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1. Introduccién

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune, que causa inflamacion
en el revestimiento de las articulaciones. Provoca deformaciones musculoesqueléticas
debilitantes, debidas a la destruccién de tejido articular y erosion 6sea. La AR afecta tanto a
las articulaciones pequefias y medianas como mufiecas, codos, manos, rodillas, tobillos y
hombros, asi como a otros 6rganos del cuerpo como piel, 0jos, corazon, sistema nervioso,
rifiones, pulmones, entre otros.

Si bien, existen numerosos indicios acerca de los acontecimientos que dan inicio al
desarrollo de la AR, no se conoce con precision su naturaleza. Las investigaciones
realizadas indican que la patogénesis de la enfermedad involucra procesos inmunes tanto
humorales como celulares y que tal vez influyan también los factores genéticos y
ambientales

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la AR es una de las
principales causas de ausentismo y retiro laboral prematuro en el mundo y afecta entre el 1
y 1.5 % de la poblacion mundial. Ademas, en Latinoamérica, cifras de la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS), indican que hay 34 millones de personas con
discapacidad permanente y 140 millones con discapacidad temporal a causa de las
enfermedades reumaticas.

En la actualidad, no existe cura para la AR y los tratamientos usados por los
sistemas de salud, son principalmente antiinflamatorios y son eficaces en la medida que
reducen la inflamacion, alivian parcialmente el dolor, pero no generan una reduccion de los
sintomas o prevencion en la progresion de la enfermedad. Otros, los modificadores de la
enfermedad si bien intentan reducir el deterioro, por retrasar el dafio articular, tampoco
mejoran la calidad de vida de los pacientes, ya que inducen efectos adversos desde leves a
graves como hepatotoxicidad, dafio gastrointestinal, aumento de peso, cataratas,
osteoporosis, inflamacion pulmonar, alopecia, dafo renal y pueden crear dependencia si se

toman en exceso, sin mejorar la evolucion de la enfermedad.

Numerosos estudios confirman que las plantas medicinales son fuente de
metabolitos secundarios que en su conjunto podrian representar ventajas sobre los farmacos

de sintesis que se usan en la actualidad, debido a que sus componentes inducen efectos
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sinérgicos y con ello un mayor impacto para disminuir los efectos dafiinos de las

enfermedades, entre ellas las reumaticas como la AR.

En México, son utilizadas diversas plantas para el tratamiento de enfermedades con
un fondo inflamatorio, como lo es la AR. Un ejemplo de éstas es Tagetes lucida, conocida
comunmente como “pericon”. Los reportes etnomédicos la recomiendan para tratar los
nervios, colicos menstruales, dolor y reumatismo. Existen reportes cientificos que indican
su actividad farmacoldgica en modelos de ansiedad, de depresion, como sedante y
espasmolitico. Recientemente, el grupo de investigacion del CIBIS-IMSS mostrd la
capacidad antiinflamatoria del extracto hexanico y de 5 cumarinas, entre las que destacan 7-
isoprenyloxilcumarina y herniarina aisladas de la planta.

Esta evidencia y su uso en padecimientos reumaticos llevaron a proponer a Tagetes
lucida como objeto de estudio con la finalidad de mostrar su efecto antiartritico. En este
trabajo de investigacion se pudieron obtener 2 fracciones donde predomina una mezcla de
a- y B amirina (Amix) asi como espatulenol (Esp), respectivamente., y una cumarina
llamada virgatenol, reportandose por primera vez para esta especie. Los resultados
obtenidos, indican la capacidad antiinflamatoria de la planta, desde el extracto hasta cada
uno de los compuestos obtenidos. Ademas, se muestra que el extracto de TIH a 25 mg/kg,
7-1so, Her, Vir, Esp y Amix son capaces de disminuir la inflamacion articular y modular la
concentracion de citocinas involucradas en el proceso de dafio, en el modelo de AR
experimental-inducido con carragenina-caolin (CC). También se reporta que TIH y Her,

con propiedades antinociceptivas.

2 Antecedentes

2.1 Condiciones reumaticas cronicas

Las enfermedades reumaticas comprenden alrededor de 150 condiciones médicas,
que usualmente son progresivas y estan asociadas con dolor. Se pueden categorizar como
enfermedades articulares, discapacidades fisicas, desordenes espinales y condiciones que

resultan de traumas fisicos. Existen méas de 100 tipos de artritis y enfermedades asociadas,
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entre las mas comunes estan la artritis reumatoide, espondiloartritis y la artritis psoriésica;

la de mayor impacto es la artritis reumatoide (Arthritis Foundation, 2016).

2.2 Artritis reumatoide

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune, cronica, sistémica,
lentamente progresiva la cual evoluciona hacia el dafio articular e incapacidad, si no es
diagnosticada y tratada oportunamente. Esta patologia se caracteriza por ser poliarticular,
simétrica y seguir un patron de afeccion predominante en las articulaciones periféricas,

suele respetar las articulaciones proximales (Morales-Lopez, 2013).

2.3 Epidemiologia

Las enfermedades reumaticas afectan aproximadamente a 10 millones de personas
en México, siendo la Artritis Reumatoide y la Osteoartritis las dos mas comunes con 1y 8
millones de personas respectivamente (Instituto Mexicano del Seguro Social, 2009).

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la AR es una de las
mayores causas de ausentismo y retiro laboral prematuro en el mundo (Instituto de
Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado, 2016).

Segun calculos de la OMS, la artritis reumatoide afecta entre el 1y 1.5 % de la
poblacién mundial; ademas en Latinoamérica, cifras de la Organizacién Panamericana de la
Salud (OPS), indican que hay 34 millones de personas con discapacidad permanente y 140
millones con discapacidad temporal a causa de las enfermedades reumaticas (Instituto de
Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado, 2016).

Esta enfermedad predomina en el sexo femenino con un promedio de edad a partir
de los 45 afios. Aproximadamente tres de cada cuatro personas con AR son mujeres,
aunque en edades avanzadas la diferencia de prevalencia entre ambos sexos disminuye
(Morales-Lopez, 2013). También aparece en personas jovenes, en Meéxico existen datos
registrados de pacientes con inicio de enfermedad desde los 12 afios (Jaillier et al., 2015).

Los padecimientos de origen reumatico tienen una pesada carga econémica y moral
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para el paciente, su familia y la sociedad. La invalidez ocasionada por estas enfermedades
repercute de manera importante en la calidad de vida del paciente, pues disminuye su
capacidad funcional y habilidad para realizar funciones sociales y de bienestar (Suarez-
Garza, 2006).

2.4 Etiologia

Se desconoce la causa exacta de la AR y si bien hay datos bien documentados del
papel de genes en el desarrollo y evolucion de la enfermedad, no es claro el factor de
predisposicion que antecede a dicho proceso patoldgico. Algunos factores ambientales
involucrados son el humo del cigarro, contaminantes ambientales, algunos agentes

infecciosos virales y bacterianos (Instituto Nacional de la Salud, 2014).

2.5 Sintomas

Algunos pacientes pueden presentar Gnicamente un proceso oligo-articular de breve
duracion y con lesiones articulares minimas, mientras que otros padecen afeccion en varias
articulaciones, progresiva e imparable, que evoluciona hacia la aparicién de deformidades

articulares importantes (Secretaria de Salud, 2011).

Si se padece AR, es probable presentar los siguientes sintomas en algunas
articulaciones: ardor, hinchazon, hipersensibilidad, enrojecimiento, dolor frecuente,
dificultad en la movilidad (Arthritis Foundation, 2016). La AR puede hacer que una
persona se sienta completamente enferma, particularmente durante los periodos de
agudizacién, se puede presentar: pérdida del apetito, pérdida de peso, tener poca energia,
presentar fiebre, volverse anémico, desarrollar nédulos reumatoides, entre otros (Neira y
Ortega 2006).

En ocasiones, las personas con AR presentan inflamacién de los revestimientos que

rodean al corazon (pericarditis) y a los pulmones (pleuritis), las glandulas lacrimégenas y
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salivares (sindrome de Sica / resequedad o sindrome de Sjogren) asi como en los vasos
sanguineos (vasculitis) (Arthritis Foundation, 2016).

2.6 Anatomia estructural y funcional de las articulaciones

La articulacion estd formada por la union de dos huesos y permite la movilidad del
esqueleto. Las estructuras que permiten esta union son la capsula articular y los ligamentos.
En la parte interior de la capsula, las articulaciones presentan la membrana sinovial que
segrega un fluido, el liquido sinovial (Figura 1), que actda como lubricante facilitando, por
su viscosidad, el roce de los extremos 0seos que se articulan. Ademas, la membrana
sinovial contiene células inmunitarias y, por lo tanto, tiene un papel destacado en la defensa
de la articulacién, por lo que constituye el lugar donde se producen las reacciones

inflamatorias (Coordinadora Nacional de Artritis, 2014).

Figura 1. Componentes principales de una articulacién mavil. Obtenido de
(Coordinadora Nacional de Artritis, 2010)

Cépsula arficular

Liquido sinovial o arficular
Membrana sinovial
Cartilago arficular

Hueso

Otro componente muy importante de las articulaciones es el cartilago articular, que
recubre las superficies 6seas articulares y actia a modo de almohadilla en los movimientos

de desplazamiento entre las mismas (Sociedad espafiola de reumatologia, 2019).
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2.7 Fisiopatologia de la AR

2.7.1 Inflamacion.

La fisiopatologia de la AR es compleja e involucra muchos tipos celulares, entre
ellos los macrofagos, las células T y B, fibroblastos, condrocitos y células dendriticas.
Afecta directamente a las articulaciones, ya que el sinovio es el primer sitio donde se inicia
la cascada de mediadores inflamatorios (Lam et al.,2000; Picerno et al., 2015).

Asimismo, se conoce que los macrofagos sinoviales activados liberan grandes
cantidades de interleucina (IL) 1-B y factor de necrosis tumoral (TNF-) alfa (), al espacio
sinovial. Las citocinas son moléculas que modulan la respuesta inmune, cada una con
caracteristicas propias, algunas poseen principalmente capacidad proinflamatoria y otras,
antiinflamatoria; asi que, un desequilibrio entre los dos mecanismos de regulacion
contribuye a la patogenia de la AR. Dos de estas moléculas, la IL-1 y el TNF-a, son
identificadas como clave en la fisiopatologia de este trastorno y se ha observado, por
ejemplo, un aumento de la concentracion de IL-1p y TNF-a en el liquido sinovial y el
tejido articular de pacientes con la enfermedad (Cisneros-Caballero et al., 2017). La IL-1p
actla sobre diferentes tipos de células, como monocitos, macrofagos, condrocitos y
sinoviocitos, estimula la liberacion de mediadores proinflamatorios que causan destruccién
tisular. A su vez, estas células producen mas citocinas proinflamatorias como la IL-17 y
otros factores de inflamacion, contribuyendo a la cascada de cambios inflamatorios agudos
y crénicos en la articulacion reumatoide (Pinto-Tasende et al., 2003).

También los sinoviocitos activan osteoclastogénesis promoviendo la liberacion de la
IL-10, del factor de crecimiento transformante beta (TGF- B) por los osteoclastos, que
actian como células presentadoras de antigeno y por tanto activan células T tipo CD4" y

CD8"*, perpetuando asi, los eventos inflamatorios; (Lam et al.,2000; Picerno et al., 2015).

El tejido sinovial inflamado promueve la destruccion de la articulacion mediante la
activacion de osteoclastos, condrocitos y fibroblastos sinoviales que destruyen el cartilago

y hueso vecino. La médula 6sea subyacente también es infiltrada por agregados de
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linfocitos T y B autorreactivos y es dafiada, en consecuencia, el proceso inflamatorio
persiste (Cisneros-Caballero et al., 2017).

Ademas, la inflamacion articular sostenida hace que el cartilago, el cual que permite
el rozamiento suave entre los huesos, adelgace y desaparezca (Sociedad espafiola de

reumatologia, 2019).

La alteracion inicial parece ser una reaccién inflamatoria inespecifica que se
desencadena por un estimulo desconocido. Se manifiesta como dafio sinovial autoinmune
que se da por la infiltracion de células T predominantemente y macrofagos, a la membrana
sinovial, lo que lleva a una lesion microvascular y un aumento en el nimero de células de
revestimiento sinovial e inflamacion perivascular por células mononucleares,
posteriormente este proceso inflamatorio se extiende hacia el cartilago adyacente y el
hueso ocasionando asi el dafio articular. No esta claro el mecanismo exacto mediante el
cual se produce la destruccion Osea cartilaginosa, aunque el liquido sinovial contiene
enzimas capaces de degradar el cartilago, la mayor parte de la destruccion se produce en
yuxtaposicion a la membrana sinovial inflamada que se extiende hasta cubrir el cartilago

articular (Morales-L6pez, 2013).

2.7.2 Células y citocinas en la artritis reumatoide

El proceso inflamatorio estd mediado fundamentalmente por la produccion de
mediadores solubles, en su mayoria citocinas, pero también factores de crecimiento y
quimiocinas.

Las citocinas son proteinas o glucoproteinas de bajo peso molecular (< 30 kDa) con
vida media corta, producidas principalmente por las células del sistema inmunolégico
(Sanchez-Ramén et al., 2010). Estas moléculas estan directamente implicadas en los
procesos inmunes asociados con la patogénesis de la AR, se expresan y son funcionalmente
activas en los tejidos sinoviales. En consecuencia, la modulacién de la citocina altera el
resultado en muchos modelos de artritis en roedores. Es importante destacar que el TNF
esta dirigido al tratamiento estandar de pacientes con artritis reumatoide (Mclnnes y Schett,
2007).
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Las funciones de las citocinas dentro de una red reguladora compleja estan
relacionadas con procesos inmunoldgicos especificos que promueven la autoinmunidad, la
inflamacion crénica y la destruccion de tejidos (Mclnnes y Schett, 2007). Dentro del grupo
de las citocinas se incluyen las interleucinas (IL), los factores de necrosis tumoral (TNF),
los interferones (IFN), el factor estimulante de colonias de granulocitos (CSF) y las

quimiocinas (Filella et al., 2002).

En la membrana sinovial que tapiza la superficie articular y las vainas tendinosas se
produce una infiltracion por diversas células inflamatorias, entre las que los linfocitos
Th17, secretores de la citocina con mayor efecto proinflamatorio, la interleucina (IL-17),
parecen desempefiar un papel iniciador, interaccionando con células dendriticas (CD),

macrofagos y linfocitos B (Figura 2, Miossec et al., 2009).

Los macrofagos son células fundamentales en la fisiopatologia y la magnitud de su
infiltracion se correlaciona con los sintomas, probablemente debido a la secrecion de
mediadores proinflamatorios claves, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o) y la
IL-1, implicadas en la perpetuacion de la inflamacion cronica en la AR (Hamilton y Tak,
2009).

Los linfocitos B actan mediante la produccion de autoanticuerpos, como células
activadoras de los linfocitos T en su funcion de APC y de activacién de fibroblastos
mediante la secrecién de TNF. Ademas, se forman foliculos linfoides en el tejido sinovial,
lo que sugiere que la presentacion de antigenos tiene lugar localmente, mientras que en
otros pacientes los linfocitos B se distribuyen en agregados o difusamente (Sdnchez-Ramén
et al., 2010).

Por ultimo, se produce deformacion e inmovilidad articular. La desaparicion del
cartilago articular y fibrosis del espacio articular conducen a la inmovilizacién articular.
(Noa-Puig et al., 2011).
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Figura 2. Esquema a nivel celular de la fisiopatologia de la artritis reumatoide en una
articulacion. La cavidad artritica esta rodeada por una membrana sinovial, lo cual alberga al
liquido sinovial, la poblacion de sinoviocitos adheridos a la membrana subintima y las
cabezas de los huesos. Aunque la fisiopatogenia de la AR no es del todo entendida, se han
identificado elementos claves en el desarrollo de este padecimiento que comienza con la
respuesta especifica de los linfocitos T auto reactivos a determinados antigenos junto con la
proliferacion descontrolada de sinoviocitos, la estimulacién de vias de produccion e
interaccién de citocinas proinflamatorias y el desarrollo de la hiperplasia sinovial y
vasodilatacion. Todos estos escenarios tienen el proposito final de generar una inflamacion
en la articulacion, lo que lleva a la consecuente degradacion del cartilago y hueso articular
(Cisneros-Caballero et al., 2017).
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2.7.3 Principales interleucinas que participan en el proceso inflamatorio

Interleucina-1

Es un polipéptido del que existen dos formas, denominadas IL 1a e IL-1p. La IL-1a
actia principalmente intracelularmente y no se encuentra en la circulacion general. En
cambio, la IL-1B es la forma predominante en el espacio extracelular. Los macrofagos
activados son la principal fuente fisiologica de IL-1, citocina que destaca por su capacidad

proinflamatoria (Filella et al., 2002).

Interleucina-10

Inhibe las citocinas proinflamatorias, principalmente TNF-a, IL-1 producidas por
macréfagos y monocitos activados, estimulando la produccion enddgena de citocinas
antiinflamatorias. Ademas, aumenta la proliferacién de mastocitos e impide la produccién
de IFN-y por células NK (Marcio et al., 2011).

Interleucina-17

Citocina implicada en el desarrollo de la inflamacion. Sus genes blancos incluyen
aquéllos que codifican para citocinas pro-inflamatorias, citocinas hematopoyéticas,
quimiocinas, péptidos antimicrobianos y moléculas Utiles en la remodelacion de tejido,
dependiendo del tipo celular y enfermedad. Muchos experimentos sugieren que la IL-17
induce inflamacion del tejido, principalmente al estimular la expresion de varias citocinas
proinflamatorias tales como TNF-a e IL-1P y al ejercer su accion sobre la ciclooxigenasa 2
(COX-2) y la sintasa del 6xido nitrico inducible (iNOS) puede producir el incremento en la
produccion de la PGE> y de NO por varios tipos celulares. Se han encontrado niveles
elevados de la IL-17 en el liquido sinovial de pacientes con artritis reumatoide (Flores-

Garcia y Talamas-Rohana, 2012)
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Factor de necrosis tumoral a

El TNF-a se ha relacionado con la activacion de diversos tipos celulares del sistema
inmune y no inmune en la membrana sinovial, causando inflamacién articular en pacientes
con AR y ARJ. El TNF-a induce, ademas, la sintesis de las metaloproteasas y los
osteoclastos involucrados en la degradacion del cartilago y la erosion del hueso,

respectivamente (Fragoso et al., 2013).

2.8 Tratamiento de la artritis reumatoide

La AR generalmente requiere tratamiento de por vida que incluye medicamentos,
fisioterapia, ejercicio y posiblemente cirugia. El tratamiento agresivo y oportuno para este
tipo de artritis puede retardar la destruccion de la articulacion (Noa-Puig et al., 2011).

Los antiinflamatorios no-esteroides (AINES) se utilizan para disminuir la
inflamacion y el dolor que acompafian a la AR. Algunos AINEs incluyen diclofenaco,
ibuprofeno, indometacina y naproxeno, entre otros. Estos medicamentos por si solos no
suelen constituir un tratamiento adecuado para la AR. La mayoria de los pacientes con AR
también necesitan tomar medicamentos modificadores de la enfermedad o agentes
bioldgicos. Los AINEs causan efectos secundarios adversos, como dolor de estémago,
Ulceras géstricas e incluso hemorragias. También se asocian a problemas cardiacos, dafio
hepético y renal en personas susceptibles (Arthritis foundation, 2016).

La terapia temprana con farmacos modificadores de la enfermedad (FAMES),
consigue mejorar los signos y sintomas de la AR y frenar la progresion radiografica
(Dominguez-Baena et al., 2015). Sin embargo, los medicamentos como el metotrexato
(MTX), sulfasalazina, hidroxicloroquina y leflunomida (FAMEs biol6gicos), que son
aceptadas como la terapia «gold standard», llevan a cierta mejoria de los sintomas, pero
son incapaces de detener la destruccion articular. Son de accién lenta e incluso toxica y
poco eficaz en casos severos (Aguillon et al., 2005).

Otra alternativa de tratamiento de la AR es el uso de corticosteroides, los cuales
reducen la hinchazén e inflamacion articular. En dosis bajas por via oral (10 mg/dia), su uso
sistémico esta limitado y se deben utilizar de ser posible por corto tiempo y en dosis bajas
(Noa-Puig et al., 2011).
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Los denominados agentes biolégicos, son moduladores especificos de globulos
blancos que controlan la inflamacién de manera efectiva e incluyen el abatacept, el cual
reduce el nimero de células T; (Schiff et al., 2009) el rituximab, el cual reduce el niUmero
de células B (Keystone et al, 2007) y los inhibidores del TNF los cuales bloquean el TNF-a.
y comprenden: adalimumab, el etanercept y al infliximab. Se les ha atribuido maultiples
eventos adversos, especialmente infecciones oportunistas severas y tuberculosis (ElI Bahri
et al., 2007) Ademas, el costo de estos agentes es mucho mayor que las terapias

convencionales (Van-Vollenhoven, 2009).

2.8.1 Metotrexato (MTX)

El MTX es uno de los farmacos de primera eleccién al tratamiento inicial de la AR.
Un porcentaje importante de pacientes no responden clinicamente al tratamiento. Por el
resultado limitado de la monoterapia con este farmaco, se utilizan las combinaciones del
MTX con otros FARME para incrementar el porcentaje de respuesta en el tratamiento de la
AR (Boers et al., 1997).

El metotrexato es un antagonista del &cido folico que reduce los niveles de
tetrahidrofolato en las células por inhibicion de las enzimas dihidrofolato reductasa y
timidilato sintetasa, responsables en la sintesis de acidos nucleicos (Pérez-Hernandez et al.,
2012). EI MTX tiene adicionalmente propiedades inmunosupresoras y antiinflamatorias. En
cuanto a la actividad inmunosupresora, inhibe la proliferacién de linfocitos tipo CD3 - CD4
y otras células inmunocompetentes como los monocitos, macrofagos y neutrdfilos
polimorfonucleares. EI MTX también modula citocinas como IL—4 e IL-10, interferdn alfa
(INF-«) e IL-2, generando asi acciones antiinflamatorias e inmunorreguladoras (Restrepo et
al., 2016).
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Mecanismo de accion

Una vez dentro de la célula, los poliglutamatos de MTX se unen de forma
competitiva y con mayor afinidad que el dihidrofolato, a varias enzimas e inhiben su
funcién: DHFR, TYMS y AICAR formiltransferasa (Edno et al., 1996). Al inhibir la
AICAR formiltransferasa, se genera acumulacion intracelular de AICAR, lo que, por
inhibicion competitiva de la adenosina monofosfato (AMP) de saminasa, provoca un
acimulo de AMPc. La célula expulsa el exceso de AMPc fuera de ella, donde se
transformaria en adenosina que se libera en la sangre (Goicoechea-Garcia ,2016).

Este mediador activa receptores extracelulares ADORA 2A (A2a), A2b y A3 en
los monocitos y los macréfagos, bloquearia la formacion de NF-kB (figura 3) y con ello la
sintesis de citocinas inflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), IL-6 e
IL-8, promueve la transcripcion de ARNm para el receptor antagonista de IL-1 y aumenta
la secrecion IL-10, potente antiinflamatorio (Cronstein,1997). La activacion de los
receptores de adenosina sobre las células endoteliales humanas inhibe la produccion de IL-
6 e IL-8 y disminuye la expresion de E-selectina en la superficie celular. (Lebbe et al.,
1994: Bressolle et al., 2000)
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Figura 3. Propuesta de mecanismo de accion antiinflamatoria del metotrexato. El
metotrexato provoca la liberacion de AMPc al exterior celular, donde se transforma en
adenosina, que se une a los linfocitos para impedir la sintesis de sustancias
proinflamatorias (Goicoechea-Garcia ,2016)
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2.9 Morfologia de la articulacion
Por orden de frecuencia, las articulaciones mas afectadas son las de las manos y los
pies (90%), los tobillos y las rodillas (80%), los hombros (60%), los codos y las mufiecas
(60%), las articulaciones de la region cervical de la columna vertebral (40%), las caderas
(10-30%) (Figura 4). En la AR no se afectan, salvo auténticas excepciones, las
articulaciones de las regiones media e inferior de la columna vertebral (regiones dorsal,

lumbar y sacra) (Coordinadora Nacional de Acrtritis, 2010).
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Figura 4. Principales articulaciones afectadas en la AR. (Arthritis Foundation, 2016)

2.10 Modelos bioldgicos

Los modelos animales de AR se utilizan para investigar la patogenesis de la
enfermedad y para evaluar potenciales farmacos antiartriticos. Existen criterios importantes
en la seleccion de los modelos animales como son: 1) su capacidad para predecir la eficacia
de los agentes evaluados en humanos, 2) la facilidad para realizar el modelo,
reproducibilidad de los datos, duracion del periodo de prueba y 3) la similitud en la

enfermedad y/o patogénesis con la del humano (Noa-Puig et al., 2011).
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El uso de modelos animales de AR ha contribuido al conocimiento de los procesos
y mediadores importantes en la generacién de inflamacion, destruccién de cartilago y
resorcion Osea, que conllevan avances importantes en la terapéutica de esta destructiva
enfermedad (Bendele, 2001).

Para evaluar nuevas terapias potenciales para el tratamiento de la AR existen varios
modelos como el de AR inducida por adyuvante completo de Freund en ratas (AlA), el
inducido por colageno en ratas y ratones (AIC) (Hegen et al., 2008; Asquith et al., 2009),
AR inducida por antigenos: albumina de suero bovino (BSA) (Noa-Puig et al., 2011).

Otro modelo es la artritis inducida por carragenina, se ha utilizado en conejos,

perros y cerdos en varios estudios (Hansra et al., 2000).

2.11 Mono artritis inducida con carragenina

Se considera mono-artritis a la inflamacion de una articulacion, oligo-artritis a la
inflamacién de dos a cuatro articulaciones y poliartritis a la inflamacién de cinco 0 mas

articulaciones (Gonzélez-Pineda, 2012).

La carragenina ha sido utilizada para inducir artritis en un modelo agudo con la
combinacion de otros agentes irritantes. Se han reportado los cambios histoldgicos que
ocurren en la induccion de artritis administrando carragenina en rodillas de las ratas, lo cual
ha permitido validarlo como un modelo para el estudio de artritis reumatoide (Sluka y
Westlund, 1993). Un método utilizado para inducir artritis aguda es la administracion de
carragenina y caolin en las articulaciones de las ratas ya que origina una inflamacion que

puede perdurar por varias semanas (Hansra et al., 2000).

2.12 Edema auricular inducido por TPA

Fue descrito por De Young et al, 1989 y modificado por Paya et al., 1993. El 13-
acetato-12-O-tetradecanoilforbol (TPA) tiene propiedades irritantes, proinflamatorias y

promotoras de tumores. Su administracion desencadena todos los eventos propios del
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proceso inflamatorio: vasodilatacion, eritema, extravasacion y edema (Gémez et al., 2011).
El edema esta asociado con un incremento de eicosanoides como PGE2 y LTB4, ademés
induce la expresion de otros mediadores inflamatorios como las citocinas (Murakawa et al.,
2006).

2.13 Hiperalgesia: modelo de la placa caliente

En 1986, la International Association for the Study of Pain (IASP) definio el dolor
como una experiencia sensorial y emocional desagradable con dafio tisular real o potencial
0 descrito en términos de dicho dafio (Merskey y Bogduk 1994). La terapéutica del dolor
se basa en el bloqueo de las vias nerviosas que llevan la informacion de la lesion provocada
hasta el cerebro y asi, evitar la percepcion del dolor. Es por ello por lo que los analgésicos,
ya sean tipo AINES o analgésicos narcéticos bloguean alguna estructura de la via
nociceptiva (Sawynok, 2003: Blivis et al., 2007).

Los modelos de dolor agudo por aplicacién de estimulos intensos de corta duracion
inducen cambios motores reflejos cuantificables y no requieren de la realizacion de una
lesion previa en el animal. Uno de los modelos mas empleados basados en el uso de
estimulos térmicos son la prueba de la placa caliente ya que permite discriminar respuestas

que son predominantemente de tipo supraespinal (Le Bars et al., 2001).

2.14 Metabolitos secundarios

Las plantas, organismos autotrofos, ademas del metabolismo primario presente en
todos los seres vivos tienen un metabolismo secundario que les permite producir y
acumular compuestos de naturaleza quimica diversa. Estos compuestos derivados del
metabolismo secundario se denominan metabolitos secundarios que se distribuyen
diferencialmente entre grupos taxondmicos, presentan propiedades bioldgicas, muchos
desempefian funciones ecologicas y se caracterizan por sus diferentes usos y aplicaciones
en farmacologia, insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes, entre otros. Reciben

también la denominacion de productos naturales (Avalos-Garcia et al 2009).
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Los compuestos bioactivos son constituyentes que se producen naturalmente en
pequefias cantidades en las plantas y frutos (Etherton et al., 2002). Muchos de los
compuestos bioactivos incluyen metabolitos secundarios estructuralmente variados entre

los que se cuentan: productos nitrogenados, productos fenolicos y terpenoides.

Los compuestos nitrogenados son principalmente los alcaloides y glucdsidos
cianogénicos. Los alcaloides son un diverso grupo de compuestos con cerca de 4 000
estructuras conocidas. Estos son fisiolégicamente activos en humanos (cocaina, nicotina,
morfina) y por supuesto de gran interés para la industria farmacoldgica (Pérez y Jiménez,
2011).

La presencia de fenoles es una caracteristica de todos los tejidos vegetales. Los
fenoles son compuestos de estructura aromatica con uno o varios grupos hidroxilo, libres o
sustituidos. EI compuesto basico es el fenol, pero la mayor parte de estos compuestos son
polifenoles. Entre los polifenoles vegetales, de los que actualmente se conocen mas de
8000, figuran las quinonas fendlicas, las cumarinas, los lignanos, los estilbenos, los
flavonoides, ligninas y los taninos (Azcén y Talén, 2000). Hoy en dia, existe un gran
interés en el estudio de estos metabolitos secundarios, debido a sus propiedades
antioxidantes, antimicrobiana, anticancerigenos, vasodilatadores, antitromboticos,

cardioprotector, antiinflamatorios y antiapoptéticos, (Porras y Lépez, 2009; Martin, 2018).

Los terpenos constituyen el grupo mas numeroso de metabolitos secundarios (mas
de 40 000 moléculas diferentes). Los terpenos de las plantas son extensamente usados por
sus cualidades aromaticas. Juegan un rol importante en la medicina tradicional, han
mostrado tener actividad antioxidante, antiinflamatoria, antimicrobiana, antitumoral y
antiviral, (Viteri, 2012).

2.15 Plantas medicinales utilizadas como antiartriticas

Debido a los efectos secundarios adversos de los farmacos actuales para el
tratamiento de AR, la exploracion de alternativas nuevas es constante. Las plantas

medicinales son un recurso factible en esta bldsqueda. Las propiedades antiinflamatorias,
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antiartriticas entre otras, éstas han sido evaluadas en modelos de artritis inducida por
colageno, Streptococcus sp., adyuvante completo de Freund, asi como en cultivo in vitro de
sinoviocitos, macrdfagos, fibroblastos, condrocitos y actualmente con el monitoreo de la
expresion genética de citocinas, metaloproteinas, agrecanasas (moléculas asociadas al dafio
articular). Algunas especies vegetales han demostrado actividad al disminuir mediadores
bioquimicos (inflamatorios) tales como fosfolipasa (PLA:), ciclooxigenasa-2 (COX-2)
lipooxigenasa (LOX), prostaglandina (PGEz) y leucotrienos (LTB4). De igual manera,
algunos compuestos de algunas especies con actividad antiartritica pueden regular las
moléculas de sefializacion celular, que conducen a la expresion de los mediadores de la
inflamacion que juegan un papel clave en la fisiopatologia de la AR y otras enfermedades
inflamatorias (Mitogen, 2004; Sweeney y Firestein, 2004; Venkatesha et al 2011).

Tripterygium wilfordii Hook F, ha demostrado tener efectividad en pacientes con
artritis, observando una mejoria en los signos y sintomas de AR como dolor, reduccion de
edema, asi como proteccion articular la cual fue observada en radiografias (Tao et al.,
2001; Tao et al., 2002; Goldbach-Mansky et al., 2009).

La raiz del harpagofito (Harpagophytum procumbens) es la droga vegetal mas
utilizada en terapéutica para el tratamiento de dolores asociados a artrosis, lumbalgia y

otras afecciones osteoarticulares de origen reumatico (Crespo y Navarro, 2012)

Se han descrito efectos inmunomoduladores de extractos estandarizados de Uncaria
tomentosa (ufia de gato), demostrandose a nivel bioldgico su capacidad para la inhibicion
de procesos inflamatorios en animales de laboratorio, asi como a nivel celular la inhibicion
en la produccion de TNF- a en células animales o humanas en cultivo (NUfiez-Ponce et al.,
2008). Otros autores también han mostrado actividad de extractos de ufia de gato en la
inhibicion de otras citocinas claves en el proceso inflamatorio como IL-1 e IL-6 (Lemaire
etal., 1999).
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También existen numerosos trabajos cientificos que han demostrado la actividad
antiinflamatoria de diversos extractos de Urtica dioica, en la que estan implicados
numerosos mediadores del proceso inflamatorio reduciendo significativamente de forma
dosis-dependiente la liberacion de citocinas proinflamatorias: interleucina 1B (IL-1B) y
factor de necrosis tumoral (TNF-o) por parte de los monocitos estimulados por
lipopolisacérido (LPS) (Choy et al., 2015).

2.16 Tagetes lucida Cav.

Es una herbacea de 30 cm a 1 m de altura, erecta y muy ramificada. Las hojas son
de un mismo ancho tanto en la parte axial, como en la distal, con los bordes dentados y de
color verde oscuro, de olor y sabor anis. Tiene las flores dispuestas en cabezuelas
agrupadas en racimos, estan en las partes terminales de la planta y son de color amarillo

(Figura 5). Sus frutos son negros y pequefios (CONABIO, 2017).

Figura 5. Tagetes lucida. (CONABIO, 2017)

Es originaria de Meéxico, Guatemala y Honduras; habita en climas calido,
semicalido, seco, semiseco y templado, entre los 800 a los 850 msnm y de los 1000 hasta
los 40000 msnm. Es comun encontrarla en terrenos de cultivo abandonados o cerca de las

milpas, asociada a bosque tropical perennifolio, matorral xerofilo, pastizal. En ocasiones
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ocupa partes altas de laderas y montafias en bosque meséfilo de montafia, de encino, de
pino, mixto de pino-encino y de junipero (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional
Mexicana, 2014; Monroy-Ortiz y Castillo-Espafia, 2017; CONABIO, 2017).

2.17 Clasificacion taxondmica

Reino: Plantae
Subreino: Traqueophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida (dicotiledoneas)
Subclase: Asteridae
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Tagetes

Especie: Tagetes lucida Cav.

Su sinonimia cientifica es Tagetes florida sweet, mientras que los nombres comunes
que se le dan son flor de pericon, Yauhtli, anisillo, atagote, cedron, flor de Xuchitl,
hierbanis, hierba de nubes, hierba de San Juan, hierba santa, periquillo, rincon, Santa Maria,
Santa Maria de Jardin, tatalencho, yerbanis (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional
Mexicana, 2014; Monroy-Ortiz y Castillo-Espafia, 2017; CONABIO, 2017).

2.18 Usos medicinales

Se le atribuyen una gran variedad de usos medicinales, destacando en este
documento el dolor (estdbmago, espalda, abdomen, menstrual, muela, rifion, huesos y
reumatico), es util para problemas de reumatismo e inflamacion. Se refiere su uso
medicinal desde el siglo XVI, en el cddice Florentino y por Francisco Hernandez, para
curar diarrea y fiebre, curar Ulceras, tos, dolor de cabeza (Biblioteca Digital de la
Medicina Tradicional Mexicana, 2014; Monroy-Ortiz 'y Castillo-Esparia, 2017,
CONABIO, 2017)
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2.19 Quimica y farmacologia de T. lucida

Existen estudios farmacologicos relacionados con la actividad antidepresiva,
sedante y ansiolitica de esta planta (Bonilla et al., 2015) Recientemente, el grupo de
investigacion del CIBIS-IMSS mostrd la capacidad antiinflamatoria del extracto hexanico y
de 2 cumarinas aisladas de la planta (Monterrosas-Brisson et al., 2019). Ademaés de su
capacidad citotoxica en diferentes lineas celulares (Vega-Avila et al., 2009), antiflingica y
antibacteriana (Céspedes et al., 2006). Sin embargo, no hay evidencias del estudio
farmacoldgico antiartritico y/o analgésico.

De los estudios quimicos realizados a la planta se menciona la presencia de
glucopirandsido; é&cido  3-(2-O-beta-D-glucopiranosil-4-metoxifenil) propanoico, 6-
hidroxi-7-metoxicumarina, herniarina, escopoletina, a-tocoferol, acido galico, &cido cafeico
(Aquino et al., 2002; Pérez-Ortega et al., 2016). Se han aislado aceites esenciales,

destac&ndose por su concentracion en la planta, al metil-chavicol (Ciccio, 2004).

3 Justificacion

La AR es una enfermedad crénica-degenerativa que causa un alto indice de
comorbilidad y disminuyen la calidad de vida del paciente. Provoca dolor e inflamacién,
que de manera progresiva dafia a las articulaciones, cartilago, huesos, tendones y
ligamentos que con ello limita la funcionalidad de estas y si no se trata de forma apropiada y
a tiempo, produce discapacidad de forma permanente. Afecta la vida laboral y social del
individuo, provocando asi una problematica de salud y social. El proceso fisiopatolégico de
esta enfermedad es muy complejo, al que subyacen procesos de inflamacion cronica tanto
articular como sistémica, eventos de estrés oxidante lo que lleva a la destruccion dsea y
articular. Estos mecanismos requieren ser contrarrestados mediante un tratamiento que este
asociado a una polifarmacia de productos de sintesis que, si bien son efectivos, parecieran
tener un efecto significativo a largo plazo, pero que ademas inducen efectos toxicos

importantes.
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En la busqueda de alternativas farmacoldgicas, las plantas han surgido como una
fuente apropiada de recursos terapéuticos en enfermedades cronico-degenerativas, como es
el caso de la AR. Los estudios farmacoldgicos indican que extractos y fracciones de
diversas especies medicinales en el mundo poseen efecto antiartritico, datos que son
obtenidos de diferentes modelos biologicos utilizados que han permitido ademas el
aislamiento e identificacién de compuestos con dicha actividad.

Basados en la informacién etnomédica, quimica y farmacoldgica de la especie
Tagetes lucida, se propone evaluar su efecto antiartritico como modulador de la respuesta
inflamatoria mediada por citocinas.

Los resultados de este trabajo aportaran informacion béasica sobre los efectos de esta
especie en la inflamacion y la AR en ratones.

3.1 Pregunta de investigacion.

La especie Tagetes lucida podria formar parte de un recurso terapéutico adecuado
en la AR, al poseer una combinacion de compuestos con propiedades antiinflamatoria,
antioxidante y anti-hiperalgésica. Por lo que en este trabajo se pretende investigar si esta
planta posee la capacidad de contrarrestar la inflamacién y algunos de los parametros
asociados a la patologia de la AR, por lo que es pertinente realizar la siguiente pregunta de
investigacion:

Tagetes lucida... {Tendra efecto antiinflamatorio y antiartritico por modificar los
niveles de citocinas pro y antiinflamatorias con mono artritis experimental inducida con

carragenina/caolin en ratones?

Hipotesis
Si Tagetes lucida posee propiedades antiinflamatorias, entonces, el extracto
hexanico y los compuestos aislados de este tendran un efecto antiinflamatorio y antiartritico

reduciendo la inflamacidn articular y la concentracién de citocinas en un modelo con mono

artritis experimental inducida por carragenina/caolin.
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Objetivos

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto antiinflamatorio y antiartritico del extracto TIH y compuestos
aislados de Tagetes lucida, en el ensayo de edema auricular y en el modelo de mono artritis

inducido con carragenina/caolin.

5.2 Objetivos especificos

Aislar e identificar diferentes tipos de compuestos de T. lucida por cromatografia y

métodos espectrométricos.

Medir el efecto antiinflamatorio del extracto y los compuestos aislados de T. lucida en el

ensayo de edema auricular en raton inducido con el éster de forbol (TPA).

Evaluar el efecto que el extracto TIH y los compuestos aislados de T. lucida tienen sobre la

inflamacion articular de ratones con C/C

Calcular el peso de bazo y pulmdn de ratones con artritis experimental con C/C como

medida de inflamacion y comparar los grupos con y sin tratamiento.

Determinar el efecto analgésico del extracto TIH y de los compuestos aislados de T. lucida
administrados a ratones con artritis experimental y expuestos al ensayo de la placa caliente
Cuantificar el nivel de citocinas pro y antiinflamatorias en la articulacion, bazo y pulmén de

ratones con artritis experimental inducida con carragenina/caolin.
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6 Metodologia
6.1 Analisis quimico

6.1.1 Material vegetal

Las partes aéreas de Tagetes lucida fueron compradas en Xochitepec Morelos,
México. El ejemplar de este material fue depositado en el Jardin Botanico y el Museo de
Medicina Tradicional y Medicina Herbaria del INAH-Morelos para su identificacion, la
cual cuenta con numero de registro 2081.

Finalmente, el material vegetal fue transportado al Centro de Investigacion
Biomédica del Sur del Instituto Mexicano del Seguro Social (CIBIS-IMSS).

6.1.2 Preparacion de extracto

Las partes aéreas de Tagetes lucida fueron colocadas en camas de secado en
oscuridad y a temperatura ambiente, para posteriormente molerse y macerarse con n-
hexano (7 L, Merck) durante 24 horas a temperatura ambiente, tres veces consecutivas. El
extracto de hexano se concentr6 (Heidolph Laborota G3, Alemania) a presion reducida a
40-45 °C hasta que se eliminé todo el disolvente y después se liofilizo (LABCONCO®),
para obtener finalmente un extracto que se nombré TIH y se almacend para su posterior uso

en farmacologia.

6.1.3 Aislamiento de compuestos

Con base en un estudio previo, en el que se encontrdé que el extracto TIH y dos
cumarinas aisladas presentaron actividad antiinflamatoria en un modelo de edema local
(Monterrosas-Brisson et al., 2019). Se reprodujo la misma metodologia de separacion de

compuestos, para su evaluacion en el modelo de mono artritis experimental.

Aplicando las técnicas cromatogréficas convencionales, se empacé en una columna
cromatografica, llamada columna 1, 2.7 gr del extracto TIH que fue sometido a separacion

sucesiva. Se utilizé el método de percolacion con silica gel de fase normal (Merck), para
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extraer 50 fracciones (en volumenes de 15 mL) del extracto. Se hizo un seguimiento por
cromatografia en capa fina (CCF) de silica gel de fase normal (Merck), lo que permitio el
analisis de compuestos contenidos en las fracciones obtenidas, usando reveladores
especificos para terpenos (4-hidroxibenzaldehido). Se utilizé una mezcla de los solventes n-
hexano (CHsH14)/ acetato de etilo (CH3COOCH.CHa) variando la proporcion entre ellos,
permitiendo aumentar gradualmente la polaridad del sistema y de esta manera separar los
diferentes compuestos contenidos en TIH.

Columna 2, se utilizaron 124.5 mg de la fraccion TICbC1-F7 que fueron adsorbidos
en 1 gr de silica (0.5 gr fase normal y 0.5 gr fase reversa) en una columna de vidrio
empacados en 10 gr de silica fase reversa. El sistema de elucién fue de acetonitrilo
(C2H3N)/ agua (H20), recolectando fracciones de 10 ml del cual también se fueron
variando la proporcidén entre solventes para disminuir gradualmente la polaridad del sistema
con el fin de limpiar el compuesto cero que previamente habia sido observado en CCF
como el mayoritario durante el procedimiento de separacion con la columna 1. Asi, de la
columna 2 se realizaron 44 colectas que fueron posteriormente concentradas y almacenadas

en viales.

Columna 3, se utilizaron 145.3 mg de la fraccion TICbC1-F9 que fueron adsorbidos
en 1 g de silica (0.5 gr fase normal y 0.5 gr fase reversa), que fueron empacados en una
columna de pléastico con 10 g de silica de fase reversa. Se utiliz6 un sistema de elucion de
acetonitrilo (C2HsN)/agua (H20), variando la proporcion entre solventes.

Columna 4, se tomaron 100 mg de la fraccion TICbC3-F2 con la finalidad de
purificar al compuesto cero, la fraccién se adsorbié en 1 gr de silica fase normal que fueron
empacados una columna de vidrio con 8 gr de silica fase normal, recolectando fracciones
de 10 ml. El sistema de elucion fue de n-hexano (CHeHi4)/ acetato de etilo
(CH3COOCH2CHz3) variando la proporcion entre solventes para aumentar gradualmente la

polaridad del sistema.

Columna 5, de la columna 1 se tomaron las fracciones TICbC1-F7, TICbC1-F8 y
TICbC1-F9 para hacer la columna 5, dando un total de 1.38 gr que fueron adsorbidos en 2

gr de silica fase normal y empacados en una columna de vidrio con 10 gr de silica fase
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normal. Se utiliz6 un sistema de elucion n-hexano (CHsH14)/ acetato de etilo
(CH3COOCH2CHz3) variando la proporcién entre solventes para aumentar gradualmente la
polaridad del sistema

Columna 6, de la fraccion TICbC1-F18 se realizé la columna 6, en la cual se
adsorbieron 353.3 mg en 1 gr de silica fase normal en una columna de vidrio donde se
empacaron 10 gr de silica fase normal. El sistema de elucion fue de diclorometano
(CH2C12) /acetona (CsHeO) variando la proporcion entre solventes para aumentar
gradualmente la polaridad del sistema.

Columna 7, se adsorbieron 73.3 mg de las fracciones TICbC6-F6 y TICbC6-F7 en 1
gr de silica fase normal en una columna de vidrio donde se empacaron con 10 gr de silica
fase normal. El sistema de elucion fue de diclorometano (CH2Ci2) /acetona (CsHeO)
variando la proporcion entre solventes para aumentar gradualmente la polaridad del
sistema.

Columna 8, se adsorbieron 50 gr de TIH en 75 gr de silica fase normal en una
columna de vidrio donde se empararon con 200 gr de silica fase normal. Se utilizd un
sistema de elucion n-hexano (CHeHus)/acetato de etilo (CH3COOCH2CHs3) variando la
proporcién entre solventes para aumentar gradualmente la polaridad del sistema, se
recolectaron 39 fracciones de 10 ml y se obtuvieron 10 reuniones que fueron concentradas
y analizadas mediante CCF.

Columna 9, se adsorbieron 1.8 gr de la fraccion TICbC8-F4 en 3 gr de silica (1.5 gr
fase normal y 1.5 gr fase reversa) en una columna de vidrio empacados en 10 gr de silica
fase reversa. El sistema de elucion fue de acetonitrilo (C2HzN)/ agua (H-0), recolectando
fracciones de 10 ml del cual también se fueron variando la proporcion entre solventes para

disminuir gradualmente la polaridad del sistema con el fin de limpiar el compuesto 0.

De la fracciéon TICbC8-F8 se realizo la columna 10, en la cual se adsorbieron 1.6 gr
en 2 gr de silica fase normal en una columna de vidrio donde se empacaron 15 gr de silica
fase normal. El sistema de elucidon fue n-hexano CHsHis)/acetato de etilo
(CH3COOCH2CHBa) variando la proporcion entre solventes para aumentar gradualmente la
polaridad del sistema. Se recolectaron 103 fracciones de 10 ml y se obtuvieron 25 reuniones

que fueron concentradas y analizadas mediante CCF.
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Columna 11, se adsorbieron 437.9 mg de la fraccion TICbC10-F11 en 1 gr de silica
(0.5 gr fase normal y 0.5 gr fase reversa) en una columna de vidrio empacados en 8 gr de
silica fase reversa. El sistema de elucion fue de acetonitrilo (C2HsN)/agua (H20),
recolectando fracciones de 10 ml variando la proporcion entre solventes para disminuir
gradualmente la polaridad del sistema, se obtuvieron 9 reuniones que fueron concentradas y
analizadas mediante CCF.

Columna 12, se adsorbieron 25 mg de la fraccion TICbC7-F7 en 1 gr de silica (0.5
gr fase normal y 0.5 gr fase reversa) en una columna de pléstico empacados en 5 gr de silica
fase reversa. El sistema de elucion fue de agua (H20) /acetonitrilo (C2HsN)/ recolectando
29 fracciones de 10 ml fueron variando la proporcién entre solventes para disminuir
gradualmente la polaridad del sistema, se obtuvieron 6 reuniones que fueron concentradas y

analizadas mediante CCF.

6.2 Analisis farmacoldgico

Se utilizaron ratones Balb-c, hembra con un promedio de peso de 20g, los cuales
fueron adquiridos del bioterio del Centro médico Nacional siglo XXI-IMSS, se
mantuvieron en un periodo de acondicionamiento por al menos dos semanas, en el bioterio
del Centro de investigacion Biomédica del Sur-IMSS, con un ciclo de 12 h de luzy 12 h de
oscuridad y libre acceso a agua y alimentos (pellets, Labrat, S.A de C.V.). Tres dias antes
del comienzo de las pruebas, los animales se acondicionaron al entorno del laboratorio y al
investigador. Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con las Regulaciones
Federales para la Experimentacion y Cuidado de Animales (NOM-062-ZOO- 1999). El
protocolo experimental fue sometido al Comité de Investigacion del Instituto Mexicano de
Seguridad Social, para su aprobacion. Se emplearon el nimero minimo de animales y la

duracion de la observacion requerida para obtener datos consistentes.
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6.2.1 Inflamacion auricular inducida con TPA

La actividad antiinflamatoria de los extractos y fracciones se evalud utilizando el
modelo murino de edema auricular inducido por 13-acetato de 12 tetradecanoilforbol
(TPA). Los ratones fueron anestesiados con pentobarbital sodico (60 mg/kg, por via

intraperitoneal y se procedio de la manera que se describe a continuacion:

Los tratamientos se aplicaron en la oreja izquierda (Ol), en un volumen total de 20
pl, 10 pl en la parte externa y 10 pl en la interna. Se utilizo la oreja derecha (OD) de los
ejemplares como control, aplicando de la misma manera el solvente que sirvié de VEH para
disolver cada uno de los tratamientos evaluados (Figura. 6). Después de 15 min, en la oreja
tratada, la Ol, también se le colocaron (bajo el mismo disefio de administracion) 20 pl de
TPA a una concentracion de 0.5 pg/ml. Los animales fueron colocados en sus cajas y
después de 4 horas, fueron sacrificados en una camara de gases, con sobredosis de
cloroformo. De cada uno de ellos, se tomaron secciones centrales de 6 mm de diametro del
pabellon auricular de ambas orejas y se calculd la diferencia de peso, entre ambas para

utilizarla como pardmetro de inflamacion.

e Tratamientos e Control
y TPA

Figura 6. Aplicacion de tratamientos, TPA y VEH en raton
Balb/c
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1)

2)
3)

4)
5)

6)

7)
8)

Los grupos experimentales fueron los siguientes:

Control negativo: Animales que solo recibieron el TPA en la oreja izquierda y acetona
como VEH, en la oreja derecha.

Control positivo: Animales que recibieron el TPA e INDO (1mg/oreja).

Grupo Experimental 1 (Amix): Animales que recibieron TPA y la mezcla de amirinas
(Img/oreja).

Grupo Experimental 2 (Esp): Animales que recibieron TPA y espatulenol (1mg/oreja).
Grupo experimental 3 (CF11) Animales que recibieron TPA y compuesto CF11
(Img/oreja).

Grupo Experimental 4 (7-iso): Animales que recibieron TPA y 7-isoprenyloxicumarina
(Img/oreja).

Grupo Experimental 5 (Vir): Animales que recibieron TPA y virgatenol (1mg/oreja).

Grupo Experimental 6 (C7): Animales que recibieron TPA y compuesto 7 (1mg/oreja).

6.2.2 Hiperalgesia: prueba de la placa caliente
Se empled una parrilla eléctrica y un vaso de precipitado como recipiente,
calentado a 50°C para la realizacion de la prueba. Para medir el tiempo de latencia a la

respuesta nociceptiva se utilizé un cronémetro.

6.2.3 Modelo de artritis inducida con C/C
Los animales fueron marcados, pesados y se agruparon en numeros de 7. Fueron
anestesiados con pentobarbital sodico (60 mg/kg) via intraperitoneal (i.p). Para tener una
medida basal de las articulaciones se midieron con un micrémetro digital (Mitutoyo MCD-
1SB). Posteriormente en la cavidad articular del talon derecho, se les inyectd una solucion
de caolin (4%, 40 ul). Enseguida se realizaron flexiones y extensiones durante 15 minutos
en la articulacion administrada para inmediatamente inyectar carragenina (2%, 40 pl)

acompariada de flexiones y extensiones 5 minutos mas.
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Se llevo a cabo un seguimiento de la inflamacion mediante la medicion del tamafio
del edema articular a la 1hr, 2, 4y 24 hrs.

Al siguiente dia, se comenzé con la administracion de los respectivos tratamientos,
por lo que se formaron los grupos que a continuacion se enumeran:

» Grupo 1: Basal (Animales que sélo fueron manipulados por el experimentador
y recibieron via articular solucién salina estéril).
Los grupos abajo mencionados recibiran, via intraarticular -i.a.-carragenina-caolin -C/C-

» Grupo 2: Control negativo o vehiculo (VEH). Animales control negativo, a los
que se les administro, por via oral -v.0.- solucién salina.

» Grupo 3: Control Positivo antiinflamatorio: Metotrexato a 1 mg/kg, v.o.

» Grupos 4, 5: Tratamiento experimental: Extracto hexanico de T. lucida (TIH) a
25y 50 mg/kg.

» Grupo 6: Tratamiento experimental: 7-isoprenyloxicumarina a 2 mg/kg.
Grupo 7: Tratamiento experimental: herniarina a 2 mg/kg
Grupo 8: Tratamiento experimental: virgatenol a 2 mg/kg

Grupo 9: Tratamiento experimental: mezcla de amirinas a 2mg/kg.

YV V V V

Grupo 10: Tratamiento experimental: espatulenol a 2mg/kg.

Todos los tratamientos fueron administrados durante 9 dias, tiempo en el cual se
llevd un seguimiento de la inflamacion articular mediante la medicion diaria, con un
micrometro, de las dos articulaciones (con C/C y sin estimulo inflamatorio). Al final del
tratamiento, los animales fueron sacrificados para extraer bazo, pulmén y articulaciones
derecha e izquierda. Los bazos y pulmones fueron pesados y se calculd el indice de tamafio
del 6rgano con respecto al peso total del animal con la siguiente formula:

INDICE DE ORGANO (%) = Peso del 6rgano (g)/ Peso del animal (g)* 100

Las muestras fueron guardadas a una temperatura de -70°C para su posterior

utilizacion.
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6.3 Cuantificacion de citocinas por el método de ELISA.

Las articulaciones fueron desintegradas con ayuda de un mortero con hielo seco. Se
homogenizaron usando un politron ULTRA TURRAX T25 agregando una solucion
amortiguadora de fosfatos con un pH de 7.4 y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (Inhibidor de
proteasas, PMSF) al 5 mM en una proporcion 3:1 con respecto a cada 6rgano. Las muestras
fueron centrifugadas a 14000 rpm durante siete minutos y se recupero el sobrenadante. El
método de ELISA se llevd a cabo de acuerdo con las indicaciones del fabricante BD

Biosciences.

6.4 Analisis estadistico
Los datos obtenidos se analizaron usando un andlisis de varianza (ANOVA) con

una post prueba Dunnett y Bonferroni con valor de significancia de p<0.05, en el programa
estadistico SPSS-23.
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7 Resultados

7.1 Separacion y purificacion de compuestos de T. lucida
El extracto hexanico de T. lucida fue separado cromatograficamente, utilizando un

total de 12 columnas. De acuerdo con su parecido quimico, observado por CCF, fueron
agrupadas a los que se llamo6 “reuniones”. Cada reunién, fue nombrada de la siguiente
manera: la clave de cada una se construy0 iniciando con las siglas de la planta (TI), las
iniciales del experimentador (Cb- Cinthya Bello), el nimero secuencial de columna (C1,
C2...C12) y la fraccion que se agrupo (F1, F2, ... etc). Finalmente, al lado de dicha clave

los compuestos (C) detectados, enumerados como CO a C7 (ver diagrama 1).

Extracto hexanico
de T. lucida

Columna 1 Columna 8

Columna 5
Columna 6 TICeC1-F7, Columna 10
TICbC1-F18 F8,F9

TICbC1-F2 (CO) & . :
TICKC1-F3 (CO) olumna 2 TICbC8-F4 (CO)

TICBC1-F5 (CO) TICHC1-F7 TICBC5-F3(C0)
TICHC1-F7 (CO) )

TICbC6-F6 (C6) TICHCA-F8 (CO) TICbC10-F10 (C3)

TICbC&-F7 (C6) TICbC10-F11 (C3)
TIChC1-F? (CO;

TIChC6-FB (Cé) (=D ) TICbC10-F12 (C3)

TIChC10-F13 (C3)

Columna 9
TICbC8-F4

TICBC2-F13 (CO) TICbC5-F18 (C6) Columna 11
TIChC10-F11

Columna 7

TICbC9-F4 (CO)

TICHCS-F5 (CO)

TICbCY-F& (CO)

TICHCS-F7 (CO)

TICHCI-FUCFS)

TICbC9-F11{CF11)

o TN TIChC11-F2 (C3)
TIChC2-F2 TIChC4-F3 (CO)

TICbC12-F2(C7)

Diagrama 1. Resumen del procedimiento de separacion de compuestos de T. lucida
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Con variaciones de la metodologia propuesta por Monterrosas-Brisson et al., (2019), se
aislaron las cumarinas C1, C2, C3 y C5 (Cuadro 1). Cabe destacar que ademas de éstos, se logro la

separacion de otros compuestos.

Cuadro 1. Cumarinas aisladas de T. lucida (Monterrosas-Brisson et al., 2019)

Clave del compuesto Nombre quimico de la cumarina
Cl 7-isoprenyloxicumarina
C2 Herniarina
C3 6-methoxi-7-isopreniloxicumarina
C4 6,7,8-trimethoxicumarina
C5 Escoparona

A continuacion, se describe el procedimiento de cada una de las columnas de separacion
que se montaron.

Columna 1. Los resultados y analisis de los productos de esta columna y por comparacién
cromatografica con los compuestos de referencia C1, C2 y C5, indicaron que la fraccion TICbC1-
F7 observada a la luz UV tiene un compuesto diferente a las cumarinas ya mencionadas en el
cuadro 1 (Figura 7). De acuerdo con la polaridad del sistema de elucion y a la presencia de dicho
compuesto (Figura 7, flecha amarilla) es anterior que C1, se nombr6 como CO (antes de su
elucidacion estructural). Como se observa en la figura 7, el compuesto no estd completamente

separado, por lo que para su aislamiento se utilizé una segunda columna.

Figura 7. Fotografia de una CCF
gue muestra los compuestos CO a
C5. Cromatografia  de fase
normal con un sistema n-
hexano/AcOEt (70:30); A) L =400
nm; B) A= 520-570 nm

RF C1C2 C3 C4 C5 RFC1C2C3 C4 C5
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Columna 2. El muestreo de cada una de las colectas cromatograficas, por CCF, permitieron
hacer 21 reuniones de acuerdo con la similitud quimica. De acuerdo con la figura 8, las fracciones
TICbC2-F4, TICbC2-F9, TICbC2-F12 y TICbC2-F13 contienen el compuesto CO.

R 1516 17 18 19 R 1516 17 18 19 R 1516 17 18 19

Figura 8 Fotografia de una placa de CCF que indica que la fraccion 19 de TICbC2-F9 contiene al
compuesto CO. Sistema n-hexano /AcOEt (90:10). A) A= 400 nm; B) A 520-570 nm; C) Revelado con
4-hidroxibenzaldehido

Columna 3. Posteriormente, se tomo la fraccion TICbC1-F9 que contenia CO, con el
propoésito de obtener una mayor cantidad del compuesto. De esta columna, se obtuvieron 35
colectas de 10 ml, cada una de las cuales se analiz6 con CCF, lo que permiti6 reunirlas en 7
fracciones. Se observd que TICbC3-F1 también contenia el CO.

Columna 4. Para esta columna se obtuvieron 32 fracciones, que fueron concentradas y
analizadas mediante CCF, logrando obtener 5 reuniones. Se seleccionaron TICbC4-F2 y TIChC4-
F3, por ser las de menor complejidad quimica, de las cuales se obtuvo un total de 5 mg de CO.

Columna 5. En este procedimiento se recolectaron 73 fracciones de 10 ml, que fueron
concentradas, para la obtencion de 20 reuniones, que por comparacion con estandares usando
reveladores quimicos en CCF, se observé la presencia de C0O, C1, C2 y C5. Pero ademas se detecto
una presencia extra de un compuesto diferente a los ya mencionados, que fue nombrado entonces

como C6 (antes de su elucidacion estructural).
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Columna 6. Se obtuvieron 34 fracciones de 10 ml, que fueron concentradas y

agrupadas en 11 reuniones, que sirvieron para la obtencién del compuesto C6 (Figura 9).

RFC51314 15 16 17 18 RFC51314 1516 17 18 RFC51314 15 16 17 18

Figura 9 Fotografia de las fracciones 14-15 pertenecientes a TICbC6-F6, muestreadas en
una placa de CCF de fase normal. Sistema: n-hexano/AcOEt (50:50). A) A= 400 nm; B)
A= 520-570 nm; C) Revelado con 4-Hidroxibenzaldehido

Columna 7. EIl proceso permitio la obtencién de 52 fracciones de 10 ml cada una,
que con el analisis por CCF se conjuntaron 15 reuniones, asi de la fraccion TICbC7-F7 se

separ6 C7 como mayoritario (Figura 10).

RF C5 18 19 2021 22 23 RF C5 18 19 20 21 22 23 RF C5 18 19 20 21 22 23

Figura 10. Fotografia de las fracciones 19-22 pertenecientes a TICbC7-F7, muestreadas en una
placa de CCF de fase normal. Sistema: n-hexano/AcOEt (50:50). A) A= 400 nm; B) Longitud
de onda 520-570 nm; C) Revelado con 4-Hidroxibenzaldehido

Columna 8. De esta columna se obtuvo la fraccién TICbC8-F4, de la que se separ6
también al compuesto CO.

Columna 9. Asi, de ésta se realizaron 39 colectas que fueron posteriormente
concentradas y almacenadas en viales. Cada muestra se analiz6 mediante CCF, para hacer
12 reuniones de acuerdo a la similitud quimica, de esta manera las fracciones TIChC9-F4,
TICbC9-F6, TICbC9-F7, TICbC9-F9 presentaron al compuesto CO, no obstante, aunque
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algunas fracciones mostraron tener similitud quimica , eran diferentes fisicamente, un tipo
de grasa aceitosa para la fraccion TICbC9-F9 a la que se le nombré CF9 (antes de su
elucidacion estructural) (Figura 11) y una grasa sélida para la fraccion TICbC9-F11 que se

nombro CF11 (antes de su elucidacion estructural) (Figura 12).

A)

RF CO 21 22 23 24 25 RF CO 21 22 23 24 25 RF CO 21 22 23 24 25

Figura 11. Fotografia de las fracciones 21-24 pertenecientes a TICbC9-F9, muestreadas en una
placa de CCF de fase normal. Sistema: acetonitrilo/agua (90:10). A) A =400 nm; B) A =520-570
nm; C) Revelado con 4-Hidroxibenzaldehido

RF CO 31 32 33 34 35 RF CO 31 32 33 34 35 RF CO 31 32 33 34 35

Figura 12. Fotografia de las fracciones 30-35 pertenecientes a TICbC9-F11, muestreadas en una
placa de CCF de fase normal. Sistema: acetonitrilo/agua (90:10). A) A= 400 nm; B) A= 520-570
nm; C) Revelado con 4-Hidroxibenzaldehido
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Columna 10 De esta columna se obtuvieron 103 fracciones, con 25 reuniones entre
ellas, la TICbC10-F11 contenia al C3 (Figura 13).

RF C3 41 42 43 44 45 46 RF C3 41 42 43 44 45 46 RF C3 41 42 43 44 45 46

Figura 13. Fotografia de las fracciones 41-46 pertenecientes a TICbC10-F11, muestreadas en
una placa de CCF de fase normal. Sistema: n-hexano/AcOEt (50:50). A) A= 400 nm; B) A= 520—
570 nm; C) Revelado con 4-Hidroxibenzaldehido

Columna 11 Se adsorbié la fraccion TICbC10-F11, este proceso permitié la
purificacion de C3 (Figura 14).

A) e
PO Y v %

RFC3 1 23 45 67 RFC3 1 23 45 6 7 RFC31 23 45 67

Figura 14. Fotografia de las fracciones 3-6 pertenecientes a TICbC11-F2, muestreadas en una
placa de CCF de fase reversa. Sistema: acetonitrilo/agua(50:50). A) A= 400 nm; B) A= 520-570
nm; C) Revelado con 4-Hidroxibenzaldehido

Columna 12 De esta columna se adsorbid la fraccién TICbC7-F7 que contiene a C7
con la finalidad de purificarlo, se realizaron 29 fracciones que fueron concentradas y

analizadas mediante CCF, obteniendo de esta forma 6 reuniones.
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Cuadro 2. TIH

Columna 1- CO
Sistema de elucién Fraccién | Reunidn Clave Cantidad (mg)
Hexano 1-12 4 TICbC1-F2 12.9
100% 5-6 TICbC1-F3 21.9
11-13 TICbC1-F5 1.6
Hexano/AcOEt 13-20 14 TICbC1-F7 124.3
95:5 16-19 TICbC1-F8 75.1
Hexano/AcOEt 21-25 20-21 TICbC1-F9 145.3
90:10
Columna 2- CO
Sistema de elucion Fraccion | Reunién Clave Cantidad (mg)
Acetonitrilo/Agua 7-12 10 TICbC2-F4 1.2
70:30
Acetonitrilo/Agua 19-24 19 TIChC2-F9 1.0
90:10 22 TICbC2-F12 96.9
23-25 TICbC2-F13 153.3
Columna 3- CO
Sistema de elucion Fraccion | Reunién Clave Cantidad (mg)
Acetonitrilo/Agua 1-6 1-9 TICbC3-F1 2.1
50:50
Acetonitrilo/Agua 7-12 10-12 TIChC3-F2 100
70-30
Columna 4- CO
Sistema de elucién Fraccion | Reunion Clave Cantidad (mg)
Hexano/AcoEt 17-22 17 TICbC4-F2 2.2
97:3 18-22 TIChC4-F3 2.8
Columna 5- C0, C1, C2,C5y C6
Sistema de elucion Fraccion | Reunién Clave Cantidad | Compuesto
(mg)
Hexano/AcoEt 13-18 14 TICbC5-F3 15.2 Co
90:10 15 TICbC5-F4 1.3 Co
16-17 TICbC5-F5 21.9 Co
Hexano/AcoEt 19-24 18-21 TICbC5-F6 27.4 Co
85:15 22 TICbC5-F7 13.3 Cl
23 TICbC5-F8 20.9 Cl
Hexano/AcoEt 25-30 24-27 TICbC5-F9 64.5 Cl
80:20
Hexano/AcoEt 31-36 30-31 TICbC5-F11 54.5 Cc2
75:25 32-35 TICbC5-F12 241.9 C2
Hexano/AcoEt 37-42 36-39 TICbC5-F13 169.3 C2
70:30
Hexano/AcoEt 43-48 46-49 TICbC5-F16 26.8 C5
65:35
Hexano/AcoEt 55-60 56-61 TICbC5-F18 33.3 Cé
55:45
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Columna 6- C6

Sistema de elucion Fraccion | Reunién Clave Cantidad (mg)
Diclorometano 11-15 14-15 TICbC6-F6 41.1
/Acetona
90:10
Diclorometano 16-20 16-18 TICbC6-F7 32.2
/Acetona 19-21 TIChC6-F8 22.8
85:15
Columna 7- C7
Sistema de elucion Fraccion | Reunién Clave Cantidad (mg)
Diclorometano 18-34 19-22 TIChC6B-F7 26.7
/Acetona
94.6
Diclorometano 35-46 31-38 TICbC6-F11 6.2
/Acetona
92:8
Columna 8- C0,C3
Sistema de elucién Fraccion | Reunion Clave Cantidad | Compuesto
(mg)
Hexano/AcoEt 11-15 13-14 TICbC8-F4 1,800 C-0
80:20
Hexano/AcoEt 25-29 27-30 TIChC8-F8 1,600 C-3
50:50
Columna 9- C0,CF9,CF11
Sistema de elucién Fraccion | Reunion Clave Cantidad | Compuesto
(mg)
Acetonitrilo/Agua 10-15 13-14 TIChC9-F4 45 Co
60:40
Acetonitrilo/Agua 16-21 16-19 TICbhC9-F6 92.7 Co
70:30 20 TIChC9-F7 24.2 COo
Acetonitrilo/ Agua 22-27 21-24 TICbC9-F8 99 Co
80:20 21-24 TICbC9-F9 207.6 CF9
Acetonitrilo/Agua 30-35 30-35 TICbC9-F11 110 CFl11
90:10

Columna 10- C3

Sistema de elucion Fraccién | Reunién Clave Cantidad (mg)
Hexano/AcOEt 35-52 37-40 TICbC10-F10 203.9
70:30 41-46 TICbC10-F11 437.9
47-48 TICbC10-F12 116.2
49-53 TICbC10-F13 292.5
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Columna 11- C3

Sistema de elucion Fraccion | Reunién Clave Cantidad (mg)

Acetonitrilo/Agua 1-6 3-6 TICbC11-F2 347.7

70:30

Columna 12- C7

Sistema de elucién Fraccion | Reunién Clave Cantidad (mg)
Agua 1-7 3-7 TICbC12-F2 3.5
/Acetonitrilo
80-20

Cuadro 3. Rendimiento y cantidad total de TIH en las 12 columnas

Compuesto Cantidad obtenida Rendimiento (%)

0 2.8673 gr 347.26
1 08.7 mg 7.143
2 465.7 mg 33.72
3 2.9982 gr 177.04
5 26.8 mg 1.942
6 129.4 mg 20.6
7 36.4 mg 57.97

Fo 209.6 mg 11.53

F11 110 mg 6.11

Nombres de los compuestos: mezcla de amirinas (0), 7-isoprenyloxicumarina
(1), herniarina (2), 6-methoxi-7-isopreniloxicumarina (3), 6,7,8-
trimethoxicumarina (5), virgatenol (6), espatulenol (F9), F11.

7.2 Resultados de analisis gases-masas (G-M) de las fracciones de T. lucida

Cuadro 4. Analisis de CO de la fraccion TICbC5-F4 a través de G-M

Tiempo de retencion Peso molecular Compuesto % en la muestra
36.248 426 B-Amirina 9.243
37.674 426 a-amirina 85.429
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Cuadro 5. Andlisis de CF9 de la fraccion TICbC9-F9 a través de G-M

Tiempo de Peso Compuesto % en la
retencion | molecular muestra
15.091 220 Espatulenol 31.951
15.445 220 Triciclo [5.2.2.0 (1,6)] undecan-3-ol, 2- 5.500

metileno-6,8,8 trimetil-
15.754 220 Tetraciclo [6.3.2.0 (2,5) .0 (1,8)] tridecan-9- 5.366
ol, 4,4-dimetil-
15.951 220 Cicloisolongifoleno, 8-hidroxi-, endo- 14.227
16.148 220 Oxido de cariofileno 7.272
16.332 220 7R, 8R-8-Hidroxi-4-isopropilideno-7- 17.925
metilbiciclo undeceno

El andlisis por G-M, indica que la fraccion TICbC5-F4 contiene 7 compuestos, de
los cuales la a-amirina predomina con un 85.429% y B-amirina con 9.243%, son los
mayoritarios.

Estos dos productos naturales poseen capacidad antiinflamatoria, actdan como
antinociceptivos, hepatoprotectores y gastroprotectores. Es importante sefialar que en el
presente trabajo se esta reportando por vez primera la presencia de ambas sustancias en T.
lucida Cav.

Entre los compuestos aislados, a-amirina y -amirina se han detectado un efecto
antiartritico de estas sustancias, en diferentes ensayos se observd que la a-amirina y su
palmitato inhiben el crecimiento de células de osteosarcoma en rata, con una reduccion de
la proliferacién sinovial e invasion de las articulaciones, menor infiltracion de leucocitos
ademaés también disminuye la capacidad enzimética de colagenasa tipo | (Kweifio-Okai et
al. 1994).

Recientemente, se mostréo que B-amirina en diferentes dosis administradas a ratas
con artritis experimental, disminuye los cambios asociados al dafio articular, como el peso
corporal, el edema y eritema de la pata. El analisis histologico indica disminucion
significativa de erosion del cartilago, quiste subcondral (Hennet et al., 2020). Estos datos
indican que la capacidad antiinflamatoria y antiartritica de T. lucida se debe al contenido de

estos terpenos
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Con la técnica de G-M, se determind que la fraccién TICbC9-F9 contiene 14
compuestos de los cuales los mayoritarios son: espatulenol (31.951%), un sesquiterpeno, el
cual también se estd reportando por vez primera en la especie T. lucida. Datos en la
literatura, indican que especies del mismo género, también lo contienen como T. mandonii
Sch (Senatore y De Feo, 1999) y T. terniflora HBK (De Feo et al., 2005).

La muestra, ademas contiene a los compuestos 7R,8R-8-Hidroxi-4-isoprenildeno -
7-metilbiciclo undeceno (17.925%); Cycloisolongifolene,8-hydroxy-, endo- (14.227% ), el
cual ya ha sido reportado con anterioridad para T. lucida (Zarate-Escobedo et al., 2018);
Caryophyllene oxide (7.272 %); Tricyclo[5.2.2.0(1,6)]undecan-3-ol,2-methylene-
6,8,8,trimethyl (5.500%) y Tetracyclo [6.3.2.0(2,5).0(1,8)]tridecan-9-ol, 4,4-dimethyl-
(5.366%).

El compuesto que inicialmente fue nombrado C6, fue elucidado quimicamente con
el apoyo del Dr. Manases Gonzalez Cortazar del CIBIS-IMSS y con ayuda de analisis
espectrométricos de primera y segunda dimension se logré elucidar la estructura, que
corresponde a una cumarina con nombre (R)-7-((2- hidroxi-3-metilbutenoxil-3oxi)-6-
metroxi-2h-cromen-2-ona o también Illamado Virgatenol (Figura 15) (Debenedetti et al.,
1998).

MeO

HO,

Figura 15. Estructura quimica de Virgatenol
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7.3 Actividad antiinflamatoria de los compuestos aislados de T. lucida
La administracién local de TPA, induce un edema, medido en mg de 8.7 efecto que
fue contrarrestado por el farmaco control, Indo, en un 43 %. De los compuestos aislados de
TIH, se observa en el cuadro 6 que la mezcla de amirinas, blogueo la inflamacién en un
90%, seguido de virgatenol, espatulenol, CF11 y finalmente C7. Los grupos que recibieron
la mezcla de amirinas o 7-isoprenyloxicumarina, tienen diferencia estadistica con el VEH.
Cabe sefialar que de 7-isoprenyloxicumarina, ya habia sido demostrada su actividad

antiinflamatoria en este ensayo (Monterrosas-Brisson, 2019).

Cuadro 6. Efecto antiinflamatorio de los compuestos aislados del extracto TIH a dosis de 1.0
mg/oreja e indometacina (Indo) en el modelo de edema auricular inducido con TPA.

Tratamiento Edema (mg) Inhibicién del
0,

Media + DE edema (%)

Grupo control

TPA 8.67+223 | -

Indo 4.94 £ 455 43

Compuestos

7-150 2.6 £2.0* 70

Vir 4.28 + 2.56 50

Amix 0.84 +£0.48* 90

Esp 572+2.71 34

CF11 6.64 + 3.67 23

C7 7.86 + 1.6 9

ANOVA, posprueba Dunnet (n=5 +DE, *p<0.05 cuando se compara con VEH. Amix=mezcla de amirinas,
Esp=espatulenol, 7-iso=7-isoprenyloxicumarina, Vir = virgatenol.

7.4 Actividad de T. lucida sobre artritis-inducida con C/C
Todos los grupos que recibieron via intraarticular C/C, en la pata izquierda (Grafica
1A) presentan un incremento en el nivel de inflamacion, que es gradual conforme avanzan

los minutos, y cuyos datos no fueron estadisticamente diferentes al grupo VEH (*p> 0.05).
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Graéfica 1. Curva temporal de las primeras 4 hrs (240 min), después de la administracion
del estimulo intraarticular con C/C o SSF (basal) en la pata izquierda (A), en comparacion la pata
derecha (B) que no recibié nada. VEH=Vehiculo, MTX=metotrexato, Tl=extracto hexanico de T.
lucida (25 y 50 mg/kg), 7-1so=7-isoprenyloxicumarina, Her=herniarina, Amix=mezcla de amirinas,
Esp=espatulenol, Vir=virgatenol. ANOVA, postprueba Dunnet (n=7, promedio +DE, *p <0.05 en
comparacion con el VEH

Debido a que ninguno de los grupos recibio tratamiento alguno hasta pasadas las 24
hrs (gréafica 2). Mientras que el grupo basal, que sélo recibié por la misma via SSF tiene un
comportamiento similar, pero con una pendiente menor, mostrando diferencia significativa
con todos los otros grupos (*p <0.05).

Por otro lado, en la grafica 1B se muestra que la pata derecha, que no recibio el
estimulo con C/C o SSF, de todos los grupos, no presentan cambios en el tamafio de la

articulacion, durante los primeros 240 minutos después de iniciado el ensayo.
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Veinticuatro horas después de la aplicacion de C/C, se midid la articulacion y se
inicio el tratamiento, los resultados de una segunda curva temporal de dicho momento y
hasta el final del experimento se muestran en las siguientes gréaficas (2 a 5).

En la gréfica 2 se puede observar que, en el grupo basal, el nivel de inflamacién
continda disminuyendo durante toda la experimentacion. Mientras que, en el grupo con
VEH, sucede lo contrario, ambos fueron estadisticamente diferentes en cada punto de la
curva. ElI farmaco de referencia, MTX, durante los primeros 3 dias muestra un
comportamiento similar al VEH, no obstante, a lo largo de los siguientes dias logra
disminuir el proceso respecto al VEH.

Un comportamiento similar al del MTX, fue observado con la dosis de 25 mg/kg del
extracto TIH, con diferencia estadistica al grupo VEH desde el dia 1 (*p <0.05). No sucedio
asi con 50 mg/kg cuya actividad antiinflamatoria fue menor y se presentd tardiamente,
siendo diferente al grupo dafio s6lo desde dia 7 y hasta el final del experimento (Grafica 3,
*p <0.05).

5.00

4.50

4.00

3.50

3.00

Inflamaciéon articular (mm)

2.50

2.00

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Tiempo (dias)

——Basal =—VEH —-<+MTX

Grafica 2. Curso temporal de inflamacion articular inducida con C/C, de los grupos
control. Basal= sin C/C; VEH= Vehiculo; MTX=metotrexato 1mg/kg. ANOVA,
postprueba Dunnet (n=7, promedio +DE, *p <0.05 en comparacion con el VEH)
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Gréfica 3. Curso temporal de la inflamacion articular inducida con C/C en ratones que
recibieron el extracto hexanico de T. lucida (TI), en comparacion con el grupo de dafio (VEH).

ANOVA, postprueba Dunnet (n=7, promedio +DE, *p <0.05 en comparacién con el VEH)
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Grafica 4. Curso temporal de la inflamacién articular inducida con C/C en ratones que
recibieron 7-isoprenyloxicumarina, herniarina y virgatenol, en comparacion con el grupo de
dafio (VEH). ANOVA, posprueba Dunnet /n=7, promedio £DE, *p <0.05 en comparacion con
el VEH)
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Grafica 5. Curso temporal de la inflamacion articular inducida con C/C en ratones que
recibieron la mezcla de amirinas y espatulenol en comparacion con el grupo de dafio (VEH).
ANOVA, postprueba Dunnet (n=7, promedio +DE, *p <0.05 en comparacién con el VEH)

El efecto de las cumarinas 7-isoprenyloxicumarina, herniarina y virgatenol, sobre la
inflamacion articular, se muestran en la grafica 4. Los tres compuestos ejercen una
actividad antiinflamatoria similar, que es diferente estadisticamente con el grupo VEH,
hasta el dia 9 (*p<0.05). También, el grupo de terpenos aislados de T. lucida, Amix (la
mezcla de amirinas) y el espatulenol, un terpeno del grupo de los aceites esenciales de la
planta (Grafica 5), induce un efecto antiinflamatorio gradual que es diferente al VEH,
también hasta el dia 9 (*p <0.05).

La administracion de C/C provocé la inflamacion local de la articulacion, que fue
aumentando durante los primeros dias y se mantuvo a lo largo del tiempo (Figura 16).
Todos los tratamientos lograron disminuir la inflamacion, a excepcion del extracto a 50
mg/kg, todos los demas presentaron diferencias estadisticamente significativas (*p<0.05),

principalmente desde el dia 6 y hasta el 9.
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Figura 16. Fotografia en la que se observa la inflamacion articular entre
la pata que no recibi¢ el estimulo dafiino (A) y a la que se le administrd
CIC (B).

En la figura 17, se muestra una fotografia representativa de la zona de dafio, en la
que se puede observar signos notables de inflamacion tanto de los tejidos que rodean los

huesos de la pata, asi como en la zona tarsiana y metatarsiana.

Figura 17. Fotografia en la que se observa la inflamacion que rodean los
tejidos de la pata que recibié C/C, asi como en la zona tarsiana 'y

metatarsiana
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7.5 Indice de peso de bazo y pulmén

Una vez terminado el tratamiento se llevo a cabo el sacrificio para extraer la
articulacion de la pata con el dafio, asi como 6rganos como el bazo y el pulmén. La artritis
reumatoide no solo produce afectaciones a nivel articular sino también sistémicas. El bazo
es un organo formado por sangre y células, esencialmente linfocitos. Forma parte del
sistema linfatico y del inmune contribuyendo a la elaboracion de anticuerpos por el
organismo (Mebius y Kraal, 2005).

El indice de bazo aumenta cuando se administra C/C a comparacion de los ratones
basales, se observan diferencias significativas (*p<0.05) para el grupo basal y el extracto
hexanico a 50 mg/kg, cuyo indice es el méas elevado.

En cuanto al indice del pulmén, todos los grupos mantienen un indice promedio sin
observarse diferencias significativas. El indice de bazo y pulmon se muestran en el cuadro
1.

Cuadro 7. Peso de 6rganos, bazo y pulmoén, medido como porcentaje respecto al
peso total del animal.

Grupo/Tratamiento Bazo Pulmén

(mg/kg) (Indice, %) (indice, %)
Basal 0.498+0.10* 0.775+0.05
VEH 0.649+0.05 0.808+0.05
MTX (1.0) 0.540+0.03 0.711+0.06
TIH (25) 0.691+0.00 0.702+0.07
TIH (50) 0.848+0.13* 0.711+0.12
7-1s0 (2.0) 0.687+0.08 0.704+0.06
Her (2.0) 0.646+0.04 0.801+0.12
Vir (2.0) 0.666+0.02 0.7731£0.12
Amix (2.0) 0.545+0.03 0.675+0.05
Esp (2.0) 0.626+0.05 0.856+0.07

n=7, promedio £DE, ANOVA post prueba de Dunnet con *p <0.05 en comparacion con el
VEH. VEH=vehiculo MTX=metotrexato; Tl=extracto hexanico de T. lucida (25 y 50 mg/Kkg),
7-1so=7-isoprenyloxicumarina, Her=herniarina, Amix=mezcla de amirinas, Esp=espatulenol,
Vir=virgatenol
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7.6 Actividad de T. lucida sobre la hiperalgesia

Los ratones con mono artritis experimental, fueron expuestos a una prueba de
hiperalgesia a través del estimulo de la placa caliente. EI TIH en ambas dosis y los compuestos
aislados, con excepcion de Virgatenol, incrementan el tiempo de latencia cuando se comparan
con el VEH. Mientras que el MTX, no tiene efecto antinociceptivo.

El TIH a dosis de 50 mg/kg y Herniarina, son los tratamientos que tienen diferencias
significativas al compararlos con el VEH (*p<0.05), lo que muestra su accion analgésica en este

modelo experimental. (Cuadro 8).

Cuadro 8. Efecto de tratamientos de T. lucida sobre ratones en el ensayo de plato

caliente.
Grupo Media +
DE

Control 3.42+0.78
VEH 242+ 1.13
MTX 2.14+0.37
TI25 414 +1.46
TI50 5.15+ 1.72*
7-1soprenyloxicumarina 4+141
Herniarina 7+3.31*
Virgatenol 242 +0.78
Amirina 3.85+£1.95
Espatulenol 2.71+£0.48

Tiempo de latencia (seg), n=7, promedio +DE. ANOVA, post prueba
Dunnet con *p <0.05 comparado con VEH
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7.7 Concentracion de citocinas pro- y anti-inflamatorias en diferentes 6rganos
A continuacion, se describiran los resultados de la cuantificacion de citocinas en articulacion,

bazo y pulmon.

A) IL-17. En el cuadro 9, se puede observar los resultados obtenidos para esta citocina. La
concentracion en la articulacion, el bazo y el pulmon en el grupo de animales que
recibieron carragenina intra-articular (VEH) es mayor que la del grupo sin dafio (sanos,
BASAL), presentandose diferencia significativa entre ambos en los 6rganos del bazo y
pulmén. (*p< 0.05).

En los animales que recibieron el farmaco modificador de la enfermedad, MTX, se observo
una disminucion significativa respecto al grupo VEH (*p< 0.05) en el pulmén. En el caso de la
articulacién izquierda, hubo una disminucion de ésta sin presentarse diferencias significativas,
mientras que en el bazo, la concentracion de IL-17 fue mayor que el VEH teniendo diferencias
significativas (*p< 0.05).

En el mismo cuadro (9), se muestra que el extracto TIH a las dosis administradas (25 y 50
mg/kg), disminuye significativamente la concentracion de IL-17 respecto al grupo VEH en el
pulmon; mientras que en la articulacion izquierda la concentracion es menor respecto al grupo
VEH, sin embargo, no se presentaron diferencias significativas. Los altos niveles pulmonares de
esta citocina fueron contrarrestados con la 7-isoprenyloxicumarina, la herniarina y la mezcla de
amirinas (*p <0.05). En la articulacion, solo la mezcla de amirinas mejor6 dicha condicion
respecto al VEH no obstante no se encontraron diferencias significativas y el espatulenol, lejos de
aminorar incrementd significativamente la citocina inflamatoria (*p <0.05). Para el bazo, de los
compuestos aislados sélo los terpenos (amirinas y espatulenol), disminuyeron la concentracion,

pero no presentaron cambios significativos.

Cuadro 9. Efecto de diferentes tratamientos de T. lucida sobre la concentracion local de 1L-17

IL-17 Articulacién izquierda Bazo Pulmén

[pg/g de proteina)

Tratamiento

(mg/kg)

Basal 22406.2 + 7165.2 28888.1 + 27595.8* 8294.9 + 2106.9 *
VEH 110781.0 +62755.5 435852.4 + 79846.6 ¢ | 65991.8 + 17982.2 &
MTX 23439.6 +14446.2 97139.4 + 88233.0 * 5660.7 £ 2429.3 *
TIH25 | 22753.9 +20380.5 | 518997.5 + 100137.5 | 23391.4 + 8809.8 *
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TIH50 | 24447.7 +17045.3 | 291304.7 +22031.8 | 24628.2 + 10137.1 *
7-iso 54582.9 +34539.5 475098.3 + 102666.9 | 19423.7 + 11758.0 *
Her 113436.0 +86949.8 360442.3 + 50726.8 20668.1 + 10406.8 *
Vir 65513.0 +40339.0 363527.1 +201769.9 40930.1 + 20814.2
Amix 18520.2 + 9498.1 251819.3 + 108006.3 | 14350.7 £ 6019.4 *
Esp 373940.1 +72948.2* 221033.0 + 73438.8 57925.1 + 16416.6

ANOVA post-prueba Bonferroni, *p< 0.05 cuando se compara con el grupo VEH y & p< 0.05 cuando se compara
con el Basal; los datos representan el x +DE con n=7. VEH=Vehiculo, MTX=metotrexato, TIH=extracto hexanico
de T. lucida, 7-iso=7-isoprenyloxicumarina, Her=herniarina, Vir= virgatenol, Amix= mezcla de amirinas, Esp=
espatulenol.

B) TNF-a. En el cuadro 10 se indican los valores obtenidos de esta citocina proinflamatoria.
La concentracion de TNF-a, en la articulacion y el bazo fue mayor en el grupo VEH, mientras
que para el caso del pulmén los niveles fueron menores, en comparacién con el Basal, no
obstante, no se presentaron diferencias significativas para ninguno de los 3 érganos. EI MTX
disminuyd esta molécula inflamatoria s6lo en la articulacion, mientras que en los otros dos
organos los niveles fueron mayores que el VEH (*p<0.05). En el cuadro, se muestra que TIH a
las dos dosis evaluadas, disminuyeron la concentracion articular de esta citocina, no obstante, no
se presentaron diferencias estadisticamente significativas. En el bazo so6lo la dosis de 50 mg/kg
fue diferente; en la columna del pulmén se observa que la dosis de 50 mg/kg incremento dicha
variable respecto al grupo de dafio (*p<0.05). Los compuestos de T. lucida provocaron un
incremento de TNF-a en pulmén y articulacion; Por otro lado, en el bazo, el virgatenol y

espatulenol disminuyeron estadisticamente los niveles (*p<0.05).

Cuadro 10. Efecto de diferentes tratamientos de T. lucida sobre la concentracion local de TNF-.

TNF-a Articulacién izquierda Bazo Pulmoén

[pg/g de proteina)

Tratamiento

(mg/kg)

Basal 107930.88 + 17767.14 600513.45+118615.31 | 275464.5 + 66745.1
VEH 183989.5 +33020.6 934490.90 + 8420.87 154540.2 + 31722.8
MTX 125414.1 £31819.3 1566627.0 £297102.9* | 477332.9 + 70992.0*
TIH25 110250.98 +13443.79 1076680.14+206296.98 | 390261.0 + 83361.0
TIH50 71611.51+26431.49 557437.08+185011.24* | 474540.0 + 101448.0*
7-is0 352456.52 + 148533.38 859718.75 + 24813.34 | 423709.3 + 106538.9*
Her 649935.6 +200074.8* 1153351.42+213368.20 | 450062.7 + 110985.6*
Vir 847402.0 +83548.7* 454777.5 + 139581.67* | 346224.7 + 102328.8
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Amix 656404.49 + 200636.46 * | 655871.61 + 239782.02 | 265759.6 + 75989.8

Esp 553245.2 £192987.7* 382319.7 + 220425.1* | 359525.6 + 146600.1

ANOVA post-prueba Bonferroni, *p< 0.05 cuando se compara con el grupo VEH y & p< 0.05 cuando se compara
con el Basal; los datos representan el x +DE con n=7. VEH=Vehiculo, MTX=metotrexato, TIH=extracto hexanico
de T. lucida, 7-iso=7-isoprenyloxicumarina, Her=herniarina, Vir= virgatenol, Amix= mezcla de amirinas, Esp=
espatulenol.

C) IL-1p. En el cuadro 11, se indican los datos de la concentracion de esta citocina proinflamatoria

en diferentes drganos.

Se puede observar una diferencia estadisticamente significativa, entre los grupos Basal y
VEH, ya que la administracion intraarticular de C/C induce un incremento de esta molécula en
los tres 6rganos analizados (*%p <0.05). La administracion de MTX fue capaz de reducir los
niveles de dicha citocina en la articulacion y el bazo (*p <0.05), sin embargo, en el pulmoén
provocd un efecto contrario, al incrementarse la concentracién. Un comportamiento similar a
MTX se observa en la articulacion, en los grupos que recibieron las dos dosis de TIH, pero
también se puede apreciar que para el bazo solo la dosis alta (50 mg/kg) induce dicha actividad
(*p <0.05); mientras que para el pulmén no hay cambios estadisticamente importantes.

La elevada concentracion de IL-1B en pulmoén, fue significativamente contrarrestada por la
administracion oral de la mayoria de los compuestos aislados de T. lucida (*p <0.05), a
excepcion del efecto de 7-isoprenyloxicumarina (*p >0.05). Para la articulaciéon, la 7-
isopreniloxycumarina, la herniarina, el virgatenol y la mezcla amirinas disminuyen los niveles de
esta proteina inflamatoria cuando se comparan con el VEH (*p <0.05); con el espatulenol solo se
observa una tendencia para bajar dicha variable sin lograr ser estadisticamente significativo.

Finalmente, en el bazo todos los compuestos fueron capaces de reducir esta citocina (*p <0.05).

Cuadro 11. Efecto de diferentes tratamientos de T. lucida sobre la concentracion local de I1L-1p.

IL-18 Articulacién izquierda Bazo Pulmon

[pa/g de proteina)

Tratamiento

(mg/kg)

Basal 25039.52 + 8043.7* 4049.61 + 1945.4* 32949.96 + 3542.85*
VEH 57579.66 + 10965.1% 25565.00 + 3348.7% 73585.00 + 11217.49%
Mtx 29777.11 + 9081.2* 12003.63 + 730.1 * 109698.23+ 10772.087*
TIH25 25275.15 £ 9346.5 * 21027.92 £ 5407.6 93127.34+ 19100.074
TIH50 33466.8 + 4282.1* 13613.47 + 4315.6* 87217.34 + 16717.03
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7-iso 38770.1 + 3234.4* 15804.34 + 3223.0* 111120.56+ 16593.740*
Her 19442.9 +10761.4 * 4703.77 + 2359.4* 51356.84 + 10974.40
Vir 15038.2 + 4293.7 * 1390.74 + 1015.1* 21822.19 + 7118.29*
Amix 21121.7 + 4009.0 * 257.33 + 133.9* 38308.05 + 12846.3*
Esp 43331.8 +11044.7 1153.52 + 1022.8* 52031.63 + 9166.31

ANOVA post-prueba Bonferroni, *p< 0.05 cuando se compara con el grupo VEH y & p< 0.05 cuando se compara
con el Basal; los datos representan el x +DE con n=7. VEH=Vehiculo, MTX=metotrexato, TIH=extracto hexanico
de T. lucida, 7-iso=7-isoprenyloxicumarina, Her=herniarina, Vir= virgatenol, Amix= mezcla de amirinas, Esp=
espatulenol.

D) IL-10. En el cuadro 12, se sefiala la concentracion de IL-10 en cada 6rgano analizado.

La concentracion de citocina IL-10, disminuy6 en el grupo de animales con dafio articular y
sin tratamiento (VEH), respecto al grupo Basal, de tal manera que ambos grupos entre si, fueron
estadisticamente diferentes, en la articulacion, el bazo y el pulmon (*4p <0.05).

El farmaco MTX, fue capaz de incrementar la concentracion de la molécula antiinflamatoria
después de la exposicion a dafio articular inducido con C/C, para los tres 6rganos en comparacion
con el VEH, no obstante, sélo en la articulacion hubo diferencias estadisticas (*p <0.05).

De forma similar, el extracto TIH de T. lucida incrementa, respecto al VEH (*p <0.05), dicha
citocina en cada una de las muestras analizadas cabe sefialar que su actividad disminuye a la
dosis mayor. Las tres cumarinas aisladas (7-isoprenyloxicumarina, herniarina y virgatenol)
incrementan esta variable de manera significativa cuando se comparan con VEH, en el pulmon
(*p <0.05), lo que no sucede en la articulacion, mientras que, en el bazo, la 7-
isoprenyloxicumarina aumento los niveles de esta citocina (*p <0.05). Los terpenos de la mezcla
de amirinas no mostraron diferencias significativas en los tres 6rganos analizados, mientras que
el espatulenol aumenta el nivel de esta citocina antiinflamatoria en articulacion y pulmén (*p
<0.05).

Cuadro 12. Efecto de diferentes tratamientos de T. lucida sobre la concentracion local de IL-10

IL-10 Avrticulacién izquierda Bazo Pulmén

[pg/g de proteina)

Tratamiento

(mg/kg)

Basal 713211.08 + 145047.50 394266.2 + 40996.7 12241.63 £2113.63
VEH 312293.86 + 68953.19 205980.8 + 85112.5 6077.79 £ 729.27
Mtx 887151.04 + 104770.96* | 408551.7 + 81784.5 17179.5+ 2990.8
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TIH25 1421643.50 + 302816.56* | 579088.1 + 160534.4* | 34984.67 + 4071.72*
TIH50 750140.11 +149641.43 451855.9+ 119768.90 | 21348.61 + 8029.99
7-iso 674906.10 + 264222.04 670129.31+£302287.5* | 26900.10 + 2782.53*
Her 670412.17 + 243834.89 491173.0 +£125336.15 | 34325.12 + 10341.76*
Vir 676869.91 + 177454.01 179971.3 + 68509.7 30859.2 + 5628.1 *
Amix 672545.40 + 244090.75 287534.86 + 129411.7 | 8453.18 + 2368.42
Esp 1157570.60 + 156697.94* | 302622.7 + 99719.5 30221.4 £ 7271.8*

ANOVA post-prueba Bonferroni, *p< 0.05 cuando se compara con el grupo VEH y & p< 0.05 cuando se compara
con el Basal; los datos representan el x +DE con n=7. VEH=Vehiculo, MTX=metotrexato, TIH=extracto hexanico
de T. lucida, 7-iso=7-isoprenyloxicumarina, Her= herniarina, Vir= virgatenol, Amix= mezcla de amirinas, Esp=
espatulenol.
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8.Discusion

Como ya se ha mencionado la AR es una enfermedad crénica asociada a dafio articular,
principalmente, aunque otros 6rganos también se ven afectados por lo que se pueden observar
manifestaciones multiorganicas. La fisiopatologia involucra el desequilibrio de moléculas como
las citocinas, provocando infiltracion de células inmunes en el sinovio, perpetuando el proceso
inflamatorio y destruccion progresiva de los tejidos. En el presente trabajo se midio la
concentracion de estos mediadores celulares en la articulacion dafiada, en el bazo y el pulmoén de
los ratones expuestos a la accién de C/C, con la intencion de observar el efecto que los diferentes
tratamientos provenientes de T. lucida pudieran provocar sobre la inflamacion de 6rganos
involucrados en la AR.

Dentro de las manifestaciones extraarticulares en este padecimiento, se encuentra las
afectaciones de las vias respiratorias como la enfermedad pulmonar intersticial, que cursa con
inflamacién de este 6rgano volviéndose rigido, limitando el suministro de oxigeno al torrente
sanguineo. Si bien en el presente trabajo no se evalu6 el desempefio pulmonar de los ratones con
monoartritis, si se realizo el analisis de su perfil de citocinas en el 6rgano de estos individuos.

Por otro lado, el bazo es uno de los 6rganos mas afectados en la AR, ya que en términos
de inflamacion se sabe que esta estructura es capaz de responder activamente a repetidas
infecciones, por ejemplo, ya que en él se combinan las acciones del sistema inmune innato y el
adaptativo, a través de mediadores como las citocinas.

Se ha observado que la administracién de C/C induce tanto en el bazo, como en las
articulaciones un incremento significativo de citocinas proinflamatorias, como la IL-1p, el TNF-«
y laIL-17.

Se ha demostrado que la interleucina IL-17, juega un papel importante en esta
enfermedad, es secretada por una variedad de células inmunes e incluso algunas no-inmunes. Se
encuentra en niveles elevados en pacientes con AR, y la concentracion de ésta se correlaciona
con la gravedad de la enfermedad (Chabaud et al., 1999). IL-17, es un iniciador temprano de la
inflamacion y es capaz de inducir la liberacion de algunas otras citocinas en fibroblastos,
osteoblastos, sinoviocitos, macréfagos y células endoteliales, dentro de dichas sustancias estan el

TNF-«, la IL-1pB, e IL-10 (Benedetti y Miossec, 2014). Como se observa en la seccién de
resultados, esta proteina se encuentra en concentraciones elevadas, respecto al grupo que no

recibe C/C en bazo y articulacion en los que se midid, indicando su participacion en el proceso
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inflamatorio de acuerdo a lo citado en la literatura. El sinovio de la articulacion con AR se
caracteriza por la expresion de una gama amplia de citocinas que incluyen, ademas de la IL-17, al
TNF, IL-1 e IL-10, que se encuentran no reguladas por periodos de tiempo prolongados
explicando con ello la cronicidad de la inflamacion en dicho padecimiento (Brennan, et
al..,1989).

En concordancia con esto, en el modelo de monoartritis con C/C del presente proyecto, se
presento el incremento de TNF-a e IL-1B; mientras que la IL-10 la proteina catalogada como
antiinflamatoria se observa disminuida en el grupo con dafio. Estos resultados podrian ser parte
de un mecanismo de regulacién mediada por IL-17 (Benedetti y Miossec et al., 2014).

Analizando la respuesta de los ratones con dafio mono-articular, ante los diferentes
tratamientos. El farmaco MTX en este modelo de C/C, se observa que es capaz de disminuir la
concentracion de las 3 citocinas proinflamatorias en la articulacion, los niveles de IL-17 son
abatidos por esta sustancia en el pulmén, sin embargo, en el bazo esta incrementa; mientras que
en el érgano linfoide aumenta TNF-a y en el pulmén provoca una mayor concentracion de ésta 'y
de IL-1B. En el grupo con MTX, la IL-10 se observé arriba de los niveles del grupo VEH. El
metrotexato es un tratamiento de eleccion para varios padecimientos autoinmunes, por lo que fue
seleccionado como control positivo en esta investigacion. Y aun cuando modula la patogénesis de
varias enfermedades, aun no se conoce de forma certera la extension de su actuacion sobre la
produccidn de citocinas por las células inmunes.

Se ha publicado, por ejemplo, que disminuye la expresion de IL-17, TNF-« e IL-1B en
biopsias de sinovio de pacientes con AR (Dolhain et al.,1998). Se propone que MTX pudiera
estar interfiriendo con la union IL-1f sobre su receptor IL1, inhibiendo con ello la respuesta a
esta citocina. El tratamiento con éste disminuye la proporcién de células CD4+ positivas a TNF-«
en sangre de enfermos, e incrementa en nimero de células positivas a IL-10 (Rudwaleit et al.,
2000). Los datos aqui presentados son congruentes con datos de la literatura, en pulmoén se ha
observado que MTX es un agente implicado en la enfermedad pulmonar intersticial provocando
infiltracion de neutrofilos, infiltracion linfocitica, alveolitis, eventos y sintomas que se comparten
con los problemas pulmonares en la AR. Asi que, la sospecha de eventos pulmonares asociados
al consumo de este farmaco lleva a eliminarlo como parte del tratamiento de la AR (Conway et
al., 2014). Si bien, no se ha definido que en el modelo de C/C usado, haya dafio pulmonar se

podria suponer que el incremento en la concentracion de dos citocinas proinflamatorias en el
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pulmén de ratones que recibieron MTX (TNF-a e IL-1P), se deba en parte al que dicha sustancia
induce efectos de inflamacion pulmonar. Diferentes estudios aportan para definir que el MTX es
una sustancia que disminuye el dafio articular actuando en 6rganos como el bazo, en el que por
ejemplo disminuye la actividad de la enzima gamma glutamil transferasa (marcador inflamatorio)
en el bazo y modifica el tamafio de éste (Feketeova et al., 2012).

La administracién de las dos diferentes dosis del extracto hexanico de T. lucida, provocé
efectos similares en los niveles de citocinas, con ligeras diferencias que se asumen como un
efecto que puede depender de la dosis. Asi TIH induce un incremento importante en los niveles
de IL-10 en los tres érganos, este incremento correlaciona positivamente con una propuesta de
que el extracto podria estar modulando la respuesta articular ante el estimulo con C/C, ya que la
concentracion de IL-17 e IL-1p disminuyeron localmente en este grupo experimental, algo
similar sucedié en el bazo por lo menos a la dosis de 50 mg/kg. Mientras que en pulmon la
asociacion es menos lineal. IL-10 se expresa en una gran variedad de células, actuando como un
transductor de sefiales, jugando un papel importante en prevenir una respuesta inflamatoria
exagerada, protegiendo en la mayoria de los casos de dafio inmune (Trinchieri, 2007). De tal
manera que es posible que TIH, sea capaz de actuar en alguna via de esta regulacion inflamatoria
y que es probable que al incrementar la concentracion de 1L-10 se module con ello la cascada
inflamatoria que provoca la liberacién de IL-17, TNF-a e IL-1pB. Por ejemplo, en esplenocitos
deficientes de 1L-10 y de su receptor y que son cultivados bajo condiciones polarizantes hacia
Th17, la concentracion de IL-17 se incrementa, y que la adicién de IL-10 revierte esto,
implicando la correlacién entre ambos mediadores en el que IL-10 dirige la expresion de las
células productoras de la citocina proinflamatoria (Gu et al., 2008). El efecto modulador de TIH
sobre la respuesta inflamatoria en los érganos mencionados, después de un estimulo de dafio
articular, podria estar mediado en parte por la concentracion de cumarinas y terpenos producidas
por T. lucida. Como se ha mencionado a lo largo del texto, esta planta y particularmente el
extracto poco polar tiene efecto antiinflamatorio y la demostracion de éste, estuvo acompafiado
del aislamiento de 5 cumarinas de las cuales 7-isoprenyloxicumarina y herniarina fueron las mas
activas (Monterrosas-Brisson et al., 2019). Por lo que, ambas fueron aisladas durante el
desarrollo de la presente propuesta para ser evaluadas en el modelo de monoartritis, junto con
otra cumarina aislada por vez primera en la planta, el virgatenol. En la seccion de resultados se

muestra que los tres compuestos tienen efectos variados sobre la concentracion de cada érgano,
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que podria ademas correlacionarse con el efecto de disminucion de la inflamacion articular que
todos provocaron. Asi, en este tejido y en pulmoén la concentracion de 1L-10 se elevé con el
tratamiento de 7-isoprenyloxicumarina, herniarina y virgatenol, aunque en bazo dicha accién sélo
fue inducida con 7-isoprenyloxicumarina. Un punto significativo de resaltar de estos compuestos
es que ninguno de los 3 tiene efectos sobre la concentracién de IL-17, ni en articulacion o bazo,
Unicamente 7-isoprenyloxicumarina y herniarina tienen efecto al disminuir la concentracion en el
pulmon. Pero los tres compuestos disminuyen significativamente los niveles de IL-1B en
articulacion y bazo por otro lado solo el virgatenol disminuyd en el pulmén, no obstante,
incrementan TNF-a en articulacion y pulmén. Se podria proponer que los compuestos modulan la
respuesta asociada a IL-10 y que la respuesta antiinflamatoria, la ejercen por incrementar ésta y
disminuir IL-1p especificamente.

Podria en este sentido haber una relacion del efecto modulador de la respuesta inmune
con las sutiles diferencias estructurales entre los compuestos, en su accién sobre cada uno de los
organos afectados por la inflamacion inducida localmente con C/C. Se ha mencionado que para el
efecto antiinflamatorio-local, la posicion 7 del anillo aroméatico de la cumarina 7-
isoprenyloxicumarina incrementa dicha actividad respecto a la herniarina, la diferencia
estructural en ambas es que en dicha posicion la primera posee un radical isoprenilo, mientras
que la segunda un metoxilo (Monterrosas-Brisson et al., 2019). La modulacion en la
concentracion de citocinas, en los tejidos analizados, indica que las dos sustancias tienen un
patrén similar, lo que no pasa con el virgatenol cuya estructura quimica es un poco mas compleja
que los dos anteriores, conteniendo en la posicion 7 un radical complejo (2-hidroxi-3-
metilbutenoxilo) ademas de un grupo metoxilo en la posicion 6, y sea tal vez lo que provoque
inactividad por lo menos sobre la citocina IL-17. Algunos estudios indican la actividad
antiinflamatoria de herniarina, ademas del ensayo de TPA-local (Monterrosas-Brisson, 2019), se
ha mostrado que inhibe, aunque en una baja proporcidn, la liberacién de PGE2 y de leucotrieno
(LTC4) en un cultivo de macrofagos peritoneales (Silvan et al., 1996). No existen datos de la
actividad sobre los mecanismos antiinflamatorios de estos compuestos, como lo es la modulacién
de mediadores de dafo.

Para los otros dos compuestos aislados de T. lucida, se observd que tanto la mezcla
amirinas como el espatulenol (alcohol sesquiterpénico) provocan una actividad similar en el bazo

de los animales expuestos a C/C, modulando principalmente a la baja la concentracion de
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citocinas pro-inflamatorias 1L-17, IL-1p e TNF-a, lo que puede a su vez tener influencia sobre la
respuesta observada directamente en la articulacion, ya que en el bazo no hay modificacion de
IL-10, pero esta molécula se incrementd significativamente en la articulacion. La mezcla de
amirinas disminuye la concentracién de IL-17 e IL-1p tanto en articulacion como pulmon,
mientras que para TNF-« ambos compuestos tienen actividad antiinflamatoria en la articulacion.

La presencia de espatulenol se ha demostrado previamente en algunas especies del género
Salvia como S. yosgadensis, (Topcu et al.,1996) S. rhytidea (Sajjadi y Ghannadi, 2005) y S.
sclarea (Ulubelen et al., 1994) sus efectos antiinflamatorios y en Cinnamomum osmophloeum
que contiene 15,7% de espatulenol, inhibi6 eficazmente la produccion de IL-1p e IL-6, pero no
de TNF-«, lo que sugiere su bioactividad antiinflamatoria in vitro (Chao et al., 2005) Ademas, el
aceite volatil obtenido de la cascara de la fruta de Garcinia brasiliensis con 8,7% de espatulenol
se evalud a través del modelo de edema de pata de rata inducido por carragenina y se observé
inhibicién del proceso inflamatorio después de la administracion de carragenina (Martins et al.,
2008). En este trabajo se pudo comprobar dicha actividad antiinflamatoria en este modelo
experimental al inhibir la produccion de IL-1p Gnicamente en el bazo pero ademas se observo
una disminucion de TNF-« en la articulacion.

La mezcla de a y P amirinas, ya tienen descripcion de su actividad sobre algunos
mecanismos antiinflamatorios, por ejemplo, se mostrd que en un ensayo in vitro la a-amirina
inhibe la diferenciacion de células Th17 extraidas de ratones C57BL6 hacia el fenotipo de células
T-CD4+, estos linfocitos conducen a la inflamacion relacionada con enfermedades autoinmunes
como la AR (Seo et al.,, 2019). En el ensayo de TPA, causa un efecto dependiente de la
concentracion sobre el edema auricular y el influjo de células polimorfonucleares (Otuki et al
2005)

En el modelo de edema plantar-inducido por carragenina en rata se observd que la -
amirina disminuye la inflamacion de una manera dosis-dependiente, ademas este terpeno inhibid
la secrecion de PGE2, IL-6 y la activacion de NF-kB de células mononucleares de sangre
periférica humana-estimuladas con LPS (Kripa et al., 2014). La actividad antiinflamatoria de este
terpeno fue evaluada en la linea de macrofagos celulares RAW264.7 estimuladas con LPS en
concentraciones de 1-100 nM, observandose una inhibicién en la secrecién de TNF-a (Ding et al
2010), efecto no observado para la a-amirina en las misma células (Ding et al 2009)

Se ha reportado a Tagetes patula tener una actividad sobre el modelo in vivo de artritis
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inducido en ratas hembra. En este experimento se observd un dafio menor en la articulacion,
menor infiltracion de linfocitos y como resultado una disminucion en la inflamacion plantar
(Jabeen et al., 2016). De los resultados aqui mostrados, se puede sefialar que para Tagetes lucida
es la primera vez que se demuestra su efecto antiinflamatorio en un modelo de artritis
experimental, en el que se observa que el extracto hexanico y los compuestos aislados poseen en
diferente medida la actividad buscada, al modular los niveles de citocinas pro- y antinflamatorias
en tres estructuras sensibles de los eventos fisiopatoldgicos asociados a la AR ademas de su
capacidad analgesica del extracto hexanico en diferente dosis y algunos de los compuestos

aislados.

9 Conclusiones

1. Se logré el aislamiento de diferentes compuestos, 7-Isopreniloxicumarina,
herniarina, virgatenol, espatulenol, entre otros encontrados en las mezclas.

2. El extracto TIH, la 7-isoprenyloxicumarina, herniarina, virgatenol, y la mezcla
de amirinas, disminuyen la inflamacién auricular —inducida con TPA.

3. El extracto TIH, la 7-isoprenyloxicumarina, herniarina, virgatenol, espatulenol
y la mezcla de amirinas, disminuyen la inflamacion articular de ratones con C/C.

4. No hubo cambios significativos en el porcentaje de bazo o pulmon, entre los
animales que recibieron algln tratamiento de T. lucida en comparacion con el grupo de
dafo.

5. El extracto TIH y la herniarina fueron capaces de disminuir el dolor de ratones
con artritis inducida con C/C en el ensayo de hiperalgesia.

6. Los tratamientos derivados de T. lucida, fueron capaces de modular la
concentracion de las citocinas IL-10, TNF-a, IL-1pB, IL-17 en diferentes niveles, sobre los
tres 6rganos analizados, cabe sefialar que el tratamiento con mayor consistencia fue el TIH

a 50 mg/kg. Sin embargo, todos ejercen un nivel de modulacién
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10 Perspectivas

- Llevar a cabo un analisis histologico de articulaciones, pulmén y bazo de
ratones con artritis experimental, con el mejor tratamiento derivado de T. lucida.

- Evaluar los mejores tratamientos en un modelo de células in vitro, para tratar de
acercarse al mecanismo de accion por el cual TIH y los compuestos disminuyen la
inflamacidn articular y modulan la concentracion de citocinas.

- Investigar la interaccion entre los compuestos y otros farmacos sobre su efecto

anti-artritico y anti-inflamatorio.
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Glosario
Agrecanasas: Familia de proteasas extracelulares conocidas como ADAMTS, estas son

enzimas importantes en la destruccién articular.

Antigeno: Cualquier sustancia que haga que el cuerpo produzca una respuesta inmunitaria
contra ella.

Artritis psoriasica: Es una forma de artritis que afecta a algunas personas que tienen
psoriasis, una afeccion que presenta manchas rojas en la piel cubiertas con escamas
plateadas.

Autoanticuerpo: Anticuerpo dirigido contra moléculas del propio organismo. Pueden ser
especificos o de moléculas localizadas en distintos 6rganos o sistemas.

Bioterio: Conjunto de instalaciones, muebles e inmuebles destinados al alojamiento y
manutencion de animales de laboratorio durante una o varias de las fases de su ciclo vital;
esto es, nacimiento, desarrollo, reproduccion y muerte.

Células dendriticas (CD): celulas que juegan un papel fundamental en la regulacién de la
respuesta inmune. Son las principales células presentadoras antigénicas, por su capacidad
de capturar, procesar y presentar antigenos de forma dptima a linfocitos T, y generar
respuestas inmunes especificas.

Células T CD4: Las células T CD4 son un subgrupo de los linfocitos T que ayudan a
coordinar la respuesta inmunitaria al estimular a otros inmunocitos, como los macréfagos,
los linfocitos B.

Células T CD8: pertenecen a la linea de los linfocitos T encargados de las funciones
efectoras de la inmunidad celular. Neutralizan células infectadas por microorganismos
intracelulares.

Ciclooxigenasa-2 (COX-2): La COX2 se expresa tras induccion de agentes como
lipopolisacéridos o citocinas proinflamatorias, y regula la produccion de los prostanoides
que participan en la inflamacion y en otros procesos no inflamatorios, tanto fisiol6gicos
como patoldgicos.

Condrocitos: Son el elemento celular Unico del cartilago y son los responsables de la
sintesis y mantenimiento de la matriz extracelular.

Corticosteroides: Los glucocorticoides o corticosteroides son farmacos antiinflamatorios,

antialérgicos e inmunosupresores derivados a partir del cortisol.
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Efecto sinérgico: Interaccidn de dos 0 mas sustancias que produce un efecto total mayor
que la suma de los efectos particulares de cada uno.

Eicosanoides: Sustancias de corta vida media, alta potencia local y producen amplia
variedad de efectos al unirse a receptores celulares especificos son derivados de acidos
grasos de 20 4tomos de carbono (principalmente del &cido araquidonico)

Eosinofilo: Célula fagocitica del grupo de los leucocitos (glébulos blancos), que contiene y
libera una serie de enzimas en la reaccion inflamatoria; por tal razon se le considera un
modulador de la inflamacion.

Erosidn dsea: Degradacion del hueso por procesos patoldgicos

Espondiloartritis: Tipo de artritis que ataca la columna y, en algunas personas, las
articulaciones de brazos y piernas. También puede involucrar la piel, los intestinos y los
0jos.

E-selectina: Glicoproteina que se expresa exclusivamente en las células endoteliales
activadas, en respuesta a citoquinas inflamatorias, permitiendo la adhesion y migracion de
macrofagos y leucocitos al endotelio activado.

Factor estimulante de colonias de granulocitos (CSF): Proteina que estimula la
produccion y desarrollo en la médula 6sea de neutréfilos (glébulos blancos)

Fibroblastos: Tipo celular caracteristico y mas abundante del tejido conectivo y su
funcién principal es la sintesis y mantenimiento de la matriz extracelular de dicho tipo de
tejido.

Fosfolipasa (PLA2): Las fosfolipasas A2 (FLA2) forman una familia de enzimas claves en
el recambio de los fosfolipidos de membranas y en la generacion de diversas sustancias
bioactivas como acidos grasos libres y mediadores lipidicos de la inflamacion
Hepatotoxicidad: Lesion o dafio al higado causado por la exposicion a un medicamento u
otros agentes no farmacoldgicos.

Interferon (IFN): Proteinas producidas por células de vertebrados ante diferentes
estimulos bioldgicos. La funcion inmunomoduladora del IFN es clave para la regulacion de
la presentacion antigénica, la diferenciacion a células Thl o Th2 y la regulacion de la
migracion celular a los sitios de inflamacion.

Leucotrieno (LTB4): Los leucotrienos son moléculas derivadas del acido araquidonico por

la via de la 5-lipooxigenasa, procedentes de diversas células; participan en algunos
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procesos que dafian drganos y tejidos, juegan un papel importante en la inflamacion, El
LTB4 causa adhesion, quimiotaxis de leucocitos, estimula la agregacion, liberacion
enzimatica y generacion de superoxido en neutrofilos.

Liquido sinovial: Fluido viscoso transparente que constituye un ultrafiltrado del plasma
que contiene diversos componentes que le confieren propiedades lubricantes, metabolicas y
regulatorias, que disminuyen la friccion y desgaste del cartilago articular.

Linfocitos B: Los linfocitos B son los leucocitos de los cuales depende la inmunidad
mediada por anticuerpos con actividad especifica de fijacion de antigenos

Macrofago: Los macréfagos son células de la respuesta inmune especializadas en la
deteccion, fagocitosis y destruccion de bacterias y otros organismos dafiinos. Ademas,
pueden presentar antigenos a las células e iniciar el proceso inflamatorio mediante la
liberacion de citocinas, que activan otras células.

Mastocitos: Los mastocitos son células residentes de los tejidos, con una larga vida media
y son un componente clave de las respuestas inflamatorias debido a que pueden activarse y
liberar una gran variedad de mediadores gracias a diversos antigenos, como alérgenos,
patégenos y mediadores fisiologicos.

Membrana sinovial: Capa de tejido conjuntivo que recubre las cavidades de las
articulaciones, las envolturas del tendon y las bolsas llenas de liquido entre tendones y
huesos. La membrana sinovial produce el liquido sinovial, que actia como lubricante
Metabolito secundario: Las plantas, ademas del metabolismo primario presente en todos
los seres vivos, poseen un metabolismo secundario que les permite producir y acumular
compuestos de naturaleza quimica diversa. Estos compuestos derivados del metabolismo
secundario se denominan metabolitos secundarios, presentan propiedades biologicas,
ecologicas y se caracterizan por sus diferentes usos y aplicaciones como medicamentos,
insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes, entre otros.

Metaloproteinas: Las metaloproteinasas (MMPS) intervienen en diversos procesos
fisiologicos y patologicos del organismo. Regulan las vias de sefializacion que controlan el
crecimiento celular, la inflamacion y la angiogénesis. Participan en el procesamiento de
moléculas bioactivas como citoquinas, quimiocinas y factores de crecimiento

Nodulos reumatoides: Manifestacion morfologica mas tipica de la artritis reumatoide, son

protuberancias dseas abultadas que aparecen en las articulaciones de los dedos de manos,
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pies, codos y tobillos habitualmente.

Perennifolio: En boténica, se conocen como &rboles perennifolios o de hoja perenne a los
arboles que mantienen su follaje durante todo el afio.

Pericarditis: Inflamacion de una doble membrana que rodea al corazén, llamada
pericardio.

Pleuritis: Inflamacion de los tejidos que recubren los pulmones y la cavidad torécica.
Proteoglicanos: moléculas formadas por proteinas y glucosaminoglicanos que se disponen
entre las fibras de colageno.

Prostaglandina: Son sustancias de caracter lipidico derivadas de los acidos grasos de 20
carbonos (eicosanoides), juegan un papel importante en regular diversas funciones como la
presion sanguinea, la coagulacion de la sangre, la respuesta inflamatoria y la actividad del
aparato digestivo.

Sinovitis: Inflamacién aguda o crénica de la membrana sinovial que recubre la articulacion
de la rodilla.

Sindrome de Sjogren: Trastorno autoinmunitario en el cual se destruyen las glandulas que
producen las lagrimas y la saliva. Este trastorno puede afectar muchas partes diferentes del
cuerpo, incluyendo los rifiones y los pulmones

Terpenos: Los terpenos son compuestos organicos aromaticos y volatiles que estan
constituidos por la unién de unidades de un hidrocarburo de 5 &tomos de carbono, Ilamado
isopreno. Los terpenos son los metabolitos secundarios que dan las caracteristicas
organolépticas (aroma y sabor) de las plantas y que constituyen la mayor parte del aceite

esencial producido por las plantas aromaticas
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