inflamatoria. Algunas residen por periodos prolongados en tejidos normales;
otras son células circulantes que penetran a los tejidos sélo durante el transcurso
de una respuesta inflamatoria. Existen diversas clases de células inflamatorias, los
neutrofilos, macréfagos y linfocitos, son las principales células efectoras de la
mayor parte de las reacciones inflamatorias o inmunitarias agudas, aunque
también pueden actuar otros tipos de células inflamatorias. La mayor parte de
estas ceélulas expresa receptores superficiales para componentes del
complemento, para las porciones fraccion constante (Fc) de las moléculas de
anticuerpos y para varias citocinas, como resultado, sus actividades tienden a ser
controladas de manera directa o indirecta por las respuestas inmunitarias en
desarrollo o por activacion de la cascada del complemento.

* Neutréfilos polimorfonucleares (PMN): Son las primeras células en llegar al
foco inflamatorio, su citoplasma es rico en granulos lisosomales, los cuales
contienen enzimas del tipo de la fosfatasa alcalina, proteasas, ADNasa,
etc.; participan en la fagocitosis y en la eliminacion de tejidos destruidos.



Macrofagos: Los macréfagos son del tipo celular dominante en la
inflamacion cronica, estos son unos de los componentes del sistema
fagocitico mononuclear, también denominado sistema reticulo-endotelial,
que estd formado por células originadas en la médula Osea. Los
macrofagos son células residentes en los tejidos, que se originan a partir de
los monocitos del plasma. Sin embargo, mientras que los monocitos tienen
una vida media corta (1 dia), los macrofagos tisulares sobreviven durante
meses 0 afos. Segun el tejido en el que se encuentran, los macréfagos
tisulares reciben nombres diferentes: por ejemplo, los histiocitos del tejido
conjuntivo, las células de Kupffer del higado, las células de Langerhans de
la epidermis, los osteoclastos del tejido 6seo, la microglia del Sistema
Nervioso Central (SNC) o los macréfagos alveolares del pulmén.

Los productos de los macrofagos activados eliminan microbios e inician el proceso
de reparacion tisular, y son los responsables de la mayor parte de los dafios
tisulares en la inflamacién crénica. Entre estos productos, podemos destacar las
especies reactivas del oxigeno (ERO) y del nitrdgeno, asi como las enzimas
lisosomales, citoquinas, factores de crecimiento y otros mediadores de la
inflamacion. Algunos de estos productos, como los radicales libres, son toxicos y
destruyen tanto los microbios como los tejidos; otros atraen otros tipos celulares o
inducen la produccion de colageno por parte de los fibroblastos o la angiogénesis.

Linfocitos: Los linfocitos son células que se movilizan en la respuesta
especifica del sistema inmune, activandose con el objetivo de producir
anticuerpos y células capaces de identificar y destruir el microbio patégeno.
Los macréfagos segregan citoquinas sobre todo el Factor de Necrosis
Tumoral (TNF) y la Interleucina-1 (IL-1) y quimioquinas capaces de reclutar
leucocitos a partir de la sangre y movilizarlos hacia la zona afectada. Las
interacciones entre linfocitos y macrofagos son bidireccionales, ya que los
macrofagos reclutan y activan linfocitos, y estos a su vez segregan
citoquinas (sobre todo Interferbn—gamma IFN-y) con una potente capacidad
de activar macréfagos. De manera que una vez que los linfocitos entran en
accion, la inflamacién tiende a agravarse, convirtiéndose en cronica y
severa.

El siguiente grupo de células inflamatorias presentan receptores superficiales y
son controladas por las respuestas inmunitarias.

Células plasmaticas: Son de mayor tamafio que los linfocitos, tienen unos
citoplasmas basofilos, y el nucleo en forma de grumos densos cercanos a la
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membrana nuclear, liberan inmunoglobulinas. En el foco inflamatorio, estas
células presentan multinucleacion, acumulacion intracitoplasmatica de
inmunoglobulinas cristalizadas estas aparecen en la fase tardia de la
inflamacion.

e Eosinodfilos: Son granulocitos derivados de la médula ésea que comparten
un progenitor comun con los basdfilos, su significado clinico procede de su
fuerte asociacidén con reacciones alérgicas o con infestaciones por parasitos
helmintos. En la sangre o en el tejido se pueden reconocer por su nucleo
bilobulado y por sus granulos caracteristicos en el citoplasma, son un poco
mas grandes que los neutrdéfilos, pero contienen una cantidad menor de
granulos; Los componentes principales de sus granulos son la peroxidasa
de eosindfilo (es bioquimicamente diferente a la mieloperoxidasa de los
basofilos aunque desarrolla la misma funcion), la proteina de Charcot-
Leyden y otras tres proteinas bésicas abundantes.

e Células cebadas: Son células residentes en los tejidos, son esenciales para
las reacciones inflamatorias mediadas por Inmunoglobulina-E (IgE), estos
son grandes y tienen una forma heterogénea redondeada u oval. Poseen
un danico nudcleo redondo u oval situado en posicidbn excéntrica. Sus
granulos contienen cantidades mas o menos grandes de histamina,
heparina, el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y otros mediadores
inflamatorios, también poseen superédxido dismutasa, peroxidasa y multiples
hidrolasas acidas (B-glucoronidasa, arilsulfatasa).

e Basdfilos: Tienen muchas de las propiedades de las células cebadas
tisulares, son las células mas pequefias de la serie de granulocitos. Como
las células cebadas, los basdfilos tienen receptores Fc de gran afinidad
para IgE y contienen granulos citoplasmaticos ricos en histamina, estos 2
atributos distingue a las células cebadas y basofilos de otros tipos celulares
humanos.

Cantidades pequefias a moderadas de basdfilos se acumulan en tejidos en
diversos padecimientos inflamatorios que afectan piel (como en respuestas
alérgicas cutaneas de fase tardia, reacciones de hipersensibilidad de basofilos
cutaneos), intestino delgado, rifion, mucosa nasal y ojos. Cabe mencionar que los
basdfilos Unicamente participan en la fase tardia de las reacciones alérgicas
relacionadas con IgE en los tejidos. ?



2. Inflamacion crdonica

2.1 Caracteristicas de la inflamaciéon crénica

La inflamacién crdénica cuenta con ciertas caracteristicas generales.

Esta es una inflamacién de duracién prolongada (semanas, meses o afios) en el
que la inflamacion activa, la lesion histica y la resolucibn ocurren
simultaneamente. A diferencia de la inflamaciébn aguda, que se distingue por
cambios vasculares, edema vy, sobre todo, infiltracion por neutrdfilos, la inflamacion
cronica muestra las caracteristicas siguientes:

1. Infiltracion por células mononucleares, tales como los macrofagos, linfocitos
y células plasmaticas.

2. Destruccion histica, provocada en gran medida por las células inflamatorias.

3. Reparacion, que implica la proliferacion de nuevos vasos (angiogénesis) y
fibrosis.

Aunque los agentes nocivos que median la inflamacién crénica quiza sean menos
dafinos que los que causan la inflamacién aguda, la imposibilidad global de
resolver el proceso puede dar lugar a una lesion notablemente mas prolongada.
La fibrosis, en concreto la proliferacion de fibroblasto y la acumulacion de un
exceso de matriz extracelular, también es una caracteristica habitual de muchas
enfermedades inflamatorias crénicas y una causa importante de disfuncién
organica. La inflamacion crénica puede aparecer en las siguientes circunstancias:

» Infecciones viricas. las infecciones intracelulares de cualquier tipo requieren
de la presencia de linfocitos y macréfagos para identificar y eliminar las
células infectadas.

» Infecciones microbianas persistentes, debidas a wun conjunto de
microorganismos del que forman parte las micobacterias (bacilo
tuberculoso), Treponema pallidum y ciertos hongos.

» Exposicion prolongada a agentes potencialmente toxicos, exégenos o
endoégenos. Un ejemplo de exdégeno son las particulas de silice que
inhalado durante periodos largos genera una neumopatia inflamatoria
llamada silicosis.

» Enfermedades autoinmunitarias, en las que la persona presenta una
respuesta inmunitaria a autoantigenos vy tejidos propios (artritis reumatoide
o lupus eritematoso).



2.2 Infiltracién por mononucleares.

El macrofago es la célula predominante de la inflamacion crénica. Los macrofagos
son solo uno de los componentes del sistema mononuclear fagocitico. El sistema
mononuclear fagocitico estad constituido por células procedentes de la médula
0sea, todos ellos se originan a partir de un precursor comun situado en la médula
Osea. Desde la sangre, los monocitos migran a diferentes tejidos y se transforman
en macrofagos. La transformacion desde las células precursoras de la médula
Osea hasta los macrofagos tisulares esta regulada por diversos factores de
crecimiento y diferenciacion como son; citocinas, moléculas de adhesion e
interacciones celulares.

La extravasacion de los monocitos esta controlada por las moléculas de adhesion
y los mediadores quimicos con propiedades quimiotacticas y de activacion,
cuando el monocito alcanza el tejido extravascular, se transforma en una célula
fagocitaria de mayor tamafo, el macréfago. Ademas de la funcién de fagocitosis,
los macrofagos pueden ser activados, un proceso que hace que aumente de
tamafio, que se incrementen sus niveles de enzimas lisosomales, que su
metabolismo sea més activo y que se incremente su capacidad para fagocitar y
destruir los microorganismos que ingiere. Entre las sefiales de activacion se
incluyen las citocinas, las endotoxinas bacterianas, otros mediadores quimicos y
proteinas de la matriz extracelular, como la fibronectina. Tras su activacién, los
macrofagos secretan una amplia variedad de productos biolégicamente activos
que, cuando no estdn contrarrestados, son mediadores importantes en la
destruccion tisular, en la proliferacion vascular y en la fibrosis.

En la inflamacién crénica, persiste la acumulacion de macréfagos, mediada por:

1. Reclutamiento continlio de monocitos procedentes de la circulacion, lo que
se debe a la expresidon sostenida de las moléculas de adhesién y de los
factores quimiotéacticos.

2. Proliferacion local de macrofagos tras su migracion desde el torrente
sanguineo.

3. Inmovilizacién de los macréfagos en la zona de la inflamacion.

Los macrofagos cumplen una funcion importante en la inflamacion. En ciertas
enfermedades pueden formar asociaciones densas (“células epitelioides”).
Alrededor de un cuerpo extrafio pueden fusionarse muchos macrofagos para
formar un sincitio multinucleado (“células gigantes de cuerpo extrafio”).

El macrofago es importante en la inflamacion debido al gran nimero de sustancias
bioldgicamente activas que puede producir. Algunas de ellas son toxicas para las
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células o para la matriz extracelular, otras atraen a todo tipo de células v,
finalmente, otras dan lugar a la proliferacion de fibroblasto, al depdsito de
coldgeno y a la angiogénesis (desarrollo del sistema vascular). Ademas los
macrofagos son componentes fundamentales de un sistema de células fagociticas
gue derivan de los monocitos o tienen un parentesco estrecho con ellos y cumplen
funciones importantes de limpieza y defensa de muchos 6rganos, con frecuencia
en sitios especiales. Este sistema celular recibe el nombre de sistema fagocitico
mononuclear, algunos ejemplos de estos macrofagos especificos de 6rganos son:
los histiocitos (del tejido fino conectivo), las células de Kupffer (del higado) o las
células de Mesangiales (del rifion). La destruccion tisular es una de las
caracteristicas clave de la inflamacién crénica, los macréfagos liberan en el foco
inflamatorio proteasas, que destruyen los tejidos y factores estimulantes de célula
que forman el tejido de granulacién, esencialmente fibroblastos y células
endoteliales. Otro tipo de células presentes en la inflamacion cronica son los
linfocitos, las células plasmaticas, los eosinéfilos y los mastocitos.*

Los linfocitos T y B migran hacia el foco inflamatorio usando algunos de los pares
de moléculas de adherencia (quimiocinas) que reclutan a los monocitos. Los
linfocitos T tienen una relacidén reciproca con los macréfagos en la inflamacion
cronica: en primer lugar se activan por interaccion con los macréfagos que
presentan fragmentos de antigenos “procesados” en su superficie, a continuacion,
los linfocitos activados liberan distintos mediadores, como IFN (interferones) para
la activacion de los monocitos y macréfagos. Los macréfagos activados, a su vez,
sintetizan citocinas, tales como interleuquina-1 (IL-1) y el Factor de Necrosis
Tumoral (TNF), que contribuyen a activar aiun mas a los linfocitos y también a
otras células. El resultado final es un foco inflamatorio donde los macréfagos y los
linfocitos T se estimulan continuamente entre si, hasta que desaparece el antigeno
desencadenante. Las células plasmaticas son el resultado de la diferenciacion
final de los linfocitos B (LB) activados, pueden producir anticuerpos dirigidos
contra los antigenos presentes en el lugar de la inflamacion o contra los
componentes histicos alterados.

Los linfocitos B son estimulados en numerosas infecciones de origen bacteriano
como el tétanos o difteria mientras que los linfocitos T aparecen en los focos
inflamatorios de origen viral y en enfermedades granulomatosas como
tuberculosis, lepra y micosis. Ambos aparecen en todas las reacciones inmunes.

Las células plasmaticas son el efecto de la estimulacion persistente de un
antigeno, son el resultado de una activacion de los LB y tienen la capacidad de
fabricar inmunoglobulinas (anticuerpo) especificas para ese antigeno. Pueden
permanecer en el foco hasta muchos afios después de desaparecer la actividad
del foco inflamatorio. Ademas de las células mononucleadas en determinadas
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situaciones pueden aparecer otras células inflamatorias como LPMN y eosindfilos.
Estos ultimos son especialmente abundantes en reacciones de hipersensibilidad
tipo 1 y como respuesta a parasitos.

Los eosindfilos son células caracteristicas de la inflamacién que rodea a los
parasitos o forman parte de las reacciones inmunitarias mediadas por IgE,
tipicamente asociada a la alergia. Su reclutamiento implica extravasacion desde la
sangre y migracion a los tejidos en un proceso similar al de los leucocitos. Una de
las quimiocinas que es especificamente importante en el reclutamiento eosinofilico
es la eotaxina. Los organulos de los eosinofilos tienen una proteina basica mayor,
altamente cationica y toxica para los parasitos pero también produce la lisis de las
células epiteliales. Por ello, benefician el control de las infecciones por parasitos,
pero pueden contribuir al dafio tisular en las reacciones inmunitarias.

Por otro lado, los mastocitos son abundantes en el tejido conectivo y participan en
las reacciones inflamatorias crénicas, asi como también en las agudas. Expresan
en su superficie un R (receptor) que se fija a la Fc (fraccion constante) del Ac
(anticuerpo) de IgE. En las reacciones inflamatorias crénicas se encargan de
producir citocinas que contribuyen a la fibrosis.**

Formacion de tejido

Consiste en la angiogénesis (formacion de nuevos vasos) y en la fibrosis. La
fibrosis se realiza mediante la migracion y proliferacion de fibroblastos con un
depdsito de matriz extracelular y un remodelamiento final que se trata de una
maduracién y organizacion del tejido fibroso.®

2.3 Evolucidén de la inflamaciéon

El resultado final puede ser muy variable:

1. Curacion total. La resolucion de la inflamacion se establece de forma
progresiva. Inicialmente regresan los sintomas cardinales, posteriormente
se establecen las condiciones circulatorias normales y finalmente se
produce la reabsorcién del exudado (materia mas o menos fluida salida de
los vasos pequefos o capilares que se deposita en los intersticios de los
tejidos o en la cavidad serosa). En el foco inflamatorio permanecen durante
mucho tiempo macroéfagos, eosinofilos, linfocitos y células plasmaticas que
van disminuyendo lentamente.

2. Cicatrizacion y fibrosis. Si ha habido destruccion de tejido, la resolucion
se establece a través de la regeneracion de los tejidos y/o de la formacion
de tejido de granulacion, en el que los fibroblastos van a formar una



verdadera cicatriz, que deja como secuela estenosis (estrechez patologica)
de conductos, estrias, cicatrices o adherencias.
3. Propagacion. Algunas inflamaciones, especificamente las de origen
infeccioso, tienden a propagarse por contiglidad a los tejidos vecinos. El
pus, que se forma en muchas inflamaciones agudas, es muy necrosante y
destruye tejidos de alrededor para formar fistulas o abscesos por los que
drenan hacia el exterior o hacia cavidades.
Las inflamaciones pueden propagarse a zonas alejadas del foco a través de los
vasos linfaticos o del torrente circulatorio. La progresion a través de los linfaticos
produce linfagitis, en los tejidos alrededor de los linfaticos perilinfangitis y en los
ganglios linfaticos linfadenitis, a partir de los ganglios la inflamacién puede pasar a
la sangre.

La llegada de gérmenes a la sangre se produce a través de los linfaticos o
directamente desde el foco primario. Los gérmenes pueden pasar transitoriamente
a la sangre provocando bacteriemia o pueden permanecer mucho tiempo
multiplicandose en la sangre sin formar focos nuevos —septicemia- o formando
nuevos focos infecciosos —piemia o septicopiemia.

2.4 Tipos de inflamacién crénica

Inflamacion cronica no proliferativa: Se caracteriza por la inflamacion difusa o
perivascular de las células mononucleadas, con escasa proliferacion de tejido de
granulacién, se observa en las fases terminales de muchas infecciones agudas
poco necrosantes, en las gastritis, en las nefritis intersticiales y en la hepatitis.

Inflamacion cronica proliferante o granulomatosa: Es la forma mas habitual de
inflamacion crénica, se caracteriza por la formacion de tejido de granulacién por
proliferacion vascular y de fibroblastos generalmente acompafiados de un infiltrado
de linfocitos, células plasméaticas y monocitos.

Las reacciones inflamatorias granulomatosas se producen cuando la fagocitosis
por neutréfilos es inadecuada para neutralizar el agente causal. En ciertas
enfermedades la respuesta inflamatoria aguda, dominada por neutrdfilos, es
transitoria y rapidamente sustituida por una reaccién celular de base inmunitaria,
gue se caracteriza por cumulos de macrofagos vy linfocitos. Los macrofagos son
denominados granulomas. Por eso, a este patron se le denomina, con frecuencia,
inflamacion granulomatosa. Es un ejemplo de respuesta inflamatoria cronica, en la
cual la persistencia del agente lesivo hace que se produzca lesion tisular,
inflamacion y reparacién al mismo tiempo.®’
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2.5 Inflamacién créonica granulomatosa

Es un tipo especifico de reaccion inflamatoria crénica, que se caracteriza por la
acumulacion de macréfagos modificados (células epitelioides) y que esta iniciada
por diversos agentes infecciosos y no infecciosos. Para la formacién de
granulomas es necesaria la presencia de productos irritantes no digeribles, de una
reaccion inmunitaria mediada por células T frente al agente irritante o de ambos.

El monocito evoluciona a macréfago, que es mas activo y tiene granulos mas
potentes, citoplasma mas amplio y con mayor capacidad de divisién. EI macrofago
se activa por respuesta a un estimulo y se convierte en una célula mas grande,
con un citoplasma mas amplio, mas reticulo endoplasmico rugoso, mas
mitocondrias y un ndcleo alargado (célula epitelioide), el macrofago es sensible a
agentes inflamatorios que son irritantes y dificiles de degradar, pero que son
inertes, la formacién de un granuloma “separa por medio de una pared” de modo
efectivo al agente causal y es, por tanto, un mecanismo de defensa util. Sin
embargo, la formacion de un granuloma no siempre lleva a la erradicacion del
agente causal, que con frecuencia es resistente a la destruccion o degradacion, y
la inflamacién granulomatosa con la posterior fibrosis puede incluso ser la principal
causa de disfuncion del 6rgano en algunas enfermedades como la tuberculosis.*®

» Granuloma: es una zona local de la inflamacién granulomatosa, que
consiste en la acumulacién microscopica de macréfagos transformados en
células epitelioides, rodeadas de un collar de leucocitos mononucleares,
principalmente linfocitos y en ocasiones células plasmaticas, los
granulomas mas evolucionados aparecen rodeados de fibroblastos. Con
frecuencia las células epitelioides se fusionan y forman células gigantes en
la periferia de los granulomas, estas estan constituidas por una masa de
citoplasma que contiene veinte o mas ndcleos dispersos por el mismo
(células gigantes de tipo cuerpo extrafio), si se disponen en la periferia se
denominan células gigantes tipo Langhans y si son centrales, con
citoplasma vacuolado, se denominan células gigantes de tipo Touton
ademas estas células pueden tener inclusiones citoplasmaticas
denominadas cuerpo concoides o de Schaumann.

Tipos de granuloma:

= Por cuerpo extrafo.

= Enddgeno: moco, queratina, colesterol, &cido graso, acido Urico, etc.

= Exbgeno: frecuentemente debido al uso de prétesis, material quirdrgico,
silice, berilio, etc.
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* Inmunitario: tuberculosis, sifilis, vasculitis, sarcoidosis, lepra, etc.

El granuloma puede ir asociado a:

= Necrosis.
= (Caseosa: producida por micobacterias.
= Abscesificada: en la enfermedad producida por el arafiazo de gato,
infecciones por bartonella, etc.
» Fibrosis: que limita perfectamente el granuloma como ocurre en la
sarcoidosis.
» Linfocitos y células plasméticas: rodeandolo.
= Otros granulomas: no individuales, sino fusionados (tuberculosis o
brucelosis).
Cuando existe mucha fibrosis se diferencia perfectamente el granuloma y se
denomina sarcoidosis: enfermedad que afecta principalmente al pulmén, ganglios
linfaticos, piel, conjuntiva, rifidn...

Otras veces se puede formar un espacio con gas, también pueden aparecer
cristales de &cido Urico, que se depositan formando ese granuloma (gota). Y en la
tuberculosis el granuloma se caracteriza por necrosis caseosa central sin
inclusiones y sin fibrosis, lo que lo diferencia de la sarcoidosis.*®

2.6 Efectos sistémicos de la inflamacidon

Los efectos sistémicos de la inflamacion son denominados en conjunto reaccion
de fase aguda o, en los casos graves, sindrome sistémico de respuesta
inflamatoria (SSRI).

Los efectos sistémicos de la inflamacién son:

= Fiebre.

= Somnolencia.

= Malestar general.

= Anorexia.

= Degradacién acelerada de las proteinas del musculo esquelético.
* Hipotension.

= Sintesis hepéatica de proteinas.

= Alteraciones de la reserva de leucocitos circulantes.
= Aumento de pulso.

» Disminucion de la sudoracion.

= Temblores y escalofrios.
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» En infecciones bacterianas graves se elevan de forma muy considerable
las citocinas, TNF e IL-1, dando una triada clinica conocida como shock
séptico: coagulacién intravascular diseminada, hipoglucemia e
insuficiencia cardiovascular.
Las citocinas IL-1, IL-6 y TNF son los mediadores mas importantes de las
reacciones de la fase aguda. Estas citocinas se sintetizan en los leucocitos en
respuesta a la infeccion o a agresiones inmunitarias o toxicas y se liberan hacia la
circulacién general, a menudo en forma de una cascada de citocinas. Asi, el TNF
induce la produccion de IL-1, que a su vez estimula la sintesis de IL-6. Aunque con
ciertas diferencias, TNF e IL-1 ejercen efectos semejante; por ejemplo, ambos
influyen en el centro termorregulador del hipotalamo para producir fiebre. La IL-6
estimula la sintesis hepatica de varias proteinas plasmaticas, en concreto de
fibrinbgeno y el ascenso de su concentracion facilita la aglutinacion de los
eritrocitos, lo que explica la elevacion de la velocidad de sedimentacion globular
asociada a la inflamacion.

Otra caracteristica frecuente en la inflamacion es la leucocitosis, sobre todo las
gue son generadas por una infeccion bacteriana. La leucocitosis es el resultado
inicial de la liberacion de células por la médula 6sea (causada por IL-1 y TNF) y se
asocia a un mayor numero de neutrdfilos relativamente inmaduros en la sangre
(“desviacion a la izquierda”). Sin embargo, la infeccion prolongada también
desencadena la proliferacion de precursores en la médula ésea, ya que tanto IL-1
como TNF incrementa la produccion de factores estimulante de colonias.

Las infecciones parasitarias causan una eosinofilia caracteristica. Ciertos virus,
como los de la mononucleosis infecciosa, la parotiditis epidémica y la rubéola,
provocan un incremento selectivo del nimero de linfocitos.

Por el contrario la leucopenia también aparece en infecciones en pacientes
debilitados; generalmente en infecciones viricas y también en las debidas a
rickettsias y protozoos y ciertas infecciones bacterianas. *

Con los antecedentes conocemos que existen dos tipos de inflamacion, la crénica
y la aguda en el experimento que se realizo se evaluaron ambas, en el caso de la
inflamacion aguda se indujo la inflamacion mediante la inoculacion de un agente
externo como lo es la carragenina para asi poder evaluar si nuestro extracto tenia
algun efecto antiinflamatorio.
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3. Inflamacién aguda

La inflamacion aguda es una respuesta rapida ante un agente agresor que sirve
para liberar mediadores de defensa del huésped (leucocitos y proteinas
plasmaticas) en el sitio de la lesion, normalmente dura menos de 15 dias.

La inflamacién aguda tiene tres componentes principales: 1) Alteraciones en el
calibre vascular, que dan lugar a un aumento en el flujo sanguineo. 2) Cambios
estructurales que permiten a las proteinas plasmaticas y los leucocitos abandonen
la circulacién para producir exudados inflamatorios, 3) Migracion de leucocitos de
los vasos sanguineos y acumulacién de los mismos en el foco de la lesién. Los
leucocitos principales en la inflamacibn aguda son los neutréfilos
polimorfonucleares.®®

Estas alteraciones producen los signos clinicos clasicos de la inflamacion. Existen
cuatro signos cardinales de la inflamacion:

» Enrojecimiento o rubor: se debe principalmente a la vasodilatacion que se
produce en la zona inflamada.

= Edema o tumor: aumento del liquido intersticial y formacién de edema.

= Calor: aumento de la temperatura en la zona inflamada. Se debe a la
vasodilatacién y al incremento del consumo local de oxigeno.

= Dolor: aparece como la consecuencia de la liberaciébn de sustancias
capaces de provocar la activacion de los nociceptores que son
terminaciones nerviosas libres de neuronas sensitivas primarias, cuyos
cuerpos neuronales se encuentran en los ganglios raquideos, esto quiere
decir que los nociceptores no estan rodeados de estructuras especiales,
como es el caso de otros receptores sensoriales de la piel, como los
corpusculos de Pacini que detectan las vibraciones, o los discos de Merkel,
gue detectan la presion. Hay tres grandes clases de nociceptores: térmicos,
mecanicos y polimodales. Todos ellos tienen en comun la existencia de
umbrales de excitacion elevados, en comparacion con los receptores del
tacto y de la temperatura normal. Esto implica que normalmente no se
activan en ausencia de estimulaciones nocivas.

La pérdida de la funcién y el dolor ocurren como consecuencia de la sintesis de
mediadores y de la lesién mediada por leucocitos.*

Si comparamos la inflamacion cronica con la aguda, encontramos como primera
diferencia la evolucion en el tiempo, se observa que la aguda se resuelve mas o
menos en una semana, mientras que la cronica permanece en el tiempo. Otra
diferencia es el tipo de célula que participa en cada una: el protagonista de la
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inflamacion aguda son los leucocitos polimorfonucleares, mientras que en la
cronica son los mononucleares.

El destino final del proceso inflamatorio, en ambos tipos, es la curacidon por
regeneracion de tejidos volviéndose de nuevo funcionales (son células labiles) o
por proliferacion de fibroblastos con depoésitos de colageno, es decir, una
cicatrizacion propia de tejidos y células no labiles (estan en fase GO0).

La inflamacion es una reaccién compleja ante agentes lesivos, tales como
microbios y células dafiadas, habitualmente necréticas, que consta de respuestas
vasculares, migracién y activacion de leucocitos y reacciones sisteméaticas. La
caracteristica unica del proceso inflamatorio es la reaccién de vasos sanguineos,
que da lugar a la acumulacién de liquido y leucocitos en los tejidos
extravasculares. La respuesta inflamatoria esta estrechamente entrelazada con el
proceso de reparacion, de hecho la inflamacion sirve para destruir, diluir o
desnudar al agente agresor, y se pone en accion una serie de acontecimientos
que tratan de curar y reconstruir el tejido dafado.

La inflamacion es una respuesta protectora cuyo objetivo es librar al organismo de
la causa inicial de agresion celular y las consecuencias de la agresion. Sin
inflamacion las infecciones quedarian incontroladas y las heridas nunca curarian,
sin embargo, la inflamacién y su reparacion pueden ser potencialmente dafiinas.

La respuesta inflamatoria consta de dos componentes principales: una reaccion
vascular y una reaccion celular. En ambos participan muchos tejidos y células,
incluyendo el liquido y proteinas del plasma, células circulantes (neutrdfilos,
monocitos, eosindfilos, linfocitos, baséfilos y plaquetas), vasos sanguineos y
elementos celulares y extracelulares del tejido conectivo (mastocitos, fibroblastos,
macrofagos y linfocitos). La MEC (matriz extracelular) consta de proteinas fibrosas
estructurales (colageno, elastina), glucoproteinas adherentes (fibronectina,
colageno no fibrilar, tenascina y otras) y proteoglucanos. La membrana basal es
un componente especializado de la MEC que consta de glucoproteinas
adherentes y proteoglucanos.

La inflamacion aguda tienen un comienzo rapido (segundos o minutos) y dura
relativamente pocos (minutos, horas o dias). Tiene una exudacion de liquido y
proteinas plasmaticas (edema) y migracion de leucocitos, fundamentalmente
neutrofilos.

La inflamacién crénica es de duracion mas larga y se asocia a la presencia de
linfocitos y macrofagos, proliferacion de vasos, fibrosis y necrosis tisular.
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Las reacciones vasculares y celulares de la inflamacion aguda y cronica estan
mediadas por factores quimicos derivados de proteinas plasméticas o de células,
y son después de estimulos inflamatorios. Tales mediadores operan actuando
aislados, en combinacibn o en secuencia, y como resultado amplifican la
respuesta inflamatoria e influyen sobre la evolucion. Las mismas células o tejido
necrotico pueden desencadenar la elaboracién de mediadores inflamatorios.

La inflamacion termina cuando el agente ofensor se elimina y los mediadores se
disipan, ademéas hay mecanismos activos antiinflamatorios que controlan la
respuesta y evitan un dafio excesivo.

3.1 Estimulos de la inflamacién aguda

Las reacciones de inflamacion aguda estan desencadenadas por diversos
estimulos:

» Las infecciones se encuentran entre las causas mas comunes Yy
medicamente importantes en la inflamacién.
*  Traumatismos.
= Agentes fisicos y quimicos (lesion térmica, lesiones por congelacion,
irradiacion, agentes quimicos o ambientales).
» Necrosis tisular.
Se sabe que varias moléculas liberadas por las células necroéticas inducen la
inflamacion; entre ellas se encuentra el acido urico, un metabolito de la purina, la
adenosina trifosfato que es la reserva normal de energia, ademas de una proteina
ligadora de ADN (acido desoxirribonucleico) de funcién desconocida que se llama
HMGB-1 (grupo de proteina de alta movilidad B1, por sus siglas en ingles); e
incluso el ADN liberado hacia el citoplasma y que no se encuentra secuestrado
dentro del nucleo, como sucede en condiciones normales. La hipoxia, que con
frecuencia es la base de las lesiones celulares, también induce por si misma la
respuesta inflamatoria. Esta respuesta viene mediada en gran parte por la proteina
llamada HIF-1 alfa (factor inducido por la hipoxia 1 alfa), que se produce por las
células privadas de oxigeno y que activa la transcripcion de muchos genes
implicados en la inflamacion, incluido el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), que incrementa la permeabilidad vascular.

= Cuerpos extrafios (astillas, suciedad, suturas) inducen tipicamente una
inflamacion, porque provocan lesiones tisulares traumaticas o porque
contienen microbios.
= Reacciones inmunitarias:
Llamadas también reacciones de hipersensibilidad. Son reacciones en las que el
sistema inmunitario, que en condiciones normales deberia ser protector, produce
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lesiones en los tejidos del individuo (lesion autoinmune). Las respuestas
inmunitarias lesivas pueden dirigirse frente a auto antigenos (también llamados
proteinas del MHC, el complejo mayor de histocompatibilidad), lo que determina
las enfermedades autoinmunitarias, 0 pueden ser reacciones excesivas frente a
sustancias ambientales o microbios.

Modificaciones en el flujo y el calibre de los vasos

Las modificaciones en el flujo y el calibre de los vasos constituyen uno de los tres
componentes inflamatorios de la respuesta inflamatoria, estos se inician
inmediatamente tras la lesion y su velocidad de desarrollo depende de la gravedad
de la misma.

1. Se produce vasoconstriccion transitoria inicial de las arteriolas.

2. Aparece vasodilatacion con aumento del flujo, por apertura de
esfinteres pre-capilares. Este proceso explica el calor y el
enrojecimiento. La vasodilatacion esta inducida por la accion de
varios mediadores, especialmente histamina y 6xido nitrico, sobre el
musculo liso vascular.

3. La disminucién de la velocidad de la circulacién y el aumento de la
viscosidad de la sangre se debe al incremento de la permeabilidad
vascular y al de la concentracion local de los eritrocitos. Todos estos
cambios se manifiestan por la presencia de pequefios vasos
dilatados llenos de eritrocitos, un proceso denominado estasis. El
aumento de la permeabilidad es la causa del edema.

4. A medida que se desarrolla la estasis, los leucocitos (principalmente
neutréfilos) empiezan a separarse de la sangre en movimientos y a
acumularse en la superficie endotelial vascular, un proceso
denominado marginacion. Tras adherirse a las células endoteliales,
se deslizan entre ellas y atraviesan la pared vascular y migran hacia
los tejidos intersticiales.>®

Los fenémenos locales vasculares que tienen lugar en la inflamacién pueden
ilustrarse con la llamada triple respuesta de Lewis (1927), que permite demostrar
la importancia de la liberacién de sustancias quimicas en el foco inflamatorio y su
papel en el desarrollo de la inflamacion.

a. La reaccion inicial es inmediata y se caracteriza por la aparicion de una
zona roja mate debida probablemente a la liberacion de histamina por las
células cebadas tisulares, que produce una vasodilatacion inmediata. Dura
de 0 a 5 minutos.
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b. La fase precoz dura de 3 a 10 minutos, y en ella se produce una
vasodilatacion periférica que se traduce en un halo rojo intenso —eritema-.
Probablemente depende de una vasodilatacion de origen neurégeno reflejo, ya
gue desaparece si se seccionan los nervios de la zona. En la inflamacion aguda
de los tejidos no es importante la contribucion de los nervios, ya que pueden
producirse inflamaciones en tejidos desnervados.

c. Lafase tardia dura de ¥z a 4 horas y regresa en menos de 6 horas. En esta
fase aparece una tumefaccién con palidez.
Microscopicamente hay exudacion y salida de liquidos. Esta fase se debe a la
liberacion de los mediadores quimicos tardios de la inflamacion. Algunas noxas
(agentes externos que producen algun malestar) como la luz ultravioleta o las
toxinas bacterianas producen sélo la fase tardia, que por otro lado puede
cronificarse.*!

3.2 Evolucion de la inflamacion aguda

El proceso de la inflamacion aguda se puede alterar por la naturaleza e intensidad
de la lesion, por la localizaciéon y el tejido afectado, y por la respuesta del huésped,
aunqgue generalmente el proceso tiene alguna de la siguientes cuatro formas de
evolucion:
a) Resolucion completa, con regeneracibn de las células originales y
restablecimiento a la normalidad de la zona en la que se produjo la
inflamacion aguda

b) Formacién de abscesos, especialmente en las infecciones producidas por
microorganismos pidégenos.

c) Curacion mediante sustitucion por tejido conjuntivo (fibrosis) cicatrizacion,
gue se produce cuando ha existido una destruccion tisular importante,
cuando la inflamacion afecta a tejidos que no se presentan regeneracion, o
cuando existe una exudacion de fibrina abundante.

d) Evolucién hacia inflamacion crénica.*

4. Técnicas evaluadas

En este estudio se utilizaron distintas técnicas con las cuales se evaluo el grado
de afecciones causadas por procesos inflamatorios, con lo cual podremos
determinar si el extracto que se esta estudiando tiene propiedades
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antiinflamatorias, estos marcadores son utilizados ya que anteriormente han sido
evaluados en estudios previos en los cuales tuvieron efectividad.

En general, para la evaluacion de sustancias con interés como antiinflamatorios,
sera necesario caracterizar su accion sobre diferentes mediadores y componentes
implicados en las reacciones inflamatorias, solamente hemos seleccionado dos
marcadores de respuesta inflamatoria y dos técnicas sencillas que son utilizadas
en los laboratorios de investigacion para evaluar la accion antiinflamatoria.

Las pruebas seleccionadas son:

e Determinacion de ceruloplasmina mediante la técnica de Inmunodifusion
radial (Técnica de Mancini)

e Valoracion de la concentraciéon de éxido nitrico (NO) mediante la reaccién
de Griess.

4.1 Ceruloplasmina

La ceruloplasmina es una glucoproteina cuyo peso molecular es de 134 kDa y un
punto isoeléctrico de 4.4, esta glucoproteina migra con las a-2-globulinas vy
cataliza el paso ferrosoférrico. ElI 90-95% del cobre circula ligado a la
ceruloplasmina y soélo se libera al catalizarse ésta. El 5-10% del cobre se
transporta unido a la albumina y los aminoacidos (histidina, treonina). Estos se
intercambian con los tejidos (musculo, rifidén, médula 6sea, y cerebro). Los tejidos
mas ricos en cobre son el higado y el cerebro. Se excreta principalmente por via
biliar y orina y en menor cantidad por el sudor. ° Se denomina ceruloplasmina por
su color azul. Tiene ocho sitios de unién para cobre, une tanto Cu* como Cu?*,
esta proteina actlia como una ferroxidasa, transformando Fe?* en Fe** antes de la
incorporacién del Fe*" a la transferrina, es el vehiculo de transporte del cobre por
la sangre, y participa en su homeostasis, (la ceruloplasmina es una proteina
multifuncional que realiza, al mismo tiempo, un papel enzimatico como oxidasa y
el transporte de cobre).’

4.1.1 Reaccion Inflamatoria Sistémica

En los casos mas graves, sobre todo en pacientes sometidos a cirugias extensas
0 con afecciones u otras complicaciones, puede aparecer la respuesta inflamatoria
sistémica, en ocasiones una reaccion inflamatoria local también puede hacerse
exagerada y desproporcionada respecto al estimulo por efecto del reclutamiento
de otros componentes por parte de los mecanismos de amplificacion. La
activacion inadecuada de los granulocitos polimorfonucleares, su adhesion a las
células endoteliales y la consiguiente liberacidon de productos citotoxicos tienen un
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papel crucial en el proceso. En la cirugia cardiaca, durante la circulacion
extracorpdrea, puede observarse una forma especial de respuesta inflamatoria
sistémica, al estar en contacto la sangre con superficies endoteliales, se ponen en
marcha las complejas vias de la inflamacion y la coagulacién para activar las
plaquetas, los neutrofilos y el sistema de contacto de las proteasas plasmaticas.
La prolongacion de la respuesta sistémica a causa de concentraciones elevadas
de citocinas y otros mediadores, contribuye a la aparicion del sindrome de la
respuesta inflamatoria sistémica (RISS), al sindrome de disfuncion multiorganica
(MODS) y al fracaso multiorganico (MOF). Este desarrollo puede deberse a un
amplio espectro de compuestos, ya actiien como desencadenantes, mediadores o
efectores de la cascada inflamatoria. La respuesta inflamatoria sistémica, que
posiblemente no era infecciosa al principio, puede volverse de caracter infeccioso
debido a una translocacién bacteriana de origen digestivo o a una infeccién focal o
nosocomial.®

4.1.2 Respuesta de fase aguda

En su sentido mas amplio, la respuesta de fase aguda comprende todas las
reacciones ante una lesion o infeccion, pero en su acepcion mas restringida solo
se refiere a las modificaciones que sufren en la sangre las concentraciones de las
proteinas de fase aguda.

Las proteinas de fase aguda pueden dividirse en aquellas cuyas concentraciones
plasmaticas se incrementan (proteinas de fase agudas positivas) y aquellas otras
cuyas concentraciones disminuyen (proteinas de fase aguda negativas) en al
menos un 25% durante el trastorno inflamatorio. Las proteinas de fase aguda se
sintetizan principalmente en el higado, y las citocinas son importantes mediadores
de esta respuesta.

Las concentraciones séricas de las proteinas de fase aguda aumentan
rapidamente, mientras los reactantes de fase aguda negativos —albumina sérica,
transferrina, prealbumina y proteina de union del retino- disminuyen. Las proteinas
de fase aguda participan en la coagulacion de la sangre (fibrindbgeno), la curacion
de heridas (fibrindgeno, haptoglobina), la fagocitosis y la lisis bacteriana
(complemento, CRP), la antitrombosis (glucoproteina acida alfa-1), la
antiprotedlisis (inhibidor de proteasa alfa-1, antiquimotripsina alfa-1), la
antioxidacién (ceruloplasmina, glutation) y el transporte (ceruloplasmina,
haptoglobina, hemopexina).

La proteina C reactiva (CRP) es la mas conocida de las principales proteinas de
fase aguda. Es un mediador antiinflamatorio implicado en las funciones
microbicidas y fagocitica, y que bloquea la accién de la IL-1 mediante la induccién
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de antagonismo en su receptor. Es una forma primitiva e inespecifica de la
respuesta inmune. ®

La ceruloplasmina se determina por la técnica de inmunodifusion radial.

4.1.3 Inmunodifusion radial o técnica de Mancini.

Este método se basa en mezclar los anticuerpos en una solucién de agarosa
mantenida entre 40 y 45° C, al enfriarse la agarosa gelifica, constituyendo el
soporte semisolido donde los anticuerpos se someten a una interaccion con los
antigenos homodlogos. Los antigenos solubles colocados en las perforaciones
practicadas en el gel se difunden radialmente, al tiempo que interaccionan con los
anticuerpos incluidos en el mismo, originando al alcanzarse las concentraciones
de equivalencia, halos o anillos definidos por precipitacion.

4.1.4 Reaccion antigeno-anticuerpo.

Una reaccién antigeno-anticuerpo es la interaccion del antigeno con su respectivo
anticuerpo, este acoplamiento estructural se da por varias fuerzas débiles que
disminuyen con la distancia, podemos citar como ejemplo los puentes de
hidrogeno y la fuerza de Van der Waals.

Esta union depende de la complementariedad entre ambas moléculas, por lo que
se efectla a través de multiples enlaces no covalentes entre una parte del
antigeno y los aminoéacidos del sitio de union del anticuerpo. La reaccion se
caracteriza por ser especifica, rapida, reversible y espontanea.

4.1.5 Reacciodn de precipitacion.

La reaccion de precipitacion se efectia cuando un anticuerpo, por lo menos
divalente se une con un antigeno soluble y esto conlleva a la formacién de
agregados que precipitan, para que tal precipitacion ocurra en forma maxima se
necesitan que tanto el antigeno como el anticuerpo se hallen en concentraciones
Optimas, cuando cualquiera de los reaccionantes se encuentre en exceso no se
pueden formar grandes agregados de antigeno-anticuerpo; en este caso el
antigeno se encuentra disuelto y al unirse al anticuerpo se forman macro-
complejos moleculares semejantes a una red tridimensional, que debido a su
tamafo precipita. Esta etapa se acelera con el aumento de la temperatura y
ademas es dependiente de la concentracion de electrolitos. °
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4.2 Oxido Nitrico (NO)

El NO es un radical libre gaseoso que en los mamiferos se sintetiza a partir del
aminoéacido L-arginina por accion de la enzima oxido nitrico sintetasa (NOS). Tiene
funciones importantes en el organismo como son: reducir la agregacion y adhesion
plaquetaria, en el sistema vascular actia como regulador de la presion sanguinea,
el NO se sintetiza en las células del endotelio, en la capa de células que forma el
interior de los vasos sanguineos y actia como vasodilatador de las arterias de
mayor musculatura. Se trata de una reaccion molecular compleja que necesita
oxigeno molecular y coenzimas como la tetrahidrobiopterina, NADPH, FAD y FMN.
Como productos de la reaccién aparecen el NO y L-citrulina. Este radical libre
gaseoso se difunde facilmente desde las células donde se produce a las células
musculares lisas vasculares, en donde estimula a la guanilatociclasa soluble y
cataliza la formacion de GMPc que provoca vasodilatacion.

Existen tres isoenzimas de NOS: inducible (iNOS), neuronal constitutiva (nNOS) y
endotelial constitutiva (eNOS). Las isoenzimas constitutivas generan pequefas
cantidades de NO, mientras que la isoforma (iNOS) produce cantidades mucho
mayores que caracterizan algunos estados patoldgicos en los que se induce la
expresion de esta enzima. La INOS se expresa en macréfagos, hepatocitos,
neutréfilos, musculatura lisa y células endoteliales en respuesta a diversos
estimulos inmunolégicos como el IF TNFa. También es inducido por el propio
lipopolisacarido bacteriano a través de la activacion de NF-kappa B (factor nuclear
Kappa de cadenas ligeras-potenciadas de células B activadas, es un complejo de
proteina que controla la transcripcién de ADN, se encuentra en casi todos los tipos
de células animales y esta implicado en las respuestas celulares a los estimulos
tales como el estrés, citocinas, radicales libres, irritacion ultravioleta, oxidasa LDL,
y bacterianas o virales antigenos).

La determinacion del radical NO por si solo, es dificil debido a su naturaleza como
radical y su corta vida media. Por lo tanto, la medicion de la produccion del radical
NO se realiza mediante la determinaciéon de productos finales del NO, nitratos y
nitritos en suero. Estas medidas se llevan a cabo con la reaccion de Griess,
basada en la determinacion de nitritos. *°

4.2.1 Reaccioén de Griess.

La prueba de Griess es una prueba guimica que detecta la presencia de nitritos
organicos. El nitrito es detectado y analizado por la formacion de un color rojo-
rosado, sobre el tratamiento de NO,, que contiene la muestra de Griess reactivo.
Cuando el acido sulfanilico se agrega, los nitritos forman una sal de diazonio.
Cuando se agrega el a-naftilamina, se desarrolla un color rosado. **
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4.3 Peroxidacion lipidica

Los radicales libres son atomos o grupos de atomos que tienen un electron
desapareado o libre por lo que son muy reactivos ya que tienden a captar un
electron de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad
electroquimica. Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electron que
necesita, la molécula estable que se lo cede se convierte a su vez en un radical
libre por quedar con un electron desapareado, iniciandose asi una verdadera
reaccion en cadena que destruye nuestras células. La vida media biologica del
radical libre es de microsegundos, pero tiene la capacidad de reaccionar con todo
lo que esté a su alrededor provocando un gran dafio a moléculas, membranas
celulares y tejidos. Los radicales libres no son intrinsecamente deletéreos; de
hecho, nuestro propio cuerpo los produce en cantidades moderadas para luchar
contra bacterias y virus.

Estas acciones se dan constantemente en las células de nuestro cuerpo, proceso
que debe ser controlado con una adecuada proteccion antioxidante. Un
antioxidante es una sustancia capaz de neutralizar la accion oxidante de los
radicales libres mediante la liberacion de electrones en nuestra sangre, los que
son captados por los radicales libres. El problema para la salud se produce
cuando nuestro organismo tiene que soportar un exceso de radicales libre durante
afios, producidos mayormente por contaminantes externos, que provienen
principalmente de la contaminacion atmosférica y el humo de cigarrillos, los que
producen distintos tipos de radicales libres en nuestro organismo. El consumo de
aceites vegetales hidrogenados tales como la margarina y el consumo de acidos
grasos trans como los de las grasas de la carne y de la leche también contribuye
al aumento de los radicales libres.

4.3.1 Estrés oxidativo

Especies reactivas del oxigeno (ERO) es el término que se aplica colectivamente
a las moléculas que son agentes oxidantes y/o son facilmente convertidos en
radicales. En la ultima década se han acumulado evidencias que permiten afirmar
que los radicales libres y el conjunto de especies reactivas que se asocian juegan
un papel central en nuestro equilibrio homeostéatico, y que es normal en el
funcionamiento de los mecanismos de regulacion que conservan el estado normal
fisiolégico de los organismos. En mamiferos son muchos los procesos
fisiopatoldégicos causados por estas especies tales como los mecanismos
patogénicos asociados a virus, bacterias, parasitos y células anormales,
constituyendo un mecanismo de defensa del organismo frente a estos agresores.
Cuando el aumento del contenido intracelular de ERO sobrepasa las defensas
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antioxidantes de la célula se produce el estrés oxidativo, a través del cual se
induce dafio a moléculas biolégicas como lipidos, proteinas y acidos nucleicos. El
estrés oxidativo se presenta en diversos estados patoldgicos en los cuales se
altera la funcionalidad celular, contribuyendo o retroalimentando el desarrollo de
enfermedades degenerativas como la aterosclerosis, cardiomiopatias,
enfermedades neurolégicas y cancer.*?

4.3.2 Especies reactivas del oxigeno (ERO)

El oxigeno es una molécula basicamente oxidante, hasta el punto que en las
células que lo utilizan para su metabolismo es el principal responsable de la
produccién de especies reactivas del oxigeno (ERO). Sin embrago, no todas las
especies oxidantes tienen un origen enddgeno; la existencia de factores
exdgenos, como la radiacién solar, toxinas fungicas, pesticidas o xenobiéticos,
pueden incrementar su nivel. En condiciones normales, las células metabolizan la
mayor parte del oxigeno (O2) con la formacion de agua sin formacion de
intermediarios toxicos, mientras que en un pequefios porcentaje (en torno al 5%)
forman tres intermediarios altamente toxicos, dos de los cuales son literalmente
radicales libres (el anion superédxido y el hidroxilo). En situaciones en las que
exista una mayor actividad metabdlica (etapas del crecimiento, desarrollos activos
0 procesos inflamatorios) ocurre una mayor demanda tisular de O, y parte de él
se metaboliza, generandose un alto nUmero de sustancias oxidantes.

La segunda gran fuente de ERO también es enddgena y esta constituida por el
metabolismo de las células defensivas tales como los polimorfonucleares, los
monocitos sensibilizados, los macréfagos y los eosindfilos. Para que éstas puedan
cumplir su mision, estan dotadas de diversas proteinas asi como de vias
metabdlicas que generan varias especies quimicamente agresivas como peroxido
de hidrogeno, radicales superéxido e hidroxilo, cuyo fin udltimo es lesionar y
destruir elementos extrafios. En condiciones normales estas especies reactivas
son producidas y utilizadas en compartimientos celulares como los lisosomas que,
aunque en el interior de los fagocitos, no tienen por qué dafar a las células
siempre y cuando los mecanismos antioxidantes de éstas funcionen
adecuadamente.

Los oxidantes pueden también proceder del exterior, bien sea directamente o
como consecuencia del metabolismo de ciertas sustancias. Algunos ejemplos lo
constituyen la contaminacion ambiental, la luz solar, las radiaciones ionizantes,
una concentracion de oxigeno demasiado elevado, los pesticidas, metales
pesados, la accidn de ciertos xenobioticos (cloroformo, paracetamol, etanol,
tetracloruro de carbono, violeta de genciana) o el humo de tabaco. Sin embargo el
papel de los radicales libres no ha de ser abordado s6lo desde una perspectiva
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negativa o patologica. Estos compuestos cumplen también una funcion fisiol6gica
al participar, en condiciones normales, en la defensa frente a las infecciones, en el
metabolismo normal, en la fagocitosis e inflamacién.*?

4.3.3 Peroxidacion lipidica

Todas las células estan rodeadas por una membrana que las separa del medio
extracelular, estd membrana celular contiene proteinas que juegan papeles vitales
en la interaccion de una célula con otras células, hormonas y agentes reguladores
del liquido extracelular. La estructura basica de todas las membranas biol6gicas
es la capa bilipidica, la que funciona como una barrera de permeabilidad selectiva.
Estas son ricas en &cidos grasos poliinsaturados (PUFAs) y por lo tanto
vulnerables al ataque de radicales libres que traen como consecuencia la
peroxidacion lipidica. Esta es generalmente inducida por un radical hidroxilo que
sustrae un hidrogeno a la cadena lateral de un acido graso formando un radical
carbonado, lo que genera una cadena de reacciones oxidativas. Los antioxidantes,
pueden formar complejos estables impidiendo la accién catabdlica de los radicales
libres en la membrana celular.

Los mecanismos homeostaticos con que el organismo enfrenta el dafio oxidativo
gue habitualmente causan estas especies son numerosos y diversos, reflejando la
multiplicidad de formas de radicales libres y especies reactivas, como también los
numerosos compartimientos donde actien en el organismo y las propiedades
fisicas de éstos.*

4.3.4 Lesiones producidas por especies reactivas de oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno reaccionan con las principales clases de
macromoléculas celulares causandoles lesiones. Los fosfolipidos presentes en las
membranas plasmatica y de organulos estan sujetos a peroxidacién lipidica, una
reaccion en cadena de radicales libres iniciada por la eliminacion de hidrégeno de
un acido graso poliinsaturado por el radical hidroxilo. Los radicales lipidicos
resultantes reaccionan a continuacion con O, para formar radicales peréxido
lipidicos junto con malonildialdehido, que es hidrosoluble y se puede detectar en la
sangre. Un ejemplo de los efectos de la peroxidacion lipidica en el hombre son las
manchas marrones que se observan frecuentemente en las manos de las
personas ancianas. Estas manchas “de la edad” contienen el pigmento lipofucsina
gue se cree que es una mezcla de lipidos entrecruzados y productos de la
peroxidacion de lipidos que se acumula en los individuos a lo largo de los afios.
Una consecuencia significativa de la peroxidacion lipidica es un aumento de la
permeabilidad de las membranas a una afluencia de calcio y otros iones con la
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consiguiente hinchazén de la célula. Incrementos parecidos en la permeabilidad
de las membranas de los organulos pueden dar lugar a una distribucion incorrecta
de iones con el resultado de lesion intracelular. Por ejemplo, la acumulacion de
cantidades excesivas de calcio en las mitocondrias puede desencadenar la
apoptosis. **

El tratamiento de la inflamacion va a depender del trastorno en particular y el tipo
de citocina responsable de la enfermedad, en algunos casos sera indispensable el
uso de algun farmaco, en algunos casos, existen medios para reducir la
inflamacion como una correcta alimentacion (artritis reumatoide) y en algunos
casos los remedios homeopaticos tienen efecto positivo (arnica), en el caso de los
farmacos podremos usar de dos tipos, los agentes antiinflamatorios esteroideos y
los no esteroideos.

5. Agentes antiinflamatorios

5.1 Antiinflamatorios no esteroideos

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) son un grupo variado vy
guimicamente heterogéneo de farmacos principalmente antiinflamatorios,
analgésicos y antipiréticos, por lo que reducen los sintomas de la inflamacién, el
dolor y la fiebre respectivamente. Todos ejercen sus efectos por accion de la
inhibicion de la enzima ciclooxigenasa (COX).

Los AINES inhiben la actividad tanto de la ciclooxigenasa-1 (COX-1) como a la
ciclooxigenasa-2 (COX-2), y por lo tanto, la sintesis de prostaglandinas y
tromboxanos. Se piensa que es la inhibicién de la COX-2 la que en parte conlleva
a la accién antiinflamatoria, analgésica y antipirética de los AINES, sin embargo,
aguellos que simultaneamente inhiben a la COX-1 tiene la capacidad de causar
hemorragias digestivas y Ulceras. Por lo tanto, se enfatizan las ventajas de
inhibidores selectivos para la COX-2. * Sin embargo, es importante sefialar que
todos los AINES comparten en mayor o menor medida una serie de efectos
adversos como: reacciones de hipersensibilidad, intolerancia gastrointestinal,
hasta el sangrado y ulceracién (efectos gastrotoxicos); inhibicion de la agregaciéon
plaquetaria y prolongacion del tiempo de sangrado; en algunos casos promueven
la inhibicion de la motilidad uterina con la consecuente prolongacion de la
gestacion e inhibicion de la funcién renal (nefrotoxicidad), dependiente de
prostaglandinas.® En la tabla 1 se incluyen ejemplos de agentes antiinflamatorios
no esteroideos AINES, ademas se puede apreciar cOmo es que estos encuentran
clasificados.
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Tabla 1. Clasificacién de agentes antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

CLASIFICACION FARMACOS ESTRUCTURA

REPRESENTATIVOS
Derivados del Acido acetilsalicilico,

salicilato salicilato de sodio, COOCH;
sulfasalazina,
olsalazina. on

Salicilato de metilo

Derivados del p- Acetaminofen, OH
aminofenol paracetamol.
O,N

p-aminofenol

Derivados del indol y Indometacina, FeCO —
acido indenacético Etodolac,
Cl

Acemetacina.

Indometacina

Derivados del acido Tolmetin, “
heteroarilacético Diclofenaco,
Ketorolaco. A+
Diclofenaco
Derivados del acido Naproxeno, gha
arilpropidnico Ibuprofeno, : o
Ketoprofeno, OO
Fenoprofeno, . °
Oxaprocin. Naproxeno
Derivados del acido Piroxicam,
endlico Tenoxicam,
Meloxicam.
/ \
// \\
Piroxmam
Derivados de las Metamizol (dipirona), s .
pirazonolas anllbutazona, /\S_O
Oxifenbutazona. O/
Metamizol
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e Indometacina

La indometacina es un medicamento de tipo antiinflamatorio no esteroideo
derivado del indol metilado, el cual inhibe la produccion de prostaglandinas por lo
que se indica para el alivio del dolor, fiebre y la inflamacion. La actividad de la
indometacina se logra por su capacidad para inhibir la enzima ciclooxigenasa
(COX-1), responsable de la sintesis de prostaglandinas. En este farmaco tiene una
mayor selectividad hacia la COX-1 que sobre la COX-2.

La indometacina se absorbe de manera rapida (tma= 2 horas) y casi
completamente (90% en 4 horas) por via oral, y se une en un 90% a las proteinas
del plasma sanguineo. Presenta un importante fenémeno de recirculacion
enterohepatica, lo que explica la variabilidad de su vida media plasmatica (1-6
horas). El 10-20% se elimina sin metabolizar por secrecion tubular activa. Se
distribuye por todo el organismo y en el liquido sinovial alcanza concentraciones
similares a las del plasma sanguineo en 5 horas. °

5.2 Antiinflamatorios esteroideos.

Los antiinflamatorios naturales, segregados por el propio organismo, son los
derivados de los corticoides, sustancias de origen esteroideo de potente accién
antiinflamatoria, pero que desarrollan importantes efectos secundarios.

Los glucocorticoides ejercen una poderosa acciéon antiinflamatoria, sea cual fuere
la causa de la inflamacion (infecciosa, quimica, fisica o inmunolégica), pudiendo
inhibir tanto las manifestaciones inmediatas de la inflamacién (rubor, dolor, etc.)
como tardias, entendiendo por tales ciertos procesos de cicatrizacion y
proliferacion celular. Inhiben la dilatacién vascular, reducen la trasudacion liquida y
la formacién de edema, disminuyen el exudado celular y reducen el depdsito de
fibrina alrededor, son necesarias dosis farmacolégicas, pero la respuesta es tan
intensa que los glucocorticoides son los antiinflamatorios mas eficaces. Varios son
los mecanismos responsables de estas acciones.

Los glucocorticoides producen efectos sobre las células inflamatorias, como la
disminucién de la salida de neutréfilos de los vasos sanguineos y reducciéon de la
actividad de neutrofilos y macrofagos, debido a una menor transcripcion de los
genes de factores de adherencia celular y citoquinas implicadas. Disminucion de
los linfocitos T colaboradores y la proliferacion clonal de los mismos,
principalmente a través de la menor transcripcion de los genes de interleucina 2
(IL-2) y su receptor. Disminucién de la funcion de los fibroblastos y menor
produccion de colageno y glucosaminoglucanos, esto reduce la contribucion de
estos mecanismos a la inflamacion cronica, cicatrizacion y reparacion. Producen
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también disminucion de la funcién de los osteoblastos y aumento de la actividad
de los osteoclastos con la consiguiente tendencia a desarrollar osteoporosis. >

e Hidrocortisona

La hidrocortisona, es un corticoide sintético con similares mecanismos de accion
gue el glucocorticoide natural, es decir, induce profundos y rapidos cambios en el
metabolismo, entre estos: protege los niveles de glucosa mediante induccién de
glucogenosintesis, promueve la gluconeogénesis a partir de las proteinas, facilita
la lipolisis y tiene la capacidad de suprimir las manifestaciones inflamatorias,
gracias a que bloguean parcialmente las funciones de los neutréfilos (liberacién de
enzimas lisosomicas, estallido respiratorio). Los glucocoticoides antagonizan la
diferencia de los macréfagos e inhiben muchas de sus funciones: inhiben la
producciéon de monocitos en la médula 6sea, inhiben la expresion de antigenos de
histocompatibilidad de clase Il, bloguean la sintesis de numerosas citocinas
inflamatorias (interleucinal (IL-1) e interleucina-6 (IL-6), factor de necrosis tumoral,
etc.), disminuyen la produccién de eicosanoides inflamatorios e inhiben la
expresion de la NO-sintasa inducible.

El cortisol es digerido por la zona fasciculada de la corteza suprarrenal, una de las
dos partes de la glandula suprarrenal. Esta liberacién esta controlada por el
hipotalamo en respuesta al estrés o a un nivel bajo de glucocorticoides en la
sangre. La secrecion de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) por parte
del hipotadlamo desencadena la secrecion de la hipdfisis de la hormona suprarrenal
corticotropina (ACTH) o Adrenocorticotropica; esta hormona es transportada por la
sangre hasta la corteza suprarrenal, en la cual desencadena la secrecion de
glucocorticoides.

El cortisol se une a proteinas en el plasma sanguineo, principalmente a la
globulina fijadora de cortisol (CBG) y un 5% a la albumina, el resto, entre el 10 y
15% se encuentra circulando libre. Cuando la concentracion de cortisol alcanza
niveles de 20-30 g/dL en la sangre, la CBG se encuentra saturada y los niveles de
cortisol plasméticos aumentan velozmente.

La vida media del cortisol es de 60 — 90 minutos, aungue tiende a aumentar con la
administracion de hidrocortisona, en el hipertiroidismo, la insuficiencia hepética o
en situaciones de estrés. °
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6. Plantas medicinales antiinflamatorias

Existen antecedentes de estudios que demuestran que las plantas tienen
propiedades antiinflamatorias, ademas sobre estos mismos estudios se han
realizado pruebas y evaluaciones (fitoquimica) en los cuales se han podido aislar
los componentes que tienen estas propiedades. Como se describen algunos
ejemplos en la tabla 2.

Tabla 2. Plantas con estudios antiinflamatorios

Nombre Nombre Resultados Estructura del principio
comun cientifico aislado
Sandia Citrullus Potencialmente util gracias we | 0
lanatus.  ala inhibicion de ambas RN
enzimas COX. * o

HO.

2Cucurbitacin E.

Cuajaleche Galium Se observa que la fraccion
mexicanum de metanol ME 13-15
Kunth mostro una potente

actividad anti-inflamatoria
cuando se compard con
dexametasona. *°
Laennecia Los extractos de hexano y
confusa de metanol muestran
Nesom actividad anti-inflamatoria
mediante la supresion de

la secrecion de

interleucina-6.°
Toronjil Agastache El extracto organico inhibid
mexicana las respuestas del

comportamiento en ambas
fases de la prueba de la
formalina al dolor, en que
se observo un efecto mas
intenso en la fase
inflamatoria que en la
neurogénica. *’
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Chilacayote = Cucurbita La fraccion AP generd un
ficifolia aumento de la IL-10 que
Bouché es un contra-inflamatorio
de citoquinas. Los
resultados sugieren que se
puede utilizar como
medicamento  alternativo
antiinflamatorio.*®

6.1 Descripcion de la planta de espinosilla Loeselia mexicana
(Lam.) Brandegee.

La planta de Loeselia mexicana es también conocida con los nombres de
chuparrosa, espinosilla, gallina ciega, hierba de la virgen, etc.

Descripcion

Es una planta que mide de 50 a 80 cm de altura sus hojas son rigidas, mas
anchas en la parte de abajo y en la parte superior son puntiagudas, en sus bordes
tiene dientecillos con pequefas espinas. Las flores son tubulosas y rojas, crecen
en las axilas de las hojas. Los frutos son capsulas globosas de 2 a 5 semillas
aladas.
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Es una planta que crece desde Texas hasta Guatemala. Habita en climas desde
calidos, hasta semi-secos, entre los 80 y 39000 msnm. Planta silvestre que crece
en terrenos de cultivo abandonados y esta presente como maleza en el interior de
bosques templados.

Usos.

El uso medicinal que se le da a esta planta es para fiebres puerperales, este uso
se extiende en la franja central del pais que va de costa a costa.

Es empleada con mayor frecuencia para la fiebre, padecimiento que puede
provenir de diferentes causas y se caracteriza por dolencia de cuerpo y cabeza, a
causa de resfriado o gripe, o por temperatura en el estbmago como suponen en
Tlaxcala, o en consecuencia de fiebres puerperales.

Es también utilizada contra desdrdenes de tipo digestivo como bilis, disenteria,
dolor de estomago, indigestion, inflamacion de estomago, tifoidea, y vomito.

Asi mismo se recurre a la espinosilla en enfermedades respiratorias tales como
bronquitis, gripa, resfriados, ronquera y tos.

Sirve para evitar la caida de cabello, contra la caspa y el cabello graso. Se emplea
ademas en padecimientos renales, contra calculos e inflamacién de rifion. Es util
para tratar dolor de cabeza e inflamacién del abdomen.

Son las ramas con o sin flor, las partes de la planta mas utilizadas, y su
preparacién en cocimiento, tomada o aplicada en lavados, es su forma de
tratamiento mas frecuentemente empleada; aunque también es usada en bafios
para después del parto, combinada junto con achanclan.?*

El cocimiento del follaje se utiliza para célculos renales, inflamacion del rifidn,
como diurética y depurativa de la sangre, como purgante y para casos de susto y
mal de aire, vémito, venteados, bronquitis, ronquera y tos. %

La planta de la espinosilla cuenta ya con distintos estudios sobre sus propiedades
debido a que es una planta comun y se le han adjudicado diferentes propiedades.
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6.2 Estudios relacionados con la espinosilla Loeselia mexicana
(Lam.) Brandegee

Derivados de la cumarina de Loeselia mexicana. Determinacion del efecto
ansiolitico de Dafnoretina en el laberinto elevado en forma de cruz.

En este estudio se establecio que el extracto etandlico crudo y la dafnoretina pura
obtenidos de esta planta mostraron efecto ansiolitico en ratones machos ICR
sometidos al experimento del laberinto elevado en forma de cruz. Los diferentes
tratamientos de dafnoretina no modificaron la actividad motora espontanea medida
con el método de campo abierto. Este es el primer estudio que describe el efecto
ansiolitico de la dafnoretina. %°

A
(0] (6]
HO (6] 6]
Dafnoretina

Estudio de las propiedades antidiarreicas de Loeselia mexicana en ratones y
ratas.

En este estudio se evaluaron las propiedades antidiarreicas del extracto acuoso,
del extracto en hexano, cloroformo y metanol de Loeselia mexicana, fueron
estudiados usando ratones y ratas en modelos animales. Flavonas vy
sesquiterpenlactonas fueron detectados en el cribado quimico del extracto acuoso.
En el trabajo la diarrea fue inducida por aceite de ricino. En el caso del extracto de
metanol la diarrea inducida por el aceite de ricino mostré una disminucién en los
ratones, mientras que el extracto acuoso también mostré un efecto sobre el aceite
de ricino, ademas el extracto acuoso inhibe la defecacion en ratones normales.
Los resultados obtenidos muestran un alivio sintomatico de la diarrea. Los
resultados de la evaluacion de los extractos de hexano y cloroformo no tuvieron
ningun efecto sobre los animales en los modelos farmacologicos utilizados en este
trabajo. %

Actividad espasmolitica de algunas plantas usadas por los indigenas
otomies de Querétaro (México) para el tratamiento de trastornos
gastrointestinales.

Este estudio se realizé para investigar el efecto de los extractos de cloroformo-
metanol (1:1) de Baccbaris beteropbylla H.B K (Asteraceae), Desmodium grahami
Gray (Leguminosae), Dyssodia pinnata var pinnata Rob. (Asteraceae), Gentiana
spathacea H.B.K. (Gentianaceae), Loeselia mexicana Brand. (Polemoniaceae),
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Selaginella pallescens primavera. (Selaginellaceae) y Zornia diphylla Pers.
(Fabaceae) sobre las contracciones espontaneas de ileon aislado de rata. Las
curvas de concentracion-respuesta y el ICso dieron los valores y las potencias
relajantes respectivamente, estas, las del cloroformo y el metanol (1:1) fueron
comparadas contra el extracto de Datura lanosa. Los datos mostraron que todos
los extractos producen una inhibicién dependiente de la concentracion contra las
contracciones espontaneas del ileon. Ademas, fue probada la actividad
antimicrobiana de los extractos frente a enterobacterias patdgenas. Las acciones
farmacoldgicas mostradas por los extractos de las especies seleccionadas tienden
a apoyar etno-medicamente el uso de las plantas para el tratamiento de trastornos
gastrointestinales. %

Actividad anti-fungica evaluada in-vitro de la cumarina extraida de Loeselia
mexicana.

La bis-cumarina mejor conocida como dafnoretina y Sus precursores
monoméricos, como la escopoletina y umbelliferona se aislaron por primera vez a
partir de la parte aérea de Loeselia mexicana Brand (una especie vegetal utilizada
en la medicina tradicional mexicana), mismos que fueron purificados por técnicas
cromatograficas. Las estructuras de estos compuestos se determinaron por
anélisis de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno y Carbono®® (RMN-H* y
C™). Estas cumarinas se probaron in vitro para evaluar su actividad anti-fingica
significativa.

Las aplicaciones tradicionales de la planta de Loeselia mexicana son; el
tratamiento de, entre otras dolencias, enfermedades de la piel ocasionada por
dermatofitos y la caspa con su principal agente causal Malassezia furfur. En estos
trastornos, los hongos estan implicados como agentes causales.

En el mencionado estudio se procedié a investigar las propiedades anti-fungicas
de dafnoretina, umbelliferone y escopoletina (fig. 1) que fueron aisladas de un
extracto de diclorometano de la parte aérea de la Loeselia mexicana contra tres
hongos miceliales y una levadura que son causantes de enfermedades infecciosas
graves.

Los resultados del estudio indican que el extracto de L. mexicana en
diclorometano posee considerables propiedades anti-fungicas. Esto explica el uso
de esta planta en la medicina popular para el tratamiento de diversas infecciones
por hongos asociados a las enfermedades.*

N
HO:OinO Meomom m
O ]
F
H3CO HO () (6] HO (6) o
ESCOPOLETINA DAFNORETINA UMBELIFERONA
Figura 1. Coumarinas aisladas de Loeselia mexicana.
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7. Planteamiento del problema

Con el correr de los tiempos se mejoré la tecnologia y los procedimientos para la
obtencion y purificacion de principios activos que ayudan en los padecimientos y
en enfermedades para finalmente obtener fitofarmacos.

Actualmente la planta de la Espinosilla carece de algun estudio que constate que
dicha planta tiene algun efecto antiinflamatorio, de tal modo que al realizar este
estudio se determinara si la planta tiene la propiedad antiinflamatoria que se le
adjudica.

De tal manera que el objetivo del estudio en la planta Loeselia mexicana (Lam.)
Brand “Espinosilla”, es conocer si el extracto acuoso de esta planta tiene
propiedades antiinflamatorias utilizando modelos ya establecidos asi como
analizando marcadores presentes en la inflamacién. Por lo que se plantearon los
siguientes objetivos.

8. Objetivo general

Se evalud el efecto antiinflamatorio del extracto acuoso de la planta Loeselia
mexicana en un modelo in vivo en ratones macho CD 1

8.1 Objetivos especificos

1.- Se valoré el efecto antiinflamatorio agudo del extracto acuoso de la planta de
Loeselia mexicana

2.- Se evaluo el efecto antiinflamatorio crénico del extracto acuoso de la planta de
Loeselia mexicana

3.- Se determinaron los mediadores de la inflamaciéon en los modelos animales de:
Ceruloplasmina, Nitritos y Peroxidacion lipidica.

4.- Se estimé si el extracto empleado en el estudio tiene algun efecto sobre los
organos internos de los ratones.
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9. Hipotesis

Al ser administrado por sonda intragastrica a un grupo de ratones distintas dosis
del extracto acuoso de Loeselia mexicana, se observara una respuesta
antiinflamatoria en el modelo de granuloma inducido por algodon-pellet.

Con el mismo extracto de Loeselia mexicana se tendra un efecto antiinflamatorio
utilizando en un modelo de edema inducido con carragenina en cojinete plantar de
raton.

10. Diseio experimental
Tipo de estudio: Experimental

Poblacion de estudio: Se emplearon ratones CD1 machos (entre 25 y 35 g de
peso corporal), los mismos fueron mantenidos a temperatura ambiente con libre
acceso al agua y a los alimentos.

Criterios de inclusion: Ratones macho de entre 25 y 35 g de peso, con mes y
medio de edad, sanos.

Criterios de exclusion: Ratones hembra y ratones que no cumplan con la edad
peso y estado de salud adecuados para el experimento.

11. Variables

11.1 Variable independiente
Tratamiento

e Hidrocortisona (control positivo en el ensayo de inflamacion cronica).
e Solucion salina (control negativo).

e Extracto de “Espinosilla” en dosis de 25, 50 y 100 mg/kg.

¢ Indometacina (control positivo en el ensayo de inflamacion aguda).

e Carragenina tipo IV.

11.2 Variable dependiente

o El grosor de la pata al administrar las distintas dosis de medicamentos y el
extracto.

e La concentracion de nitritos, ceruloplasmina y ademas se estimo la
concentracion de especies reactivas de oxigeno.
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12. Materiales

12.1 Material biol6gico

Para el desarrollo de este proyecto se emplearon 60 ratones CD1 machos (entre
25y 35 g de peso corporal) mantenidos a temperatura ambiente con libre acceso
a alimento y al agua. Los experimentos se realizaron siguiendo las
especificaciones emitidas por el Comité de Etica local®® para el cuidado y uso de
animales de laboratorio con base en la norma NOM-062-Z00-1999.

Se empled suero de conejo anti-ceruloplasmina.

12.2 Material vegetal

Los 400 g de flores, hojas y follaje de la planta Loeselia mexicana (Lam.) Brand
fueron colectados en los alrededores del pueblo de San Juan Texcalpan,
Municipio de Atlatlahuacan en el Estado de Morelos, en el mes de Noviembre del
2012. El espécimen fue identificado por la botanica Ma. Magdalena Ayala
Hernandez en el Herbario de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza y una
muestra de esta planta se encuentra depositada en el mismo herbario con el
namero de inventario 13448 FEZA.

12.3 Reactivos utilizados:

- Indometacina (Indocid 25 mg, capsulas)

- Hidrocortisona (Flebocortid 100 mg, solucién inyectable)
- Solucién salina (solucion inyectable 0.9%)
- Carragenina tipo IV

- Agarosa al 1%

- Buffer Fosfato Salino (PBS)

- Azida de sodio

- Acido tiobarbitarico (TBA)

- Butil-hidroxi-tolueno (BHT)

- Acido ortofosférico

- Butanol

- Cadmio granular

- Acido clorhidrico

- Sulfato de cobre al 5%

- Cloruro de amonio al 5% pH=9

- Sulfato de zinc

12.4 Material
- Sonda gastrica
- Placas Falcon
- Vasos de precipitado de 20, 50, 100 y 200 mL
- Matraz volumétrico de 1000 mL
- Pipetas graduadasde 1, 2,5y 10 mL
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- Pipetas Pasteur

- Tubos Eppendorff

- Tubos de ensayo 13x100 mm y 12x75 mm (KIMAX).
- Matraz Erlenmeyer 4000 mL (KIMAX)

12.5 Equipos

- Centrifuga (Hamilton Bell)

- Voértex (Scientific Industries, Inc. Modelo K-550G)

- Agitador mecanico de placa horizontal (Rocker plataform)
- Centrifuga (Hamilton Bell)

- Rotavapor (Yamato Rotary Evaporator RE300)

- Horno de microondas SAMSUNG modelo MW840WA

12.6 Instrumentos de medicién

- Espectrofotdmetro (Jenway 6305 UV/Vis)

- Micrémetro (Scala)

- Balanza granataria (OHAUS)

- Balanza granataria con canastilla (OHAUS)
- Balanza analitica (a-e ADAM)

13. Métodos

Se colectaron 400 g de la planta Loeselia mexicana (Lam.) Brand en los
alrededores del pueblo de San Juan Texcalpan, Municipio de Atlatlahuacan en el
Estado de Morelos en el mes de noviembre, se dejé secar al medio ambiente en la
oscuridad, posteriormente una vez seco, el follaje, hojas y flores se colocaron en
una licuadora comercial y se moli6, este producto se coloc6 en un matraz
Erlenmeyer de 4000 mL al cual se le agreg6é agua y se mantuvo a temperatura
ambiente y en la oscuridad por 48 hs con el fin de que se liberara el principio
activo. Se filtré esta solucién con alto vacio utilizando un filtro de poro cerrado, y el
liquido obtenido fue el que se usG en el trabajo como extracto acuoso.
Posteriormente el extracto obtenido fue evaporado a 50° C en un rotavapor al
vacio con el fin de eliminar el agua de éste para obtener el principio activo solido,
una vez obtenido el extracto solido se dej6 secar en una estufa a 37° C por 24 hs.
Con este extracto se realizaron los célculos para preparar diferentes dosis de este
producto como son de 25, 50 y 100 mg/Kg de peso corporal, asi como la solucién
de hidrocortisona que fue el control positivo y la solucion salina fue el control
negativo.

Para la prueba de inflamacién crénica se prepararon los pellets (pequefias bolas
de algodén comprimido) con un peso aproximado de 10 mg pesados en una
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balanza analitica los cuales fueron colocados en una autoclave para su
esterilizacion y para su posterior colocacion en los ratones para el ensayo de
inflamacion cronica utilizando el modelo de granuloma inducido con algodon pellet.

13.1 Ensayo de inflamacion crénica utilizando el modelo de
granuloma inducido con algodon-pellet.

Se formaron 5 grupos de 6 ratones macho de entre 25 y 35 g de peso corporal a
los cuales se les implantaron subcutdneamente en el dorso un algodon-pellet, los
cuales han sido previamente esterilizados y pesados. Al grupo 1, que sera
conocido como control negativo se le administré por via oral una dosis diaria de
0.2 mL de solucién salina isoténica y una de hidrocortisona en la concentracion de
15 mg/kg (dependiendo del peso corporal del ratén) al grupo 2 como control
positivo, a los restantes tres grupos (3, 4, y 5) se les aplicé la solucion problema
de Loeselia mexicana (Lam.) Brand en dosis de 25, 50, y 100 mg/kg
respectivamente, mediante sonda intragastrica, las cuatro uUltimas dosis se les
administré dependiendo del peso del animal en cuestion. La administracion antes
mencionada se mantuvo por un periodo de 10 dias teniendo evaluaciones
intermedias de peso con el fin de ajustar las dosis, al final de este periodo, el dia
once del ensayo se procedio a efectuar el sacrificio de los animales, el primer paso
de este proceso consistié en anestesiar al animal en camara de éter y se le realizé
una incision en el plexo axilar con el fin de colectar una muestra de sangre que fue
guardada en un tubo Eppendorff, estas muestras de sangre fueron centrifugadas a
5000 rpm por un lapso de 5 minutos, con el fin de obtener el suero de estos
ejemplares los cuales se conservaron en refrigeracion para su subsiguiente
analisis, posteriormente se sacrificé al animal y se extirparon y pesaron 6rganos
como el corazon, bazo, riflones y el higado, ademas se les extrajo el pellet, los
cuales fueron colocados en orden en una placa de microtitulacion para ser
pesados después determinar el peso himedo como el peso seco el cual se obtuvo
después de colocar los pellets en una estufa de incubacién a 37° C durante una
semana para volverlos a pesar.

13.2 Ensayo de la inflamacion aguda inducido con Carragenina en
el cojinete plantar de la pata del raton

Se obtuvieron 30 ratones macho para este estudio, de 25 a 35 g de peso, estos se
dividieron en 5 grupos de 6 ratones a estos ratones se les mantuvo en un ayuno
de 16 horas pero con acceso libre de agua. A estos animales se les administrd por
via oral, mediante la técnica de sonda gastrica las dosis de solucion salina 0.2 mL
al primer grupo, al grupo 2 se les administr6 aproximadamente 0.2 mL de
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indometacina en una concentracion de 10 mg/kg, este grupo funcion6 como grupo
de referencia, al tercer, cuarto y quinto grupo se les administré las dosis de 25, 50
y 100 mg/kg respectivamente del extracto de Loeselia mexicana.

Una hora después se les aplicO a los ratones una inyeccion de 50 pL de
carragenina al 1% en el cojinete plantar de la pata izquierda trasera. El grosor de
la pata se midio en los tiempos 0, 1, 2, 3, 4, y 5 horas después de la inyeccién de
la carragenina, esta medida se tomo con la ayuda de un micrémetro, al terminar el
estudio los ratones fueron sacrificados en camara de éter.

Para calcular el porcentaje de inhibicion de la inflamacién se empleé la siguiente
ecuacion.

% inhibicion= [(Ct — C0) control — (Ct — C0) tratado] x 100

(Ct— CO) control

En donde el Ct es el tamario del cojinete plantar 3 horas después de la inyeccion y
CO0 es el tamario del cojinete plantar inmediatamente después de la inyeccion con
carragenina.?’

13.3 Ceruloplasmina

Técnica para la determinacién de la Ceruloplasmina.

La inmunodifusion radial simple utiliza geles de agarosa que contienen anticuerpos
especificos y en los que se hacen pocillos. En cada uno se agregan las diluciones
de un calibrador o suero de referencia y de las muestras problema. Después de
24 o 48 horas de incubacion, los antigenos se difunden a su alrededor,
diluyéndose al mismo tiempo, hasta alcanzar la denominada zona de equivalencia
(proporcion equivalente de antigeno y anticuerpo). En ese punto (que es un
circulo) se forman los inmuno-complejos, que se detectan como un halo de
precipitado. La concentracibn de antigeno se relaciona directamente con la
medida del diametro del anillo de precipitacién, cuyo valor se interpola en una
curva estandar construida con los valores de las concentraciones conocidas del
calibrador. %

Procedimiento

6 tubos de ensaye de 13X100 mm fueron precalentados en un bafo de
temperatura constante a 45° C
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Preparacion de las placas

Se preparo agarosa al 1% pesando 0.2 g de esta y se colocé en 20 mL de PBS, se
mantuvo a temperatura ambiente por 20 min. Posteriormente se le dieron tres
ciclos de 10 min cada uno en el horno de microondas, hasta que se disolvid, una
vez disuelto se procedid a agregar 1 mg de azida de sodio. Se adicionaron a los 6
tubos de ensaye 2 mL de agar, a estos tubos se les agregaron 150 pL de suero de
conejo de anti-ceruloplasmina, y se procedi6 a homogenizar en el vortex. El
contenido de cada tubo se vacié en las cajas Falcon y se le permitié gelificar por
cuatro minutos a temperatura ambiente. A cada circulo de las cajas Falcon se les
realizaron cuatro orificios pequefios siguiendo el sentido de las manecillas del reloj
para identificarlos y enumerarlos.

Procesamiento de la muestra

Se colocaron 5 pL del suero obtenido de los ratones en los orificios de la placa, los
cuales fueron numerados de acuerdo a cada muestra, las placas se mantuvieron
en refrigeracion durante 48 h y posteriormente se les midié el halo de precipitacion
en milimetros de cada uno de los pozos y se obtuvieron la concentracion de estos,
se tomo6 como referencia una concentracion de 21.6 mg/dL de ceruloplasmina con
un halo de precipitacién de 4 mm de diametro.?*

13.4 Analisis de nitritos
Principio del método.

El nitrato (NOg_) siempre se reduce cuantitativamente a nitrito (NO,") en presencia
de cadmio (Cd). Este método emplea granulos de Cd, disponible comercialmente,
tratandolo con sulfato de cobre pentahidratado (CuSO45H,0) y empacado en
columna de vidrio. EI NO, producido se determiné entonces por diazotizacién de
la Sulfanilamida acoplada con diclorhidrato de N-(1-naftil) etilendiamina para
formar un azo compuesto altamente colorido que se midid
espectrofotométricamente o colorimétricamente. Este método es aplicable en el
intervalo de concentraciones entre 0.01 mg de N-N037/L a 1,0 mg de N-NO;;/L. El
método se recomienda especialmente para niveles de nitrato por debajo de 0,1 mg
N-NOs /L, donde otros métodos carecen de la sensibilidad adecuada. !

41



Procedimiento
Reduccion de NO;~ a NO, mediante el uso de Cadmio metalico
ACTIVACION DEL CADMIO

1) En 30 tubos de ensaye limpios de 13X100 mm se colocaron 0.5 g de
cadmio metélico y se lavaron con acido clorhidrico 0.1 N, esta operacion se
realizé en la campana de extraccion.

2) El Cd se plateo con una solucion acuosa de CuSO4-5H,0 al 5%(2 mL), se
agité con un agitador mecénico de placa horizontal hasta que el cadmio se
plated, (aproximadamente 10 min).

3) A los 30 tubos se les efectuaron 3 lavados exhaustivos con el tubo lleno de
H,O destilada para eliminar el cobre.

4) Se volvio a lavar con acido clorhidrico 0.1 N, mediante centrifugacion a
3500 rpm durante 5 min.

5) Después se lavo el Cd con una solucion de NH4Cl al 5% ajustando el pH a
9 con una disolucion de Borato de sodio.

Se utilizé Sulfato de zinc (ZnSO,) para desproteinizar, se prepara la solucion de
ZnS0O4 pesando 300 g/L o 30 g/dL.

Se prepar6 una solucion de estdndar de Nitrito de sodio de 2 pg/mL.
Preparacién de reactivos

o Solucion acuosa de acido acético al 15% (v/v)

o Reactivo de sulfanilamida
Se disolvieron 0.5 g de sulfanilamida en 150 mL en una disolucién de &cido
acético al 15%. Se protegi6 de la luz y se guardé en refrigeracion.

Reactivo de NED

Se disolvieron 0.2 g de di-clorhidrato de N-(1-nafto) diaminoetileno en 150 mL de
acido acético al 15%. Se etiquet6 y guardd en un frasco protegiéndolo de la luz.

Protocolo

o Se tomaron 100 pL de suero de ratdén y se le agregaron 300 pL de agua bi-
destilada, se agit6. Posteriormente se tomé una alicuota de 20 pL de esta
solucion.

o A esta alicuota se le adicionaron 20 pL de una disolucion que contenia
ZnS0O, y se mezcld bien, el precipitado que se formé se debe separar por
centrifugacion a 10000 rpm por 5 min.
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o Se tomé un tubo con Cd activado y se le desecho6 el NH4ClI, se le adiciond
al tubo todo el sobrenadante de la muestra que contiene el suero y se
taparon, se dejaron en agitacion en un agitador mecénico de placa
horizontal durante 15 min, se centrifugaron los tubos a 3000 rpm por un
lapso de 5 min y de este se tomaron 200 pL del sobrenadante para el
analisis.

o Se determind la concentracion de nitritos en el suero problema y se
reportaron los resultados con la utilizacion de la curva estandar de nitrito de
sodio (tabla 3).%°

CURVA ESTANDAR DE NITRITOS

TUBO ESTANDAR AGUA DESTILADA RESULTADO
(uL) (uL)
1 0 900 0.100
2 100 800 0.195
3 200 700 0.267
4 300 600 0.378
5 400 500 0.492
6 500 400 0.607
Muestra 200 700 -

Tabla 3. Se observa la curva realizada para evaluar la cantidad de nitritos observada en el suero de
los ratones.

13.5. Peroxidacién lipidica

Procesamiento del suero de ratdon

De las muestras obtenidas del suero de los ratones se tomaron 100 uL del suero
de cada uno de los ratones y se colocaron en tubos Eppendorf, cada muestra se
diluy6é con 400 pL de PBS. Se les agregaron 50 pL de BHT 12.6 nM y 400 pL de
acido ortofosforico 0.2 M. Esta solucién se mezcld en un vértex durante 10 seg. y
posteriormente se le adicionaron 50 yuL de TBA 0.11 M y se volvié a homogenizar
en el vortex.

Desarrollo del color

o Se coloco la mezcla de reaccion en un bafio de agua a 90° C durante
un periodo de 15 min, los tubos se taparon con papel aluminio

o Se enfriaron en bafo de hielo

o Se agregaron 1000 pL de n-butanol y 100 pL de una disolucion de
Cloruro de sodio.
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o Se agitd vigorosamente en vortex por un periodo de 30 seg. y se
centrifugé a 5000 rpm durante 5 min.

o Posteriormente se transfirieron 500 puL de la fase de n-butanol a una
celda, y se tomé la lectura a 535 nm y a 572 nm para corregir la
absorbancia.

o Se tuvo que construir una curva estandar de MDA (Tabla 4), para asi
obtener las concentraciones de este y reportar la peroxidacion lipidica
en suero de raton.

o Los resultados se obtuvieron en mmoles/L.

CURVA ESTANDAR DE MDA

TUBOS MDA TMP HsPO, TBA AGUA
(Hmol/L) (uL) (uL) (ML) (ML)
Blanco 0 0 600 200 200
1 0.2 5 600 200 195
2 0.4 10 600 200 190
3 0.8 20 600 200 180
4 1.2 30 600 200 170

Tabla 4. Curva empleada para obtener las concentraciones de peroxidacion en el suero de los
ratones.

14. Disefo estadistico

Se realizd un analisis estadistico que consiste en una comparacion de medias
utilizando el analisis de varianza ANOVA de un factor.
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15. Diagrama de flujo

COLECTAR, SECAR Y MOLER LA PLANTA DE: Loeselia mexicana (Lam.)
Brand.

OBTENCION DEL EXTRACTO ACUOSO DE LA PLANTA
Se realizd la extraccidn a baja temperatura y a presidn reducida utilizando
un rotavapor

PREPARACION DEL EXTRACTO
Se prepararon las diferentes dosis a 25, 50 y 100 mg/Kg de peso corporal

PREPARACION DE LOS REACTIVOS A UTILIZAR
Se elaboraron los farmacos en las concentraciones estipuladas para
realizar el estudio.

OBTENER LOS ANIMALES A UTILIZAR
Se realizd la solicitud al bioterio de la Facultad, se dispuso de un lugar
adecuado para su ambientacion

REALIZAR LOS ENSAYOS EN LOS ANIMALES
Se realizaron los ensayos antiinflamatorios agudo y crénico en los ratones
machos CD1

OBTENER MUESTRAS Y SACRIFICAR LOS ANIMALES
Fueron requeridos tanto el suero y los érganos (corazon, higado, bazo y
rifiones), ademas de los pellets de algoddn.

OBTENCION DE RESULTADOS
Se obtuvieron los resultados de las pruebas de ceruloplasmina,
peroxidacién y nitritos, asi como los ensayos antiinflamatorios.

VUV U U

I N N N

ANALISIS DE RESULTADOS
Se cargaron los resultados en el programa estadistico SPSS y se analizaron
los resultados que arrojoé el programa.
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16. Resultados

Se observaran los resultados obtenidos en el ensayo de inflamacion aguda y
cronica, en el caso de la inflamacion aguda se tomaron en cuenta los resultados
obtenidos a las tres horas, debido a que el pico maximo del efecto de la
indometacina que es el control positivo es a las tres horas de administrado el
farmaco, por lo cual este es el tiempo de referencia.

16.1 Respuesta de la inflamacion aguda
En la tabla 5 se pueden observar los porcentajes de inhibicién de la inflamacion

que fue inducida por la carragenina en la pata de los ratones, del ensayo anti-
inflamatorio agudo.

Tabla 5. Porcentajes de inhibicion de los diferentes grupos tratados con Loeselia mexicana.

Porcentaje de

Dosis mg/Kg inhibicion
Solucion salina - -
Indometacina 10 24.3%
Loeselia mexicana 25 -1.8%
Loeselia mexicana 50 -0.92%
Loeselia mexicana 100 -4.3%

En la grafica 1 de grupos de tratamiento contra el grosor del cojinete plantar
medido en milimetros se observa el efecto de la indometacina tres horas después
de su administracion, en esta hora es cuando se observa el efecto maximo del
farmaco. Por otro lado, se observa que las dosis del extracto a sus
concentraciones de 25, 50 y 100 mg/Kg de la espinosilla favorecen la inflamacién
ya que en este tiempo la inflamacion supera incluso a la administracion de la
solucion salina.
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Tamafo de la pata alas 3 horas.

|

N B

Grosor del cojinete en mm
(]
|

Cnnh?u:rl Control 25 mo/Kg S0mg/Kg 100 mgikag
negativo positivo

Grupos de tratamiento.

Gréfica 1. Comportamiento de la inflamacion en las patas de los ratones 3 horas después de la
administracion, donde se observa una evidente significancia entre la indometacina (control positivo)
vs solucion salina (control negativo), del mismo modo se aprecia una gran significancia entre el
control positivo (indometacina) vs 100 mg del extracto de Loeselia mexicana. (Ver tabla de
comparativos anexo Ay andlisis de varianza de ANOVA anexo B).

16.2 Respuesta de la inflamacidn cronica

Se realizaron varios estudios estadisticos con el fin de identificar cuales eran los
valores con mayor significancia, y de este modo enfocar los estudios y el analisis
sobre estos, se tomoé en cuenta el tamafio de los 6rganos de los ratones los cuales
fueron pesados una vez que se realizd el sacrificio y tomando en cuenta el peso
del raton se obtuvo el porcentaje del peso del érgano, lo cual se aprecié como el
indice de cada organo para observar de este modo si existe una significancia a
evaluar en estos resultados.
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Como se puede apreciar en la tabla 6 los valores que son de mayor importancia
en el estudio son los del indice esplénico, peso seco, ceruloplasmina y
peroxidacion lipidica, ya que estos son los que presentan significancia estadistica

en este estudio.

Tabla 6. ANOVA de los estudios realizados en inflamacién crénica

ANOVA
Sumade Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
indice cardiaco Inter-grupos 0.040 4 0.010 1.568 | 0.214
Intra-grupos 0.159 25 0.006
Total 0.199 29
indice hepatico Inter-grupos 1.206 4 0.301 0.894 | 0.482
Intra-grupos 8.434 25 0.337
Total 9.639 29
indice renal Inter-grupos 0.034 4 0.009 0.540 | 0.708
Intra-grupos 0.396 25 0.016
Total 0.430 29
indice esplénico Inter-grupos 0.262 4 0.066 12.618 | 0.000
Intra-grupos 0.130 25 0.005
Total 0.393 29
Peso himedo en mg Inter-grupos 1414.511 4 353.628 1.510 | 0.230
Intra-grupos 5855.723 25 234.229
Total 7270.235 29
Peso seco en mg Inter-grupos 142.667 4 35.667 3.801 | 0.015
Intra-grupos 234.595 25 9.384
Total 377.262 29
ceruloplasmina Inter-grupos 2027.592 4 506.898 17.155 | 0.000
mg/dL Intra-grupos 738.720 25 29.549
Total 2766.312 29
Peroxidacioén Inter-grupos 0.002 4 0.001 5.398 | 0.003
Intra-grupos 0.002 25 0.000
Total 0.004 29
Nitritos Inter-grupos 0.113 4 0.028 1.732 | 0.175
Intra-grupos 0.409 25 0.016
Total 0.523 29
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16.2.1 indice esplénico

La gréfica 2 nos indica el comportamiento del indice esplénico, el cual se aprecia
con una significancia en la tabla 6 de ANOVA.

indice esplénico

06

0.5 +

0.4 -

0.3 4

indice esplénico

0.2 4

014

0.0 -
Salina Hidrocortisona 25 Mg s0mg 100 mg

Soluciones del tratamiento

Gréafica 2. Valores del indice esplénico en el que se observa la media * el error estandar de los
grupos control como los del extracto (Ver tabla de comparativos anexo C).

En los datos de la tabla 7 se observan valores significativos como lo son los de
hidrocortisona con salina y en las concentraciones de 25, 50 y 100 mg del
extracto, este comportamiento se podrian explicar debido a que el farmaco de
hidrocortisona suprime la serie linfoide, con lo cual se observa un tamafo del bazo
reducido.

Tabla 7. Descriptivo del indice esplénico en el que se observa una diferencia significativa entre los
grupos de hidrocortisona VS la solucion salina, y las de 25 mg, 50 mgy 100 mg/kg del extracto
de Espinosilla. Ademas que también hay una significancia entre la solucién salina VS la solucion
de 100 mg/kg del extracto.
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indice esplénico
HSD de Tukey

Comparaciones multiples

() tratamiento

(J) tratamiento

Intervalo de confianza al

Diferencia 95%
de medias Error Limite Limite
(1-3) tipico Sig. inferior superior
Solucion salina Hidrocortisona 0.2545667 | 0.0416369 | 0.000 0.132284 0.376849
25 mg de extracto 0.0065500| 0.0416369(1.000| -0.115732 0.128832
50 mg de extracto 0.0698333| 0.0416369 (0.465| -0.052449 0.192116
100 mg de extracto | 0.1246833"| 0.0416369 | 0.044 0.002401 0.246966
Hidrocortisona Solucion salina -0.2545667 | 0.0416369|0.000| -0.376849| -0.132284
25 mg de extracto | -0.2480167 | 0.0416369|0.000 | -0.370299| -0.125734
50 mg de extracto | -0.1847333"| 0.0416369|0.001| -0.307016| -0.062451
100mg de extracto | -0.1298833 | 0.0416369|0.033| -0.252166| -0.007601
25 mg de extracto  Solucion salina -0.0065500 ( 0.0416369|1.000| -0.128832 0.115732
Hidrocortisona 0.2480167 | 0.0416369 | 0.000 0.125734 0.370299
50 mg de extracto 0.0632833 [ 0.0416369 | 0.560| -0.058999 0.185566
100 mg de extracto 0.1181333| 0.0416369 [ 0.062| -0.004149 0.240416
50 mg de extracto  solucion salina -0.0698333 | 0.0416369 | 0.465| -0.192116 0.052449
Hidrocortisona 0.1847333" | 0.0416369 | 0.001 0.062451 0.307016
25 mg de extracto -0.0632833 | 0.0416369|0.560| -0.185566 0.058999
100 mg de extracto 0.0548500| 0.0416369 (0.683| -0.067432 0.177132
100 mg de extracto solucién salina -0.1246833"| 0.0416369|0.044| -0.246966 | -0.002401
Hidrocortisona 0.1298833 | 0.0416369 | 0.033 0.007601 0.252166
25 mg de extracto -0.1181333| 0.0416369 | 0.062| -0.240416 0.004149
50 mg de extracto -0.0548500 | 0.0416369]0.683| -0.177132 0.067432

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

En la tabla 8 se observan tres distintos niveles de las medias del peso del érgano
(bazo), esto debido a que el peso tienen gran divergencia entre las dosis
administradas, como se puede suponer el valor del bazo de los ratones que
tratamos con hidrocortisona es de menor tamafio puesto que el farmaco tiene
efecto sobre este 6rgano, por lo cual se encuentra en un solo nivel, todas las dosis
del extracto las podemos observar en el segundo nivel, ya que en estos casos el
tamafo del bazo se mantuvo en un tamafo parecido, por ultimo se observa que en
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el tercer nivel estan los ratones con tratamiento de 50 y 25 mg/kg, ademas se
encuentra la solucién salina por lo que podemos suponer que por ser las dosis
bajas y control no se ve un cambio significativo en el tamafio del bazo, a lo que
podemos concluir que a dosis altas de la solucion del extracto de 100 mg/kg de
Espinosilla se tendria un efecto parecido al de la hidrocortisona con una reduccion
en el tamafio del bazo.

Tabla 8. Subconjuntos homogéneos que nos permite evaluar los distintos niveles en los que se
dividieron las medias del indice esplénico

HSD de Tukey®

Tratamiento Subconjunto para alfa = 0.05
N 1 2 3

Hidrocortisona 6 0.263933

100 mg de extracto 6 0.393817

50 mg de extracto 6 0.448667 0.448667

25 mg de extracto 6 0.511950 0.511950

Solucion salina 6 0.518500

Sig. 1.000 0.062 0.465

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 6.000.

16.2.2 Modelo de granuloma inducido por algoddn-pellet. (Peso seco)

Si tomamos como base que contamos con un control positivo (hidrocortisona), y
uno negativo (solucién salina), entenderemos que el control positivo inhibe la
formacion de un contenido fibrogranuloso, de este modo si el extracto funciona
como antiinflamatorio tendra como resultado que la formacion del contenido
fibrogranuloso sera similar o menor que el que se forma con la solucion de
hidrocortisona, de lo contrario, los efectos seran similares a los de la solucion
salina, formando la misma cantidad de contenido fibrogranuloso o uno similar a
éste.
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Peso seco en mg

30

25 1

20 -

15 -+

10 -+

Peso pellets secos

Salina Hidrocortisona 25 mg 50 mg 100 mg
Soluciones del tratamiento

Grafica 3. Peso de pellets secos que fueron extraidos de los ratones, secados y posteriormente
pesados, los valores son de la media + error estandar.

En la tabla 9 se observa que la solucion de hidrocortisona tiene una media mas
baja que los demés tratamientos, por lo tanto el contenido fibrogranuloso es
menor, con lo que se puede observar que el control positivo si ejercié su labor que
es la inhibir la formacién de este ultimo. Del mismo modo el control negativo tiene
el mayor peso de las medias de todas las soluciones, con lo que se aprecia que
este también realizo la funcibn para de este modo obtener un comparativo.
Aunque las medias de los extractos de 25, 50 y 100 mg/kg del extracto de
espinosilla son menores que las del control negativo estos valores estan en un
margen muy estrecho como para adjudicarle algun efecto antiinflamatorio.
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Tabla 9. Valores de la media, desviacion estandar y el error tipico usado para la realizacién de la

gréfica 3.

Peso seco en mg

Descriptivos

Intervalo de
confianza para la
media al 95%
Desviaci6 Error Limite Limite
N Media n tipica tipico inferior | superior | Minimo | Maximo
solucién salina 6 | 22,9167 | 5.61548 | 2.29251 | 17.0236 | 28.8098 | 17.40 | 30.30
Hidrocortisona 6 | 16.6500 [ 1.00349 | 0.40967 | 15.5969 | 17.7031 | 15.30 18.00
25 mg de extracto 6 | 20.7833 | 2.88126 | 1.17627 | 17.7596 | 23.8070 | 17.70 | 24.60
50 mg de extracto 6 | 22.1333 | 2.30188 | 0.93974 | 19.7177 | 24.5490 | 18.90 | 25.30
100 mg de extracto] 6 21.3500 | 0.88204 | 0.36009 | 20.4244 | 22.2756 | 20.40 23.00
Total 30 | 20.7667 | 3.60680 | 0.65851 | 19.4199 [ 22.1135 | 15.30 [ 30.30

Se observa que en la tabla 10 la diferencia mas importante en cuanto al peso seco
de los pellets de algoddn se presenta entre los grupos a los que se les administro
la hidrocortisona contra los ratones que recibieron la dosis de solucién salina, este
comportamiento suena logico desde el punto de vista de que el primer grupo es el
control positivo, con lo cual debemos de obtener el menor peso, y el segundo que
es nuestro control negativo, siendo este el que va a tener el mayor peso puesto
que no debe de generar ningun efecto antiinflamatorio. Siguiendo los resultados
qgue arroja la tabla 10 observamos que la hidrocortisona tiene también una
significancia importante entre los extractos de 50 y 100 mg/Kg de espinosilla,
siendo estos dos ultimos muy préximos a la solucion salina, lo que da como
resultado que estas concentraciones del extracto no tienen ningun efecto como
antiinflamatorio.
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Tabla 10. Descriptivo del peso seco, en el que se observa una diferencia significativa entre los
grupos de hidrocortisona VS la solucion salina, la de 50 y la de 100 mg/kg del extracto de

espinosilla.

peso seco en mg
HSD de Tukey

Comparaciones multiples

(I) tratamiento (J) tratamiento Intervalo de
Diferencia confianza al 95%
de medias Error Limite Limite

(1-J) tipico Sig. inferior superior

Solucién salina Hidrocortisona 6.26667 1.76860 0.013 1.0725 11.4608

25 mg de extracto 2.13333 1.76860 0.748 -3.0608 7.3275
50 mg de extracto 0.78333 1.76860 0.992 -4.4108 5.9775
100 mg de extracto 1.56667 1.76860 0.899 -3.6275 6.7608
Hidrocortisona Solucién salina -6.26667 1.76860 0.013 -11.4608 -1.0725
25 mg de extracto -4.13333 1.76860 0.167 -9.3275 1.0608
50 mg de extracto -5.48333 1.76860 0.035 -10.6775 -0.2892
100 mg de extracto -4.70000 1.76860 0.090 -9.8941 0.4941
25 mg de extracto Solucion salina -2.13333 1.76860 0.748 -7.3275 3.0608
Hidrocortisona 4.13333 1.76860 0.167 -1.0608 9.3275
50 mg de extracto -1.35000 1.76860 0.939 -6.5441 3.8441
100 mg de extracto -0.56667 1.76860 0.998 -5.7608 4.6275
50 mg de extracto Solucién salina -0.78333 1.76860 0.992 -5.9775 4.4108
Hidrocortisona 5.48333 1.76860 0.035 0.2892 10.6775
25 mg de extracto 1.35000 1.76860 0.939 -3.8441 6.5441
100 mg de extracto 0.78333 1.76860 0.992 -4.4108 5.9775
100 mg de Solucién salina -1.56667 1.76860 0.899 -6.7608 3.6275
extracto Hidrocortisona 4.70000 1.76860 0.090 -0.4941 9.8941
25 mg de extracto 0.56667 1.76860 0.998 -4.6275 5.7608
50 mg de extracto -0.78333 1.76860 0.992 -5.9775 4.4108

En la tabla 11 puede aprecia que los valores agrupados en el nivel 1 son los de
hidrocortisona, 25 mg y 100 mg/kg del extracto los cuales son los que tienen el
menor peso, en el nivel 2 se van a agrupar aquellas que alcanzaron un nivel de
contenido granulomatoso mayor en los pellets.
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Tabla 11. Valor promedio de las medias obtenidas de los pellets secos divididos niveles.
Subconjuntos homogéneos
peso seco en mg

HSD de Tukey?

Tratamiento Subconjunto para alfa = 0.05
N 1 2

Hidrocortisona 6 16.6500

25 mg de extracto 6 20.7833 20.7833
100 mg de extracto 6 21.3500 21.3500
50 mg de extracto 6 22.1333
Solucién salina 6 22.9167
Sig. 0.090 0.748

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 6.000.

16.2.3 Ceruloplasmina

Es importante tomar en cuenta que la ceruloplasmina se ve incrementada en los
procesos inflamatorios. De tal manera, si se analiza la gréfica 4 se observa que la
hidrocortisona (control positivo) si ejercié su funcion antiinflamatoria puesto que el
valor de su media de ceruloplasmina es el menor a todas las medias. Sin
embargo, se aprecia a su vez que el control negativo (solucién salina) se vio
superado por las concentraciones de 25, 50 y 100 mg/Kg del extracto de
espinosilla, con lo que se puede asumir que el extracto contrariamente a lo que se
presume carece de algun efecto antiinflamatorio ya que se observa que favorece a
la inflamacion puesto que los valores de las medias del extracto en todos los
casos supera por amplio rango a la solucién salina.

En la tabla 13 se aprecia que los valores de las medias se agrupan en 3 distintos
niveles. En el nivel 1 se advierte que se encuentra la hidrocortisona que como se
observa en la grafica 4, esta era la media de menor tamafio, por semejanza en los
pesos la solucion salina, y las concentraciones de 50 y 25 mg/Kg del extracto se
encuentran en el segundo nivel, y por ultimo, en el tercer nivel se observa el
extracto con concentracion de 100mg/Kg, demostrando asi que este Ultimo
muestra un incremento muy amplio con respecto a las medias restantes, notando
asi que a mayor concentraciébn del extracto de espinosilla observaremos un
incremento en la inflamacion.
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Ceruloplasmina
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Soluciones del tratamiento

Gréfica 4. Valores de ceruloplasmina donde se evalu6 la media + el error estandar. Concentracion
de ceruloplasmina VS el tratamiento. (Ver los valores descriptivos en anexo D).

Tabla 12. Comparaciones multiples de ceruloplasmina, en el que se observa una diferencia
significativa entre los grupos de hidrocortisona VS la solucione salina, y la de 25 mg y la de 100
mg/kg del extracto de espinosilla.

Ceruloplasmina mg/dL

HSD de Tukey

() tratamiento

(J) tratamiento

Intervalo de confianza

Diferencia al 95%
de medias Error Limite Limite
(1-3) tipico Sig. inferior superior
Solucion salina Hidrocortisona 4.50000 3.13841| 0.613 -4.7171 13.7171
25 mg de extracto -6.30000 3.13841| 0.292( -15.5171 29171
50 mg de extracto -3.60000 3.13841| 0.780( -12.8171 5.6171
100 mg de extracto -19.80000 3.13841 0.000] -29.0171| -10.5829
Hidrocortisona Solucioén salina -4.50000 3.13841| 0.613| -13.7171 47171
25 mg de extracto -10.80000 3.13841 0.016] -20.0171 -1.5829
50 mg de extracto -8.10000 3.13841 0.105] -17.3171 1.1171
100 mg de extracto | -24.30000° 3.13841| 0.000| -33.5171| -15.0829
25 mg de extracto Solucion salina 6.30000 3.13841| 0.292 -2.9171 15.5171
Hidrocortisona 10.80000 3.13841| 0.016 1.5829 20.0171
50 mg de extracto 2.70000 3.13841| 0.909 -6.5171 11.9171
100 mg de extracto | -13.50000° 3.13841| 0.002| -22.7171 -4.2829
50 mg de extracto Solucion salina 3.60000 3.13841| 0.780 -5.6171 12.8171
Hidrocortisona 8.10000 3.13841| 0.105 -1.1171 17.3171
25 mg de extracto -2.70000 3.13841| 0.909( -11.9171 6.5171
100 mg de extracto | -16.20000° 3.13841|] 0.000| -25.4171 -6.9829
100 mg de Solucioén salina 19.80000° 3.13841| 0.000 10.5829 29.0171
extracto Hidrocortisona 24.30000 3.13841| 0.000 15.0829 33.5171
25 mg de extracto 13.50000 3.13841| 0.002 4.2829 22.7171
50 mg de extracto 16.20000 3.13841| 0.000 6.9829 25.4171
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Tabla 13. Valores promedio obtenidos de las medias de ceruloplasmina.
Subconjuntos homogéneos

ceruloplasmina mg/dL
HSD de Tukey?

Tratamiento Subconjunto para alfa = 0.05
N 1 2 3
Hidrocortisona 6 27.0000
Solucién salina 6 31.5000 31.5000
50 mg de extracto 6 35.1000 35.1000
25 mg de extracto 6 37.8000
100 mg de extracto 6 51.3000
Sig. 0.105 0.292 1.000

16.2.4 Peroxidacion lipidica
Peroxidacion
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Grafica 5. Medias de peroxidacién donde se evaluo la media + el error estandar. Concentracién de
la peroxidacién VS el tratamiento. (Ver la tabla descriptivos de la gréfica 5, en anexo E).
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Tabla 14. Descriptivo de peroxidacion, en el que se observa una diferencia significativa entre los
grupos de hidrocortisona VS la solucion salina, y la de solucion salina VS 50 mg/kg del extracto

de Espinosilla.

Comparaciones multiples

Peroxidacion lipidica

HSD de Tukey

() tratamiento

(J) tratamiento

Intervalo de confianza al

Diferencia 95%
de medias Error Limite Limite
(1-3) tipico Sig. inferior superior
Solucion salina Hidrocortisona -0.0215000 | 0.0055665 [ 0.006| -0.037848| -0.005152
25 mg de extracto -0.0148333 | 0.0055665|0.089| -0.031181 0.001515
50 mg de extracto -0.0231667 | 0.0055665 | 0.003| -0.039515 -0.006819
100 mg de extracto | -0.0157333( 0.0055665 | 0.063| -0.032081 0.000615
Hidrocortisona Solucion salina 0.0215000 | 0.0055665 | 0.006 0.005152 0.037848
25 mg de extracto 0.0066667 | 0.0055665 | 0.753| -0.009681 0.023015
50 mg de extracto -0.0016667 | 0.0055665|0.998| -0.018015 0.014681
100 mg de extracto | 0.0057667 | 0.0055665 | 0.836| -0.010581 0.022115
25 mg de extracto  solucion salina 0.0148333| 0.0055665)0.089( -0.001515 0.031181
Hidrocortisona -0.0066667 | 0.0055665|0.753| -0.023015 0.009681
50 mg de extracto -0.0083333 | 0.0055665 [ 0.574| -0.024681 0.008015
100 mg de extracto | -0.0009000 | 0.0055665 | 1.000| -0.017248 0.015448
50 mg de extracto  Solucién salina 0.0231667 | 0.0055665 | 0.003 0.006819 0.039515
Hidrocortisona 0.0016667 | 0.0055665|0.998| -0.014681 0.018015
25 mg de extracto 0.0083333 | 0.0055665 | 0.574( -0.008015 0.024681
100 mg de extracto | 0.0074333 | 0.0055665 | 0.672| -0.008915 0.023781
100 mg de extracto Solucién salina 0.0157333| 0.0055665|0.063 | -0.000615 0.032081
Hidrocortisona -0.0057667 | 0.0055665[0.836| -0.022115 0.010581
25 mg de extracto 0.0009000 | 0.0055665 (1.000| -0.015448 0.017248
50 mg de extracto -0.0074333 | 0.0055665 [ 0.672| -0.023781 0.008915

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.
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Tabla 15. Valores de media promedio obtenidos de la peroxidacion.

Subconjuntos homogéneos
Peroxidacion

HSD de Tukey

Tratamiento Subconjunto para alfa = 0.05
N 1 2

Solucion salina 6 0.057000
25 mg de extracto 6 0.071833 0.071833
100 mg de extracto 6 0.072733 0.072733
Hidrocortisona 6 0.078500
50 mg de extracto 6 0.080167
Sig. 0.063 0.574

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de |la media armonica = 6.000.

Es conocido que un incremento en la peroxidacion lipidica es consecuencia de un
incremento a su vez de radicales libres, y que son estos los que generan un dafio
sobre la membrana lipidica de las células con su consecuente destruccion (muerte
celular), lo que los datos anteriores nos describen es que al administrarles
solucion salina al grupo de ratones no se fomenta un aumento considerable de
peroxidacién lo que no trae consigo ninguln dafio sobre los ratones en estudio.

Al administrar hidrocortisona al grupo 2 de nuestro experimento notamos que este
farmaco genera un notable incremento de radicales libres con su consecuente
aumento de peroxidacion generando un dafio celular.

Si tomamos estos datos como antecedentes podemos notar que en la tabla 15 los
grupos estan acomodados en dos distintos niveles por su semejanza, la
hidrocortisona esta colocada en el nivel 2 por su niamero elevado, acompafiada
por las concentraciones de los extractos 25, y 100 mg/kg de la Espinosilla que no
superan los valores de la hidrocortisona, ademas en este mismo nivel y superando
el nivel de dafio generado por la hidrocortisona se encuentra la concentracion de
50 mg/kg del extracto, dando una idea de que esta concentracion genera mas
dafio que la generada por el farmaco.
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17. Analisis de resultados.

17.1 Inflamacién aguda.

Como se puede observar con los resultados obtenidos y registrados, se deduce
que el extracto de la planta de la “Espinosilla” no presenta ningun efecto
antiinflamatorio en ninguna de las concentraciones, de hecho se puede considerar
gue este extracto tiene cierta tendencia a promover o coadyuvar a la inflamacion,
debido a que a todas horas los grupos tratados con el extracto de la “Espinosilla”
presentaron una inflamacion mayor a los tratados con la indometacina, incluso
presentan una inflamacion mayor a la que se presenta en los ratones a los que se
les administro solucién salina.

17.2 Inflamacioén crénica

El conjunto de los resultados obtenidos en el ensayo de inflamacién crénica, es
una confirmacion de los resultados obtenidos en el ensayo agudo, ya que en este
altimo se observo un incremento en el tamafio de las patas de los ratones CD1
que fueron tratados con el extracto de la Espinosilla, y los porcentajes de
inhibicion de la inflamacion resultaron negativos.

En el caso de la inflamacién crénica se encontré6 que los pesos de los pellets
secos se encuentran elevados en los ratones a los que se les administré el
extracto de la planta, esto debido al incremento de contenido fibrogranuloso que
se presenta cuando hay una respuesta inflamatoria.

Hay un aumento considerable en la ceruloplasmina, llegando a ser incluso mayor
al que se presenta con la solucion salina y este incremento es explicado debido a
gue la ceruloplasmina es un marcador que se observa elevado en una respuesta
inflamatoria, y en este caso al verse ampliamente superado el control, se puede
asegurar que el extracto de Espinosilla promueve la inflamacion.

En el caso de la peroxidacion lipidica también existe dafio a los ratones, ya que
nuestro control negativo genera un aumento de este marcador, pero el extracto de
planta también presenta un incremento, en uno de los casos superior al generado
por la hidrocortisona.

Para el caso del indice esplénico del grupo tratado con hidrocortisona se observa
un organo disminuido de tamafio, esto es lo esperado debido a que los
corticoesteroides en general, inhiben la sintesis de ADN y ARN ademas de inducir
apoptosis en algunas poblaciones de linfocitos.**
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18. Conclusiones

En base a los resultados obtenidos podemos concluir que el extracto acuoso de la
Loeselia mexicana (Lam.) Brand “Espinosilla” no posee ninguna propiedad
antiinflamatoria, por lo que se debe informar y concientizar a la poblacién que
acostumbra el uso de este extracto para que se abstenga de su uso en caso de
presentar algun episodio de inflamacién, ya que con los resultados obtenidos se
observé que el extracto de esta planta fomenta y promueve la inflamacion.
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20. Anexos

Anexo A. Valores descriptivos del indice esplénico con los cuales se realizd la grafica 1.

Intervalo de
confianza parala
media al 95%
Desviacion | Error Limite Limite Minim
N [ Media tipica tipico inferior | superior o] Maximo
Solucién salina 6 | 4.4050 0.28725 0.11727 4.1036 4.7064 4.15 4,94
Indometacina 6 |3.8717 | 0.14034 | 0.05730 | 3.7244 4.0189 3.63 4.05
25 mg del extracto 6 | 4.4417 0.60387 0.24653 3.8079 5.0754 3.67 5.27
50 mg del extracto 6 |4.4967 | 0.59116 0.24134 | 3.8763 5.1170 3.68 5.29
100 mg del 6 |[5.0250 | 0.50883 | 0.20773 | 4.4910 5.5590 4.17 5.65
extracto
Total 30 | 4.4480 0.56910 0.10390 4.2355 4.6605 3.63 5.65
Anexo B resultados del analisis de varianza ANOVA de una via.
Inflamacién 3 horas después
Sumade Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter- 4.016 4 1.004 4.669 0.006
grupos
Intra- 5.376 25 0.215
grupos
Total 9.392 29
Anexo C. Valores descriptivos del indice esplénico que fueron usados para la grafica 2.
indice esplénico
Intervalo de
confianza parala
media al 95%
Desviacio Error Limite Limite
N | Media n tipica tipico inferior | superior [Minimo [ Maximo
solucién salina 6 | 0.518500 | 0.0628360 | 0.0256527 | 0.452558 | 0.584442| 0.4400( 0.5840
Hidrocortisona 6 | 0.263933 | 0.0405806 | 0.0165669 | 0.221347| 0.306520| 0.2310| 0.3282
25 mg de extracto 6 [ 0.511950( 0.0950472 | 0.0388029 | 0.412204| 0.611696| 0.4050| 0.6387
50 mg de extracto 6 |0.448667  0.0948107 | 0.0387063 | 0.349169| 0.548164| 0.3370| 0.6050
100 mg de extracto | 6 | 0.393817| 0.0488502 | 0.0199430|0.342551| 0.445082| 0.3156| 0.4617
Total 30| 0.427373| 0.1163406 | 0.0212408 | 0.383931| 0.470816| 0.2310( 0.6387
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Anexo D. Comparacion de medias de ceruloplasmina con respecto a diferentes tratamientos, valores que
fueron utilizados para elaborar la grafica 4.

Ceruloplasmina mg/dL

Descriptivos

Intervalo de
confianza parala
media al 95%
Desviacion Error Limite Limite | Minim
N | Media tipica tipico inferior | superior 0 Maximo

Solucién salina 6 | 31.5000 5.30924 2.16749 | 25.9283 | 37.0717 | 27.00 37.80
Hidrocortisona 6 | 27.0000 4.82991 1.97180 | 21.9313 | 32.0687 | 21.60 32.40
25 mg de extracto | 6 | 37.8000 7.63675 3.11769 | 29.7857 | 45.8143 | 27.00 48.60
50 mg de extracto | 6 | 35.1000 2.95770 1.20748 | 31.9961 | 38.2039 | 32.40 37.80
100 mg de extracto | 6 | 51.3000 5.40000 2.20454 | 45.6330 | 56.9670 | 43.20 59.40
Total 30| 36.5400 9.76678 1.78316 | 32.8930 | 40.1870 | 21.60 59.40

Anexo E. Comparacion de medias de Peroxidacion con respecto a diferentes tratamientos, con las
cuales se realizo la gréfica 5.

Peroxidacion

Descriptivos

Intervalo de
confianza para la
media al 95%
Desviacio Error Limite Limite
N Media n tipica tipico inferior | superior | Minimo | Maximo
Solucidn salina 6 | 0.057000 | 0.0146697 | 0.0059889 | 0.041605 | 0.072395 | 0.0350 | 0.0720
Hidrocortisona 6 | 0.078500 | 0.0106160 | 0.0043340 [ 0.067359 | 0.089641 | 0.0660 | 0.0940
25 mg de extracto 6 | 0.071833 | 0.0074409 | 0.0030377 | 0.064025 | 0.079642 | 0.0610 | 0.0840
50 mg de extracto 6 | 0.080167 | 0.0057417 | 0.0023440 [ 0.074141 | 0.086192 | 0.0740 | 0.0880
100 mg de extracto | 6 | 0.072733 | 0.0069678 | 0.0028446 | 0.065421 | 0.080046 | 0.0600 | 0.0800
Total 30 | 0.072047 | 0.0122206 | 0.0022312 [ 0.067483 | 0.076610 | 0.0350 | 0.0940
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