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A.-RESUMEN

En nuestro pais existe una gran variedad de plantas que se utilizan
para el fratamiento de padecimientos inflamatorios. El objetive de este
trabajo fue evaluar las actividades antinflamatoria v analgésica de los
extractos acuoso y metandlico de la parte aérea de Porophyllum
fagetoides (cuyo nombre comun es pipicha) en modelos experimentales
de inflamacién aguda y dolor en roedores. Los extractos se administraron
por la via oral en las dosis de 200 y 300 mg/kg de peso corporal. El extracto
acuoso redujo en un 23% v 41% la formacion del edema causado a las 4
horas posteriores a la aplicacién subcutdnea de 1 mg del agente flogistico
carragenina en las exiremidades inferiores de las ratas, mientras que el
extracto metandlico inhibié este preceso en un 34.5%. El extracto acuoso
fuvo un efecto sobre la migracién celular a la cavidad peritoneal presente
a las 4 horas de su induccidon por la administracion de 300 ug de
caragenina de un 40%, mientras que el extracto metandlico no presento
efecto. El exiracto acuoso redujo en un 50% las contorsiones causadas por
la administracién intraperitoneal de dacido acético (60 mg/kg) a ratones de
la cepa CD1 de 20-25 g de peso. El andlisis de los resultados de los
diferentes ensayos realizados permiten deducir que el extracto acuoso de
las partes aéreas de Porophyllum tagetoides tiene efecto antinflamatorio
y analgésico, lo cual permite coroborar el empleo que se le da en la
medicina tradicional en el tratamiento de padecimientos que involucran
procesos inflamatorios. Por Ultimo se corrobord la toxicidad aguda del
extracto en dosis de 3, 000, 5, 000 y 1, 500 mg/kg de peso, observandose la

aparicién de organismos muertos a las 5 horas.



| . INTRODUCCION.

1.- Proceso inflamatorio.

El proceso inflamatorio es una reaccién local inespecifica del tejido
conjuntivo ante una lesidon. Entre los agentes que desencadenan este proceso
mencionaremos los siguientes: a| fisicos (calor, radiaciones etc.); b) mecanicos
(aplastamiento); ¢} bioldgicos (bacterias, hongos y virus), d) quimicos (foxinas y
sustancias causticas) y e} inmunologicos (interaccion antigeno-anticuerpo). La
naluraleza del agente lesivo define en gran parte las caracteristicas de la
evolucion del proceso inflamatorio asi como su intensidad y duracion lo que
permite clasificarla en aguda y cronica (Robbins, 1997).

Cuando un tejido es lesionado y hay muerte celular es posible mas de
una respuesta.

La zona lesionada puede ser sustituida por un tejido organizado de
estructura y funcién idénticas a las originales. Este es el desenlace ideal y se
denomina restitucion, pero solo puede darse si desaparece el agente lesivo, los
defritus celulares se eliminan de la zona y las células especializadas desiruidas
poseen capacidad para volver a crecer o regenerarse.

Si las células lesionadas no pueden regenerarse 6 la lesion local es tan
intensa que ha destruido la arquitectura tisular, la restitucion completa del
tejido no siempre serd posible. En tal caso, la respuesta tisular consiste en
reparar la zona lesionada sustituyéndola por un tejido de cicatrizacion no
especializado; proceso denominado reparacion fibrosa. Este, es el final mas
frecuente de una lesion tisular importante.

Si el agente lesivo persiste (sobre todo si se trata de una infecciodn) y la

destruccion tisular continua, los intentos de reparacion fibrosa y las respuestas



inmunitarias se producen al mismo tfiempo; proceso conocido como
inflamacion crénica.

Sea cual sea la evolucién final de la lesion fisular, la respuesta inicial se
denomina inflamacién aguda o reaccion inflamatoria aguda. Esta respuesta es
relativamente inespecifica y sus funciones principales son las de eliminar los
tejidos muerios, proteger fiente a la infeccién local vy facilitar el acceso del

sistema inmunitario a la zona afectada (Stevens, 1996).

2.-Funciones principales de la respuesta inflamatoria aguda.

La respuesta inflamatoria aguda posee tres funciones principales que
son:
1. La zona afectada es ocupada por un material transitorio denominado
exudado inflamatorio agudo. Este exudado aporta proteinas, liquido y células
de los vasos sanguineos a la zona lesionada para poner en marcha las
defensas locales.
2. Si existe un agente infeccioso (p. Ej. una bacteria) en la zona lesionada, los
componentes del exudado pueden destruirlo y eliminarlo.
3. El tejido lesionado puede ser desintegrado y parcialmente licuado, y los
detritus eliminados de la zona lesionada.

La respuesta inflamatoria aguda es controlada por la producciéon vy
difusién de mensajeros quimicos derivados tanto de los fejidos lesionados como

del exudado inflamatorio agudo (Stevens , op.cit).

3.-Efectos clinicos de la inflamacién aguda.

Celso describio los cuatro signos cardinales de la inflamacion aguda

hace casi 2000 anos.

Rubor (enrojecimiento) Dolor

Calor Tumor (hinchazén)



El enrojecimiento y el calor de la inflamacién aguda son consecuencia
de la vasodilatacién y el aumenio del flujo sanguinec en la parte inflamada, y
el edema se debe o la ocumulaciéon de exudado, especialmente a un
componente liquido. El dolor se debe a varios factores, entre ellos la presion
sobre |as ferminaciones nerviosas por la hinchazon y al efecto directo de ciertos
factores quimicos liberados para mediar en la respuesta.

Cuando la hinchazdén y el dolor son importantes, se produce una
impotencia funcional parcial o completa de la estructura inflamada (Pardo,
1991).

4.-Composicion del exudado inflamatorio agudo.

El exudado inflamatorio agudo estd formado por:

1. Liguido con sales y una elevada concenfracion de proteinas, incluidas
inmunoglobulinas.

2. Fibrina, una proteina flamentosa insoluble de alto peso molecular.

3. Muchos neutréfilos polimorfonucleares derivados de leucocitos sanguineos.
4. Algunos macréfagos, células fagocitarias que derivan de los monocitos
sanguineos.

5. Algunos linfocitos.

Todos estos componenies salen de la sangre a consecuencia de los
cambios que se producen en los vasos sanguineos de los tejidos supervivientes
alrededor de la zona lesionada. Estos cambios y las respuestas vascular y
celular de la inflamacion aguda se muestran esquematicamente en la figura 1.
En resumen las fases son:

» Pequenos vasos sanguineos adyacentes a la zona de tejido lesionada se
dilatan inicialmente, con aumenio del flujo sanguineo, por lo que éste se hace
mas lento.

« Las células endoteliales se hinchan y se retraen parcialmente, con lo que ya

no forman un revestimiento interno completamente intacto.



« los vasos pierden liquido, permitiendo la salida de agua, sales y algunas
proteinas de pequeno tamano del plasma a la zona lesionada (exudado). Una
de las principales proteinas que escapan es el fibrindgeno, que es una
peguena molécuia soluble.

« Los neutrdfilos polimorfonucleares circulantes inicialmente se adhieren a las
celulas endoteliales hinchadas (marginacion) y luego emigran activamente a
través de la membrana basal vascular (emigracion), pasando a la zona tisular
lesionada.

¢ Mas tarde, un pequeno numero de monocitos sanguineos(macréfagos)
emigran de forma similar, al igual que lo hacen algunos linfocitos ((Stevens,

op.cit).
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FIGURAT.- Formacion de un exudado inflomatorio agudo.

a) La muerte tisular provoca la liberacién de sustancias( mediadores
quimicos) que actlian sobre los vasos sanguineos cercanos.

b) Los mediadores producen: (i) vasodilatacién persistente y pérdida
de flujo axial; (ii) tumefaccion y separaciéon de las células
endoteliales; (iii) aumento de la permeabilidad , con exudacion de
agua, sales y pequenas proteinas, entre ellas, fibrindégeno. El
fibrinogeno se convierte en fibrina.

c) Los mediadores hacen que los neutrdfilos se adhieran al endotelio
(marginacién) y atraviesen las paredes vasculares hacia el tejido
lesionado (emigracién). Los monolitos/macréfagos sanguineos
también emigran por un mecanismo similar algo mds tarde. La
zona lesionada es sustituida progresivamente por los componentes
del exudado.



Los principales cambios vasculares en la inflamacién aguda son el
resultado del flujo y la dilatacion de los vasos, asi como el aumento de la
permeabilidad de sus paredes, que permite la difusion de proteinas grandes y
liguido (Martinez, 1998).

La fibrina es una proteina filamentosa larga e insoluble, formada por ia
polimerizacion de numerosas moléculas de fibrindgeno, una proteina
plasmatica precursora, soluble y de menor tamano. El fibrindgeno sale de los
vasos junto con el liguido y las sales, polimerizandose en filamentos de fibrina
insolubles una vez fuera de la luz vascular, debido a la activaciéon de la
cascada de la coagulacion.

Se piensa, en general, gue la red de filamentos de fibrina impediria la
emigracién de microorganismos y formaria un armazén que puede ayudar a la
emigraciéon de neutréfilos y macréfagos por la zona lesionada.

No obstante, no existe ninguna prueba real de que ésas sean las

funciones precisas de la red (Stevens, op.cit).

5.-Principales acontecimientos celulares de la inflamacién aguda.

Los principales acontecimientos celulares de la inflamacidn aguda, todos
ellos provocados por los mediadores quimicos, son los siguientes:
« El endotelio normalmente inactivo tiene que ser activado para posibilitar la
adherencia de los neutrdfilos.
e Los neufréfilos normalmente inactivos deben ser activados a fin de que
desarrollen su capacidad para matar y fagocitar bacterias y para generar
mediadores inflamatorios.
e Los neutréfilos tienen que desarrollar la capacidad de moverse activamente
de forma rigida, desde los vasos hasta la zona de lesion tisular.

Los neutrdfilos son las principales células mediadoras de los efectos de la
inflamacién aguda. Si la lesién tisular es leve, basta con los neutrdfilos

circundantes de la sangre. Si la lesion fisular es extensa, se liberan neutrdfilos,
6



incluidas algunas formas inmaduras, de la médula dsea para aumentar el
numero total de neutrdfilos sanguineos. Para que se mantenga el aporte de
neutrofilos, factores de crecimiento producidos por el proceso inflamatorio
estimulan la division de precursores mieloides en la médula 6sea, aumentando

asi la produccion de esas células (Stevens, op.cit).

6.-Caracteristicas principales de los neutrofilos .

e Se producen a partir de la maduracién de células precursoras en la médula
osea.

» Son los leucocitos mas numerosos de la sangre, y su numero aumenta en la
inflamacion aguda.

« Tiene una corta vida media una vez activados en los tejidos.

» Son moviles (ameboides) y capaces de pasar de los vasos a los tejidos.

« Sus movimientos pueden ser rigidos, atraidos por quimiotaxis.

+ Fagocitan de forma activa.

« Contienen granulos ricos en diversas proteasas.

» Generan radicales libres para matar a las bacterias fagocitadas.

+ Son una fuente de acido araquiddnico para facilitar la producciéon de
prostaglandinas.

e La produccién de neutrdfilos en la medula dsea es estimulada por citocinas
generadas en la respuesta inflamatoria (Geneser, 2000 y Don, 1999).

La adhesion de los neutrdfilos al endotelio los hace agregarse a lo largo
de las paredes vasculares en un proceso denominado marginacion. Tras la
}nurginocién; los neutrdfilos emigran a través de las paredes vasculares hacia
los fejidos circundantes en un proceso denominado emigracion, como se

muestra en la figura 2 (Roit, et al, 1998).



Fig. 5.3 Emigracién de neutrdlilos en la inflamacion aguda.
(a) Marginacion, emigracidn y migracién de éfiios.

{b) Neuirofilcs marainados a lo largo de la pared vascular.
(¢} Neutrdfilos emigrando del vaso (V) al tejido lesionado.
FIGURA 2.-Emigracién de neutréfilos en la inflamacion aguda.
a) Marginacion, emigracion y migracién de neutrdfilos .
b) Neutrofilos marginados a lo largo de la pared vascular.

c) Neutréfilos emigrando del vaso (V) al tejido lesionado.



7.-Activacion endotelial en la inflamacion aguda.

Los productos de la lesion tisular y las citocinas aclivan el endotelio de los
vasos locales. Esto induce la expresion de moléculas de adhesion celular de
superficie, que interaccionan con moléculas complementarias en la membrana
celular de los neutrofilos.

El endotelio juega un papel vital como barrera fisica frente a la difusion
del plasma fuera de los vasos, ademds de ser fuente de muchas moléculas
reguladoras. Debido a su extensidon y a la constante secrecion de sustancias
mensajeras, el endotelio ha sido denominado el mayor érgano endocrino del
cuerpo.

Los principales factores segregados por el endotelio son:

e Oxido nitrico y prostaciclinas, que inducen la relgjacion vascular e inhiben la
agregacion plaquetaria.

e Endotelina, tromboxano A2 y angiotensina I, que producen constriccion
vascular.

El factor de crecimiento PGDF estimula la formacion de inhibidores por

ejemplo, sustancias similares a la heparina.
« En su estado normal, el endotielio proporciona una superficie gue impide la
agregacion y la desgranulacion plaguetaria. El equilibrio  de factores
segregados es uno de los principales determinantes del control de flujo
sanguineo regional. En la inflamacién aguda este equilibrio se modifica y
aumenta la sintesis de una molécula derivada de lipidos conocida como
factor de activacion plaquetaria (PAF}, que aumenta la permeabilidad
vascular, asi como la sintesis de oxido nitrico, que estimula la vasodilatacion,
también hace que se expresen mdas moléculas de adherencia celular, lo que
permite la adherencia de los neutrdfilos.

Ademds de modular los factores segregados, las propiedades de la
superficie del endotelio se ven modificadas en la inflamacion aguda (figura 3).

9



o IL-1 y TNF aumentan la expresion de moléculas de adherencia en el
endotelio, especialmente de P-selectina.

* La molécula de adhesidon endotelial leucocitaria 1 (ELAM-1 o E-selecfina)
estimula la adhesion de los neutrofilos.

¢ La molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) estimula la adhesion de los
neutrofilos y las células linfoides.

s Lo molécula de adherencia celular vascular 1 (VCAM-1] estimula la
adherencia de las células linfoides y monociticas.

Al mismo tiempo, otros mediadores de la inflamacién, especialmenie el
fragmento C5a del complemento, inducen una mayor expresién de moléculas
de adherencia celular complementarias en los neulrdfilos (complejo
CD11/CD18) .

Por tanto, en la inflamacion aguda el endotelio se ve modificado
metabdlicamente para producir factores vasoactivos (sobre todo PAF y oxido
nitrico), asi como para hacerse pegajoso para los neutrdfilos (Contran, et al,

1995).
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Fig. 5.4 Moléculas de adhesidn celular implicadas en la adhesién
del neutréfilo.
IL-1 interleuquina 1, TNF factor de niecrosis fumoral, LTB, leucotrieno B..

FIGURA 3.-Moléculas de adhesién celular implicados en la adhesion del
neutréfilo.

IL-1 interleucina 1, TNF factor de necrosis tumoral, LTB4 leucotrieno B4.

8.-Movimiento de los neutréfilos.
El movimiento de los neutrdfilos desde la luz vascular hasta la zona

lesionada es mediado por sustancias conocidas como factores quimiotacticos,

11



que difunden a partir de lo zona de lesion tisular. Los principales factores

quimiotdacticos para neutrofilos son:

Para la adhesion de los neutrofilos: IL-T, TNFa, PAF, LTB4, C5a.

Para la quimiotaxia de los neuirdfilos: C5a, LTB4, componentes bacterianos.
Estos factores se unen a receptores en la superficie de los neutréfilos y

activan sistemas de segundos mensajeros, estimulando un aumento de calcio

citosdlico, con el consiguiente moniaje de las especializaciones

ciloesqueléticas implicadas en la motilidad (Stevens, 1996).

El leucocito polimorfonuclear neutréfilo estd dotado de un gran numero
de granulos citoplasmdaticos lisosdomicos ricos en enzimas proteoliticas capaces
de destruir células y materiales de la matriz extracelular. Los neutrofilos poseen
también un gran potencial fagocitario y pueden ingerir activamente gérmenes
patégenos, que despues serdn desfruidos por las enzimas lisosdmicas y por
mecanismos que generan radicales libres toxicos. La figura 4 muestra la

fagocitosis por neutrofilos. (Pardo, 1991y Ross, 1997).

12
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FIGURA 4.-Fagocitosis por neutrdfilos.

Los neutrofilos poseen receptores de membrana principalmente para la
porcién Fc de los anticuerpos, los factores del complemento unidos a
particulas extranas y los polisacaridos bacterianos.

Como primer paso para la fagocitosis, el neutrofiio se une a la particula
anormal a traves de sus receptores especificos. La célula rodea la
particula con seudépodos dirigidos por el ensamblaje y desensamblaje
de filamentos de actina.

Los seudopodos se fusionan para incluir totalmente la particula anormal,
y forman una vesicula endocitica.

La particula interior en la vesicula endocitica se denomina fagosoma.

El fagosoma se fusiona con grdnulos de neutrdfilos, sobre todo grdanulos
primarios, que vierten su contenido, y exponen la particula a una
poderosa mezcia de enzimas lisosomicas.

La destruccion de parliculas extraiias se asocia a la formacian de un
cuerpo residual que contienen material degradado.



La desventaja de los neutréfilos es que su vida es corta y sobreviven solo
unas pocas horas en los tejidos. Por tanto, el aporte de neutrdfilos a una zona
lesionada debe ser mantenido constantemente.

Cualquier zona de lesion tisular contiene gran niumero de neutrdfilos con
actividad fagocitaria, mezclados con restos de neutréfilos, al morir, liberan
algunas de sus enzimas lisosdémicas en el tejido circundante, y estas enzimas
pueden confinuar actuando fuera de la célula, destruyendo proteinas
estructurales y licuando parcialmente el tejido.

Los neutréfilos son estimulados para emigrar en mayor numero cuando la
lesion tisular se debe a una invasidn bacteriana, ya que muchos productos
bacterianos son poderosas sustancias quimiotacticas. Esta emigracion a gran
escala es especialmente beneficiosa porque los neutrdfilos no sélo destruyen el
tejido lesionado, sino que también facilitan y matan las bacterias causales.
Cuando se produce una emigracion masiva asociada a destruccion celular se
forma una sustancia liquida densa denominada pus, que contiene detritus
celulares necroticos, neutrofilos vivos y muertos y, a veces, microorganismos

(Pardo, op.cit).

9.-Mediadores Quimicos de la inflamacion aguda.

Se han reconocido muchos factores que median y dirigen los fendmenos
de la inflamacion aguda. Estos mediadores guimicos de la inflamacion son
importantes, ya que el proceso puede modificarse con fratamiento
farmacoldégico para reducir al minimo sus efectos no deseados vy
potencialmente perjudiciales. Los mediadores proceden de células o del
plasma (figura 5). Los derivados del plasma llegan a la zona lesionada con el
exudado inflamatorio. Son principalmente proteinas precursoras que son
activadas por enzimas proteoliticas y que una vez activadas suelen tener una
vida media corta. En los tejidos son rapidamente inactivadas por diversos

sistemas enzimaticos o de lirnpieza.
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Mediadores celulares de la inflamacion aguda

Almacenados Sintesis activa

Prostaglandinas

Histamina Leucotrienos

Factor activador de las plaquetas
Citocinas

Oxido nitrico

Mediadores de la inflamacién aguda derivados del plasma.

Sistema de las cininas Bradicinina

Via de la coagulacion Factor de Hageman activado
Sistema trombolitico Plasmina

Via del complemento C3aq, C3b, y C5a

TABLA 1.-Principales grupos de mediadores implicados en la inflamacién

aguda.

La histamina es el principal mediador preformade de la inflamacién.
Liberada por los mastocitos, basofilos vy plaguetas, provoca una dilatacién
transitoria de las arteriolas, aumenta la permeabilidad de las vénulas v es la
causa primera del aumento de la permeabifidad vascular en la primera hora
que sigue a la lesion.

Las prostaglandinas y los leucotrienos derivan del dcido araquidénico por
sintesis local. Este acido graso de cadena larga es liberado de las membranas
celulares por la activacién dé la enzima fosfolipasa A2(Garther, 1997) .

El 4ecido araquiddnico se metaboliza siguiendo dos vias principales:
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1. La via de la ciclooxigenasa produce: tromboxano A2 {TXA2), que agrega a
las plaquetas y produce vasoconstriccion; prostaciclina (PGI2), que inhibe la
agregacion plaquetaria y dilata los vasos, y prostaglandinas estables(PGE?2,
PGFa, PGD2] que producen vasodilatacién y aumentan la permeabilidad
vascular. La PGE2 produce también dolor.

2. La via de la lipoxigenasa produce leucotriencs (LTC4, LTD4, LTE4) que
producen vasoconstriccion y aumentan la permeabilidad de las vénulas. El
leucotrieno LTB4 estimula la adhesion de los leucocitos al endotelio.

Los mastocitos/basofilos sinielﬁzcm el factor activador de las plaquetas
(PAF) y la IgE puede estimular su liberacion. También lo sintetizan plaguetas,
neutréfilos, monocitos y células endoteliales. Se trata de un compuesto
fosfolipido especializado que produce vasoconstriccion, aumento de la
permeabilidad vascular y agregdcién plaquetaria y es, por lo menos, mil veces
mas potente que la histamina. También estimula la sintesis de metabolitos del
acido araquidoénico.

Las citocinas son polipéplidos producidos por linfocitos y monocitos
activados. Las principales citocinas que participan en la inflamacién aguda son
interleucina-1 (IL1), interleucina-8 (IL-8) y factor alfa de la necrosis tumoral
(TNFa). Son responsables de:

» Induccidon de moléculas de adhesion celular en el endotelio.

Induccién de sintesis de PGI2 (prostaciclinas).

« Induccion de sintesis de PAF.
« Fiebre, anorexia y estimulaciéon de la sintesis hepdtica de proteinas de fase
aguda.
« FEstimulacion de la proliferacion y aclividad secretora de los fibroblasios.
+ Afraccion de neutrofilos a la zona lesionada (IL-8).

El 6xido nifrico es una pequena molécula sintetizada localmente por el
endotelio y los macréfagos a través de la actividad de una enzima, la sintetasa

del éxido nifrico. Es un potente vasodilatador y aumenta la permeabilidad
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vascular. Como importantes intermediarios de oxigeno reactivo, también
puede mediar en la muerte de células y bacterias( Suites, 1995).

El sistema del complemento agrupa a una serie de proteinas plasmdticas
con funciones importantes en la inmunidad y la inflamacién. Existe una
cascada de activacién, produciéndose numerosos péptidos intermedios
activados. Los principales productos que participan en la inflamacion aguda
son:

« (C3a, que aumenta la permeabilidad vascular al liberar histamina de
mastocitos/plaquetas.

e C5a, que aumenta la permeabilidad vascular al liberar histamina de
mastocitos/plaquetas, es quimiotactico para los neutrdfilos e induce moléculas
de adherencia de las células endoteliales.

e (345, gue es quimiotactico para los neutrdfilos.

+ (C3b, que opsoniza bacterias y facilita su fagocitosis por neutrdfilos.

Las cininas son pequefios péptidos derivados de precursores plasmaticos
mediante division proteolitica. Una de las proteinas de la coagulacién, el factor
de Hageman (factor Xll) activa el sistema; éste divide al péptido precalicreina.
Esta estimula la formacion, a partir de un cinindgeno de alto peso molecular,
de bradicinina gue, ademds de ser un potente mediador del aumento de la
permeabilidad vascular, produce dolor y activa el sistema del complemento.

La via de la coagulacién es la responsable de la coagulacién sanguinea
a través de la formacién de fibrina a partir de fibrindgeno. El factor Xl (factor
de Hageman) es activado en el exudado inflamatorio cuando entra en
contacto con el colageno fuera de los vasos. Enfonces estimula el deposito de
fiorina, activa el sistema de las cininas y estimula también el sistema
trombolitico. Cuando el fibrindgeno se convierte en fibrina, se forman
fibrinopéptidos; éstos aumentan la permeabilidad vascular, ademds de ser

quimiotacticos para los neutrdfiios( Mc Cance y Huether, 1998).
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La via frombolitica. la plasmina (enzima generada por el activador del
plasminégeno derivado del endotelio por accidon de la bradicinina) es una
enzima proteolitica con varias funciones en la inflamacion:

« Activa el sistema de complemento.
+ Activa el factor Hageman.
« Llisa lo fibrina para formar productos de degradacion de la fibrina, que
aumenta la permeabilidad vascular.
En la inflamacion aguda estos factores actian de forma concertada

para producir los cambios estructurales y funcionales de la misma (Stites, 1995).

10.-Principales datos clinicos del proceso inflamatorio agudo.

Los principales datos clinicos del proceso inflamatorio agudo son:
« Malestar general.
e Fiebre.
« Dolor, generalmente localizado en la zona inflamada, por ejemplo, la fosa
iliaca derecha en la apendicifis aguda.
e Pulso rapido.

Los andlisis de laboratorio suelen mostrar:
1. Aumento del recuento de neutréfilos en la sangre periférica.
2. Aumento de la velocidad de sedimentacion eritrocitaria (VSE).
3. Aumento de la concentracidn de proteinas de fase aguda en sangre.
Normalmente existen en peguena conceniracion, pero ésta aumenta
enormemente en respuesta a una inflamacién aguda. Son producidas por el
higado e inducidas por IL-1 circulante. Algunas de ellas, principalmente la
proteina C reactiva, pueden ser medidas en sangre para el seguimiento del

proceso inflamatorio (Stevens, op.cit).



11.-Farmacos antiinflamatorios.

U.N.AM CAMPUS
La respuesta inflamatoric aguda puede tratarse con  farmacos

antiinflamatorios, que impiden la producciéon de los mediadores fundamentales
de la inflamacion. 'ZT

Estos farmacos pueden ser ée dos fipos:

l.- Los farmacos esteroides, enfre los mas utilizados son: Dexametasona,
Cortisona. Hidrocortisona, Prednisona y Prednisolona (Goodman, et al, 1996).
La actividad anliinflamatoria de los farmacos esteroidales se debe a que:

a) Estimulan la sintesis de la lipocortina, proteina que inhibe a la fosfolipasa A2,
esto disminuye la liberacién del dcido araquiddnico y la sintesis de sus
metabolitos.

b) Inhiben a la oxido nitrico sintetasa y 1a transcripcion de las citocinas: IL-1, IL-3,
IL-4, IL-5, IL-8 y TNF-a; ésto a su vez inhibe la expresion de moléculas de adhesion
de las células endoteliales (Barnes, 1993).

El uso confinuo de fdrmacos de fipo esteroidal causa los siguientes
efectos colaterales indeseables: mayor susceplibilidad a la infeccién, Ulcera
péptidica, miopatia, nerviosismo, insomnio, cambios del estado de danimo, se
han observado cataratas subcapsulares posteriores en ninos, osteoporosis vy
fracturas vertebrales por comprension, inhibicion del crecimiento en nifos

(Goodman, op.cit).

Il.- Los farmacos no esteroidales, los mas utilizados son: el acido salicilico,
ibuprofén, indometacina y fenilbutazona (Goodman et. al, 1996).

Los farmacos no estercidales inhiben a la ciclooxigenasa, enzima que
cataliza la conversion de acido araquiddnico en prostaglandinas (PGE2, PGF2,
PGD2). tromboxanos y prostaciclinas; ademds inhiben la migracion de
leucocitos y macrofagos hacia el sitio lesionado e inhibe la agregacion

plaguetaria (Higgs. 1987).



Los farmacos no esteroidales tienen en comun varios efectos indeseables;
el mas frecuente es la propensién a inducir ulcera gdastrica o intestinal que a
veces puede acompanarse de anemia secundaria por la pérdida de sangre,
disturbios en la funcién plaquetaria, reducen el flujo sanguinec renal y la tasa
de filtracion glomerular en pacientes con insuficiencia cardiaca congestiva o

cirrosis hepatica (Goodman, et al, 1991).

12.-Medicina Tradicional.

Hoy en dia la redlizacién de investigaciones en busca de farmacos que
presenten una mejor accidén terapéutica y a su vez permitan disminuir los
efectos colaterales ha sido poco satisfactoria, tal es el caso de los farmacos
antiinflamatorios los cuales se sintetizan a partir de estructuras quimicas ya
existentes dando como resultado compuestos con minimas diferencias
farmacoldgicas.

Por lo que es necesar.a la busqueda de nuevas alternativas. Una fuente
para tal busqueda la constituyen las plantas, que tienen gran aceptacion
ademdads de que son muy utilizadas en la medicina tradicional.

En México existe una gran variedad de plantas que se utilizan para el
fratamiento de padecimientos inflamatorios. Algunas de las mas destacadas,
tomando como referencia la recomendacion que de ellas hace la medicina
tradicional popular son: Capulin (Cerasus capuli.) se usan las hojas y la corteza
en infusidn; linaza (Linus usisatissimumy) se usan las hojas en cataplasma sobre la
parte inflamada: tejocote [Craetaegus mexicana) se utiliza la raiz en infusidn;
vid coral (Cissus cucurbitita) se emplea como cataplasma tanfo tallos como
hojas; malva [Malva silvestres) se usan las flores  en infusion; pipicha
(Porophyllum tagetoides) se emplea la parte aérea en infusién, y varias
especies de sabila (Aloe) (SGmano,1998).

Para la realizacion de este frabajo se utilizd como objeto de estudio a la

hierba Porophyllum fagetoides, especie conocida comunmente como pipicha
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y recomendada por la medicina tradicional popular en el fratamiento de

algunos padecimientos que involucran estados inflamatorios.

Porophyllum tagetoides (HBK.) DC.
13.-Sinonimia popular:

Porophyllum tagefoides recibe varios nombres de acuerdo al estado o
region en que se encuentre por lo que en: Guerrero se le conoce como
“Pipicha, Yiwandusury cuali”, en Oaxaca es llamada “Chepiche”, en el Valle

de México es conocida como “Papalo quilit” (Cabreraq, et al, 1998).

14.-Taxonomia:
Porophyllum tagetoides comin mente llamada pipicha, se clasifica
dentro de la familia Compositae, su género es Porophyllum, y la especie

tagetoides (Sdnchez, 1980).

15.-Descripcion Botanica:

Porophyllum tagetoides es una hierba anual ramosa procumbente con
los tallos prismaticos que mide de 20 a 30 cm de altura, hojas angostas, eliptico-
lineares de 10 @ 12 mm de largo. Cabezuelas terminales sobre pedinculos de 3
a 5 cm de alto. Aguenios con vilano de miltiples cerdas blancas. Muy

aromadtica (Sanchez, op.cit).
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FIGURA 5.- Porophyllum tagetoides.

16.-Distribucion Geogrdafica:

Su distribucion geografica incluye: Guerrero (Alcozauca de Guerrero),
Durango, Jalisco, Oaxaca, y en el Vol[e_de Méxicolen la sierra de Guadalupe y
la Canada de Contreras).

Crece en bosques de encino abiertos, también se le encuentra como

ripario y arvense entre los 1200 y 2700 m.s.n.m (Cabrera, et al, 1998).

17.-Usos medicinales:
En la medicina tradicional popular se usa Porophyllum tagetoides para el

tratamiento de algunos malestares y/o enfermedades tales como: angiocolitis
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con ictericia, hipo, colelitiasis, pectoral, fetidez de los enfermos y heridos del

rayo (Diaz, 1976 y Sdmano, 1995).

ll.- ANTECEDENTES.

Usos de Porophyllum tagetoides:

e« Comestible: La parte aérea se consume en crudo y cocida como
condimento de la sopa de alaches y de distinfos chilates.

» Forrajero: el ganado en pastoreo consume la parte aérea.

« Medicinal: La infusion de las hojas se emplea para el dolor de estémago.

« Martinez (1961) menciona que Porophyllum tagetoides se recomienda por la
medicina tradicional popular en el fratamiento de algunos padecimientos que

involucran estados inflamatorios.

fil.- JUSTIFICACION.

La gran variedad de farmacos que se ulilizan para el tratamienio de
muchos padecimientos suelen presentar efectos colaterales (indeseables) tal
como: nauseas, mareos, insomnio, enfre oiros, por lo que es necesario realizar
una busqueda de nuevos farmacos que presenten un minimo efecto
nocivo|colateral) y al mismo tiempo un buen efecto terapéutico. Para ello la
medicina fradicional nos muestra una gran alternativa para tal busqueda, “las
plantas”. Muchas de ellas son muy ulllizadas pora la cura de diversos
malestares [enfermedades); tal es el caso de FPoropyllum tagetoides la cual se
recomienda a nivel empirico para la cura de algunos padecimientos que
involucran estados inflamatorios: pero no se ha validado farmacolégicamente
dicha propiedad terapéutica con modelos experimentales de inflamacién. Por

este motivo en el presente trabojo nos propusimos los siguientes objetivos:
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IV.- OBJETIVOS

Objetivo General;
Corroborar las propiedades anfinflamatoria y analgésica de la hierba
Porophyllum tagetoides en modelos experimentales de inflamacién aguda vy

dolor en roedores.

Objetivos particulares:

. Preparar los extractos acuoso y metfandlico de la parte aérea de
Perophyllum tagetoides.

2. Probar los efectos de los extractos acuoso y metanolico de Porophyillum
tagetoides sobre el proceso inflamatorio con los métodos de formacion de
edema y migracién celular inducidos con carragenina en ratas.

3. Corroborar el efecto del exiracto acuoso de Porophyllum tagefoides en la
disminuciéon de dolor con el modelo de induccién de contorsiones
abdominales con acido acético en ratones.

4. Probar si el extracio acuoso de Porophyllum tagetoides presenta aigun

etecto toxico agudo en ratones a dosis elevadas.
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V.- MATERIAL Y METODOS

1. Obtencion del material biologico.

La planta Porophyllum tagetoides se adquirio en el Mercado de la Merced’
de la Civdad de México donde ia reciben de los Estados de Morelos y Puebla, y
posteriormente la Bidl. Maria Edith Lopez Villafranco corrobord su identidad en el
Herbario de la FES Iztacala, UNAM y se depositd un ejemplar para la coleccion
con numero de depdsito 2891

Para el modelo experimental se ulilizaron ratas Wistar, machos, de 250-
300 g de peso corporal, los cuales se mantuvieron en cautiverio bajo un
régimen de dieta esiandar con toma libre de agua. También se utilizaron
ratones machos de la cepa CDI1, de 20-25 g de peso corporal, los cuales se

mantuvieron en las mismas condiciones senaladas anteriormente.

2. Preparacion del extracto acuoso.

1) Se fragmento y se peso la parte aérea de Porophyllum tagetoides, se lavo y
se pusoc en agua destilada a ebullicidn durante 10 minutos, en una proporcién
de 1g de planta por 20 ml de agua.

2) Para eliminar los restos de material vegelal el exiracto se filtrd y después se
colocd en un vaso de precipitados previamente pesado, posteriormente se
secO en homo a una temperatura de 60°C durante 24 horas,
aproximadamenie.

3)Se determind el peso del exiracto seco y se resuspendid en solucion salina
estéril (Abbot).

4) El pH se qjustd a 7.4 con gotas de solucion de NaOH al 1 N y se guardé en

viales manteniéndose en congelacion hasta el momento de ser utilizado.
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3. Investigacion de la actividad antiinflamatoria.
3.1. Edema inducido con ccrragenina.
1}- Se formaron al azar 3 grupos de ratas, 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 Porophyllum tagefoides 200 y 300 mg/kg de
peso.

Una hora después de administrar los diferentes fratamientos, se inyecto
0.1 ml de carragenina al 1%, preparada con solucion salina estéril al 0.9 %, en
una de las extremidades posteriores de los animales en la regidon de la
aponeurosis plantar. En la ofra  exiremidad se aplicé un volumen igual de
solucion salina estéril al 0.9 %. Posteriormente, se procedid a obtener un registro
durante el curso temporal de la formacién de edema a través del incremento
del volumen en las exiremidades tratadas durante cuatro horas. Las mediciones
se hicieron a intervalos de una hora, siguiendo el metodo de desplazamiento
del mercurio propuesto por Van Arman y col. (1965), el cual consiste en medir la
presion que ejerce el desplazamiento del mercurio en una columna, al
infroducir las extremidades tratadas con carragenina (inflamacion) y solucién
salina (control). La columna de mercurio se encuentra conectada a un
transductor de presion P-1000 A (Narco Bio Systems), a su vez interconectado a
un amplificador y un sistema de registro, en este caso un fisiografo de mesa
Mod. DMP-4B [Narco Bio Systems). La diferencia de volumen registrada entre las
dos extremidades posteriores a las cuales se administréd carragenina y solucién
salina, respectivamente, se consideré como el edema producido y se expresd

en pl.
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3.2. Migracién celuiar.

1} Se formaron al azar 3 grupos de ratas, a los cuales se les administraron los
siguientes tratamientos por via oral:

Grupo 1) 1 ml de solucion salina estéril al 0.9%.

Grupo 2) Dexametasona 1 mg/kg de peso.

Grupo 3) Extracto acuoso de Porophyllum fagefoides 300 mg/kg de peso.

2] Una hora después de aplicados los tratamientos, se aplicaron 3 ml de
carragenina (100 pg/ml, preparada en solucion salina estéril al 0.9 %), por via
infra peritoneal.

3) Después de 4 horas las ratas se sacrificaron por dislocacion cervical, se les
lavd la cavidad peritoneal con 10 ml de solucion salina amortiguada con
fosfatos (PBS). pH=7.4, conteniendo 5 U/ml de heparina y 5% de albimina sérica
bovina, y se aplicé masaje en la regidn abdominal durante dos minutos,
aproximadamente.

4) Del liguido peritoneal de cada uno de los animales, se recuperaron 5 mi de
liquido, se tomaron muestros de 20 ul que se diluyeror en 400 ml de violeta de
genciana en dacido acético, para la cuenta total de leucocitos en la camara
de Neubauer .

5) Bl volumen restante del lavado peritoneal se centrifugd por 3 minutos a 1500
rpm; se decantd el sobrenadante y el sedimento se resuspendid en 0.4 ml de la
solucién de seroalbimina al 3 % .

6) De esta suspension se aplicaron 1 y 2 gofas. respectivamente, sobre
portaobjetos cubiertos con papel filtro que se dejaron secar a temperatura
ambiente durante 24 horas.

7) Una vez que los portacbijetos estuvieron secos se tineron sumergiéndolos por
5 minutos en colorante de Wright y se lavaron por 3 minutos en agua corriente.
8)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
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neulrdfiios de enfre los ciferentes grupos de leucocitos para calcular la

migracion de neutrofilos hacia la cavidad peritoneal.

4. Prueba de analgesia.

Para determinar si el exiracto acuoso de Porophyllum tagetoides tiene la
propiedad de disminuir el dolor se probé en el modelo de induccion de
contorsiones abdominales con acido acético como agente irritante.

1} Se formaron al azar 3 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) Solucion salina estéril.

Grupo 2] Indometacina 10 mg/kg de peso.

Grupo 3) Extracto acuoso de Porophyllum tagetoides 300 mg/kg de peso

2] Después de transcurridos 30 minutos, se administrd a cada animal acido
aceético(60mg/kg, via intra peritoneal). Por ser el acido acético un compuesto
iritante, el propdsito de esia operacién fue inducir dolor, uno de los sintfomas
gue acompanan al proceso inflamatorio. Como muestra evidente de dolor el
animal exhibid “contorsiones” ([Bowman y Rand, 1984), las cuales consisten en
comprimir la zona del abdomen contra la superficie de la mesa proyectando al
mismo fiempo las patas fraseras hacia atrds.

3) Una vez administrado el acido acético, se contd el nimero de contorsiones.

5.-Toxicidad aguda. _

Un preparado para iener utilidad medicinal, ademas de mostrar efecto
terapéutico, debe ser inocuo. Por lo cual se investigd si dosis mayores del
extracto acuoso de Porophyllum tagetoides mostraban efectos toxicos agudos.
Para ello, nuevamente se formaron 3 grupos de cinco ratones y a cada grupo
se le administraron por via infraperitoneal diferentes dosis.

1} 1.5g/kg del extracto acuoso de Porophyllum tagetoides.
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2] 3g/kg del extracto acuoso de Porophyllum tagetoides.
3) 5g/kg del extracto acuoso de Porophyllum tagetoides.
Después se observaron durante las siguientes seis horas para determinar

la aparicién de signos de toxicidad aguda como ataxia, sedacién o muerte.

é. Andlisis estadistico.

De los resultados obtenidos de todos los experimentos se calcularon la
media de cada uno de 'os grupos y el error estandar de la media. Para
determinar la significancia entre los fratamientos aplicados, se utilizd la prueba

"t de Student" para una P < de 0.05.
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VI. RESULTADOS.

El objetivo del presente estudio fue comoborar si el extracto acuoso de ias
partes aéreas de la hierba Porophylium tagefoides (pipicha) tiene propiedades
antinflamatorias y debido a ello puede inhibir los mecanismos que participan
en el desarrollo de la inflamacion, entre los cuales estdan: la formaciéon del
exudado plasmdtico inflamatofio (edema), la migracidon de leucocitos
polimorfonucleares (neutrdfilos) hacia la zona lesionada (quimiotaxis) y la

supresion del dolor (analgesia).

1.- Rendimiento de las exfracciones.

Se inicid el estudio por colectar la planta y preparar los extractos acuoso
y metandlico de la parte aérea.

En la tabla 2 se muestran los rendimientos del material extraido con agua
y metanol de las ramas de la planta. De 100g de la parte aérea se pueden

obtener 4g de material soluble en agua y 0.7g de compuestos solubles en

metanol.
Porophyllum tagefoides Gramos Porcentaje
I Planta 0g 100%
Extracto Acuoso 1.20g 4.0%
| Exiracto Residual 099g 3.3%
Extracto Metandlico 0.21g 0.7%

TABLA 2.- Rendimiento de los extractos de Porophylium fagetoides.

Para probar los efectos del material extraido con agua de la parte aérea

de la pipicha sobre el proceso inflamatorio se emplearon 2 modelos de




inflamacién aguda: la formacion de edema y la migracion celular inducidos
por caragenina.

2.-Formacion de edema.

En el ensayo de la formacién de edema inducido por la caragenina se
observd que la extremidad posterior del grupo control (sin tratamiento) mostrd un
incremento de volumen dependiente del tiempo que llegd al mdximo en cuatro
horas; el incremento de volumen fue de 438 + 27ul en este tiempol(Figura 6 ). El
grupo tratado con indometacina (farmaco antiinflamatorio no estercidal), en el
mismo lapso de tiempo, mostré un incremento de 105 + 23 ul; es decr, la

indometacina previene la formacién de edema en un 76%(Figura 6 ).
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FIGURA 6.- Efecfo de la Indometacina 10 mg/kg ( @) y solucién salina ( O ),
administrados por via oral sobre el edema Inducido por 0.1 ml de carragenina

(1 % )en la extremidad posterior de la rata (n=5, * p<0.05).
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3.- Actividad anfiedema del extracto acuoso de Porophyllum. tagetoides.

Se inicié por probar el efecto del extracto acuoso de la pipicha sobre el
edema inducido con carragenina en la region plantar de las extremidades
inferiores. Los resultados se presentan en la Figura 7.

En este experimento el grupo de organismos a los que se les administrd
solucidn salina (0.9%) por via oral mostrd el maximo nivel de formacion del
edema a las 4 h después de aplicar la caragenina con un incremento del
volumen de 499 + 55 ul, sobre la extremidad sana. Lo cual indica que esta
sustancia promueve la exudacion plasmdatica inflamatoria maxima a las 4 h de
aplicarta en los tejidos plantares (Figura 1).

El edema causado por la camagenina se puede prevenir con la
adminisiracion de un farmaco antinflamatorio.  En este ensayo se empled la
indometacina (10 mg/kg. via oral) que es un antiinflamatorio de tipo no esteroidal
como fdrmaco de referencia. En los animales tratados con indometacina el
incremento de volumen que se observd fue de 87 + 20ul; es dectr, se previene la
formacion del edema en un 82% en comparaciéon con el grupo control,

Cuando se administré el exiracto acucso de Porophylium tagetoides 200
mg/kg (via oral) el incremento de volumen fue de 383 £ 51 pl; es decir, se previno
el 23% de la formacién de edema, mientras que con la dosis de 300 mg/kg (via

oral) se previno el 41% (190 + 63 yl) (Figura 7).
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FIGURA 7.- Efecto del exiracto acuoso de Porophyllum tagetoides 200 y 300
mg/kg, indometacina 10 mg/kg y solucion salina, administrados por via oral,
sobre el edema inducido por 0.1ml de camagenina al 1% en la exiremidad

posterior de la rata (n = 5; * p < 0.05 comparada con el control).

N

4.Migracién celular.

Después de comoborar el efecto antiedema del exiracto acuoso de
Porophyllum tagetoides se procedid a probar el efecto sobre la migracion
leucocitaria inflamatoria que es ofro de los procesos importantes de la
inflamacion. Se empled el modelo de induccion de la migracidn celular a la
cavidad perifoneal imtada con camagenina.  En la figura 8 se muestran los

resultados de este bioensayo.
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El grupo confrol tratado con solucion salina (via oral) presentd una
aparicién de neutrdfilos de 15, 705 + 934 células/ul en la cavidad peritoneal.

En los organismos fratados con el farmaco estdndar dexametasona
(antinflamatorio estercidal} a la dosis de 1 mg/kg (via oral} se previne la
migracion de células en un 66% (5, 254 + 179 células/pl).

Bl exiracto acuoso de Porophyllum tagetoides (300 mg/kg, via oral)
disminuyé el niumero de neutrdfilos presentes en el lavado de la cavidad
peritoneal imitada a 9, 492 + 1,142 células/ul; es decir, se previno en un 40% la

migracién celular (Figura 8).

Neutréfilos x 10 3

3.60

_ 4

Control ~ =~ Dex.  Ext. acuoso

- 0.00 -

FIGURA 8.- Efecto del exiracto acuoso de Porophyllum fagetoides 300mg/kg.
solucion salina y dexametaxona, por via oral, sobre la migracion de neuftréfilos a
la gavidad peritoneal imitada con camragenina (300 pg/3ml) (n =5; *p < 0.05
cqomparadg con el grupo contfrol).
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5. Efecto analgésico de Porophyllum tagefoides.

La mayoria de los farmacos antiinflamatorios de tipo no estercidal son
ademds analgésicos y antipiréticos; por ello, probamos el efecto del extracto
acucso de Porophyllum  tagefoides sobre el dolor. En la figura 9 se puede
observar que el grupo control fue el que mayor dolor mostré considerando que
fue el que tuvo un promedio de 36 + 3 contorsiones en un lapso de 20 minutos, a
partir de la aplicacion del acido acético (60 mg/kg, via intra peritoneal). En el
grupo fratado con el farmaco antinflamatorio de referencia indometacina (10
mg/kg, via oral), se registraron 7 + 2 contorsiones; es decir, mostrd una disminucidon
del 80% en las contorsiones causadas por el dcido aceético en comparacion con
el grupo de ratones control. Los ratones tratados con el extracto acuoso de la
parte aérea de Porophyllum tfagetoides (300 mg/kg, por via oral) mostraron 18 +
4 conforsiones, lo que indica una reduccidon del 50% en comparacion con el

grupo conirol, demostrando su efecto analgésico.
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FIGURA 9.- Efecto del exiracto acuoso de Porophyllum tagetoides 300mg/kg,
indometacina 10mg/kg y solucién salina, administrados por via oral sobre las
contorsiones inducidas por la administracion infraperitoneal de dcido dcetico

(60mg/kg) (n =5%p <005 comparado con el confrol).

6.Toxicidad.

Durante el desarmollo de fdrmacos nuevos, ademds de probar la eficacia
terapéutica de un preparado, se demuestra su inocuidad; es decir, que
carezca de efectos colaterales nocivos o téxicos. Por lo cual se probd la
posible foxicidad aguda de dosis altas del extracto acuoso de la pipicha. Los
resultados se presentan en la Tabla 3 e indican el efecto toxico letal en dosis de
3,000 y 5,000 mg/kq. via intraperitoneal, a los 12 minutos. En dosis de 1.5mg/kg

(5 veces la dosis terapéutica) la aparicion de organismos muertos tarda 5 horas.
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GRUPO DOSIS OBSERVACIONES

Se observaron contorsiones

] 1.5 g/kg de peso intensas a los 4 min, 14 min después
(5 veces la dosis terapeutical) sufrieron ataxia, 27 min después
disminuyeron las contorsiones y solo
presentaron ataxia; 5 h después
murieron,

Se observaron convulsiones a los 9
2 3 g/kg de peso min y « los 12 min presentaron paro
(10 veces la dosis terapéutica) | cardiorrespiratorio.

Se observaron convulsiones a los 8
3 5 g/kg de peso min ¥y a los 12 min presentaron paro
(16 veces la dosis terapéutica) | cardiomespiratorio.

TABLA 3.- Toxicidad aguda del extracto acuoso de Porophyllum tagefoides.
7. Fraccionamiento quimico del extracto acuoso.

Con el fin de redlizar una aproximacion hacla el aislamiento del principio
activo antinflamatorio de P. tagefoides, se fracclond el extracto acuoso con
metanol obteniéndose 2 fracciones: el extracto metandlico y un precipitado.
Ambas fracciones se probaron en el bioensayo de formacion de edema v los

resulfados se muestran en la Figura 10.
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7.1.- Edema.

Se observd que en el grupo control hubo un incremento de volumen de
409 + 38 pl a las 4 h de la aplicacidon de la caragenina. La fraccidn residual
(insoluble en metanol, pero soluble en agua) no afectd el progreso de la
inflamaciéon (356 + 23 ul) pero la fraccién del extracto metandlico causd una
reduccién en la formacién del edema a un incremento de volumen de la pata

de 268 + 3lul; es decir, un 34.5% de disminucidn de la formacion del edema

(Figura 10). iZT
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FIGURA 10.- Efecto de la fraccién metandlica y el residuo del exiracto acuoso de
Porophyllum tagefoides ambos en la dosis de 200mg/kg y solucion salina,
administrados por via oral, sobre el edema inducido por 0.1 ml de caragenina al

1% en la extremidad posterior de la rata (n = 5; * p < 0.05 comparado con el
confrol).
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7.2.-Efecto de Porophyllum tagefoides sobre la migracién celular.

Ya que la fraccidon metandlica del exfracto acuoso de Porophyllum
tagefoides mostrd poseer el efecto antiedema, se investigd si afectaba la
migracion de leucocitos. IZT.

En la figura 11 se muestra el efecto producido por el extracto metandlico
de P. fagetoides sobre la migracion de los neutrdfilos causada por una initaciéon
de la cavidad perfifoneal con 300 pg de camragening; se observd que en el
control migraron 13.15x10% + 950 neutréfilos/mms. La dexametasona (farmaco
antinflamatorio de fipo esteroidal) redujo la migracion celular en un 66% (4.4 x10°
+ 150 neutréfilos/mm3) vy el extracto metandlico de P. tagetoides en la dosis de

200 mg/kg de peso no inhibié la migracién de leucocitos a la zona inflamada.

18.00 7
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FIGURA11.-Efecto de la fraccién metandlica de Porophyllum tagetoides (200
mg/kg), dexametasona(lmg/kg) y solucion salina(1ml), por via oral, sobre la
migracion de neutréfilos a la cavidad peritoneal initada con camragenina (300

mg/3mi) (n =5; * p<0.05).
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VIL.- DISCUSION

1.- Efecto del exiracto acuoso de la parte aérea de Porophyllum tagefoides
sobre el edema.

Fue posible establecer el método para la evaluacidén del efecto del
extracto acuoso de la parte aérea de Porophyllum tagetoides sobre el edema
infraplantar causado con carragenina ya que los organismos control mostraron
un incremento de volumen de 499 pl. El edema causado con el polisacdrido
carragenina es iniciado por la liberacién de histamina y bradicinina, mediadores
quimicos de la inflamacién que producen vasodiataciéon y dolor; la inflamacion
es manfenida por las prostaglandinas también  vasodilatadoras y algésicas a las 3
horas de la aplicacidén del polisacdrido (Di Rosa, 1972). El antinflamatorio no
esteroidal indometacina (inhibidor de la enzima ciclooxigenasa que sintetiza los
mediadores inflamatorios prostaglandinas) inhibid el proceso inflamatorio en un
82%. Los resultados observados con el extracto acuoso muestran la presencia de
compuestos con efecto antinflamatorio ya que redujeron la formacién del
edema en un 23% vy 41% a las dosis de 200 y 300 mg/kg. respectivamente; lo que
indica la existencia de una relacién dosis - efecto.  Estas sustancias resisten la
acidez gdstrica vy la accidn hidrolitica de las enzimas digestivas, ya que tienen
efecto al ser administrados por la via oral; ademdas son estables al calor, ya que se

extrajeron con agua a ebulliciéon.

2.-Efecto del exiracto acvoso sobre migracion celular.

Bl extracto acuoso(300 mg/kg) reduce la migracion en un 40%, fo cual
indica que este preparado, ademds de reducir la formacidén del exudado
plasmdatico inflamatorio, fambién inhibe el aumento de leucocitos neutrdfilos
desde el torente circulatorio hacia los sitios de lesion, atraidos por factores

guimiotacticos como subcomponentes del complemento (C3a y Cba) y
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leucotrienos B4 (Mc Cance y Huether, 1998); ya que funcionan fagocitando los
agentes invasores y liberando otros mediadores quimicos de la inflamaciéon como

las prostaglandinas.

3.-Efecto analgésico del extracto acuoso de la parle aérea de Porophyllum
tagetoides

Los fadmacos antinflamatorios de tipo no esteroidal también tienen
propiedades analgésicas, por lo cudl probamos este efecto empleando el
modelo de contorsiones en ratones a los que se causd dolor por la aplicacion
infraperifoneal de Gcido acético en el cual estd involucrada la generacidon de
prostaglandinas sintetizadas por la enzima ciclooxigenasa (Duarte y col., 1988)
. Este dolor lo inhibid la indometacina en un 80% y también el extracto acuoso en

un 50% (300 mg/kg), comoborando su actividad analgésica.

4.-Efecto tdxico del exiracto acuoso de la parte aérea de Porophyllum

tagetoides.

Al evaluar la toxicidad aguda de una decoccion de la parte aérea de
Porophyllum tagetoides administrada en ratones machos a las dosis de 1, 500 (5
veces la dosis terapéutica de 300 mg/kg), 3. 000 (10 veces la dosis terapéutica)
y 5. 000 mg/kg (16 veces la dosis terapéutica) se observaron efectos nocivos y
muerte. Guillet y col. (1998) informaron que P. gracile y F. ruderale contienen el
insecticida alfa-tertienil, compuesto que podria ser la causa de la toxicidad

observada en P. tagetoides.

5. Fraccionamiento del extracto acuoso de P. tagetoides.
Con el fin de obtener una porcidén activa con menos componentes

quimicos se separd el extracto acuoso en dos partes, una con los componentes
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solubles en metanol y otra con los insolubles en metanol (seguramente formado

por polisacdridos y proteinas) pero solubles en agua.

é.-Actividad antiedema de la fraccién metandélico de Porophylium tagetoides.

Al separar del exfracto acuocso las sustancics solubles en metanol
(metabolitos secundarios) y evaluarlas en el modelo de edema se observd que
inhiben en un 34.5%; estos resultados nos muestran que las sustancias solubles en
mefanol  (en  general, metabolitos secundarios) fienen  compuestos
anfinflamatorios. Entre los metabolifos secundarios con  propiedades
antinflamatorias se encuentran las coumarinas, las sesquiterpenoclactonas,
alcaloides, esteroles y flavonoides. La fraccién residual (compuestos insolubles en

metanol, pero solubles en agua) no inhibid la formacién de edema.

7.-Efecto de la fraccion metandlica de Porophyllum tagetoides sobre la
migracion celular.

Lla fraccion metandlica no mostrd inhibicién de la migracion celular
causada por imtacidén con camagenina en la cavidad peritoneal, efecto que si
mosird el antinflamatorio esteroidal dexametasona, ya que estimula la sintesis de
la lipocortina proteina que inhibe a la fosfolipasa Az en consecuencia disminuye
la liberacién del dcido araquiddnico v la sintesis de sus metabolitos tal como el
leucotrienc B4, que promueve la migracidn celular (Bames, 1993). Con lo cual
parece ser que los antinflamatorios presentes en la fraccién residual son de tipo
no esteroidal (similares a la indometacina) y podrian inhibir la actividad de la
ciclooxigenasa que genera prostaglandinas, que son los principales mediadores
quimicos en la inflamacién provocada con la caragening, pero que requieren

de dosis mayores para inhibir la migraciéon de neutrdfilos (Hardman y col., 1996).
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VIil.- CONCLUSIONES.

El extracto acuoso de Porophylium tagetoides fue capaz de disminuir la
formacién de edema inducido con camagenina ya que inhibié la formacién del
exvdado plasmdtico y la migracién de leucocitos neutrdfilos hacia la zona
lesionada.

El extracto metandlico fue capaz de disminuir el edema pero no inhibid
significativamente la migracion celular hacia la cavidad peritoneal.

El exfracto acuoso pudo reducir el dolor, ya que se observaron menos
contorsiones inducidas con el cido acético que en el control.

El andlisis foxicolégico indica que el exiracto acuoso de Porophyllum
tagefoides presenta efectos letales agudos.

Por lo antes mencionado es necesario hacer estudios para determinar la
composicidon quimica y conocer su valor terapéutico; asi mismo debe conocerse
la estructura y la cantidad de metabolitos secundarios presentes para saber si
podria hacerse un aprovechamiento de estos.

Por ultimo es necesario decir que el uso de las plantas medicinales lleva
beneficios terapéuticos y econdmicos implicitas, por lo que se debe fomentar
aun mdas el interés para el estudio quimico-farmacolégico de las plantas
medicinales ya que la mayoria de los compuestos que se emplean actualmente
en la farmacoterapia presentan diversos efectos colaterales que en ocasiones

llegan hacer severos.
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