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Resumen

Calea zacalechichi, arbusto de la familia Asteraceae habita en las regiones
célidas de la Republica Mexicana abarcando desde la peninsula de Yucatan hasta
los Estados de Morelos, Veracruz y San Luis Potosi. La medicina tradicional
popular la reporta como antiinflamatorio en problemas de vesicula biliar,
apéndice, e higado (Martinez, 1961; Diaz, 1976; Argueta y col., 1994). Sin embargo
no existen estudios farmacoldgicos que apoyen este uso, por lo cual el objetivo de
esle trabajo de tesis, fue estudiar si el extracto acuoso de las hojas de C. zacatechichi
tiene efecto antiinflamatorio y analgésico. Las hojas se extrajeron con agua
destilada a ebullicién por 10 minutos en una proporcién de 1 g de hojas por 20 mL
de agua y se ensayd en ratas Wistar macho de 250-300 g de peso utilizando los
modelos de inflamacién aguda: a) formacién de edema por administracion
subplantar de carragenina, b) migracion de neutréfilos a la cavidad peritoneal por
administracién de carragenina y c) se realizé la valoracién de la analgesia por la
prueba de contorsi6n en ratones de la cepa CD1 de 20-25 g de peso. El extracto fue
administrado por dos vias, oral e intraperitoneal en dosis de 10 y 100 mg/kg ;
como férmaco estindar se utilizé indometacina 10 mg/kg. En la prueba de
formacién de edema por via intraperitoneal, el extracto en ambas dosis inhibi6 la
formacién de edema en 56 y 55 % en relacién al grupo control al cual se administré
solucién salina al 0.9 % que increments el volumen en (263.74 uL) a las cuatro
horas. Por via oral, iguales dosis de extracto inhibieron la formacién de edema en
52 y 50 % respectivamente en relacion al control que increment6 el volumen en
(257.08 uL) en el mismo lapso de tiempo. En relacién a los grupos tratados con
indometacina, estos mostraron una inhibicién del edema de 77.16 % por via
intraperitoneal y 74.3 % por via oral.

En la prueba de migracion celular a la cavidad peritoneal, el extracto de C.
zacatechichi en dosis de 10 y 100 mg/kg de peso, inhibié [a migracién celular en
29.79 % y 52.08 % respectivamente en relacién al grupo control que mostrd la

migracién de neutréfilos mds alta (13 373 neutréfilos/mL). Por via oral, la



inhibicion de la migracién fue de 44.39 % y 60.19 % respectivamente en relacién al
control (13493 neutréfilos/mL). Por via intraperitoneal, la indometacina inhibié la
migracién de neutréfilos en 75.56 %. Por via oral, la dexametasona 1T mg/kg de
peso inhibié la migracién de neutréfilos en 46.97 %.

En la prueba de contorsién el extracto de C. zacatechichi en dosis de 1, 10 y

-100 mg/kg de peso aplicadas por via intraperitoneal, redujo el nimero de
contorsiones en 28.5 %, 47.68 % y 50.14 % respectivamente en relacién al control
que mostré un nimero mayor de contorsiones en un lapso de 20 minutos. Por via
oral, la reduccién del namero de contorsiones fue de 17.44 %, 37.43 % y 3842 %,
respectivamente en relacién al control en igual lapso de tiempo. La indometacina
por via intraperitoneal disminuyé las contorsiones en 93.7 %, y por via oral en
93.26 %.

Las pruebas fitoquimicas preliminares para reconocer compueslos con
posible actividad antiinflamatoria, dieron positiva la reaccion para: alcaloides,
coumarinas, esteroles, flavonoides y sesquiterpenlactonas. Estos elementos
sumados a los anteriores y al hecho que el extracto mostré actividad por via oral lo
cual evidencia su absorcién por esta via, nos permite concluir que el extracto
acuoso de las hojas de C. zacatechichi contiene uno o més componentes con
actividad antiinflamatoria y analgésica que justifican el uso de esta planta como

antiinflamatorio en la prictica de la medicina tradicional popular.



I. INTRODUCCION.

1. Proceso inflamatorio.

El proceso inflamatorio es uno de los procesos patolégicos mds frecuentes e
importantes que se encuentran en la practica de la medicina. En alguna de sus maltiples
formas y manifestaciones, la inflamacién se esconde tras una de las causas mds
importantes de muerte en el mundo actual, la infeccién y representa ademads, una
caracteristica permanente de muchas otras enfermedades que si bien no son mortales, si
provocan sufrimiento e incapacidad (Pérez, 1987). Durante mucho Hempo, el proceso
inflamatorio fue considerado como un mecanismo natural de defensa, sin embargo,
actualmente se ha observado que bajo algunas circunstancias es también el responsable
directo de muchos sintomas y complicaciones que se presentan en gran niimero de
enfermedades (Pérez, 1987). En general, el desarrollo del proceso inflamatorio implica
la participacién directa de alguno de los muchos agentes causales posibles, los cuales
presentan una gran diversidad de origen que involucra desde simples traumatismos de
tipo mecénico, fisicos en forma de calor, radiacién, etc., quimicos (substancias téxicas y
corrosivas}, biolégicos (agentes de tipo bacteriano, virus y hongos) e inmunolégicos
(reacciones del tipo antigeno-anticuerpo). De alguna forma, la naturaleza del agente
lesivo define las caracteristicas de la evolucién del proceso inflamatorio, asi como la
intensidad y duracién, elementos que permiten diferenciarlo en procesos de

inflamacién aguda e inflamacién crénica (Robbins, 1997),

L1. inflamacién aguda.

La existencia de una lesi6n tisular producida por algiin agente causal, genera en
consecuencia un proceso de liberacién de diversas substancias, las cuales producen
una serie de cambios espectaculares a nivel de los tejidos. Lo que generalmente se
reconoce como un proceso de inflamacién, el cual se ilustra en la figura 1 (Guyton,
1997).
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FIGURA 1: En el esquema (a) se representa el tejido normal. En el esquema (b),
algunas de las principales alteraciones que ocurren durante el desarrollo del proceso
inflamatorio. Incremento del flujo sanguineo, mayor transudacién de grandes

moléculas séricas en el lecho capilar y migracién leucocitaria a través de las vénulas.
(Modificado de Roitt, 1996).

Este conjunto de cambios a nivel tisular que ocurren durante el desarrollo del
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proceso inflamatorio agudo, en general se caracteriza por el desarrollo de eventos bien
definidos, algunos de los cuales sefialamos a continuacién (Guyton, 1997).

1) Vasodilatacién de los vasos sanguineos locales con el consiguiente exceso de flujo
sanguineo local.

2) Incremento de la permeabilidad capilar con el paso de grandes cantidades de liquido
de los espacios intersticiales.

3) A menudo la coagulacién de liquido en los espacios intersticiales por una excesiva
cantidad de fibrinégeno y de otras proteinas que salen de los capilares.

4) Migraci6n de granulocitos y monocitos al tejido.

5) Tumefaccion de las células tisulares (Guyton, 1997),

El conjunto de cambios vasculares ilustrado en la figura 1, generalmente se
manifiestan en forma temprana después de la agresion al tejido. Primero se produce
vasoconstriccién arterial en forma pasajera, luego de manera progresiva se transforma
en vasodilataci6n que afecta la microcirculacién del 4rea lesionada y trae consigo
incremento del flujo de la circulacién e incremento de la temperatura, lo cual, produce
una coloracién roja en la zona inflamada. Simultineamente aumenta la permeabilidad
de los vasos sanguineos favoreciendo con ello la salida de liquido plasmético hacia el
espacio intersticial, dando paso a la formacién de “edema”. El edema genera una
elevada concentracién de eritrocitos en los pequefios vasos e incrementa la viscosidad
disminuyendo la velocidad del flujo, fenémeno denominado como “estasis” (Roitt,
1996; Guyton, 1997). En la medida en que se produce el estancamiento del flujo, los
leucocitos se marginan de la columna central estableciendo contacto con el endotelio el
cual poco después, puede observarse practicamente tapizado de este tipo de células, lo
que da lugar al fen6meno conocido como “marginacién leucocitaria”.

Posteriormente los leucocitos se adhieren a la superficie endotelial a través de
una interaccién especifica entre moléculas de adherencia complementarias figura 2, las
cuales estin presentes en las superficies leucocitarias, endotelial, en células cebadas y
basofilos (Pérez, 1987; Guyton, 1997). En la tabla 1, son mencionadas algunas de las
principales moléculas de adhesién en el endotelio, en leucocitos, en células cebadas y

baséfilos (Hamawy, 1994; Roitt, 1996).
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FIGURA 2: En general se réconocen cuatro formas para reforzar la unién entre leucocitos y
endotelio. Muchas de las células poseen reservorios de moléculas de adhesién que pueden
desplazarse en forma répida hacia la superficie celular. 1) Las células endoteliales del srea
inflamada, pueden sintetizar nuevas moléculas de adhesién. 2) Moléculas como LFA-1,
tienen la capacidad de aumentar su afinidad después de la activacién celular. 3) La
reorganizacién de las moléculas de adhesion en la superficie de la célula, puede generar
zonas de alta avidez. 4) En la practica, las células pueden servirse de varios de estos
mecanismos, ademés de que existe la posibilidad de cambios de afinidad posteriores a la

interaccién inicial entre las células (Esquema modificado de Roitt, 1996).



TABLA 1: Principales moléculas de adhesion (Hamawy, 1994; Roitt, 1996).

En endotelio En leucocitos En células cebadas
y baséfilos

a) E-Selectinas a) Integrinas a) Superfamilia de las

ELAM-1 LFA-1 inmunoglobulinas

MP-140 CR1 LAM-1

MEL-14 CR3 LFA-2

b) Familia del supergén | MO-1 gpldl

de las inmunoglobulinas | P150 LFA-3

ICAM-1 P95

ICAM-2 MAC-1

VCAM L-selectinas

Una vez que el proceso de adhesién se realiza, los leucocitos atraviesan la
membrana basal trasladdndose al espacio extravascular, fenémeno conocido como
“diapédesis”, ilustrado en la figura 3, el cual se traduce en un mecanismo de agregacién
celular en el 4rea lesionada. La diapédesis no es un fenémeno especifico de los
leucocitos, también se ha observado que ocurre con otros tipos de células como
eritrocitos, linfocitos, monocitos y algunos otros elementos circulantes que salen de los
capilares. La diapédesis es un fenémeno en apariencia netamente pasivo, considerando
que ocurre particularmente cuando la “estasis” y la vasodilatacién se encuentran en un
estado relativamente pronunciado (Roitt, 1996; Guyton, 1997).

Una vez que los leucocitos se encuentran fuera de los vasos, son fuertemente
atraidos en una sola direccién que los conduce hacia el sitio de la lesion, a través de
factores quimioticticos en la forma que se describe en la figura 3. Algunos de estos
factores son: los factores del complemento (C5, C6, C7, C3a, C5a ), algunas endotoxinas,
restos necréticos de neutréfilos, trombina, caseina, calicreina, prostaglandina E,,
leucotrieno (LTB4), interleucinas ({II-8), el factor quimioctictico neutrofilico {NCF),
fibrinopéptidos y algunos productos de la degradacién de la fibrina. Este proceso de

5



desplazamiento leucocitario es lo que conocemos como “quimiotaxis”. Los eventos
principales que ocurren durante este proceso, asi como las principales moléculas
quimioticticas que participan , se describen en la figura 3, (tabla 2) (Clerici, 1983; Pérez,
1987; Guyton, 1997).

[Diapéd

Fuente fruimplotictica

[

!Penneabilidad aumcmada_f

»

m gmancxa quimiotictica —I

FIGURA 3: El esquema describe el proceso de quimiolaxis, fenémeno en que ocurre el
desplazamiento de los neutréfilos en forma unidireccional, atraidos por una fuente
quimiotictica generada por una substancia producida en el sitio de la lesién tisular, que

desarrolla el proceso de inflamacién aguda (Modificado de Guyton, 1997).



TABLA 2: Principales moléculas quimioticticas que actian en leucocitos

(Modificado de Roitt, 1996).

Factor. Caracteristicas. Qrigen. Accién en:
CSa Péptido de 77 N terminal de Neutréfilos, eosing-
amino4cidos cadena Cda filos, macréfagos
F-Met-Leu-Phe | Tripéptido con Procariotas Neutréfilos
bloqueo de eosinoéfilos
N terminal macréfagos
LTB, Metabélito del Mastocitos Neutréfilos
acido araquidénico | basofilos macréfagos
atravésdela macrofagos eosindfilos
lipooxigenasa {(presentes en ECF)
IL-8 proteina de 10 kDa | Monocitos activados | Neutréfilos, baséfilos

Uno de los grandes beneficios derivados del proceso de quimiotaxis en el foco de
inflamacién es la “fagocitosis”, fenémeno que se describe en la figura 4. El proceso de
fagocitosis consiste basicamente en un mecanismo de reconocimiento de todos los
materiales extrafios al organismo, la ingestién celular y digestion del agente o de los
materiales extrafios convirtiéndose quizis, en la funcién de mayor importancia que los
neutréfilos y macréfagos llevan a cabo, traduciéndose en un importante mecanismo de
proteccién y defensa para el organismo durante el desarrollo del proceso inflamatorio y
en general, ante la amenaza constante de los agentes medioambientales.

Por otra parte, la accién de los fagocitos se lleva a cabo de manera selectiva, ya
que de otro modo podria implicar la posible inclusién de algunas células y estructuras
normales del organismo. El que este proceso se lleve a cabo de manera correcta,
depende de manera fundamental de tres importantes factores. El primero, estd en
relacién directa con las caracteristicas naturales de los tejidos, las superficies lisas
generalmente presentan una cierta resistencia a la accién fagocitaria; las superficies

rugosas en cambio, aumentan la probabilidad de ser fagocitadas.



El segundo factor, considera la repulsién de cargas, la mayoria de las substancias
naturales del organismo, presentan cubiertas de tipo proteinico que ejercen accion
protectora y permiten repeler la fagocitosis, a diferencia de los tejidos vivos, los tejidos
muertos y la mayoria de las particulas extrafias al organismo, generalmente carecen de
este tipo de cubiertas convirtiéndolas en facil blanco de la accién de los fagocitos.

El tercer factor depende de la capacidad del organismo para utilizar sus propios
medios especificos para el reconocimiento de los materiales extrafios, caracteristica
importantisima que depende fundamentalmente del sistema inmunitario, el cual es
responsable de producir los anticuerpos necesarios e indispensables para combatir los
agentes de tipo infeccioso como las bacterias, Los anticuerpos se adhieren a las
membranas bacterianas haciéndolas especialmente suceptibles de ser fagocitadas. Para
conseguir este objetivo, la molécula del anticuerpo se combina con el producto C3 de la
denominada cascada del complemento, parte adicional importante del sistema
inmunitario. La molécula de C3 se une entonces a los receptores de la membrana de los
fagocitos, dando iricio al proceso de fagocitosis en la forma en que se describe en la
figura 4. Finalmente, el proceso llevado a cabo en forma completa se reconoce como
“opsonizacién” (Guyton, 1997).

Las células fagociticas (neutréfilos y macréfagos) juegan también un papel
determinante como factores de remoci6n de algunos estimulos y restos celulares; se ha
observado que en la medida en que muestran la capacidad para fagocitar y digerir al
estimulo nocivo, también presentan la capacidad para liberar enzimas liticas capaces de
amplificar y prolongar el proceso inflamatorio en forma excesiva, generando en
ocasiones més daiios que beneficios en los tejidos los cuales posteriormente, en muchos
casos se han manifestado como una de las principales causas que dan origen a procesos

de inflamacién de otra indole, la inflamacién crénica (Roitt, 1996; Guyton, 1997).



- Formacién del
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FIGURA 4: La fagocitosis de una particula extrafia implica la adhesion y unién de Fc y
C3 a receptores especificos localizados en la membrana celular del leucocito. La mayoria
de los microorganismos no son reconocidos si no se encuentran revestidos de factores
séricos (opsoninas) (Modificado de Unkeless, 1989).

1.1.1. Inflamacién crénica.

Cuando un estimulo inicial en una reaccién inflamatoria no es eliminado por la
misma reaccién o mediante un control adecuado, entonces persiste un estado constante
de inflamacién en el cual prevalece la infiltracion de macréfagos, linfocitos, células
plasmiticas, proliferacién de fibroblastos e incremento de tejido conjuntivo (fibrosis),

asi como la destruccién celular (Bauman y col., 1994). Esta modalidad prolongada de
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inflamacién da lugar al desarrollo de patologias como la silicosis, tuberculosis, y ,en
general. a transtornos autoinmunes donde de manera caracteristica existe abundancia
de tejido granulomatoso, exudado, monocitosis con muchas células multinucleares
gigantes formadas por fusién, linfocitos y acumulacién de células plasméticas. La
invasién de tejido conectivo genera fibrosis con posibles hiperplasias localizadas o
generalizadas dependiendo de la naturaleza y el lugar del proceso inflamatorio crénico
(Pérez, 1987; Robbins, 1997). En la practica, es dificil determinar el momento exacto en
que ocurre la transicién de inflamacién aguda a crénica, no obstante, la respuesta
inflamatoria en el caso de la segunda presenta caracteristicas especificas que permiten
su consideracion por separado, las cuales se detallan en la tabla 3 (Pérez, 1987; Sibille,

1993;: Robbins, 1997).

TABLA 3: Algunas diferencias enire inflamacién aguda e inflamacién crénica
(Modificada de Pérez, 1987).

Inflamaci6n aguda Inflamacién crénica
a) Cambios vasculares | Muy significativos Menos significativos,
proliferativos
b) Tipos celulares Leucocitos Células mononucleares
polimorfonucleares (linfocitos, macréfagos,

cels. plasmaticas) etc.
cels. epiteliales y gigantes en
inflamaci6én granulomatosa

c)Cambios Formacién de exudado, Organizacién del exudado,
extracelulares lesién aguda de los kejidos  {coexistencia de lesién y
reparacién de tejidos

d) Mediadores quimicos | Mediadores plasmaticos, |Ademaés de todos los
aminas vasoactivas, lipidos |anteriores, linfocinas,
acidos, algunos contenidos | fosfolipasa A

lisos6micos

e) Resultado final del A menudo la lesidén del
proceso tejido es mediada por
células inflamatorias; papel
destacado de la respuesta
inmunolégica en la
morfologia de la lesién
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Desde el punto de vista clinico, la manifestacion de un proceso de inflamacién
crénica generalmente suele presentarse bajo alguna de las formas siguientes:

1) Puede presentarse como la continuacién de un proceso de inflamacién aguda
por persistencia de un estimulo inflamatorio, o por alguna interferencia con el proceso
de curacién normal.

2) La reincidencia de brotes de inflamacién aguda, generalmente es un factor
determinante para la manifestacién de un proceso de inflamacién crénica.

3) Puede darse de manera insidiosa en forma de una respuesta prolongada de
baja intensidad sin episodio agudo sintomdtice cldsico. Algunas de las enfermedades
més incapacitantes en el ser humano como la artritis reumatoide y la tuberculosis,

corresponden a ésta ultima (Pérez, 1987; Robbins, 1997).

1.2. Mediadores quimicos del proceso inflamatorio.

Un mediador inflamatorio es cualquier substancia endégena cuya concentracién
aumenta en el sitio del traumatismo inflamatorio, asociada con la aparicién de por lo
menos una respuesta o cambio estructural del tejido (Pérez, 1987; Roitt, 1996). La
bisqueda de mediadores quimicos de las diversas respuestas y cambios estructurales de
los tejidos en la inflamacién aguda fue iniciada por Sir Thomas Lewis al intentar
explicar las diversas reacciones vasculares de la piel frente a una lesién partiendo de lo
miés elemental la observacién. En 1924 una de las primeras hipétesis en este sentido,
propuso la existencia de un factor humoral como la razén del aumento de la
permeabilidad capilar durante un proceso inflamatorio agudo, debido a que los efectos
locales de la histamina eran idénticos a los obtenidos con muchos otros tipes de
irritacién, lo cual sugeria la idea de una substancia quimica o alguna otra relacionada
con ella (substancia H) la cual al ser liberada en los tejidos, provocaba el aumento de Ia
permeabilidad capilar. En 1936, Menkin critic la idea de Lewis y propuso que el
principio radicaba en los exudados inflamatorios y podia ser extraido. El principio fue
llamado leucotaxina debido a que también atraia a los leucocitos y marcé una
contribucién importantisima al considerar al exudado como una fuente de mediadores

Yy por considerar que una sola substancia podia actuar como mediador durante y en mas
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de un proceso en la inflamacién aguda (Pérez, 1987).

Actualmente, existen muchas substancias que se reconocen como mediadores
quimicos, que juegan un papel importante en la inflamacién. Por ejemplo, se sabe que el
desarrollo del proceso inflamatorio es controlado por las citocinas, los productos de los
sistemas enziméticos del plasma y los mediadores quimicos vasoactivos liberados a
partir de mastocitos, baséfilos y plaquetas, estos Gltimos directamente asociados con la
respuesta inflamatoria y a los cuales se atribuyen los principales signos y sintomas que
se producen (Roitt, 1996). Los mediadores que controlan los diferentes tipos de reaccién
inflamatoria difieren entre si. Estin los llamados de accién répida como las aminas
vasoactivas y los productos del sistema de las cininas que modulan la respuesta
inflamatoria inmediata (Roitt, 1996). Posteriormente otro tipo de mediadores recién
sintetizados como los leucotrienos intervienen en el proceso de acumulacion y
activacién de otras células. Una vez que los leucocitos arriban al area de inflamacién,
liberan mediadores que controlan la acumulacién y activacién de otras células (Roitt,
1996). Sin embargo, en las reacciones inflamatorias iniciadas por el sistema inmunitario
el dltimo control lo ejerce el antigeno, de igual modo que éste, es controlado por la
misma respuesta inmunitaria. Por esta razén la acumulacion celular en los sitios de
infeccién cronica o en las reacciones autoinmunes (aquellas en las que el antigeno no
puede finalmente ser erradicado} es diferente de aquella que se observa en los lugares
donde el estimulo antigénico es rapidamente eliminado (Roitt, 1996). En el plasma se
reconocen cuatro sistemas enzimdticos que juegan un papel determinante en la
hemostasis y el control de la inflamacion: sistema de coagulacién, sistema fibrinolitico
(plasmina), el sistemas de cininas y el sistema del complemento (Roitt, 1996). La tabla 4

incluye los mediadores quimicos mds importantes, su origen y su accién bialdgica..
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TABLA 4: Principales mediadores quimicos de la inflamacién que controlan el aporte
sanguineo y la permeabilidad vascular, o que modulan e! movimiento de las células

{Modificado de Roitt, 1996).

Mediador Origen Accion Biolégica

Histamina Celular Aumento de la permeabilidad
vascular, contraccién del masculo
liso, quimiocinesis

5-Hidroxitriptamina Celular Aumento de la permeabitidad

(5-HT) (serotonina) vascular, contraccién del misculo
liso

Factor activador de las Celular Liberacion de mediadores

plaquetas (PAF) plaquetarios aumento de la
permeabilidad vascular,
contraccién del mfsculo liso,
activacién de los neutréfilos

Factor quimiotactico Celular Quimiotaxis de los neutréfilos

neutrofilico (NCF)

IL-8 Celular Localizacién de los monocitos

C3a Desgranulacién de los mastocitos,
contracciéon del misculo liso

C5a Plasmaético Desgranulacién de los mastocitos,
quimiotaxis de neutréfilos y
macréfagos, activacién de
neutréfilos de la permeabilidad
capilar

Bradicinina Plasmatico Vasodilatacién, contraccién del
miusculo liso, aumento de la
permeabilidad vascular, dolor

Fibrinopéptidos Plasmatico Aumento de la permeabilidad
vascular, quimiotaxis de neutréfifos
vy macrbfagos

Prostaglandina E 2 (PGE2) Celular La vasodilatacién potencia el
aumento de la permeabilidad
vascular producido por la
histamina y la bradicinina

Leucotrieno B4 (LTBy) Celular Quimiotaxis de los neutréfilos en
sinergia con PGE » para aumentar
la permeabilidad vascular

Leucotrieno D 4 (LTD4) Celular Contraccién del misculo liso,

aumento de la permeabilidad
vascular
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1.3. Mediadores quimicos de origen celular.

1.3.1. Histamina.

Uno de los primeros mediadores que participa en la etapa temprana del proceso
inflamatorio agudo es la histamina, su concentracién disminuye en forma ripida en los
primeros 60 min (Ward, 1996), su biosintesis, la cual se explica en la figura 5, se inicia
con la descarboxilacién del aminodcido histidina. La histamina es una molécula
hidréfila compuesta por un anillo imidazol y un grupo amino, enlazados ambos por dos
grupos metileno. La forma farmacolégicamente activa a nivel de receptores histaminicos
es el tautémero monocatiénico Ny - FH, aunque también pueden intervenir algunas
propiedades quimicas distintas de este monocatién en interaccién con receptores Hi y
H, (Ganellin y Parsons, 1982). Las tres clases de receptores principales con los cuales la
histamina produce sus efectos son Hy, Hz y Ha (tabla 5), los cuales pueden ser activados
en forma distinta por andlogos de la histamina, es por ello que la 2- metilhistamina
activa respuestas preferentemente mediadas por receptores Hi, mientras que la 4 (5)-
metilhistamina tiene efectos preferentemente en receptores H; (Black y col., 1972). Un
anilogo quiral de la histamina (R) - « - metilhistamina es el agonista preferido de los
receptores Hs {Arrang y Col., 1987).

La distribucién de la histamina incluye practicamente todo el reino animal, la
mayoria de los tejidos de mamiferos la contienen, el sitio principal de depésito son las
células cebadas y baséfilos, ambos la sintetizan y depositan en sus granulos secretores
(Goodman y Gilman, 1996), fisiolégicamente la histamina juega un papel importante ya
que es uno de los mediadores inflamatorios preformados y almacenados. La liberacién
de histamina obedece al estimulo de una gran diversidad de factores que en forma
inespecifica pueden liberarla (venenos de serpiente, bacterias y plantas) y en forma
especifica por la interacién del antigeno anticuerpo (IgE) en la superficie de células
cebadas y baséfilos., su liberacién influye en forma decisiva en las respuestas de
hipersensibilidad alérgica inmediata (Goodman y Gilman, 1996). Una vez liberada la
histamina, ejerce efectos de tipo local y general en misculo liso y glindulas generando
contraccién en bronquios e intestinos y una potente relajacién en los vasos sanguineos

de pequefio calibre; estimula la secrecién de 4cido en el estémago, la formacién de
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edema y las terminaciones nerviosas del sistema nervioso central. En el desarrollo de la
inflamacién, la activacién de receptores H; es la encargada de producir algunos
sintomas del proceso inflamatoric como: rubor, hiperemia, hipotensién arterial e
incremento de la permeabilidad vascular con la consiguiente formacién de edema. La
activacién de los receptores Ha, genera incremento en la frecuencia cardiaca y estimula
la secrecién del 4cido gdstrico (Black y col, 1972). Los receptores Hs, originalmente
descritos como presindpticos y localizables en terminaciones nerviosas con accién
reguladora y retroalimentaria de la sintesis y liberacién de la histamina (Arrang y col.,
1983), ahora se sabe que también actdan en diferentes tejidos acoplados a las proteinas
G y estimulando las terminaciones nerviosas, particularmente aquellas que modulan el

dolor y el prurito (Ockumay col.,, 1993).

/_szCHNHz-COOH

L-histiding
descarboxilasa
CH,CH,NH,
Histamina-N-metit
transferasa N
CH,CH,NH,
Histamina

FIGURA 5: Sintesis de la histamina.
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TABLA 5 : Principales receptores de histamina (Goodman y Gilman, 1996).

Receptor: | Distribucién: Accién biologica :
Hi Misculo liso, endotelio vasodilatacién : rubor, hiperemia,
encéfalo hipotensién arterial e incremento, dela

permeabilidad vascular, formaci6n de

edema.

H., Mucosa géstrica, miisculo |aumento de la frecuencia cardiaca,

cardiaco y células cebadas. |estimulacién de la produccién de dcido

gastrico.
Hs presindptica: encéfalo regulacién retroalimentaria de la
plexo mientérico, otras sintesis y liberacién de histamina,
neuronas estimulacién de terminaciones, prurito.

1.3.2. Serotonina.

Un segundo mediador quimico que interviene en la fase temprana de la
inflamacion aguda es la serotonina, cuya sintesis se describe en la figura 6. Es conocida
también coino 5-hidroxitriptamina y se forma enziméticamente a partir de L-triptéfano
por hidroxilacién del anillo indol seguida por descarboxilacién del aminodcido
(Katzung, 1996). La serotonina es una amina vasoactiva localizada en los grianulos de
mastocitos {en roedores), en plaquetas y en el cerebro. La inyeccién directa de
serotonina en la piel, produce un incremento en la permeabilidad vascular. Es un
potente inductor de contraccién del masculo liso y de la secrecién de células secretoras
de moco y substancias serosas (Pérez, 1987). Los mastocitos liberan serotonina en
respuesta a diversos agentes como toxinas bacterianas, veneno de serpiente, proteasas
como la tripsina, polimeros como los dextranos y polivinilpirrolidona, anafilotoxinas
(C3a y C5a) asi como el estimulo antigénico de mastocitos previamente sensibilizados
que tienen en la superficie Ig E especifica (Pérez , 1987). Por otra parte, los efectos de la
serotonina en el desarrollo del proceso inflamatorio, son mediados por diversos

receptores de la membrana celular que producen ademis de vasoconstriccién,
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agregacion plaquetaria y actiian en las terminaciones nerviosensoriales, lo cual se

traduce en dolor y prurito (Pérez, 1987; Goodman y Gilman , 1996 ).

HO / CH\ . /NH :

N

FIGURA 6 : Estructura quimica de la serotonina. (Katzung, 1996).

1.3.3. Prostaglandinas.

Las prostaglandinas (PGs) son acidos carboxilicos insaturados de 20 carbonos con
un anillo de ciclopentano, que derivan del 4cido araquidénico y al igual que los
leucotrienos y otros compuestos similares, también se les conoce como eicosanoides.
Existen diferentes clases de prostaglandinas detectadas en los diversos tejidos y liquidos
corporales, razén por la cual se afirma que su distribucion es amplia, alin cuando no se
acumulen libremente en los tejidos pues como sabemos, su produccién se limita a la
disponibilidad del 4cido araquidénico libre (Pérez, 1987). Las prostaglandinas y otros
metabolitos del 4cido araquidénico, son los autacoides que producen la mayor cantidad
y diversidad de efectos en el organismo, lo que se explica por la existencia de receptores
caracteristicos que median sus acciones., un esquema para clasificar dichos receptores
en plaquetarios y de musculo liso, se basa fundamentalmente en el patron de efectos y
potencias relativas de los agonistas naturales y sintéticos tabla 6 (Céleman y col., 1954);
considerando este punto, solamente mencionaremos los aspectos mds importantes
relacionados en forma directa con el desarrolio del proceso inflamatorio. Existen dos
familias de autacoides derivadas de los fosfolipidos de la membrana, aquellos formados

a partir del 4cido araquiddnico, cuya biosintesis se muestra en la figura 7. Entre los
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cuales se incluyen: prostaglandinas, prostaciclina, tromboxanos Ay leucotrienos y
fosfolipidos modificados (Goodman y Gilman, 1996). Los efectos biologicos que
producen como ya se menciond, son heterogéneos y contribuyen a diversos procesos de
caracter fisiolégico y patolégico. Algunos ejemplos del primero ocurren con el tono del
masculo liso, hemostasis, trombosis, parto, secrecion gastrointestinal., como ejemplo del
caracter patolégico tenemos el proceso inflamatorio. Algunas categorias de farmacos
antiinflamatorios como los de tipo no esteroidal, basan sus efectos terapéuticos en el
bloqueo de la formacién de prostaglandinas (Goodman y Gilman, 1996). La biosintesis
de prostaglandinas puede llevarse a cabo en respuesta a diversos estimulos entre los
cuales estdn: estimulos de tipo mecanico, quimico, térmico o bacteriano, los cuales se
relacionan en forma directa con la aparicién de los signos y sintomas del proceso
inflamatorio. Un ejemplo de ello son las prostaglandinas PGE » y PGl -, cuya inyeccion
en la piel de seres humanos, ain en dosis muy pequefias, incrementa la sensibilidad de
los receptores al dolor (Ferreira, 1972). En el proceso de biosintesis de prostaglandinas,
sujeto a la disponibilidad del 4cido araquidénico este es liberado de los fosfolipidos de
la membrana celular por accién de las fosfolipasas, las cuales una vez activadas por
diversos estimulos y por la entrada de calcio a la célula hidrolizan los fosfolipidos de la
membrana produciendo la liberacién del dcido araquidénico, el cual posteriormente es
metabolizado en productos oxigenados por accién de las enzimas ciclooxigenasas y
lipooxigenasas (Goodman y Gilman, 1996). El resultado es la activacién directa de las
fosfolipasas (C, Az o ambas) o el incremento de las concentraciones citosélicas de calcio
que también activan las enzimas mencionadas (Smith, 1992) {figura 7). La biosintesis de
prostaglandinas, por otra parte, se lleva a cabo de manera gradual a través de un

complejo de enzimas microsémicas de amplia distribucién.

18



TABLA 6:Diversidad en los receptores de prostaglandina (PG) que modifican la
agregacion leucocitaria y el tono de mitsculo liso (Modificado de Goodman y Gilman,

1996).

Subtipo de receptor PG~ | Agregaci6n leucocitaria | Tono de miscule liso
DP -

EP, +

EP: —

EP 5 +/- +

FP ¥

Ip +

TP noplaquetario +

TP plaquetario +

1.3.4, Via Ciclooxigenasa.

En la ruta biosintética de las prostaglandinas, la primera enzima que interviene
es la denominada sintetasa del endoperéxido de prostaglandina o también conocida
como ciclooxigenasa de 4cido graso, de la cual existen dos isoformas (COX-1y COX-2)
(Smith, 1992). La primera se expresa en forma constitutiva en casi todas las células. La
segunda generalmente no existe o existe en pequeiias cantidades, pero puede ser
inducida por algunos factores séricos como citocinas y factores de crecimiento. Las
ciclooxigenasas poseen principalmente dos actividades. Una accién de sintetasa de
endoperéxido que oxigena y produce una estructura en anillo en el &cido graso
precursor no esterificado para la formacién de endoperéxido ciclico de PPG; Y una
segunda actividad de peroxidasa que transforma PGG; en PGH, (Hamber y col., 1974).
Las prostaglandinas G y H son quimicamente inestables sin embargo, la accidn
enzimdtica permite hacer posible su transformacién en diferentes prostaglandinas y
tromboxanos entre los cuales se incluyen : PGL, TXA; PGE; PGE, y PGD2 (
Samuelsson y col., 1975; Needleman y col, 1986; Sigal, 1991). También se han

identificado algunas isomerasas que intervienen en la biosintesis de las prostagladinas
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E: y D2 en algunos tejidos. Una 9- ceto reductasa cataliza la interconversién de
prostagladinas E: y Fxx. El endoperéxido PGH: también es metabolizado en dos
compuestos quimicamente inestables pero fuertemente activos. El tromboxano A:
(TXA;) es formado por la tromboxano sintasa; TXA: se degrada por mecanismo no
enzimético en tromboxano B: (TXB3) el cual es estable pero inactivo (TXBz). La PGL es
formada a partir de PGH; por la prostaciclina sintasa; es hidrolizada por mecanismos no
enzimdticos hasta la forma inactiva 6ceto-PGFy,. La mayoria de los tejidos poseen la
capacidad para sintetizar los productos intermedios PGG; y PGH: a partir del 4cido
araquidénico en forma libre, pero su biotransformacion, es variable en cada uno de ellos
dependiendo de la enzima que exista en &l, asi como de su abundancia relativa. Un
ejemplo de ello ocurre con el pulmén y el bazo, que tienen la capacidad para sintetizar
toda la gama de productos, a diferencia de ello, las plaquetas contienen tromboxano
sintasa, enzima principal que metaboliza PGH,, en tanto que las células del endotelio
contiene prostaciclina sintasa (Goodman y Gilman, 1996).

La ciclooxigenasa 1 (COX-1) ejerce su accién enzimatica principalmente a nivel
del reticulo endoplésmico, en tanto que la ciclooxigenasa 2 (COX-2) muestra cierta
predominancia alrededor del niicleo, con algunas sefiales de existencia a nivel de
citoplasma. In vivo, se ha demostrado que COX-2 puede ser sintetizada en tanto persista
el estimulo inflamatorio, aspecto que se ha corroborado plenamente en diferentes
modelos de inflamacién llevados a la practica (Rimarchin y col., 1994: Goodman y
Gilman, 1996) .
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|Acidos grasos esenciales de los alimentos J

|

Acido esterificado en lipides celulares como
fosfolipidos de la membrana celular,

Estimulos quimicos,
*+— mecAnicos.
Activacion de Ia fosfolipasa A;
u otra acilhidrolasa
v
Acido araguidénico
l——1 ipooxigenasa Ciclooxigenasa 1
= * y/o Ciclooxigenasa 2
HPETE
- PGG,
Leucotrienos
|PGH2 |
Tromboxano
Sintasa dc Isomcrasas sintetasa
prostaciclina
PGE; PGF,, PGD; I
TXB,

PGI,

FIGURA 7: Biosinlesis de los productos del dcido draquidénico via ciclooxigenasa. y
lipooxigenasa (Modificado de Goodman y Gilman, 1996).

1.3.5. Via Lipooxigenasa.
Por otra parte, teremos a las lipooxigenasas. Familia de enzimas citosélicas que
catalizan la oxigenacién de 4cidos grasos poliénicos para formar los hidroperéxidos

lipidos correspondientes (Sigal, 1991 ). La lipooxigenasa requiere de un sustrato con
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dos dobles ligaduras (cis), el 4cido araquidénico posee varias de estas dobles ligaduras
y es metabolizado hasta dar diversos productos con el grupo hidroperoxi en diferentes
posiciones. En relacién a los metabolitos de &cido araquidonico, éstos se denominan
acidos hidroperoxieicosatetraenoicos (HPETE). Las lipooxigenasas muestran una
especificidad particular que permite diferenciarlas en relacién a la forma de colocacién
del grupo hidroperoxi. Los tejidos se distinguen segiin el tipo de lipooxigenasas que
contienen, un ejemplo de ello son las plaquetas que sélo contienen 12- lipooxigenasa y
sintetizan 12-HPETE los cuales por otra parte, son intermediarios inestables anélogos a
PGG: o PGH; y son méas metabolizados por diversas enzimas (Goodman y Gilman
1996). La 5-lipooxigenasa es quizas la enzima de mayor importancia en el grupo ya que
permite la biosintesis de leucotrienos (LT) (Samuelsson y col., 1987; Sigal, 1991). El
dcido araquidénico es el precursor de las cuatro series de leucotrienos y el 4cido
5,8,11,14,17- eicosapentanoico de la quinta serie, o cual se explica en la figura 8. Una
vez que las células han sido activadas, aumenta el calcio intracelular, Ia 5- lipooxigenasa
entonces se liga a la proteina activadora (FLAP) (Sigal, 1991 ). Esta unién activa la
enzima, permitiendo que se una a la membrana celular e incremente la sintesis de 5-
HPETE y de leucotrienos. La leucotrieno sintasa A (LTA ) guarda relacién con la 5-
lipooxigenasa y estimula la redisposicién de 5 - HPETE hasta una forma de 5, 6, -
epéxido inestable denominada leucotrieno A; (LTA 4) (Borgeat y Samuelsson, 1979).
LTA, puede transformarse en leucotrieno Bs (LTBs) mediante LTA-hidrolasa. Otra de
las posibilidades es que también puede conjugarse con glutatién a través de la LTCq-
sintetasa, para formar LTC,; (Murphy y col, 1979). El LTB, es producido por la
eliminacién de 4cido glutimico partiendo de LTC, y LTEs y surge debido al
desdoblamiento y separacién de la glicina. La reincorporacién del acido glutdmico
produce el llamado LTF, (Samuelsson y col., 1987). En general, se acepta que una
mezcla de LTC; y LTDs constituyen la denominada substancia de reaccién lenta de la
anafilaxia (SRS-A).



Lipooxigenasa Acido araquidénico |ca®/aTP| 5-Lipooxigenasa
Citosolica
12-HPETE [FLAP |

5-Lipooxigenasa de la
+—— | membrana

12-HETE
| 5-HPETE |— | 5-HETE |
LTA Sintasa
LTA Hidrolasa
Leucotrieno Ay
Leucotrieno By LTA,
(LTB,) +

Leucotrieno C,

Sintasa
Dipeptidasa
I LTF, LTE, LTD, Leucotrieno Dy
r T LTD,
y-Glutamil y-Glutamil
Transpeptidasa Transpeptidasa

FIGURA 8: Biosintesis de los principales productos del acidoe araquidénico via
lipooxigenasa (Modificado de Goodman y Gilman, 1996).

1.4. Mediadores quimicos de origen plasmatico.

En el plasma existen tres sistemas proteinicos interrelacionados que producen
mediadores quimicos, estos son el sistema de las cininas, el sistema del complemento y
el sistema de la coagulacién de Ia sangre. La activacién de estos autacoides de accién
local, se lteva a cabo por diversos factores como lesiones tisulares, reacciones de alergia

e infecciones de tipo viral. Los efectos que producen son vasodilatacién, incremento de
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la permeabilidad vascular, sintesis de prostaglandinas y dolor (Pérez, 1987; Goodman y
Gilman, 1996).

1.4.1. El sistema de las cininas.

El sistema de las cininas estd integrado por una serie de proteinas (muchas de
ellas con actividad enzimética) que a través de una serie de reacciones a manera de
cascada, forman un niimero de pequefios péptidos con actividad vascular, las cininas.
Una lesién tisular modifica el endotelio de los vasos dejando expuesta a la colagena,
este hecho es suficiente para activar el factor XII conocido como factor Hageman, el cual
participa en la activacién del factor XI o factor de coagulacion, el sistema fibrinolitico
(activacién del plasminégeno) y la activacién de la precalicreina, esta dltima se
transforma en calicreina plasmatica y actiia como cininogenasa sobre los cininégenos de
alto peso molecular (HMW). La calicreina tisular actia sobre ambos cininégenos de alto
y de bajo peso molecular (HMW y LMW) liberandose de esta forma bradicinina y
calidina (Goodman y Gilman, 1996). La vida media de las cininas es muy breve debido
a la gran cantidad de cininasas en el plasma y los tejidos que las degradan a péptidos
inactivos {Proud y Kaplan, 1988). Los receptores de las cininas conocidos son: By y Bz
(Regoli y Barabé, 1980). Los receptores B; regulan las contracciones en el misculo liso
(Dray, 1993); efecto que se explica en situaciones como traumatismos, presién tisular,
inflamacién y estrés. En las células como los macréfagos inducen la produccién de
mediadores inflamatorios como la interleucina (IL- 1) y el factor de necrosis tumoral
(TNF). Los receptores B: ligan selectivamente bradicinina y calidina ¥ se encuentra en
casi todos los tejidos normales. Los receptores B; median la mayor parte de los efectos
producidos por la bradicinina y calidina en ausencia de inflamacién. Cuantitativamente
B2 es mayor que By en casi todos los tejidos, Los receptores B; modulan la contraccién del
misculo liso, producen vasodilatacién, incremento de la permeabilidad capilar,
promueven la migracién y acumulacién leucocitaria, generan dolor y estimulan la

sintesis de prostaglandinas (Dray, 1993; Goodman y Gilman, 1996).
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FIGURA 9: Activaciéon del sistema de cininas. El factor de Hageman (XII) actta sobre la
precalicreina para generar calicreina que a su vez, libera bradicinina a partir del
cininégeno de alto peso molecular (HMWK]}. La precalicreina y HMWK circulan en
forma de complejo. Diversas enzimas activan la procalicreina a calicreina histica que
libera lisil-bradicinina a partir del cinindgeno de bajo peso molecular ( Modificado de

Roitt, 1996).

1.4.2. El sistema del complemento.

El sistema del complemento también estd compuesto por una serie de 20
proteinas de las cuales por lo menos la mitad poseen actividad enzimatica y pueden ser
activadas por diferentes vias denominadas: via cldsica, via alternativa y via plaquetaria.
Las cuales a través de una serie de reacciones en cascada generan varios péptidos de
gran interés en la inflamacién aguda (Pérez, 1987). De este importante grupo de
proteinas, 11 se localizan en el plasma {de la proteina C1 a la proteina C9, By D). En
estado inactivo son solubles en agua, pere son moléculas s6lidas una vez adheridas a las
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membrtanas de los gérmenes agresores (Pérez, 1987; Guyton, 1997). Los péptidos con
actividad vascular son fragmentos de bajo peso molecular o anafilotoxinas derivadas de
C3 y C5 durante la activacién o desdobladas de sus respectivas fuentes por proteasas de
origen bacteriano e histico. C3 yC5 incrementan la permeabilidad vascular por

liberacién de histamina de los mastocitos.

1.4.3. Via cldsica.

El desarrollo del proceso inflamatorio es directamente influido por tos productos
del sistema del complemento, los cuales contribuyen de manera positiva a nivel local
incrementando el flujo sanguineo con la consecuente pérdida y coagulacién de
proteinas entre los tejidos. Evitando de esta manera un mayor desplazamiento de los
agentes agresores por los tejidos (Pérez, 1987). El mecanismo de activacién de la via
cldsica, el cual se explica en la figura 10, generalmente responde a reacciones del tipo
antigeno-anticuerpo generando un conjunto de reacciones en cascada que inician con la
activacién de la proenzima C1 y produciendo diversos productos al final, muchos de
ellos con efectos importantes que permiten combatir a los microorganismos invasores o
toxinas y disminuir el dafio que éstos generan (Pérez, 1987). Algunos de los efectos mas
importantes que producen son:

a) opsonizacién y fagocitosis por accién de los neutréfilos y macréfagos.

b) lisis a través del complejo litico designado como C5b6789, con accién directa
sobre las membranas celulares bacterianas.

¢) aglutinacién por adhesién de microorganismos entre si.

d) neutralizacién viral por accién de las enzimas del complemento.

) quimiotaxis por accién del fragmento C5 que produce migracién de neutréfilos
y macréfagos.

e) activacién de mastocitos y baséfilos que liberan histamina.

f) efectos inflamatorios locales que incrementan el flujo sanguineo, pérdida de
proteinas por los capilares y coagulacion, Evitando de esta forma el desplazamiento de

los microorganismos agresores por los tejidos (Pérez, 1987; Rojas, 1996).
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1.4.4. Via alternativa.

La via alternativa del sistema del complemento, cuyo mecanismo de activacién
se muestra en la figura 10, generalmente se lleva a cabo debido a la interaccién entre
moléculas de polisacdridos de gran tamafio con las membranas celulares de algunos
microorganismos invasores de tipo bacteriano, complejos inmunes y algunas toxinas,
los cuales son capaces de generar lesién en los tejidos e influir en la permeabilidad
vascular del proceso inflamatorio agudo (Pérez, 1987). La interaccién de moléculas de
gran tamaito como los fosfolipidos de las membranas de microorganismos extrafios con
los factores B y D del sistema del complemento, genera ia activacién de C3,
produciendo una reaccién en cascada y formando productos finales que al igual que en
la via clasica es evidente que contribuyen en la respuesta inflamatoria (Pérez, 1987;

Guyton,1997).
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FIGURA 10: El esquema muestra el mecanismo de activacién de la via clasica y
via alternativa del sistema del complemento. El C3 constituye el denominado nicleo
de activacién. De C5 a C9 son integradas a la unidad de ataque que generan la
perforacién de la membrana y producen en consecuencia lisis de la célula o del
agente agresor (Modificado de Rojas, 1996).

1.4.5. Via plaquetaria.

Una tercera forma de activar el sistema del complemento es a través de la via

plaquetaria. La via plaquetaria es la de mas reciente descubrimiento y ostenta una

gran importancia en funcién de que actia como un mecanismo acelerador de la

coagulacién liberando mediadores quimicos contenidos en las plaquetas, que

intervienen en el proceso inflamatorio agudo. El sistema de coagulacién puede
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producir lesiones de dimensiones catastroficas en los tejidos. Un ejemplo tipico de ello
es la reacci6n de Arthus, en la cual se produce la ruptura de la pared de arterias y
venas, provocando la infiltracién de células inflamatorias en una regién del organismo
particularmente localizada. La lesién se acompafia en forma inmediata de trombosis y
oclusién completa de la circulacion que traen como consecuencia isquemia y muerte del
tejido a nivel local (Pérez, 1987). La activacién de la via plaquetaria genera trombina, la
cual se une a las plaquetas formando un complejo trombina-plaqueta con actividad de
esterasa. El complejo achia sobre el factor C3, que a su vez actiia sobre el factor G5, y asi
en forma sucesiva hasta llegar al factor C9. El proceso genera lesién en las plaquetas,
que en respuesta, liberan otros factores de coagulacién, contribuyendo de este modo en

el proceso inflamatorio.

1.5. Firmacos antiinflamatorios.

Ya hemos sefialado la importancia del proceso inflamatorio como un mecanismo
de defensa del organismo ante la existencia de alguna lesién o infeccién. Sin embargo,
también es cierto que bajo alguras circunstancias, la misma respuesta inflamatoria
puede prolongarse de manera excesiva hasta convertirse en un proceso altamente
nocivo y/o permanecer en un estado crénico degenerativo como sucede con algunas
enfermedades del tipo de la artritis reumatoide y de la tuberculosis. En estos casos, es
necesario recurrir a tratamientos de mayor efectividad, lo cual se logra a través del uso
de farmacos antiinflamatorios no esteroidales o esteroidales segiin los requerimientos
del caso. A continuacién hemos considerado algunos de estos farmacos tomando como
punto de referencia la importancia comercial asi como los dafios secundarios que

producen al ser utilizados en muchos casos en forma indiscriminada.

1.5.1. Farmacos antiinflamatorios no esteroidales.

Los antiinflamatorios incluidos en esta categoria, generalmente son considerados
también como analgésicos y antipiréticos. Este grupo de farmacos antiinflamatorios
abarca una gran diversidad de compuestos con escasa relacién quimica entre si (aunque

casi todos son 4cidos orgénicos); no obstante lo anterior, comparten algunas de las
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actividades terapéuticas y efectos colaterales. El compuesto prototipo de este grupo es el
4cido acetilsalicilico {aspirina), y en algunos sefialamientos se les menciona también
como farmacos similares a aspirina. El término més utilizado, sin embargo, es el de
antiinflamatorios no esteroidales (Goodman y Gilman, 1996), y es el que adoptamos en
la redacci6n de este texto. Algunos de los antiinflamatorios més destacados en este
grupo de firmacos son: el Ibuprofén, Indometacina, Acido acetil salicilico, Naproxén,
Diclofenac, Keterolac y Oxicam. Las estructuras quimicas de algunos de ellos se

muestran en la figura 11 (Goodman y Gilman, 1996).
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FIGURA 11: Estructura quimica de algunos farmacos antiinflamatorios no esteroidales.

a) indometacina, b) diclofenac, ¢) ibuprofeno, d) naproxeno (Goodman y Gilman, 1996).

El mecanismo de accién de este grupo de antiinflamatorios radica, de manera
fundamental, en que inhiben en forma no selectiva las actividades de la ciclooxigenasa 1
(COX-1) y la ciclooxigenasa 2 (COX-2). Las ciclooxigenasas son las enzimas encargadas

de convertir el 4cido araquidénico en los precursores de las prostaglandinas, por lo
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consiguiente, los aniinflamatorios no estercidales también inhiben la biosintesis de
prostaglandinas (PGEz PGF;, PGD2), tromboxanos y prostaciclinas ademas de inhibir
también la migracién de leucocitos y macréfagos al sitio lesionado. Este tipo de
antiinflamatorios, sin embargo, no inhiben la formacién de leucotrienos, los cuales
también juegan un papel importante durante el desarrollo del proceso inflamatorio
{Goodman y Gilman, 1996).

Otro de los aspectos que comparten todos los antiinflamatorios no esteroidales
son los efectos indeseables. El daiic mis frecuente que producen es la generacion de
tlcera gastrica o intestinal, la cual en algunos casos suele acompariarse de anemia
secundaria generalmente debido a la pérdida de sangre. Otros de los efectos colaterales
que producen, son la generacién de disturbios en la funcién plaquetaria al reducir el
flujo sanguineo renal y la tasa de filtracién glomerular en pacientes con padecimientos
de insuficiencia cardiaca congestiva o cirrosis hepitica. También estimulan la retencién
de sodio y agua, la cual en ocasiones termina en formacién de edema {(Goodman y
Gilman, 1993). Como podemos observar, la importancia de este grupo de firmacos
antiinflamatorios estd fuera de toda discusién al ofrecer un caudal de beneficios
terapéuticos que contrarrestan algunos de los signos y sintomas mds importantes del
proceso inflamatorio, sin embargo, tampoco se pueden ignorar los numerosos y
frecuentes efectos secundarios que producen, los cuales en muchas ocasiones inducen
de manera obligada al abandono de los tratamientos o, en otros casos, al planteamiento
de modificaciones sobre los mismos de tal modo que permitan la bisqueda de nuevas
alternativas para el tratamiento de este tipo de males y, sobre todo, que disminuyan los
tiesgos de dafios secundarios en el tratamiento de los problemas que involucran estados

inflamatorios.

1.6. Firmacos antiinflamatorios de tipo esteroidal,

El grupo de farmacos antiinflamatorios de tipo esteroidal, cuya estructura
quimica de algunos se muestra en la figura 12, incluye una gran diversidad de
productos farmacéuticos entre los cuales encontramos que los de uso més frecuente
incluyen: dexamelasona, cortisona, hidrocortisona, prednisona y prednisolona. El
mecanismo de accitn de estos fdrmacos antiinflamatorios radica fundamentalmente en
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su gran capacidad para inhibir los fenémenos de tipo vascular como la vasodilatacién y
el incremento de la permeabilidad vascular, la diapédesis y la quimiotaxis. Otros de los
efectos que muestran son la capacidad para disminuir o incrementar el dafo tisular
dependiendo de la naturaleza del agente causal asi como de la intensidad del proceso
inflamatorio. También estimulan la sintesis de lipocortina, proteina que inhibe las
actividades de la fosfolipasa Az disminuyendo en consecuencia la liberacién de acido
araquidénico y la sintesis de sus metabolitos: prostaglandinas, leucotrienos, y
tromboxanos. Otro de los efectos que muestran es la capacidad para inhibir la
transcripcién de las citocinas: (IL-1, IL-3, IL.-4, IL-5, IL-8) y el factor de necrosis tumoral
(TNF), lo cual trae como consecuencia una disminucién en la expresién de moléculas de
adhesi6n de las células endoteliales. En forma directa, se ha podido observar que
también inhiben la expresién de moléculas como ICAM-1 y E-Selectinas (Barnes, 1993).
como podemos observar, la importancia de este grupo de farmacos antiinflamatorios
también se encuentra fuera de toda discusién considerando la amplia gama de efectos
que producen y que en cierta forma se traducen en una disminucién de los sintomas del
proceso inflamalorio, lo cual sin embargo, no evita de ninguna manera la gran cantidad
de efectos colaterales que se producen ante la supresién de los firmacos y sobre todo
ante el uso continuo de elevadas dosis.

En relacién a los efectos indeseables que generan este tipo de antiinflamatorios se
ha observado que la toxicidad que los caracteriza obedece generalmente a efectos
inmediatos de la supresién de los fArmacos y/o al uso continuo de grandes dosis. Suele
presentarse un sindrome caracteristico debido al retiro de corticoesteroides el cual se
manifiesta en la presencia de fiebre, mialgia, artralgia y malestar general con algunos
casos raros donde se presenta pseudotumor cerebral con papiledema (Levine y
Leopold, 1973). Otros de los dafios observados van desde un incremento de la
susceptibilidad a infecciones en general hasta la formacién de tlcera péptica, miopatia,
nervicsismo, insomnio, cambios en el estado de Animo, formacién de cataratas
capsulares posteriores en nifios, osteoporosis y fracturas vertebrales generalmente
producidas por compresi6n, ademds de inhibicién del crecimiento en nifios (Goodman
y Gilman, 1996).
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FIGURA 12: Estructura quimica de algunos farmacos antiinflamatorios estercidales: a)

cortisona, b) dexametasona, ¢) hidrocortisona, d) prednisona. (Bowman y Rard, 1984).
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2. Medicina tradicional.

La biisqueda permanente de nuevos firmacos capaces de ofrecer una mejor
accidn terapéutica y que simultdneamente permitan disminuir los efectos secundarios
nocivos, sin duda demanda un esfuerzo de investigacién constante, los resultados que
se obtienen sin emﬁargo, no siempre son los més alentadores. El caso particular de los
firmacos antiinﬂamatorios no son la excepcién de la regla, la mayoria de estos formacos
han sido sintetizados tomando como base la estructura quimica de algunos
preexistentes. Esto ha generado una proliferacion de antiinflamatorios con escasas
diferencias farmacolégicas, que en muchos casos da como resultado que también
comparten los mismos efectos secundarios, por lo cual consideramos que las plantas
constituyen una fuente de singular importancia y un enorme recurso para la bisqueda
de nuevas alternativas de antiinflamatorios. La medicina tradicional popular mexicana
es un buen ejemplo de la importancia de las plantas; el valor y aceptacién que
manifiestan como recurso terdpéutico en amplios segmentos de la poblacion, para el
tratamiento de un gran ndmero de enfermedades de origen diverso, estd demostrado
sobremanera en funcién de la practica generalizada de los recursos vegetales como una
alternativa medicinal.

En relacion a las plantas que son utilizadas para el tratamiento de padecimientos
inflamatorios en México, podemos decir que existe una gran variedad de plantas que
son utilizadas con esta finalidad. A continuacién solo por mencionar algunos ejemplos,
sefialamos algunas de las mas destacadas tomando como referencia la recomendacién
que de ellas hace la medicina tradicional popular: capulin (Cerasts capuli), linaza (Linum
usitassimum), almendra dulce (Prunus amigdalus), llantén (Plintago major), malva (Malva
silvestris), diente de le6n (Taraxacum officinale), y la gran mayoria de las especies de Aloe
(Martinez, 1961; Diaz, 1976; Argueta y col., 1994).

Para la realizacion de este trabajo se utilizé6 como sujeto de estudio al arbusto
Calea zacatechichi (figura 13), especie conocida comtinmente como “prodigiosa” y
recomendada por la medicina tradicional popular, por sus efectos como analgésico,
antiinflamatorio y antipirético, en algunos padecimientos que involucran estados

inflamatorios de origen diverse, de los cuales hablaremos més adelante.




3. Descripcion botdnica,

C. zacatechichi, t;jémplar que se muestra en [a }igura 13, es un -arbusto de aspecto
muy ramificado que llega a alcanzar hasta tres metros de altura. Presenta hojas opuestas
y sencillas de forma oval y puntiaguda con una longitud de 3-4 cm por 2-3 cm de ancho,
la textura de sus hojas es arrugada y pubescente con bordes festoneados, sus flores se
presentan agrupadas en capitulos cimosos, cada uno de aproximadamente 5 cm de
didmetro, sus flores marginales presentan forma lingulada y son de color blanco, las
flores centrales presentan forma tubular y son de color amarillo, presentan involucro de
fon.na acampanada con varias series de bracteas, las exteriores son mds cortas, los frutos
son aquenios de 4 6 5 aristas con un vilano con escamas recortadas. Florece en el mes de

Septiembre (Martinez, 1961; Diaz, 1976 ; Argueta y col., 1994).

FIGURA 13: C. zacatechichi.
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3.1. Sinonimia popular.

En algunos Estados de la Republica Mexicana, C. zacatechichi es conocida
popularmente con diferentes nombres segiin la regién o el Estado. A continuacién
sefialamos algunos de los nombres comunes més utilizados por la poblacién en general:
en Morelos se le conoce como “ahuapatli” y “prodigiosa”, en Chiapas se le conoce como
“chalhamal”, “tzeital” y “hierba amarga”, en Michoac4n se conoce como “prodigiosa”,
en Jalisco se le nombra “simonillo”, en Yucatan se le llama “tzikin” y en Oaxaca se le

conoce con el nombre de “zacate de perro” (Argueta y col., 1994).

TABLA 7: Taxonomia de C. zacatechichi.

Familia Compositae/ Asteraceae
Género Calea

Especie zacatechichi

Nombre Cientifico . Caleq zacatechichi (Schlecht.)

3.2. Disfribucion geografica.

C. zacatechichi es una planta originaria de México. Su distribucién geografica
incluye diversos Estados de la Repiiblica que abarcan desde Ia Peninsula de Yucatan,
hasta los Estados de Morelos, Puebla, Veracruz, Oaxaca y San Luis Potosi. Su habitat
incluye principalmente aquellas regiones del pais que presentan climas calidos y se
encuentra generalmente asociada con la selva baja caducifolia, bosques de encinos,

pastizales y vegetacion secundaria y matorrales (Argueta y col., 1994).

3.3. Usos medicinales.

En la medicina tradicional popular, C. zacafechichi se utiliza para el tratamiento
de una gran diversidad de malestares y/o enfermedades, entre las cuales encontramos
algunos padecimientos que involucran estados inflamatorios cuyo origen es diverso,

algunos de los cuales seftalamos a continuacién en la tabla 8 (Martinez, 1961; Diaz,
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1976; Argueta y col., 1994).

TABLA 8: Usos principales de Calea zacatechichi en la medicina tradicional popular.
(Martinez, 1961; Diaz, 1976; Argueta y col., 1994).

Para el tratamiento de. Forma de administracién. | Parte utilizada de la planta
Inflamacion de vesicula infusién hojas, flores
Inflamacién de apéndice Cocimiento hojas, ramas
Reduccién de fiebre Infusién Hojas ¢/sin flor
Astringente Infusién Hojas
Mejorar apetito Infusién Hojas- flor
Expulsién de bilis derramada | Cocimiento Hojas
Ictericia Cocimiento Hojas y ramas
Problemas de est6mago Infusién Hojas
Célicos abdominales Infusién Hojas
Diarreas Infusién Hojas ¢/sin flores

Ademds de los usos senalados, existe el reporte que los indios chontales utilizan
a C. zacafechichi para obtener mensajes divinos durante el suefio (Mayagoitia y col.,
1986), es decir dentro de las enfermedades consideradas en los sindromes de filiacion

cuitural. En algunas regiones, se utiliza la planta como antidiabético (Roman, 1992).

3.5. Composicién quimica.

Estudios realizados en el Centro de Investigacién y de Estudios Avanzados
(CINVESTAV) del IPN y el Instituto de Quimica de la UNAM, sefialan que las partes

aéreas de C. zacafechichi contienen una gran diversidad de compuestos, algunos de los
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mis destacados son mencionados a continuacion: sesquiterpenos, caleinas A, B, C, D,
E y FR, los sesquiterpenos 1-B, 2-C, 2-D, 3-A, y 3-B, dos derivados de la
atripleciolida, el acetil de erioflorina, dihidro-germacreno D, los acetoxi y oxo-
zacatechinélida, la sexbrevina, los flavonoides acacetina y sus derivados metilados, la
hidroxi-dimetoxi-flavona dimetil-eter-apigenina, algunos esteroles como mastenol y
estigmastadienol ademds de los triterpenos escualeno y el acetato de taraxerol
(Martinez, 1961; Diaz, 1976; Argueta y col, 1994).

Otros informes establecen que en la raiz de C. zacafechichi, se encuentran
compuestos como: los monoterpenos cimenol, timol e isobutiratos correspondientes,
ademds de un aceite esencial, un principio amargo de funcién glucosidica, tanino y
dcido succinico, entre otros. También se han aislado los sesquilerpenos calaxina,
ciliarina, acaceti o metil- acacetina, sexbrevina y varios anédlogos de budleina A,
neurolenina B y caleina calecromenus A y B. Las caleicinas I y II y I-betaacetoxi-
zacatechindlido (Martinez, 1961; Diaz, 1976 ; Argueta y col., 1994).

Por otra parte, encontramos que estudios mas recientes de la planta reportan la
existencia de diversos compuestos en el extracto etanélico de las hojas de C. zacafechichi.
Entre los compuestos quimicos de mayor interés para este trabajo, enconlramos algunas
sesquiterpenlactonas de los grupos: eudesmandélidos, germacranélidos, isoheleninas y
partenélidos. Grupos de sesquiterpenlactonas cuyas estructuras se presentan en la
figura 14, todos ellos componentes de gran interés, debido a que son compuestos
relacionados con actividad antiinflamatoria, algunos de ellos ya probades en algunos

modelos experimentales (Bork y col., 1997).



FIGURA 14: Estructura quimica de algunas sesquiterpenlactonas de los grupos: a)

eudesmanélidos, b) germacranélidos, c) partenslidos, d) isoheleninas (Modificado de
Domingues, 1979).
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II. ANTECEDENTES.
Calea zacatechichi.

En el contexto de la medicina tradicional popular, algunos de los primeros
antecedentes que encontramos de C. zacatechichi datan del siglo XVI. Martin de la Cruz
es una de las primeras personas en mencionar las bondades de este arbusto utilizandolo
en forma de aperitivo. Francisco Hernandez relata que el uso del jugo de C. zacatechichi
mezclado con otra planta y espesado con miel, utilizindolo en forma de emplasto sobre
el bazo obstruido, provoca que la obstruccién se abra y se arrojen los humores negros
y atrabiliosos. En el siglo XIX, se mencion6 que la planta fue utilizada como ténico
amargo ofreciendo buenos resultados; y a finales del mismo siglo, C. zacatechichi gozé
de cierta fama para contrarrestar las calenturas palustres y se recomendaba adem4s por
sus efectos astringentes. Ya en pleno siglo XX, Alfonso Herrera senal6 algunas
caracteristicas de la planta estableciendo que no presentaba toxicidad pero si producia
efectos purgantes, reducia las calenturas pero no curaba el paludismo. Mas adelante,
Maximino Martinez consigna la planta con efectos de aperitivo, antipirético y
astringente. Luis Cabrera cita a C. zacatechichi con efectos antidiarreicos. La Sociedad
Farmacéutica de México la menciona como aperitivo. Shultes y Hoffman reportan que
C. zacatechichi presenta efectos como alucindgeno, antidiarreico, antipalidico, aperitivo
e insecticida (Martinez, 1961; Diaz, 1976; Argueta y col., 1994). Finalmente, en la
medicina tradicional actual se reporta a C. zacatechichi como qtil para el tratamiento de
diversas enfermedades que involucran padecimientos de tipo inflamatorio

particularmente de la vesicula biliar, higado y apéndice.
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I11. OBJETIVO.
1.1. Objetivo General.

Estudiar si el extracto acuoso de las hojas de C. zacatechichi tiene efecto

antiinflamatorio en modelos experimentales de inflamacién en animales
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IV. MATERIAL Y METODOS.
1.1. Materiales.
En el desarrollo de este trabajo se utiliz6: carragenina (Sigma Chemical Co.),
dexametasona (Merck-Sharp), indometacina (Sigma Chemical Co.), heparina (Sigma St
Louis, M O), albiimina sérica bovina (Sigma Chemical Co.); el resto de los reactivos en

general fueron de calidad reactivo analitico (Merck).

1.1.1. Material bioldgico.

Se utilizaron ratas Wistar machos de 250-300 g de peso corporal, los cuales se
mantuvieron en cautiverio bajo un régimen de dieta estindar con toma libre de agua.
También se utilizaron ratones machos de la cepa CDI de 20-25 g de peso corporal, los

cuales se mantuvieron en las mismas condiciones sefialadas anteriormente.

2. Adquisicidn de la planta .

La muestra de C. zacatechichi para el desarrollo del trabajo experimental asi como
los ejemplares que se depositaron en el Herbario de la E.N.E.P. Iztacala de la U.N.A.M.
con el nimero de registro 26901, se adquirieron en el mes de marzo de 1998 en el
“Mercado Sonora”, establecimiento especializado en plantas medicinales y principal
abastecedor de las mismas en la Ciudad de México, Distrito Federal. La identificacion
de la planta se llevé a cabo en el Herbario de la E.N.E.P. Iztacala de la UN.A.M. Las
condiciones de las plantas con las cuales se realizé el trabajo, fueron en estado seco, con

presencia de flores y semillas.

3. Preparaci6n del extracto acuoso.

1) Se separaron las hojas secas de C. zacatechichi, se pesaron y se pusieron en agua
destilada a ebullicién, se mantuvieron hirviendo durante 10 minutos. La proporcién fue
de 1 g de hojas por 20 mL de agua.

2) Para eliminar los restos de material vegetal el extracto se filtré y después se colocé en
un vaso de precipitado previamente pesado, posteriormente se sometié a un proceso de

secado en horno a una temperatura de 60°C durante 24 horas, aproximadamente.
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3) Luego se determiné el peso del extracto seco (3000 mg), y se resuspendié en 50 mL de
solucién salina estéril {Abbot) (concentracién final 60 mg/mi).
4) El pH se ajusté a 7.4 con gotas de solucién de NaOH 1 N, y se guardé en viales

manteniéndose a temperatura de congelacion hasta el momento de utilizarse.

4. Reacciones de identificacion fitoquimica.

Una vez que se obtuvo el extracto acuoso de las hojas de C. zacatechichi, se
realizaron pruebas preliminares de identificacién fitoquimica (Dominguez, 1979), para
detectar la presencia de compuestos con posible actividad antiinflamatoria. Las pruebas
que se llevaron a cabo fueron (ver anexo) :

1) Alcaloides: Reaccién de Mayer.

2) Coumarinas: tratamiento con H:SO; y luz ultavioleta.

3) Esteroles: Reaccién de Salkowsky.

4) Flavonoides: Reaccién de Shinoda.

S) Sesquiterpenlactonas: con el reactivo de Baljet (Revisar anexo}.

5. Investigacion de la actividad antiinflamatoria.
5.1. Formacién de edema en las exiremidades posteriores de la rata, por
administracién de carragenina (Tratamientos por via intraperitoneal).

1)-Se formaron al azar 4 grupos de ratas Wistar machos de 250-300 g de peso, a
los cuales se les administraron los siguientes tratamientos por via intraperitoneal.
Grupo 1) Solucién salina al 0.9 %.

Grupo 2) Indometacina (Merck-Sharp & Dohme) 10 mg/kg de peso.
Grupo 3) Extracto acuoso de C. zacatechichi 10 mg/kg de peso.
Grupo 4) Extracto acuoso de C. zacatechichi 100 mg/kg de peso.

Una hora después de administrados los diferentes tratamientos, se aplicé 0.1 mL
de carragenina al 1%, preparada con solucién salina estéril al 0.9 %, en una de las
extremidades posteriores de los animales en la region de la aponeurosis plantar. En la
otra extremidad se aplic6 un volumen igual de solucién salina estéril al 0.9 %.

Posteriormente, se procedi6 a obtener un registro durante el curso temporal de ta
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formacién de edema a través del incremento del volumen en las extremidades tratadas
durante cuafre horas. Las mediciones se hicieron a intervalos de una hora, siguiendo el
método de desplazamiento del mercurio propuesto por Van Arman y col. el cual
consiste en medir la presién que ejerce el desplazamiento del mercurio en una
columna, al ser introducidas las extremidades tratadas con carragenina (inflamacién) y
solucién salina (control). La columna de mercurio se encuentra conectada a un
transductor de presion P-1000 A, a su vez interconectado a un amplificador y un
sistema de registro, en este caso un fisiégrafo de mesa Mod. DMP4B (Narco Bio
Systems). La diferencia de volumen registrada entre las dos extremidades posteriores a
las cuales se administré carragenina y solucién salina, respectivamente, se considerd
como el edema producido por la carragenina y se expresé en pL. (Van Arman y col,

1965).

5. 2. Formacién de edema en las extremidades posteriores de la rata, por
administracién de carragenina (Tratamientos por via oral).

1)- Se formaron al azar 4 grupos de ratas Wistar machos de 250-300 g de peso, a
los cuales se les administraron los siguientes tratamientos por via oral.

Grupo 1) Solucién salina al 0.9 %.

Grupo 2) Indometacina (Merck-Sharp & Dohme) 10 mg/kg de peso.
Grupo 3) Extracto acuoso de C. zacatechichi 10 mg/kg de peso.
Grupo 4) Extracto acuoso de C. zacatechichi 100 mg/ kg de peso.

Una hora después de administrados los diferentes tratamientos, se aplicé 0.1 mL
de carragenina al 1%, preparada con solucién salina estéril al 0.9 %, en una de las
extremidades posteriores de los animales en la regién de [a aponeurosis plantar. En la
otra extremidad se aplicé un volumen igual de solucién salina estéril al 0.9 %,
Posteriormente, se procedi6é a obtener un registro durante el curso temporal de la
formacién de edema a través del incremento del volumen en las extremidades tratadas
durante cuatro horas. Las mediciones se hicieron a intervalos de una hora, siguiendo el
método de desplazamiel;to del mercurio propuesto por Van Arman y col. el cual

consiste en medir la presién que ejerce el desplazamiento del mercurio en una
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columna, al ser introducidas las extremidades tratadas con carragenina (inflamaci6n) y
solucién salina (control). La columna de mercurioc se encuentra conectada a un
transductor de presion P-1000 A, a su vez interconectado a un amplificador y un
sistema de registro, en este caso un fisiégrafo Mod. DMP-4B (Narco Bio Systems). La
diferencia de volumen registrada entre las dos extremidades posteriores a las cuales se
administré carragenina y solucién salina respectivamente, se consideré como el edema

producido por la carragenina y se expresé pL (Van Arman y col., 1965).

5. 3. Migracién celular a la cavidad peritoneal, por administracion de carragenina
(Tratamientos por via intraperitoneal).

1) Se formaron al azar 4 grupos de ratas Wistar machos de 250-300 g de peso corporal, a
los cuales se les administraron los siguientes tratamientos por via i.p.

Grupo 1) 1 mL de solucién salina estéril al 0.9%.

Grupo 2) indometacina 10 mg/kg de peso.

Grupo 3) Extracto acuoso de C. zacatechichi 10 mg/kg de peso.

Grupo 4) Extracto acuoso de C. zacatechichi 100 mg/kg de peso.

2) Una hora después de aplicados los tratamientos, se aplicaron 3 mL de carragenina
(100 pg/mL, preparada en soluci6n salina estéril al 0.9 %) por via i.p.

3) Después de 4 horas las ratas se sacrificaron por dislocacién cervical, se les lavé la
cavidad peritoneal con 10 mL de solucién salina amortiguada con fosfatos (PBS), pH
74, conteniendo 5 U/mL de heparina y 5% de albimina sérica bovina, y se aplicé
masaje en la regién abdominal por espacio de dos minutos, aproximadamente.

4) Del liquido peritoneal de c/u de los animales, se recuperaron 5 mL de liquido, se
tomaron muestras de 20 pL que fueron diluidos en 400 pL de violeta de genciana en
acido acético, para la cuenta total de leucocitos en la cdmara de Neubauer .

5} El volumen restante del lavado peritoneal se centrifugé por 3 minutos a 1500 rpm; se
decanté el sobrenadante y el sedimento se resuspendié en 0.4 ml de la solucién de
seroalbimina al 3 % .

6) De esta suspensi6n se aplicaron 1 y 2 gotas, respectivamente, sobre portaobjetos

cubiertos con papel filtro que fueron dejados secar a temperatura ambiente durante
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aproximadamente 30 horas.

7) Una vez que los portaobjetos estuvieron secos se tifieron sumergiéndolos por 5
minutos en colorante de Wright y lavandolos por 3 minutos en agua corriente.

8) En los portaobjetos asi preparados, se hizo la cuenta diferencial de células blancas de
acuerdo con el método propuesto por Souza y Ferreira, 1985, que consiste en registrar el
nimero de neutréfilos entre los diferentes grupos de leucocitos para obtener la

migracién celular hacia la cavidad peritoneal.

5. 4. Migracién celular a la cavidad peritoneal, por administracion de carragenina
(Tratamientos Per via oral).

1) Se formaron al azar 4 grupos de ratas Wistar machos de 250-300 g de peso corporal, a
los cuales se les administraron los siguientes tratamientos por via oral.

Grupo 1) 1 mL de solucién salina estéril al 0.9%.

Grupo 2) Dexametasona 1 mg/ kg de peso.

Grupo 3) Extracto acuoso de C. zacatechichi 10 mg/kg de peso.

Grupo 4) Extracto acuoso de C. zacatechichi 100 mg/ kg de peso.

2) Una hora después de aplicados los tratamientos, se aplicaron 3 mL de carragenina
{100 pg/mL, preparada en solucién salina estéril al 0.9 %), por via i.p.

3) Después de 4 horas las ratas se sacrificaron por dislocacién cervical, se les lavé la
cavidad peritoneal con 10 mL de solucién salina amortiguada con fosfatos (PBS), pH
7.4, conteniendo 5 U/mL de heparina y 5% de albiimina sérica bovina, y se aplic6
masaje en la regi6n abdominal por espacio de dos minulos, aproximadamente.

4) De la cavidad peritoneal de c/u de los animales se recuperaron 5 mL de liquido, se
tomaron muestras de 20 uL que se diluyeron en 400 uL de violeta de genciana en 4cido
acético, para la cuenta total de leucocitos en la cdmara de Neubauer .

3) El volumen restante del lavado peritoneal se centrifugé por 3 minutos a 1500 rpm; se
decant6 el sobrenadante y el sedimento se resuspendié en 0.4 ml de la solucién de
seroalbimina al 3 % .

6) De esta suspension se aplicaron 1y 2 gotas respectivamente sobre portacbjetos

cubiertos con papel filtro que se dejaron secar a temperatura ambiente durante
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aproximadamente 30 horas.

7) Una vez que los portaobjetos estuvieron secos se tifieron sumergiéndolos por 5
minutos en colorante de Wright y laviandolos por 3 minutos en agua corriente.

8) En los portaobjetos asi preparados, se hizo la cuenta diferencial de células blancas de
acuerdo con el método propuesto por Souza y Ferreira, 1985, que consiste en registrar el
nimero de neutréfilos entre los diferentes grupos de leucocitos para obtener la

migracién celular hacia la cavidad peritoneal.

5. 5. Prueba de contorsi6n en ratones (Tratamientos por via intraperitoneal).

1)- Se formaron al azar 5 grupos de ratones machos de la cepa CD1, de 20-25 g de peso
corporal, a los cuales se les administraron los siguientes tratamientos por via i.p.

Grupo 1) Solucién salina estéril.

Grupo 2) Indometacina 10 mg/kg de peso.

Grupo 3) Extracto acuoso de C. zacatechichi 1 mg/kg de peso.

Grupo 4) Extracto acuoso de C. zacatechichi 10 mg/kg de peso.

Grupo 5) Extracto acuoso de C. zacatechicli 100 mg/kg de peso

2} Después de transcurridos 30 minutos, se adminisiraron a cada animal por via i.p. 60
mg de acido acético/kg de peso corporal de una solucién al 0.6%. Por ser el 4cido
acético un compuesto irritante, el propésito de esta operacién fue inducir dolor, uno de
los sintomas que acompafian al proceso inflamatorio. Como muestra evidente de dolor
el animal exhibe “contorsiones” (Bowman y Rand, 1984), las cuales consisten en
comprimir la zona del abdomen contra la supetficie de la mesa proyectando al mismo
tiempo las patas traseras hacia atras.

3) Una vez administrado el 4cido acético, se procedié a contar el nimero de

contorsiones, a intervalos de 2 minutos durante un periodo de 20 minutos.

5.6. Prueba de contorsién en ratones (Tratamientos por via oral).
1)- Se formaron al azar 5 grupos de ratones machos de la cepa CD1, de 20-25 g de peso
corporal, a los cuales se les administraron los siguientes tratamientos por via oral,

Grupo 1) Solucién salina estéril.
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Grupo 2) Indometacina 10 mg/kg de peso.

Grupo 3) Extracto acuoso de C. zacatechichi 1 mg/kg de peso.

Grupo 4) Extracto acuoso de C. zacatechichi 10 mg/kg de peso.

Grupo 5) Extracto acuoso de C. zacatechichi 100 mg/kg de peso

2) Después de transcurridos 30 minutos, se administraron a cada animal por via i.p. 60
mg de acido acético/kg de peso corporal de una solucién al 0.6 %. Por ser el 4cido
acético un compuesto irritante, el propésito de esta operacién fue inducir dolor, uno de
los sintomas que acompafan al proceso inflamatorio. Como muestra evidente de dolor
el animal exhibe “contorsiones” (Bowman y Rand, 1984), las cuales consisten en
comprimir la zona del abdomen contra la superficie de la mesa proyectando al mismo
tiempo las patas traseras hacia atras.

3) Una vez administrado el dcido acético, se procedié a contar el nimero de

contorsiones, a intervalos de 2 minutos durante un periodo de 20 minutos.

V. Anilisis estadistico.

Los resultados obtenidos de todos los experimentos se somelieron a un
tratamiento estadistico en el cual se obtuvo la media de cada uno de los grupos y el
error estindar de la media. Para determinar la significancia entre los tratamientos

aplicados se utilizé la prueba de "t de Student" para una * P < de 0.05.
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VI. RESULTADOS.

1. Reacciones de identificacion fitoquimica.

En relacion a las pruebas de reconocimiento de metabolitos secundarios que se
Hevaron a cabo sobre el extracto acuoso de C. zacatechichi, para detectar algunos de los
componentes quimicos de interés para el desarrollo de este trabajo, se encontraron
diversas clases de compuestos que son sefialados en la tabla 9, algunos de los cuales han
sido reconocidos y se insertan en la categoria de compuestos relacionados con actividad

antiinflamatoria.

TABLA 9 Compuestos quimicos detectados en el extracto acuoso de las hojas de C.

zacatechichi.

compuestos. Reacciéon
Alcaloides +
Coumarinas +
Esteroles +
Flavonoides +
Sesquiterpenlactonas +
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2. Formaciéon de edema en las extremidades posteriores de la rata, por administracién
de carragenina (por via intraperitoneal).

Al graficar el efecto producido por el extracto acuoso de C. zacatechicii, sobre la
formacién de edema inducido por la carragenina, se observé que la extremidad
posterior del grupo control (sin tratamiento), mostré un incremento de volumen
dependiente del tiempo que llegé al maximo en cuatro horas; el incremento de volumen
fue de 263.74 uL.

El grupo tratado con indometacina en el mismo lapso de tiempo mostré un
incremento de 62.88 pl, por lo que se consideré que hubo una inhibiciéon de la
formacién de edema de 76.16%.

Los grupos tratados con extracto de C. zacatechichi, mostraron en el mismo lapso
de tiempo un incremento de volumen menor que el control: 116.05 1L y 118.68 pL, a las
dosis de 10 y 100 mg/kg de peso respectivamente, por lo que se consider6 que el
extracto inhibi6 la formacién de edema en 56% y 55% respectivamente en relacién al
grupo control. Pese a que las dosis responden a una progresién geométrica, no se
observaron diferencias importantes entre ellas como puede corroborarse en la figura 15.
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FIGURA 15: Efecto del extracto acuoso de C. zacatechichi 10 mg/kg (A )y 100 mg/ kg (®
). indometacina 10 mg/kg (¢) y solucién salina (® ), administrados por via
intraperitoneal, sobre el edema inducido por 0.1 mL de carragenina al 1 % en la
extremidad posterior de la rata {(n=10, * p<0.053).
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21, Formacién de edema en las extremidades posteriores de la rata, por
administracion de carragenina (por via oral).

Cuando se utiliz6 la via oral para la administracién del extracto observamos que
el grupo control (sin tratamiento), mostr6 también un incremento de volumen
dependiente del tiempo, llegando al punto méximo igualmente en cuatro horas. El
Incremento de volumen fue de 257.08 n L.

El grupo tratado con indometacina en el mismo lapso de tiempo, mostré un
incremento de volumen de 65.92 y L por lo que se considerd que hubo una inhibicién de
la formacién de edema de 74.36 %.

Los grupos tratados con extracto acuoso de C. zacalechichi, mostraron un menor
incremento de volumen que el control: 133.68 u L y 128.54 pu L a las dosis de 10 y 100
mg/kg de peso respectivamente, por lo que se consideré que el extracto inhibi6 la
formacién de edema en 52 % y 50 % en relaci6n al grupo control. Pese a que las dosis
responden a una progresién geométrica, tampoco se observaron diferencias notables
entre ellas como puede constatarse en la figura 16.
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FIGURA 16: Efecto del extracto acuoso de C. zacatechichi 10 mg/kg (#y 100 mg/kg @),
indometacina 10 mg/kg (®) y solucién salina (@), administrados por via oral, sobre el
edema inducido por 0.1 mL de carragenina al 1 % en la extremidad posterior de la rata
(n=10, * p<0.05).
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2.2, Migracion celular a la cavidad peritoneal {via intraperitoneal).

En relacién a la migracién celular, observamos que el grupo control mosiré una
elevada migracién celular a la cavidad peritoneal, correspondiendo al niimero mas alto
de los diferentes tratamientos, 13 373 neutréfilos. El grupo tratado con indometacina
mostré una inhibicién de la migracién celular de 65.08%.

Los grupos tratados con el extracto acuoso de C. zacatechichi ,administrado por
via i.p., mostraron una reduccién de la migracién celular de 29.79% y 52.08% en relacién
al grupo control, a las dosis de 10 y 100 mg/kg de peso, respectivamente. A diferencia
de los experimentos anteriores en que las dosis no influyeron en la intensidad de la
respuesta, en éste si hubo diferencia entre las dosis de extracto como puede observarse
en la figura 17.
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FIGURA 17: Efecto del extracto acuoso de C. zacatechichi (10 y 100 mg/kg) e
indometacina (10 mg/kg), administrados por via intraperitoneal, sobre la migracién de
neutréfilos a la cavidad peritoneal irritada previamente con carragenina (100pg/mL), *
p < 0.05).
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2.3. Migracién celular a la cavidad peritoneal (via oral).

Por via oral observamos que el grupo control de ratones también mostré una
elevada migracién celular, correspondiendo al ndmero mds alto de los diferentes
tratamientos, 13 493 neutréfilos. El grupo tratado con dexametasona (debido a que la
indometacina daba resultados irregulares), mostré6 una inhibicién de la migracién

celular de 46.97% a la dosis de 1 mg/kg de peso.
Los grupos tratados con el extracto acuose de C. zacafechichi, administrado por

via oral, mostraron una reduccién de la migracién celular de 44.4% y 60% en relacion al
control a las dosis de 10 y 100 mg/kg de peso, respectivamente. En este experimento
también se observaron diferencias entre las dosis de extracto utilizadas como puede

observarse en la figura 18.
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FIGURA 18: Efecto del extracto acuoso de C. zacatechichi (10 y 100 mg/kg ) y
dexametasona (1 mg/kg), administradas por via oral, sobre la migracién de neutréfilos
a la cavidad peritoneal irritada previamente con carragenina (100pg/mlL), * p <0.05).
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2.4. Prueba de contorsién en ratones {via intraperitoneal.)

En este ensayo podemos observar que el grupo control (sin tratamiento) fue el
que mostré més dolor, considerando que obtuvo el mayor promedio de contorsiones, 36
en un lapso de 20 minutos a partir de la aplicacién del dcido acético.

El grupo tratado con indometacina en el mismo lapso de Hempo, tuvo una
disminucién de 93.7% en el nimero de contorsiones en relaci6n al control.

Los grupos tratados con extracto acuoso de C. zacalechichi, administrado por via
i.p., mostraron una reduccién en el nimero de contorsiones de 28.5%, 47.58% y 50.14%
en relacién al grupo control a las dosis de 1, 10, y 100 mg/kg de peso, respectivamente.
Las diferencias observadas entre las dosis administradas, dejan ver un menor efecto a la
dosis de 1 mg/kg de peso. Las dosis de 10 y 100 mg/kg, mostraron efectos semejantes
entre si como se puede ver en la figura 19.
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FIGURA 19: Efecto del extracto acuoso de las hojas de C. zacatechichi (1, 10 y 100 mg/kg)
e indometacina (10 mg/kg), administrados por via intraperitoneal, sobre las
contorsiones inducidas por administracién intraperitoneal de 4cido acético (60 mg/kg).
(N=10, * p<0.05).




2.5. Prueba de contorsién en ratones (via oral).

Por via oral observamos que los ratones del grupo control mostraron el niimero
de contorsiones mis alto, un promedio de 45 contorsiones en 20 minutos.

El grupo tratado con indometacina, v.o., exhibi6é una reducciéon en el niimero de
contorsiones de 93.26 % en el mismo lapso de tiempo.

Los grupos tratados con el extracto acuoso de las hojas de C. zacatechichi,
administrado por la via oral, mostraron una reduccidén en el niimero de contorsiones de
17.44%, 37.53% y 38.42% en relaci6n al grupo control, a las dosis de 1, 10, y 100 mg/kg
de peso, respectivamente. Las diferencias observadas entre las dosis administradas,
muestran un comportamiento semejante al experimento anterior como se puede ver en
la figura 20.
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FIGURA 20: Efecto del extracto acuoso de las hojas de C. zacatechichi (1, 10 y 100
mg/kg), e indometacina (10 mg/kg), administradas por via oral, sobre las contorsiones
inducidas por administracién intraperitoneal de acido acético (60 mg/kg). (N=10, * p<
0.05).
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VIL. DISCUSION.

Los modelos animales de inflamacién experimental se emplean para
estudiar los compuestos con posible actividad antiinflamatoria y brindan una buena
capacidad predictiva siempre que las concentraciones plasméticas no sean demasiado
desiguales por diferencias de ritmo metabélico entre hombre y especie animal utilizada
para la prueba (Bowman y Rand, 1984). El modelo permite producir respuestas
inflamatorias agudas, mediante la administracién de substancias adecuadas como la
carragenina. E! efecto inflamatorio puede juzgarse a partir del incremento de volumen
generado por la formacién de edema o por la migracion celular (Bowman y Rand, 1984).
También es posible estimar el dolor que acompafia a la inflamacién, midiendo el cambio
en el umbral de un estimulo (por ej. la presién), o mediante la administracién de
substancias irritantes. Un modelo sencillo y confiable lo proporciona en el ratén la
inyeccién intraperitoneal de 4cido acético, substancia irritante que produce un exudado
inflamatorio y una respuesta caracteristica de gran inquietud, que el ratén manifiesta en
contorsiones como sintoma de dolor (Bowman y Rand, 1984).

Aunque la medicina tradicional popular administra siempre este recurso
terapéutico (C. zacatechichi) por via oral, en este trabajo se incluyé la administracién por
via intraperitoneal a los animales en experimentacién. La via intraperitoneal en este
trabajo fue considerada “equivalente” a la via intravenosa en seres humanos; la
finalidad fue observar el comportamiento y la eficacia del producto al ser administrado
casi en forma directa al torrente sanguineo. La administracién por via oral permitio
observar el efecto del extracto en su forma de uso normal y de este modo confirmar el
efecto de “él o los principios activos”a través de la absorcion gastrointestinal.

La inhibicién de la respuesta inflamatoria producida por el extracto {formacién
de edema, migracién celular y respuesta al dolor) son claros indicios de la presencia de
componentes con actividad antiinflamatoria y analgésica en el mismo. El extracto de C.
zacatechichi, mostré6 capacidad para inhibir el incremento de volumen en las
extremidades posteriores tratadas con carragenina, tanto administrado por via oral

como por via intraperitoneal, con una ligera diferencia de actividad, que produjo un
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efecto menor no significativo por la via de administracién oral.

El comportamiento del extracto durante el curso temporal de formacién de
edema, permitié observar algunos aspectos de interés para el desarrollo de este trabajo,
El primero de ellos, es el grado de semejanza en los resultados obtenidos por ambas
vias de administracién. Por via intraperitoneal, el extracto administrado practicamente
en forma directa al torrente sanguineo, mostré una efectividad de 56 y 55 % de
inhibicién del proceso inflamatorio (figura 15). Por la via oral, la efectividad fue de 52 y
50 % respectivamente (figura 16), resultados muy semejantes a los mencionados que
evidencian la absorcién del extracto por esta via. Asumimos que la fraccién activa del
extracto no involucra en su composicién péptidos o proteinas, sino componentes de
naturaleza termoestable, ya que resistieron la temperatura de ebullicién del agua por 10
minutos durante la preparacion del extracto acuoso. La absorcién del extracto por via
oral, también mostré indicios que sugieren que en la composicién del mismo
intervienen compuestos resistentes al pH &cido del estémago, ya que para ser
absorbidos por la via gastrointestinal, tuvieron que haber soportado no solo la presencia
del 4cido clorhidrico sino todo el conjunte de reacciones enzimiticas que juegan un
papel determinante en el proceso digestivo. Otro aspecto observado es en relacién a las
dosis administradas, ya que el incremento de las mismas en forma geométrica, no se
manifesté como un mayor efecto, posiblemente debido a que se trata de un extracto
crudo con una gran cantidad de componentes, algunos de los cuales pudieran ser
irritantes y que revierten de algin modo el efecto antiinflamatorio, alcanzando
aparentemente la respuesta méxima con la dosis de 10 mg/ kg de peso.

Otro resultado interesante, est4 en relacion a la semejanza en el comportamiento
de la indometacina (antiinflamatorio de tipo no esteroidal) y el extracto acuoso de C.
zacatechichi a lo largo del periodo de observacién de cuatro horas. Aspecto que quiza
esté relacionado con el agente inflamatorio usado para las pruebas, la carragenina. La
carragenina es un polisacdrido que produce un edema en dos fases: la primera debida a
la liberacién de histamina que ocurre en los primeros minutos; la segunda es mediada
por acci6n de las cininas con duraci6n entre 90 y 150 minutos, tiempo en que se lleva a
cabo la liberaci6n de prostaglandinas (Di Rosa, 1972). Los antiinflamatorios de tipo no
esteroidal como indometacina, basan su mecanismo de accién antiinflamatoria en la
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inhibicién no selectiva de las actividades de COX-1 y COX-2, enzimas encargadas de
catalizar la conversi6én del &cido araquidénico en prostaglandinas, cuya sinlesis se
prolonga en tanto persista el proceso inflamatorio (Goodman y Gilman 1996). Respecto
al comportamiento del extracto de C. zacatechichi no proponemos que se trate de un
antiinflamatorio no esteroidal, pero si sefialamos los aspectos de su actividad que nos
parecieron coincidentes con el efecto de la indometacina sobre la formacién de edema
inducido por la carragenina.

Uno de los fenémenos caracteristicos de la inflamacién aguda es la quimiotaxis
{Guyton, 1997). Durante el desarrollo de este proceso se lleva a cabo la migracién
celular, desplazamiento en que los neutréfilos constituyen las primeras células
fagociticas en dirigirse hacia el drea lesionada, dando lugar al desarrollo del proceso
inflamatorio (Rojas, 1983). Los neutréfilos aumentan su nimero hasta cuatro o cinco
veces més de lo normal constituyéndose por varios dias en las células predominantes en
el drea (Guyton, 1997), por esta razén consideramos importante ensayar también el
extracto en un modelo de migracién celular (Bowman y Rand, 1984). Consideramos que
si el extracto de C. zacatechichi mostré capacidad para inhibir la formacién de edema,
consecuentemente también debe actuar sobre la migracién celular, particularmente de
los neutréfilos (Bowman y Rand, 1984; Guyton, 1997). Para ello se efectué la prueba de
migracién celular a la cavidad peritoneal (4rea en que se indujo la respuesta
inflamatoria con la misma sustancia irritante, carragenina) administrando el extracto
vegetal tanto por via oral como por via intraperitoneal a los animales en
experimentacion. Los resultados por ambas vias de administracién mostraron claros
indicios de la actividad antiinflamatoria del extracto, al reducir la migracién celular en
29.79 y 52.08 % en relaci6n al control, administrando el extracto por via intraperitoneal
(figura 17). Por la via oral, la efectividad del extracto fue de 44.4 y 60 % {figura 18). Por
via oral, el farmaco usado como referencia fue la dexametasona debido a cierta
irregularidad en los resultados obtenidos con indometacina, y por la mayor facilidad de
absorcién que la dexametasona ofrece por esta via. Como podemos ver en las gréficas
correspondientes, los resultados de los experimentos de migraci6n celular, evidencian la
actividad antiinflamatoria del extracto administrado tanto por via oral como por via
intraperitoneal, corroborando los resultados de los experimentos de formacién de

58




edema,

Uno de los més molestos sintomas que acompafian al proceso de inflamaci6n
aguda es el dolor, por ello también se evalué el efecto analgésico del extracto mediante
la prueba de contorsién en ratones (Bowman y Rand, 1984). En estos experimentos se
us6 como estimulo irritante el dcido acético al 0.6 %, aplicado en la cavidad peritoneal
para dar lugar a la respuesta inflamatoria aguda y con ella la liberacién de los
mediadores quimicos histamina y bradicina cuya interaccién, como sabemos, estimula a
su vez la sintesis de prostaglandinas con el cimulo de efectos sefialados en la seccion de
mediadores inflamatorics, entre ellos el sintoma de dolor ( Blackwell y col., 1983;
Bowman y Rand, 1984; Goodman y Gilman 1997).

Los resultados que se obtuvieron al administrar el extracto por las dos vias
utilizadas muestran evidencias de actividad analgésica. Por via intraperitoneal, el
extracto mostré una efectividad para disminuir las contorsiones (consideradas como
sintoma de dolor) de 28.5, 47.58, y 50.14 % en relaci6n al control (figura 19). La dosis de
1 mg/kg evidenci6 un efecto menor, en tanto que la dosis intermedia y la més alta,
dejaron ver resultados muy seinejantes. Por la via de administracién oral, la actividad
del extracto resulté considerablemente menor no obstante, atin la dosis mas baja mostré
evidencia de la actividad analgésica del extracto sobre las contorsiones inducidas por el
dcido acético como puede constatarse en la (figura 20).

Los antiinflamatorios no esteroidales como la indometacina, en general también
presentan efectos como analgésicos y antipiréticos (Geodman y Gilman, 1996), respecto
al comportamiento del extracto acuoso de C. zacatechichi, observamos que mostré dos de
los efectos sefialados, como antiinflamatorio y como analgésico, lo cual no implica
necesariamente que se trate de un compuesto no esteroidal, sin embargo los resultados
sugieren la posibilidad de que el extracto de C. zacatechichi pudiera actuar al mismo
nivel que la indometacina, considerando que son varios elementos los que coincidieron
con la forma de accién de este farmaco de tipo no esteroidal: actividad antiinflamatoria
sobre la formacién de edema inducido por la carragenina, efecto inhibitorio sobre la
migracion celular hacia la cavidad peritoneal, efecto analgésico sobre las contorsiones
(dolor) inducidas por el 4cido acético en la cavidad peritoneal, actividad

antiinflamatoria administrado casi directamente sobre el torrente sanguineo, actividad y
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absorciéon administrado por via oral.

Por otra parte las pruebas fitoquimicas preliminares, permitieron reconocer en el
extracto de C. zacafechichi algunos compuestos como: alcaloides, coumarinas, esteroles,
flavonoides y sesquiterpenlactonas. Metabolitos secundarios que individualmente o en
conjunto pudieran ser las sustancias responsables de la actividad farmacolégica
descrita. Para aclarar este aspecto del trabajo serd necesario en un futuro aislar los
componentes del extracto y ensayar cada componente por separado en cuanto a su
acividad antiinflamatoria. En e} grupo de sesquiterpenlactonas se han identificado
algunos compuestos con actividad antiinflamatoria. Bork y col. (1997), refieren la
identificacién de sesquiterpenléctonas de los grupos: eudesmanélidos, germacranoélidos,

partenélidos e isoheleninas, en partes aéreas de C. zacatechichi

60




VIIL. CONCLUSION.

El andlisis de los resultados de las diferentes pruebas realizadas con el extracto
acuoso de las hojas de C. zacatechichi, nos permilte afirmar que dicho exlracto contiene
uno o mds componentes con propiedades antiinflamatorias y analgésicas, los cuales
pueden ser absorbidos por las vias de administracién oral e intraperitoneal en los
modelos animales utilizados. A partir de este reconocimiento, es vilido suponer que
dicho extracto actta como antiinflamatorio como es postulado por la medicina

tradicional popular.
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IX. ANEXO.
Prueba de Mayer (reaccién genérica para reconocimiento de alcaloides ).

Disolver 1.36 g de HgCl 2 en 60 mL de H:O; y 5 g de Kl en 10 mL de HxC; se
mezclan las dos soluciones y se aforan a 100 mL con agua destilada. Se usa sobre
soluciones aciduladas con HCI o H,50; diluidos (sélo usar unas gotas).

Coloracién con el reactivo de Emerson. (Reaccién genérica para reconocimiento
de coumarinas).

Reactivo de Emerson : Na,CO; al 0. 5%, 4- aminoantipirina al 0.9%, ferrocianuro
de potasioc al 5.4 % en agua destilada.

Prueba de Salkowsky (reaccién genérica para reconocimiento de esteroles).

1.2 mg de muestra de extracto de C. zacatechichi seco en T mL de cloroformo, se
ponen en contacto con 1 mL de HaSO4. la reaccién positiva produce coloraciones
amarillas o rojas.

Prueba de Shinoda (Reaccién genérica para reconocimiento de flavonoides),

Se utiliza una pequefia muestra del extracto, 1 trozo de magnesio y unas gotas de
HCI concentrado. La reaccion positiva produce coloraciones rojizas, rojo-azulosas o
violetas en presencia de flavonas.

Prueba de Baljet (reaccién genérica para reconocimiento de sesquiterpenlactonas).

En un tubo de ensaye de 4 x 50 mm o un microcrisol se coloca una gota de
solucién metanélica de clorhidrato de hidroxilamina 2N con una gota de solucién
metandlica de hidréxido de potasio, La mezcla se calienta en un micromechero por
espacio de 1 a 2 minutos, se enfria, se acidula con HCl 0.5 N se afiade una gota de FeCl;

al 1%, la reaccién positiva produce coloraciones violaceas.
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