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1. RESUMEN

Antecedentes. La utilizacion de plantas con actividad medicinal no es propia de una
zona especifica, sino que se extiende a cada una de las regiones del planeta, debido a
su gran diversidad bioldgica, climatica y territorial, acompafiada de costumbres y
creencias. El conocimiento, al principio empirico, de las propiedades de las plantas se
empez6 a transmitir de unos hombres a otros, de familia en familia, de tribu a tribu y de
generacion en generacion, hasta llegar a nuestros dias.

Objetivo. Evaluar la actividad antiinflamatoria de Sanvitalia procumbens (Ojo de Gallo)
en un modelo de ratones CD1 con el fin de determinar si esta planta tiene propiedades
antiinflamatorias.

Material y métodos. La planta fue autentificada en el herbario de la FES Zaragoza
(FEZA)-UNAM se le asigno el numero FEZA 13626. Se realiz6 una extraccién con
agua, en un rotavapor. En el ensayo de inflamacion aguda se utilizaron 5 grupos de 6
ratones con un peso promedio de 35 g. Se siguid un esquema de induccién de
inflamacion con la aplicacion de carragenina en el cojinete plantar de la pata izquierda
del raton, posteriormente recibieron por sonda gastrica: solucion salina para el grupo
control negativo, dosis del extracto de 25, 50 y 100 mg/Kg para los grupos
experimentales e Indometacina para el grupo positivo. Se midio el grosor de la pata en
intervalos de 60 minutos por 5 horas. En el ensayo de inflamacion crénica se utilizaron
5 grupos de 6 ratones con un peso promedio de 35 g. Se implanté subcutaneamente en
el dorso del raton el algodén pellet, posteriormente recibieron por sonda gastrica
durante 10 dias: solucion salina para el grupo control negativo, dosis del extracto de 25,
50 y 100 mg/Kg para los grupos experimentales e hidrocortisona para el grupo positivo.
Al final del ensayo se obtuvieron los sueros y se extrajeron los rifiones, higado, bazo y
corazén y se calculd el peso relativo. En los sueros se determiné ceruloplasmina y
nitritos.

Resultados. Se observo actividad antiinflamatoria en fase aguda del extracto a las 3 y
4 horas. No se presentd una diferencia estadisticamente significativa de ceruloplasmina
ni de nitritos en comparacién con nuestro grupo control negativo. No se observo
actividad antiinflamatoria del extracto en fase crénica y tampoco se observaron muertes
ni signos de intoxicacion visibles en los animales tratados.

Conclusiones. Dado que se observé una menor inflamacién medida a través del
grosor del cojinete plantar en los animales tratados con el extracto y una tendencia a
menores niveles de ceruloplasmina y nitritos respecto al grupo control negativo, los
resultados sugieren que la planta Sanvitalia procumbens si presenta actividad
antiinflamatoria en fase aguda pero no la presenta en fase crénica.
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2. INTRODUCCION

El origen que se conoce de las plantas medicinales que han formado parte importante
de la historia y de la cultura de los pueblos indigenas, se refiere a su uso y aplicacion

como remedio de varias enfermedades.

Hace 3000 afios a.C. en China se escribi6 el libro mas antiguo de plantas medicinales,
los Sumerios hace 2500 afios a.C. usaban las plantas con fines curativos; los Asirios
conocian poco mas de 250 hierbas medicinales, también culturas como la Griega y la
propia cultura Indigena Mexicana ocupaban las flores, tallos, hojas y cortezas de las
plantas en forma de infusiones, maceraciones y zumos como remedios curativos.

México es uno de los paises de América con mayor tradicion ancestral y riqueza en el
uso de la herbolaria medicinal, tanto en el medio rural como suburbano donde los
servicios de atencibn médica muchas veces son escasos, se registran poco mas de
3000 especies que se emplean como remedios naturales, sin embargo, a pesar de la
riqueza y la variedad de la flora medicinal, el porcentaje de especies que poseen

estudios fitoquimicos y farmacolégicos es muy pequefio.

Entre las enfermedades que aquejan a la poblacion mundial, las que involucran
procesos inflamatorios representan un importante grupo; enfermedades como artritis
reumatoide, gota, asma o trastornos neurodegenerativos que en algunos casos implican

reacciones inflamatorias.
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Como consecuencia de estos padecimientos existe una gran necesidad de desarrollar
nuevos agentes antiinflamatorios mas seguros y eficaces. El uso de las plantas
medicinales o0 de sus componentes activos representa una alternativa cada vez mas

explorada y promisoria para el tratamiento de numerosos desordenes inflamatorios.

Por ello se evalué la actividad antiinflamatoria del extracto acuoso de Sanvitalia
procumbens (Ojo de Gallo) en ratones, ya que uno de los principales usos empiricos de
esta planta es como antiinflamatorio, sin embargo, no existen antecedentes que

demuestren su uso medicinal, ni estudios que corroboren su efectividad.
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3. MARCO TEORICO

3.1 Medicina Tradicional

La medicina tradicional es la suma completa de conocimientos, técnicas, y practicas
fundamentadas en las teorias, creencias y experiencias propias de diferentes culturas y
que se utilizan para mantener la salud y prevenir, diagnosticar, mejorar o tratar

trastornos fisicos o mentales. *

Las medicinas herbarias se sirven de productos herbarios cuyos ingredientes activos
son partes de plantas u otros materiales vegetales; en muchos paises desarrollados,
del 70 al 80% de la poblacion ha recurrido alguna vez a una u otra forma de medicina

alternativa o complementaria.’

La fitoquimica probablemente ha estudiado entre un 5 y un 15% de la diversidad
vegetal existente en el mundo con relacion a su composicién quimica y su actividad
biolégica, cada afio se reportan en la literatura aproximadamente 1500 nuevos
productos naturales provenientes de plantas, los cuales constituyen hasta un 25% del

total de los que se utilizan en la industria farmacéutica.?

Hoy en dia aunque la medicina tradicional ya es mas conocida y los productos naturales
ya son utilizados con mas frecuencia, los estudios que se han realizado sobre aquellas
plantas son escasos, de ahi surge la importancia de realizarlos y con ello ampliar el

conocimiento sobre la flora medicinal en nuestro pais.

4



llse Rocio Guerrero Rios

3.2 Plantas medicinales

3.2.1 Historia

Los datos sobre las caracteristicas vegetales, formas de uso, propiedades terapéuticas,
recoleccion y comercio de numerosas plantas medicinales se encuentran en las fuentes

mas antiguas tales como los cédices precolombinos. *

Uno de los primeros escritos fue el llamado Papiro egipcio de Ebers, con mas de 3.500
afos de antigliedad, fue hallado en la localidad de Luxor, se trata del mas importante
escrito sobre medicina egipcia, en el que se han podido identificar unas 150 plantas de

utilidad terapéutica. *

Desde las méas primitivas civilizaciones, el ser humano se ha ocupado no solo de ir
perfeccionando y extendiendo el cultivo de las plantas para su alimentacién; al mismo

tiempo, ha tratado de buscar las propiedades medicinales de cada una de ellas. *

En el aflo de 1982 el esfuerzo de Lozoya y Lozoya se dio con el fin de iniciar la Flora
Medicinal en México, ésto comenzd con una primera parte sobre 14 plantas indigenas,
los subsiguientes han sido estudios valiosos pero dedicados a aspectos regionales, por
lo que desde ese tiempo podemos darnos cuenta que los estudios que se requieren de

cada una de las plantas deben ser mas completos, abarcando su funcion, sus efectos y
sus propiedades, por lo cual hoy en dia esto se tiene que tomar en cuenta para que la

informacion sea mas completa y se siga transmitiendo de generacién en generacion.?

5
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3.2.2 Definicion

Las plantas medicinales son todas aquellas que contienen en alguno de sus 6rganos,
principios activos, los cuales, administrados en dosis suficientes, producen efectos
curativos en las enfermedades de las personas y animales en general, se calcula que
de las 260 000 especies de las plantas que se conocen en la actualidad el 10% se

pueden considerar medicinales.’

De acuerdo a la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) una planta medicinal es
cualquier especie vegetal que contiene sustancias con gran importancia para la
investigacion farmacoldgica y el desarrollo de medicamentos, no soélo cuando los
constituyentes de plantas se usan directamente como agentes terapéuticos, sino
también, como materiales de base para la sintesis de los medicamentos o como

modelos para compuestos farmacolégicamente activos.® ’

Muchas personas creen que las plantas medicinales son relativamente seguras porque
son de origen natural, sin embargo, muchos estudios recientes han manifestado las
graves consecuencias de los efectos secundarios de ciertos productos a base de
plantas, los cuales ocurren por varios contaminantes tales como plomo, mercurio o

arsénico y también por la interaccibn que pueda ocurrir con algin producto
farmacéutico; el conocimiento sobre las interacciones es limitado y existen factores
responsables de ello: los problemas de la correcta identificacidon y caracterizacion de los

agentes responsables, la falta de estandarizacion de los principios activos, la ausencia
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de estudios formales de interacciones, falta de incorporacion de las plantas medicinales
a los programas de Farmacovigilancia y falta de atencion por parte de los médicos

sobre el consumo de estos productos.® °

La estandarizacion de principios activos en los preparados de plantas medicinales,
incluso cuando se intenta asegurar un contenido minimo o maximo de determinada
sustancia activa, es un gran riesgo, debido a que no se sabe en qué proporcion esa
sustancia u otras contenidas en la planta son las responsables de los efectos que

provoca. % 1°

El creciente consumo de plantas medicinales, los riesgos e incertidumbres acerca de
sus efectos farmacologicos y el riesgo de interacciones conocidas o desconocidas con
los medicamentos habituales deben hacer cambiar nuestra mentalidad sobre el modo
de registrar el consumo de estos productos en la historia clinica y la consideracion de

estos productos como posibles causas de efectos indeseables.

3.3 Sanvitalia procumbens (Ojo de Gallo)

Es una planta originaria de México, habita en areas de clima calido, semicélido,
semiseco y templado, en el Estado de Morelos ésta familia tiene una dominancia
cultural de 48 especies (7.9%) aproximadamente, presenta ramas de 4 a 30 cm de
altura, toda la planta estd cubierta con pelillos cortos, hojas alargadas parecidas a

puntas de lanza y se ven como rehiletes. Las flores son del tipo de la margarita, las de
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adentro son pequefias, moradas u oscuras y las de afuera son amarillas en forma de
lengua, se le conoce principalmente como ojo de chanate, ojo de gallina, ojo de gato,

ojo de perico y coyoixtli (Morelos). ***2

Se emplea para tratar padecimientos digestivos como diarrea, vomito, para luxaciones y

principalmente es utilizada como un antiinflamatorio. **

Figura 1. Sanvitalia procumbens Lam™*?
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3.4 Inflamacion

La actividad antiinflamatoria ha despertado en los ultimos afios un gran interés cientifico
en el &rea farmacologica, principalmente en virtud de la capacidad potencial de ciertos
compuestos de interferir en la evolucion de enfermedades que cursan con procesos

inflamatorios.*

Histéricamente, la inflamacién fue una de las primeras observaciones médicas, los
signos clasicos: enrojecimiento e hinchazdn con calor y dolor (rubor et tumor cum calore
et dolore) fueron descritos por Celsus en el afio 10 a.C. Hasta pasada la edad media, la
inflamacion era considerada una enfermedad y solo en el siglo XVIII John Hunter

reconocié que se trataba de una reaccién adaptativa ante una agresion.*>*8

La inflamacion es una respuesta biolégica y bioquimica a los estimulos nocivos como
los patdégenos, células dafiadas o cualquier otro agresor de naturaleza bioldgica,
guimica, fisica 0 mecénica que involucra al sistema nervioso, vascular e inmunologico,
su mision protectora la cumple diluyendo, destruyendo o neutralizando los agentes
perjudiciales, implica mecanismos inmunitarios innatos y adaptativos, asi como un

enorme gasto de energia metabdlica. %%

Los elementos que interfieren en la inflamacion son mediadores quimicos, células de la

sangre, los tejidos y otros elementos de plasma y de los espacios extracelulares, seria
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imposible que las reacciones inflamatorias se regularan sin la migracion controlada de

diversas poblaciones de leucocitos.? 24

Las vias y eventos particulares que se suscitan en una respuesta inflamatoria dependen
de muchos factores incluyendo la naturaleza del estimulo iniciador, su puerta de

entrada al organismo y las caracteristicas del huésped. %

Durante la inflamacion ocurren 3 hechos fundamentales los cuales son:

1. Aumento del aporte sanguineo a la zona afectada.

2. Incremento de la permeabilidad capilar por retraccién de las células capilares.
Esto permite que atraviesen el endotelio moléculas de mayor tamafio y que los
anticuerpos y el complemento lleguen al lugar de la inflamacion.

3. Los leucocitos (neutréfilos y macrofagos) y un poco mas tarde los linfocitos salen
de los capilares a los tejidos circundantes; una vez en éstos, migran hacia el

lugar de la lesion, bajo la direccion de los estimulos quimiotacticos.?®

3.4.1 Tipos de respuesta inflamatoria
Se divide en dos tipos: aguda y cronica. La divisién de la inflamacion se basa en la
evolucion temporal y en los elementos celulares implicados. Estas categorias no se

excluyen entre ellas y existe cierto solapamiento.?’

10
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3.4.1.1 Inflamacion aguda

Es la respuesta inicial del cuerpo a estimulos nocivos, permite la llegada rapida de

leucocitos y proteinas al lugar de la lesion, es de duracion relativamente corta; se

mantiene pocos minutos, varias horas, o uno o dos dias.

28-30

La inflamacion aguda tiene dos componentes fundamentales:

Cambios vasculares: alteraciones en el calibre de los vasos que incrementan el
flujo de sangre (vasodilatacion) y cambios en la pared vascular que permiten la
salida de la circulacion de las proteinas plasmaticas (aumento de la
permeabilidad vascular). Ademas, las células endoteliales se activan, lo que
aumenta la adhesion de los leucocitos y permite su migracion a través de la
pared vascular.

Acontecimientos celulares: migracion de los leucocitos desde la circulacion y su
acumulacion en el foco de la lesion (reclutamiento celular), seguida de la
activacion de leucocitos, que les permite eliminar el agente lesivo. Los principales
leucocitos en la inflamacibn aguda son los neutréfilos (leucocitos

polimorfonucleares).®

Las causas de la inflamacion aguda son:

Agentes fisicos: traumatismos, heridas, lesiones por frio o calor, luz UV,

radiacion, etc.

11
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Agentes quimicos: Sustancias irritantes y corrosivas, por ejemplo: 4cidos, alcalis.
Infecciones: viricas, bacterianas o parasitarias.

Reacciones de hipersensibilidad de mecanismo inmunitario, por ejemplo:
reacciones alérgicas.

Necrosis tisular, por ejemplo: isquemia que induce un infarto de miocardio.?” %

3.4.1.2 Inflamacion crénica

Es el resultado de un equilibrio entre destruccion tisular progresiva por una parte y, por

otra, erradicacion del estimulo lesivo, seguida de reparacion y formacién de cicatriz, se

caracteriza por la presencia de un nimero anormalmente grande de linfocitos dentro del

tejido y tiene una duracién prolongada (semanas o meses).

33,34

La inflamacién cronica se caracteriza principalmente por:

Inflamaciéon con células mononucleares, que incluyen macréfagos, linfocitos y
células plasmaticas.

Destruccion tisular inducida por el agente lesivo persistente o por las células
inflamatorias.

Intentos de curacion mediante sustitucion por tejido conjuntivo de los tejidos
lesionados, que se consiguen mediante la proliferacion de vasos pequefos y, en

concreto, mediante fibrosis.>*

12
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La inflamacion cronica se observa en las siguientes circunstancias:

¢ Infecciones persistentes por gérmenes dificiles de erradicar, como micobacterias,
y algunos virus, hongos y parésitos.

e Enfermedades inflamatorias de mecanismo inmunitario. La inflamacion cronica
desempeiia un importante papel en un grupo de enfermedades que se deben a
una activacion excesiva e inapropiada del sistema inmunitario tales como: asma
bronquial, artritis reumatoide y esclerosis multiple.

e Exposicion prolongada a agentes con capacidad toxica, exdgenos o endégenos.
Un ejemplo de agente exdgeno son las particulas de silice, un material
inmunitario no degradable que, cuando se inhala durante periodos de tiempo

prolongados, produce una enfermedad pulmonar inflamatoria llamada silicosis.3*

3.4.2 Células inflamatorias

Existen 2 tipos de células implicadas en la inflamacién, unas que se encuentran en
forma permanente en los tejidos, como son los mastocitos y las células endoteliales, y
otras que pueden migrar y acceden al sitio afectado desde la sangre, como son los
neutréfilos polimorfonucleares, monocitos, macréfagos y linfocitos. Estas células
producen una gran cantidad de moléculas activas que, de manera directa o indirecta,

son mediadores del proceso inflamatorio.**

13
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Neutrofilos

El neutrofilo es el tipo de célula infiltrativa de los tejidos que predomina durante las
etapas iniciales de la reaccion inflamatoria. La infiltracion tisular por este leucocito llega
a su maximo dentro de las primeras 6 h de la reaccion inflamatoria, con produccion
creciente de neutrofilos en la médula 6sea para satisfacer esa necesidad. Participan en

la fagocitosis, liberacién de enzimas y formacién de los factores quimiotacticos.

Monocitos

En el mismo sitio de la lesion se transforman en macrofagos que fagocitan detritos
celulares e histicos, fibrina, bacterias residuales y neutréfilos muertos. La curacion
normal de las heridas depende de la participacion de los macréfagos en la respuesta
inflamatoria; se convierten en el tipo celular principal en el sitio de la inflamacién

después de que los neutréfilos se consumen.®

Eosindfilos

Tiene el mismo tamafio, 0 quizd sean apenas mas grandes, que los neutrdéfilos, su
ndcleo es tipicamente bilobulado. En muchas inflamaciones la aparicion de éstos es
signo de regresion y resolucion de la inflamacion, pueden fagocitar complejos antigeno-
anticuerpo, asi como proteinas extrafias y degradar estas sustancias mediante las

enzimas que contienen en sus granulos. 3* %
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Basofilos

Constituyen el tipo de leucocitos menos abundante en el torrente circulatorio,
presentando una proporcion menos al 1%. Su principal funcion es intervenir en las
reacciones de hipersensibilidad evitando la coagulacion en el foco inflamatorio y

controlan la exudacion.®’

Linfocitos

Migran hacia los focos de inflamacién empleando moléculas de adhesion y quimiocinas
qgue reclutan a otros leucocitos. En los tejidos, los linfocitos B pueden dar lugar a las
células plasmaticas secretoras de anticuerpos, y los linfocitos T son activados para
secretar citocinas, por lo tanto inducen la inflamacién y condicionan la naturaleza de la

reaccion inflamatoria.?®

Células plasméticas

Son el resultado de la estimulacion y la diferenciacion de los linfocitos B, después que
éstos reconocen los determinantes de algin antigeno. Su funcién principal es sintetizar
y liberar al exterior moléculas de anticuerpos, los cuales estan dirigidos especificamente

contra el antigeno que estimulé el linfocito B del cual ellas derivan.>®
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3.4.3 Mediadores quimicos de la inflamacion

Distintos sistemas de mediadores inflamatorios interaccionan para generar inflamacion.
Ningun mediador quimico puede ser responsable de forma aislada de ninguna

caracteristica de la respuesta inflamatoria.

3.4.3.1 Sistema del complemento

Forma parte del sistema inmune y constituye una defensa inespecifica contra los
microorganismos. Consta de aproximadamente 30 proteinas diferentes que se
encuentran en el plasma sanguineo y representan alrededor del 4% de todas las
proteinas plasmaticas. En caso de reacciones se dirigen a los tejidos infectados y alli

ejercen su accion.

Funciona de 3 maneras:
¢ Quimiotaxis. Los distintos factores del complemento atraen a las células inmunes
para que los agentes patdgenos puedan ser atacados y fagocitados.
e Opsonizacion. Ciertos factores (“opsoninas”) se depositan sobre las bacterias y
las marcan para que sean el blanco de las células fagocitarias.
e Ataque a la membrana. Otros factores del complemento se depositan sobre la
membrana bacteriana y provocan la formacion de poros que llevan a la lisis del

agente patégeno.*
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3.4.3.2 Quininas

Son peéptidos vasoactivos pequefios (10 aminoacidos), el mas conocido es la
bradiquinina. Las quininas no solo incrementan la permeabilidad vascular, también
estimulan a los neutrdfilos, y a los receptores del dolor, y presentan una actividad
antimicrobiana similar a las defensinas. El sistema de las quininas se encuentra
intimamente relacionado con la cascada de la coagulacion, puesto que la activacion del
factor Xll es el episodio inicial en ambos sistemas.

La fibrina, producto final de la cascada de la coagulacién, participa en la mayor parte de

los procesos inflamatorios.?’ 44

3.4.3.3 Factores activadores de plaquetas

Los factores activadores de las plaguetas son liberados por los mastocitos y neutréfilos
durante la degranulacion. Tienen los siguientes efectos:

¢ Inducen la agregacién y degranulacion plaquetaria.

e Aumentan la permeabilidad vascular.

¢ Inducen la adhesion de los leucocitos al endotelio.

e Estimulan la sintesis de los derivados del acido araquidénico. '

3.4.3.4 Aminas vasoactivas

Se trata de mediadores de la inflamacidén que pueden ser liberados con rapidez por las

células inflamatorias. Las dos aminas vasoactivas, histamina y serotonina, se

17
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almacenan como moléculas preformadas en las células cebadas y otras células y se
encuentran entre los primeros mediadores que se liberan en las reacciones
inflamatorias agudas. La histamina la producen muchos tipos de células, sobre todo las
células cebadas adyacentes a los vasos, asi como los basodfilos y las plaquetas

circulantes.

La histamina preformada se libera de los granulos de las células cebadas en respuesta
a varios estimulos:

e Lesion fisica, como traumatismo o calor.

e Reacciones inmunitarias que afectan a la unién de anticuerpos.

e Proteinas liberadoras de histamina derivadas de los leucocitos.

e Neuropéptidos

La serotonina es también un mediador vasoactivo preformado, con efectos similares a
los de la histamina. Se encuentra, principalmente, en el interior de los granulos de
cuerpos densos plaquetarios (junto con histamina y calcio) y es liberada durante la

agregacion plaquetaria.?

3.4.3.5 Citocinas

Son secretadas como una respuesta al estimulo que representan diferentes factores,
externos o internos. Entre ellos, los principales son los antigenos de los agentes

infecciosos, de sus productos de secrecién (toxinas) o de los residuos metabdlicos que

18
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derivan de sus estructuras anatdmicas. Las sefiales transmitidas originan una serie de
eventos que son necesarios para limitar, rechazar o reparar, inmunolégicamente,
cualquier clase de dafio tisular. La produccion y la liberacion al exterior de las citocinas
es una parte importante de las respuestas inflamatoria e inmunitaria. En este ultimo
caso, destacan sus efectos reguladores sobre la proliferacion y la activacion de las

células fagociticas y de los linfocitos T y B.

En éstas se incluyen:
e Linfocinas: citocinas producidas por los linfocitos.
¢ Monocinas: citocinas producidas por monocitos/macréfagos.
¢ Interleucinas: citocinas que actian entre los leucocitos (mas de 15 tipos).
¢ Interferones: inhiben la replicacion de los virus dentro de las células y activan a
los macréfagos y las células citoliticas naturales.
e Factores de crecimiento.

e Factores de necrosis tumoral 278

3.4.3.6 Oxido nitrico

Es sintetizado por la oxidacion de la arginina, por unas enzimas denominadas
sintetasas del oxido nitrico, de las cuales existen 3 formas diferentes, todas ellas son
flavoproteinas y requieren NADPH como cofactor. Dos de ellas se expresan en el

endotelio vascular y en el cerebro, son dependientes del calcio y se denominan
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constitutivas. La otra enzima es inducible y se expresa en los tejidos tras diversos

estimulos.

La funcion del oxido nitrico es diferente de qué sintetasa lo haya originado. El producido
por las enzimas constitutivas posee acciones antiinflamatorias y actia relajando el
musculo liso vascular. Por el contrario, el producido por la enzima inducible produce
vasodilatacién, edema y participa como mediador de los procesos de las citocinas.

Se comporta como radical libre de vida media corta, 15 segundos, y en presencia de
oxigeno es rapidamente metabolizado a nitritos o a nitratos. Las principales reacciones

biolégicas se producen con el oxigeno y los metales i6nicos. 2" *

3.4.4 Proteinas de fase aguda

Las proteinas cuyas concentraciones séricas aumentan durante la inflamacién se
llaman proteinas de fase aguda, son sintetizadas mayormente por el hepatocito. Su
produccion se incrementa en forma rapida (entre 6 y 48 horas después de la infeccién)
y notable (hasta 10000 veces) a consecuencia de la accion estimuladora mediada por

las citocinas IL-6, IL-1 y TNF-a, producidas por el macréfago del tejido inflamado.

Los reactantes de fase aguda median mecanismos antimicrobianos poderosos y, por
otra parte, protegen al huésped de las posibles acciones perjudiciales asociadas con el

desarrollo de las reacciones inflamatorias, un ejemplo de ellas es la proteina C reactiva
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(PCR), la cual, se puede determinar en el suero como marcador inflamatorio
inespecifico y también se pueden realizar determinaciones seriadas para monitorizar la

evolucion de una enfermedad inflamatoria, como la enfermedad de Crohn.?” 4343

3.4.4.1 Ceruloplasmina

Es una proteina de fase aguda que contiene siete &tomos de cobre por molécula y
transporta hasta el 95% del total del cobre circulante, se caracteriza desde el punto de
vista estructural por presentar 3 tipos de sitios de union para el cobre y, desde el punto
de vista funcional, por catalizar la reduccion de una molécula de oxigeno con formacion

de una de agua, sin la liberacion de intermediarios potencialmente toxicos.

Se sintetiza principalmente en higado como una cadena polipeptidica simple y se
secreta como una glicoproteina a nivel plasmatico. Participa en la coagulacion, la
angiogénesis, la oxidacién de lipoproteinas de baja densidad (LDL), en el manejo de

radicales superéxido y en el secuestro de iones libres de cobre.

Otra funcion importante es su actividad ferroxidasa que le permite regular la
homeostasia del hierro (catalizando la conversién de Fe " a Fe *%), lo que facilita la
transferencia de hierro a las proteinas de transporte y almacenamiento: transferrina y
ferritina. Existe evidencia que sefala que la capacidad ferroxidasa de la ceruloplasmina
contribuye a evitar la formacion de radicales libres mediante el blogqueo de la reaccion

de Fenton, (la cual requiere iones de Fe reducido), lo que hace suponer que posee
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cierta capacidad antioxidante, es una proteina multifuncional, la funcién que la misma
cumpla dependera de los cambios en las condiciones fisiolégicas y patologicas
presentes en el organismo frente a una situacion determinada.

En trastornos hereditarios del metabolismo del cobre, se observan niveles
particularmente bajos de ceruloplasmina, por otra parte, niveles elevados de
ceruloplasmina sérica son asociados con la presencia de enfermedades
cardiovasculares e inflamatorias, esta proteina es facilmente determinada mediante las

técnicas de inmunodifusion radial y nefelometria. ***’

3.5 Corticoides

Los corticoides (0 glucocorticoides) son derivados sintéticos del cortisol o
hidrocortisona, hormona producida en la regién cortical de las glandulas suprarrenales.
Tienen una gran importancia terapéutica hoy en dia al ser potentes antiinflamatorios y
con actividad analgésica en determinados sindromes dolorosos. Actian a traves de la
union a receptores celulares formando un complejo que se interioriza en el nucleo,
tienen acciones reguladoras sobre los procesos celulares en areas de inflamacion
aguda disminuyendo la llegada de leucocitos y de su actividad, y en areas de
inflamacion cronica, disminuye la proliferacion de vasos sanguineos y fibrosis.

En las areas linfoides ocasiona disminucion de la expansion colonial de linfocitos Ty B
y de la accion de los linfocitos T secretores de citoquinas. Sobre mediadores

inflamatorios e inmunitarios disminuye la sintesis y accion de citoquinas, incluyendo
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muchas interleucinas, factor de necrosis tumoral gamma y factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos.

La administracion terapéutica de glucocorticoides produce un potente efecto
antiinflamatorio e inmunosupresor. Inhiben las manifestaciones agudas y tardias de la
inflamacion, como el eritema, el dolor y la tumefaccion iniciales y también las fases mas
tardias de cicatrizacion, reparacion y reacciones proliferativas que se observan en la

inflamacién cronica.

Producen efectos sobre los mediadores de las respuestas inflamatorias e inmunitarias
gue comprenden lo siguiente:
e Disminucién de la sintesis de prostanoides, debido a una menor expresion de la
ciclooxigenasa 2.
e Disminucién de la generacion de citoquinas de IL-1 a IL-8 y factores de
adherencia celular.
e Disminucién de la generacion de éxido nitrico inducido.
e Disminucién de la liberacion de histamina por los basofilos y reduccion de la

sintesis de IgG. 4

El estudio de la inflamacidon puede llevarse a cabo a través de diversos marcadores y

en modelos de experimentacién animal como lo es el raton.
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3.6 Modelo experimental

3.6.1 Modelo animal

Un modelo animal puede definirse como el uso de un animal de experimentacion que
reproduce una enfermedad (o procesos de una enfermedad) de manera parecida al
humano para permitir su conocimiento o abordaje mediante diferentes técnicas

terapéuticas.*

Los modelos animales de enfermedades humanas han sido utilizados desde hace
muchos afios en distintas areas de la investigacién, siendo uno de los pasos
fundamentales en la biomedicina, constituyen una herramienta esencial en todas las
areas de investigacion biomédica desde el estudio de las enfermedades y el
envejecimiento, hasta la validacion de nuevas dianas terapéuticas con el

descubrimiento y ensayo de nuevos farmacos.*!*2

3.6.2 Diseino de Experimentacion animal

El disefio del experimento es solo una parte del desarrollo de la investigacion, su éxito
depende de las condiciones de vida del animal y de la calidad de los recursos humanos
(especializacion y acreditacion), para ello se han especificado una serie de pautas y

recomendaciones a seguir, como:
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1. Seleccionar el modelo animal adecuado, el cual depende de la especie, cepa y
de la calidad del animal.

2. Justificar el numero de animales seleccionados el cual depende del protocolo de
experimentacion, la seleccion del indculo: dosis, via, frecuencia de inoculacion y
la determinacion del punto final del experimento.

3. Realizar los procedimientos experimentales de acuerdo a los conocimientos
sobre al adecuado manejo de animales.

4. Especificar el método de Eutanasia y definir el punto final humanitario del

experimento.>

Al utilizar un modelo animal debemos tomar en cuenta que son sistemas biolégicos
complejos los cuales tendran variacion entre cada uno de ellos, ademas que en el
disefio del experimento se requiere también la definicion detallada de las
caracteristicas genéticas y ambientales, solo asi, utilizando animales definidos y

estandarizados, se obtendran resultados reproducibles.>*>°

3.6.3 Animal biolégico

Es una de las piezas fundamentales en las ciencias biomédicas que se define como
cualquier especie animal (mamiferos, aves, reptiles, anfibios y peces) cuya calidad
genética y ambiental ha sido controlada y asegurada, por lo cual son usados como
modelos para investigar y comprender las causas, diagnostico y tratamiento de

enfermedades que afectan al humano y a los animales, ademas de sus importantes
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aportes en la docencia biologica, en el desarrollo, produccion y control de
medicamentos, alimentos y otros insumos, donde en muchos casos hasta la fecha son

insustituibles. >3 °6°7

3.6.3.1 Raton

Los ratones de laboratorio constituyen entre el 60 y 80% de los mamiferos usados en la
investigacion, esto debido a su capacidad de adaptacion, a los conocimientos que se
tienen sobre su fisiologia, anatomia y a su facil manejo.

Otro atributo del ratén es su ciclo corto de vida lo que permite el estudio de muchas
generaciones en un lapso de muy pocos afos, por lo tanto, el raton es uno de los

animales méas importantes y utilizados para la investigacion.*®

Los roedores de laboratorio son las especies mas utilizadas no sélo en el area

oncolégica sino en el estudio de infinidad de patologias. *®

A principios del siglo XVIII el raton fue utilizado en estudios de anatomia comparada,
pero la aceleracion de la investigacion biolégica en el siglo XIX, el renovado interés en
la genética y las necesidades de un mamifero pequefio, econémico, de facil alojamiento
y alimentacion fueron los instrumentos para desarrollar el moderno ratén de

laboratorio.®®
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Hoy en dia es el modelo animal mas usado para el analisis de enfermedades humanas

ya que permite un control adecuado de la base genética del organismo, su estudio es

clave para decidir si una determinada estrategia terapéutica es efectiva o supone
riesgos secundarios en la salud de los pacientes, se puede manipular en linea germinal
y es posible inactivar genes de modo dirigido para lograr modelos de enfermedades
humanas, sobre todo las que afectan al sistema inmune y al desarrollo embrionario,

también para el estudio del cancer y enfermedades tan frecuentes como la diabetes.>*

Sus ventajas:

e Al tratarse de un mamifero, una gran parte de sus procesos bioquimicos son
similares al hombre.

e Tienen un tiempo generacional muy corto, son muy prolificos y se adaptan
facilmente a la vida en los bioterios.

e Comparte con el hombre el privilegio de ser las especies de mamifero mejor
estudiadas desde el punto de vista genético.

e Existe una gran cantidad de lineas genéticamente definidas, ademas de cientos
de mutaciones y un gran nimero de arreglos cromosémicos disponibles.

e Es relativamente barato es comparacién con otros animales experimentales.>
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Sus desventajas:
¢ Dificultad en la recoleccion de material biol6gico
¢ Dificultad en la administracion del farmaco

« Dificultad en las técnicas quirGrgicas.®

Finalmente, en este estudio se plantea evaluar la actividad antiinflamatoria del extracto

acuoso de Sanvitalia procumbens en un modelo de ratones CD1 para respaldar las

propiedades curativas de esta planta medicinal o en su defecto desmentirlas.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De acuerdo con datos de la OMS, 80 por ciento de la poblacion de los paises en
desarrollo recurre al uso de distintos tipos de plantas medicinales para satisfacer o
complementar sus necesidades médicas, esto es una practica que ha llevado a cabo la
poblacién desde hace mucho tiempo y ha ido en aumento de generacion en generacion.
De todas las especies de plantas que existen en México (aproximadamente 4 mil

especies) la mayoria no han sido validadas de forma quimica ni farmacolégica.

Por ésto es necesario asegurar que las plantas utilizadas ejerzan el efecto deseado y
no provoguen ningun efecto adverso, por lo cual se requiere llevar a cabo una

investigacion completa de cada una de las especies para determinar su utilidad médica.

Sanvitalia procumbens es una planta que la poblaciéon utiliza principalmente en el
Estado de Morelos para tratar procesos inflamatorios, sin embargo, no se tiene la
informacion que compruebe dicho efecto, por lo que nos planteamos la siguiente
pregunta de investigacion:

¢ El extracto acuoso de Sanvitalia procumbens presentara actividad antiinflamatoria?
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5. HIPOTESIS

Considerando el amplio uso empirico que en ciertas poblaciones mexicanas se da a
Sanvitalia procumbens como antiinflamatorio, se espera observar esta actividad en un

modelo de ratones CD1.
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6. OBJETIVOS

6.1 General

Evaluar la actividad antiinflamatoria del extracto acuoso de Sanvitalia procumbens (Ojo

de Gallo) en un modelo de ratones CD1.

6.2 Especificos

e Obtener el extracto acuoso de Sanvitalia procumbens.

e Evaluar el efecto antiinflamatorio del extracto acuoso en un proceso de
inflamacion aguda usando el modelo de edema en cojinete plantar.

e Evaluar el efecto antiinflamatorio del extracto acuoso en un proceso de
inflamacion croénica siguiendo el modelo de formacién de granuloma con pellet de
algododn.

e Determinar la presencia de ceruloplasmina como marcador de fase aguda.

e Determinar la presencia de nitritos como producto estable del 6xido nitrico.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Tipo de estudio

Experimental, prospectivo, longitudinal y comparativo

7.2 Poblacion de estudio

Ratones CD1

7.3 Variables

Independiente:

Tratamiento
e Solucion salina (control negativo)
e Extracto acuoso ( 25, 50 y 100 mg/Kg)
¢ Indometacina (10 mg/Kg)

e Hidrocortisona (15 mg/Kg)

Dependiente:
e Grosor de la pata por el efecto
e Peso del granuloma (pellet de algodon)

e Marcadores ( nitritos y ceruloplasmina)
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7.4 Técnicas

7.4.1 Preparacion de extracto acuoso

Material

e Matraz Erlenmeyer 1L

e Embudo de vidrio

e Embudo Bichner

e Vaso de precipitado 500 mL

e Matraz volumétrico 1000 mL

e Caja de Petri

e Espatula

e Mortero con pistilo

e Licuadora

e Gasas

e Papelfiltro

e Sanvitalia procumbens (Ojo de Gallo)
Equipo

e Rotavapor (Yamato — Modelo: BM500)

e Bomba de vacio (Koblenz)

e Estufa (Shel Lab)

e Balanza granataria (OHAUS)
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Procedimiento
La planta conocida como Ojo de Gallo se recolecté en el Estado de Morelos municipio
de San Juan Texcalpan Yy se autentificO en el herbario FEZA-UNAM de la FES

Zaragoza.

1. Pesar 150 g de la planta recolectada.

2. Licuar con 1 litro de agua.

3. Dejar dos noches la planta en agua a temperatura ambiente en un matraz
Erlenmeyer de 1L.

4. Posteriormente filtrar utilizando un embudo de vidrio y gasas.

5. Filtrar al vacio utilizando papel filtro.

6. Una vez filtrado, eliminar el agua a una temperatura de 60 °C y bajo vacio con la
ayuda del rotavapor. Una vez obtenido el concentrado colocarlo en la estufa a
37 °C en una caja de Petri durante 2 semanas.

7. Retirar el extracto seco con ayuda de una espatula y colocarlo en un mortero
para pulverizarlo.

8. Colocar el extracto en una caja de Petri y posteriormente dejarlo en refrigeracion.
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7.4.2 Ensayo de inflamacion aguda: Modelo de edema en cojinete

plantar de ratén con carragenina ® %

Material
e Sonda gastrica (Animal feeding needles, 20GX 1-1/2” Poper and Sons, Inc.
Newhyde Park, NJ, USA).
e Vasos de precipitados de 20, 100 y 250 mL
e Tubos de ensayo 13x100
e Pipetas Pasteur
e Jeringas 1 mL
Reactivos
e Extracto acuoso de Sanvitalia procumbens
e Carragenina tipo IV (Sigma)
e Indometacina (Indocid capsulas de 25 mg- Aspen Port Elizabeth (Pty) Ltd,
Sudafrica).
e goma Ghatti
e Solucidn salina (solucion inyectable 0.9%)
Equipo
e Balanza granataria (OHAUS)
e Balanza analitica (ae ADAM)
e Vortex (Scientific Industries, Inc. Modelo K-550G)

e Sonicador (SONICS)
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Instrumentos

Pipetas graduadas de 1, 2y 5 mL

Micrometro (Scala)

Material biolégico

Ratones CD1

Procedimiento

1.

Trabajar con 5 grupos de ratones, de 6 ratones cada uno y marcarlos de acuerdo
al orden correspondiente.

Dejar en ayuno de 16 horas a todos los ratones, con acceso libre de agua.

Medir el grosor de la pata izquierda de cada uno de los grupos antes de la
inyeccion de carragenina

Inyectar 50 yL de carragenina al 1% en el cojinete plantar de la pata izquierda
trasera.

Administrar oralmente mediante una sonda gastrica: 25, 50 y 100 mg/ Kg del
extracto acuoso de Sanvitalia procumbens.

Al grupo de referencia administrar mediante una sonda gastrica Indometacina
(10 mg/Kg) disuelta en goma Ghatti al 1% en agua destilada, al grupo control
negativo administrar solucion salina fisiolégica (10 mg/Kg).

Medir el grosor de la pata a los tiempos 1, 2, 3, 4 y 5 horas después de la
inyeccion utilizando un micrémetro.

Calcular el porcentaje de inhibicion de la inflamacion con la siguiente ecuacion:
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% inhibicién= [(Ct — Co) control — (Ct — Co) tratado] x 100

(Ct — Co) control
Donde:
Ct = Tamafo de la pata (mm) 3 horas después de la inyeccion de Carragenina.

Co= Tamafio de la pata (mm) antes de la inyeccion de Carragenina.

7.4.3 Ensayo de inflamacion crénica utilizando el modelo de granuloma
inducido con algodon pellet:

Material
e Sonda gastrica (Animal feeding needles, 20GX 1-1/2” Poper and Sons, Inc.
Newhyde Park, NJ, USA).
e Algodones pellet
e Microtubos
e Jeringas 1 mL
e Vasos de precipitados de 20, 100 y 250 mL
e Placa de 96 pozos para ensayos de microtitulacion (Cooke)
e camara de éter
Reactivos
e Extracto acuoso de Sanvitalia procumbens
e Solucion salina (solucion inyectable 0.9%)

e Hidrocortisona (Flebocortid solucién inyectable de 100 mg- Janssen-Cilac)
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Equipo
e Balanza analitica (a-e ADAM)
e Vortex (Scientific Industries, Inc. Modelo K-550G)
e Sonicador (SONICS)
e Estufa
e Microcentrifuga (Hermle — Modelo: Z233M-2)
Instrumentos
e Pipetas graduadasde 1,2y 5 mL
Material Biolégico

e Ratones CD1

Procedimiento

1. Pesar con exactitud 50 algodones pellet de 10 mg y esterilizarlos en la autoclave.

2. Utilizar 5 grupos de ratones, 6 ratones por cada grupo, marcarlos de acuerdo a
las dosis utilizadas.

3. Implantar subcutaneamente en el dorso el algodon pellet y sanitizar.

4. A cada grupo administrar por sonda gastrica el extracto de Sanvitalia
procumbens a diferente concentracion (20, 50 y 100 mg/Kg), al control positivo
administrar Hidrocortisona (15 mg/Kg) y al control negativo 0.2 mL de Solucion

Salina Fisiolégica (10 mL/Kg) durante 10 dias.
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5. Al onceavo dia anestesiar a cada uno de los ratones en camara de éter y por
medio de una incision del plexo axilar colectar muestras de sangre en micro
tubos.

6. Sacrificar los animales y extraer el algodén-pellet, colocarlos en una placa de
microtitulacion y pesarlos para obtener el peso humedo, posteriormente
colocarlos en la estufa a 37 °C durante una semana, transcurrido ese lapso
pesarlos para obtener el peso seco.

7. Extraer el bazo, el corazon, el higado y el riidn de todos los ratones y colocarlos
en cajas de Petri, pesar cada uno de ellos para obtener el coeficiente de relacién
organo/animal:

Peso del 6rgano/ Peso del raton X 100

8. Centrifugar las muestras de sangre obtenidas a 5000 rpm durante 5 minutos para

obtener el suero, alicuotar y colocarlos en el congelador.

7.4.4 Determinacion de Ceruloplasmina

Material
e Vasos de precipitado de 50 mL
e Tubos de ensaye de 13x100

e Placas de 35 mm (Falcon)
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Reactivos

e Agarosa al 1%

e PBS

e Azida de sodio
Equipo

e Balanza analitica (ae ADAM)

e Bafio metabdlico (PRECISION)
Instrumentos

e Pipetasde2y5mL

e Micropipeta de 40-200 yL (Marca: Labsystems- Modelo:046908)

e Micropipeta de 5-50 pL ( Socorex Swiss)
Material Biolégico

e Suero de conejo anti-ceruloplasmina

Procedimiento
1. Colocar 6 tubos de ensaye en un bafio metabdlico a 45 °C.
2. Pesar 0.2 g de Agarosa y colocarla en 20 mL de PBS, disolver en el horno de
microondas en 3 ciclos de 10 segundos.
3. Colocar 2 mL de Agarosa en cada uno de los tubos de ensaye.
4. Agregar posteriormente a cada tubo 150 pL de suero anti-ceruloplasmina de
raton obtenido de un conejo, agitar en el Vortex y depositar el contenido de cada

tubo en una placa de 35 mm antes de que solidifique.
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5. Tapary dejar a que gelifique por 5 min. a temperatura ambiente

6. Hacer a cada pozo de la caja Falcon cuatro orificios pequefios con una distancia
de 1 cm cada uno y en sentido de las manecillas del relo;.

7. Colocar en cada orificio 5 uL de cada una de las muestras, mantener la placa en
refrigeracion durante 48 horas.

8. Realizar las mediciones de los halos de precipitacion en mm de cada uno de los
orificios y obtener la concentracién de éstos tomando en cuenta como referencia
una concentracion de 21.6 mg/dL de Ceruloplasmina con un halo de

precipitacion de 4mm de diametro.

7.4.5 Determinacion de Nitritos

7.4.5.1 Plateado de Cadmio

Material
e Tubos de Ensaye 13x100
e Matraz volumétrico
Reactivos
e Cadmio granular
e Acido clorhidrico
e Sulfato de cobre al 5%
e Cloruro de amonio al 5% pH=9

e Sulfato de zinc
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e Nitrito de sodio
e Agua destilada
Equipo
e Rocker Platform (Bellco Glass. Inc.)
e Centrifuga (Hamilton Bell)
e Balanza analitica (ae ADAM)
e Vortex (Scientific Industries, Inc. Modelo K-550G)
e Espectrofotometro UV/Visible (JENWAY- Modelo: 6305)

Instrumentos

e Micropipeta de 40-200 yL (Marca: Labsystems- Modelo:046908)
e Micropipeta de 100-1000 uL (Labsystems)
e Pipetasde2y5mL

Procedimiento

1. A 30 tubos de ensaye de 13 x 100 se les colocan 0.5 g de cadmio metalico y se
lavan con &cido clorhidrico 0.1 N.

2. Agregar 2 mL de sulfato de cobre al 5%, agitar por 10 minutos con un agitador de
placa horizontal y lavar 3 veces con agua destilada, para eliminar el cobre.

3. Lavar nuevamente con &cido clorhidrico 0.1 N centrifugando a 3500 rpm durante
5 minutos.

4. Lavar con cloruro de amonio al 5% pH= 9 y centrifugar a 3500 rpm durante 5
minutos.

5. A 100 pL de suero agregar 300 pL de agua destilada y agitar.
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6. Adicionar 20 uL de sulfato de zinc, mezclar y posteriormente centrifugar a 10 000
rpm durante 5 minutos.

7. Eliminar el cloruro de amonio de los tubos con cadmio activado y adicionar el
sobrenadante del centrifugado anterior.

8. Agitar en un agitador (rocker) durante 15 minutos y centrifugar a 3500 rpm
durante 5 minutos.

9. Tomar 200 pL del sobrenadante

7.4.5.2 Ensayo

1. Preparar al momento una solucion de 2 ug/ mL de Nitrito de Sodio.

2. Realizar la siguiente curva de calibracion:

Tubo Estandar (pL) Agua destilada (pL) Concentracion
[ug/mL]
1 0 900 0
2 100 800 0.20
3 200 700 0.40
4 300 600 0.60
5 400 500 0.80
6 500 400 1
muestra 200 del sobrenadante 700
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. Adicionar 50 pL de sulfanilamida e incubar por 10 minutos a temperatura

ambiente

. Adicionar 50 pL del reactivo de NED, mezclar e incubar 30 minutos a

temperatura ambiente.

. Leer a 540 nm en el espectrofotometro.
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7.6 ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realizé con el programa SPSS versién 21. Los resultados
obtenidos se evaluaron con la prueba de ANOVA y prueba de Tukey como Post Hoc

con un intervalo de confianza de 95%.
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8. RESULTADOS

La planta fue autentificada en el herbario de la FES Zaragoza (FEZA)-UNAM vy se le
asigné el numero FEZA 13626, 150 g de la planta se utilizaron para llevar a cabo la
obtencién del extracto acuoso el cual se obtuvo a una temperatura de 60°C y bajo

vacio, con la ayuda de un rotavapor. Se obtuvo un rendimiento del 6.8%.

En la tabla 1 se muestran los porcentajes de inhibicion de la inflamacion de cada uno de
los tratamientos. Se observa que el porcentaje de inhibicion de la inflamacion del
grupo tratado con Sanvitalia procumbens fue mayor con respecto al grupo control

negativo y menor comparado con el grupo tratado con Indometacina.

En la tabla 2 se muestra el grosor de las patas en cada uno de los tratamientos 3y 4
horas después de iniciado el proceso inflamatorio. Se observa que el grosor de las
patas en los ratones tratados con Sanvitalia procumbens fue menor con respecto al
grupo control negativo, la diferencia fue estadisticamente significativa con una p<0.05 y
fue mayor con respecto al grupo tratado con Indometacina la cual tuvo una diferencia
estadisticamente significativa con una p<0.05, las concentraciones del extracto no

mostraron diferencia significativa entre ellas.

En la tabla 3 se muestra el peso hiumedo y peso seco de los pellets utilizados en cada
uno de los tratamientos, en los cuales no se observa una diferencia estadisticamente

significativa.
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En la tabla 4 se muestra el indice de los 6rganos diseccionados de cada uno de los
tratamientos, en los cuales no se observa una diferencia estadisticamente significativa

del grupo tratado con el extracto comparado con el grupo control negativo.

En la tabla 5 se muestran las concentraciones de ceruloplasmina para cada uno de los
tratamientos. Se observa que los grupos tratados con el extracto no presentan una
diferencia estadisticamente significativa con el grupo control negativo, mientras que los
grupos tratados con Hidrocortisona comparados con los demas tratamientos Si

presentan una diferencia estadisticamente significativa con una p<0.05.

En la tabla 6 se muestran las concentraciones de nitritos. Se puede observar que las
medias tanto del grupo control positivo, como del grupo tratado con el extracto, en
comparacion con el grupo control negativo son menores, sin embargo, aunque exista
esta tendencia de las medias no se observa una diferencia estadisticamente

significativa entre los grupos.
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8.1 Ensayo de inflamacion aguda: Modelo de edema en cojinete

plantar de ratéon con carragenina.

Tabla 1. Porcentaje de inhibicion de la inflamacién de cada uno de los tratamientos.

Solucm()_r; salina Extracto (mg/Kg) Indom(_?;acma
25 50 100
n==6 n=6 n=6
% de
inhibicion 0 56.41 53.10 66.96 79.32

Tabla 2. Grosor del cojinete plantar en mm de cada uno de los tratamientos, alas 3y 4

horas.
Tiempos Solucién salina (-) Extracto (mg/Kg) Indonzf;acma
25 50 100
n==6 n=6 n=6
3 horas 39+0.11~* 3.2+ 0.26*+ 3.1 £0.160*+ 3 +0.094*+ 2.6 £ 0.085*+
4 horas 43+0.13* 3.2+ 0.11*+ 3.1+0.179*+ 3+0.192*%+ 2.7 £0.106*+

Prueba ANOVA y prueba de Tukey como Post hoc.
Los valores corresponden a media + desviacion estandar.
La diferencia de medias es significativa a p< 0.05

* p=0.001 cada tratamiento vs grupo control negativo

+ p= 0.002 los extractos vs Indometacina
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8.2 Ensayo de inflamacion croénica utilizando el modelo de granuloma

inducido con algodon pellet.

Tabla 3. Peso humedo y peso seco de los pellets de cada uno de los tratamientos.

Parametros  Solucién salina (-) Extracto (mg/Kg) H|droc(<i;t|sona
25 50 100
n==6 n=6 n=6
Peso 96.3+115 97.3+65 104.7 £ 15.7 96.6 +15.4 94.7+ 5.7
Hamedo 3+11. 3+6. 7 +15, .6 +15. 7+5.
Peso seco 179+2.1 18+3.2 19.4+2.8 195+3 175+£1.2

Prueba ANOVA y prueba de Tukey como Post hoc.
Los valores corresponden a media + desviacion estandar.

La diferencia de medias es significativa a p< 0.05

Tabla 4. indice de los 6rganos diseccionados de cada uno de los tratamientos.

Pardmetros  Solucién salina (-) Extracto (mg/Kg) HIdrOC((i;tISOI’]a
25 50 100
n==6 n=6 n=6
indice 0.46 +0.07 0.5+0.12 0.5+0.13 0.52 + 0.08 0.32+0.08
esplénico ’ - o e e e
indice 0.44 + 0.04 0.44 + 0.06 0.43 +0.03 0.55+ 0.11 0.50 + 0.05
cardiaco R e Yo e e
indice
ol 1.17 + 0.07 1.14+ 0.16 1.04 +0.13 1.20 + 0.09 1.21 +0.07
indice 6.00 + 0.51 5.94 +0.43 6.1+ 051 5.5+ 0.45 5.32 + 0.44
hepatico 09+0. 94+0. 1+0. 5+0. 32+0.

Prueba ANOVA y prueba de Tukey como Post hoc
Los valores corresponden a media + desviacién estandar.

La diferencia de medias es significativa a p< 0.05
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8.3 Prueba de Ceruloplasmina y Nitritos

Tabla 5. Concentracion de ceruloplasmina en cada uno de los tratamientos.

Hidrocortisona

Extracto (mg/Kg) +)

Parametro Solucioén salina (-)
25
n==6
Ceruloplasmina 51.8 +2.03 48.6 £3.41

50 100
n=6 n=6
495+14 50.9 +4.95 45+ 4.07*

Prueba ANOVA y prueba de Tukey como Post hoc.

Los valores corresponden a media + desviacion estandar.

La diferencia de medias es significativa a p< 0.05

* p< 0.05 grupo control positivo vs tratamientos

Tabla 6. Concentracién de nitritos en cada uno de los tratamientos

Hidrocortisona

Parametro Solucion salina (-) Extracto (mg/Kg) +)
25 50 100
n==6 n=6 n=6
Nitritos 0.57 £0.57 0.51+0.35 0.31+0.11 0.37 £0.15 0.49+0.24

Prueba ANOVA y prueba de Tukey como Post hoc.

Los valores corresponden a media + desviacion estandar.

La diferencia de medias es significativa a p< 0.05
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9. DISCUSION

Las plantas medicinales se han usado desde hace muchos afos, son almacenes de
varias sustancias que les dan propiedades curativas, se han aislado muchos
compuestos y han sido estudiados en muy variados campos, sin embargo, hoy en dia
se continban usando muchas plantas curativas en forma empirica sin ningun
tratamiento industrial, incluso en algunas zonas estos siguen siendo la base mas

importante para mantener la salud de las comunidades.*

Muchos compuestos extraidos de plantas han demostrado tener actividad
antiinflamatoria. La inflamaciébn es una respuesta a estimulos nocivos como
patégenos, células dafadas o cualquier otro agresor de naturaleza quimica, fisica o

biologica.

En el método de edema plantar inducido por carragenina hay una reaccion de caracter
inflamatorio mediada en la primera fase de la inflamacion por la liberacion de diversos
autacoides (histamina, serotonina, bradicinina) y en una segunda fase estan presentes
las prostaglandinas, esto dentro del proceso de inflamacién aguda. Los compuestos
inhibidores de la sintesis de prostaglandinas resultan eficaces en la inhibicién de dicho

edema.®®

En el ensayo de inflamacion aguda de nuestro estudio, a partir de los porcentajes de

inhibicion de la inflamacion se observé que el grupo tratado con Sanvitalia procumbens
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si presenta un efecto antiinflamatorio al compararlo con el grupo control negativo, sin
embargo, los porcentajes de inhibicion de la inflamacion no siguen una cinética de
dosis-respuesta, esto puede deberse a que las concentraciones del extracto son bajas,
posiblemente aumentando la concentracion, podriamos observar una mejor dosis-

respuesta.

En el analisis estadistico ANOVA se observé diferencia estadisticamente significativa
del grupo tratado con Sanvitalia procumbens respecto al grupo control negativo

p< 0.05, con lo cual podemos sugerir que el extracto inhibe la liberacion o accion de las
prostaglandinas pero aun asi resulta ser menos efectivo que la Indometacina, ésto se
puede deber a que éste farmaco es una sustancia pura y nuestro extracto de la planta

no lo es.

La implantacibn subcutanea de pellets de algodon en los ratones da lugar a la
formacion de un granuloma que consiste en una capsula fibrosa vascularizada que
contiene fibroblastos e infiltrado de células mononucleares. En el ensayo de inflamacién
cronica los resultados obtenidos del peso humedo y peso seco de los pellets nos
mostraron que el efecto de los extractos de la planta tienen un mayor peso comparados
con el grupo control negativo, lo que nos sugiere un efecto pro inflamatorio de los
extractos, sin embargo, al realizarle el andlisis estadistico no se encontrd diferencia

estadistica significativa entre los grupos.
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En muchas ocasiones se producen efectos adversos con farmacos que se caracterizan
por la accion toxica sobre un 6rgano o grupo de células. En nuestro estudio los
indices de los 6rganos del grupo que recibié el extracto en el ensayo crénico, no
resultaron significativos cuando se compararon con los indices de los 6rganos del grupo
testigo, ésto sugiere que la planta no tiene un efecto téxico en los animales utilizados

medido por la alteracion de 6rganos.

Al medir la concentracién de ceruloplasmina, que es una proteina de fase aguda, la
cual se produce en higado como una respuesta a procesos inflamatorios, se encontré
diferencia estadisticamente significativa en el grupo control positivo en comparacion con
los otros tratamientos, ya que se utilizé un farmaco con actividad antiinflamatoria
comprobada con el cual se esperaba que las concentraciones de ceruloplasmina fueran
menores, en cuanto al grupo que recibio el extracto mostré6 menores concentraciones
al compararlo con los valores encontrados en el grupo testigo negativo, sugiriendo que
el extracto presentd un efecto antiinflamatorio, aunque la diferencia no fue

estadisticamente significativa.

Al medir la concentracidén de nitritos se observd que las medias de los extractos fueron
menores en comparacion con el grupo control negativo, sin embargo, la diferencia no
fue estadisticamente significativa, lo cual nos sugiere que la administracién del extracto
al favorecer la respuesta inflamatoria, puede impactar en la cantidad y actividad

oxidante de las células, de modo que, al disminuir la respuesta inflamatoria, disminuye
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la activacion celular y con esto la produccion de especies oxidantes, lo cual puede
manifestarse como una concentracion de nitritos menor como se observd en este caso,

aunque la diferencia no haya sido estadisticamente significativa.
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10. CONCLUSIONES

Dado que se observdé una menor inflamaciéon medida a través del grosor del cojinete
plantar en los animales tratados con el extracto y una tendencia a menores niveles de
ceruloplasmina y nitritos respecto al grupo control negativo, los resultados sugieren que
la planta Sanvitalia procumbens si presenta actividad antiinflamatoria en fase aguda

pero no la presenta en fase crénica.
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11. PERSPECTIVAS
1. Aislar e identificar los componentes activos de la planta para conocer cudl es la
sustancia activa que esté llevando a cabo el efecto.

2. Realizar el ensayo con dosis de 75, 150 y 300 mg/Kg. para observar de una mejor

manera el efecto dosis-respuesta.

3. Extraer la planta en medio etandlico y realizar el ensayo para comparar el efecto en

los 2 extractos.
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12. ANEXOS

ANEXO 1. Preparacion de soluciones

Extracto

El peso promedio de los ratones de 35 g

Dosis 100 mg/Kg

100 mg --- 1000 g

X=35mg-- 35¢

Lo maximo que se le puede administrar a un ratdn son 0.2 mL y se requieren preparar

10 mL:

3.5mg-- 0.2mL

X=175mg --- 10mL

e Para la solucibn A pesar 175 mg y disolver en 10 mL de solucién salina
obteniendo una dosis de 100 mg/Kg.

e Para la solucion B tomar 5 mL de la solucién A y adicionar 5 mL de solucion
salina obteniendo una dosis de 50 mg/Kg

e Para la solucion C tomar 5 mL de la solucién B y adicionar 5 mL de solucién

salina obteniendo una dosis de 25 mg/Kg.
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Carragenina (1%)

e Pesar 50 mg de carragenina.

e Disolver en 5 mL de agua inyectable libre de pirégenos.

Goma ghatti (1%)

e Pesar 0.2 g de goma ghatti.

e Disolver en 20 mL de agua destilada en el horno de microondas por ciclos de 10

segundos.

Indometacina (10 mg/Kg)

Peso promedio de los ratones 35 g

e 10mg---1000g

X=0.35mg --- 35¢g

e 0.35mg-- 0.2mL

X=175mg --- 1mL

Partimos de capsulas de Indometacina de 25 mg
e Para la solucion A: Disolver 25 mg de Indometacina en 5 mL de goma
ghatti.

e Tomar de la solucion A 1 mL y disolver en 2.85 mL de goma ghatti.
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Hidrocortisona (15 mg/Kg)

Ampolleta de 130 mg de polvo que contiene 100 mg de principio activo.

Peso promedio de los ratones 35 g

e 15mg---1000¢g

X=0.525mg --- 359

e 0525mg-- 0.2mL

X=26.25 mg --- 10 mL

e ENn130mg----100 mgp.a

X=34.12 mg ---- 26.25mg p.a

e Pesar 34.12 mg de Hidrocortisona.

e Disolver en 10 mL de solucién salina.

Agarosa (1%)
e Pesar 0.2 g de Agarosa.

¢ Disolver en 20 mL de agua destilada en el horno de microondas por ciclos

de 10 segundos.
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Acido clorhidrico (0.1N)

g = (N)(Peq)(V) g =(0.1 N) (36.46 g/mol) (0.1 L) =0.3646 g/eq
1 eq/ mol
V=_m V= 0.3646g =0.3255mL
P 1.12 g/mL

e Medir con una pipeta graduada 0.3 mL de &cido sulfarico.

e Adicionarlos en 100 mL de agua destilada en un matraz Erlenmeyer.

Sulfato de cobre (5%)

e Pesar 0.5 g de sulfato de cobre.

e Disolver en 10 mL de agua en un matraz Erlenmeyer.

Cloruro de amonio (5%)

e Pesar 5 g de cloruro de amonio.
e Disolver en 100 mL de agua destilada en un matraz Erlenmeyer.

e Ajustar a pH= 9 con una solucion de borato de sodio.
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Nitrito de sodio (2 pg/mL)

e Pesar 20 mg de nitrito de sodio.
e Disolver en 100 mL de agua destilada.

e De la solucién anterior tomar 1 mL y disolver en 100 mL de agua destilada.

Solucion acuosa de acido acético (15%)

e Medir con una probeta 22.5 mL de acido acético.

e Adicionarlos en 127.5 mL de agua destilada en un vaso de precipitado.

Reactivo de sulfanilamida

e Pesar 0.5 g de sulfanilamida.
e Disolver en 150 mL de acido acético al 15% en un vaso de precipitado.

e Proteger el frasco de la luz.

Reactivo de NED

e Pesar 0.2 g de N-(1-naftil)-etilendiamino diclorhidrato
e Disolver en 150 mL de acido acético glacial al 15% en un vaso de precipitado.

e Proteger el frasco de la luz.
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