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.  RESUMEN

Erythrina americana Miller es una especie vegetal perteneciente a la familia Fabaceae, es
utilizada en la medicina tradicional mexicana para el tratamiento de padecimientos
asociados con la inflamacion. En esta investigacion se evalu6 la actividad antiinflamatoria
de los extractos hexanico, metandlico de inflorescencias (500 mg/kg), el liofilizado de
hojas (400 mg/kg) y el aceite de semillas (2 mL) de E. americana, utilizando el modelo de
edema plantar inducido por carragenina. También se evalud el efecto del aceite de
semillas de E. americana (1, 2 y 3 mL v.0) en la migracién de neutrdfilos a la cavidad
peritoneal por la aplicacion de carragenina. Los resultados evidenciaron la actividad
antiinflamatoria de E. americana en el edema plantar inducido con carragenina. El
liofilizado de hojas mostro el 43.78% inhibicion del edema a la 1 h y el extracto hexanico
presento porcentajes de inhibicion que oscilaron entre 11.03 - 20.94% entre las 2 - 4 h. Es
importante hacer notar que 2 mL de aceite de semillas redujeron el edema de forma
continua en el transcurso de las cuatro horas de evaluacion y que la inhibicién del edema
fue maxima (41.75%) al final de este tiempo. Con relaciéon al experimento de migracion
celular, la administracion de 1 6 2 mL de aceite de semillas de E. americana redujeron el
numero de neutrdfilos en la cavidad peritoneal y la administracion de 3 mL registré una
migracion de neutrdéfilos similar a la del antiinflamatorio dexametasona. Este estudio
evidencié el potencial antiinflamatorio de E. americana y permite explicar su uso en la
medicina tradicional mexicana para tratar algunos padecimientos relacionados al proceso

inflamatorio.
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. INTRODUCCION

La inflamacion se define como un proceso de respuesta inmunologico de un
organismo, a los danos tisulares originados por patdgenos bacterianos o por cualquier otro
agresor de naturaleza bioldgica, quimica, fisica o0 mecanica. Aunque dolorosa, la inflamacién
es, normalmente una respuesta reparadora; un proceso que implica un gasto de energia
metabdlica (Garcia, 2008). La inflamacion se clasifica en aguda y crénica, dependiendo de la
persistencia de la lesion, de los sintomas clinicos, y de la naturaleza de la respuesta
inflamatoria. Las caracteristicas esenciales de la inflamacién aguda son 1) acumulacién de
liquido y componentes del plasma en el tejido dafiado, 2) estimulacion intravascular de las
plaguetas y 3) presencia de leucocitos polimorfonucleares (neutrdfilos). Por el contrario, los
componentes celulares caracteristicos de la inflamacion crénica son los linfocitos, las células

plasmaticas y los macrofagos (Murphy y Ward, 2006).

La respuesta inflamatoria es benéfica, sin ella, las infecciones no serian controladas,
las heridas nunca cicatrizarian y los tejidos lesionados serian una fuente de lesion
permanente. Sin embargo, la importancia de la inflamacién radica en que en ocasiones se
activa de forma inadecuada o es mal controlada y es la causa de las lesiones tisulares o de
enfermedades cronicas frecuentes, como la artritis reumatoide, la aterosclerosis o la fibrosis
pulmonar, y también de las reacciones de hipersensibilidad que ponen en riesgo la vida

frente a las picaduras de insectos, los farmacos y las toxinas (Kumar et al., 2010).

En recientes afios, la actividad antiinflamatoria ha despertado un gran interés
cientifico en el area farmacoldgica, principalmente por la busqueda de nuevos compuestos
naturales y fitoconstituyentes utiles para la salud humana que puedan ser capaces de
interferir en el mecanismo del proceso inflamatorio y prevenir la prolongacién de la
inflamacién (Gémez et al.,, 2011; Parimelazhagan, 2016). En la actualidad se dispone de
pruebas farmacolégicas que permiten estimar el potencial farmacodinamico de los productos
naturales; utilizando tanto ensayos in vitro como modelos in vivo con animales (Guerrero,
2009; Villareal et al., 2014).

La utilizacion de las plantas en el tratamiento de diversas reacciones inflamatorias,
son practicas comunes en la medicina tradicional. El interés de las sustancias
antiinflamatorias de origen vegetal ha ido en aumento, ya que en algunos casos ofrecen
ventajas en relacion a los antiinflamatorios clasicos, como es la baja incidencia de efectos

secundarios (Lopez, 2013).
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El género Erythrina constituye una fuente importante de especies como E. variegata,
E. abyssinica, E. indica, E. fusca y E. senegalensis, utilizadas en la medicina tradicional de
diversas regiones del mundo para el alivio de dolores, como tratamiento de infecciones
urinarias, respiratorias, infecciones de los ojos, piel y garganta, para la fiebre, curar heridas y

procesos inflamatorios (Pino et al., 2004).

Mediante modelos in vitro como el ensayo de COX-1, se evidencié que los extractos
etandlicos y de acetato de etilo obtenidos de corteza y hojas de cinco especies sudafricanas
de Erythrina inhiben la accién de la enzima ciclooxigenasa, responsable de la sintesis de
prostaglandinas (Pillay et al., 2001). También se ha demostrado que diferentes
concentraciones del extracto metandlico de raiz de E. indica, presentan actividad
antiinflamatoria, inhibiendo la desnaturalizacion de albumina inducida por calor y la
estabilizacion de la membrana; se reportd una inhibicion maxima del 92,80% con la dosis de

50 ug/mL del extracto metandlico de E. indica (Rathisre et al., 2013).

Por otro lado, empleando modelos animales como el granuloma inducido por pellet de
algoddén (modelo de inflamacién crénica), se observé que el extracto etandlico de las hojas
de E. stricta y E variegata, redujeron la formacion del tejido granulomatoso en rata mediante
la reduccion tanto del peso seco como del peso humedo de los pellets de algodon
(Subhashini et al., 2011; Mantena y Tejaswani, 2015). Mientras que en modelos de
inflamacién aguda el extracto acuoso de corteza de E. senegalensis y el extracto etandlico
de E. stricta inhibieron la formaciéon del edema plantar inducido con albumina de huevo y
formalina respectivamente (Saidu et al., 2000, Subhashini et al., 2011). En el edema plantar
inducido por carragenina; extractos de hojas de E. crista-galli (diclorometanico), E. stricta
(etandlico) y E. variegata (etandlico) mostraron una reduccion maxima del edema a las 3 h
de la inyeccion del agente irritante (Mifio et al., 2002; Subhashini et al., 2011; Mantena y
Tejaswani, 2015); lo que sugiere que los extractos presentan efecto sobre la sintesis de
prostaglandinas, las cuales actuan durante la fase tardia (3-4 h) del edema plantar inducido
por carragenina (Giraldez, 2001 en Baez, 2007). En cuanto a la migracién celular, proceso
importante que surge cuando un tejido sufre una agresion (Murphy y Ward, 2006), se ha
reportado que extractos y fracciones de E. mulungu reducen la migracién celular en el
modelo de peritonitis inducida por Zymosan, mismo que se caracteriza por promover la
desgranulacion de mastocitos y la activacion de macréfagos mediante el agente irritante (De
Oliveira et al., 2011).
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El efecto antiinflamatorio de los extractos de diversas especies de Erythrina, se ha
asociado a la presencia de flavonoides, existen evidencias cientificas del efecto
antiinflamatorio del pterocarpano erycristagalina (isoflavonoide) aislado de E. mildbraedii
inhibiendo la formacién del edema plantar inducido por fosfolipasa A, (Njamen et al., 2003) y
las flavanonas Sigmoidin A y Sigmoidin B de E. sigmoidea inhibieron el edema plantar
inducido por fosfolipasa A, y el edema auricular generado con TPA (Njamen et al., 2004). Por
otro lado, el flavonoide prenilado Abyssinona V-4'metil éter, aislado de E. droogmansiana
inhibi6 de forma dosis dependiente la formacion del edema plantar promovido con

carragenina (Sokeng et al., 2013).

En México el género Erythrina se distribuye ampliamente localizandose en los
estados de Oaxaca, Veracruz, Guerrero, Puebla, Morelos, San Luis Potosi, Michoacan,
Distrito Federal. En la medicina tradicional mexicana diversas especies de Erythrina son
utilizadas en el tratamiento de padecimientos asociados a la inflamacion, tales como el dolor
de muelas, afecciones de los rifiones, abscesos, Ulceras, picaduras de insectos o
inflamaciones de los ojos (Amo en Hastings, 1990; Biblioteca Digital Plantas de la Medicina
Tradicional Mexicana, 2009). A pesar de este uso empirico, hasta el momento de la revision,
en el pais no hay reportes de actividad antiinflamatoria con especies de este género.
Especificamente, Erythrina americana en los estados de Guerrero Michoacan Morelos y
Puebla se usa para atender el dolor de muelas, afecciones de los riflones y mal de orin

(Biblioteca Digital Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

Con base en lo anterior, esta investigacion se disefid con la finalidad de obtener
informacién preliminar sobre el potencial antiinflamatorio de E. americana, por lo que esta
tesis tuvo los siguientes objetivos: 1) Evaluar la actividad antiinflamatoria de Erythrina
americana Miller usando el modelo de edema plantar inducido por carragenina y 2) Evaluar
el efecto del aceite de semillas de E. americana Miller en la reduccion de la migracion de

leucocitos polimorfonucleares (neutrdfilos).
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lll. INFLAMACION

Desde la antiguedad el hombre ha buscado alternativas para atenuar el
sufrimiento, preservar la salud y mantener la vida. Se considera que el dolor, la fiebre
y la inflamacion, constituyen sintomas de algunas enfermedades; lo que ha
propiciado la busqueda sistematizada de sustancias que sean capaces de aliviar o
atenuar estas poderosas manifestaciones de alarma con que cuenta el organismo y

gue nos anuncian la existencia de alguna alteracion fisioloégica (Mendoza, 2008).

Especificamente la inflamacion constituye un mecanismo de defensa que pone
en marcha el organismo cuando existe una agresion tisular. Su finalidad es, en
primer lugar detener la agresion y, en segundo término, repararla. Se trata por tanto,
de un fendmeno basicamente local. El aspecto central de la reaccion inflamatoria es
la destruccion del agente agresor y del tejido dafnado. Ello se lleva a cabo gracias a
un conjunto de células y de sustancias denominadas, respectivamente, mediadores
celulares y mediadores quimicos de la inflamacion (Gonzalez y Farinas, 2004). En la
inflamacion hay una respuesta innata y en determinados casos la inmunidad
especifica. La respuesta inmune innata como siempre inicia la respuesta generando
sefales o mensajes de peligro que permitan guiar a la respuesta inmune especifica
posterior. Las células efectoras del sistema inmune innato, fagocitos y neutréfilos

tienen una funcién principal en la terminacion de la inflamacion (Puente, 2005).

La respuesta inflamatoria inmediata a las lesiones tisulares consiste en un
conjunto complejo de ajustes fisioldgicos y anatdomicos. Participan en ella diversos
componentes corporales: vasos sanguineos, liquido intercelular mezclado con partes
de células lesionadas, lo que se llama exudado; los componentes celulares de la
sangre, y los tejidos epitelial y conectivo adyacentes. Otros factores que afectan la
respuesta inflamatoria son la edad y el estado general de salud del individuo. Los
procesos de curacion y cicatrizacidén de cualquier tipo requieren una demanda
considerable de reservas de nutrimentos del organismo, de modo que la nutricion
desempefa también una funcién esencial. Es usual que la inflamacion se caracterice

por cuatro sintomas fundamentales: enrojecimiento, dolor, calor e hinchazon;
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ademas de la pérdida de la funcion del area lesionada, que depende del sitio y la

magnitud de la lesion (Tortora y Anagnostakos, 1989).

Al inicio de la inflamacion, participan componentes del complemento de la
coagulacion que son las anafilotoxinas (C3a, C4a, C5a), opsoninas (C3b, iC3b) y
moléculas proinflamatorias (MAC, C5a), cuya funcién principal es la defensa contra
los microbios (Murphy y Ward, 2006); también participan aminas vosoactivas, lipidos
eicosanoides, quimioatractantes, metabolitos reactivos del oxigeno y del nitrégeno,
citoquininas proinflamatorias como el Factor de Necrosis Tumoral a (TNF-a) e
Interleucina 1B (IL-1B), entre muchos otros. Para contrarrestar lo anterior, se
producen mediadores antiinflamatorios como aminas vasoactivas (adrenalina,
noradrenalina), hormonas (glucocorticoides), citoquininas antiinflamatorias (IL-10,
TGF-B) y lipidos (lipoxinas vy ciclopentanona-prostaglandinas). Las células
participantes, que son a su vez la principal fuente de los mediadores mencionados,
son las células endoteliales, mastocitos, neutréfilos y monocitos (sistema inmune
innato) y linfocitos (sistema inmune especifico). Estas células experimentan también
importantes cambios fenotipicos, especialmente en su superficie celular (expresion
de moléculas de adhesion, cambios en la afinidad de las moléculas de adhesidn),
que le permiten cambiar sus propiedades de reconocimiento de otras células,

haciéndolas en general mas adhesivas (Puente, 2005).

Aunque la inflamacion ayuda a eliminar las infecciones y otros estimulos
nocivos y da comienzo a la reparacion, la reaccion inflamatoria y el posterior proceso
reparador pueden causar un dafo considerable. Los componentes de la reaccidn
inflamatoria que destruyen y eliminan los microbios y los tejidos muertos son capaces
de lesionar también los tejidos normales. Por consiguiente, la prolongacién de este
proceso, puede contribuir a la patogénesis de diversas enfermedades, tales como
artritis reumatoide, bronquitis cronica, enfisema pulmonar, asma y glomerulonefritis
(Puente, 2005). En el 2008 el Sistema Nacional de Informacién de la Salud registro
en nuestro pais un total de 1, 144,512 egresos hospitalarios por enfermedades
relacionadas con algun tipo de inflamacién. Los padecimientos mas frecuentes son

ulceras, cirrosis apendicitis, nefritis, nefrosis y artritis.
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lll.1 Etapas del proceso inflamatorio

La respuesta inflamatoria se inicia con la dilatacion de los capilares y arteriolas
locales esto se conoce como vasodilatacién, lo que permite un mayor flujo de sangre
al area de la lesion; el aumento en el riego sanguineo también sirve para eliminar los
productos toxicos y células muertas con lo que se evita la complicacion de la lesion.
La vasodilatacion es provocada por numerosos mediadores quimicos producidos por
las células del tejido circundante, entre ellos: la histamina, ciertas prostaglandinas
(PGE2, PGI2, PGE1) y el Factor Activador de Plaquetas (Guyton, 1989). Otro
fendmeno que ocurre en la respuesta inflamatoria es el aumento en la permeabilidad,
esto significa que pueden atravesar la pared de los vasos sanguineos las sustancias
que normalmente se retienen en la sangre como los leucocitos y los factores
quimicos que forman el coagulo evitando que los gérmenes y toxinas de los
microorganismos invasores se diseminen a otras partes del cuerpo. Por lo general,
en la hora subsecuente al inicio de la inflamacién los fagocitos (micréfagos vy
macrofagos) llegan al area de la lesion (migracion de fagocitos). Al disminuir el flujo
de sangre, los micréfagos (neutrofilos) empiezan a adherirse a la superficie interna
del endotelio que reviste a los vasos sanguineos, proceso denominado marginacion.
Después, los neutrdfilos atraviesan la pared de los vasos para llegar al area de la
lesion, mediante el movimiento denominado diapédesis y en ocasiones requiere
apenas de dos minutos. El movimiento de los neutrofilos depende de la quimiotaxia,
es decir la atraccion que ejercen ciertos factores o sustancias quimicas sobre los
neutrofilos. Entre tales factores se incluyen los microorganismos, cininas y otros
neutrofilos. El flujo constante de éstos hacia el area lesionada depende de su
produccion y liberacion en la médula désea, o que a su vez es resultado de la
sustancia denominada factor de fomento de la leucocitosis, que liberan los tejidos
inflamados. Los neutrdfilos intentan la destruccion de los microorganismos invasores
por fagocitosis, ademas de que contienen sustancias quimicas con actividad
antibidtica, las defensinas, que reciben tal nombre por la aparente funcién de
prevenir y contrarrestar infecciones. Al continuar la respuesta inflamatoria los
monocitos también se dirigen al area infectada. Una vez en ella, se transforman en

macréfagos errantes que intensifican la actividad fagocitica de los macréfagos fijos.
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Ademas, éstos ultimos se movilizan como resultado de la inflamacién y, al igual que
los macréfagos errantes emigran hacia el area infectada. Los neutréfilos predominan
en las etapas iniciales de la infeccion, pero después tienden a disminuir rapidamente
en numero, punto en que entran en accién los macréfagos, cuya actividad fagocitica
es varias veces mayor que la de los neutrofilos y que tienen tamano suficiente para
engullir el tejido necrdtico, los neutrofilos muertos y los microbios invasores (Tortora y
Anagnostakos, 1989).

Tanto sustancias exdgenas como enddgenas pueden ser quimiotacticas para
los leucocitos, como son: 1) productos bacterianos; 2) citocinas, especialmente las
de la familia quimiocinas; 3) componentes del sistema del complemento, sobre todo
Cb5a, y 4) productos de la via metabdlica de la lipoxigenasa del acido araquiddnico
(AA), sobre todo leucotrieno B4 (LTB4). Estos mediadores se producen en respuesta
a infecciones y dafo tisular y durante reacciones inmunoldgicas. La infiltracion
leucocitaria en todas estas situaciones es consecuencia de las acciones de diversas
combinaciones de mediadores (Kumar et al., 2010). Tras llegar al foco (lo que da
lugar al infiltrado leucocitario), los leucocitos desarrollan su funcion defensiva, que se
establece fundamentalmente gracias a la fagocitosis y a la produccidén de sustancias

con capacidad destructora (Gonzalez y Farinas, 2004).

El proceso de fagocitosis consta de tres pasos diferentes: a) reconocimiento,
que se basa en la opsonizacion, la que a su vez consiste en el recubrimiento de la
particula por algunas proteinas séricas, o la fijacion a la membrana celular del
fagocito de anticuerpos especificos dirigidos contra determinantes antigénicos
propios de la particula; b) endocitosis, lo que incluye la emisién de dos pseuddépodos
que rodean a la particula y se fusionan entre si, con lo que queda englobada en una
vesicula citoplasmica limitada por la membrana plasmatica interiorizada (fagosoma),
la movilizacién de los lisosomas hasta que establecen contacto con el fagosoma, la
fusién de las membranas de los dos organelos con el derrame del contenido de los
lisosomas en el interior del fagosoma, y la consecuente desgranulacién de la célula,
que es mas aparente en los leucocitos polimorfonucleares; c) resultado final, que

puede ser digestion parcial o completa de la particula ingerida, incapacidad para
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digerirla y entonces, si la particula no es toxica o agresiva de algun otro modo para el
fagocito, se conserva en el citoplasma, muerte del fagocito, o (raras veces) expulsion
de la particula al exterior. La degradacion del material ingerido es de gran
importancia en las enfermedades infecciosas producidas por bacterias, hongos y
algunos parasitos (Pérez, 2007). En la Figura 1 se presenta la secuencia de eventos

implicados en el proceso inflamatorio (Gonzales y Farifias, 2004).

Estimulo inicial
Lesion endotelial

Agregacion plaquetaria
Activacion de la coagulacion

| Estimulo inicial |

Vasoactivas Leucopoyeticos Quimiotacticos Opsonina Activador leucocitario
Estimuladores MAC

| |

Vasodilatacion Liberacion de leucocitos
Aumento de la desde la MO
permeabilidad Marginacion leucocitaria

N R

v
Salida de leucocitos

al foco inflamatorio J

Fagocitosis

Destruccion del germen y del
tejido lesionado

Figura 1. Visién secuencial de los fendmenos que integran la inflamacién (MAC= moléculas
de adhesion celular; MO= médula ésea) (Tomado de Gonzalez y Farifas, 2004).

La etapa final del proceso inflamatorio es la reparacion de los tejidos; los
fibroblastos del area se dividen rapidamente, y empiezan a secretar grandes
cantidades de colageno, el cual dota el area de gran fuerza de tension. El resultado

final puede ser la reparacion completa (con o sin cicatriz), la formacién de absceso, o
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la formacion de granuloma. Un absceso es basicamente un saco de pus circundado

de fibroblastos y colageno (Vander et al., 1978).

La formacion de pus continua hasta que toda la infeccion ha sido dominada. A
veces la cavidad purulenta se abre paso hacia la superficie del cuerpo, o bien hacia
una cavidad interna, y en esta forma se vacia espontaneamente. Otras veces la
cavidad purulenta sigue cerrada incluso después que ha cesado la destruccion de
tejido. Cuando esto ocurre las células muertas y el tejido necrético del pus
gradualmente sufren autolisis durante dias; los productos finales de tal autolisis son
absorbidos por los tejidos vecinos hasta que desaparecen casi todos los signos de
lesion tisular (Guyton, 1989). La restauracion esta también sometida a mecanismos
de control. Se cuentan entre ellos las chalonas que son producidas por las células
maduras de una determinada linea celular para evitar la proliferacién excesiva de las
células de esa misma linea, el factor regulador del crecimiento de los fibroblastos,

etc. (Gonzalez y Farifas, 2004).

Dependiendo de las caracteristicas temporales de la inflamacién definimos

dos tipos de respuesta: inflamacion aguda e inflamacion croénica.
lll.2 Inflamacién aguda

La inflamacién aguda es de duracion, en cierta forma breve, y persiste desde
unos cuantos minutos hasta varios dias, y se caracteriza por exudacion de liquido y
proteinas del plasma y por acumulacion de leucocitos predominantemente
neutroéfilos: por lo que se dice que es la respuesta inicial e inmediata a la lesién. Una
funcién de dicha respuesta es suministrar leucocitos en el sitio lesionado, donde
pueden ayudar a depurar las bacterias invasoras (u otros agentes invasores) y
también a descomponer los tejidos necrosados resultantes del dafo.
Infortunadamente, los leucocitos en si pueden prolongar la inflamacion e inducir dano
tisular mediante liberacién de enzimas, mediadores quimicos y radicales toxicos de
oxigeno. La inflamacién aguda tiene tres componentes principales: 1) alteraciones en
el calibre de los vasos que producen un incremento local del riego sanguineo

(vasodilatacion); 2) cambios estructurales en la microvasculatura que permiten a las
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proteinas plasmaticas y los leucocitos abandonen la circulacién y 3) migracion de los
leucocitos desde la microcirculacion, acumulacion en el foco de lesion y su activacion
para eliminar el agente ofensor (Figura 2). Estos componentes explican tres de los
cinco signos locales clasicos de la inflamacion aguda: calor, enrojecimiento (rubor) e
inflamacion (tumor), los otros dos rasgos, dolor y pérdida de la funcién ocurren como
consecuencias adicionales de la elaboracion de mediadores y de la emigracion de

leucocitos en la respuesta inflamatoria (Mitchell y Cotran, 1999).

NORMAL

Matriz extracelular Linfocitos o macréfagos
residentes ocasionales

INFLAMADA | (1) Aumento del flujo de sangre |

I
I'Dilataciéon de Expansion del Dilatacion del
las arteriolas lecho capilar las vénulas

| (3) Emigracién de los neutréfilos | (2) Salida de proteinas
del plasma— edema

Figura 2. Principales manifestaciones locales de la inflamacién aguda
comparadas con la normalidad (Tomado de Kumar et al., 2010)

lI.3 Inflamacioén crénica

La incapacidad para eliminar la agresion patoldgica o para poner en marcha la
resolucién, se traduce en la persistencia de la reaccion inflamatoria, lo que puede
manifestarse como una respuesta aguda prolongada, con la llegada continua de
neutréfilos y destrucciéon del tejido, o lo que es mas frecuente, con una inflamacion
cronica (Murphy y Ward, 2006). Este tipo de inflamacion de duracién prolongada
(semanas o0 meses, 0 afios) se caracteriza por: 1) infiltracion con células

mononucleares (“inflamatorias cronicas”), incluyendo macréfagos, linfocitos y células
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plasmaticas; 2) destruccion de tejidos, inducida principalmente por células
inflamatorias y 3) reparacion que implica la proliferacion de vasos nuevos

(angiogénesis) y fibrosis (Mitchell y Cotran, 1999).

Una diferencia entre la inflamacién aguda y la crénica es su resultado: en la
inflamacion aguda, las lesiones celulares y tisulares son causadas por el agente
extrafio con participacion minima de los efectores enddégenos dispuestos para su
eliminacion; mientras que en la cronica, las células se acumulan en el tejido y
provocan distintos tipos de lesion, por lo comun no relacionados con la proteccion del
organismo o fuera de proporcién con las alteraciones que produciria el agente causal
en ausencia de la inflamacion. En muchas enfermedades la inflamacion cronica es el
verdadero mecanismo patdégeno y la terapéutica se dirige a reducir o eliminar el

proceso (Pérez, 2007).
.4 Mediadores de la inflamacién

Las reacciones inmediatas o de fase aguda que siguen a la agresion y que
pretenden la restauracion de la homeostasis constituyen el fendmeno inflamatorio.
Estas reacciones se inician en el lugar de la agresion y determinan, mediante
mediadores celulares y quimicos, una respuesta generalizada (Waxman, 1996 citado

en Garcia de Lorenzo et al., 2000).
.41 Propiedades de los mediadores de la inflamacion

Algunas de las propiedades comunes de los mediadores y principios
generales de su produccién y acciones descritas en Mitchell y Cotran (1999) se
presentan a continuacion:

» Los mediadores se derivan del plasma o a veces algunas células los producen
de manera local. Los mediadores derivados del plasma (complemento,
cininas, factores de coagulacién) se presentan como precursores circulantes
que deben ser activados, en forma habitual por desdoblamiento proteolitico,
para adquirir sus propiedades bioldgicas. Los mediadores derivados de
células por lo normal se encuentran encerrados en granulos intracelulares (p.

ej., histamina en las células cebadas) que subsecuentemente seran
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secretados, o pueden ser sintetizados de novo (p. ej., prostaglandinas) en

respuesta a un estimulo.

= La mayor parte de ellos desempeifa su activad biolégica uniéndose
inicialmente a receptores especificos o células “blanco”. Sin embargo, algunos

tienen actividad enzimatica directa, toxica o ambas.

» Pueden estimular células blanco para que liberen moléculas efectoras
secundarias. Estos mediadores secundarios a veces muestran actividad
similar a la molécula efectora inicial, en este caso amplificaran una respuesta
particular. Por otro lado, pueden tener actividad opositora y por lo tanto

funcionan como contrarreguladores del estimulo inicial.

= Soélo pueden actuar sobre una o unas cuantas células blanco, o pueden
presentar actividad ampliamente extendida, y pueden mostrar resultados muy

diferentes segun el tipo de célula que afecten.

» La funcién de un mediador por lo general esta estrictamente regulada. Una
vez activados y liberados de la célula, casi todos los mediadores se
desactivan con rapidez (p. ej., metabolitos del acido araquiddnico), son
inactivados por enzimas (p. €j., cininasa inactiva a la bradicinina), o son

eliminados.

» Una de las principales razones de los controles y equilibrios es que casi todos

los mediadores tienen posibilidad de provocar efectos nocivos.
lll.4.2 Mediadores celulares

Las estrategias de defensa que son, con mucho, las mas complejas,
dinamicas y eficaces, son realizadas por células que se desplazan a través del
cuerpo para buscar y destruir microorganismos y otras sustancias extrafas. En los
seres humanos, hay tres grupos principales de células que proporcionan este tipo de
defensa. Dos de éstas, los neutréfilos y la serie de los monocitos-macréfagos, son
células fagociticas, que actuan principalmente englobando y digiriendo bacterias,

desechos celulares y otras particulas de materia. El tercer grupo, que constituye a los

Montafio Reyes Abraham 13



Evaluacién de la actividad antiinflamatoria de Erythrina americana Miller

linfocitos, y sus elementos relacionados, tiene poca capacidad fagocitica pero, en vez
de esto, participa en numero considerable de otras reacciones de proteccion que se
conocen colectivamente como respuestas inmunitarias (Parslow, 1996). Otros dos

grupos celulares que participan son los eosindfilos, y los basdfilos.

Aunque se atribuyen funciones especificas a cada uno de estos tipos
celulares, en realidad estas funciones se superponen y varian segun las fases de la
inflamacion. Ademas, las células locales de cada tejido interactuan entre ellas y con
las células inflamatorias para producir una respuesta continua a la lesiéon y a la
infeccion (Murphy y Ward, 2006).

< Neutrofilos

Los neutrdfilos polimorfonucleares, o PMN (por sus siglas en inglés), son las
células clave de la inflamacion aguda. Poseen granulos citoplasmicos y un nucleo
con dos o cuatro I6bulos (Murphy y Ward, 2006). Los neutrofilos son los primeros
fagocitos que acuden al foco inflamatorio. Desarrollan una fagocitosis de alcance
limitado (bacterias, inmunocomplejos), en la que no colabora el sistema inmunitario
celular. A diferencia de los monocitos, no tiene capacidad para reproducirse no para
volver a sintetizar sus enzimas una vez utilizadas, por lo que, una vez que se liberan
éstas, pierden su funcion y mueren en el foco inflamatorio (Gonzalez y Farifas,
2004). Se activan en respuesta a los estimulos fagocitarios, las citocinas, los
mediadores quimiotacticos y los complejos antigeno-anticuerpo que se unen a
receptores especificos de sus membranas celulares. En los tejidos, los PMN
fagocitan a los microbios invasores y el tejido muerto. Una vez acumulados en el

tejido, no regresan a la circulacion (Murphy y Ward, 2006).
% Monocitos/macréfagos

Los monocitos circulantes tienen nucleos con un solo I6bulo o con forma
arrinonada. Proceden de la medula 6sea y pueden salir de la circulacion para emigrar
a los tejidos y convertirse en macréfagos residentes (Murphy y Ward, 2006). Los
monocitos y los macrofagos desarrollan funciones fagocitarias mas complejas, en las

que con frecuencia intervienen los linfocitos T y son indispensables para la

Montafio Reyes Abraham 14



Evaluacién de la actividad antiinflamatoria de Erythrina americana Miller

eliminacion de restos tisulares y para la muerte de gérmenes intracelulares y se
encuentran las inflamaciones cronicas en las que pueden revestir diversas formas:
células epitelioides, células multinucleadas gigantes, etc. (Gonzalez y Farifias, 2004).
Los monocitos/macréfagos producen potentes sustancias vasoactivas, entre ellas las
derivadas del metabolismo del acido araquidénico (prostaglandinas, leucotrienos),
factor activador de plaquetas PAF (por sus siglas en inglés) y citocinas inflamatorias.
Los macréfagos son especialmente importantes en el mantenimiento de la

inflamacion crénica (Murphy y Ward, 2006).
s Eosindfilos

Los eosindfilos circulan en la sangre y son atraidos hacia los tejidos de forma
similar a los PMN. Estas células contienen leucotrienos y PAF, fosfatasa acida y
peroxidasa. Expresan receptores para Inmunoglobulina A (IgA) y poseen grandes
granulos con proteina basica principal eosindfila que participa en la defensa contra
los parasitos (Murphy y Ward, 2006). Estan también implicados en las reacciones
inflamatorias alérgicas. (Gonzalez y Farifias, 2004;). Los eosindfilos realizan la
fagocitosis de una manera mas lenta y mas selectiva que los neutrofilos. Es mas
probable que los eosindfilos fagociten complejos antigeno-anticuerpo, y el recuento
de estas células tiende a aumentar en las reacciones alérgicas, en algunas
infestaciones parasitarias y en ciertas neoplasias y enfermedades autoinmunitarias
(Vick, 1987).

« Basofilos y mastocitos

Los mastocitos, o células cebadas y los basdfilos son células granulosas con
distintas propiedades (Cuadro 1) y contienen receptores para IgE en su superficie.
Cuando los mastocitos o los basdfilos sensibilizados a la IgE reciben un estimulo
antigénico, secretan hacia el espacio extracelular los mediadores inflamatorios que
poseen en sus densos granulos citoplasmicos. Los granulos contienen
mucopolisacaridos acidos (entre ellos heparina), serina proteasas, sustancias
quimiotacticas para los neutréfilos y eosindéfilos e histamina. La estimulacion de los

mastocitos y los baséfilos conduce también a la liberacion de productos del
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metabolismo del acido araquidonico como los leucotrienos: LTCy4, LTDs y LTE,4, vy
citocinas como TNF-a e IL-4. Los productos de los mastocitos son importantes para

la regulacién de la permeabilidad vascular (Murphy y Ward, 2006).

Diametro de la célula 5a7um 10a 15 pm
Nucleo Bilobulado o multilobulado Redondo u oval; excéntrico
Contorno de la superficie Lisa con proIongac_iones e

celular anchas, cortas ocasionales

Localizacion predominante Tejidos conjuntivos Sangre
Periodo de vida Semanas o meses Dias
Terminalmente diferenciada No Si
Histamina, sulfato de Histamina, sulfato de condroitina,

Contenido principal de

gréntos condroitina, proteasas proteasas neutras, proteina basica

neutras, heparina, TFN-a mayor, proteinas de Charcot-Leyden

Mediadores que son
sintetizados y liberados TNF-a, PAF, LTC,, PGD; LTCy
despues de la desgranulacion

Cuadro 1. Propiedades de de las células cebadas
y los basofilos humanos (Tomado de Terr, 1996).

+ Linfocitos

Los linfocitos son movilizados al escenario de cualquier estimulo inmunitario
especifico (p. ej. infecciones) asi como de inflamacién no mediada por inmunidad (p.
ej. debido a infarto o traumatismo tisular). Tanto los linfocitos T como B migran a los
sitios inflamatorios utilizando algunas de las mismas moléculas de adhesion y
quimiocinas que reclutan otros leucocitos. Los linfocitos y los macréfagos interactuan
de modo bidireccional, y estas interacciones desempefian una funcién importante en
la inflamacion crénica. Los macréfagos muestran antigenos a las células T, expresan
moléculas de membrana y producen citocinas (sobre todo IL-12) que estimulan las
respuestas de las células T. Los linfocitos T activados, a su vez, producen citocinas,

y una de éstas, el IFN-y, es un poderoso activador de los macrofagos,
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promocionando mas presentacion de antigenos y secrecion de citocinas. El resultado
es un ciclo de reacciones celulares que alimentan y mantienen la inflamacion crénica
(Kumar et al., 2010).

« Células endoteliales

Las células endoteliales son células aplanadas que forman una monocapa que
reviste los vasos sanguineos y aunque no se clasifican como células inflamatorias
intervienen de forma pasiva y también activa. La célula endotelial a) determina un
aumento de permeabilidad, al modificar su citoesqueleto como respuesta a diversos
agentes, de forma que se retrae apareciendo espacios entre las células vecinas; b)
contribuye al desarrollo de vasodilatacion, al desviar en tal sentido el equilibrio entre
los factores vasodilatadores (PGl;, NO) y vasoconstrictores (endotelina, PAF) que
produce; c) expresa moléculas de adhesion celular, para facilitar la fijacion de los
leucocitos y d) altera el sistema hemostatico local (disminucién de trombomodulina y
del activador tisular del plasminégeno). La mayor parte de estos fendbmenos son
inducidos por citocinas (IL-1, TNF), aun cuando intervienen ademas otros
mediadores de la inflamacién. Las células endoteliales también estan implicadas en
la fase reparativa de la inflamacién, en la que proliferan, formando cordones de
células que acaban constituyendo los vasos de la zona reparada al aparecer la luz en

su interior (Murphy y Ward, 2006; Gonzalez y Farifias, 2004).
+ Fibroblastos

En la fase reparativa aparecen en el foco inflamatorio diversas sustancias
quimiotacticas para los fibroblastos, asi como otras sustancias que estimulan su
proliferacion y actividad. Los fibroblastos regeneran la matriz extracelular,
sintetizando tanto proteinas fibrilares (colageno, elastina, reticulina) como sustancia

amorfa (compuesta por glicoproteinas y proteoglicanos) (Gonzalez y Farinas, 2004).
« Plaquetas

Aunque no son propiamente células, se incluyen aqui porque desempenan un

papel de gran trascendencia, desempenan una funcion primordial en la homeostasis
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normal y en el inicio y regulacion de la formacion del coagulo. Son pequefas (2 ym
de diametro), carecen de nucleo, y contiene tres tipos distintos de inclusiones: 1)
granulos densos ricos en serotonina, histamina, calcio y difosfato de adenosina
(ADP), 2) granulos a que contienen fibrindbgeno, proteinas de la coagulacién, factor
de crecimiento derivado de las plaquetas (FCDP) y otros péptidos y proteinas y 3)
lisosomas con hidrolasas acidas (Murphy y Ward, 2006). Con la lesién tisular
producida por el agente nocivo iniciador de la inflamacion, se lesiona el endotelio.
Como consecuencia de ello, las plaquetas se adhieren a él. El proceso va seguido de
agregacion plaquetaria. La activacion de las plaquetas da lugar a la aparicion de
factores vasoactivos (histamina y derivados del acido araquidénico) y quimiotacticos
(C5a, por liberacién de proteasas que actuan sobre el complemento). Con ello se

pone en marcha la atraccion de leucocitos (Gonzalez y Farifias, 2004).
ll.4.3 Mediadores quimicos
% Aminas vasoactivas

Las dos aminas vasoactivas, histamina y serotonina, se 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.
» Histamina

Se halla presente en muchos tejidos del cuerpo pero tiene especial
concentracion en los mastocitos, basofilos circulantes y plaquetas. Su liberacidon es
inducida por una gran variedad de factores (Figura 3). En una respuesta inflamatoria
en la que no se encuentran respuestas inmunolégicas especificas, dos de los
factores principales son el simple rompimiento mecanico de las células que contienen
histamina, y las sustancias quimicas que, secretadas por los neutrofilos, son atraidos
al sitio (Vander et al., 1978).
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Microbios

l

Dano tisular |

(ruptura .
mecanica) (atraccion)

| |

Mastocitos Neutrdofilos
| Histamina |

l

Vasodilatacién y aumento de la
permeabilidad a la proteina

Figura 3. Vias para la liberacion de histamina en las reacciones
inflamatorias (Tomado de Vander et al., 1978).

Inhibe la respuesta quimiotactica de neutréfilos y basdfilos, estimula la
quimotaxis de eosindfilos y acelera la liberacion de enzimas lisosdmicas de
neutrofilos. Intervienen con mas seguridad en la inflamacion cuando se desarrolla
hipersensibilidad debido a la descarga de granulos de las células cebadas, pero al

parecer la histamina también se encuentra en exudados (Shires, 1991).
» Serotonina

La serotonina (5-hidroxitriptamina) 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, adenosina bifosfato y calcio) y es liberada durante la agregacion

plaquetaria (Kumar et al., 2010).
+ Cininas

La orina, el plasma, la saliva y diversos tejidos contienen una enzima, la
calicreina, ésta actua sobre una globulina plasmatica llamada cininégeno, y produce
un polipéptido, la bradicinina. Esta sustancia es parte de un grupo de péptidos

similares denominados cininas que inducen la aparicion del dolor, aumentan la
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permeabilidad capilar y dilatan a las arteriolas. El sistema de las cininas participa en
la respuesta inflamatoria cuando lo activa la liberacién de calicreina por los tejidos
lesionados y por la actividad de calicreina de las enzimas lisosomicas liberadas a
partir de las células y de los fagocitos (Figura 4). Las cininas contribuyen a la
inflamacion aumentando la permeabilidad de los capilares y produciendo
vasodilataciéon. Ademas, estas sustancias poseen accion quimiotactica para los
leucocitos (Vick, 1987).

Microbios

|

Darno tisular l

Neutrofilos y otras
fuentes locales

Factor Hageman
activado

Calicreina l » Calicreina
(inactiva) (activa)

Quininogeno l » | Cininas

|

Vasodilatacion

Aumento de permeabilidad a las proteinas

Atraccion de neutrdéfilos (quimiotaxis)

Figura 4. Vias para la generacion de cininas en las reacciones inflamatorias (Tomado
de Vander et al., 1978).

++ Eicosanoides

Otro importante conjunto de mediadores son los eicosanoides, una clase de
lipidos derivados del acido araquidonico: prostaglandinas, prostaciclinas,
tromboxanos y leucotrienos (el término prostanoide se utiliza para referirse

conjuntamente a las prostaglandinas y los tromboxanos). Derivan del metabolismo
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del acido araquidénico a través de vias catalizadas por enzimas del acido
araquidonico a través de vias catalizadas por enzimas como ciclooxigenasas (COX)

o lipooxigenasas.

Existe un derivado adicional del acido araquidénico, el factor activador
plaquetario (PAF), con una potente accién relajadora vascular (Figura 5). El nivel de
eicosanoides en un tejido inflamado es muy bajo, aumentando considerablemente en
la medida que ocurre la adhesion y transmigracion endotelial leucocitaria en la

inflamacion aguda.

Ciclooxigenasa
g Prostaglandinas y

. tromhoxanos
/ Cad

Acido graso insaturado
(acido araquidonico)

5- Lipooxigensa
Fosfolipasa A \

> Leucotrienos

Fosfolipidos
de membrana

Acetiltransferasa

Lisofosfolipidos
(liso PAF)

PAF

v

N

Acilhidrolasa

Figura 5. Mediadores de la inflamacién derivados de fosfolipidos (Tomado de
Gonzalez y Farinas, 2004).

Con respecto a las ciclooxigenasas, existen dos isoformas, la COX-1 que es
constitutiva y COX-2 que es inducible, aumentando dramaticamente su expresién por
los estimulos inflamatorios, especialmente en las células del sistema inmune. El
reclutamiento de leucocitos y la induccion de COX-2 por la inflamacion, apoya el uso
de agentes inhibidores de COX-2 como tratamiento farmacolégico de la inflamacién

como artritis y otras enfermedades (Puente, 2005).

Mediante la via de la ciclooxigenasa, los productos que se forman incluyen las
prostaglandinas PGE,, PGD,, PGF,,, PGl, (prostaciclina) y TxA, (tromboxano), cada
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uno de los cuales se genera mediante la acciéon de una enzima especifica en un
producto intermedio de la via. Algunas de estas enzimas muestran una distribucion
tisular limitada. Por ejemplo, las plaquetas contienen la enzima tromboxano
sintetasa, y por eso en ellas predomina el TxA,, un potente agregante plaquetario y
vasoconstrictor, que es inestable y se convierte con rapidez en su forma inactiva
TxB,. (Kumar et al., 2010).

En la etapa en que actua la COX se producen también radicales libres (OH y
O2) (Figura 6), que pueden, por si mismos, causar inflamacioén. Las prostaglandinas
sensibilizan directamente a los vaso sanguineos a los efectos de otros mediadores,
como la histamina y la bradicinina (Vick, 1987). La respuesta inflamatoria va
acompanada siempre de la liberacibn de prostanoides, siendo el producto
predominante PGE;, aunque también se puede encontrar PGl,. En las zonas de
inflamacion aguda, la PGIl, y la PGE; son generados por los tejidos y los vasos

sanguineos locales, mientras que los mastocitos liberan PGD..

Fosfolipidos (en la membrana celular)

Fosfolipasa (liberada de los
fagocitos)

v

Acido araquidonico

Ciclooxigenasa

Radicales libres OH y O2 ‘/

A\ 4

Prostaglandinas

Figura 6. Produccion de prostaglandinas durante la inflamacion (Tomado de Vick, 1987).

En la inflamacién cronica, las células de las series monocitos/macrofagos
liberan también PGE; y TBA,. En conjunto, los prostanoides tienen una accién de

tipo ying-yang en la inflamacién, estimulando unas respuestas y reduciendo otras.
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Por si mismos, PGE,, PGIl, y PGD; son potentes vasodilatadores y presentan un
efecto sinérgico con otros vasodilatadores inflamatorios como histamina y
bradicinina. Los prostanoides no aumentan directamente la permeabilidad de las
vénulas poscapilares, sino que potencian este efecto de histamina y bradicinina. Las
prostaglandinas de la serie E también ejercen efectos pirégenos (es decir, inducen la
aparicion de fiebre). No obstante, algunas prostaglandinas tienen efectos
antiinflamatorios en ciertas condiciones. Por ejemplo, PGE; reduce la liberaciéon de
enzimas lisosomicas, la generacion de metabolitos toxicos del oxigeno por parte de

los neutrdfilos y la liberacidn de histamina de los mastocitos (Rang y Dale, 2008).

El segundo grupo de mediadores derivados del acido araquidonico son los
leucotrienos (LTs), derivados de la via de la lipooxigenasa: LTB4, LTC4, LTD4, LTEa4.
Los mastocitos, ademas de la generacion de histamina, producen todos estos
derivados, los neutrofilos principalmente LTB4 (Puente, 2005). En los neutrdfilos y en
determinadas poblaciones de macrofagos, el LTA4, se metaboliza en LTB4 un
compuesto con potente actividad quimiotactica para los neutréfilos, los monocitos y
los macréfagos. En otros tipos de células, sobre todo en los mastocitos, los basdfilos
y los macrofagos, el LTAy4, se convierte en LTCy4, LTD4, LTE4 1) que estimulan la
contraccion del musculo liso, 2) fomentan la permeabilidad vascular y 3) son los
responsables del desarrollo de muchos de los sintomas clinicos asociados a las
reacciones de tipo alérgico y mediante estos mecanismos desempefian un papel
esencial en el desarrollo del asma. Los leucotrienos ejercen su accion a través de
receptores especificos de alta afinidad, que en un futuro, quiza resulten dianas

importantes para los tratamientos farmacolégicos (Murphy y Ward, 2006).

7

« Lipoxinas

Algunos estudios han indicado que los productos de la 15-lipooxigenasa,
conocidos como lipoxinas, actuan sobre receptores especificos en los leucocitos
polimorfonucleares para oponerse a la accién de LTB4, proporcionando lo que se
podria llamar “sefiales de parada” a la reaccion inflamatoria. El acido acetilsalicilico
estimula la sintesis de estas sustancias, lo que podria estar relacionado con sus

efectos antiinflamatorios (Rang y Dale, 2008).
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+« Factor activador de plaquetas

El factor activador de plaquetas (PAF) es un mediador fosfolipidico formado
por una diversidad de células, la mayoria de las cuales tiene un papel en la
respuesta inflamatoria. Junto a las plaquetas, el PAF es producido por los leucocitos,
monocitos/macréfagos, linfocito granular grande y mastocitos. Como su nombre lo
indica es un potente estimulador de la agregacion y la activacion plaquetarias
acompafado de la liberacion de productos plaquetarios (incluido el propio PAF).
Tiene importantes acciones proinflamatorias: produce quimiotaxis y agregacion de
polimorfonucleares, monocitos y eosindfilos, y la liberacion de sus productos.
Disminuye la produccion de IL-2 y la proliferacion de linfocitos, pero aumenta su
actividad supresora y su citotoxicidad, asi como la produccién de TFN. Es mil veces
mas potente que la histamina y la bradicinina para producir aumento de la

permeabilidad vascular y extravasacion de fluido (Esplugues y Barrachina, 2003).
% Citocinas

Son mediadores proteicos o peptidicos producidos y liberados por las células
del sistema inmunitario durante la reaccion inflamatoria, amplifican la inflamacién

mediante la inducciéon de sintesis de otros mediadores inflamatorios.

Citocinas proinflamatorias. Estas citocinas participan en las reacciones
inflamatorias aguda y crénica, asi como en los procesos de reparacion y resolucion.
Las principales citocininas proinflamatorias son TNF-a e IL-1. Esta ultima representa,
en realidad, a una familia de tres citocininas compuesta por dos agonistas y un
antagonista endogeno del receptor de IL-1. Los macrofagos y muchos otros tipos
celulares liberan estos mediadores durante la reaccion inflamatoria y pueden poner
en marcha la sintesis y liberacion de una cascada de citocininas secundarias entre

las que se hallan las quimiocinas.

Citocinas antiinflamatorias. Este grupo aglutina a las citocininas que inhiben
distintos pasos de la reaccion inflamatoria, como TGF-3, IL-4, IL-10 e IL-3. Estas

moléculas inhiben la produccién de quimiocinas y las interleucinas antiinflamatorias
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pueden inhibir las respuestas mediadas por los linfocitos Th-1, cuya activacion

inadecuada esta implicada en diversos trastornos (Rang y Dale, 2008).
% Quimiocinas

Las quimiocinas se definen como citocinas quimioatrayentes que controlan la
migracion de los leucocitos, actuando como “coordinadoras del trafico” en las
reacciones inmunitarias e inflamatorias, se han identificado mas de 40 quimiocinas
que se pueden distinguir por la presencia de residuos cisteina claves de la cadena
polipeptidica adyacentes (quimiocinas C-C) o separados por otro residuo

(quimiocinas C-X-C).

Las quimiocinas C-X-C (principal ejemplo IL-8) actuan sobre los neutrdéfilos e
intervienen fundamentalmente en las respuestas inflamatorias agudas. Las
quimiocinas C-C (por ejemplo MCP-1 y RANTES) actuan sobre los monocitos,
eosindfilos y otras células, y estan implicadas predominantemente en las respuestas

inflamatorias cronicas (Rang y Dale, 2008).
lIl.L5 Tratamiento para la inflamacién

El tratamiento tiene dos objetivos principales: en primer lugar, el alivio del
dolor y en segundo lugar, la disminucion o en teoria, la suspension del proceso lesivo
tisular (Payan y Katzung, 1996). Los farmacos que generalmente se utilizan en la
inflamacion son los antiinflamatorios esteroideos (corticosteroides) y no esteroideos
(AINE’s).

1.6 Antiinflamatorios esteroideos

La corteza suprarrenal sintetiza toda clase de hormonas esteroideas: los
glucocorticoides cortisol y corticosterona en la zona fasciculada, los
mineralocorticosteroides aldosterona y desoxicorticosterona en la zona glomerulosa y
las hormonas gonadales en la zona reticular (Flérez, 2003). En los seres humanos, el
principal glucocorticoide es el cortisol (hidrocortisona) que se sintetiza a partir del
colesterol por las células de las zonas fasciculada y reticular, y se libera a la

circulacién bajo la influencia de corticotropina (ACTH) (Goldfien, 1996).
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111.6.1 Mecanismo de accién de los glucocorticoides

Al penetrar en los tejidos, los glucocorticoides se difunden o se transportan a
través de membranas celulares, y se fijan al complejo citoplasmatico receptor de
glucocorticoides proteina de choque caldrico. La proteina de choque caldrico se
libera, y el complejo receptor-hormona se transporta entonces al interior del nucleo,
donde interactua con elementos de la respuesta de glucocorticoides (ERG) en varios
genes y con otras proteinas reguladoras (que pueden ser especificas de la célula), y
estimula o inhibe su expresién. En ausencia de hormonas, se inhibe la fijacion de la
proteina receptora al DNA; por tanto, la hormona desinhibe la accion del receptor
sobre el DNA. Se piensa que las diferencias en la accion de los glucocorticoides en
los diversos tejidos se rigen por otras proteinas en tejidos especificos, que también

deben fijarse al gen para permitir la expresion particular de ERG (Goldfien, 1996).

Los glucocorticoides tienen la propiedad de reducir de modo notable las
manifestaciones de la inflamacién. Esto se debe a sus profundos efectos sobre la
concentracion, distribucién y funciéon de los leucocitos periféricos, asi como a su
inhibicion de la actividad de la fosfolipasa A,. Después de una sola dosis de un
glucocorticoide de accién breve, la concentracion de neutréfilos se incrementa,
mientras que los linfocitos (células T y B), monocitos, eosindfilos y basdfilos en la
circulaciéon disminuye en cantidad. Ademas inhiben las funciones de los leucocitos y
macrofagos tisulares; el efecto sobre los macrofagos es limitar su propiedad para
fagocitar y matar microorganismos y producir interleucina-1, pirébgenos, colagenasa,
elastasa, factor de necrosis tumoral y activador de plasminégeno. También pueden
influir en la reduccion de sintesis de prostaglandinas y leucotrienos que se origina de
la activacion de la fosfolipasa A;, mediante el aumento de la concentracion de
membrana de algunos fosfolipidos que al parecer inhiben la sintesis de
prostaglandinas y leucotrienos (Goldfien, 1996). Los glucocorticoides reducen la
liberacidn de histamina. Sobre las células inflamatorias disminuyen su migracion y
activacién, hecho relacionado con la produccion de un efecto inmunosupresor (Lopez
et al., 2006).
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Finalmente, los glucocorticoides pueden reducir la expresion de
ciclooxigenasa (COX), disminuyendo asi la cantidad de enzimas disponibles para
producir prostaglandinas. Al parecer, inhiben la expresién de COXj, que puede ser la
enzima que participa en mayor medida en los efectos inflamatorios de los
eicosanoides. Los glucocorticoides tiene un efecto mucho menor en la expresion de
COX; (Goldfien, 1996). Los farmacos mas empleados en procesos de inflamacion
son: cortisona, dexametasona, hidrocortisona, prednisolona y triamcinolona (Lépez et
al., 2006).

lI.7 Antiinflamatorios no esteroideos

Los antiinflamatorios no esteroides (AINE’s) son un grupo de medicamentos
que pueden subdividirse aun mas en inhibidores de la prostaglandina sintetasa (IPS)
0 no inhibidores de la prostaglandina sintetasa (no-IPS). Por convencién del término
genérico AINE se refiere a los inhibidores de la prostaglandina sintetasa especificos
y mas nuevos excepto la aspirina (Lee y Katayama, 1993). Su principal uso es el
tratamiento del dolor leve, por ejemplo, cefaleas, control del dolor y rigidez en los
estados reumaticos y osteoartritis. Una de las acciones de las prostaglandinas esta
relacionada con la producciéon de estimulos dolorosos y también son responsables de
muchas de las caracteristicas de la inflamacién (es decir, hinchazén vy
enrojecimiento. Los antiinflamatorios no esteroideos al bloquear la accién de la
enzima ciclooxigenasa, reducen la produccion de estas sustancias. Por tanto, la
accién de estos medicamentos es prolongada en los tejidos periféricos mas que en el
cerebro (Trounce y Gould, 1993). Los AINE’'s mas empleados para el tratamiento de
procesos inflamatorios son los salicilatos, los mas conocidos son el acido
acetilsalicilico (aspirina) y salicilato sédico, aunque también se encuentran el

paracetamol, acido mefenamico y la indometacina.
ll.7.1 Mecanismo de accion de los AINE’s

Las principales acciones de los AINE s se desarrollan a través de la inhibicion
de la oxidacion del acido araquidonico por las enzimas COX de &acidos grasos

(Figura 7). Estas enzimas son bifuncionales, de modo que presentan dos actividades
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cataliticas diferentes. En la primera de ellas, la actividad dioxigenasa incorpora dos
moléculas de oxigeno a la cadena de acido araquidonico (u otro acido graso que
funcione como sustrato) en C11 y C15, lo que da lugar al endoperdxido, muy
inestable, PGG,, que porta un grupo hidroperéxido en C15. Una segunda actividad
peroxidasa de la enzima convierte a este intermediario en PGH; con un grupo
hidroxilo en C15, que es transformado posteriormente por una isomerasa, una
reductasa o una sintasa de manera especifica para cada tipo celular en otros

prostanoides (Rang y Dale, 2008).

Fosfolipidos de
membrana

Fosfolipasa A2
AINEs

araquidonico

Acido J AINEs duales

COX-2

COX-1 lipooxigenesa

Prostaglandinas

Leucotrienos J
Tromboxanos

Prostanoides J

y

—_—

mantiene flujo renal, funcién

Protege muc. gastrica, Inflamacion J
plaquetaria normal

Figura 7. Mecanismo de accion de los antiinflamatorios no esteroideos. (AINE’s).

Tanto COX-1 como COX-2 contienen grupos hemo que forman homodimeros
en las membranas intracelulares. Desde el punto de vista estructural, ambas
isoformas son semejantes, ya que poseen un gran canal hidréfobo al que se anclan
el acido araquidénico y otros acidos grasos para comenzar la reaccion de
oxigenacion. La mayoria de los AINE’s inhiben solamente la reaccion inicial de

dioxigenacion. Normalmente, actuan como inhibidores “competitivos reversibles”, por
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lo general, estos farmacos inhiben rapidamente a la enzima COX-1, mientras que la
inhibicion de la COX-2 depende en mayor medida del tiempo y, a menudo es
irreversible. Para inhibir estas enzimas, los AINE entran en el canal hidréfobo y
forman enlaces de hidrogeno con un residuo de arginina de la posiciéon 120, lo que
impide el acceso de los acidos grasos que actuan como sustratos en el dominio
catalitico (Rang y Dale, 2008).

La capacidad de los AINE’s para reducir la inflamacion es variable si bien, en
general, son mas eficaces frente a inflamaciones agudas que cronicas, y va a
depender del tipo de proceso inflamatorio, de la participacion relativa de algunos
eicosanoides en €l y de la posibilidad de que actuen, ademas, por mecanismos
complementarios de accién independientes de la inhibicion de las COX. Los AINE's
pueden interferir, ademas en diversas funciones de los neutrdéfilos, que son las
células mas abundantes en la inflamacion aguda; su adhesividad, agregacion,
quimiotaxis, fagocitosis, desgranulacion y generacion de radicales libres; muchos de
estos efectos son independientes de la inhibicidn de la sintesis de prostaglandinas y
es posible que tengan que ver con otras acciones biolégicas de los AINE’s, como su
capacidad de interferir en el metabolismo de nucleétidos ciclicos, la actividad de la
fosfolipasa Az, la incorporacion de precursores del acido araquidénico a la membrana

de monocitos y macréfagos (Feria, 2003).
1.8 Efectos adversos de los antiinflamatorios

Los antiinflamatorios producen muchos efectos beneficiosos pero también
pueden provocar efectos adversos, que afectan al aparato digestivo (eséfago,
estbmago, intestino), al aparato respiratorio (pulmones y vias respiratorias), al
sistema nervioso (cerebro), al sistema renal (rifiones y vias urinarias), a la piel y a los
componentes de la sangre (Sociedad Espanola de Reumatologia, 2009). Ejemplo de
estos es la aspirina que en dosis grandes produce efectos sobre el octavo nervio
craneal, es decir, somnolencia, tinnitus, sordera y vomito, esto se relaciona con una
sobrerrespiracion debida a la estimulacion del centro respiratorio y a la acidosis y en
casos raros es causa de hematemesis o broncospasmo y en consecuencia, un

ataque similar al asma, debido a la deficiente produccion de prostaglandinas.
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Mientras que la indometacina puede producir indigestion y hemorragia gastrica, pero
son menos comunes que con la aspirina. Sin embargo, en raras ocasiones es factible
que produzca ulceracion y perforacion intestinal, y pueden dar dolor de cabeza leve y

cefalea esto se da si la dosis inicial es alta (Trounce y Gould, 1993).

Debido a los efectos adversos de los antiinflamatorios esteroideos y no
esteroideos, grupos de investigacion contindan en la busqueda de nuevos
tratamientos para este proceso. Una fuente la constituyen las plantas, que han
desarrollado diversos mecanismos de defensa contra condiciones de estrés bidtico y
abidtico. Como parte de la proteccion quimica, las plantas producen metabolitos
secundarios (MS). Se ha documentado que los MS presentan una diversidad de
actividades bioldgicas: antimicrobiana, antioxidante, (Croteau et al., 2000), insecticida
(Pascual-Villalobos, 1996), anticancerigeno (Gil et al., 2009) y analgésico (Qnais et
al., 2009) y antiinflamatorio (Njamen, 2004).

En México alrededor de 4000 especies de plantas con flores
(aproximadamente 15% de la flora total) tienen atributos medicinales, es decir que
mas o menos 1 de cada 7 especies posee alguna propiedad curativa. Los antiguos
pobladores de nuestro territorio desarrollaron una de las herbolarias mas complejas
del mundo, debido a la riqueza cultural y étnica que alcanzaron; asi pues, desde
tiempos prehispanicos diferentes grupos étnicos han usado plantas con fines
medicinales (Ocegueda et al., 2005). Entre las plantas a las que se les ha atribuido
un efecto antiinflamatorio se encuentran la caléndula (Calendula officinalis), utilizada
para irritaciones cutaneas, escaldaduras, quemaduras, picaduras de insectos 0 como
cicatrizante; la cola de caballo (Equisetum arvense) ampliamente usada para cistitis,
uretritis, gota, edemas su uso tépico ayuda en heridas y ulceraciones dérmicas,
bucales o cornéales, conjuntivitis, dermatitis, prurito y vulvovaginitis; la ortiga (Urtica
dioica) empleada en procesos inflamatorios de las vias urinarias, como coadyuvante

en la terapia antirreumatica y antigotosa, hemorragias y enteritis (Linares, 2013).

Otra planta de interés, Erythrina americana Miller, es usada en los estados de
Guerrero, Michoacan, Morelos y Puebla, para aliviar el dolor de muelas. Se

recomienda hervir un trozo de la corteza y aplicarla en forma de vaporizaciones en la
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mejilla, o bien se aplica dos o tres veces la semilla molida, sola o con sebo. Cuando
hay hemorragia vaginal, a la decoccion de la corteza se le agrega un trozo de raiz de
raspa y se bebe como agua de tiempo. Se menciona util en el tratamiento de las
afecciones de los rifiones, oguio (bronquitis) y mal de orin (Biblioteca Digital de la
Medicina Tradicional Mexicana, 2009). Amo en Hastings (1990) menciona que en el
estado de Veracruz las hojas de Erythrina americana Miller se aplican sobre
abscesos y ulceras o se pueden ingerir en caso de picaduras de insectos. También la
fruta se utiliza ampliamente en los brazos y piernas o para dolores de cabeza e
inflamacion de los ojos. En el Anexo 2 se encuentra una descripcion detallada de la

especie E. americana
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IV. ANTECEDENTES

Con la finalidad de analizar las potencialidades del género Erythrina (Anexo 3,
descripcion del género) como fuente de metabolitos secundarios con propiedades
biolégicas, a partir de bases de datos vinculadas al estudio de los productos
naturales, Pino et al., (2004) realizaron el analisis de la informacion etnomeédica,
quimica y biologica del género. Los autores encontraron los siguientes hallazgos a)
Que al menos 30 especies diferentes en 34 paises, entre los que se destacan India,
México, Peru e Indonesia utilizan el género Erythrina en la medicina tradicional para
el alivio de 60 trastornos distintos, b) Que extractos o fracciones de 34 especies se
han estudiado en 63 modelos de bioactividad diferente, c) La actividades biolégicas
probadas con mayor frecuencia son la antibacteriana, antiinflamatoria, analgésica,

antipirética, antifungica y el efecto citotéxico.

IV.1 Estudios experimentales de la actividad antiinflamatoria en especies del

género Erythrina

En los ultimos afos, grupos de investigacion en diferentes partes del mundo
han mostrado interés en evaluar la actividad biolégica de plantas del género
Erythrina. A continuaciéon se presentan estudios que muestran hallazgos sobre la

actividad antiinflamatoria de estas especies.

Saidu et al.,, (2000) evaluaron la actividad antiplasmodial, analgésica y
antiinflamatoria del extracto acuoso del tallo de corteza de Erythrina senegalensis.
Para evaluar el efecto antiinflamatorio los autores emplearon el modelo de edema
plantar inducido con albumina de huevo encontrando que se suprimio el proceso
inflamatorio ya que el volumen de la pata con dosis de 50 y 100 mg/Kg de extracto

fue similar al de los animales que recibieron acido acetil salicilico.

En otro estudio, Mifio et al., (2002) evaluaron la actividad antinociceptiva y
antiinflamatoria de Erythrina crista-galli L. (ceibo). La actividad antiinflamatoria de los
extractos diclorometanico, metandlico y acuoso de hojas de E. crista-galli (300
mg/kg) fueron evaluados con el modelo de edema plantar inducido por carragenina.

Los resultados mostraron que solo el extracto diclorometanico presentd efecto
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antiinflamatorio, inhibiendo el edema (51%) a las 3 h. En contraste, con el modelo de
edema auricular inducido con TPA los extractos de diclorometano y metandlico (1
mg/oreja) de hojas de E. crista-galli produjeron una respuesta antiinflamatoria, con
mayor efectividad por parte del extracto de diclorometano (inhibicion del edema de
72.5%).

Njamen et al., (2003) evaluaron el efecto del extracto de acetato de etilo (200
mg/kg) de Erythrina mildbraedii en el modelo de inflamacion aguda, edema plantar
inducido por carragenina. Este extracto inhibié el edema en un 33% 1 h después de
la aplicacién de carragenina y a las 3 h la inhibicion fue del 35%. El efecto de
erycristagalina (pterocarpano aislado), se evalué con el modelo de edema plantar
inducido con fosfolipasa A, en raton (inflamacion cronica). La administracion de 5
mg/Kg del pterocarpano mostraron el 51% de inhibicion del edema 30 minutos
después de la inyeccién del agente irritante y este efecto se redujo a los 60 minutos
en comparacion el farmaco de referencia ciproheptadina. Los autores concluyen que
el efecto antiinflamatorio de erycristagalina aislado de E. mildbraedii probablemente

esta relacionado con la inhibicion de la actividad de la 5-lipoxigenasa.

En 2005, Marchioro et al., reportaron las propiedades anti-nociceptivas del
extracto acuoso (300 y 600 mg/kg) de hojas de Erythrina velutina. La dosis de 600
mg/kg disminuyd el tiempo de lamida de pata en la segunda fase del modelo de
formalina y ambas dosis inhibieron el numero de contorciones inducidas por acido
acético. En contraste en la prueba de edema plantar con carragenina el extracto
acuosa de hojas de E. velutina no mostré signos de actividad antiinflamatoria a lo

largo de las 4 h de la prueba.

En el 2011 Vasconcelos et al. evaluaron la actividad antiinflamatoria de los
extractos hidroalcohdlicos de Erythrina velutina y Erythrina mulungu, en dosis de 200
y 400 mg/kg con los modelos de edema plantar inducido por carragenina y dextran,
los resultados con el modelo de carragenina evidencian que la administracién oral del
extracto hidroalcohodlico de E. mulungu (200 mg/kg) disminuyé significativamente el
edema y que la reduccion mas importante fue a las 3 horas, mientras que con la

dosis de 400 mg/kg la inhibicién del edema fue leve (19.7 %). Por otro lado, el
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extracto hidroalcohdlico de E. velutina no tuvo efecto sobre el edema. Con el modelo
de edema inducido con dextran, E. velutina redujo el edema de 33 - 53.1% durante
los cinco intervalos de tiempos evaluados (1, 2,3, 4 y 24 h). Es importante hacer
notar que a las 4 h las dosis de 200 y 400 mg/kg de E. velutina presentaron los
valores mas altos de reduccién del edema (53.1 y 51.3% respectivamente). Mientras
que la dosis mas baja (200 mg/kg) de E. mulungu redujo el edema al 30.4, 37.6 y
32.4% a las 2, 3 y 4 h respectivamente; y la dosis maxima (400mg/kg) también
mostré actividad anti-inflamatoria, pero sélo en el 3 y 4 h (disminucion de 30.2 y
37.6%, respectivamente). Los autores concluyen que E. velutina y E. mulungu
presentan acciones anti-edematosas que posiblemente se produzcan por
mecanismos distintos. Mientras que E. velutina parece interferir especialmente en los
procesos inflamatorios en los que los mastocitos tienen un papel importante, E.
mulungu ejerce una mayor actividad en el proceso inflamatorio que depende
principalmente de los leucocitos polimorfonucleares y sefialan que se necesitan mas
estudios para determinar el mecanismo exacto de accion de las especies

investigadas.

En ese mismo afo 2011 De Oliveira et al., trabajaron el extracto
hidroalcohdlico (raiz, corteza de raiz, tallo y corteza de tallo), las fracciones de
acetato de etilo y cloroformo (raiz) de Erythrina mulungu en dosis de 100 mg/kg, para
evaluar la actividad nociceptiva y antiinflamatoria de dicha especie, el modelo de
peritonitis inducida con Zymosan se empled para inducir una inflamacion peritoneal y
poder medir el numero de células migradas a la cavidad peritoneal. A excepcion de la
fraccidn de acetato de etilo (raiz), los extractos de las distintas partes de la planta y la
fraccién cloroférmica redujeron significativamente el numero de células migradas a la
cavidad peritoneal, los porcentajes de inhibicion fueron 43.80% (tallo), 14.72%
(corteza de tallo), 36.78% (corteza de raiz), 56.78% (raiz) y 40.19% (fraccidn
cloroférmica), esto parece indicar que los extractos y fraccion cloroférmica contienen
principios activos con efecto antiinflamatorio, de tal manera se continua con estudios
de caracterizacion farmacolégica y de los posibles mecanismos de accion
responsables de la actividad antiinflamatoria asi como nociceptiva.
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Sokeng et al. (2013) evaluaron el efecto antiinflamatorio de un flavonoide
prenilado aislado de Erythrina droogmansiana, abyssinona V-4’-eter de metilo,
empleando modelos de inflamaciéon aguda (edema plantar inducido por carragenina,
edema auricular inducido por xileno) y cronica (granuloma inducido por pellet de
algodon). Las dosis de 2.5, 5 y 10 mg/kg presentaron actividad antiinflamatoria en
todos los modelos. En el edema plantar inducido por carragenina se presentd una
inhibicion del edema dosis dependiente. A las 3 horas de la inyeccion de carragenina
se produjo un 21.88%, 25% y 56.25% de inhibicion con 2.5, 5 y 10 mg/kg
respectivamente en comparacion a dexametasona (46.88% de inhibicion). En el
edema auricular inducido por xileno las 3 dosis mostraron una inhibicién del 22.45%,
36.73% y 62.65%, mientras que dexametasona inhibi6é el 59.08%. Finalmente, en la
formacion del granuloma las dosis empleadas (2.5, 5 y 10 mg/kg) inhibieron la
formacion del tejido granulomatoso de manera dosis dependiente. La dosis mas alta
(10 mg/kg) mostro una inhibicion maxima de 61.32%, mientras que un 39.91% y
45.65% fue observado con las dosis de 2.5 y 5 mg/kg respectivamente, en

comparacioén al 68.72% alcanzado con dexametasona (2.5 mg/kg).

Recientemente, Murugalakshmi et al. (2014) encontraron actividad
antiinflamatoria en los extractos acuosos de hojas de E. variegata mostrando un
efecto dosis dependiente en el edema plantar inducido por carragenina. El extracto
de planta también produjo un efecto analgésico dosis dependiente contra el dolor

inducido térmicamente en el modelo de inmersion de cola.

Empleando los modelos de edema plantar inducido por carragenina y el
granuloma inducido por pellet de algodéon Mantena y Tejaswani (2015) evaluaron la
actividad antiinflamatoria del extracto alcohdlico de hojas (200 y 400 mg/kg) de
Erythrina variegata. Los resultados evidenciaron que ambas dosis del extracto
inhibieron el edema en un 56.23% con la dosis de 200 mg/kg y un 71.66% con la de
400 mg/kg.
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IV.2 Modelo de edema plantar inducido con carragenina

El modelo que en este estudio se usara para evaluar la actividad
antiinflamatoria E. americana sera el edema plantar inducido con carragenina. En
este modelo, la solucion de carragenina se inyecta a nivel de la aponeurosis plantar
de la rata provocando justo después de la inyeccion una respuesta inflamatoria
aguda caracterizada por un proceso bifasico, mediado por diferentes mediadores
quimicos: en la primera fase, que se da durante la primera hora, intervienen aminas
vasoactivas como la histamina y serotonina, mientras que en la segunda fase,
comprendida entre 1.5y 2.5 h intervienen las cininas. A partir de la 2.5 a las 6 h, son
las prostaglandinas PGE1, PGE2 y PGF2 los principales mediadores. Es durante
este lapso de tiempo, cuando la respuesta vascular se hace maxima y estable (entre
las 4 y 6 h) (Fernandez y Torres, 2004). Una descripcion detallada de este modelo

animal se presenta en el Anexo 1.
IV.3 Migracién celular

La migracion de leucocitos es importante no so6lo en los procesos de
extravasacion que se producen durante la respuesta inflamatoria, sino que también
representa un punto clave en la homeostasis del propio sistema. (Springer, 1995).
Una de las caracteristicas esenciales de la inflamacién aguda es la acumulacion de
neutrofilos polimorfonucleares, en los tejidos afectados. Los neutrdfilos se adhieren al
endotelio vascular, activandose durante el proceso. Posteriormente se aplanan y
emigran desde los vasos al tejido adyacente, atravesando la capa de células
endoteliales (Murphy y Ward, 2006). En el presente trabajo, se llevo a cabo la técnica
de migracion celular de acuerdo con el método descrito por Vazquez et al., (1996), el
cual permitié6 determinar el efecto antiinflamatorio de E. americana. Para ello se
realizd un conteo de neutréfilos presentes en el liquido peritoneal de los animales,
extraido después de inyectar via intraperitoneal una solucion de carragenina, para
inducir una inflamacién de tipo aguda, se tomo en cuenta principalmente a los
neutrofilos, ya que estas células son las primeras en llegar a una region del cuerpo

donde tiene lugar un proceso inflamatorio agudo.
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V. JUSTIFICACION

Los estudios descritos anteriormente informan de la actividad antiinflamatoria
de algunas especies del género Erythrina, en comparacion a las casi 121 especies
descritas en el mundo y no se encontraron reportes experimentales sobre esta
actividad en ninguna de las mas de 27 especies que se encuentran en nuestro pais.
No obstante, en el Atlas de las Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana, se
describen los usos empiricos de especies de Erythrina. En el estado de Baja
California Sur, las hojas tostadas de E. flabelliformis se aplican en caso de vaginitis o
dolor de rifndn y sus semillas machacadas son usadas para el dolor de muelas o se
aplican como cataplasma cuando hay dolores de ojos. En el estado de Veracruz, una
maceracion en agua de corteza y hojas de E. berteroana se utiliza para tratar
piquetes de animales ponzofiosos. En el Distrito Federal, E. coralloides se
recomienda para atender problemas de sarampion y en Morelos se indica para
atender la neuritis, mientras que en Michoacan, el latex se aplica en casos de
mordeduras de vibora y picadura de alacran. Con respecto a E. americana la planta
que nos ocupa, se usa para el dolor de muelas o se menciona util para el tratamiento
de las afecciones de los rifiones, oguio (bronquitis) y mal de orin en los estados de
Guerrero, Michoacan, Morelos y Puebla, estos padecimientos presentan dolor, primer
sintoma de los cuatro fundamentales del proceso inflamatorio. Mientras que Amo en
Hastings (1990) menciona que en el estado de Veracruz las hojas de E. americana
se aplican sobre abscesos y ulceras o se pueden ingerir en caso de picaduras de
insectos. También la fruta se utiliza ampliamente en los brazos y piernas o para

dolores de cabeza e inflamacion de los ojos.

Con la intencidon de confirmar experimentalmente los usos empiricos de las
especies mexicanas del género Erythrina, este estudio tiene como finalidad
determinar el potencial antiinflamatorio de extractos de E americana mediante el

modelo de edema plantar inducido por carragenina.
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VI. HIPOTESIS

Estudios cientificos han confirmado la actividad antiinflamatoria de especies

del género Erythrina y en la medicina tradicional de nuestro pais E. americana se usa

para atender padecimientos asociados con la inflamacioén; por lo que se espera que

extractos de E. americana reduzcan el edema plantar inducido con carragenina en

ratas.

VIl. OBJETIVOS GENERALES

Evaluar la actividad antiinflamatoria de Erythrina americana Miller usando el

modelo de edema plantar inducido por carragenina.

Evaluar el efecto del aceite de semillas de E. americana Miller en la reducciéon de

la migracién de leucocitos polimorfonucleares (neutrofilos).
VII. OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar el efecto antiinflamatorio de los extractos hexanico y metandlico de

inflorescencias de E. americana Miller.
Evaluar el efecto antiinflamatorio del liofilizado de hojas E. americana Miller

Evaluar el efecto antiinflamatorio del aceite de semillas de Erythrina americana
Miller.

Evaluar el efecto del aceite de semillas de E. americana Miller en la migracion de

leucocitos polimorfonucleares.
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IX. MATERIALES Y METODOS
IX.1 Colecta del material vegetal

La recoleccidén de ejemplares botanicos y semillas de E. americana se realizo
en la avenida acueducto de la colonia Barrio la Laguna Ticoman, Delegacion
Gustavo A. Madero, Los ejemplares se trasladaron al Herbario de la FES-Iztacala
para su determinacion taxondmica y quedaron registrados en la coleccién del
Herbario I1ZTA. Otra parte del material vegetal fue secado, pulverizado y se

acondiciond para su extraccion.
IX.2 Reactivos

Los disolventes hexano y metanol fueron grado reactivo de la marca JTBaker.
Los farmacos indometacina (antiinflamatorio no esteroideo), dexametasona
(antiinflamatorio esteroideo) y carragenina (agente irritante) pertenecen a la marca
SIGMA-ALDRICH.

IX.3 Animales

Para los bioensayos se utilizaron ratas macho Wistar con un peso entre 200 g
y 300 g. Los animales se mantuvieron en cajas habitacion bajo condiciones
controladas de temperatura y fotoperiodo (luz-oscuridad de 12/12 h), con acceso ad
libitum de agua y alimento. EI manejo de los animales se realizé6 de acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana (NOM-062-200-1999): Especificaciones técnicas para la

produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

IX.4 Preparacion de los extractos

i. Extracto hexanico y metandlico de inflorescencias de E. americana.-
Las inflorescencias se maceraron en hexano y después en metanol.
Posteriormente, los extractos se filtraron y concentraron a presion
reducida. Una vez calculado el rendimiento de los extractos, los viales

permanecieron en refrigeracion hasta su uso en los bioensayos.

Montafio Reyes Abraham 39



Evaluacién de la actividad antiinflamatoria de Erythrina americana Miller

i. Liofilizado de hojas de E. americana.- Las hojas de E americana se
maceraron en una mezcla de Agua: Etanol (70:30). El etanol se elimino

en rotavapor a presion reducida para después liofilizar el residuo acuoso.

iii. Aceite de semillas de E. americana.- Las semillas se trituraron y se
extrajeron por 48 h en un equipo Soxhlet usando hexano como
disolvente. Posteriormente, el exceso de hexano se retird concentrando a
presion reducida en un rotavapor. Después de una separacion acido-
base, la fase organica obtenida en diclorometano se concentrd
eliminando el disolvente y esta fraccidn lipidica constituye lo que

llamaremos aceite de las semillas de E. americana.
IX.5 Edema plantar inducido con carragenina

El método consiste en la administracion subcutanea de una solucion de
carragenina (un mucopolisacarido sulfatado extraido del alga marina Chondus
crispus a nivel de la aponeurosis plantar de rata, provocando una reaccion de
caracter inflamatorio mediada por la liberacién de diversos mediadores quimicos
(histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas) ademas diversos factores del

complemento que estan implicados en la amplificacion de la respuesta.

Los animales fueron distribuidos al azar en 6 grupos independientes (n=7-10)
para administrarles por via oral, uno de los siguientes tratamientos: aceite de
semillas de E. americana (2 mL), extractos hexanico (500 mg/kg) y metandlico (500
mg/kg) de inflorescencias de E. americana, liofilizado de hojas de E. americana (400
mg/kg). Un grupo recibié Indometacina (10 mg/kg) farmaco antiinflamatorio no
esteroideo (control positivo) y otro grupo (control negativo) recibié 0.5 mL de agua
destilada. Una hora después, con la finalidad de producir el edema, se inyecto en la
aponeurosis plantar derecha de cada animal 0.1 mL de una solucién de carragenina
al 1% (Figura 8A).
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Figura 8. Inyeccion en aponeurosis plantar derecha (A), medicion del
volumen de la patas traseras en pletismometro (B).

Una hora después de haber producido el edema, se procedid a medir los
volumenes de la pata inflamada (derecha) y la pata que no recibié la inyeccidn
(izquierda) (Figura 8B). El proceso se repitié cada hora en un lapso de 4 horas. En la
Figura 9 se muestra el diagrama de flujo para la induccién del edema plantar con
carragenina. El efecto antiinflamatorio de los extractos se expres6 en términos de
porcentaje de reduccion del edema, mediante la formula de Boeris et al. (2004):

AC — AT
S ——

%reducciénedema= 100

Donde:
AC= media del grupo control

AT= media del grupo tratado
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Ratas macho Wistar (200-300 g)
Luz/oscuridad 12h T= (21+ 1°C),
agua y alimento ad libitum

Distribuir al azar
Administrar (i.p) tratamientos

Indometacina Agua destilada Aceite de semillas Exto. Hx Exto. MetOH Liofilizado
(10 mg/kg) (0.5 mL) (2 mL) inflorescencias inflorescencias hojas
(500 mg/kg) (500 mg/kg) (400 mg/kg)

Una hora después se indujo el edema plantar (aponeurosis)

Aponeurosis plantar derecha 0.1 mL
carragenina al 1%

Medicion de la inflamacién: volumen pata inflamada
(1, 2, 3 y 4 horas después de inducido el edema)

Figura 9. Diagrama de flujo para la evaluacion del efecto antiinflamatorio (bioensayo)
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IX.6 Migracion celular

Los resultados del edema plantar inducido por carragenina evidenciaron un
efecto antiinflamatorio del aceite de semillas de E. americana (2 mL); en este
modelo la caracteristica principal es la induccidon de una reaccion inflamatoria
aguda, y durante la 2 h posterior a la inyeccion de carragenina se origina la
migracion celular, donde generalmente intervienen leucocitos polimorfonucleares
(neutrofilos). Una reduccidon en el numero de neutrofilos esta relacionada con el
mecanismo de accion de los agentes anti-inflamatorios que actuan inhibiendo la
ruta del acido araquidonico, util para la produccion de prostaglandinas que
permiten la quimiotaxis de los neutréfilos. Con la intencion de confirmar la
actividad antiinflamatoria del aceite de semillas de E. americana y el efecto que
pueda tener sobre la reduccion de neutrdfilos se llevdo a cabo la técnica de

migracion celular.

Se utilizaron ratas macho Wistar (200-300 g) que se distribuyeron al azar en
grupos independientes (n = 5) para administrarles, via intragastrica uno de los
siguientes tratamientos: 1, 2 6 3 mL de aceite de semillas de E. americana,
dexametasona (1 mg/kg, antiinflamatorio esteroideo) a otros dos grupos se les
administré el vehiculo (0.5 mL agua destilada). Una hora después de la
administracién de los tratamientos, a todos los grupos excepto uno que recibio

vehiculo, se les administraron 3 mL de carragenina (100 pg/ml) via i.p.

Transcurridas 4 horas los animales fueron sacrificados por dislocacion
cervical y su cavidad peritoneal se lavé con 10 mL de solucién salina amortiguada
con fosfatos, pH de 7.4, conteniendo 5 U/mL de heparina y 5% de albumina sérica
bovina. Se aplico masaje en la region abdominal por un periodo de dos minutos.
Del liquido peritoneal de cada uno de los animales, se recuperaron 5 mL de liquido
y se tomaron muestras de 20 puL que se diluyeron en 400 pL de violeta de
genciana en acido acético. Finalmente, la cuenta total de leucocitos se realiz6é en

la camara de Neubauer.
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El volumen restante del liquido peritoneal fue centrifugado por 3 minutos a
1500 rpm, se decantd el sobrenadante y el sedimento se resuspendido en 0.4 mL
de solucion seroalbumina al 3%. De esta suspension se colocaron 1 y 2 gotas,
respectivamente sobre portaobjetos cubiertos con papel filtro que se dejaron secar
a temperatura ambiente durante 24 horas. Una vez que los portaobjetos
estuvieron secos, se tifleron sumergiéndolos por 5 minutos en colorante Wright y
se lavaron con agua corriente durante 3 minutos. Finalmente, se realizé la cuenta
diferencial de células blancas siguiendo el método propuesto por Souza y Ferreira
(1985), que consiste en registrar el numero de neutréfilos de entre los diferentes
grupos de leucocitos para calcular la migracién de neutrdfilos hacia la cavidad
peritoneal. La Figura 10 muestra el procedimiento que se siguié para la

realizacion del conteo total y diferencial de las células blancas.

Los resultados se expresaron como numero de neutrofilos/uL. El efecto de
las dosis del aceite de semillas de E. americana se expresé en términos de
porcentaje inhibitorio de la migracién de neutréfilos, mediante la formula de

Murugan y Parimelazhagan (2013):
o i - i C-—-T
% inhibitorio de la migracion de neutrofilos = (T) =100
Donde
C= N° de neutrdfilos del grupo control

T= N° de neutrdfilos del grupo tratado
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Ratas macho Wistar (200-300 g)
Luz/oscuridad 12h T= (21 1°C),
agua y alimento ad libitum

Distribuir al azar
Administrar (v.o) tratamientos

Dexametasona Agua destilada Agua destilada Aceite Aceite Aceite
(1 mg/Kg) (0.5 mL) sin (0.5 mL) con E. americana E. americana E. americana
carragenina carragenina (1 mL) (2 mL) (3 mL)

Una hora después
Administracion (i.p.) 3 mL de carragenina
4 horas después

Sacrificio de Lavado peritoneal con 10 mL de Recuperar Muestras de 20 pL Cuenta Total
animales por solucién salina amortiguadora 5 mL del diluidas en 400 mL de Leucocitos
dislocacion con fosfatos y masaje en region liguido de violeta de en camara de

cervical abdominal (2 min) peritoneal genciana (1:20) Neubauer

Del volumen Decantar De la suspensioén aplicar 1 Tenfir portaobjetos c ¢

restante del liquido sobrenadante y y 2 gotas en portaobjetos con colorante de if uen al d
peritoneal, resuspender la cubiertos con papel filtro Wright (5 min) y Di A

centrifugar por pastilla en 0.4 mL de (secar a temperatura lavar con agua Leucocitos

3 min a 1500 rpm seroalbumina al 3% ambiente por 24 h) (3 min)

Figura 10. Diagrama de flujo que muestra el procedimiento realizado para la técnica de migracion celular
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IX.7 Analisis estadistico

Para el modelo de edema plantar, las diferencias de volumen de la pata
inflamada derecha con la pata izquierda control del animal se analizaron con un
ANOVA de medidas repetidas (tratamiento en funcién del tiempo), el ANOVA de un
factor se empled para analizar los efectos de los tratamientos en cada hora de
evaluacion; asi como para el analisis de los datos obtenidos en el numero de
neutréfilos que migraron a la cavidad peritoneal por el efecto de cada tratamiento.
Cuando se presentaron diferencias estadisticas significativas se aplicé la prueba
post-hoc de Duncan. Los valores se consideraron significativos cuando p<0.05 y los

resultados se expresaron como la media * error estandar de la media (ESM).
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X. RESULTADOS Y DISCUSION
X.1 Material vegetal

La identificacién del material vegetal se realizé en el Herbario IZTA de la
Facultad de Estudios Superiores Iztacala donde un ejemplar fue depositado y al que
se le asignd el numero de registro: 2142, indicando que el nombre de la especie:
Erythrina americana Miller perteneciente a la familia Fabaceae (Figura 11).

Figura 11. Ejemplar de Erythrina americana Miller con numero de
registro indicado por el Herbario de la FES Iztacala

X.2 Rendimiento en el proceso de obtencién de los extractos

El rendimiento del extracto hexanico de inflorescencias de E. americana fue de
0.585% mientras que el del extracto metandlico de 1.604%. Por otro lado, el

rendimiento del liofilizado de hojas fue de 1.32%.
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X.3 Edema inducido por carragenina

Los resultados de edema (incremento de volumen A, en pL) inducido por
carragenina se analizaron con un ANOVA de medidas repetidas. El analisis indicé la
presencia de diferencias significativas entre los grupos tanto para el factor tiempo
F,.44) = 298.113, p= 0.0001 como en la interaccion tiempo-tratamiento F544) =
19.274, p= 0.0001 y la prueba de Duncan formé 4 subconjuntos: subconjunto a)
indometacina (10 mg/Kg); subconjunto b) Aceite de semillas de E. americana (2 mL);
subconjunto c) Liofilizado de hojas (400 mg/Kg) y Extracto Hx (500 mg/Kg) de
inflorescencias de E. americana y el subconjunto d) conformado por Agua destilada
(0.5 mL) y Extracto MetOH (500 mg/Kg) de inflorescencias de E. americana. En la
Figura 12 se observa que el grupo de animales que recibio el extracto MetOH de
inflorescencias y el grupo control de agua destilada presentaron el maximo
incremento del edema a lo largo del tiempo con respecto al grupo de indometacina,
farmaco de referencia que presento los valores mas bajos de edema a lo largo del
tiempo. El aceite de semillas present6 valores de edema ligeramente superiores al
farmaco de referencia. Mientras los valores de edema del liofilizado de hojas y del
extracto hexanico de inflorescencias de encuentran intermedios entre los grupos

descritos con anterioridad.
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700
600 g ——Agua destilada (0.5 mL)
d
=~ Indometacina (10 mg/kg)
500 - v
c
- / =4 Ext Hx Inflorescencias (500
mglk
3_' 400 - / glkg)
; == Ext MetOH Inflorescencias
£ = —xb (500mghkg)
] a
% 300 == Aceite de semillas (2 mL)
w
200 - —8-Liofilizado hojas (400 mg/kg)
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Figura 12. Incremento del edema (volumen uL) de la pata trasera izquierda sometida a la
inyeccion de carragenina en funcion del tiempo. Las letras indican diferencias estadisticas
significativas por tratamiento (Duncan, p<0.05) n=7-10.

En el Cuadro 2 se presentan los porcentajes de inhibicién del edema con los
extractos de E. americana. Los mayores porcentajes de inhibicién ocurrieron a las 2 y
4 h con el aceite de semillas de E. americana (36.96 y 41.75% respectivamente),
alcanzando el valor mas alto 4 h después de la induccidon del edema con
carragenina. El liofilizado de hojas presentd una inhibicion maxima a la 1 h (43.58%)
pero fue disminuyendo notablemente, incluso llegando a tener un valor negativo a las
4 h, lo que indica un mayor edema que el control. Valores negativos también se
apreciaron con el extracto MetOH. A pesar de que la 1 h el extracto Hx de las
inflorescencias presentd valores negativos, en las 3 horas siguientes la inhibicion del
edema oscil6 entre 11.03 y 20.94%.
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Grupo 1h 2h 3h 4h
Indometacina
33% 42.68% 47 . 77% 46.02%
(10 mg/kg)
Ext. Hx inflorescencias
-15.01% 20.94% 11.03% 15.97%
(500 mg/kg)
Ext. MetOH inflorescencias
-5.65% 217% -6.38% 3.77%
(500 mg/kg)
Aceite semillas
15.65% 36.96% 31.91% 41.75%
(2 mL)

Liofilizado de hojas
(400 mg/kg)

43.58% 30.43% 6.38% -5.66%

Cuadro 2. Porcentajes de inhibicion de extractos de E. americana e Indometacina
sobre el edema plantar inducido por carragenina.

Para evaluar el efecto antiinflamatorio de E americana, en este experimento se
empled el modelo de edema plantar inducido por carragenina; y el nivel maximo de
edema con el agente irritante se alcanzo a las 4 h. Este resultado es consistente con
el de distintos grupos de investigacion utilizando este modelo quienes obtuvieron la
formacion maxima del edema entre la 3 y 5 h posteriores a la inyeccion subplantar de

carragenina (Aguilar et al., 2002, Meckes et al., 2004 y Pingususa et al., 2015).

En este modelo de inflamacion aguda, la inyeccién del agente irritante
(carragenina) en la aponeurosis plantar provoca una respuesta bifasica. La fase
temprana (1-2 horas) estd mediada por la liberacién de histamina, serotonina y
cininas; seguida por una fase tardia (3-4 horas) relacionada con la liberacion de
prostaglandinas y sustancias de reaccién lenta, con un efecto maximo que se
presenta alrededor de la 3 h, la migracion celular, fundamentalmente leucocitos
polimorfonucleares, comienza a las 2 horas de haberse inyectado el agente (Vinegar
et al., 1968). En este experimento, el aceite de semillas (2 mL) disminuyé el edema a
partir de la segunda hora, efecto que se mantuvo hasta las 4 h, tiempo en el que se

alcanzd el maximo efecto (41.75% de inhibicidn). Los resultados sugieren que el
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aceite de semillas actua en ambas fases de este modelo y que su efecto anti-
inflamatorio puede deberse, a la inhibicion de los mediadores pro-inflamatorios, y la

reduccion de la migracion de neutrofilos.

La ANOVA de una via se realizé para detectar diferencias significativas entre
los tratamientos en cada una de las cuatro horas de evaluacion posteriores a la
induccion del edema con carragenina. En la primera hora (F49) = 20.688, p =
0.0001), la prueba post hoc de Duncan formé 3 subconjuntos: Subconjunto a)
Liofilizado hojas (400 mg/Kg) de E. americana e indometacina (10 mg/Kg);
Subconjunto b) Aceite de semillas de E. americana (2 mL) y Subconjunto ¢) Agua
destilada (0.5 mL), Extracto MetOH (500 mg/Kg) y Extracto Hx (500 mg/Kg) de
inflorescencias de E. americana. En la Figura 13 se expresa el incremento de
volumen (edema) una hora después a la inyeccion de carragenina. Los grupos de
animales tratados con liofilizado de hojas (400 mg/Kg) de E. americana y el farmaco
de referencia (indometacina) mostraron los valores mas bajos del edema
(172.9+28.34 uL y 205.32+13.93 uL respectivamente), el grupo que recibio el aceite
de semillas tuvo el valor intermedio en el incremento del edema con un 258.46+12.96
ML y en contraste los valores mas altos de edema fueron registrados con el extracto
Hx (352.441£16.31 pL), MetOH (323.74+11.7 uL) que se comportaron como el agua

destilada que mostro un incremento de 306.43+11.39 L.

El hecho de que el efecto antiinflamatorio del liofilizado de hojas de E.
americana solo se presente en la primera hora y después desaparezca, en parte es
consistente con lo reportado por Marchioro et al. (2005) quienes no encontraron
actividad antiinflamatoria a lo largo de las cuatro horas de la prueba con el extracto
acuoso de hojas de E. velutina (300 y 600 mg/kg) y también con los datos de Mifio et
al. (2002), quienes tampoco encontraron efecto antiinflamatorio con el extracto
acuoso (300 mg/kg) de hojas de E. crista-galli. En contraste, Vasconcelos et al.
(2011) reportaron que el extracto hidroalcohdlico (200 mg/kg) de corteza de tallo de
E. mulungu disminuy6 el edema especialmente después de las 2 horas y este efecto
se mantuvo hasta las 24 h. Es probable que el efecto antiinflamatorio encontrado con

E mulungu y no en los extractos acuosos de E. velutina, E. crista-galli y E.

Montafio Reyes Abraham 51



Evaluacién de la actividad antiinflamatoria de Erythrina americana Miller

americana, pueda explicarse en términos de la estructura vegetal a partir de la cual

se obtuvo el extracto hidroalcohdlico (en un caso hojas y en el otro corteza de tallo).

400 +

350 -
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Aguadestilada Indometacina  Ext Hexanico Ext MetOH Aceite de  Liofilizado hojas
(0.5ml) (10 mg/Kg) Inflorescencias Inflorescencias semillas (2 ml) (400 mg/kg)
(500 ma/kq) (500 ma/kq)

Incremento de volumen del edema (pl)
(8] o [4)) o
o o o o

1

Figura 13. Edema (incremento de volumen + ESM) producido por el extracto hexanico,
metandlico de inflorescencias y del aceite de semillas de E. americana a la 1 h posterior a
la inyeccion de carragenina (n=7-10). Las letras indican diferencias significativas, prueba
pos-hoc de Duncan, p< 0.05.

Por otro lado, es importante resaltar que en este experimento, el liofilizado de
hojas de E. americana tuvo un marcado efecto antiinflamatorio a la primera hora.
Este hallazgo puede explicar el uso que dan a E. americana contra la mordedura de

serpiente en la regidén de Acayucan, Veracruz (Ramos et al., 2007). También se sabe
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que en los Tuxtlas, Veracruz la infusion de Erythrina sp. se utiliza para tratar la
mordedura de la Nauyaca (Bothrops asper) que habita en dicha region (comunicacion
personal). Generalmente, la mordedura de una serpiente provoca una lesién
cutanea, seguida de la inoculacion de sustancias toxicas que lesionan los tejidos y
condicionan las alteraciones fisiopatologicas de gravedad variable (Zufiga y Caro,
2013). Es conocido que los componentes del veneno de serpiente juegan un papel
en la inflamacion y la hiperalgesia, dafiando las paredes endoteliales, estimulando la
expresion de moléculas de adhesién (LFA-1, L-selectina, ICAM-1, PECAM-1 y CD-
18) en las células endoteliales y los neutréfilos (Zamuner et al.,, 2005) estas
moléculas son las responsables del movimiento de los neutréfilos hacia el area
inflamada. Por lo tanto es probable que el liofilizado juegue un papel importante en la
inflamacion ocasionada en las etapas tempranas del dafo tisular por el veneno de

serpiente. Sin embargo esta propuesta debe ser probada experimentalmente.

El ANOVA de una via realizado con los datos obtenidos 2 h después de la
inyeccion de carragenina detectd la presencia de diferencias significativas entre los
tratamientos (F(549=19.569, p=0.0001), la prueba post hoc de Duncan indico
nuevamente la formacion de tres subconjuntos: Subconjunto a) indometacina (10
mg/Kg) y Aceite de semillas de E. americana (2 mL); Subconjunto b) Liofilizado hojas
(400 mg/Kg) y Extracto Hx (500 mg/Kg) de inflorescencias de E. americana y
Subconjunto c¢) Extracto MetOH (500 mg/Kg) de inflorescencias de E. americana y
agua destilada (0.5 mL). En la Figura 14 se observa que a partir de las 2 horas el
extracto Hx de inflorescencias alcanz6é volumenes de edema intermedios y este
efecto permanecio hasta las 4 h (Figura 15 y Figura 16) de la prueba y la inhibicion
del edema fue del 20.94% a la 2 h (Cuadro 2). Hasta el momento, no hay reportes
sobre la actividad antiinflamatoria de extractos no polares de especies de Erythrina,
pero podemos comparar nuestros datos con el trabajo de Boeris et al., 2004 quienes
evidenciaron la actividad antiinflamatoria del extracto hexanico de la parte aérea de
Salpichroa origanifolia, extracto que mostré el 18.8 % de inhibicién a las 3 h. Es
evidente entonces que algunos extractos no polares presentan ligera actividad
antiinflamatoria. De hecho, como se indico con anterioridad, el aceite de semillas de

E. americana (2 mL) fue el tratamiento que disminuyé el edema a partir de la
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segunda y a las 2 y 4 horas y su efecto fue similar al de indometacina,
antiinflamatorio de referencia.

600 - 2h

Incremento de volumen del gdema (pl)

100 1

Aguadestilada Indometacina  Ext Hexanico Ext MetOH Aceite de  Liofilizado hojas
(0.5ml) (10mg/Kg) Inflorescencias Inflorescencias semillas (2 ml) (400 mg/kg)
(500 mg/kg) (500 mg/kg)

Figura 14. Edema (incremento de volumen + ESM) producido por el extracto hexanico,
metandlico de inflorescencias y del aceite de semillas de E. americana a la 2 h posterior
a la inyeccién de carragenina. n=7-10. Las letras indican diferencias significativas,
prueba pos-hoc de Duncan, p< 0.05.

En la tercera hora posterior a la inyeccion de carragenina, la prueba de
Duncan formé cuatro subconjuntos organizados de la siguiente manera: Subconjunto
a) indometacina (10 mg/Kg); Subconjunto b) Aceite de semillas de E. americana (2

mL); Subconjunto c¢) Extracto Hx (500 mg/Kg) de inflorescencias y Liofilizado hojas
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(400 mg/Kg) de E. americana y Subconjunto d) conformado por el Extracto MetOH
(500 mg/Kg) de inflorescencias de E. americana y agua destilada (0.5 mL). Es decir,
a las 3 h el aceite de semillas (2 mL), el extracto Hx de inflorescencias y el liofilizado
de hojas de E. americana continuan disminuyendo el edema, siendo mas efectivo el
aceite mostrando un valor de 344.61 £ 13.68 pL mientras que el vehiculo tuvo un
valor de 506.14 + 16.43 uL, (Figura 15).
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Figura 15. Edema (incremento de volumen + ESM) producido por el extracto hexanico,
metandlico de inflorescencias y del aceite de semillas de E. americana a las 3 h
posteriores a la inyeccion de carragenina. n=7-10. Las letras indican diferencias
significativas, prueba pos-hoc de Duncan, p< 0.05.

En la ultima hora de evaluacion (4h), la prueba de Duncan organizé a los

grupos en tres subconjuntos: Subconjunto a) indometacina (10 mg/Kg) y Aceite de
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semillas de E. americana (2 mL); Subconjunto b) Extracto Hx (500 mg/Kg) de
inflorescencias de E. americana; y Subconjunto c) integrado por agua destilada (0.5
mL), Extracto MetOH (500 mg/Kg) de inflorescencias y Liofilizado hojas (400 mg/Kg)
de E. americana. Como se observa en la Figura 16 el Liofilizado de hojas de E.
americana dejo de presentar el ligero efecto antiinflamatorio que habia presentado a
las 3 h pero el extracto Hx de inflorescencias lo conserva y el aceite de semillas tiene
un efecto antiinflamatorio similar al del farmaco de referencia. En este estudio, el
extracto MetOH de inflorescencias nunca presentd efecto antiinflamatorio. Durante
los cuatro tiempos de evaluacién el farmaco de referencia (indometacina) mostro los

valores mas bajos del edema inducido con carragenina
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Figura 16. Edema (incremento de volumen + ESM) producido por el extracto hexanico,
metandlico de inflorescencias y del aceite de semillas de E. americana a la 4 h posterior a
la inyeccién de carragenina. n=7-10. Las letras indican diferencias significativas, prueba
pos-hoc de Duncan, p< 0.05.
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El efecto antiinflamatorio de E. americana sobre el edema plantar inducido con
carragenina es una evidencia mas del potencial antiinflamatorio de especies del
geénero Erythrina que se han descrito en otras investigaciones de distintos paises. A
pesar de que aun no existen reportes que demuestren el efecto antiinflamatorio de
las semillas o inflorescencias de otras especies de Erythrina, se ha evidenciado que
extractos de acetato de etilo de corteza de raiz de E. mildbraedii, hidroalcohdlico de
corteza de tallo de E. mulungu y el extracto acuoso de hojas de E. variegata inhiben
la formacion del edema plantar inducido con carragenina de carragenina, efectos que
posiblemente estan relacionados con la inhibicion de la enzima 5-lipooxigenasa asi
como la inhibicion de la migracién y activacion de células polimorfonucleares,
principalmente neutréfilos importantes en el desarrollo de la respuesta inflamatoria
aguda inducida con carragenina (Njamen et al., 2003, Vasconcelos et al., 2011,
Murugalakshmi et al.,, 2014). También se ha demostrado que el extracto
hidroalcohdlico de corteza de tallo de E. velutina reduce el edema plantar inducido
con dextran (Vasconcelos et al, 2011); el efecto anti edematogénico de E. velutina
puede estar relacionado con procesos inflamatorios donde intervengan los
mastocitos, ya que la produccion de distintos mediadores y la desgranulacion de los
mastocitos estan involucrados en la formacién del edema plantar inducido con
dextran (Lo et al., 1982)
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X.4 Migracion celular

La migracion celular dentro de un tejido lesionado es un paso importante del
proceso inflamatorio. En este experimento el modelo de migracion celular se empled
para determinar, si en el efecto antiinflamatorio observado con el aceite de semillas
de E. americana en el edema plantar inducido por carragenina, se encuentra

implicada la inhibicion de la migracion de neutrofilos.

Al analizar el numero neutréfilos que migraron a la cavidad peritoneal como
consecuencia de la inyecciéon de 3 mL de solucion de carragenina (100 ug/mL), el
ANOVA de un factor indicé la presencia de diferencias significativas entre los grupos
Fs20= 155.835, p= 0.0001 y la prueba de Duncan formé 4 subconjuntos:
Subconjunto a) vehiculo s/carragenina (0.5 mL); Subconjunto b) Aceite de semillas
de E. americana (Aceite 3 mL) y dexametasona (1 mg/kg), Subconjunto c) formado
por Aceite de semillas de E. americana 1 y 2 mL y Subconjunto d) vehiculo
c/carragenina. Esto significa que la administracién oral de 3 mL de aceite de semillas
de E. americana mostro efecto en la migracion celular. En la Figura 17 se muestra el
numero de neutrdfilos/uL dentro de la cavidad peritoneal contabilizados 4 horas
después de la administracion (i.p.) de carragenina. Cada grupo de animales habia
recibido (v.0.) previamente uno de los 6 tratamientos. Como era de esperarse, el
grupo que recibi6 agua destilada (vehiculo para el farmaco de referencia
dexametasona) sin la administracién de carragenina, mostré la menor cantidad de
neutrofilos (567.30 + 37.52), mientras que el que recibié agua destilada mas
carragenina presentd el mayor numero de neutréfilos en la cavidad peritoneal
(2,778.66 + 72.81). El grupo que recibié 3 mL de aceite de semillas y se inyectoé con
carragenina registr6 un contenido de neutréfilos similar al grupo que recibid
dexametasona (1318.10 + 57.66 y 1443.36 + 21.33, respectivamente). Finalmente, el
numero de neutrofilos que migraron a la cavidad peritoneal cuando se administraron
1 6 2 mL de aceite de semillas mas carragenina no difirié entre ellos (1914 + 55.02 y
1743.12 + 84.11); pero los valores fueron inferiores a los contabilizados en el grupo

de vehiculo mas carragenina.
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Figura 17. Efecto del aceite de semillas de Erythrina americana en tres dosis sobre la
migracion de neutrdfilos en la cavidad peritoneal inducida por carragenina. Las letras
indican diferencias significativas, prueba pos-hoc de Duncan, p< 0.05.

En el Cuadro 3 se muestran los porcentajes inhibitorios de la migracion de
neutrofilos de las dosis ensayadas del aceite de semillas de E. americana. EI mayor
porcentaje de inhibicidn se observo con la dosis de 3 mL del aceite de semillas de E.
americana con un 52.56%, mientras que con las dosis de 1 mL y 2 mL se alcanzaron
porcentajes de inhibicidon de la migracién de neutréfilos de un 21.12% y 37.27%
respectivamente. Con el farmaco de referencia dexametasona se observé un 48.06%

de inhibicién de la migracion de neutrofilos.
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% inhibitorio de la
Grupo ] - o
migracion de neutrofilos

Control (agua +

carragenina)

Dexametasona
48.06%
(1 mg/kg)
Aceite semillas
31.12%
(1 mL)
Aceite semillas
37.27%
(2 mL)
Aceite semillas
52.56%
(3 mL)

Cuadro 3. Porcentaje inhibitorio de la migracién de neutréfilos con el aceite de
semillas de E. americana. 4 h después de la inyeccion i.p. de carragenina.

En el modelo de migracion celular, la inyeccion de carragenina dentro de la
cavidad peritoneal induce una respuesta inflamatoria aguda, caracterizada por la
acumulacién de fluido en la cavidad peritoneal con un gran numero de leucocitos
polimorfonucleares (neutrdfilos), esto conduce a la peroxidacion de lipidos y al
aumento de la produccion de la prostaglandina E2, productos intermediarios de

oxigeno reactivo, y citoquinas tales como TNF-a e IL-1B (Di Paola et al., 2004).

En este experimento, los resultados de migracién celular muestran que el
grupo de animales control (que recibieron v.o. agua destilada y que una hora
después se les inyectd v.i. carragenina), presentaron el mayor incremento de
neutréfilos 4 h después de la inyeccion del irritante. Estos resultados eran esperados
y estan de acuerdo con lo reportado por otros grupos de investigacién que
empleando este modelo alcanzaron un numero maximo de la migracion de
neutrofilos en los grupos control 4 h después de la inyeccion de carragenina en la

cavidad peritoneal (Freitas et al., 2006; Murugan y Parimelazhagan, 2013). Y en este

Montafio Reyes Abraham 60



Evaluacién de la actividad antiinflamatoria de Erythrina americana Miller

estudio, el aceite de semillas de E. americana (1, 2 y 3 mL) tiende a reducir la

migracion de neutrdfilos hacia la cavidad peritoneal.

Se ha reportado la reduccion de la migracion celular con extractos y fracciones
de E. mulungu. Sin embargo en ese estudio, la actividad de E. mulungu sobre la
migracion celular se evalu6 empleando el modelo de peritonitis inducida por
Zymosan, mismo que se caracteriza por promover la desgranulacion de mastocitos y
la activacion de macréfagos mediante el agente irritante (de Oliveira et al., 2011); en
contraste, el agente irritante carragenina promueve la migracion de leucocitos,
principalmente neutrofilos. Por lo que esta investigacion es el primer informe sobre la
inhibicion de la migracion celular hacia la cavidad peritoneal con la especie E.

americana.

Los extractos no polares y de mediana polaridad obtenidos de hojas de E.
crista-galli (diclorometanico), E. stricta (etandlico) y E. variegata (etandlico)
exhibieron una reduccién maxima del edema en las 3 h posteriores a la inyeccion del
agente irritante; el efecto de E. crista galli, E. stricta y E, variegata esta relacionado
con la sintesis de prostaglandinas, las cuales se presentan durante la fase tardia (3-4
h) del edema plantar inducido con carragenina (Mifio et al., 2002, Subhashini et al.,
2011, Mantena y Tejaswani, 2015). Por el contrario, el marcado efecto del liofilizado
de hojas de E. americana en la reduccion del edema en la 1 h posterior a la inyeccién
de carragenina puede estar asociado a la reduccién de la migracion celular
principalmente de leucocitos polimorfonucleares presentes en la fase temprana (1-2
h) de la formacién del edema; esta hipotesis debera ser comprobada en futuras
investigaciones. Cabe mencionar que recientemente, en el laboratorio, el liofilizado
de hojas se sometido a un analisis de HPLC mostrando la presencia de flavonoides
como: apigenina, rutina, florizidina, miricetina, quercetina y galanginina que podrian
ser los compuestos responsables del efecto antiedema observado aqui con el
liofilizado de hojas; ya que a algunos de ellos se les ha demostrado actividad
antiinflamatoria. Se ha sefialado que la quercetina puede estabilizar las membranas
de las células que liberan la histamina, reduciendo su liberacion y también afectan la

sintesis de leucotrienos (Martinez, 2005); apigenina disminuye la agregacién
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plaquetaria, la acumulacion de leucocitos y la sintesis de PGE; (Landolfi et al., 1974;
Middleton et al., 2000), mientras que miricetina redujo el edema plantar inducido con
carragenina y el edema auricular inducido con aceite de crotén (Gabor y Razga,
1991). Por ello es importante el aislamiento de los flavonoides presentes en el
liofiizado de hojas de E. americana para evaluar su actividad antiinflamatoria. Por
otro lado, recientes estudios de cromatografia en capa fina con el aceite de las

semillas detectaron la presencia de flavonoides.

La actividad antiinflamatoria reportada para distintas especies del género
Erythrina por lo general es asociada a la presencia de flavonoides ya que son
potentes inhibidores de las enzimas ciclooxigenasa y la 5-lipooxigenasa, enzimas
importantes para la sintesis de los distintos mediadores quimicos de la inflamacion
(Bruneton, 2001). Se demostré que el pterocarpano erycristagalina (isoflavonoide)
aislado de E. mildbraedii inhibié la formacion del edema plantar inducido por
fosfolipasa Az, asi como las flavanonas Sigmoidin A y Sigmoidin B de E. sigmoidea
evidenciaron su efecto sobre la inhibicion del edema plantar inducido por fosfolipasa
A y el edema auricular con TPA (Njamen et al., 2003, 2004), mientras que el
flavonoide prenilado Abyssinona V-4 'metil éter aislado de E. droogmansiana inhibio
de manera dosis dependiente la formacion de edema plantar inducido con
carragenina (Sokeng et al., 2013). El efecto que presentd el extracto hexanico de
inflorescencias asi como el aceite de semillas de E. americana en el edema plantar
inducido con carragenina posiblemente se deba a la presencia flavonoides, por lo
que se debe realizar un preliminar fitoquimico en ambas muestras para elucidar los
compuestos presentes en cada una de ellas y posteriormente llevar a cabo su

asilamiento para su evaluacion farmacoldgica.

Este estudio constituye la primera evidencia experimental del potencial
antiinflamatorio de Erythrina americana. Adicionalmente, también sustenta y permite
explicar el uso de esta especie mexicana como antiinflamatorio en la medicina

tradicional.
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XIl. CONCLUSIONES

e El presente trabajo constituye el primer reporte experimental sobre la actividad

antiinflamatoria de Erythrina americana.

e El liofilizado de hojas de Erythrina americana redujo el edema plantar inducido

con carragenina una hora después de la inyeccion del agente irritante.

e El aceite de semillas de Erythrina americana redujo el edema plantar inducido
con carragenina en todos los tiempos de evaluacién, efecto también

relacionado con la reduccion de la migracion de neutrofilos.

e Los flavonoides pueden ser los metabolitos secundarios responsables de la

actividad antiinflamatoria observada en E. americana.

e Esta investigacidon aporta elementos experimentales que explican el uso
empirico de E. americana para el tratamiento de padecimientos relacionados

con la inflamacion.

Xll. PERSPECTIVAS

e Concluir con el analisis preliminar fitoquimico y la cromatografia en columna

del aceite de semillas de E. americana.

e Purificacion y aislamiento de los compuestos del aceite de semillas de E.

americana relacionados con su efecto antiinflamatorio.

e Purificacién y aislamiento de los flavonoides presentes en el liofilizado de

hojas de E. americana y evaluar su efecto antiinflamatorio.
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XIV.  ANEXO FICHAS
ANEXO 1
> Modelos para el estudio de la inflamacion

Métodos in vivo o ensayos in vitro se han desarrollado en el estudio de
sustancias con actividad antiinflamatoria. Por lo general, el método in vitro esta
dirigido a conocer el perfil farmacodinamico del producto bioactivo basados en las
acciones moleculares del mismo; mientras que los modelos animales se han utilizado
ampliamente para investigar la eficacia, establecer el mecanismo de accion y los

efectos secundarios in vivo de nuevos medicamentos antiinflamatorios.

Rios et al. (2004) precisan que para evaluar la actividad antiinflamatoria in vivo
se dispone de modelos que varian en la intensidad de la reaccion (Figura 18), estos
pueden ser A) Modelos de inflamacion aguda y B) Modelos de inflamacion
subcrénica o cronica. Los autores precisan que para la induccion de la reaccion
inflamatoria, el agente irritante varia en funcién al modelo que se va a emplear, entre
tales agentes se encuentran el acido araquidénico (AA), acetato de
tetradecainolforbol (TPA), serotonina (5-HT), histamina, carragenina, bradicinina
(BK), fosfolipasa A, (PLA>), entre otros. Unos de aplicacion tépica y otros de empleo
parental. Otros agentes irritantes que permiten el conocimiento mas selectivo de la
forma de actuar de la sustancia objeto de estudio, como por ejemplo bradicinina,
histamina y xileno, que provocan una inflamacion de origen neurogénico, mientras
que el empleo de fenilpropiolato de etilo permite estudiar agentes antiinflamatorios

con un largo periodo de latencia, como los corticosteroides.
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Intensidad de
la reaccion

Modelos de Modelos de inflamacion
inflamacion aguda subcronica o crénica

*Edema plantar inducido

por carragenina *Granuloma inducido

por bolsa de aire
*Artritis inducida por
adyuvante de Freund

Figura 18. Modelos para el estudio de la inflamacion propuestos en Rios et al. (2004)

» Modelo de edema plantar en rata inducido por Carragenina

Uno de los modelos de mayor aplicaciéon para la evaluacion de plantas o
farmacos que puedan tener cierta actividad antiinflamatoria es el de edema plantar
inducido por carragenina (un mucopolisacarido sulfatado extraido del alga marina
Chondus crispus). En este modelo, la administracion subcutanea de una solucién de
carragenina ocurre a nivel de la aponeurosis plantar de rata, provocando una
reaccion de caracter inflamatorio agudo mediada por la liberacion de diversos
autocoides (histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas); ademas diversos
factores del complemento que estan implicados en la amplificacidon de la respuesta.
El producto a ensayar (natural o sintético) se puede administrar via intraperitoneal,

oral, etc.

Una hora después de la administracién de la sustancia problema, la histamina
y la serotonina tienen un papel principal como mediadores. Aproximadamente de una
hora y media a dos y media horas después de la inyeccion de carragenina,
intervienen las cininas como mediadores. La ultima fase esta mediada por
prostaglandinas (PGE1 y PGE2, PGF2). La respuesta vascular maxima ocurre

aproximadamente a las 4 horas de la administracion de carragenina y coincide con la
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fase mediada por las prostaglandinas. La extravasacion de proteinas ocurre durante
toda la respuesta al agente edematdégeno. La migracion celular, fundamentalmente
leucocitos polimorfonucleares, comienza a las 2 horas de haberse inyectado el
agente.

Es muy importante la estandarizacion del ensayo: hora, temperatura, etc. Se
prefiere la carragenina ante otros irritantes porque el edema producido esta menos
modificado por factores ajenos a los propiamente caracteristicos de la inflamacion vy,
ademas, porque la actividad antiinflamatoria de este ensayo guarda una buena

correlacion con la actividad antiinflamatoria en clinica (Giraldéz, 2001 en Baez 2007).
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ANEXO 2
» Erythrina americana Miller
a) Nombres comunes

Cascara de chomplantle, chocolin, colorin grande, equimite, pichoco, pifidn
espinoso, quimite; Guerrero: tusavi; Michoacan: parenscuri, puregue; Morelos:
zomplantli; Puebla: laktanga, skotkt, te batai; San Luis Potosi: pémoch (Argueta et
al., 1996).

b) Etnobotanica y antropologia

Hastings (1990) realizé un estudio de los usos medicinales que se le dan a
ciertas leguminosas de las familias Papilionoideae y Fabaceae. Dentro de la familia
Fabaceae destacan especies del género Erythrina. Menciona que en el estado de
Veracruz las hojas de Erythrina americana Miller se aplican sobre abscesos y ulceras
0 se pueden ingerir en caso de picaduras de insectos. También la fruta se utiliza
ampliamente en los brazos y piernas o para dolores de cabeza e inflamacion de los

ojos
c) Botanica y ecologia

Arbol pequefio de 3 a 6 metros de altura de ramas espinosas. Las hojas estan
divididas, son de color verde palido y tienen grupos de flores rojas como cerillos. Los
frutos son unas vainas comprimidas, las semillas de color rojo escarlata con una
linea negra (Figura 19). Originaria de México. Planta cultivada en huertos familiares
o solares, cerca de rios o terrenos de vega o de cultivos abandonados, asociada a

bosque tropical caducifolio y matorral xerdfilo (Argueta et al., 1996).
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Figura 19. Semillas, flores y hojas de Erythrina americana Miller
d) Origen, distribucion y habitat

Es originaria de México, ya que se considera una planta cultivada en huertos
familiares o solares, cerca de rios o terrenos de viga o cultivos abandonados, este
arbol se asocia a un bosque tropical caducifolio y matorral xeréfilo y de bosque
encino, ubicado entre los 1180 y 1900 msnm. Por lo cual su floracion y fructificacion
se da o se presenta en los meses de febrero a abril. Se encuentra en todo el trépico
y subtropico de México, en el Estado de México y en Puebla, Tabasco, Veracruz

Chiapas y Yucatan.

Sanchez et al., (2001) determinaron el contenido y distribucion de alcaloides
en las flores (cédliz y corola) y localizaron los mas toxicos en Erythrina americana
Miller. Mediante técnicas de cromatografia de liquidos de alta resolucion y
espectrometria de masas pudieron observar un alto contenido de alcaloides en el
caliz en comparacion con los encontrados en la corola, ademas de detectar los

alcaloides toxicos a y B-eritroidina en ambos tejidos.
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ANEXO 3
» Descripcion del Género Erythrina

Son arbustos o arboles, con ramas o peciolos usualmente espinosos o armados con
fuertes espinas. Las hojas son de tipo pinnadas trifoliadas, presenta foliolos y
estipulas grandes, con glandulas solamente en las partes conicas. Las flores son
grandes y vistosas, que estdan en forma de racimos en las partes axilares o
terminales del tubo del caliz casi truncado, y se observa ligeramente en forma de dos
labios. Estambres diadelfos, los tubos son generalmente mas grandes que los
filamentos libres. Ovario estipitado corto o sésil, de varios 6vulos. Vainas grandes,
dehiscente. Las semillas grandes, a menudo de color rojo o naranja (Shreve y
Wiggins, 1998). Neill (1993) indica que 31 especies corresponden a Africa, 12 Asia y
Oceania, y aproximadamente 70 se encuentran en el continente Americano; de estas
ultimas se han identificado 27 para México (Figura 20), aunque es probable que
existan especies sin identificar. Dado que este género es susceptible de crecer en
varios tipos de clima ademas de que se propaga facilmente por el método de estaca,
se encuentra distribuido en varios estados de la republica Mexicana, entre los que
destacan Puebla, Morelos, Guerrero, Chiapas, Tabasco, Oaxaca, San Luis Potosi,

Veracruz, Estado de México y el Distrito Federal.
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;ASIA & OCEANIA
?@ 12 Species
'

NEOTROPICS
70 Species

AFRICA

L~
< 31 Species ) Jb’

Figura 20. Distribucion de Erythrina en el mundo y México (Neil, 1988)
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Glosario

Opsonizacion.- proceso de recubrimiento de la materia a fagocitar por

sustancias para las que los fagocitos poseen receptores.

Hematemesis.- es la expulsion de vomito con sangre procedente del tubo
digestivo alto (desde el angulo duodeno-yeyunal hasta la boca). Se caracteriza por
su color oscuro, el cual por lo general varia de negro a pardo oscuro (similar a
posos de café) debido al hecho de estar la sangre parcialmente digerida. A veces

puede tener trazas rojizas si el sangrado es muy fuerte.
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