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1. INTRODUCCION

La inflamacion es un mecanismo basico del sistema inmune que estd regulado
fundamentalmente por la produccion de mediadores solubles, como las citocinas
proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNF-a) y antiinflamatorias como la
interleucina 10 (IL-10), estd ultima es un regulador de la respuesta inflamatoria; que se
libera como reaccion reparadora al dafio causado a las células y tejidos vascularizados por
patdgenos bacterianos y por cualquier otro agresor de naturaleza biologica, quimica, fisica
o mecanica. La inflamacion, es un proceso complejo que se presenta en respuesta a diversos
estimulos generadores de lesion tisular (traumadticos, toxicos, isquémicos, autoinmunes,
etc.), el descontrol de esté conlleva a la generacién de enfermedades entre ellas las
catalogadas como cronico-degenerativas, que inducen un alto indice de comorbilidad y
mortalidad en el mundo. Si bien, existen tratamientos eficaces, entre ellos los
antiinflamatorios no esteroidales (AINEs) y los corticosteroides, su uso prolongado induce
efectos secundarios adversos, que disminuyen la calidad de vida del paciente. En la
busqueda de nuevas opciones terapéuticas, las plantas medicinales son un objeto de estudio,
¢éstas han sido utilizadas para tratar problemas de salud, de tal forma que son consideradas
una fuente importante de nuevos productos antiinflamatorios. Galphimia glauca es
utilizada en la medicina tradicional mexicana por su efecto sobre los “nervios” y para el
tratamiento de padecimientos con un fondo inflamatorio. Ha sido sometida a diferentes
estudios quimicos y dentro de los farmacoldgicos incluyen toxicoldgicos y clinicos
principalmente sobre el sistema nervioso central (SNC). Se le han realizado estudios sobre
asma (enfermedad de las vias respiratorias que se caracteriza por inflamacion cronica de los
bronquios) y un ensayo de inflamacioén del pabellon auricular, inducido con un éster de
forbol (TPA), los resultados que se observaron de los triterpenos, Galphimina Ay E (G-A'y
G-E), disminuyeron el edema local causado por el TPA en un 80%. El objetivo de este
trabajo fue evaluar el efecto antinflamatorio de la administracion oral de G-A, G-E y el
extracto metanodlico de Galphimia glauca (GgMeOH), del cual se aislaron dichos
compuestos, en el ensayo de edema plantar inducido con carragenina al 4%, analizando el
comportamiento dosis-respuesta de estos tratamientos y cuantificando la concentracion de

mediadores inflamatorios, como las citocinas.




2. ANTECEDENTES

2.1. Inflamacion.

2.1.1. Definicion

La inflamacién es una respuesta natural de los organismos a diferentes agresiones
endogenas o exdgenas que consiste en reparar la lesion producida a las células y tejidos
vascularizados (Vega, 2008). Se caracteriza por cinco signos clinicos: rubor, calor, dolor,
tumor y perdida de la funcidn, estas manifestaciones cardinales son causadas por la
acumulacion de leucocitos, proteinas plasmaticas y derivados de la sangre hacia sitios de
los tejidos extravasculares donde existe una infeccion o lesion, provocada o no por agentes
patdgenos (Balusu, et al., 2016; Gonzélez-Costa, et al., 2019). Tanto la respuesta inmune
innata como la adaptativa intervienen en este proceso que tiene numerosos efectos locales y

sistémicos (Arts, et al., 2018).

2.1.2. Epidemiologia

Las enfermedades inflamatorias son cada vez mas frecuentes y aparecen a edades mas
tempranas, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) menciona que las enfermedades
cronicas degenerativas (ECD) presentan procesos inmunes de larga duracion y de
progresion lenta causando un desgaste fisico y/o emocional a quien lo padece, pues
ocasiona un desequilibrio en 6rganos y tejidos (OMS, 2023). Dentro de este grupo de
padecimientos, los mdas reconocidos son: la diabetes mellitus, obesidad, cancer,
enfermedades cardiovasculares y reumadticas, asma, esclerosis multiple, etc., (Monroy, et
al., 2007; Argueta, 1992) siendo estas las principales responsables de la mortalidad en el
mundo con el 63% de las muertes.

Un ejemplo de una ECD de caracter autoinmune es la artritis reumatoide (AR) que tiene un
alto impacto en la sociedad, segin calculos de la OMS, afecta entre el 1 y 1.5 % de la
poblacion mundial con una mayor prevalencia en mujeres (OMS, 2023). Se considera que
la AR es el resultado de la interaccion de un antigeno desencadenante y una base genética
predisponente, que provoca una respuesta autoinmune en el huésped derivandose una

respuesta inflamatoria. La AR suele presentarse con dolor y rigidez matutina prolongada




por mas de 10 minutos, tumefaccion y sensibilidad anormal de las articulaciones enfermas,
se presentaran signos inflamatorios como enrojecimiento, calor local e impotencia
funcional de varias articulaciones (Lozano, 2001). El tratamiento farmacologico, para
trastornos que cursa con un fondo inflamatorio importante se basa en antiinflamatorios no
esteroideos ya que se consideran superiores a los analgésicos puros como el paracetamol.
Para ello debe haber una evaluacion de riesgo para evitar los efectos adversos que estos

podrian provocar como problemas gastrointestinales, renales y cardiovasculares. (Barrera,

2010; Carballosa, et.al., 2018).
2.1.3. Clasificacion.

La inflamacién se puede clasificar segiin el tiempo en el que se mantenga el proceso
inflamatorio, si la respuesta inflamatoria aguda local es exitosa: el agresor es eliminado, el
dafo no se extiende, no hay manifestaciones sistémicas, la respuesta es inhibida
oportunamente, finaliza en poco tiempo y el tejido es reparado satisfactoriamente. Si, por el
contrario, el proceso no limité el dafo, la inflamacién aguda inicialmente local, se
transforma en un proceso sistémico o crénico. La cronicidad y no acertada respuesta del
organismo ante estimulos dafiinos, puede llevar a que este fendmeno fisiologico sea una
constante en el desarrollo de enfermedades cronico-degenerativas (Barreno, 2008). Asi, la

inflamacion cursa con dos fases: aguda y cronica.

e Fase aguda

Esta fase se inicia de manera local, es una respuesta rapida y relativamente breve que tiene
como caracteristicas fundamentales la exudacion de liquido y de proteinas plasmaticas
(edema) y la migracion de leucocitos. Requiere de una serie de eventos importante como
los mecanismos estructurales, moleculares y los mediadores quimicos como histamina,
serotonina, citocinas, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a, tumor necrosis factor por sus
siglas en inglés), interleucina (IL)-1, quimiocinas, etc., los cuales van a contribuir a que
estos eventos se lleven a cabo (Leon, et al., 2015). Inicia con cambios hemodinamicos en la
zona afectada, después los leucocitos salen del torrente sanguineo y se dirigen al tejido
lesionado. Los mastocitos son los agentes que inician el proceso desencadenando una serie

de mediadores quimicos para la restauraciéon de la zona dafiada (Toro, 2016). Cuando el




proceso inflamatorio sigue su curso puede pasar de una inflamacion local a una sistémica.
La respuesta de fase aguda es inducida principalmente por las citocinas IL-1, IL-6 y TNF-a
liberadas por las células participantes en dicho proceso. Las citocinas, al ser liberadas en
grandes cantidades, actuan sobre distintos 6rganos lo que origina una reaccién sistémica,

que se puede resumir en los siguientes rubros (Sutterwalla, ef al., 2007).

o Sintesis de proteinas de fase aguda: El higado estimulado principalmente por la IL-6,
sintetiza grandes cantidades de factores requeridos para destruir microorganismos y
modular el fenomeno inflamatorio. Este grupo incluye, entre otras, a las siguientes
proteinas: C reactiva, amiloide sérico, complemento, alfa2-macroglobulina, lectina

unidora de manosa, fibrindgeno, alfa-1 antitripsina, haptoglobina.

e Cambios endocrinos: Aumenta la secrecion de hormonas tiroideas, glucagon,
catecolaminas, ACTH, cortisol. Este ultimo es un regulador importante que disminuye

la secrecion y accion de las citocinas inflamatorias.

e Aumento del catabolismo de grasas y proteinas: El TNF-a participa de manera
primordial en la movilizaciéon de aminoacidos del musculo para que puedan ser
utilizados por el higado; este mecanismo genera pérdida de peso. Si el proceso se torna
cronico, la pérdida de peso aunada a la disminucion del apetito que induce esta citocina,

puede llegar a producir caquexia.

e Leucocitosis: El nimero de leucocitos circulantes aumenta, tanto por la liberacion de
los que se encuentran adheridos a las paredes de los vasos sanguineos, como por la
produccion de células que las citocinas hematopoyéticas (ejemplo, IL-3, GM, CSF)

inducen en la medula dsea.

e Fiebre. El aumento del catabolismo, asi como las citocinas inflamatorias y los
productos celulares (PG) inducen, via hipotdlamo, un aumento de la temperatura

corporal, lo que inhibe el crecimiento de muchos microorganismos.

El proceso inflamatorio llega a su término, al desaparecer el estimulo que lo origina, si

este proceso se vuelve cronico, a la exacerbacion de la respuesta local o sistémica se




sumard la destruccion tisular y el depdsito de fibrina en los sitios inflamados. Esto llevara
a la limitacion o pérdida de la funcion, asi como al dafio orgénico y sistémico al

mantenerse activo durante un tiempo prolongado (Vega, 2008).

o Fase cronica

Se presenta cuando la fase aguda no es capaz de mitigar al agente nocivo ya sea causada
por una bacteria, hongo, parasito, u otro estimulo. La inflamacién cronica es una respuesta
mediada por linfocitos y macréfagos, por la liberacion de vasos sanguineos, la disfuncion
del endotelio, fibrosis y destruccion tisular (Gonzéalez-Chavez, et al., 2011). Dado que
existen algunas infecciones persistentes, la efectividad en la respuesta inicial para eliminar
al agente dafiino o la autoinmunidad de esta respuesta puede prolongarse por meses o

incluso por anos dando lugar a la fase cronica (Villalba, 2014).

En la Figura 1 se observa un modelo de persistencia de la inflamacion, en la cual el
fibroblasto tiene un papel muy importante. Durante la fase aguda se producen sefiales de
peligro, que pueden ser enddgenas como las citocinas o exdgenas como la entrada
bacterias, que pueden activar tanto al fibroblasto como al macréfago, para que éstos
produzcan una serie de citocinas proinflamatorias. Estas sefales de peligro van a activar
también a células dendriticas inmaduras, que migraran hacia los nodos linfaticos regionales
para iniciar una respuesta inmune adaptativa. El paso de una respuesta inmune innata o
inespecifica a una de tipo adaptativa es crucial en el proceso de inflamacion cronica. En el
mismo modelo, los linfocitos, macréfagos y fibroblastos infiltran el tejido y persisten en ¢él

por mucho tiempo, prolongando el proceso inflamatorio (Marinovic, 2008).
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Figura 1. Progresion de inflamacion de aguda a cronica. Modificado de: (Marinovic, 2008).

La respuesta inflamatoria puede, en ocasiones, ser nociva. El sistema inmune
evolutivamente se desarrollé6 en momentos donde las principales causas de mortalidad eran
extrinsecas como infecciones de escasa duracion. En la actualidad las principales causas de
morbilidad son enfermedades relacionadas con el envejecimiento y el estrés (Gonzélez-
Costa, et al., 2019). Esta pudiera ser una de las razones por las que el sistema inmune en
ocasiones mantiene una respuesta exagerada en el tiempo y causa alteracion de la
homeostasis, provocando afecciones inflamatorias que pueden ser infecciones persistentes,
enfermedades autoinmunes, exposicion prolongada a toxicos, etc. Dicho proceso es muy

complejo, las relaciones que se establecen entre sus elementos y etapas son multiples.




2.1.4. Proceso Inflamatorio

La inflamacion estd integrada por 5 signos que son: calor, rubor, tumor, dolor y perdida de
la funcion (Bordés-Gonzalez, et al., 2010). El calor y rubor se deben a las alteraciones
vasculares que determinan una acumulacion sanguinea en el sitio del dafo. El tumor se
produce por el edema y acimulo de células inmunes, mientras que el dolor es producido
por la actuacion de determinados mediadores sobre las terminaciones nerviosas
nociceptivas (Vega, 2008). De forma esquematica podemos dividir este proceso en cinco

etapas (Fainboim y Geffner, 2005).

e Quimiotaxis: Es el desplazamiento que, por atraccion realiza una célula a lo largo
de un gradiente de concentracion de una molécula atrayente. A través de este proceso
llegan y se acumulan células en el sitio danado. Por la accion de quimioatrayentes como IL-
8, C5a, histamina, leucotrieno (LT) B4, lipopolisacéridos, restos de fibrina o de colagena,
las areas lesionadas reclutan, ademés de células de la circulacion, aquellas que se
encuentran en reposo adheridas a las paredes endoteliales. Inicialmente se captan
neutrdfilos y posteriormente, en un lapso de 24 a 72 horas, participan monocitos, fagocitos
y linfocitos. Las células tisulares (cebadas, fibroblastos y queratinocitos) adyacentes a la
zona infectada o lesionada, son las primeras en llegar, en ser activadas y en promover la

inflamacion.

e Aumento del didmetro vascular: Este cambio vascular, inducido principalmente
por las sustancias inflamatorias: histamina, bradicinina, eicosanoides, triptasas, que son
secretadas desde los primeros segundos por los mastocitos locales, los basofilos y las
células endoteliales activadas, aumentan el flujo de sangre hacia el area inflamada, lo que

genera elevacion de la temperatura y enrojecimiento local (calor y rubor).

e Aumento de la permeabilidad vascular: La dilatacion capilar permite el paso de
liquido y proteinas sanguineas (entre las que se encuentran complemento e
inmunoglobulinas), éstos al acumularse producen edema (tumor). La distension de los
tejidos, la accidon de la bradicinina y el estimulo que todo lo anterior ejerce sobre las

terminaciones nerviosas, originan el dolor, y con ¢l se manifiesta el ultimo punto cardinal




de la inflacion que es la perdida de la funcion.

e Adherencia y rodamiento celular: Inicialmente los neutréfilos (posteriormente los
monocitos) se unen a las células endoteliales a través de las moléculas de adherencia de
baja afinidad denominadas selectinas. Los leucocitos se desplazan sobre las células
endoteliales de las vénulas postcapilares mediante un mecanismo denominado rodamiento;
la velocidad de estas células, que normalmente viajan a 4,000 um por segundo, se reduce a
40. Las quimiocinas (IL-8) se adhieren a la superficie de los leucocitos en rodamiento e
inducen en ellos la expresion de otros grupos de moléculas de adherencia de alta afinidad,
las integrinas; a su vez la IL-1 y el TNF actuan sobre las células endoteliales para que
aumente la expresion de los ligandos (moléculas unidoras) para las integrinas de los
leucocitos, con lo que se establece una unién firme entre ambas células. En forma
simultanea, se genera la estimulacion de la via extrinseca de la coagulacion, este proceso
culmina con la formaciéon de fibrina y un estado procoagulante, lo que impide la

diseminacion de gérmenes a través de la circulacion sanguinea.

e 5. Transmigracion o diapédesis celular: El rodamiento de leucocitos sobre las
células endoteliales, culmina con el paso de los leucocitos hacia el foco infeccioso o el
tejido lesionado. Los leucocitos pueden pasar a través de las uniones intercelulares. La
proteina JAM, las ocludinas y la cadherina VE mantienen las uniones laterales de las
células endoteliales, al momento de la transmigracion se ha observado una pérdida focal de
esta ultima molécula, lo que favorece la apertura. Los leucocitos también pueden pasar de
manera transcelular, para lograrlo, los neutréfilos extienden pseuddpodos al interior de la
célula endotelial y migran a través de sus poros esta via es guiada predominantemente por
quimiocinas. Una vez que los leucocitos han traspasado la barrera endotelial, pueden llegar
al tejido inflamado, guiados por las sefiales quimioatrayentes que en €l se generan. En el
sitio de la inflamacion, las células fagociticas endocitan al antigeno, lo procesan y lo
convierten en pequeios péptidos, los que unidos a moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) pueden ser presentados a los linfocitos T. De esta manera, se
induce la participacion de la inmunidad especifica o facultativa, con lo que se potencializa

notablemente la respuesta inmune ante los agresores o causantes de la inflamacion (Ledn, et




al., 2016). La respuesta inmune humana esté regulada por una red compleja de elementos
de control. Entre estos componentes reguladores destacan las citocinas antiinflamatorias y
los inhibidores de citocinas especificos, estos inhibidores sirven como elementos
inmunomoduladores que limitan los efectos potencialmente dafiinos de reacciones
inflamatorias. El efecto de cualquier citocina depende del momento de liberacion de éstas,
el medio local en el que actua, la presencia y elementos competidores o sinérgicos, la
densidad de los receptores de citocinas y la capacidad de respuesta del tejido (Opal, 2000).
Los mediadores de la inflamacioén pueden ser de origen plasmatico o celular. Entre los
mediadores de origen celular destacan histamina, serotonina y heparina, que actiian en la
fase inicial del proceso inflamatorio, ademas de la prostaglandina E2, leucotrieno B4 y
factor activador plaquetario (PAF). Dentro de los mediadores celulares se encuentra el
grupo de las citocinas las cuales juegan un rol fundamental en la propagacion y cronicidad
de la inflamacion, especialmente la interleucina 1 (IL-1) y el factor de necrosis tumoral alfa

(TNF-a, por sus siglas en inglés tumor necrosis factor) (Marinovic, 2008; Toledo, 2014).

2.1.4.1. Citocinas

Las citocinas son un grupo de proteinas y glucoproteinas de bajo peso molecular con vida
media corta, producidas principalmente por las células del sistema inmunologico, asi como
también por células de otros tejidos que actian como reguladores de la respuesta
inmunitaria y son promotoras de las reacciones inflamatorias, ya que regulan el trafico y
afluencia al sitio de la inflamacion de varios tipos celulares leucocitarios: eosinoéfilos,
linfocitos T y B, monocitos, macrdéfagos, células dendriticas, neutréfilos, ademas,
determinan un incremento a su adhesion en las células endoteliales y/o su activacion. Estas
células, constituyen una red compleja de interacciones que conecta distintos tipos celulares
y en la cual cada una de las citocinas acttia para inducir o suprimir su propia sintesis o la de
otras citocinas o sus receptores. La produccioén de citocinas suele ser breve y transitoria,
limitada al que dura el estimulo, es decir, el agente extrano. (Sdnchez-Ramon, et al., 2011;
Filella, et al., 2002; Aguirre de Avalos, et al, 2002). En este proyecto centraremos la

atencion a dos citocinas importantes en el proceso de inflamacion aguda: IL-10 y TNF-a.




Interleucina-10 (IL-10): es la citocina antiinflamatoria mds importante dentro de la
respuesta inmune, es un potente inhibidor de las citocinas Thl y desactivador de las sintesis
de citocinas pro-inflamatorias, inhibe la produccion de citocinas de monocitos/macréfagos
y neutrofilos. Las células de tipo Thl secretan altos niveles de IL-2 y TNF-a, esto activa los
macrofagos y promueve la recuperacion inmunitaria. Las células de tipo Th2 producen una
gran variedad de antiinflamatorios como lo son las citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-
13. IL-10, es sintetizada principalmente por células CD4+ células Th2, monocitos y células

B (Opal, 2000; Sanchez-Ramon, 2011).

Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a): es una citocina pro-inflamatoria secretada en
el sistema inmunitario por monocitos y macréfagos, por linfocitos T y B, células NK y por
leucocitos polimorfonucleares, tiene un amplio rango de efectos biologicos que incluyen
induccion de apoptosis, citotoxicidad de células tumorales, activacion y diferenciacion de
monocitos, induccion de la diferenciacion de precursores inmaduros a monocitos, aumento
de la actividad parasiticida y bactericida de los macrofagos al inducir las vias del
superoxido y del 6xido nitrico, induccion de la expresion de moléculas de adhesion en
células endoteliales favoreciendo la migracion local de leucocitos, aumento del receptor de
IL-2 en linfocitos T y por consiguiente aumento de la respuesta proliferativa a IL-2,
aumento de la respuesta de los linfocitos B estimulados. Por otro lado, el TNF-a tiene
efectos fisiopatologicos al ser secretado en grandes cantidades en enfermedades agudas y

cronicas, sepsis y cancer (Ramirez y Sanchez, 2012).
2.1.5. Tratamiento

Existen tratamientos eficaces para contrarrestar los signos y sintomas inflamatorios, y se
clasifican en 2 grandes grupos: los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) y los

antiinflamatorios esteroideos.

Los esteroideos son corticoides naturales (hormonas producidas por la corteza adrenal) o
semisintéticos de caracteristicas estructurales y farmacoldgicas similares a los primeros,
aunque en general, son mas potentes. Estos actian sobre la inflamacién por diversos
caminos, por ejemplo, reducen el nimero y la activacién de eosinéfilos, desencadenando la

apoptosis de los mismos y disminuyendo algunos de sus factores quimioticticos que
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incluyen las IL-3 e IL-5, el factor estimulador de colonias de granulocitos y macrofagos
(GM-CSF), eotaxina, entre otras. También reducen la proliferacion de linfocitos T (al
disminuir la accién de la IL-2), mastocitos y otras células inflamatorias induciendo a la
disminucion de la produccion de citocinas y mediadores pro-inflamatorios (Gémez, 2011).
Son utilizados en distintas patologias como enfermedades reumadticas, hematoldgicas,
oncoldgicas, gastrointestinales, infecciosas y broncopulmonares. El uso prolongado de
estos farmacos, al igual que la suspension brusca de los mismos, conducen a efectos
adversos de corto y largo plazo. Dentro de los primeros estan diabetes, sangrado digestivo,
edema cerebral, glaucoma, hipertension, entre otros; mientras que en los segundos se
presentan enfermedades como osteoporosis, necrosis asé€ptica, cataratas, convulsiones,
infecciones, cambios psicoldgicos, de conducta y sindrome de Cushing (Botargues, et al.,
2011). Por otro lado, los antiinflamatorios no-esteroidales (AINEs) son un grupo de agentes
de estructura quimica diferente que tienen como efecto primario inhibir la sintesis de
prostaglandinas a través de la inhibicion de la enzima ciclooxigenasa (COX) suprimiendo

los signos y sintomas de la inflamacion.

Poseen una accion inespecifica, es decir, inhiben de forma no selectiva la actividad
enzimatica de estas dos isoformas COX-1 (constitutiva) y COX-2 (pro-inflamatoria) que
conforman la enzima inhibiendo mayormente a la COX-1 (Garrote, et al., 2003), la cual se
expresa en la mayoria de los tejidos (mucosa gastrica, plaquetas, rifiones, etc.) dando lugar
a efectos indeseables tales como problemas gastrointestinales, cardiovasculares y renales
(Nunez-Camara, et al., 2001) (Figura 2). El acido acetilsalicilico (ASA) o aspirina es el
compuesto prototipo de los AINEs, siendo este la base de comparacion cuando se sintetizan
nuevos farmacos que tengan propiedades antiinflamatorias, analgésicas y antipiréticos. El
aumento de la dosis no muestra una mejoria terapéutica y si una mayor incidencia de
efectos adversos, por lo que se recomienda no incrementar las dosis méximas especificadas
(Prieto, 2007). De forma funcional podemos clasificar a los antiinflamatorios no
esteroideos de dos formas: de caracter acido, por ejemplo, salicilatos, acidos arilpropidnico,
acidos antranilico, y de cardcter no 4acido como: derivados anilinicos, derivados

pirazoldnicos, pirazolidindionicos y derivados coxib.
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En el presente proyecto utilizamos como control positivo al meloxicam, que es un AINEs
del grupo de oxicamos con una actividad inhibitoria preferencial, aunque no selectiva por
COX2. Ha sido aprobado en mas de 80 paises para el tratamiento de la osteoartritis, la
artritis reumatoide y la espondilitis anquilosante. Su perfil farmacocinético sugiere una
buena biodisponibilidad con dosis una vez al dia. Las concentraciones en estado estable
después de la administracion de 7,5 y 15 mg/dia se alcanzan después de 3 a 5 dias, con una
vida media de eliminacion de 20 horas. El meloxicam se une ampliamente a las proteinas
séricas (99%), su eficacia y tolerabilidad en el tratamiento del dolor e inflamacién asociada
con trastornos reumaticos, musculo esquelético y como analgésico antiinflamatorio ha sido
probada en numerosos estudios, teniendo una toxicidad mas baja en los efectos adversos

gastro intestinales (Velazquez, 2019).

La eficacia y la tolerabilidad de meloxicam en el tratamiento del dolor y la inflamacion
asociada con trastornos reumaticos y musculo esqueléticos se ha evaluado en numerosos
estudios, en los que se ha demostrado que es al menos tan eficaz como los AINEs no
selectivos, con un perfil similar o mejor de tolerabilidad gastrointestinal, y sin los riesgos
cerebro vasculares (CV), demostrados por los COXIBS. Por lo tanto, se cree que el
meloxicam puede demostrar las ventajas de un inhibidor COX-1 no selectivo sin la
toxicidad evidente de estos ultimos, y también la ventaja de los COXIBS por su mejor
tolerancia GI, sin la desventaja de aumentar el riesgo CV (Vazquez, et al, 2008;

Velazquez, 2019).
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Fig.2. Mecanismo de accion de los AINEs. Tomado de: Muriel ef al., 2008.

En términos generales la finalidad de estos farmacos es eliminar o disminuir el proceso
inflamatorio, sin embargo, su uso prolongado o no adecuado provoca efectos secundarios

adversos que perjudican la calidad de vida del paciente.

2.2. Medicina tradicional.

La OMS define a la Medicina tradicional como la suma total de los conocimientos,
habilidades y practicas basadas en las teorias, creencias y experiencias propias de diferentes
culturas. Se utiliza, para tratar diferentes padecimientos en todo el mundo y el porcentaje de
la poblacién que recurre a este medio de curacion es variado, por ejemplo, en Africa es mas
del 80%, en China alrededor del 40% y en Asia y Latinoamérica continiia usindose como
resultado de creencias religiosas (Gémez, 2011). En México, existen mas de 60 pueblos

indigenas que representan un 10% aproximado de la poblacion total, por ello es reconocido
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como un pais multiétnico y pluricultural, en el cual la medicina tradicional es un fendmeno
con caracteristicas propias (Jiménez, 2017), que tiene como objetivo tratar las
enfermedades a través del uso de productos naturales. Existen varias técnicas para la
utilizacion de la medicina natural y tradicional como la homeopatia, la fitoterapia, la

acupuntura, entre otras.

Con el amplio numero de métodos, técnicas y procedimientos que abarca la medicina
tradicional hace de estd, una de las acciones mas importantes para tratar al humano sano y
enfermo (Fernandez, ef al., 2015). La fitoterapia es una técnica milenaria utilizada desde
hace mas de 500 afos siendo este el principal e incluso el Unico recurso que tenian los
médicos. Consiste en la utilizacion de plantas con propiedades curativas que estimulan las
defensas del organismo en lugar de sustituirlas actuando de forma profunda pero
suavemente sin agredir al organismo teniendo un resultado eficaz, duradero y libre de
generar efectos secundarios presentando asi una inmensa ventaja ante los tratamientos

quimicos (Echegaray, et al., 2011).

Actualmente, las plantas medicinales representan recursos vitales en el tratamiento de
ciertas enfermedades ya que son alternativas relevantes para obtener medicamentos
innovadores mas seguros y eficaces para diversas patologias humanas (Gonzalez y Degen
de Arraa, 2014), como lo son las enfermedades que cursan con procesos inflamatorios, esto
debido a que las sustancias antiinflamatorias de origen vegetal han demostrado ventajas en
relacion a los antiinflamatorios clasicos (AINEs y corticoesteroides) teniendo una baja
incidencia en las efectos adversos provocados por los tratamientos antiinflamatorios
clasicos (Lopez-Luengo, 2003). Los efectos activos de las plantas se deben a la presencia
de diversos metabolitos secundarios como los aceites esenciales, taninos, acidos fenolicos,
sesquiterpenlactonas, flavonoides, terpenos entre otros, los cuales pueden encontrarse en
todo el individuo o solo en alguna de sus estructuras (Huerta, 1997). Su concentraciéon y
calidad se ve reflejada por diversos factores como la edad del organismo, el clima, el tipo
de suelo y la época del afio. Se estima que en México alrededor del 15% de la flora total
posee propiedades curativas (Ocegueda, et al., 2005), sin embargo, se calcula que son

50,000 especies utilizadas medicinalmente de las cuales solo se ha investigado una pequeiia
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cantidad para la obtencién de medicamentos (Soejarto, et al., 2005).

Para la extracciéon de estos compuestos se debe seguir una serie de procedimientos los
cuales deben respetar ciertas reglas de recoleccion, desecacion y almacenamiento para que
el organismo conserve sus propiedades medicinales (Ocegueda, et al., 2005). Los productos
derivados de las plantas ocupan un importante lugar tanto en la medicina tradicional, como
en la vida moderna ya que alrededor del 80% de los habitantes del planeta cubren sus
necesidades de atencion primaria de salud principalmente, con plantas medicinales
(Olayiwola, 1993). México tiene una gran herencia cultural en el uso de hierbas aromaticas
y medicinales (HAM’s) para tratar diferentes padecimientos debido a sus componentes

activos (Ezquivel, et al., 2012).

2.3. Planta de estudio

2.3.1. Generalidades de la especie Galphimia glauca
° Clasificacion taxonomica

Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta
Subfilo: Angiospermae
Clase: Magnoliopsida
Orden: Malpighiales
Familia: Malphigeaceae

Género: Galphimia

Especie: Galphimia glauca

Fig. 3. Galphimia glauca (Foto de Maria Janisa Bulabos Murcia, 2017).
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2.3.2. Botanica, distribucion y nombres comunes

Es un arbusto nativo de México con flores que llega a medir hasta tres metros de altura, las
flores son de color amarillo y se dan a manera de racimos, las hojas son ovadas o alargadas
verdes en la parte de arriba y verde azulado por la parte de abajo y sus frutos son unas
capsulas pequetias. Habita en climas semicalidos y templados. Estd ampliamente distribuida
en México, desde la parte Occidental, el Altiplano, el Bajio y algunos estados del centro.
Sus nombres comunes son: flor de estrella, arnica roja, hierba del cuervo, ojo de gallina,

boton de oro, calderona amarilla y cola de zorro.
2.3.3. Farmacologia y Quimica

Se aislaron e identificaron compuestos con estructura de seis anillos con el séptimo
miembro hetero-ciclo, pero con diferentes grupos funcionales, a los cuales se les dio el
nombre de galphiminas, las primeras en ser aisladas e identificadas fueron galphimina-A
(G-A) y B (G-B) (Toscano, et al., 1993). Esta especie posee efecto ansiolitico importante,
como se evidencié en el modelo de laberinto elevado en forma de cruz (LEC) en el que
dosis crecientes del extracto metandlico de G. glauca en ratones, causé un aumento
significativo en el tiempo que pasan en los brazos de abiertos del aparato, evidenciando
disminucién de la ansiedad. El extracto fue estandarizado en su contenido G-B: 8.3 mg G-
B/g de extracto. Se demostré que G-A y G-B poseen dicha actividad (Herrera—Ruiz, et al.,
2006), ademéas de poseer un efecto sedante, pero no anticonvulsivante. A partir de estos
estudios surge la idea de que G-B podria tener un mecanismo de accion selectiva, sobre
todo en las regiones que regulan las conductas motivacionales que estan implicados en los
procesos de castigo y la recompensa con un fuerte componente de motor. Con estas bases,
se exploro la interaccion de G-B con algunas de las estructuras del tallo cerebral.
Experimentos de unién al receptor no demostraron ninguna afinidad de G-B con
clonazepam, diazepam, o los receptores opioides. Inesperadamente, la actividad neuronal
medida con registros extracelulares en rata, mostraron que G-B modifica la actividad
eléctrica del area tegmental ventral (ATV) (Tortoriello, et al., 1992). Este terpeno inhibe la
actividad dopaminérgica mesencefalica. Registros intracelulares en rebanadas de cerebro de

rata en el ATV, mostraron que G-B inhibe los potenciales postsinapticos excitatorios,
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similar a el dcido gamma aminobutirico (GABA) y clonazepam, sin embargo, dicha
actividad no fue bloqueada por bicuculina, picrotoxina, o flumazenilo, proporcionando asi
un mecanismo de accidon independiente del receptor GABA (Prieto-Gémez, et al., 2003).
En otro estudio se demostrd que los productos obtenidos de G. glauca poseen la capacidad
de potenciar la catalepsia inducida con haloperidol, lo que indica una reduccion de la
transmision dopaminérgica, asociada a un efecto antipsicOtico, sin causar sintomas
extrapiramidales, por lo que G. glauca podria aliviar los sintomas positivos de la

esquizofrenia. (Gardner, ef al., 2005).

En contraste con G-B, G-A y G-E bloquean el efecto cataléptico del Haloperidol (Santillan
et al., 2018). Ademas, se realiz6 un estudio farmacocinético de G-A donde se observo que
la concentracion de G-A mads elevada se alcanzd en el higado, lo cual puede ser debido a la
absorcion intestinal, ya que G-A puede ser transportada por la circulacion portal en grandes
cantidades al higado. Es posible que la eliminacion renal de G-A sin transformar sea el
factor que determina que el rifidon sea el 6rgano que presentd un segundo lugar en cuanto a
la cantidad de triterpeno que se pudo extraer en un periodo de tiempo comparado (Abarca-
Vargas, et al., 2014). Las diferencias estructurales entre las 3 galphiminas mas estudiadas
que son G-A, G-B y G-E se encuentran en la posicion 6 del anillo B de la estructura, donde
el grupo funcional C-6 es H para G-B, OH para G-A y Oac para G-E. Estas pequenas
modificaciones generan un cambio drastico en su actividad. Se demostré que estos cambios
estructurales son importantes y se manifiestan en diferentes efectos farmacologicos: por
ejemplo, la administracion de G-A y G-E protegen del edema en el pabellon auricular de

raton hasta un 80%, mientras que G-B no lo hace (Gonzalez-Cortazar, et al., 2014).
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Galphimina-A OH H H

Galphimina-E Oac H H

Fig. 4 Estructura quimica de las galphiminas. Tomado de: Santillan-Urquiza, 2018.

2.3.4. Antecedentes de actividad inflamatoria.

Galphimia glauca, en la medicina tradicional mexicana es utilizada como antiinflamatorio,
y farmacoldgicamente se ha mostrado dicha actividad, utilizando modelos de asma se sabe
que la planta posee capacidad de inhibir al leucotrieno (LTD-4) y previene la obstruccion
bronquial en cobayo provocada por ovoalbumina (Sharma, et al., 2018). En 2014 se realiz6
un estudio del efecto antiinflamatorio de las galphiminas mas activas que son G-A, G-B y

G-E en un modelo de edema auricular inducido con TPA (Gonzalez-Cortazar, et al., 2014).

Se han documentado los efectos sedantes y antinflamatorios de las galphiminas producidas
por la especie Galphimia glauca, estudios moleculares mostraron que nueve poblaciones de
esta especie pertenecen a cuatro especies diferentes del género Galphimia y solo una poseia
propiedades sedantes, sin embargo, todas las especies recogidas mostraron actividad

antiinflamatoria en un modelo in vitro e in vivo inducidos por LPS (Gesto, et al., 2021).

En 2016 se desarrolld un estudio que mostro el efecto antiinflamatorio del extracto
metanolico de Galphimia glauca en un modelo de edema plantar para posteriormente

realizar un estudio fitoquimico utilizando HPLC/HPTLC. (Rao, et al., 2016)
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Se han llevado a cabo muchas investigaciones para comprender las propiedades
fitoquimicas y farmacologicas de Galphimia glauca, habiendo estudios que han
documentado su actividad antiinflamatoria en extractos y con galphiminas puras (Gesto, et

al., 2021).

2.4. Ensayo de edema plantar inducido por carragenina.

Existe una serie de ensayos que tratan de modelar la inflamacion, entre ellos se encuentra el
ensayo edema plantar inducido con carragenina. La carragenina, deriva de la palabra
irlandesa “carragein” que significa musgo irlandes, se refierre no solo a una especie de alga
roja Chondrus crispus (Figura 5) que se encuentra a lo largo de areas rocosas de la costa
atlantica de las islas britanicas, Europa y América del Norte, sino que también a su extracto
de mucopolisacarido, descubierto por el farmacéutico britdnico Stanford en 1862.
Estructuralmente, los carragenos son un grupo de polisacaridos formados por mondmeros
repetidos relacionados con la galactosa. La inflamacion inducida por carragenina, es aguda,
no inmunitaria, bien investigada y altamente reproducible. Los signos cardinales de
inflamacion (edema, hiperalgesia y eritema) se desarrollan inmediatamente después de la
inyeccion subcutanea, como resultado de la accion de agentes pro-inflamatorios:
bradicinina, histamina, taquiquininas, complemento, especies reactivas de oxigeno (ROS) y
de nitrégeno (RNS). Dichos agentes se pueden generar in situ en el sitio de la agresion o
infiltrando células. Los neutréfilos migran facilmente a los sitios de inflamacion y pueden
generar oxigeno reactivo pro-inflamatorio y otras especies.

La respuesta inflamatoria generalmente se cuantifica por el aumento del tamafio del
cojinete plantar (edema), que es maximo alrededor de 5 h después de la inyeccion de
carragenina y es modulada por inhibidores de moléculas especificas dentro de la cascada
inflamatoria. Los farmacos antiinflamatorios no esteroidal (AINEs) son un ejemplo

clinicamente util para este modelo (Navneet, et.al., 2013)
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Fig. 5. Chondrus crispus. Autor: Chris J. Chandler.
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3. JUSTIFICACION

Si bien la inflamacion es un proceso fisioldégico que sirve de mecanismo de defensa ante
agresiones del medio, la cronicidad de los eventos puede formar parte de procesos
fisiopatologicos, asociados a las enfermedades cronicas degenerativas como el cancer. Los
trastornos musculoesqueléticos como artritis, osteoporosis, entre otros, suelen cursar con
dolor (a menudo persistente) y limitacién de la movilidad, la destreza y el nivel general de

funcionamiento, lo que reduce la capacidad de las personas para trabajar.

Aproximadamente 1710 millones de personas tienen trastornos musculo esqueléticos en
todo el mundo, estos trastornos comprenden mas de 150 tipos, que afectan el sistema
locomotor. Abarcan desde trastornos repentinos y de corta duracidon, como fracturas,
esguinces y distensiones, a enfermedades cronicas que causan limitaciones de las

capacidades funcionales e incapacidad permanente como lo hace la artritis reumatoide.

El tratamiento créonico con AINEs o farmacos esteroidales, generan efectos adversos
indeseables que llevan al detrimento de la calidad de vida de los pacientes que tienen una
enfermedad cronica-degenerativa, aunado a su ya de por si mal estado de salud. Por lo que,
la busqueda de mejores terapias continua y uno de los objetivos de estudio de esta linea, se
refiere a las plantas medicinales y sus metabolitos. Galphimia glauca, una planta usada en
la medicina tradicional para aliviar algunos trastornos inflamatorios como heridas, granos,
inflamacion de la matriz, y como antirreumatica. Existen estudios de su actividad
antiinflamatoria, que sirven de antecedente para la presente investigacion, que pretende
abundar sobre el efecto del extracto y los triterpenos G-A y G-E aislados de la especie y
determinar si su capacidad antiinflamatoria por via oral es dosis-dependiente y si esta
asociada a la modulacién de la respuesta inmune por disminuir o incrementar mediadores
como las citocinas TNF-a e IL-10, en un ensayo de edema plantar inducido con

carragenina.

Entonces el extracto y los triterpenos G-A y G-B ;disminuyen la inflamacion plantar
inducida con carragenina, por disminuir el edema y modular la concentracion de TNF-a e

IL-10 en la pata y bazo de ratones?
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4. HIPOTESIS

Debido a que el extracto metandlico, G-A y G-E actuan como antiinflamatorios locales,
entonces la administracion oral de estos disminuira el edema plantar y la concentracion de

TNF-a, ademas de incrementar I1L-10.

5. OBJETIVOS
5.1. General

Evaluar el efecto del extracto metandlico (GgMeOH), de G-A y G-E obtenidos de
Galphimia glauca, sobre el edema plantar inducido con carragenina y la concentracion de

citocinas pro y anti-inflamatorias, en raton.

5.2. Particulares

e Evaluar el efecto de la administracion oral de GgMeOH, G-A y G-E, sobre la
inflamacion plantar inducida con carragenina.

e C(alcular los parametros de 4rea bajo la curva, DEsp y Emax del efecto
antiinflamatorio de la galphimina mas activa, mediante una curva dosis-respuesta,
en el ensayo de edema plantar inducido con carragenina.

e Medir la concentracion de citocinas TNF-a e IL-10, por el método de ELISA, en el

cojinete plantar de ratones con edema inducido con carragenina.

6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Obtencion del extracto

Los compuestos G-A y G-E de Galphimia glauca, con una pureza del 98% seran
proporcionados por el laboratorio del CIBIS-IMSS, el procedimiento que se utiliz6 para la
extraccion de los compuestos fue el siguiente: Las partes aéreas de Galphimia glauca Cav.
(Malpighiaceae) se obtuvieron de un cultivo controlado en el estado de Morelos. La planta
fue analizada taxonomicamente e identificada por M. en. C. Abigail Aguilar-Contreras, del

Herbario IMSS, un ejemplar de la planta se encuentra en el mismo Herbario con el nimero

22



IMSSM-11061. El material vegetal fue secado a temperatura ambiente, bajo condiciones de
sombra en un lugar ventilado durante 2 semanas. El material seco (10 kg) se triturd en un
molino eléctrico hasta obtener particulas <4 mm. Posteriormente se realizd, la extraccion
consecutiva por maceracion con n-hexano y posteriormente con metanol, realizdndose por
triplicado para cada disolvente. El disolvente se elimind en un evaporador rotatorio y se
obtuvo un extracto metanolico seco de Galphimia glauca (GgMeOH) con un rendimiento
del 18.5%. El extracto se someti6 a un procedimiento de separacion quimica para obtener
las galphiminas. La cromatografia en columna abierta se llevé a cabo con gel de silice de
fase normal (Merck) y, como fase movil, se utilizé un sistema de gradiente que comenzaba
con n-hexano:acetato de etilo (EtOAc) (7:3) y con incrementos sucesivos de EtOAc. La
separacion se monitored6 mediante Cromatografia de Capa Fina (CCF), para la
identificacion de fracciones con la mayor cantidad de galphiminas. El producto obtenido se
sometid a cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) hasta obtener una fraccion de
terpenos. De esta fraccion se aislaron cada una de las galphiminas (G-A y G-E). La
identificacion de las galphiminas se realizé mediante HPLC (Gonzélez-Cortazar, et al.,

2014; Santillan-Urquiza., 2018).

6.2. Tratamientos

Los tratamientos experimentales fueron GgMeOH (31.25, 62.5, 125, 250 y 500 mg/kg, via
oral -vo-) G-A y G-E (0.5, 1, 2, 4 y 8 mg/kg, -vo-), vehiculo (VEH, Tween 20 al 1 %, -vo-),

carragenina (40 pl de una solucion al 4%), Meloxicam (5 mg/kg, -vo-).
6.3._Animales

Se utilizaron ratones hembra Balb-C (25g, n=6), en condiciones controladas con un ciclo de
luz-oscuridad 12/12hrs, temperatura de 23 + 2°C, acceso libre a comida y agua (manejo

siguiendo la norma oficial mexicana NOM-062-Z00-1999).

6.4. Diseiio experimental

El presente proyecto se realizd en 2 etapas:
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6.4.1. Etapa 1: Edema plantar

En esta etapa se inici6 con el ensayo de inflamacién aguda de edema plantar inducido con
carragenina: Los tratamientos fueron administrados 1 hora antes de la carragenina, se
emplearan 6 ratones hembra por grupo. Al inicio se medi6 el tamafio de la pata de los
ratones con un micrémetro, posteriormente se aplico intraplantarmente 40 ul de carragenina
al 4%, en la pata derecha, en el grupo basal se administré solucion salina. Se midi6 el
edema con el micrometro a los 30 min, 1, 2, 4 y 24 h, para la construcciéon de curva

temporal de la inflamacion.
6.4.2. Etapa 2: Cuantificacion de citocinas

En esta etapa se realizo la cuantificacion de las citocinas y para ello los animales fueron
sacrificados por dislocacion cervical para la extraccion de los dorganos, se disecaron las
patas y bazo, estos fueron pesados, para calcular el indice del 6rgano en porcentaje respecto
al peso del animal: Indice del érgano (%) = Peso del érgano (g)/ peso animal (g) *100. Los
organos de los animales se homogenizaron en frio con una solucion amortiguadora de
fosfatos pH= 7.4 con fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF, 5 Mm, inhibidor de proteasas
de serina). Después de homogenizar las muestras seran centrifugadas, el sobrenadante se
almacenara a -70°C, para ser usados en la cuantificacion de citocinas (TNF-a e IL-10) por
el método de ELISA. el cual se llevo a cabo siguiendo las indicaciones del fabricante BD

Biosciences.

6.5. Analisis estadistico.

A los datos obtenidos se les realizé la prueba de ANOVA y post-prueba de Dunnet, con

valor de significancia de p<0.05, con el programa estadistico SPSS-11.
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7. RESULTADOS

7.1. Edema plantar inducido con carragenina.

7.1.1. Efecto antiinflamatorio del GgMeOH

En la grafica 1 se muestra el area bajo la curva del comportamiento del edema (mm)
provocado por la carragenina, durante el tiempo que se monitoreo la inflamacion, se
observa que GgMeOH a diferentes dosis (31.25, 62.5, 125, 250 y 500) disminuye
significativamente la inflamacioén plantar en comparacion con el grupo de dafio que solo
recibio VEH (Tween 20 al 1%) (*p<0.05). Un efecto similar al observado en el grupo con
MEL a 5 mg/kg. El grupo de SS no recibio el estimulo con carragenina. Se calculo el efecto
maximo de la curva dosis respuesta del GgMeOH durante el tiempo y se obtuvo un

Emax=100 mm/min y una DEso=158.2 mg/kg.
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= 1150 | DE = 158.2 mg/kg
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SS VEH MEL 5 31.25 62.5 125 250 500

GgMeOH
Tratamiento (mg/kg)

Grafica 1. Efecto antiinflamatorio del extracto metanolico de G. glauca (GgMeOH) a diferentes dosis sobre
el edema plantar inducido con carragenina. Solucion salina isotonica (SS, Vehiculo (VEH, Tween 20 1%),
Meloxicam (MEL, 5 mg/kg) ANOVA, post-prueba Dunnet comparado con VEH (n=6, promedio + DE, *p <
0.05).
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7.1.2. Efecto antiinflamatorio de G-A

En la grafica 2, se observa que G-A a diferentes dosis (0.5, 1, 2, 4, 8 mg/kg), genera una
disminucién significativa del edema del cojinete plantar, inducido con carragenina, en
comparacion al VEH (*p<0.05). Los ratones que recibieron MEL y diferentes dosis de G-
A, provocan un decremento significativo de la inflamacion en comparacion con el VEH
(*p<0.05). Se calcul¢ el efecto méximo y se obtuvo un valor de Emax=25.3 mm/min y una

DE50= 2 mg/kg.
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Grafica 2. Efecto antiinflamatorio de la galphimina A de G. glauca (G-A) a diferentes dosis sobre el edema
plantar inducido con carragenina. Solucion salina isotonica (SS), Vehiculo (VEH, Tween 20 1%), Meloxicam
(MEL, 5 mg/kg) ANOVA, post-prueba Dunnet comparado con VEH (n=6, promedio + DE, *p < 0.05).
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7.1.3. Efecto antiinflamatorio de G-E

En la grafica 3 se muestra el area bajo la curva del comportamiento del edema (mm)
provocado por la carragenina, durante el tiempo que se monitoreo la inflamacion, se
observé que G-E a diferentes dosis (0.5, 1, 2, 4, 8 mg/kg) muestra diferencias significativas
con respecto al grupo de dafo que solo recibié VEH (*p<0.05), al disminuir la inflamacion;
un efecto similar al observado en el grupo con MEL. También se calculé Emax=72.87

mm/min y una DEso= 1.5 mg/kg.
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Grafica 3. Efecto antiinflamatorio de la galphimina E de G. glauca (G-A) a diferentes dosis sobre el edema
plantar inducido con carragenina. Solucion salina isotonica (SS), Vehiculo (VEH, Tween 20 1%), Meloxicam
(MEL, 5 mg/kg) ANOVA, post-prueba Dunnet comparado con VEH (n=6, promedio + DE, *p < 0.05).
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7.1.4. Porcentaje de Inhibicion de los tratamientos de Galphimia glauca

En la Tabla 1. Se muestra el calcul6 del porcentaje de inhibicion del edema a las 4 horas,

proveniente de los resultados del curso temporal de la inflamacion.

Tabla 1. Porcentaje de Inhibicion, de los tratamientos derivados de Galphimia glauca de
ratones con edema plantar inducido con carragenina.

Tratamiento (mg/kg) | % inhibicion 4 horas
MEL 5 29.34 £ 0.012
GgMeOH
31.25 36.83 £0.036
62.5 38.92 £0.048
125 16.27 £ 0.051
250 35.45+£0.034
500 24.21 £ 0.046
G-A
0.5 49.94 £ 0.081
1 38.05£0.071
2 64.14 + 0.064
4 40.48 £ 0.052
8 16.72 £ 0.077
G-E
0.5 57.51 £0.109
1 46.49 £ 0.008
2 36.83 £0.057
4 27.72 £ 0.078
8 27.33 £0.053

Tratamientos derivados de Galphimia glauca (GgMeOH,
G-A y G-E); VEH (Vehiculo); MEL (Meloxicam).

7.1.5. Efecto de los tratamientos de G. glauca sobre el peso relativo del bazo y la pata

Los resultados obtenidos en el modelo de edema plantar inducido con carragenina nos
permitieron seleccionar la dosis mas activa de los diferentes tratamientos de Galphimia
glauca de los cuales los animales fueron sacrificados y se disecciond la pata inflamada y el
bazo, en la tabla 2 se observa el indice (%) de peso del 6rgano en proporcion al peso total

del animal.
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Tabla 2. Indice de 6rgano, de los tratamientos derivados de Galphimia glauca de ratones
con edema plantar inducido con carragenina.

Tratamiento Pata Bazo

(mg/kg) % indice del 6rgano

SS 0.606 + 0.026* 0.529 £22.57*

VEH 0.839 £ 0.060 0.635 +146.77

MEL 5 0.666 + 0.0935* 0.501 £10.84*

GgMeOH 31.25 0.607 = 0.0860* 0.491 £ 15.49*

G-A2 0.798 £0.0672 0.574 £ 18.77

G-E1 0.644 + 0.0697* 0.497 £ 19.56*

Tratamientos derivados de Galphimia glauca (GgMeOH, G-A y G-E);
VEH (Vehiculo); MEL (meloxicam); SS (Solucion salina). Los datos
muestran + D.E. de 6 animales *p<0,05 indica diferencias
estadisticamente significativas utilizando un ANOVA seguido de la
prueba de Dunnet en comparacion con el grupo VEH.
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7.1.6 Efecto de los tratamientos derivados de Galphimia glauca sobre la concentracion

de citocinas
7.1.6.1. Concentracion de IL-10

En la grafica 6, se observan los niveles de IL-10 en bazo y pata de ratones con edema
plantar inducido con carragenina. La IL-10 en bazo presenta una mayor concentracion en el
grupo control sin dafo (SS) cuando se compara con el grupo VEH (p<0.05), el grupo MEL
a 5 mg/kg, y los diferentes tratamientos de Galphimia glauca (GgMeOH 31.25 mg/kg, G-A
2 mg/kg ), son significativamente diferentes respecto al grupo VEH (p<0.05), al aumentar
la concentracion de IL-10 en el bazo de los ratones con inflamacion inducida con
carragenina, G-E a 1 mg/kg muestra diferencias significativas con respecto al VEH,
mostrando una disminucion de la IL-10 con respecto a este grupo (p<0.05). Por otro lado,
en los niveles de IL-10 en pata, se observa que los tratamientos de Galphimia glauca no
muestran diferencias significativas comparados con el grupo VEH y los unicos tratamientos
que muestra diferencias significativas fueron los grupos control (SS y MEL 5 mg/kg)

(p<0.05).
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Grafica 4. Efecto de la administracion oral de los tratamientos de Galphimia glauca sobre la
concentracion de IL-10 en bazo y pata de ratones con edema plantar inducido con carragenina.
Tratamientos: Extracto metanodlico (GgMeOH, 31.25 mg/kg), Galphimina-A (G-A, 2 mg/kg),
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Galphimina-E (G-E, 1 mg/kg), Meloxicam (MEL, 5 mg/kg), Solucion Salina (SS), Vehiculo (VEH,
Tween 20 al 1%). ANOVA post prueba Dunnet, n=6 + DE, *p< 0.05 en comparacion con el VEH.

7.1.6.2. Concentracion de TNF-a

En la grafica 7 se observan los niveles de TNF-a en bazo y pata de ratones con edema
plantar inducido con carragenina. La concentracion de TNF-a en bazo muestra que los
tratamientos de MEL 5 mg/kg, el grupo sin dafo (SS) y GgMeOH a 31.25 mg/kg fueron
significativamente diferentes, donde se observa una disminucion de la concentracion
comparados con el grupo VEH (*p<0.05). La concentracion de TNF-a en la pata de ratones
con edema, es mayor en el grupo VEH, los tratamientos SS, MEL a 5 mg/kg y los
diferentes tratamientos de Galphimia glauca (GgMeOH 31.25 mg/kg, G-A 2 mg/kg y G-E
1 mg/kg) disminuyeron la concentracion de TNF-a mostrando diferencias significativas

comparado con el VEH (*p<0.05).
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Grafica 5. Efecto de la administracion oral de los tratamientos de Galphimia glauca sobre la
concentracion de TNF-a en bazo y pata de ratones con edema plantar inducido con carragenina.
Tratamientos: Extracto metandlico (GgMeOH, 31.25 mg/kg), Galphimina-A (G-A, 2 mg/kg),
Galphimina-E (G-E, 1 mg/kg), Meloxicam (MEL, 5 mg/kg), Solucion salina (SS), Vehiculo (VEH,
Tween 20 al 1%). ANOVA post prueba Dunnet, n=6 = DE, *p< 0.05 en comparacion con el VEH.
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8. DISCUSION

Galphimia glauca es una importante especie vegetal endémica, que posee diversas
propiedades medicinales y ha sido utilizada en la medicina tradicional mexicana por sus
propiedades como sedante, ansioliticas, anticonvulsivas, antiasmaticas, y antialérgicas. Las
propiedades terapéuticas de esta planta se deben principalmente a la presencia de diversos
compuestos bioactivos como flavonoides, triterpenoides y fenoles. Los estudios cientificos
han demostrado muchas de sus actividades biologicas, como actividades antiinflamatorias,

antidiarreicas, gastroenteritis, antipaliidicas y citotoxicas (Sharma et al., 2018).

La respuesta inflamatoria generalmente se cuantifica por el aumento del tamafio de la pata
(edema), que es maximo alrededor de 5 h después de la inyeccion de carragenina y es
modulada por inhibidores de moléculas especificas dentro de la cascada inflamatoria como
son las citocinas. El farmaco antiinflamatorio no esteroidal (AINE) es un ejemplo
clinicamente util para este modelo (Morris, 2003). Los AINEs son medicamentos de
primera linea para tratar la inflamacion ya que regulan la modulacion de prostaglandinas y
son actualmente las terapias para tratar el dolor agudo e inflamacién cronica que se presenta

en diversas enfermedades cronico-degenerativas (Hannon, et.al.; 2003).

En este estudio se utilizd6 como farmaco antiinflamatorio meloxicam (MEL) a una dosis de
5 mg/kg, se ha evidenciado la eficacia y la tolerabilidad de meloxicam en el tratamiento del
dolor y la inflamacién asociada con trastornos reumaticos y musculo esqueléticos (Ruperto,
et al., 2005; Storino, et al., 2015), en lo que se ha demostrado que es al menos tan eficaz
como los AINES no selectivos, con un perfil similar o mejor de tolerabilidad
gastrointestinal, y sin los riesgos cerebro vasculares que provocan otros farmacos como por
ejemplo los COXIBS (Vazquez, et al., 2008). La problematica que se genera sobre el uso
de antiinflamatorios es la presencia de efectos adversos causando una devaluaciéon en la

calidad de vida.

La inflamacion es un mecanismo bésico del sistema inmune que estd regulado
fundamentalmente por la produccion de mediadores solubles, como las citocinas

proinflamatorias y antiinflamatorias (Vega, 2008).
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Las citocinas son pequefias moléculas secretadas por células nucleadas en respuesta a
estimulos especificos, las cuales estan involucradas en diferentes facetas de la inmunidad,
influyendo en la actividad, la diferenciacion, la proliferacion y la sobrevida de las células
inmunologicas, asi como también regulan la produccion y la actividad de otras citocinas
que pueden aumentar (proinflamatorias) o atenuarlas (antiinflamatorias), siendo necesarias
para conducir la respuesta inflamatoria hacia las regiones de infeccion y lesion
favoreciendo la cicatrizacion apropiada de la herida. Estas se generan por medio de
diversos tipos de células en la region de la lesion y por células del sistema inmunoldgico.
(Barros de Olivera, 2011). Tienen una profunda influencia en procesos infecciosos,
alérgicos y autoinmunes. Los niveles de expresion de algunas de estas moléculas, como el
TNF-a y la IL-10 pueden influir en la progresion de enfermedades cronico degenerativas

como diabetes, artritis reumatoide, enfermedades cardiovasculares, por mencionar algunas.

El tratamiento antiinflamatorio MEL a 5 mg/kg, pero también los tratamientos derivados de
Galphimia glauca provoca un incrmento de IL-10, cuando se compara con el grupo de
dafio. Esta molécula es un polipéptido no glucosilado que inhibe las -citocinas
proinflamatorias, principalmente el TNF, IL-1 y IL-6 y estimula la produccion endogena de
citocinas antiinflamatorias (Barros de Olivera, 2011). Asi, el extracto y los triterpenos G-A
y G-B, se estan comportando como moduladores de la respuesta inmune, al tener un efecto
sobre la concentracion de esta citocina anti-inflamatoria que como consecuencia puede ser

el factor que inhiba la elevacion de TNF-a (proinflamatoria).

Existe evidencia de plantas con efecto antiinflamatorio, en este proyecto se evidencio el
potencial antiinflamatorio de Galphimia glauca y dos de sus compuestos activos G-A 'y G-
E pertenecientes a la division terpenoide de los polifenoles, entre los que se encuentran
principalmente los “nor-seco-triterpenos”, que en este caso se denominan galphiminas. Los
terpenoides son productos naturales a base de isopreno con funciones fundamentales en el
metabolismo de todos los organismos, forman parte del metabolismo secundario de las
plantas este grupo de compuesto refieren un efecto antiinflamatorio importante. En la
especie Andrographis paniculata se aislo el compuesto andrographolide que es un

diterpenoide que posee un efecto importante sobre la inflamacion, la apoptosis y el
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deterioro de la angiogénesis implicados en la patogenia de la lesién de los endoteliocitos
vasculares inducida por niveles elevados de glucosa (Duan et al., 2019). Uno de los
ejemplos mas claros son los cannabinoides que pertenecen al grupo de los terpenofenoles
con actividad antiinflamatoria descrita ampliamente, recientemente se descubrié que el
cannabidiol (CBD) demuestra un potencial terapéutico para el alivio del comportamiento
relacionado con el dolor artritico y que ejerce un efecto antiinflamatorio sin efectos
psicoactivos evidentes en el centro cerebral alto (Bruni et al., 2018). Por lo que podemos
atribuir el efecto antiinflamatorio a las galphiminas presentes en la especie Galphimia

glauca.

Los resultados demuestran la actividad antiinflamatoria del (GgMeOH) y las galphiminas
G-A y G-E a diferentes dosis que son capaces de disminuir el edema plantar inducido con

carragenina.
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9. CONCLUSIONES

1. El extracto metanolico de Galphimia glauca (GgMeOH) y las galphiminas G-Ay G-E a
diferentes dosis son capaces de disminuir el edema plantar inducido con carragenina

evidenciando su efecto antiinflamatorio.

2. El tratamiento con mayor eficiencia fue el GgMeOH presentando un Emax= 100
mm/min y una potencia DEso = 158.2 mg/kg y el compuesto mas eficiente fue G-E con un

Emax= 72.87 mm/min y una potencia DEso= 1.5 mg/kg.

3. El GgMeOH a la dosis de 31.25, G-A a 2 mg/kg y G-E a 1 mg/kg fueron capaces de
modular a la baja la concentracién en bazo de la citocina IL-10 y solo el GgMeOH a la
dosis de 31.25 mg/kg disminuyo TNF-a es este mismo oOrgano, en ratones con edema

plantar inducido con carragenina.

4. El GgMeOH a la dosis de 31.25, G-A a 2 mg/kg y G-E a 1 mg/kg fueron capaces de
modular a la baja la elevacion en la concentracion en pata de TNF-a en ratones con edema

plantar inducido con carragenina.
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