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Ja educacion es el atma mas poderosa que puedes usat para

cambiax el mundo”

-Nelson g/Mlandela

Ja ciencia es la progresiva aproximacion del hombre al mundo

zeal”

Slax cPlanck

‘dodos tenemos una maquina del tiempo, las que nos llevan al
pasado son xecuerdos, y las que nos levan al futuro...

son duerios”

-Jhe time machine
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1. RESUMEN

Antecedentes. El enfoque al estudio de las plantas ha demostrado ser la
estrategia mas exitosa para el descubrimiento de nuevos farmacos, la informacion
sobre el uso y las propiedades terapéuticas que poseen algunos géneros Yy
especies de plantas, permite realizar estudios para evaluar sus posibles
actividades farmacolégicas, como lo es en este caso el género Kalanchoe.

Objetivo. Evaluar la actividad antinflamatoria del extracto acuoso de Kalanchoe
beharensis Drake (oreja de elefante) en un modelo de ratones CD1.

Metodologia. La planta fue autentificada en el herbario (FEZA)-UNAM, se le
asigno el numero FEZA 15053. Se realiz6 una extraccidbn con agua, en un
rotavapor. En el ensayo de inflamacion aguda se utilizaron 5 grupos de 6 animales
cada uno, se siguid el método del modelo de edema en cojinete plantar de ratén
con carragenina. Para el ensayo de inflamacion cronica se utilizaron 5 grupos de 6
animales cada uno siguiendo el modelo de formacion de granuloma inducido con
pellet de algoddn, se extrajeron los pellets, se determinaron nitritos en suero y se
calcularon los indices hepéticos, esplénicos y renales.

Resultados. Se observé que en la inflamacion aguda los grupos tratados con el
extracto presentan porcentajes bajos de inhibicion de la inflamacion sin tener
alguna diferencia estadisticamente significativa contra el grupo control negativo.
En el ensayo de inflamacion cronica los grupos tratados con el extracto
presentaron valores altos en los pesos de granuloma y en nitritos con una
diferencia significativa, no se observo indicios de intoxicacion alguna.

Conclusiones. Dado los resultados obtenidos se sugiere que el extracto acuoso
de Kalanchoe beharensis Drake (oreja de elefante) no posee efecto
antiinflamatorio en el modelo de ratones CD1, ni se muestran indicios de que la
planta tenga un efecto téxico. Asi mismo, los resultados sugieren que presenta un
efecto pro inflamatorio en la fase croénica.
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2. INTRODUCCION

A lo largo de la historia las plantas han desempefiado un papel importante en el
tratamiento y prevencion de enfermedades humanas, han sido la base
fundamental de las principales medicinas tradicionales. La Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) reconoce que el uso de extractos de origen vegetal es una
alternativa para los sistemas de salud de todo el mundo debido a que los niveles
de enfermedades cronicas y los costos de atencidn sanitaria son cada vez mas

elevados.

Desde la mitad del siglo pasado, las plantas fueron la base de la medicina
moderna, se estima que el 70% de los principios activos y metabolitos
descubiertos son de origen vegetal, entre los medicamentos que se prescriben en
los paises de occidente, del 40 al 50% provienen de metabolitos activos, de
plantillas semisintéticas o de la modificacion total de entidades quimicas derivadas

de plantas.

La evaluacion farmacologica, fitoquimica, y toxicoldgica de los géneros y especies
identificados con actividades biolégicas debe ser abordada en proyectos de
investigacion para comprobar y documentar sus posibles aplicaciones

terapéuticas.
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El proceso inflamatorio es un importante sector en la investigacion farmacologica,
principalmente en virtud de la capacidad potencial que tienen ciertos compuestos
de origen natural de interferir en la evolucién de enfermedades que presentan

procesos inflamatorios.

Teniendo en cuenta lo anterior asi como los usos y estudios reportados sobre las
propiedades biolégicas que comparte el género Kalanchoe, se evalud la actividad
antiinflamatoria del extracto acuoso de Kalanchoe beharensis Drake en un modelo

de ratones CD1, para comprobar su posible actividad como antiinflamatorio.
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3. MARCO TEORICO

3.1 Plantas medicinales

Las plantas constituyen un recurso valioso en los sistemas de salud de los paises
en desarrollo. Aunque no existen datos precisos para evaluar la extension del uso
global de plantas con propiedades medicinales, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) ha estimado que méas del 80% de la poblacion mundial las utiliza,
para satisfacer sus necesidades de atencion primaria de salud. Gran parte de los
tratamientos tradicionales implican el uso de extractos de plantas 0 sus principios

activos.

Se define a las plantas medicinales como cualquier especie vegetal que contiene
sustancias que pueden ser empleadas para propdsitos terapéuticos o cuyos
principios activos pueden servir de precursores para la sintesis de nuevos

farmacos.!

Las plantas tienen importantes aplicaciones en la medicina moderna, son fuente
directa de agentes terapéuticos, se emplean como materia prima para la
fabricacion de medicamentos semisintéticos mas complejos, la estructura quimica
de sus principios activos puede servir de modelo para la elaboracion de drogas
sintéticas y tales principios se pueden utilizar como marcadores taxonémicos en la

busqueda de nuevos medicamentos.?




Jonathan Uriel Urbina Soto

La revisibn de la medicina tradicional permite realizar investigaciones
etnobotanicas dirigidas, analisis quimicos, caracterizacion de principios activos y
bioensayos. En la actualidad muchas plantas han sido estudiadas y validadas

desde el punto de vista bioldgico, quimico y farmacolégico.?

3.2 Farmacognosia

Es la rama de las ciencias farmacéuticas que estudia las materias primas y las
sustancias de origen biolégico (vegetal, animal o microbiolégico) con fines
terapéuticos. Estudia tanto sustancias con propiedades terapéuticas como
sustancias toxicas, excipientes u otras sustancias de interés farmacéutico. Dentro
de sus principales objetivos esta el establecer las propiedades farmacolégicas de
las drogas vegetales e investigar nuevos principios activos que puedan constituir

un punto de partida para el disefio de nuevos farmacos en el futuro.*°

3.3 Fitoquimica

La Fitoquimica es una especialidad que deriva de la farmacognosia, sus objetivos
abarcan el estudio quimico de las plantas medicinales, el desarrollo de métodos
de obtencién de componentes activos y su clasificacion de acuerdo al grupo
funcional quimico organico al que pertenecen, la aplicacion de métodos analiticos
gue son cada vez mas sofisticados que permiten detectar y posteriormente

identificar los principios activos responsables de las propiedades atribuidas a las
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plantas. Con la finalidad de dilucidar los efectos beneficiosos y perjudiciales a la

salud humana.®

3.4 Género Kalanchoe

Kalanchoe o Bryophyllum, es un género de plantas perennes suculentas
perteneciente a la familia Crassulaceae, comprende mas de cien especies que son

nativas de las zonas tropicales de Africa, Asia y América.

La mayoria de las especies de Kalanchoe han sido ampliamente introducidas y

naturalizadas en gran parte del mundo, principalmente para uso en la horticultura.

Diversas especies del género Kalanchoe son utilizadas en la medicina tradicional
de muchos paises del mundo. Actualmente se ha reportado que los extractos de
mas de 30 plantas de este género poseen actividades biolégicas, entre las cuales
destacan la antiinflamatoria, antioxidante, analgésica, antiviral, sedante,
antiulcerosa, inmunomoduladora, depresora del SNC, citotéxica, hepatoprotectora,
anticonvulsivante, antimicrobiana, inhibidora del desarrollo de células B,
anticonceptiva, cardiovascular, antidiabética, antileshmania, inhibidora de la

acetilcolinesterasa.”*®

En la medicina tradicional de México se utilizan las especies: Kalanchoe pinnata
(Siempreviva o tronador), Kalanchoe blossfeldiana (Maravilla), Kalanchoe
daigremontiana (Aranto o espinazo del diablo); en el tratamiento de diabetes
mellitus, enfermedades renales, resfriados, infecciones, cefalea, anticancerigena,

poseen propiedades analgésicas y antiinflamatorias.'* *°
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3.5 Kalanchoe beharensis Drake (oreja de elefante)

e Informacion taxondmica

Kalanchoe beharensis Drake pertenece a la division Fanerdgama Magnoliophyta,
clase Magnolipsida, subclase Magnoliidae, superorden Myrothamnanae, orden

Saxifragales y familia Crassulaceae.
e SinOGnimos

Kalanchoe de Behara, Kalanchoe van-tieghemii, kalanchoe oreja de elefante.’

e Descripcion botanica

Es una planta perenne suculenta endémica de Behara, (sur de Madagascar),
puede alcanzar mas de 3 m de altura, es de porte erecto, con tallo delgado de
color gris y aspecto afelpado y nudoso debido a las hojas que va perdiendo al
crecer. Sus hojas son de color verde oliva con una vellosidad fina de apariencia
aterciopelada y color azulado en ambas caras, con peciolos que miden 3-4 cm,
decusadas, triangular-lanceoladas de entre 10 a 20 cm de largo por 5 a 10 cm de
ancho con margenes que poseen un doble feston. Las flores son de color verde
amarillento, poseen pedunculos cortos, 4 pétalos y corola de 7 mm, florece a

principios de la primavera.

Su cultivo requiere minima atencion y cuidados, se utiliza principalmente como uso

ornamental .8 %’
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e Estudios experimentales con Kalanchoe beharensis Drake

Se tiene reportado que el jugo obtenido de K. beharensis Drake mostré una alta
actividad neutralizante de los virus: poliovirus tipo 2 (PV2), Coxsackievirus B1 y

B6, virus de la estomatitis vesicular (VSV) y virus de la gripe (influenza A).*

L=
‘1AL b

y.
A
%

2 3
- -"‘
:

T

T

0

A

Figura 1. Kalanchoe beharensis Drake®®
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3.6 Inflamacion

La inflamacién es uno de los temas de mayor interés en la medicina clinica, ya que
en mayor o menor grado es el sustrato patogenético y morfopatoldgico de las
enfermedades. La inflamacién es un importante sector en el campo de la
investigaciéon farmacolégica y el gasto por el tratamiento de los procesos

inflamatorios es de los mas elevados.®

La inflamacion es fundamentalmente la respuesta, del sistema inmunoldgico de un
organismo, al dafio causado a sus células y tejidos vascularizados por patégenos
bacterianos y por cualquier otro agresor de naturaleza biologica, quimica, fisica o
mecanica cuya finalidad predominantemente es reparativa. Inicialmente tiene una
funcién homeostatica de proteccién o defensa que se caracteriza por rubor, dolor,
tumefaccion, edema vy falta de funcién en la zona afectada, es un proceso que

implica un enorme gasto de energia metabdlica.???

La respuesta inflamatoria esta formada por un proceso morfolégico y bioquimico
que involucra la participacion de mediadores quimicos, elementos del plasma,
células circulantes, vasos sanguineos y constituyentes celulares y extracelulares
del tejido conectivo cuya actividad es coordinada y regulada por el sistema

inmunitario innato y adquirido.?*?*
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3.6.1 Tipos de respuesta inflamatoria

Se divide en 2: aguda y crénica. A menudo estas se sobreponen debido al
impacto de factores mdiltiples, como la duracion de la agresion, el tipo de agente

inflamatorio, el grado e intensidad de lesién y el microambiente morfolégico.?>?’

3.6.2 Inflamacién aguda

Es la reaccion tisular inmediata frente a una noxa inicial, se caracteriza por el
exudado de fluidos plasmaticos y la migracion de leucocitos, fundamentalmente
neutrofilos. Se inicia muy rapidamente y es de duracién relativamente corta

(minutos, horas o unos dias).”

Los principales eventos que ocurren durante la inflamacién aguda son:

1. Reaccién vascular. Consiste en una vasodilatacion arterial, de capilares y
vénulas, con lo que aumenta el flujo sanguineo y su velocidad en el foco
inflamatorio, causada por la liberacion de sustancias presentes en el tejido

conectivo y células circundantes.

2. Trastornos de la permeabilidad vascular. Generada por la vasodilatacion de
capilares y vénulas, produce un exudado de liquido plasmatico que, a su vez,
condiciona una concentracion local de células sanguineas y un enlentecimiento de

la corriente sanguinea.

10
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3. Reacciones leucocitarias. Se produce la marginacion y emigracion de los
leucocitos (neutrofilos, macréfagos y linfocitos) al foco inflamatorio, atraidos por
estimulos quimiotacticos; como resultado aparece el infiltrado inflamatorio con

gran capacidad de fagocitosis de material extrafio y necrético.?*

Las causas y estimulos de la inflamacion aguda son:

Infecciones: bacterianas, viricas, fungicas o parasitarias.

e Reacciones inmunitarias: enfermedades autoinmunitarias y reacciones
alérgicas.

e Necrosis tisular: originada de cualquier factor y estimulo.

e Agentes fisicos: suturas, traumatismos, heridas, lesiones por frio o calor, luz
UV, radiacion, etc.

e Agentes quimicos: Sustancias irritantes y corrosivas, como acidos y

alcalis.?®

3.6.3 Inflamacién crdonica

Es una inflamacién de duracion prolongada y esta relacionada con la respuesta
dada por los linfocitos y los macroéfagos, por la proliferacion de vasos sanguineos y
la disfuncién del endotelio, asi como por la fibrosis y la destruccién tisular. La
inflamacion crénica se presenta cuando la inflamacion aguda no ha logrado mitigar

el estimulo nocivo o cuando la misma respuesta inflamatoria se autoperpetia.

11
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La inflamacion crénica se caracteriza por:

1. Infiltracidon por células mononucleares, como linfocitos, macréfagos y células

plasmaticas, que reflejan una reaccion persistente a la lesion.

2. Destruccidn tisular. Inducida principalmente por las células inflamatorias.

3. Intentos de reparacion. Mediante sustitucion del tejido conectivo o del tejido

lesionado, con proliferacion de angiogénesis y en especial, con fibrosis.

29-30

La inflamacion cronica se puede originar a partir de las siguientes circunstancias:

Infecciones persistentes por patdgenos dificiles de erradicar, como
bacterias, virus, hongos y parasitos.

Enfermedades inflamatorias de mecanismo inmunitario. En determinados
trastornos, se desarrollan reacciones inmunitarias contra los propios tejidos
del individuo, originando enfermedades autoinmunitarias que se
autoperpettan y producen inflamacion crénica por lesiones tisulares, como
la artritis reumatoide y la esclerosis mdltiple.

Exposicion prolongada a agentes con capacidad toxica, exdgenos o
endogenos. Un ejemplo de agente enddgeno son algunos componentes
lipidicos toxicos elevados en la sangre, que contribuyen a la aterosclerosis,
y un agente exdégeno puede ser la inhalacion prolongada de particulas de

silice, que causa una enfermedad pulmonar conocida como silicosis.3"" *?

12
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3.6.4 Células inflamatorias

Cualquier célula que participa en las reacciones inflamatorias se puede llamar
célula inflamatoria. Algunas residen por periodos prolongados en tejidos normales;
otras son células circulantes que penetran a los tejidos soélo durante el transcurso

de una respuesta inflamatoria.*

¢ Neutrofilos (leucocitos polimorfonucleares LPMN)

Son las primeras células que llegan al sitio de la inflamacion, por lo general, en el
transcurso de 90 minutos luego que se presenta la lesion. Son capaces de generar
radicales libres derivados del Oxigeno. Participan en la fagocitosis, liberacion de

enzimas y formacion de factores quimiotacticos.>®

e Monocitos

Aparecen en el foco inflamatorio, antes de 48 horas, como respuesta a los
mediadores liberados por los LPMN. Se convierten en macréfagos después de
fagocitar cualquier tipo de sustancia, liberan enzimas lisosomiales, que disuelven y
necrosan la colagena, las fibras elasticas, las propias células muertas y las
bacterias residuales. Los monocitos forman parte del infiltrado tanto en

inflamaciones agudas como crénicas.*

13
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e Linfocitos

Los linfocitos se presentan en el foco inflamatorio en fases tardias y tienden a
acumularse alrededor de los vasos sanguineos por la activacion de moléculas de
adhesion. Linfocitos y monocitos se estimulan reciprocamente para su persistencia
en el foco inflamatorio, los primeros por la liberacion de linfoquinas (INF-y), que
tiene una potente capacidad de activar macrofagos y los segundos por medio de

citoquinas que reclutan y activan linfocitos.** %’

e Basofilos

Los basodfilos funcionan como iniciadores y/o efectores en las reacciones de
hipersensibilidad, evitan la coagulacién del foco inflamatorio, controlan la
exudaciéon y estimulan la angiogénesis. Contribuyen en el reclutamiento de otras

células proinflamatorias.>*

e Eosinéfilos

Los eosindfilos tienen gran capacidad de fagocitosis, especialmente en presencia
de factores bacterianos, complemento y complejos antigeno-anticuerpo. Son
importantes en la inflamacién que se asocia con reacciones de hipersensibilidad
inmediata y alteraciones alérgicas, donde participan en controlar la liberacion de
mediadores quimicos especificos. En muchas inflamaciones la aparicion de

eosindfilos es signo de regresién y resolucién de la inflamacién.>* *°
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e Células plasmaticas

Es el resultado de la diferenciacién de linfocitos B activados, aparecen en la fase
tardia de la inflamacion, sintetizan y liberan anticuerpos circulantes. En el foco
inflamatorio presentan multinucleaciéon, acumulacion intracitoplasmatica de

inmunoglobulinas cristalizadas.*

3.6.5 Mediadores quimicos de la inflamacion

Son compuestos derivados del huésped secretados por células activadas y actian
para desencadenar o aumentar aspectos especificos de la inflamacion. Se dice

que tales compuestos son proinflamatorios.3 3

Aminas vasoactivas

Las aminas vasoactivas: histamina y serotonina, se almacenan en forma de
moléculas preformadas principalmente en las células cebada adyacentes a los
vasos sanguineos, baséfilos y plaquetas; por lo que son de los primeros

mediadores que se liberan durante la inflamacion.

La histamina induce la dilatacion de las arteriolas y aumenta la permeabilidad de
las vénulas. Es el principal mediador del aumento de la fase transitoria de la
permeabilidad vascular, produciendo espacios interendoteliales en las vénulas que

favorecen la salida del exudado plasmaético.
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La histamina preformada se libera de los granulos de las células cebadas en

respuesta a diferentes tipos de estimulos:

e Lesiones fisicas, como traumatismo, frio o calor.

e Reacciones inmunitarias que afectan a la union de anticuerpos.

e Proteinas liberadoras de histamina derivadas de los leucocitos.

e Neuropéptidos
La serotonina es otro mediador preformado que produce efectos similares a los de
la histamina. Se encuentra, principalmente, en el interior de los granulos de

cuerpos densos plaquetarios y es liberada durante la agregacion plaquetaria.?®

Citocinas

Son producidas por linfocitos y macrofagos activos, secretadas como una
respuesta al estimulo que representan diferentes factores, externos o internos
como los antigenos de los agentes infecciosos, endotoxinas, lesion fisica y
procesos inflamatorios. Las sefales transmitidas originan una serie de eventos
gue son necesarios para limitar, rechazar o reparar, inmunolégicamente, cualquier
clase de dafio tisular. La produccién y la liberacidon al exterior de las citocinas es
una parte importante de las respuestas inflamatoria e inmunitaria. En este ultimo
caso, destacan sus efectos reguladores sobre la proliferacion y la activacion de las

células fagociticas y de los linfocitos T y B.
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En éstas se incluyen:

e Linfocinas: citocinas producidas por los linfocitos.

e Monocinas: citocinas producidas por monocitos/macrofagos.

¢ Interleucinas: citocinas que actian entre los leucocitos.

¢ Interferones: inhiben la replicacion de los virus dentro de las células y
activan a los macrofagos y las células citoliticas naturales.

e Factores de necrosis tumoral

e Factores de crecimiento.*®

Quininas

Son péptidos vasoactivos derivados de proteinas plasmaticas, el sistema de
quininas esta intimamente relacionado con la cascada de coagulacion, ya que la
activacion del factor Xll, genera bradiquinina, la quinina méas conocida. Las
quininas aumentan la permeabilidad vascular, causan contraccion del muasculo
liso, dilatacién de los vasos, dolor, efectos similares a los de la histamina. Ejercen
efectos quimiotacticos en la produccion de plasmina y fibrina, por lo que participan

en la mayoria de los procesos antiinflamatorios.*°

Sistema del complemento

El sistema del complemento esta formado por 20 proteinas (incluidos los

productos de fragmentacion), sus componentes se encuentran en el plasma en
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forma inactiva y se enumeran de Cl a C9, los cuales tienen una importante
intervencion en la inmunidad y la inflamacion. Existen 3 vias que desencadenan la
activacion del complemento, la via clasica, alterna y la de la lectina, las cuales

llevan a la formacion del complemento de ataque a la membrana (MAC).

Las funciones del sistema del complemento implican:

e Ataque a la membrana (MAC), lisis de células, bacterias y virus.

e Quimiotaxis, generando la adhesion y activaciébn de leucocitos en el
endotelio.

Opsonizacion, promoviendo la fagocitosis de antigenos particulados por

medio de neutréfilos y macréfagos.?® *°

Factor activador de plagquetas

Es un mediador bioactivo producido por neutréfilos, mastocitos, monocitos y
plaguetas que puede ser sintetizado y liberado en forma intracelular por
degranulacién o en forma secretada. Induce agregacién plaquetaria, activa a
neutrdfilos y eosindfilos, causa aumento de la permeabilidad vascular, estimulan la

sintesis de otros mediadores derivados del 4cido araquidénico.?
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Metabolitos del acido araquidoénico

El acido araquidonico (AA) se encuentra en forma esterificada en la membrana de
las células, se libera a partir de fosfolipidos por la accién de fosfolipasas celulares
activadas, las cuales se activan por estimulos quimicos, fisicos, mecanicos o por

otros mediadores quimicos.

Los metabolitos del AA, también denominados ecosanoides poseen actividades
biolégicas y se comportan como sefiales intracelulares o extracelulares que
influyen en diversos procesos biologicos, entre ellos la inflamacién y la
hemostasia. EIl AA puede metabolizarse por dos vias principales: via de la
ciclooxigenasa en la que se sintetizan prostaglandinas y tromboxanos, y la via de

la lipooxigenasa donde se generan leucotrienos y lipoxinas.

Las funciones de los metabolitos del AA en la inflamacién son:
Prostaglandinas: producen vasodilatacion, dolor y fiebre.

Tromboxanos: producen vasoconstriccion vascular y activan la agregacion

plaquetaria.
Leucotrienos: aumentan la permeabilidad vascular, activan neutrofilos.

Lipoxinas: inhiben el reclutamiento y la adhesion al endotelio de leucocitos, por lo

que se consideran como inhibidoras de la inflamacion.®’
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Oxido nitrico

El 6xido nitrico (NO), es un radical libre, potencialmente téxico que se puede
difundir liboremente a través de las membranas celulares. Es un potente
vasodilatador formado por las células endoteliales, inicialmente fue denominado
como factor relajante derivado del endotelio (EDRF). Tiene una vida media de
3-50 segundos debido a su rapida conversion a nitritos y nitratos en presencia de
Oxigeno. Se sintetiza a partir de la oxidacién de la L-arginina con NADPH como
cofactor, por acciébn de la enzima Oxido nitrico sintetasa. Existen dos formas
distintas de la enzima, la constitutiva, que es dependiente de Calcio y de
calmodulina e insensible a los glucocorticoides, y la inducible, que no depende de

Calcio o de calmodulina y se inhibe por los glucocorticoides.

El 6xido nitrico desempefia multiples funciones en los procesos inflamatorios
ejerciendo efectos en la relajacion del musculo liso vascular, regula la adhesion,
agregacion y degranulacion de plaquetas, actia como antagonista en el
reclutamiento de leucocitos. Ademas posee actividad antimicrobiana y citotdoxica
por la interaccidn con otras especies reactivas del Oxigeno promoviendo la
formacion de metabolitos antimicrobianos: peroxinitrilo (OONQO), S-nitrosoles

(RSNO) y di6xido de Nitrégeno (NO,).38 3
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3.7 Antiinflamatorios

3.7.1 Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

Los analgésicos AINES se encuentran entre los medicamentos mas prescriptos en
todo el mundo, constituyen un grupo heterogéneo de compuestos que pertenecen
a diversas clases quimicas (derivados del acido salicilico, del p-aminofenol,
derivados del indol y acido indenacético, derivados del &cido heteroarilacético,
derivados del acido arilpropidnico, derivados del acido antranilico, derivados del
acido endlico, y recientemente, los inhibidores selectivos de la ciclooxigenasa 2

(COX-2) como los coxibs.** 4

La utilidad terapéutica de los AINES como analgésicos, antipiréticos vy
antiinflamatorios, se atribuye a su capacidad de inhibir con mayor o menor
potencia la sintetasa de prostaglandinas (COX-1) y a la sintetasa de tromboxanos

(COX-2).°

e Indometacina

La indometacina es un derivado del indol, sus efectos analgésicos, antipiréticos y
antiinflamatorios de deben a su capacidad de inhibir, de manera no selectiva a la
ciclooxigenasa 1 y 2, accién que da lugar al blogueo de la sintesis de
prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos. Interfiere en una gran cantidad de
procesos de membrana, como la fosforilacién oxidativa y la adhesion celular,

inhibe la agregacion plaquetaria y es veinte veces mas potente que el acido
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acetilsalicilico como inhibidor de la COX, potencia proporcional a su actividad

como analgésico y antiinflamatorio.

Su administracion oral tiene una excelente biodisponibilidad, se absorbe y fija a
proteinas plasmaticas de manera rapida, alcanzando su tms a las 2 horas,
presenta recirculacion enterohepatica, por lo que su t;, en el plasma es de 5 a 10
horas. Entre el 10 y 20% se elimina sin metabolizar por secrecion tubular activa,
el resto en forma de metabolitos inactivos y conjugados del acido glucurénico que

se eliminan por la orina, bilis y heces.*® %2

3.7.2 Corticoides

Los corticoides (glucocorticoides o corticoesteroides) son derivados sintéticos del
cortisol, hormona producida en la regién cortical de las glandulas suprarrenales.
Los corticoides naturales y sus derivados sintéticos bioldgicamente activos poseen
potentes efectos analgésicos y antiinflamatorios, se encuentran entre los
medicamentos de mayor uso en distintas enfermedades, debido a su capacidad
para ejercer efectos sobre casi todos los sistemas y a la diversidad de sus

acciones farmacologicas.

Las modificaciones quimicas, fundamentalmente la halogenacién, reducen su
potencia, esto se correlaciona con la afinidad por sus receptores. De acuerdo a la
duracion del efecto terapéutico se clasifican como de accién: breve (6-12 horas):

hidrocortisona (cortisol), prednisona y prednisolona; intermedia (12-36 horas):
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triamcinolona, parametasona y fluprednisolona y prolongada (36-72 horas):

betametasona y dexametasona.

Su administracion terapéutica produce un potente efecto antiinflamatorio e
inmunopresor, inhiben las manifestaciones agudas y tardias de la inflamacion, las
fases de cicatrizacion, reparacion y reacciones proliferativas de la inflamacién
cronica. Asi mismo tienen efecto sobre los mediadores de las respuestas
inflamatorias e inmunitarias, ya que inhiben la sintesis de prostanoides,
disminuyen la generacién de citoquinas (IL-1 a IL-8) y de Oxido nitrico inducido,

reducen la liberacion de histamina por los basdfilos y la sintesis de 1gG.

e Hidrocortisona

La hidrocortisona es un glucocorticoide sintético con mecanismos de accion
similares a los del cortisol enddgeno, se unen a receptores especificos de
membrana citoplasmética. EI complejo receptor-corticoide es transferido al nucleo
donde se une a la cromatina y aumenta o inhibe la regulacion de genes inducidos
especificamente por corticoides, por medio de este mecanismo los corticoides
modulan la sintesis de proteinas que regulan el metabolismo proteico-glucidico y

lipidico, presentan accién sobre el sistema endocrino y el SNC.

Sus efectos antiinflamatorio, antialérgico e inmunosupresor se producen por
regular e inhibir la produccion y secrecion de citocinas proinflamatorias, el Factor
de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a), el interferon gamma (IFN-g) y el factor

estimulante granulocitos y macréfagos (GM-CSF); por la interferencia directa
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sobre las cascadas y mecanismos genomicos. Reprime la expresion de las
moléculas de adhesion endoteliales y la sintesis del activador de plasmindgeno,
regula la sintesis y liberacion de autacoides y de enzimas lisosomales en las

reacciones inflamatorias de fase aguda.*® **

3.8 Bioensayo

Se denomina bioensayo al proceso de determinar la potencia de una sustancia o
de un material a partir de las respuestas producidas en organismos biolégicos. El
bioensayo intenta establecer una relacién funcional entre dosis y respuesta, donde
la respuesta es una medida del resultado de la aplicacion de la sustancia en
determinadas dosis y puede ser de diferentes tipos: ordinal, discreta, cuantitativa,

dicotémica, cuantitativa continua.*® *°

3.9 Modelo experimental

3.9.1 Modelo experimental en animales

Un modelo experimental animal se define como un sistema bioldgico, reproducible
y complejo, que se utiliza para estudiar los mecanismos celulares y moleculares
gue operan en el funcionamiento normal de un érgano, en la reproduccion de una
enfermedad (o procesos de una enfermedad), de manera parecida al humano
para permitir su conocimiento o abordaje mediante diferentes técnicas

terapéuticas.
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Los modelos animales de enfermedades humanas han sido utilizados desde hace
muchos afos en distintas areas de investigacion, constituyendo uno de los pasos
fundamentales en la biomedicina. Tanto la caracterizacion de un mecanismo
fisiopatolégico como la puesta a punto de una modalidad terapéutica pasan
generalmente por la necesidad de realizar ensayos in vivo, empleando para ello

uno o varios modelos animales.

Los resultados de la investigacion con modelos animales proporcionan informacion
necesaria para disefiar pruebas humanas que son esenciales para la aprobacién
legal de nuevos farmacos, dispositivos médicos, y procedimientos con caracter

terapéutico y de diagnéstico.*®*’

3.9.2 Disefio de la experimentacion

El disefio experimental es una parte del desarrollo de la investigacion, su éxito
depende de las condiciones de vida del animal (caracteristicas genéticas y
ambientales) y de la calidad de los recursos humanos (especializacion y

acreditacion).

Debido a que los animales de experimentacion constituyen el nivel mas alto de
complejidad de todos los modelos experimentales y son la fuente principal de
conocimiento de la fisiopatologia quirdrgica, se han especificado aspectos y

recomendaciones para el disefio del protocolo:
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a) Establecer las propiedades fisicoquimicas de la sustancia a estudiar, lo que
permite determinar las condiciones de almacenamiento, manipulacion, via de

administracion.

b) Seleccionar el modelo animal adecuado, el cual depende del tipo de proceso
morfologico vy fisiopatoldgico a estudiar, de la farmacocinética y biodisponibilidad
de la sustancia o producto a evaluar, lo cual definira la especie, cepa y la calidad

del animal.

c) Justificar el nUmero de animales seleccionados, el nUmero de animales a utilizar
se calcula por procedimientos estadisticos y depende del protocolo de

experimentacion.

d) Seleccionar la via de administracion del indculo: dosis, frecuencia de

inoculacién, determinacién del punto final del experimento.

e) Realizar los procedimientos experimentales adecuados, los cuales estan

condicionados a los conocimientos y calificacion de los recursos humanos.

f) Especificar el método de eutanasia y definir el punto final humanitario del

experimento.*®*°
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3.9.3 Raton

El ratdbn (Mus musculus) es la especie animal mas utilizada en experimentacion
biomédica moderna, los ratones de laboratorio constituyen entre el 60 y 80% de
los mamiferos usados en la investigacion, debido a que su genoma es totalmente
conocido, a sus caracteristicas reproductivas, a los conocimientos que se tienen
sobre su fisiologia, anatomia, facil manejo y capacidad de adaptacion. Un gran
namero de ratones se utiliza para bioensayos, pruebas de toxicidad, para el

estudio de nuevos farmacos, estudios de microbiologia y virologia.

El uso de ratones como modelo animal en estudios biomédicos se considera
esencial para dilucidar los mecanismos subyacentes de una enfermedad, asi
como en el disefio de modelos genéticamente modificados en las areas de
oncologia e inmunologia, donde son enfocados para el tratamiento, prevencion y

comprension de multiples trastornos y patologias.

Estudios recientes han reportado que los niveles de expresion de los genes en
modelos de ratén de patologias humanas son significativamente correlacionados
con los de las condiciones humanas. Esto demuestra que los patrones de
expresion génica en modelos de ratones se relacionan a las condiciones
inflamatorias en humanos y argumentan fuertemente la utilidad de los ratones

como modelos animales de enfermedades humanas.>>®
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las plantas han sido la principal fuente de la mayoria de las moléculas nuevas y
principios activos de los medicamentos, sin embargo, se estima que hay 250.000
especies de plantas en el mundo y probablemente solo el 10% de ellas han sido
probadas para algun tipo de actividad bioldgica, muchos compuestos y moléculas

Utiles estan en espera de ser descubiertos.®

La naturaleza interdisciplinaria de la medicina tradicional (etnobotanica) permite
una amplia variedad de enfoques y aplicaciones; estudios etnobotanicos y
farmacoldgicos proporcionan informacion esencial para la orientacion en la

bioprospeccién de nuevos medicamentos de origen vegetal.*?

El género kalanchoe es ampliamente utilizado en la medicina tradicional de varios
paises debido a que poseen diversas actividades bioldgicas que son estudiadas y

reportadas extensamente, entre ellas la actividad antiinflamatoria.

En la actualidad Kalanchoe beharensis Drake sélo tiene reportada actividad
antiviral y carece de estudios que evidencien la presencia de otras propiedades
biolégicas que comparten la mayoria de las especies de su mismo género.
Por lo que surge un interés en evaluar la actividad antiinflamatoria de
kalanchoe beharensis Drake (oreja de elefante) para comprobar si posee dicha

actividad bioldgica.
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5. HIPOTESIS

Considerando las propiedades bioldgicas, entre ellas la antiinflamatoria, que
poseen las plantas del género Kalanchoe, se espera encontrar la actividad
antiinflamatoria en el extracto acuoso de Kalanchoe beharensis Drake, en un

modelo de ratones CD1.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Evaluar la actividad antiinflamatoria del extracto acuoso de Kalanchoe beharensis

Drake (oreja de elefante) en un modelo de ratones CD1.

6.2 Objetivos especificos

e Obtener el extracto acuoso de Kalanchoe beharensis Drake.

e Evaluar la actividad antiinflamatoria del extracto acuoso en un proceso de
inflamacion aguda usando el modelo de edema en cojinete plantar.

e Evaluar la actividad antiinflamatoria del extracto acuoso en un proceso de
inflamacion crénica siguiendo el modelo de formacion de granuloma con
pellet de algodon.

e Determinar la presencia de nitritos como producto estable del éxido nitrico.
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7. DISENO EXPERIMENTAL

7.1 Tipo de estudio

Experimental

7.2 Poblaciéon de estudio

Ratones CD1 machos de entre 25y 40 g de peso.

7.3 Variables

Independiente:
Tratamiento

e Solucidn salina (control negativo)

e Extracto acuoso (25, 50 y 100 mg/Kg)
¢ Indometacina (10 mg/Kg)

e Hidrocortisona (15 mg/Kg)

Dependiente:

e Grosor de la pata por el efecto de la administracion de los tratamientos
e Peso del granuloma (pellet de algodon)

e Concentracion de nitritos en suero
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. MATERIAL

Material bioldgico

Ratones CD1 machos

Planta: Kalanchoe beharensis Drake (oreja de elefante)

Reactivos

Acido acético glacial (Merck)

Acido clorhidrico (Merck)

Agua destilada (Pisa)

Cadmio granular (Merck)

Carragenina tipo IV (Sigma)

Cloruro de amonio al 5% pH=9 (JT Baker)

Goma Ghatti (SYQUEM)

Hidrocortisona (Flebocortid solucién inyectable de 100 mg- Janssen-Cilac)
Indometacina (Indocid capsulas de 25 mg- Aspen Port Elizabeth (Pty) Ltd,
Sudafrica).

Nitrito de Sodio (Merck)

N-1-naftiletilendiamina-NED (Merck)

Solucion salina (solucion inyectable 0.9%) (Pisa)

Sulfato de Cobre al 5% (Sigma)

Sulfato de Zinc (HYCEL)

Sulfonamida (Merck)
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> Material

e Algodones pellet (Protec)

e Cajas de Petri (Pyrex)

e Camara de éter

e Embudo Buchner (Kimax)

e Embudo de vidrio (Pyrex)

e Espatula (RYE)

e Estuche de diseccion (Vesalius)

e Gasas (Protec)

e Gradilla (Brand)

e Jeringas 1 mL (Terumo)

e Matraz Erlenmeyer de 2 L (Kimax)

e Microtubos (Fisher Brand)

e Mortero con pistilo (Veravitrum)

e Papel filtro (Whatman)

e Papel parafilm (American National Can)

e Pipetas Pasteur (Biotech)

e Placa de microtitulacién (Beckton)

e Sonda gastrica (Animal feeding needles, 20GX 1-1/2” Poper and Sons, Inc.
Newhyde Park, NJ, USA).

e Tubos de ensaye 13x100 (Pyrex)

e Vasos de precipitado 25, 50,100 y 250 mL (Pyrex)
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» Equipo

Agitador Rocker Platform (Bellco Glass. Inc.)

e Agitador Vortex (Scientific Industries, Inc. Modelo K-550G)
e Balanza analitica (ae ADAM)

e Balanza granataria (Ohaus)

e Bascula para animales (TecnoCor)

e Bomba de vacio (Koblenz)

e Centrifuga (Hamilton Bell)

e Congelador (Tor-rey)

e Espectrofotdmetro UV/Visible (JENWAY- Modelo: 6305)
e Estufa (Shel Lab)

e Microcentrifuga (Hermle — Modelo: Z233M-2)

o Refrigerador (Mabe)

e Rotavapor (Yamato — Modelo: BM500)

e Sonicador (SONICS)

> Instrumentos

e Matraz volumétrico 100 mL (Pyrex)

e Matraz volumétrico 1000 mL (Pyrex)

e Micrometro (Scala)

e Micropipeta de 100-1000 pL (Labsystems)

e Micropipeta de 40-200 pL (Labsystems)
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e Pipeta automatica (Jencons)
e Pipetas graduadas de 1, 2 y 5 mL (Kimax)

e Pipetas volumétricas de 2 y 5 mL (Pyrex)

9. METODOS

9.1 Preparacion del extracto acuoso

1. Se recolectaron 4 hojas de Kalanchoe beharensis Drake procedentes de la
Coleccion viva de Cactaceas y otras Suculentas de la FES Zaragoza, una
muestra se identificé y herborizé en el herbario de la FESA-UNAM de la
FES Zaragoza.

2. Se pesaron 840 g de las hojas recolectadas, se trituraron con 1L de agua
en un procesador de alimentos hasta obtener una mezcla homogénea.

3. La mezcla homogénea se colocé en un matraz Erlenmeyer de 2 L con
tapon, se dejo reposar durante 24 horas evitando la exposicién a la luz.

4. Posteriormente la mezcla se filtré por gravedad y vacio utilizando gasas y
papel filtro. Una vez filtrado el extracto acuoso, se eliminé el disolvente a
rotavapor (60 °C), obteniendo un concentrado con el minimo de humedad.

5. El concentrado se colocé en la estufa a 37 °C durante 1 semana para
dejarlo secar.

6. Se retird el extracto seco y se pulveriz6 en un mortero, se pesé para
obtener el rendimiento del extracto acuoso. El extracto se mantuvo en

refrigeracion hasta su uso.
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9.2 Ensayo de inflamacién aguda: Modelo de edema en cojinete

plantar de ratén con carragenina®

1. Se trabajo con 5 grupos de ratones de 6 ratones cada uno, se pesaron y se
marcaron de acuerdo al orden correspondiente.

2. Previo al ensayo, se dejo en ayuno de 16 horas a todos los ratones, con
acceso libre de agua.

3. Se midio el grosor de la pata izquierda de cada uno de los grupos antes de
la inyeccién de carragenina.

4. Se Inyectaron 50 yL de carragenina al 1% en el cojinete plantar de la pata
izquierda trasera de cada ratén.

5. Se administré oralmente mediante una sonda gastrica: 25, 50 y 100 mg/ Kg
del extracto acuoso de Kalanchoe beharensis Drake.

6. Al grupo de referencia, se le administr6 mediante una sonda gastrica
Indometacina (10 mg/Kg) disuelta en goma Ghatti al 1% en agua destilada,
al grupo control negativo, solucién salina fisiologica (10 mg/Kg).

7. Se midi6 el grosor de la pata a los tiempos 1, 2, 3, 4 y 5 horas después de
la inyeccién utilizando un micrémetro.

8. Se calculd el porcentaje de inhibicion de la inflamacion con la siguiente
ecuacion:

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

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

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

9.3 Ensayo de inflamacion créonica utilizando el modelo de

granuloma inducido con pellet de algodén>® >’

1. Se pesaron con exactitud 50 pellets de algodén estériles de 10 mg.

2. Se utilizaron 5 grupos de ratones de 6 ratones por cada grupo, se pesaron y
marcaron de acuerdo a las dosis utilizadas.

3. Se implanté subcutaneamente en el dorso el pellet de algodon a cada ratén
de los 5 grupos.

4. A cada grupo se le administr6 por sonda gastrica el extracto acuoso de
Kalanchoe beharensis Drake a diferente concentracion (25, 50 y 100
mg/Kg), al control positivo Hidrocortisona (15 mg/Kg) y al control negativo
solucién salina fisiolégica (10 mL/Kg) durante 17 dias.

5. Al décimo octavo dia se anestesio a cada uno de los ratones en cadmara de
éter y por medio de una incision del plexo axilar se colect6 muestras de
sangre en microtubos.

6. Posteriormente se sacrificd a los animales y se extrajo el pellet de algodon,

se colocaron en una placa de microtitulacion y se pesaron para obtener el
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peso humedo, posteriormente se colocaron en la estufa a 37 °C durante
una semana, transcurrido este lapso se pesaron para obtener el peso seco.
7. Se extrajo el bazo, higado y los rifiones de todos los ratones y se colocaron
en cajas Petri, se pesaron cada uno de ellos para obtener el coeficiente de
relacion organo/animal: Peso del 6rgano/ Peso del raton X 100.
8. Las muestras de sangre obtenidas se centrifugaron a 5000 rpm durante 5
minutos para obtener el suero, se alicuotaron y se colocaron en microtubos,

después se guardaron en el congelador.

9.4 Determinacion de nitritos

Plateado de Cadmio

1. A 30 tubos de ensaye de 13x100 se les coloco 0.5 g de Cadmio metalico
y se lavaron con acido clorhidrico 0.1 N.

2. Se agregaron 2 mL de sulfato de Cobre al 5% y se agit6 por 10 minutos
en un agitador de placa horizontal.

3. Se hicieron 3 lavados con agua destilada.

4. Los tubos se lavaron nuevamente con acido clorhidrico 0.1 N
centrifugando a 3500 rpm durante 5 minutos.

5. Posteriormente se lavaron con cloruro de amonio al 5% pH= 9 y se
centrifugaron a 3500 rpm durante 5 minutos.

6. Los tubos con el Cadmio activado se colocaron en una gradilla y se

taparon con papel parafilm.
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Preparacion de la muestra

1. Se tomaron 100 pL de suero de raton de cada muestra, se agregaron
300 pL de agua destilada 'y se agito.

2. Se adicion6 20 pL de sulfato de Zinc, se mezcld y posteriormente se
centrifug6 a 10 000 rpm durante 5 minutos.

3. Se elimind el cloruro de amonio de los tubos con Cadmio activado y se les
adiciond el sobrenadante del centrifugado anterior.

4. Los tubos se agitaron en un agitador de placa horizontal durante 15 minutos
y se centrifugaron a 3500 rpm durante 5 minutos.

5. Se tomaron 200 pL del sobrenadante.

Ensayo

1. Se prepar6 al momento una solucion de 2 pg/ mL de Nitrito de Sodio y se
realizé la siguiente curva de calibracion:

Tabla 1. Curva de calibracion para la determinacion de nitritos.

Tubo Estandar (uL) Agua destilada (uL) | Concentracion
[ ug/mL]
1 0 900 0
2 100 800 0.20
3 200 700 0.40
4 300 600 0.60
5 400 500 0.80
6 500 400 1
Muestra 200 del sobrenadante 700
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2. Alos tubos de las muestras y de la curva estandar se les adicionaron 50 L

de sulfonamida y se incubaron por 10 minutos a temperatura ambiente.

3. Se adicionaron 50 pL del reactivo de NED, se mezcl6 e incub6 30 minutos a
temperatura ambiente.
4. Se leyeron los tubos de la curva estandar y posteriormente las muestras a

540 nm en un espectrofotometro UV/Visible.

9.5 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 con el programa SPSS para ambiente de
Windows V.21. Los resultados obtenidos se evaluaron con la prueba de ANOVA 'y

prueba de Tukey como Post Hoc con un intervalo de confianza de 95%.
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10. DIAGRAMA DE FLUJO

Diagrama 1. Obtencién del extracto

Identificacion, herborizacion y Recoleccion de

asignacion de numero de Kalanchoe beharensis

folio por el herbario FEZA de Drake (oreja de elefante)
la FES Zaragoza

-Rotavapor

.60 °C Preparacion del extracto acuoso ]

-Bajo vacio

Secar durante 1 semana
en estufa a 37°C

{ Pulverizar en un mortero ]

Pesar para obtener el
rendimiento y guardar en
refrigeracion
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Diagrama 2. Ensayo de inflamacién aguda

/Grupos de 6 ratones CD1 \

Grupo 1. Solucion salina 0.2 mL

Grupo 2. Extracto 25 mg/Kg Medir del grosor de las patas
antes de la inyeccion de

Grupo 3. Extracto 50 mg/Kg carragenina

Grupo 4. Extracto 100 mg/Kg

\Grupo 5. Indometacina 10 mg/Kg/
\

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

raton

Administrar via oral por medio de
sonda gastrica cada uno de los
tratamientos

Medir el grosor de la pata cada
hora durante 5 horas

inhibicion de la inflamacion y
realizar el analisis estadistico

U A U N

[Calcular el porcentaje de
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Diagrama 3. Ensayo de inflamacién crénica

/Grupos de 6 ratones CD1 \

Grupo 1. Solucion salina 0.2 mL

Grupo 2. Extracto 25 mg/Kg Implantar subcutaneamente el
pellet de algoddn en el dorso del

Grupo 3. Extracto 50 mg/Kg ratén

Grupo 4. Extracto 100 mg/Kg

\Grupo 5. Hidrocortisona 15 mg/Kg/

Administrar via oral por medio de
sonda géstrica cada uno de los
tratamientos durante 17 dias

-
Obtener suero

r

Al dia 18 sacrificar a los ratones en
camara de éter

.

Extraer el pellet,
bazo, higado vy
rifiones

.

Determinar el peso humedo y
peso seco del pellet, calcular el
coeficiente de relacion
organo/animal y realizar la
\determinacic’)n de nitritos )

Realizar el andlisis estadistico de
los datos
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11. RESULTADOS

La planta fue identificada y herborizada en el herbario de la FES Zaragoza
(FESZA)-UNAM y se le asignd el numero FESZA 15053, 840 g de
Kalanchoe beharensis Drake se utilizaron para la obtencion del extracto acuoso en
rotavapor, a una temperatura de 60 °C y bajo vacio. Se obtuvo un rendimiento del

8.45%.

En el cuadro 1 se muestran los porcentajes de inhibicién de la inflamacion de cada
uno de los tratamientos. Se observa que el porcentaje de inhibicion de la
inflamacion de los grupos tratados con el extracto de 25 mg/Kg y 50 mg/Kg fue
relativamente mayor con respecto al grupo control negativo, el extracto de
100 mg/Kg no tuvo ningun efecto. Los porcentajes de los 3 grupos tratados con el

extracto son menores comparados con el grupo tratado con Indometacina.

En el cuadro 2 se muestra el grosor de las patas en cada uno de los tratamientos
3y 4 horas después de iniciado el proceso inflamatorio. Se observa que el grosor
de las patas del grupo de ratones tratados con el extracto de 25 mg/Kg son
menores con respecto al grupo control negativo sin tener diferencia
estadisticamente significativa (p<0.959 3 horas, p<0.808 4 horas), en los grupos
tratados con el extracto de 50 mg/Kg y 100 mg/Kg el grosor de las patas es mayor

comparado con el grupo control negativo. El grosor de las patas de los 3 grupos
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tratados con el extracto es mayor que el del grupo tratado con indometacina, con
una diferencia estadisticamente significativa con una p<0.05, las concentraciones

del extracto no mostraron diferencia significativa entre ellas.

En el cuadro 3 se muestra el peso humedo y peso seco de los pellets que se
implantaron subcutaneamente en el dorso a los ratones de cada grupo de
tratamiento, en los cuales no se observa una diferencia estadisticamente
significativa, sin embargo, el valor de la media del peso seco de los pellets de los
grupos tratados con el extracto es mayor con respecto al valor de la media del

grupo control negativo.

En el cuadro 4 se muestra el indice de los 6érganos diseccionados de cada grupo
de tratamiento, en los cuales no se observa una diferencia estadisticamente
significativa en los grupos tratados con el extracto comparados con el grupo

control negativo.

En el cuadro 5 se muestran las concentraciones de nitritos de cada grupo de
tratamiento. Se observa que el valor de la media de los grupos tratados con
Kalanchoe beharensis Drake es mayor con respecto al valor de la media del grupo

control negativo y presentan una diferencia estadisticamente significativa contra él.
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11.1 Ensayo de inflamacién aguda: Modelo de edema en cojinete

plantar de raton con carragenina.

Cuadro 1. Porcentaje de la inhibicion de inflamacién de cada uno de los

tratamientos.

Solucién salina Extracto Extracto Extracto Hidrocortisona
Parametro ) 25mg/kg 50 mg/kg 100 mg/kg (+)
n==6 n==6 n==6 n==6 n==6
% de inhibicion 0 4.41 1.33 0 56.44

Cuadro 2. Grosor del cojinete plantar en mm de cada uno de los tratamientos, a

las 3y 4 horas.

Solucién salina Extracto Extracto Extracto Indometacina
Tiempo ) 25 mg/kg 50 mg/kg 100 mg/kg (+)
n==6 n=6 n==6 n==6 n==6
3 horas 3.24 +£0.25 3.15+0.35* 3.34+0.26* 3.33+0.15* 2.63 = 0.04*
4 horas 3.57 £0.40 3.37+0.38* 3.60+0.37* 3.35+0.15* 2.71 £ 0.05*

Prueba ANOVA y prueba de Tukey como Post hoc.

Los valores corresponden a media + desviacion estandar.

La diferencia de medias es significativa a p< 0.05

3 horas * p= 0.959 25 mg/Kg; * p= 0.951 50 mg/Kg; * p= 0.966 100 mg/Kg vs solucién salina

4 horas * p= 0.808 25 mg/Kg; * p= 1.000 50 mg/Kg; * p= 0.748 100 mg/Kg vs solucion salina

p< 0.05 los extractos vs Indometacina
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11.2 Ensayo de inflamacion croénica utilizando el modelo de

granuloma inducido con pellet de algodén.

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

Solucién Extracto Extracto Extracto Hidrocortisona
Parametros salina 25 mg/kg 50 mg/kg 100 mg/kg (+)
()
n=6 n=6 n=6 n=6 n=6
Peso
himedo 78.1+£13.2 73.4+8.0 82.9+12.8 85.4+11.1 73.8+7.3
Peso seco 20.3+3.7 23.2+3.0 24.7+59 22.8+15 18.1+2.0

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

La diferencia de medias es significativa a p< 0.05

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

Solucién Extracto Extracto Extracto Hidrocortisona
)
n=6 n==6 n==6 n==6 n==6
indice 0.41 +0.013 0.37 £ 0.024 0.42 £ 0.011 0.37 £ 0.038 0.40 + 0.013
esplénico
indice 5.7 +0.717 5.9+0.333 6.4 +0.759 6.0 £ 0.265 5.7 £ 0.449
hepético

indice renal 1.37 £ 0.142 1.32+£0.139 1.40 = 0.106 1.36 £ 0.124 1.42 + 0.057

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

La diferencia de medias es significativa a p< 0.05
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Cuadro 5. Concentracién de nitritos (mg/dL) en cada uno de los tratamientos.

Solucién Extracto Extracto Extracto Hidrocortisona
Parametro salina 25 mg/kg 50 mg/kg 100 mg/kg (+)
()
n==6 n==6 n==6 n==6 n=6

Nitritos 0.19+0.020 0.24 +0.022* 0.25 £ 0.023* 0.26 +£ 0.018* 0.15+0.01

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

* p=0.001 25 mg/Kg; * p= 0.000 50 mg/Kg; * p= 0.000 100 mg/Kg vs solucién salina
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12. DISCUSION DE RESULTADOS

Estudios cientificos han permitido descubrir importantes nuevos compuestos
derivados de las plantas, entre ellos compuestos con propiedades
antiinflamatorias, gran variedad de moléculas de origen natural, poseen la
capacidad de inhibir especificamente algunos factores que contribuyen al proceso

inflamatorio.

Hoy en dia es evidente que el interés por las sustancias antiinflamatorias de origen
vegetal va en aumento, porque ofrecen en algunos casos ventajas en relacion a
los antiinflamatorios clasicos, como la baja incidencia de efectos secundarios. La
industria farmacéutica continta utilizando las moléculas de origen natural como

blancos novedosos en la busqueda de nuevos farmacos.>®

El método de edema plantar inducido por carragenina consiste en la
administracion subcutanea de una solucion de carragenina a nivel de la
aponeurosis plantar del ratén, provocando una reaccion de caracter inflamatorio:
vasodilatacién, exudacion plasmatica, migraciéon de neutréfilos y monocitos,
mediada por la liberacion de diversos autocoides y factores del complemento.
El mecanismo del edema producido por carragenina se caracteriza por dos fases,
la fase temprana o etapa inicial se presenta una hora después de la inyeccion,
donde la histamina y la serotonina son los principales mediadores, las cininas

intervienen entre una hora y media a dos horas. La fase tardia comprende desde
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la tercera a la sexta hora y las prostaglandinas (PGE1, PGE2 y PGF2) actluan

como los principales mediadores.>®

En el ensayo de Inflamacion aguda se observo a partir de los porcentajes de
inhibicion de la inflamacion, que los grupos tratados con el extracto acuoso de
Kalanchoe beharensis Drake a dosis de 25 mg/Kg y 50 mg/Kg presentaron un bajo
efecto antiinflamatorio, el grupo tratado a dosis de 100 mg/Kg se comporté como
el grupo control negativo ya que tuvo un efecto nulo en la inhibicibn de la

inflamacion.

El andlisis estadistico muestra que no existe diferencia significativa entre los
grupos tratados a dosis de 25 mg/Kg y 50 mg/Kg con respecto al grupo control
negativo p<0.05, el grupo control positivo tratado con indometacina presenta un
porcentaje de inhibicion mayor y valores estadisticamente significativos con
respecto a los grupos tratados con el extracto, lo que indica que el extracto no

presenta un efecto antiinflamatorio en un proceso agudo.

El modelo de granuloma inducido por la implantacion subcutanea de los pellets de
algodon se utiliza para evaluar el proceso de inflamacion cronica, durante la
formacion del granuloma ocurre un proceso exudativo de fluidos proteicos

mediado por productos de la lipooxigenasa y prostaglandinas, con infiltracion de
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linfocitos, macroéfagos, eosinofilos y células epiteliales, seguido por un incremento
de fibroblastos, sintesis de colageno y mucopolisacaridos que aislan en una
capsula fibrosa vascularizada al pellet de algodon que actlla como cuerpo extrafio.
La cantidad de infiltrado celular y tejido conectivo recién formado se mide pesando

el pellet himedo y seco después de su remoci6n. ! 2

En este sentido, los resultados obtenidos en la induccién del granuloma muestran
gue el extracto a concentraciéon de 25 mg/Kg tuvo un peso humedo menor y los
grupos tratados a 50 mg/Kg y 100 mg/Kg presentan pesos mas elevados
comparandolos con el grupo control negativo, el peso seco de los pellets de los 3
grupos tratados con el extracto son mayores que el peso seco del grupo control
negativo, sin embargo, no se encontré una diferencia significativa en el analisis

estadistico.

La administraciéon de cualquier farmaco, medicamento o sustancia terapéutica
puede generar efectos adversos que en algunos casos resultan por accién toxica,
en la alteracion de la funcion y dafio de un 6rgano, tejido o grupo de células.
El indice relativo de los érganos que se obtuvo del ensayo de inflamacion crénica
muestra que los grupos tratados con el extracto no presentan diferencias con
respecto al grupo control negativo que fue tratado con solucién salina, lo que
sugiere que Kalanchoe beharensis Drake no presenta un efecto toxico en los

ratones utilizados en el estudio.
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El 6xido nitrico es un importante mediador biolégico de la respuesta inmune, en
los procesos inflamatorios la induccion de la enzima oxido nitrico sintetasa ONS
por accién de las citocinas proinflamatorias (LPS, Factor de Necrosis Tumoral
a (TNFa) y IL-1 y INFy) estimulan a macréfagos y neutréfilos activados para que
aumenten la produccion de 6xido nitrico. Inicialmente en la respuesta inflamatoria
tiene la capacidad de producir vasodilatacion, alteracion de la permeabilidad
vascular y extravasacion de proteinas plasméticas, en una fase més tardia o
cronica de la inflamacién genera mayor vasodilatacion y edema, ademas de que el
NO puede presentar reacciones de transformacion a productos altamente
reactivos capaces de inducir dafio por diversos mecanismos o muerte celular.
El NO es una molécula que reacciona rapidamente con otros elementos, por lo
que su cuantificacion en fluidos biolégicos se realiza de forma indirecta midiendo

sus metabolitos estables nitritos y nitratos.® %

En los resultados de la determinacién de nitritos se observd que los grupos
tratados con el extracto tienen una concentracion mayor en comparacioén con el
grupo control negativo presentando una diferencia estadisticamente significativa.
Los resultados de granuloma inducido y nitritos sugieren que la administracion de

Kalanchoe beharensis Drake puede tener un efecto pro inflamatorio.
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En la actualidad se han aislado e identificado varios compuestos de diferentes
especies del género Kalanchoe, entre estos se encuentran glucosidos flavonoides,
antocianinas, cumarinas, bufadienélidos, dimalato de kalanchosina, triterpenoides,
fenantrenos y esteroles. Los cuales debido a su estructura y origen quimico
organico actian como metabolitos activos y ejercen diversas actividades

terapéuticas.” 4

Algunas antocianinas y cumarinas presentes en varias especies de Kalanchoe
han mostrado poseer efectos antiinflamatorios, sin embrago, la actividad
antiinflamatoria del género Kalanchoe se le atribuye al dimalato de kalanchosina,

una sal del &cido 3,6-diamino-4,5-dihidroxioctanodioico.®®

El no presentar un efecto antiinflamatorio en fase aguda y fase crénica, del
extracto acuoso de Kalanchoe beharensis Drake permite suponer que la planta no

contiene dimalato de kalanchosina.
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13. CONCLUSIONES

Dado los resultados obtenidos se sugiere que el extracto acuoso de
Kalanchoe beharensis Drake (oreja de elefante) no posee efecto antiinflamatorio
en el modelo de ratones CD1, ni se muestran indicios de que la planta tenga un
efecto toxico. Asi mismo, los resultados sugieren que presenta un efecto

pro inflamatorio en la fase cronica.
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14.

PERSPECTIVAS

Realizar el estudio con extractos de diferentes disolventes.

Realizar estudios con kalanchoe beharensis Drake para evaluar otras
posibles actividades farmacolégicas que presentan la mayoria de las

plantas del género kalanchoe.

Realizar un estudio fitoquimico para aislar e identificar posibles compuestos
de importancia quimica y farmacolégica que pueda contener kalanchoe

beharensis Drake.
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