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RESUMEN

El acetato de lupeol (AL) es un triterpeno que ha sido aislado de la nuez de karite
(Vitellaria paradoxa), mango (Mangifera indica), pimiento verde (Capsicum
annuum), de C. tehuacanensis y de otras especies. El AL posee varias actividades
biol6gicas destacando la actividad antiinflamatoria en modelo sistémico (induccién
del edema con Carragenina) y topico, también se describe que presenta efecto
preventivo en caso de osteoporosis, asi como antioxidante, anticancerigeno e
inmunomodulador.

El Br-5-ASA es un derivado del acido 5 aminosalicilico (5-ASA), el cual fue
desarrollada para el tratamiento de las enfermedades inflamatorias intestinales
cronicas, cuyo mecanismo de accion es inhibir la produccion de eicosanoides,
citoquinas y union al interferon. A la fecha, se ha reportado la actividad
antiinflamatoria topica del Br-5-ASA en modelo TPA (12-O-tetradecanoilforbol-13-
acetato), mostrando un efecto similar al farmaco de referencia (0.46 mg/oreja); asi
mismo, se evalud la actividad antioxidante por el método colorimétrico empleando
DPPH y ABTS, a la concentracion 0.012 mM mostr616% de inhibicion de DPPH y
21% de inhibicion para ABTS. Asi mismo el Br-5-ASA fue evaluado en modelo
murino donde a la dosis de 2 g/kg no mostro efectos adversos ni toxicidad.

Tanto el AL como Br-5-ASA mostraron actividad antiinflamatoria tépica y sistémica
(TPA y carragenina), presentando las siguientes DEso= 0.91 mg/oreja (AL) y 2.15
mg/oreja (Br-5-ASA) en el modelo topico y su efecto maximo en el modelo sistémico
se observo a la 52 hora, siendo su DEsp=243.9 y 239.23 mg/kg, respectivamente.

Por otro lado, en el modelo de artritis inducido con AFC, AL (125 mg/kg) mostro un
efecto antiinflamatorio similar al farmaco de referencia (FBZ, 100 mg/kg), donde el
efecto antiinflamatorio maximo mostrado fue >40% a partir del dia 15 al dia 28,
mientras que Br-5-ASA (125 mg/kg), presentdé una moderada actividad
antiinflamatoria, con un efecto maximo no mayor al 25% en comparacioén con FBZ
(100 mg/kg).

También se llevd a cabo la cuantificacion de COX-2 en ganglios popliteos, donde el
AL presentd la concentracidn mas baja de esta enzima mostrando 8.99 U/mg
proteina, en comparacion con AFC el cual mostro 11.37 U/mg proteinay FBZ 10.14
U/mg proteina, mientras que el Br-5-ASA presenté 10.94 U/mg proteina, valor
similar a FBZ.

Por ultimo el analisis histologico realizado en articulacién, tejido blando, higado y
ganglio, mostré que los animales tratados con AL presentaron una reduccion de la
inflamacion en el tejido sinovial, asi como una reduccion de la concentracion
leucocitaria en el sitio de lesion en comparacion con AFC y no mostro dafio a nivel
hepatico, mientras que el Br-5-ASA también redujo el proceso inflamatorio y una
reduccion de linfocitos en el sitio de lesidn mostro un ligero dafo hepatico generado
por la administracion continua a una dosis de 125 mg/kg.



ABSTRACT

Lupeol acetate (AL) is a triterpene that has been isolated from the karite nut
(Vitellaria paradoxa), mango (Mangifera indica), green pepper (Capsicum annuum),
C. tehuacanensis and other species. The AL has several biological activities
highlighting the anti-inflammatory activity in systemic model (induction of edema with
Carrageenan) and topical, it is also described as having a preventive effect in case
of osteoporosis, as well as antioxidant, anticancer and immunomodulator. In relation
to the toxicity studies, the toxicity of Lupeol Acetate has not been determined,
however, the Lupeol precursor molecule has no toxicity in animal models, where at
2 g/kg orally it did not produce adverse effects in rats or mice.

Br-5-ASA is a derivative of 5-aminosalicylic acid (5-ASA), which was developed for
the treatment of chronic intestinal inflammatory diseases, whose mechanism of
action is to inhibit the production of eicosanoids, cytokines and interferon binding.
To date, the topical anti-inflammatory activity of Br-5-ASA has been reported in the
TPA model, showing an effect similar to the reference drug (0.46 mg / ear); Likewise,
the antioxidant activity was evaluated by the colorimetric method using DPPH and
ABTS, at the concentration 0.012 mM showed 16% inhibition of DPPH and 21%
inhibition for ABTS. Likewise, Br-5-ASA was evaluated in a murine model where, at
a dose of 2 g/kg, it did not show adverse effects or toxicity.

Both AL and Br-5-ASA showed topical and systemic anti-inflammatory activity (TPA
and carrageenan), presenting the following EDso = 0.91 mg/ear (AL) and 2.15 mg/ear
(Br-5-ASA) in the topical model and its maximum effect in the systemic model was
observed at the 5th h, with its EDso = 243.9 and 239.23 mg / kg, respectively.

Furthermore, in the model of arthritis induced with AFC, AL (125 mg/kg) showed an
antiinflammatory effect similar to reference drug (FBZ, 100 mg/kg), where the anti-
inflammatory effect maximum shown was> 40% from day 15 to day 28, while Br-5-
ASA (125 mg/kg), showed a moderate anti-inflammatory activity, with a maximum
effect no greater than 25% compared to FBZ (100 mg/kg).

The quantification of COX-2 in popliteal ganglia was also carried out, where the AL
showed the lowest concentration of this enzyme showing 8.99 U/mg protein, in
comparison with AFC which showed 11.37 U / mg protein and FBZ 10.14 U/mg
protein, while Br-5-ASA presented 10.94 U/mg protein, similar to FBZ.

Finally, the histological analysis performed on joint, soft tissue, liver and ganglion,
showed that the animals treated with LA presented a reduction of inflammation in
the synovial tissue, as well as a reduction of the leukocyte concentration at the site
of injury compared to AFC and showed no damage to the liver, while Br-5-ASA also
reduced the inflammatory process and a reduction of lymphocytes at the site of injury
showed a slight liver damage generated by continuous administration at a dose of
125 mg/kg .



1 INTRODUCCION

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria cronica, autoinmune y
sistétmica, que provoca principalmente deformidades en articulaciones vy
discapacidad funcional de articulaciones a lo largo de su evolucion, afectando
principalmente a las articulaciones diartrodiales de las manos pies y rodillas

La AR presenta una prevalencia aproximada del 0.5 % solamente en Ameérica
Latina, y en México afecta al 1.6 % de la poblacion en general, estadisticamente

representa la principal causa de consultas en servicios de reumatologia

En relacion a su patogenia, la AR se encuentra bien caracterizada, ya que se
observa una alteracion de los elementos celulares que residen en el tejido conectivo
de la membrana sinovial (MS), la cual se caracteriza por la por la proliferacion y
acumulacioén de diversos tipos de células inmunitarias y la produccidn excesiva de

liquido sinovial, esta sinovitis aguda se manifiesta en las fases iniciales de la AR

Existe actualmente una amplia variedad de farmacos antinflamatorios capaces de
evitar una respuesta inflamatoria inducida por diferentes mediadores
proinflamatorios. Sin embargo, es necesario contribuir en la busqueda de nuevas
alternativas para tratar la artritis ya sean de fuente natural o derivados de sintesis

quimica.

El AL y Br-5-ASA son moléculas con actividad antiinflamatoria en modelos de
inflamacion aguda, por lo que constituyen candidatos a ser evaluados en el modelo
de inflamacion cronica y pueden ser alternativa en la terapia que cursan con
inflamacion crénica como la AR, esto con el objetivo de reducir costos de tratamiento

y/o efectos adversos.



2 ANTECEDENTES

2.1 Proceso inflamatorio

La inflamacidn es la respuesta inmunolégica del organismo debido a un dafio celular
o vascular ocasionado por una agresion fisica, bioldgica o quimica. Por lo general
esta respuesta se caracteriza por presentar cinco sintomas basicos: calor, rubor,
edema, dolor y pérdida de la funcion y tiene como objetivo reparar el sitio de lesion
afectado por el agente causal de dicha lesion. La naturaleza del agente causante
de la lesion, influye en el tipo de inflamacion que se presenta, asi como su duracion
e intensidad (1,2). Asi mismo, es considerada una condicion patolégica subyacente
a una serie de padecimientos como enfermedades cardiovasculares, diabetes

mellitus, cancer, enfermedades inflamatorias cronicas, AR, entre otras (3,4).

Esta respuesta inmunolodgica o condicion patolégica puede presentarse en dos
fases: inflamacion aguda y cronica; la primera se desarrolla durante los primeros
minutos, horas, inclusive pocos dias (cinco dias como maximo) después de
ocasionado el dafno tisular; presentandose exudacion de fluidos, activacion de
diferentes mediadores inflamatorios y acumulacion de proteinas plasmaticas
culminando con la formacién de un edema (5). Ademas, existe una transicion

continua de leucocitos hacia el sitio de lesion (Figura 1).

Por otro lado, el proceso crénico se desarrolla cuando la accion del agente causal
persiste y presenta mayor duracién; se caracteriza porque en el sitio de lesion hay
acumulacion de células del sistema inmune (linfocitos B, linfocitos T CD4*, células
dendriticas, neutrofilos, mastocitos y macréfagos) (6). Por otra parte, los macrofagos
son las células mas importantes que participan durante la respuesta inmune; sin
embargo, estas ceélulas no tienen la capacidad de replicacion y suelen lisarse en el
sitio de lesién, por lo que deben ser sustituidos por macréfagos nuevos; durante el
proceso agonizante, los macréfagos liberan enzimas capaces de iniciar un proceso
de licuefaccion donde células sanas adyacentes y en conjunto con el antigeno
forman un producto llamado pus; este producto también es indicativo de cuando un

proceso inflamatorio agudo comienza a convertirse en cronico, el cual si no es
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tratado a tiempo ocasionara consecuencias como destruccion del tejido, fibrosis y

necrosis tisular (7).

Los linfocitos T CD4 * juegan un papel central en la respuesta inmune adaptativa,
mediante la generacion de distintas interleucinas (L) como IL-1, IL-6, IL-8, IL-17, las
cuales han sido descritas en la literatura como importantes citocinas

proinflamatorias en un proceso inflamatorio crénico (8,9)

La sobrexpresion de las citocinas proinflamatorias descritas ha sido reportada para
diversas enfermedades cronico degenerativo, principalmente sobre aquellas que
generan danos a nivel estructural como AR, lupus eritematoso, arterosclerosis entre
otras (10).

INFLAMACION AGUDA
* Cambios vasculares
* Reclutamiento de neutrofilos
* Lesion tisular limitada
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Figura 1. Fases de inflamacion aguda y cronica
2.2 Farmacos antiinflamatorios
Existen en el mercado medicamentos capaces de evitar la respuesta inflamatoria

inducida por diferentes mediadores; dentro de estos existen cuatro tipos que se

describen a continuacion:



2.2.1 Antiinflamatorios esteroideos

Los glucocorticoides (GC) enddégenos como cortisol, testosterona o aldosterona
cumplen importantes funciones regulatorias en el organismo; como el metabolismo
de carbohidratos, catabolismo de proteinas y regulacion de procesos inflamatorios.
Por otro lado, los GC en relacion a sus actividades terapéuticas poseen acciéon
antiinflamatoria e inmunosupresora, debido a ello se encuentran entre los farmacos
mas ampliamente recetados para tratar un amplio espectro de enfermedades
inflamatorias y autoinmunes (11). Barnes & Adcock y otros autores mencionan que
este grupo de farmacos son los antiinflamatorios mas efectivos en el tratamiento de
diversas enfermedades autoinmunes inflamatorias como asma, AR, sepsis, colitis

ulcerosa (CU), esclerosis multiple o enfermedad inflamatoria intestinal (11,12).

Su actividad antiinflamatoria se debe a la inhibicion o represion de genes pro-
inflamatorios mediante la transduccion de sefiales a través del receptor de GR, que
conlleva a la inhibicion de la vasodilatacion, proliferacion celular, exudacion vy
formacion del edema. Sus mecanismos de accion son variados, entre ellos suprimen
la activacion de diferentes mediadores inflamatorios, inhiben la entrada de
neutréfilos al sitio de accion, bloqueando la expresion de moléculas de adhesion
celular, de esta manera los leucocitos no pueden fijarse al endotelio y por ende no
llegan hacia el foco de la inflamacion (13,14).

En el tratamiento de AR existe diversas recomendaciones, donde mencionan la
importancia de la terapia con GC, la “Liga Europea Contra el Reumatismo” (EULAR)
en el afo 2002 llevo a cabo una distincién entre las dosis utilizadas de GC (baja,

mediana, alta o muy alta) y sus efectos a nivel gendémicos (Tabla 1) (15).



Tabla 1. Recomendaciones de la EULAR para la dosis de GC, aplicaciones clinicas y
relacion entre dosis [Tomada de Strehl et al. (15)].

) Eq o ) Efectos Efectos no
Terminologia i Aplicacion clinica . e
Prednisolona/dia genomicos | genomicos
Dosis baja <7mg Terapia de mantenimiento
Dosis media > 7:5mg &= 30 Enfermedad reumatica crénica
mg principalmente
Tratamiento inicial de
) >30mg &= 100 enfermedades subagudas,
Dosis alta mg incluidas las agudizaciones no

mortales y las complicaciones
viscerales de la AR

Dosis muy
> 100 mg
alta Tratamiento inicial de amenaza
Terapia de > 250 mg (1-5 aguda o potencialmente mortal
pulso dias)

Los GC se clasifican en relacion al tiempo de accion terapéutica como (16):
e de accion corta: duracion entre 6-12 horas (Hidrocortisona)
e de accion intermedia: duracion entre 12-36 horas (Prednisolona,
Metilprednisolona, Triamcinolona y Deflazacort)
e de accion prolongada: entre 36-72 horas (Dexametasona y Betametasona)

Dentro de los farmacos mas empleados para controlar los episodios de AR, se
encuentran los GC no fluorados, tales como la Prednisona y la Prednisolona (17).
van Vollenhoven menciona que la administracion de GC a dosis bajas por tiempo
prolongado ayuda a disminuir la progresion del dafio articular, lo que se traduce en
un efecto protector de la estructura dafiada. Asi mismo, la guia realizada por el
Colegio Americano de Reumatologia (ACR) recomienda el uso de GC a dosis bajas
(= 10 mg/dia de prednisona o equivalente) en pacientes con AR moderada o severa
(18,19).

Respecto a los costos de los GC en el tratamiento de enfermedades inflamatorias,
especificamente AR; Boers & Buttgereitrealizaron un estudio, donde describen que
paciente con AR tratados con Prednisona de liberacion prolongada (5 mg/kg) puede
retrasar el inicio de tratamiento con FAME, lo que genero considerables ahorros por

parte de los pacientes, donde los costos de farmacos biol6gicos ascienden a



aproximadamente €15,000/afio y la Prednisona cuesta aproximadamente €1/dia,
generando ahorros de €395 euros/paciente al retrasar el tratamiento biologico
durante 12 semanas. Por lo que al modificar las estrategias en el tratamiento de AR,
optimizando el uso de GC se genera importante ahorro, especificamente al retrasar
o evitar la necesidad de administrar medicamentos biolégicos de alto costo (20,21).

2.2.2 Reacciones adversas de los antiinflamatorios esteroideos

Los GC tienen una alta incidencia en lo que se refiere a eventos adversos frecuentes
y graves; los tratamientos farmacoldgicos a largo plazo pueden provocar linfopenia,
debido que, al bloquear la liberaciéon de linfocitos al sitio de inflamacion, estos
quedan libres y circundantes en diversas areas y suelen ser destruidos por
apoptosis; por otra parte, también se produce neutrofilia y acumulacion de colageno
y provocan un aumento de excrecion glomerular en el rifion. A nivel cardiovascular
provoca hipertension e hipotension arterial, debilidad muscular por catabolismo
excesivo del musculo y bloquea la liberacion de la hormona del crecimiento (22).

Asi mismo, la administracion oral por tiempo prolongado de Prednisona a dosis > 5
mg/dia, puede reducir la densidad mineral ésea y aumenta el riesgo de fractura
(osteoporosis). En el sistema nervioso central ocasionan eventos psiconeurolégi-
cos, que van desde euforia, insomnio, ansiedad, depresion hasta reacciones
psicoéticas. Su uso es limitado a un periodo de tiempo corto, el uso prolongado de
los corticoides puede provocar un sindrome de abstinencia. Cabe mencionar que el
organismo por si mismo produce esteroides, tales como, y al administrar estos de

forma exdgena, el organismo deja de producirlos de forma endogena (23).

2.2.3 Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

Algunos ejemplos de los mas empleados se describen en la Tabla 2. Estos

compuestos son antipiréticos y analgésicos; aunque comparten caracteristicas



terapéuticas similares, su eficacia relativa puede ser diferente dependiendo de su
especificidad, de igual manera son farmacos paliativos, dado que su funcion es sélo

el alivio de los sintomas sin modificar el origen del padecimiento per se (24,25).

Los AINES son principalmente inhibidores de la ciclooxigenasa (COX), enzima
capaz de transformar el acido araquidonico (AA) en endoperoxidos ciclicos
inestables dando paso a la generacion de prostaglandinas (PG) y tromboxanos (TX);
sin embargo, no poseen la capacidad de inhibir toda la cascada de inflamacién que
tiene origen a partir del AA, no intervienen en la activacion de lipoxigenasas capaces

de dar paso a la produccion de leucotrienos (24).

La Aspirina al igual que el Paracetamol, Bumadizona y Tolmetina son considerados
dentro de los inhibidores de la COX-2 como los mas importantes en el manejo del
dolor y la inflamacion en AR (18) (Tabla 2).

Tabla 2. Terapia farmacoldgica convencional de AINES en el tratamiento de AR [Tomado
de Cisneros Caballero et al. (10)].

Familia Mecanismo de accién Medicamentos Efectos secundarios
p ¢ | Complicaciones
aracetamo gastrointestinales,
Efecto paliativo: antipiréticos Bumadizona cardiovascula’rgs,
Farmacos no - S > renales y/o hepaticas.
esteroideos analgeésicos y antiinflamatorio Resistencia al
. Bloquean la sintesis de PG a Tolmetina ;
anti- . S, tratamiento.
inflamatorios través de la inhibicion de COX- - Interacciones entre
1y COX-2 Aspirina £4 |
Naproxeno d a.r”?atCOS a
Ibuprofeno administrarse en
conjunto

Todos los AINES poseen un cociente de inhibicion COX-1/COX-2, que se ve
expresado como la concentracién de farmaco capaz de inhibir el 50 % de esta
enzima; dependiendo de su cociente de inhibicidn pueden ser agrupados en 4



categorias, dependiendo de la capacidad de inhibicion de las isoformas COX-1 o
COX-2 (24,25):

¢ Inhibidores selectivos de la COX-1: Como la Aspirina

¢ Inhibidores no selectivos de la COX: Incluye varios AINEs que muestran una
relacion COX-1/COX-2 determinada por la Clso entre 0,5y 3,0

e Inhibidores relativamente selectivos de la COX-2: Dentro de este grupo se
encuentran el Meloxicam, Nimesulida y Diclofenaco, mostrando una relacion
COX-1/COX-2 determinada por la Clso de 10-20

¢ Inhibidores altamente selectivos de la COX-2: Que comprenden al Celecoxib
con relaciones COX-1/COX-2 con una relacion entre 140 a 250 y Rofecoxib

con una relacion > 400.

La isoformas COX-1 esta relacionada con la produccién de PG, donde los farmacos
que inhiben con mayor selectividad esta isoforma (Indometacina -Ind-, Naproxeno,
Ibuprofeno) generan dafio severo en los tejidos gastricos, al estar COX-1 implicado
en la proteccién de este sistema; mientras la COX-2 es inducida por la activacion
de la respuesta inflamatoria mediante citocinas, endotoxinas y mitégenos; ademas,
propicia una elevada produccion de PG en la inflamacién causando mayor dolor
(10,24-26).

2.2.4 Reacciones adversas de los AINES

La mayoria de los AINES son no selectivos de la COX, ya que tienen la capacidad
de inhibir tanto la enzima COX-1 como COX-2. A nivel fisiologico COX-1 juega un
papel importante en la proteccidon de la mucosa gastrica frente a los acidos
estomacales, el uso de AINE no selectivos provoca una reduccién en la produccion
plaquetaria de TX-A2, lo cual conlleva a la formacion de ulceras gastricas, sangrado
digestivo y gastroduodenitis. Mientras que los AINES inhibidores selectivos de COX-
2 provocan efectos cardiovasculares como infartos al miocardio, hipertension
arterial e insuficiencia cardiaca; esto debido a que no poseen propiedades
antitrombdticas, un claro ejemplo es el retiro de Rofecoxib del mercado en el ano
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2004, al encontrar que incrementaba el riesgo de enfermedades cardiovasculares
durante el uso prolongado (25,26).

Otros farmacos AINEs retirados del mercado son Valdecoxib y Parecoxib, los cuales
son inhibidores selectivo de COX-2, reducen la biosintesis del componente
antitrombdtico PGI2 en vasos sanguineos, por que generan una descompensacion
en la produccién de TX con propiedades protrombéticas, lo cual esta correlacionado
a un incremento de riesgo de eventos cardiovasculares (infartos y ataques al
corazon) (27). Lumiracoxib de igual manera fue retirado del mercado al existir

informes sobre hepatitis grave e insuficiencia hepatica aguda (28).

Asi mismo, este tipo de farmacos pueden provocar problemas renales como
disfuncién renal aguda, debido a que en este 6rgano se incrementa la sintesis de
PG, las cuales tienen un papel importante en la velocidad de filtracion y un adecuado
flujo renal, que al ser inhibidas provoca eventos adversos como retencion de agua

y disminucion de los niveles de Na* y K* (29).

2.2.5 Farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad (FAME)

Otro grupo importante de farmacos antiinflamatorios son aquellos cuya accion es
mas lenta que los AINES y actua modificando la respuesta inmune, bloqueando
produccion de citocinas proinflamatorias o actuando a nivel de linfocitos B o en
células presentadoras de antigenos. Controlando manifestaciones clinicas y
progresion del dafio articular (30).

Aunque este tipo de farmacos son ampliamente utilizados para el tratamiento de la
AR, una desventaja notable es que raramente inducen al control clinico efectivo de
la enfermedad, pero si los pacientes son tratados de manera correcta permite el
retiro de los AINES y los GC (31).

Dentro de los FAME, el mas utilizado es el Metotrexato (MTX); este es considerado
como el estandar de oro para tratar AR, ya que inhibe la sintesis de purinas y
pirimidinas, reduce la proliferacion de linfocitos T y por consiguiente suprime la
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inflamacion mediante la liberacion de adenosina (32). Otros farmacos de este grupo
utilizados en el tratamiento de la AR incluyen a la Azatioprina, Ciclosporina,
Hidroxicloroquina (HCQ), Leflunamida, Sulfasalazina (SSZ) y oro inyectable. Es
necesario mencionar que el mecanismo de accién de estos FAME ocupados como
de primera linea en el tratamiento de la AR, es, por ejemplo, la HQC controla el
proceso de autoinmunidad por varias vias, dentro de lo que se destaca su capacidad
por interferir con la presentacién de autoantigenos, bloquea la respuesta de
linfocitos T inducida por antigenos, disminuye la produccion de mediadores
inflamatorios e inhibe la activacion de los receptores Toll-like (TLR). Mientras que el
mecanismo de accidn de la SSZ radica en la inhibicion de la liberacion de
interleucinas IL-1, IL-2, IL-6, IL-12 y TNF-a, asi como IgM e IgG (33-35)

De la misma manera dentro de este grupo de farmacos existen diferencias respecto
a su eficacia, donde la azatioprina y la HCQ son menos eficaces que MTX, SSZ y
Leflunomida. La toxicidad de los farmacos FAME difiere entre estos mismos, por lo
que existe una gran cantidad de FAME utilizados en el tratamiento de la AR (Tabla
3) (31).

Tabla 3. FAME's utilizados en el tratamiento de la AR [Tomada de Meier et al., (36)].

deshidrogenasa (DHODH)

Farmaco Objetivo terapéutico Funcién y efecto en el objetivo terapéutico
Enzimas dfif’:tgd'e”tes de DHFR, TS y ATIC Disminuye la sintesis
- deficiente de pirimidina y purina conduce a la
-Dihidrofolato reductasa R ) - . .
Metotrexato inhibicién de la proliferacion de linfocitos
(DHFR) AICAR Aumenta: niveles de adenosina
-Timidilato sintasa (TS) fect el ;
ATIC muestran efectos antiinflamatorios
Dihidroorotato DHODH Disminuye: la sintesis de pirimidina
Leflunamida alterada conduce a la inhibicién de la

proliferacién de linfocitos

Sulfasalazina

Enzimas dependientes de
folato

Mecanismo de accién poco claro; se observé
inhibicién de las enzimas dependientes de
folato (ver metotrexato); Otros efectos
descritos son: bloqueo de IkB e induccién de
apoptosis de neutréfilos y macréfagos
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Interaccion con
aminoacidos que
Sales de oro contienen azufre en
plasma o proteinas

intracelulares

Inhibicién de la transduccion de sefales y
presentacion de antigenos.

Las propiedades lisosotropicas dificultan la
presentacion del antigeno La activacion del
sistema inmune innato se deteriora
Disminucién de la maduracion y activacion de
leucocitos
Disminucién de la produccion de citoquinas
Disminucién de la produccion de
inmunoglobulina

Lisosomas, enzimas

Hidroxicloroquina lisosomales, TLR-9

JAK1 and JAK3 (>JAK2

Tofacitinib and TYK)

Cabe mencionar que si el tratamiento de la AR con un solo agente terapéutico falla,
es necesario llevar a cabo la combinacion de distintos FAME. La combinacion mas
utilizada en el control de esta enfermedad es la llamada “triple terapia”, basada en
el uso de MTX, SSZ y la HQC, demostrando ser mas efectiva que el uso de MTX
como monoterapia (37)

2.2.6 Reacciones adversas de los FAME

En la mayoria de pacientes, este tipo de farmacos ocasiona diversos efectos
secundarios como son cardiovasculares, gastrointestinales, renales y hepaticos
entre otros. Al igual que las farmacos esteroideos y AINES, estos también provocan
diversos efectos adversos como citotoxicidad, afectan medula ésea, de igual forma
propicia una inhibicibn de componentes del sistema inmunitario llevandolo a
desencadenar una inmunodepresién por la administracion de medicamentos
(22,38,39).

Otra desventaja en el empleo de este tipo de agentes, es que los pacientes pueden
contraer infecciones graves u oportunistas (como tuberculosis o herpes zoster)
recurrentes, al encontrarse el sistema inmune del paciente deprimido. Datos
epidemiologicos demuestran que la proporcion de personas que continuan tomando
sales de oro después de 5 afios es del 20 %, SSZ 35 % y MTX es del 57 % (31,40).
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2.2.7 Terapia biolégica

El cuarto grupo de farmacos antiinflamatorios son los clasificados como terapia
biologica. Este tipo de tratamiento esta dirigido principalmente a la regulacion de las
moléculas implicadas en la fisiopatologia de la enfermedad, en el caso de la AR la
terapia biolégica esta enfocada a inhibir la produccién ciertas citocinas como IL-1,
IL-6, IL-17, IL-27 y TNF-a (10).

Entre estas terapias la mas utilizadas estan el empleo de anticuerpos
mononucleares especificos para diversas moléculas; por ejemplo, se ha
comprobado que el uso de anticuerpos antagonistas del factor de necrosis tumoral
(TNF-a) logran disminuir la gravedad de la patologia mediante la disminucion de la
actividad proinflamatoria de las citocinas. Etarnecept es otro ejemplo de este tipo de
terapia; otros farmacos capaces de inhibir el TNF-a que se encuentran actualmente
en el mercado son Infliximab (1999), Adalimumab (2002) y Golimumab (2009); sin
embargo, una desventaja en el uso de esta terapia biologica es que son de costo
elevado respecto a las terapias convencionales y con mayor complejidad (10,41).

De la misma manera existen farmacos (anticuerpos monoclonales) que actuan
mediante la inhibicion de IL; por ejemplo, el farmaco Anakinra inhibe IL-1 vy
Tocilizumab inhibe la produccidn de IL-6. Existen también farmacos cuya actividad
es inhibir el proceso de maduracion de linfocitos T y B a nivel de médula 6sea como
el Rituximab (10,42).

En la siguiente Tabla (Tabla 4) se muestran los farmacos biologicos mas utilizados
en el tratamiento de la AR.
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Tabla 4. Agentes bioldgicos utilizados en el tratamiento de la AR [Tomado de Meier et al., (36)].

6

intravenosa)

colesterol elevado

Efecto : Efectos secundarios especificos | Aprobado por
Nombre Estructura - Dosis usual )
farmacologico y riesgos FDA
Molecul_a CTLA4 Blogueador de | 500-1,000 mg . . .
Abatacept rgcom_bmante coestimulacién | mensuales Reacc_|ones infusionales, 2005
dimerizada en el . : infecciones
de células T (intravenosos)
marco Ig
. Monoclonal Bloqueo de 40 mg quincenalmente Reacc!gne_s en e_I sitio d_e . 2002
Adalimumab . inyeccion, infecciones (incluida
humano TNF (subcutaneo) :
la tuberculosis)
_ Antagonista del Bloqueo de 100 mg diario Reacc!gne_s en e_I sitio de 2001
Anakinra receptor de IL-1 receptor de IL- . inyeccion, infecciones,
) (subcutaneo) :
recombinante 1 neutropenia
Fragmento Fab
Certolizumab pegllado de Bloqueo de 200 mg quincenales o Reacc!gne_s en e_I sitio d_e _
anticuerpo 400 mg mensuales inyeccion, infecciones (incluida 2009
Pegol TNF . :
monoclonal (subcutaneo) la tuberculosis)
humanizado
Receptor TNF Reacciones en el sitio de
Etarnecent recombinante Bloqueo de 50 mg semanalmente inyeccion, infecciones (incluida 1998
P | (p75) dimerizado | TNF (subcutaneo) y , N
la tuberculosis)
en el marco Ig
. Monoclonal Bloqueo de 100 mg cada 4 semanas Reacc!gneg en e.I sitio d_e . 2009
Golimumab . inyeccion, infecciones (incluida
humano TNF (subcutaneo) :
la tuberculosis)
L Monoclonal Bloqueo de 3-10 mg / kg cada Reacc!gne_s en e_I sitio d_e . 1998
Infliximab s 4-8 semanas inyeccion, infecciones (incluida
quimérico TNF . .
(intravenoso) la tuberculosis)
. 1,000 mg, 2 infusiones . . .,
Rituximab quo’cllonal Agotgm|ento intravenosas con 2 Reacc_lones infusionales, 2006
quimérico de células B : . infecciones
semanas de diferencia
Bloqueo de 8 mg / kg cada 4 Reacciones infusionales,
- Monoclonal . . : : :
Tocilizumab humano receptor de IL- semanas (por via infecciones, citopenias, 2010
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2.2.8 Reacciones adversas de la terapia biologicas

El uso de este tipo de terapias conlleva a una serie de eventos adversos, desde una
inmunodepresion debido a que los linfocitos no logran madurar y por consecuencia no son
activos contra algun antigeno, hasta presentarse efectos adversos como son: trastornos
gastrointestinales, trastornos renales y urinarios, trastornos a nivel del sistema nervioso,
lesiones traumaticas, trastornos psiquiatricos, trastornos vasculares, entre otros; ademas

su costo es elevado (22).

Sin embargo, Damjanov et al., menciona que pacientes tratados con inhibidores de TNF-
a tienen menor riesgo de padecer eventos cardiovasculares (infarto al miocardio) en
relacion a pacientes que no son tratados con TNF-a. Segun los datos presentados por la
Sociedad Britanica de Reumatologia, pacientes con AR fueron tratados con inhibidores de
TNF-a o FAME, y compararon la tasa de infarto al miocardio entre estos grupos, los
resultados mostraron que los pacientes tratados con inhibidores de TNF-a presentaron un

60% de reduccion de infarto al miocardio (43).

2.3 Artritis Reumatoide

2.3.1 Etiologia

La AR es una enfermedad inflamatoria crénica, autoinmune y sistémica de etiologia
multifactorial, que provoca principalmente deformidad en las articulaciones; asi como,
discapacidad funcional de seis 0 mas articulaciones a lo largo de su evolucion, afectando

principalmente las articulaciones diartrodiales de las manos, tobillos y rodillas (10,44,45).

Respecto al comportamiento clinico, la AR puede clasificarse en tres tipos dependiendo
de sus caracteristicas (46).

Monociclico: Aproximadamente ocurre en el 20 % de los pacientes
2. Policiclico: Se presenta en el 70 % de los casos, y puede presentarse en dos
formas, una con exacerbaciones seguida de inactividad completa y otra por

periodos de actividad seguidos, pero sin lograr inactividad.
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3. Progresiva: Si no es tratado provoca dafio articular irreversible, limitacion funcional

y discapacidad

De igual manera se caracteriza por generar un dafio progresivo, es irreversible, altera la
funcién de las articulaciones, provocando dolor y sensibilidad debido al hinchamiento del

revestimiento sinovial, asi como destruccion del cartilago (47,48).

Este tipo de afecciones (artriticas) entre ellas la AR son una de las principales causas de
dolor crénico entre la poblacion (aproximadamente 1,500 millones de personas en todo el
mundo), por lo que el manejo del dolor con terapia farmacologica se ha convertido en una
prioridad en salud publica, aunado al aumento de la prevalencia en la poblacion adulta (4).

La AR esta asociada con costos sustanciales, de manera directa (adquisicion de farmacos
para uso hospitalario) como indirectos (reduccion de productividad por parte del afectado).
Aunado a esto, la enfermedad esta asociada con mortalidad debido a eventos
cardiovasculares, generando una tasa de muerte entre 1.3 y 3.9 veces mayor que el de la
poblacion sana (48). van den Hoek et al., llevo a cabo un metaanalisis sobre la mortalidad
en pacientes con AR, del afio 1997-2012, observando que las causas mas frecuentes de
mortalidad estaban asociadas con enfermedades del sistema circulatorio (32%),
neoplasmas (21%) y enfermedades respiratorias (12%). Aumentando el riesgo de
mortalidad en un 54% en comparacién con la poblacion general (49).

2.3.2 Epidemiologia

La prevalencia de la AR varia en un rango porcentual del 0.5-2 % dependiendo del autor;
asi mismo, la incidencia y la prevalencia puede variar debido a factores como la ubicacion
geografica, el sexo y la edad del paciente. Existen informes que mencionan un aumento
en la incidencia de este padecimiento en Europa y América del Norte en funcion del
envejecimiento subyacente de la poblacion y el aumento de la supervivencia (20,50)

Esta enfermedad se presenta mayormente en mujeres que en hombres (3:1), la mayoria
de los casos son diagnosticados entre los 40 y 80 afios, con una mayor incidencia entre
los pacientes nacidos en la década de los 70°s, pero es importante mencionar que no es
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una enfermedad exclusiva de la vejez, pues suele presentarse también en jovenes e
iniciarse entre los 20 y 40 afos, si bien puede comenzar a cualquier edad, la

susceptibilidad a la AR se debe en gran parte a la carga genética (22,48).

Cross et al., (2014) avaluaron la epidemiologia de la AR a nivel global, donde de 291
padecimientos, la AR se clasificd como la numero 42 en discapacidad global. Los afios de
vida vividos con discapacidad para pacientes con AR aumentaron de 2 566 000 en 1990
a 3 776 000 al 2010. Ajustando estos datos en cuestién de envejecimiento y aumento de
la poblacidn, los afos de viva vividos con discapacidad para pacientes con AR aumentaron
de 48 por 100 000 habitantes en 1990 a 55 por 100 000 habitantes en 2010. Siendo los

valores mas altos en las mujeres en comparacion con los hombres (51)

2.3.3 Patogenia

Esta se encuentra bien caracterizada, ya que se observa una alteracion de los elementos
celulares que residen en el tejido conectivo de la membrana sinovial (MS), comportandose
de forma pseudo-tumoral invadiendo y destruyendo tejidos continuos. Existen factores que
estan involucrados en su desarrollo como son los endocrinos, ambientales y genéticos,

los cuales pueden variar de una poblacion a otra (10).

El tejido sinovial inflamado (sinovitis aguda) se caracteriza por la proliferacién vy
acumulacion de diversos tipos de células inmunitarias y la produccion excesiva de liquido
sinovial, esta sinovitis aguda se manifiesta en las fases iniciales de la AR. Con el paso del
tiempo la sinovitis se vuelve cronica, promoviendo la destruccion de la articulacion a través
del pannus mediante la activacion de osteoclastos, condrocitos y fibroblastos sinoviales
que llevan al deterioro del cartilago y hueso afectado (Figura 2) (10).
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Figura 2. Esquema a nivel celular de la fisiopatologia de la AR en una articulacion diartrodial
[Cisneros-Caballero et al., (10)].

Esta patologia es considerada una condicion autoinmune, ya que durante su desarrollo se
lleva a cabo la expresion de ciertos anticuerpos representativos, incluidos factores

reumatoideos (RF) y anticuerpos contra proteinas citrulinadas (ACPA) (45).

Debido a ello es necesario volver a mencionar, que la terapia farmacoldgica actual para el
tratamiento de la AR incluye desde AINES, los cuales proporcionan un alivio sintomatico,
pero con una eficacia marginal; los FAME, y los agentes biolégicos mas nuevos. Por lo
que la farmacoterapia adecuada se basa en la utilizacion de MTX como el agente FAME
de primera linea con o sin terapia combinada entre estos (32,52).

La razon de que los FAME sean elegidos como primera opcion en el tratamiento de la AR
se debe a que poseen el potencial para reducir o prevenir el dafio de las articulaciones;
asi como, preservar la integridad y funcionalidad de las articulaciones (47).

En general, la primera eleccion es la administracion de MTX, SSZ, HQC, pero si existe
una respuesta inadecuada o ineficiente cuando se administra s6lo FAME, el siguiente
paso es iniciar con terapia biolégica (Adalimumab, Certolizumab, Etanercept, Golimumab,

Inflixima, Tocilizumab y Anakinra) (53)

Neogi, menciona que soélo en Estados Unidos entre 1996-2011, las condiciones
relacionadas con AR representaron el mayor aumento en los gastos de atencion de la
salud en este pais, de acuerdo con la Encuesta de Panel de Gastos Médicos. El costo
directo total en ddlares estadounidenses para artritis y dolor en las articulaciones en los
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Estados Unidos fue de $ 9,556 délares entre 2009-2011; el total de costos directos
agregados fue de $ 580.9 mil millones de dodlares. Estimaciones epidemiolégicas

pronostican que para el 2030 habra 67 millones de personas con AR (54).

2.4 Antecedentes del Acido 5-aminosalicilico

La unidad estructural, acido 5-aminosalicilico (5-ASA, Figura 3A), es una molécula que fue
desarrollada para el tratamiento de las enfermedades inflamatorias intestinales crénicas,

el primer farmaco desarrollado a partir de esta molécula fue “Sulfasalazina” Figura 3B (55).

0]

OH H
N
o OH

(A) B)  HoOY0

Figura 3. Estructuras quimicas acido 5-aminosalicilico (A) y Sulfasalazina (B).

Abdu-Allah et al. mencionan que el 5-ASA es el principio activo de humerosos agentes
antimicrobianos, antitumorales, neuroprotectora; asi como la ya mencionada actividad
antiinflamatoria (56).

Existe una variedad de farmacos derivados del 5-ASA como la Sulfadiazina (5-
aminosalicilico ligada a una aminopiridina), asi como la Mesalazina, Olsalazina y
Balzalazida (Figura 4), los cuales también son empleados en el tratamiento de
enfermedades crénicas, como CU y enfermedad de Crohn’s (56,57).
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Figura 4. Estructuras quimicas de Mesalazina (A), Olsalazina (B) y Balzalazida (C).

2.4.1 Mecanismo de Accioén

Esta descrito que el 5-ASA comparte algunas propiedades farmacoldgicas con los AINES;
existen diversas propuestas en lo que respecta a su mecanismo de accion. Esta sustancia
afecta la produccion de eicosanoides, citoquinas, union al interferon; asi como, afecta la
permeabilidad celular o mediante la inhibicion del TNF-a (57). Existe evidencia que el
efecto del 5-ASA es a nivel del receptor activado por proliferador de peroxisomas (PPAR)-
y. La activaciéon de PPAR-y también tiene efectos anti-tumorigénicos que se manifiestan
como actividades antiproliferativas (57,58).

Donde el receptor (PPAR)-y es una clase de receptor nuclear implicado en el control de la
inflamacion, la proliferacion celular, la apoptosis y la funcion metabdlica. Este receptor se
expresa en altos niveles en las células epiteliales del colon, por lo que es muy probable
que la actividad terapéutica de los farmacos derivados del 5-ASA, se deba a que esta
implicado en la modulacién de este receptor (57,59).

Los compuestos derivados del 5-ASA han sido reportados como inhibidores de la
mieloperoxidasa (MPO), el cual se expresa en granulos azuréfilos (primarios) los cuales
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funcionan como los lisosomas de los neutrofilos, estos neutrdfilos junto con las células

fagocitas constituyen la primera linea de defensa del sistema inmune (60).

Existe evidencia que los derivados oxidantes que se generan durante el ciclo catalitico de
la MPO, especialmente durante el estrés oxidativo, estan asociados con el inicio y la
progresion de diversas enfermedades como desordenes cardiovasculares y
neurodegenerativos, CU, cancer y enfermedades de la piel (dermatitis) (61).

2.4.2 Acido Bromo-5-Aminosalicilico (Br-5-ASA) [Acido (2E)-5-(3-bromo-3-
carboxiacrilamida)-2-hidroxibenzoico]

Es bien sabido la poca biodisponibilidad de la molécula 5-ASA. Por ello la busqueda de
nuevas moléculas derivadas de esta estructura es importante (57). Cabrera Pérez et al.
llevaron a cabo la sintesis de 4 derivados del 5-ASA, entre estos esta el Br-5-ASA (Figura
4) y evaluaron el efecto antinflamatorio en un modelo tépico, induciendo el edema auricular
con TPA en ratones machos CD-1 (n=6); asi como la determinacion de la actividad de
peroxidacion de MPO. Los resultados que obtuvieron mostraron que, de los 4 derivados
sintetizados, el Br-5-ASA presento el mejor efecto antiinflamatorio en este modelo, siendo
muy similar al del farmaco de referencia (Ind) a una dosis de (0.46 mg/oreja). Se determino
la inhibicién de la MPO de los derivados de 5-ASA y del farmaco de referencia (Ind),
obteniendo las Clso correspondientes. Los resultados mostraron que el Br-5-ASA presento
una Clso = 301 yM, mientras que Ind presento una Clso = 122 pM. Los autores concluyeron
respecto al derivado Br-5-ASA que, de los compuestos evaluados, fue el que mostro mejor
efecto antiinflamatorio in vivo pero este efecto no es debido a que actué como un inhibidor
de la MPO, por lo que su mecanismo de accion se debe investigar. Asi mismo, el Br-5-
ASA fue evaluado en modelo murino donde a la dosis de 2 g/kg (via i.g.) no mostré efectos
adversos ni toxicidad (62).
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2.5 Compuestos puros obtenidos de plantas medicinales con actividad
antiartritica

A la fecha existen algunos compuestos puros obtenidos de plantas medicinales (PM)
utilizadas para el tratamiento de padecimientos inflamatorios, en la medicina tradicional
de México, dentro de estas sobresale Sphaeralcea angustifolia conocida comunmente
como “yerba del negro, vara de San José”, es una planta utilizada como un remedio

antiinflamatorio y en el tratamiento de heridas (63).

Respecto a la actividad antiartritica, Garcia-Rodriguez et al. reporté la actividad
antiinflamatoria del extracto CH2>Cl> en dos modelos murino (uno de inflamacién crénica al
emplear Adyuvante de Freund Completo (AFC) y otro de inflamacion aguda usando el
modelo de edema auricular con TPA. Los resultados mostraron que este extracto (100
mg/kg) redujo considerablemente la inflamacion crénica en el modelo de AFC, siendo del
60.2 % y sobre la inflamacion aguda, el extracto de Sphaeralcea angustifolia (2 mg/Kg)
redujo el edema auricular en un 50.6 % respecto a su vehiculo (Acetona), a los 180 min
de su aplicacion. Al realizar el estudio quimico biodirigido se detectaron las moléculas
responsables de su actividad bioldgica, por analisis de cromatografia de masas acoplado
a espectrometria de masas (CG-MS) se identificaron a y (-amirina, estigmasterol y (3-
sitosterol, y mediante cromatografia de capa fina (CCF) preparativa se aislo la

escopoletina, este ultimo compuesto mostro importante actividad antiinflamatoria (63).

Ademas, por proceso biotecnoldgico se obtuvo el cultivo en suspension de esta especie
medicinal (S. angustifolia) y aislaron dos compuestos (tomentina y acido esphaeralcico)
(Figura 6), estas moléculas mostraron importante actividad antiinflamatoria en los modelos
de inflamacion sistémica y topica. Los resultados mostraron que la tomentina y acido

esphaeralcico (45 mg/Kg) redujeron la formacion del edema en el modelo de carragenina
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en un 58 % y 66 % respectivamente, Ind (45 mg/kg) presento actividad antinflamatoria
significativa en comparacion con el grupo tratado solo con carragenina, sin embargo, no
mostro diferencia significativa frente a los tratamientos probados. Y en el modelo tépico
con TPA, la tomentatina (225 mM/oreja) mostré una inhibicion de la formacion del edema
auricular en un 57 % y el acido esphaeralcico (174 mM/oreja) inhibié en un 86%, de estos
dos compuestos el mas activo fue el acido esphaeralcico al ser su efecto dependiente de
la dosis, mostrando una DEsg= 93 mM (64). Respecto a los farmacos de referencia (Ind y

Naproxeno), los dos presentaron efecto antinflamatorio muy similar en el modelo tépico.

OH OH 0
OH
H,CO
H,CO 0 0 (B)
(A)

Figura 6. Estructuras quimicas de tomentina (A) y acido esphaeralcico (B).

De igual manera del Pilar Nicasio-Torres et al. mencionan la importancia de esta especie
en el tratamiento de procesos inflamatorios y describe que esta en peligro de extincion
segun el Ministerio de Medio Ambiente y Recursos Naturales de México, por lo que el uso
de la biotecnologia como una herramienta para la produccion de compuestos con
potencial bioldgico es una buena alternativa. De la biomasa obtenida mediante proceso
biotecnoldgico a partir de material vegetal se prepard el extracto CH2Cl2 y este extracto
fue sometido a evaluacion de la actividad antiinflamatoria sistémica (induccion del edema
subplantar con carragenina), donde el extracto organico de la biomasa obtenida mostro
un efecto inhibitorio del 39 % a la 3™ hora, y una DEsp= 137 mg/Kg, mientras que la Ind
(farmaco de referencia) presentd un 27 y 60 % de inhibicién a la 1™ y la 5% hora
respectivamente (65).

Otra planta medicinal es Xanthium strumarium L., la cual es utilizada ampliamente en
China, Europa y América, se ha reportado que es utilizado en el tratamiento de la
bronquitis cronica, rinitis cronica y AR. Se llevé a cabo un estudio donde evaluaron el
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extracto EtOH al 70 % en un modelo de inflamacidn créonica inducida con AFC, calcularon
el % de inhibicion del edema subplantar, el peso corporal y los mediadores
proinflamatorios. Asi mismo, determinaron mediante un analisis cualitativo por HPLC los
principales compuestos presentes en el extracto, siendo el acido 1,5-O-cafeoilquinico y
acido clorogénico los mayoritarios. Los resultados mostraron una reduccién significativa
del edema subplantar en comparacién con el grupo control, también favorecio la ganancia
de peso en los roedores y respecto a la evaluacion de los mediadores proinflamatorios, se
observo la supresion de TNF-a e IL-13 y un aumento de IL-10 (66).

Referente al estudio de PM con actividad antiartritica, Alamgeer et al. realizo la evaluacion
de un extracto H-O:EtOH (30:70) de Berberia orthobotrys ex Aitch y sus respectivas
fracciones (n-butanol, acetato de etilo -AcOEt-, H2O) en diferentes modelos. Mediante
estudios fitoquimicos, se reportd la presencia de diferentes metabolitos como aporfina-
benzillisoquinolina, alcaloides como berberina, berbamina, oxiacantina, pakistamina,
pakistanamina, kalashina y citralina (47). La berberina se reporta que es un inhibidor de la
inflamacion cronica en un modelo de diabetes mellitus en murinos, donde la resistencia a
insulina fue inducida con estreptomicina y dieta alta en grasas (67). Respecto a los
resultados de la evaluacion antiartritica, en el modelo de inhibicién de desnaturalizacion
de proteinas utilizando seroalbumina bovina (BSA), el extracto crudo (H-O:EtOH de B.
orthobotrys) mostré un 92.81 % de inhibicion a la maxima concentracion evaluada (800
pg/mL), al ser comparada con su farmaco de referencia (Aspirina), el cual mostré un 97.55
% de inhibicion a la misma dosis. La fraccion de n-butanol mostro la mejor eficacia de
todas las fracciones con un % de inhibicion muy similar al extracto de la planta. En el
modelo de inflamacidn crénica in vivo ocupando AFC, se realizo la evaluacion del extracto
crudo, las fracciones de n-butanol y AcOEt a una dosis de 150 mg/Kg, las cuales
mostraron un 80.98, 78.24 y 76.60 % de inhibicidn del edema subplantar, respectivamente,

mostrando su potente actividad antiartritica en los modelos evaluados (47).

En este sentido podemos mencionar que en la literatura se describen algunos productos
con actividad antiinflamatoria obtenidos de extractos de PM con una composicion definida,
estandarizada y con una regulacion establecida, denominados “fitofarmacos” (68). Por
ejemplo, tenemos el Flavocoxid (US patent number 7,514,469) que es un fitofarmaco con
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90 % de pureza que contiene dos flavonoides naturales, baicaleina y catequina (Figura.7)
aislados de Scutellaria baicalensis y Acacia catechu, este fitofarmaco actua mediante la
inhibicién de COX-2 y de la 5-LOX (69,70).
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HO (0]
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Figura 7. Estructuras quimicas catequina (A) y baicaleina (B).

Se ha demostrado que la catequina tiene la capacidad de reducir la inflamacion y atenuar
la produccidn de citoquinas proinflamatorias, como la IL-1 y el TNF-a en un modelo animal
de AR. Este polifenol también fue evaluado en un modelo cronico de osteoartritis donde
fue administrada durante 8 semanas (25 mg/kg viai.p.) en ratones C57BL/6; los resultados
mostraron que el tratamiento mostro una disminucion en la erosion del cartilago, ligado a
una disminucion de citocinas proinflamatorias como IL-1 o TN-a, en comparacion con el
grupo control. Sin embargo, otros autores mencionan que su actividad antiinflamatoria se
puede llevar a cabo mediante la inhibicion de migracion de la inflamacion (gota),
modulando la activacion del inflamasona NLRP3 (71-73) .

La baicaleina tiene la capacidad de regular la via NF-k3 encargada de la expresion de
moléculas inflamatorias como TNF-a, IL-1B, y actividad enzimatica de COX-2
disminuyendo la produccion de eicosanoides proinflamatorios y atenuando el edema en
un modelo de inflamacion in vivo. Por otro lado, la baicalina (analogo quimico de
baicaleina) posee un mecanismo similar mediante la supresion de la proteina p65 de NF-
kB e inhibicion de citocinas proinflamatorias (Figura 8), en un modelo artritis inducido con
colageno (ratas Wistar hembras) donde se administré a 3 dosis (50, 100 y 200 mg/kg).
Los resultados mostraron que la baicalina (200 mg/kg) present6 el mejor efecto antiartritico
y mostr6 una reduccion en el dafo articular, en comparacion con el vehiculo (acido acético
0.05 M) y similar al control positivo (MTX, 1 mg/kg) (74,75)
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Figura 8. Estructura quimica baicalina.

Sin embargo, existen otros compuestos aislado de origen natural que poseen actividad
antiartritica demostrada en modelos animales o cultivos celulares, algunos ejemplos son
apigenina (Figura 9A), en un estudio realizado donde se evaluo a diferentes dosis (20 y
40 mg/kg) en un modelo de AFC, este compuesto natural tiene la capacidad de inhibir la
proteina P2X7, la cual ha sido reportada con diversas funciones dentro del sistema inmune
y en diversas enfermedades inflamatoria cronicas a través de la via NF-kB (Factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas). Los resultados
mostraron que la apigenina no solo tiene la capacidad de regular la expresion de esta
proteina, si no también mostro una reduccion significativa del dafio articular provocado
por el AFC en comparacién con el control y el farmaco de referencia (Diclofenaco sédico
5 mg/kg) (76,77).

El resveratrol (Figura 8B) presento actividad antiartritica en un modelo ex vivo, donde se
evalu6 este compuesto solo y en combinacion con MTX y Adalimumab en cultivos de
células mononucleares del liquido sinovial de pacientes con AR (n=7) y espondiloartritis
(n=7). Los resultados mostraron que el resveratrol disminuyo de manera significativa la
proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1) tanto en las dos lineas celulares probadas.
Por otro lado, la combinacion de resveratrol y MTX mostré mejor efecto sobre la MCP-1

en el modelo ex vivo (78).
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Figura 9. Estructuras quimicas apigenina (A) y resveratrol (B).

Otro flavonoide el cual ha sido reportado con diversas actividades (antioxidante,
antibacteriana) y sobre todo la actividad antiinflamatoria es el acido clorogénico (Figura
10). En un estudio donde se llevé a cabo la evaluacion del efecto hepatoprotector en ratas
Wistar pretratadas con acido clorogénico (50 y 100 mg/kg) frente a MTX (20 mg/kg), se
determind que el acido clorogénico no solo reduce la actividad de las enzimas
antioxidantes (SOD, CAT, GPx) significativamente en comparacion con el grupo tratado
solo con MTX, si no llevo a cabo una reduccidon del proceso inflamatorio en el higado
generado por el MTX, mediante la inhibicion de COX-2, iINOS, Caspasa 3 y 9. Los autores
concluyeron que este flavonoide no solo tiene la capacidad de reducir el dafio causado
por MTX en higado sino también de al mismo tiempo de reducir la inflamacién en higado
(79).

- Figura 10. Estructura quimica del acido
clorogénico.

o

BH

OH

Otro fitofarmaco que ha demostrado actividad antiartritica es Vimang®, este es un extracto
acuoso obtenido de Mangifera indica L., el cual contiene una mezcla de metabolitos
secundarios (polifenoles, triterpenos, fitoesteroles, acidos grasos). De manera especifica
la composicion quimica del extracto contiene acidos polifendlicos (acido galico, acido 3,4-
dihidroxi-benzoico), esteres fendlicos (éster metilico del acido galico, éster propilico del
acido galico, éster propilico del acido benzoico), flavanoles (catequina y epicatequina) y
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en mayor concentracion (16%) una xantona denominada “mangiferina” (Figura 11), entre
otros (80). Asi mismo, se han reportado diversas actividades biologicas de Mangifera
indica como antioxidante, antiinflamatoria, inmunomoduladora, quimioprotectora,

antidiabética y analgésica (81,82).

Figura 11. Estructura quimica de la
magniferina.

Luczkiewicz et al. mencionan que Vimang inhibe la activacion de diversos marcadores
implicados en un proceso inflamatorio (como COX-2), metastasis (recetor de quimiocinas
tipo 4), angiogénesis (VEGF, Factor de crecimiento endotelial vascular) y la via de
sefalizacion NF-kB, implicada en la inflamacion (80).

En otro estudio llevaron a cabo la evaluacion de Vimang sobre los factores de riesgo de
arterosclerosis en un modelo de hipercolesterolemia en ratones. Los resultados mostraron
que los animales tratados con el fitofarmaco a una dosis de 250 mg/kg presentaron niveles
reducidos de colesterol plasmatico y en higado en un 15y 20% respectivamente, asi como
un aumento de la capacidad antioxidante total plasmatica (10%) y disminucién de la

produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) (82).

Mantecodn et al., llevo a cabo la evaluacion de Vimang (300 mg/tableta) mezclado con MTX
(2.5 mg/tableta) en un estudio clinico en pacientes (n=20) con AR para evaluar la
reduccion de la enfermedad después de 180 dias de tratamiento y compararlo con la
terapia convencional, la cual consistia en MTX (12.5 mg/semana) y AINE o prednisona (5
o 10 mg/dia). La actividad antiartritica fue monitoreada mediante la actividad de la
enfermedad a 28 dias (empleando la escala DAS 28) y el cuestionario de evaluacion de
salud (HAQ). Los resultados fueron expresados en término del criterio del ACR.

29



Los resultados mostraron que los pacientes tratados con la combinacion de Vimag y MTX
presentaron mejoria estadisticamente significativa en los parametros DAS 28 y respecto
a los criterios de ACR, el grupo MTX-Vimang presento una mejoria del 80% a los 90 dias.
En el grupo MTX-Vimang, el 100% de los pacientes redujo la administracion de AINE y el
70% de los pacientes no presentaron efectos gastrointestinales secundarios (81).

En relacion a estudios clinicos realizados sobre el uso de PM en pacientes con AR es muy
escaso. Rambod et al. llevo a cabo un estudio en adultos con AR (n=500) y en adultos
sanos (n=500); con el objetivo de conocer el porcentaje de personas que utilizan PM para
el tratamiento de este padecimiento. Los resultados mostraron que el 51.4 % de los sujetos
con AR utilizan PM, mientras que el 36.4% del grupo sano también las utiliza. Asi mismo,
evaluaron otras variables dentro de este estudio, en el cual destacan que personas con
un mayor grado de estudio ocupan en mayor proporcion las PM que el resto de los
pacientes, y los pacientes adultos (hombres) utilizan con mayor frecuencia la PM para el
tratamiento de AR que las mujeres, todas las comparaciones entre los grupos y variables
mencionados presentaron una diferencia significativa. También, encontraron que las PM
mas utilizadas para el tratamiento de AR son tomillo (43.4%), manzanilla (36.9%), borraja
(36.8%), lavanda (31.2%), jengibre (28.5%) y canela (21.5%). Los autores concluyen que
mas de la mitad de los pacientes con AR emplean diversas PM para el tratamiento de la
enfermedad, las cuales muestras eficacia y seguridad en su uso (83).

2.6 Lupeoly sus derivados

Existen principios activos de estructuras quimicas variadas aislado de plantas, que poseen
importante actividad bioldgica, entre ellas antiinflamatorias. Un grupo de compuestos
aislados de plantas con actividad antiinflamatoria son los triterpenos, los cuales son muy

similares a los esteroides (84).

En los ultimos afios, los triterpenos de origen natural han sido investigados debido a que
no solo presentan actividad antiinflamatoria, sino también antitumoral. A la fecha, existen
mas de 100 esqueletos distintos, siendo los esqueletos del olaneano, ursano y lupano los
mas importantes dentro de los triterpenos, generando una diversidad estructural. A la
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fecha se describe que existen entre 40,000 y 60,000 compuestos, los cuales tiene diversas
actividades biologicas (antimicrobiana, antiinflamatorios y analgésica entre muchas otras),
por otro lado, se han aislado mas de 100 triterpenos de origen natural como prometedores
agentes antineoplasicos (85,86).

Entre las diversas actividades biologicas de triterpenos como el lupeol destacan la
antiprotozoaria, antiinflamatoria, antitumoral, cardioprotectora, hepatoprotectora y
antimicrobiana (87).

El acetato de lupeol (AL) es un derivado de este triterpeno, el cual ha sido aislado de la
nuez de karite (Vitellaria paradoxa), mango (Mangifera indica) o pimiento verde (Capsicum
annuum), Cnidoscolus tehuacanensis y Euphorbia geniculata y se ha descrito que tiene
actividad antiinflamatoria en diversos modelos: topico (induccién del edema con TPA) y
sistémico (induccion del edema con carragenina), antioxidante, anticancerigeno e

inmunomodulador (88—90) (Figura 12).

Figura 12. Estructura quimica del AL.

Kweifio-Okai & Carroll evaluaron la actividad antiartritica del AL en un modelo murino,
donde inocularon ratas con AFC y midieron el diametro del edema formado en los dias 11,
32 y 60; el AL fue administrado via i.p. a dosis de 66 mg/kg a partir del dia 32 hasta el dia
40. Tanto en las ratas artriticas tratadas como en las no tratadas, los diametros de tobillo
y pata contralaterales permanecieron sin cambios hasta el dia 60; por lo que el grupo
tratado con AL (n=5) no mostrdé efecto antiinflamatorio alguno durante y después de la

administracion de este compuesto (91).
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Otra investigacion del AL (aislado de Himatanthus drasticus mediante cromatografia en
columna, del cual se determino la estructura mediante RMN '3C), sobre la actividad
antiinflamatoria en tres modelos diferentes (formalina, carragenina y dextran) en ratones
machos suizos. Los resultados mostraron que, en el modelo de formalina, el AL (50 mg/kg)
redujo la inflamacion del edema en un 61 %, mientras que el farmaco de referencia
(morfina) presento 91 % de inhibicion de la inflamacion. En el modelo de inflamacién con
carragenina, el AL en dosis de 10 y 20 mg/kg presentaron la mejor reduccion del edema
durante las primeras 4 horas en las que se llevo a cabo la evaluacién, destacando que los
mayores % de inhibicion del edema se presentaron a la 4® hora con 51 y 49 % de
inhibicién, respectivamente, en comparacion con el grupo de animales tratados solamente
con vehiculo (Tween 80). Por ultimo, en el modelo de induccion de edema con dextran, el
grupo pretratado con AL (12.5y 25 mg/kg) i.p. presento el efecto maximo a la 3% hora con
un 30 y 50 % de inhibicion de inflamacion respectivamente, efecto muy similar al del
farmaco de referencia (Dexametasona) (92)

Respecto a la actividad antiinflamatoria en el modelo de carragenina, otra investigacion
evalud el AL aislado de una fraccion hexanica de Balanophora spicata, los resultados
mostraron que los animales pretratados con AL (100 mg/kg) administrado por via i.p.
presentaron mayor efecto antiinflamatorio respecto al grupo de Ind (4 mg/kg) entre la
primera y la quinta hora. El AL de igual manera se evalué en un modelo de inflamacion

topica con TPA, determinando la Dlsp = 0.54 uymol/oreja (93).

Otro estudio realizado por Zambrano-Vasquez et al., donde evaluaron la actividad
antiinflamatoria aguda topica y sistémica del extracto CHCI3:EtOH de C. tehuacanensis 'y
de las fracciones primarias obtenidas a partir de este extracto por CC-FN. En este trabajo
se encontré que la fracciéon 33-43 (rica en AL, con un contenido del 90.4%) mostro
importante efecto antiinflamatorio por via topica (inducido con TPA), el cual inhibié en un
57.28% a la dosis de 2 mg/oreja, actividad similar al farmaco de referencia Ind (55.6%)
evaluada a la misma dosis. La evaluacion de la fraccion rica en AL (33-43) fue evaluada a
una dosis 150 mg/kg observandose que el efecto antiinflamatorio maximo fue de 41.86%
En este caso encontraron que la fraccion rica en AL resulto mas activa que el extracto
(90).
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El AL también ha sido evaluado (in vitro) en una linea de macrofagos RAW264.7, para el
tratamiento y prevencion de la osteoartritis solo y en combinacion con curcumina. EI AL
se evaluo a la dosis de 10, 20, 40, 80 uM), la curcumina (2.5, 5, 7.5, 10 yM) y una
combinacién de ambas: curcumina (10 yM) + AL (10 uM), curcumina (10 uM) + AL (20
puM), curcumina (10 uM) + AL (40 uM) y curcumina (10 uM) + AL (80 uM) y determinaron
viabilidad celular, supresion de mediadores proinflamatorios y la inhibicion de formacion
de osteoclastos. Los resultados mostraron que los tratamientos no presentaron
citotoxicidad en la linea celular RAW264.7; respecto a la supresion de mediadores
inflamatorios, la combinacion de curcumina (10 yuM) + AL (10 gM) inhibid los niveles de
TNF-a mejor que AL a la dosis mas alta (80 uM); ademas observaron que la combinacion
con mejor efecto sinérgico frente a todas las citocinas fue curcumina (10 uM) + AL (40 uM)
y observaron que todas las combinaciones de curcumina y AL evitaron la formacién y
maduracion de osteoclastos mediante la modulacion de la actividad de NF-kB. Mostrando
que el AL solo o en combinacion, puede ser un excelente agente frente enfermedades
inflamatorias cronicas (88)

33



3 JUSTIFICACION

Datos epidemiologicos muestran que en México la AR afecta al 1.6 % de la poblacién;
ademas es la primera causa de consultas en servicios de reumatologia. La enfermedad al
ser cronico degenerativo reduce la productividad laboral del afectado, los tratamientos son
prolongados y de elevado costo e inducen severos efectos secundarios.

Al respecto, se ha descrito que tan so6lo en Estados Unidos entre 1996-2011, la AR y sus
complicaciones representaron el mayor aumento en los gastos de atencion de la salud en
este pais, de acuerdo con la Encuesta de Panel de Gastos Médicos. El costo directo total
por persona en 2011 fue $ 9,556 dolares/afo durante el periodo 2009-2011 y el costo
directo total fue de $ 580.9 mil millones de doélares. Estimaciones epidemioldgicas
pronostican que para el 2030 habra 67 millones de personas con AR.

Por lo que es necesario y urgente contribuir en la busqueda de nuevas alternativas, ya
sean de origen natural o derivados de sintesis quimica, con el objetivo de mejorar de la
calidad de vida del paciente, que sean de menor costo y con menos efectos secundarios

qgue los existentes.
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4 HIPOTESIS

Los compuestos Acetato de lupeol y Br-5-ASA poseen actividad in vivo en procesos

inflamatorios crénicos evaluados en un modelo murino.
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5 OBJETIVOS

5.1 General
Evaluar la actividad in vivo del acetato de lupeol y del derivado Br-5-ASA en procesos
inflamatorios de tipo agudo y crénico.

5.2 Especificos

1. Obtencidén del Acetato de Lupeol a partir de un extracto organico CHCI3:EtOH (1:1) de
Cnidoscolus tehuacanensis mediante fraccionamiento quimico y por proceso de
recristalizacion.

2. Obtencion del derivado de Br-5-ASA mediante sintesis quimica.
3. Determinar la DEsg del AL y del derivado Br-5-ASA a partir de ensayos in vivo de edema
auricular inducido con TPA y agudo sistémico en un ensayo in vivo de edema subplantar

inducido con Carragenina.

4. Evaluar el efecto antiinflamatorio cronico y antioxidante in vivo del AL y y Br-5-ASA en
un ensayo inducido con Adyuvante de Freud Completo

5. Determinar la concentracion COX-2 y de linfocitos (CD3*, CD4* y CD8") presentes en
los animales tratados con AL y Br-5-ASA.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Procedimientos generales

El punto de fusion fue determinado utilizando un aparato Fisher-dhons, la cromatografia
en columna de fase normal (CC-FN) se llevo a cabo en gel de silice 60 (malla 70-230;
Merck, Darmstadt, Alemania). Los analisis de cromatografia de capa fina (CCF) se
realizaron en placas de gel de silice 60 F2s4 con base de aluminio (Merck) y las manchas
se visualizaron con una solucién al 10% de H2SO4 acuoso seguido de calentamiento a
100 ° C para identificar triterpenoides y como fase movil se emplearon disolventes con
grado creciente de polaridad Hexano (Hex), Cloroformo (CHCI3), Acetato de etilo (AcOEt),
Metanol (MeOH) y Etanol (EtOH) grado analitico (J.T. Baker) destilados previamente. El
analisis de las fracciones ricas en AL se realizd por cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas (GC-MS) en un cromatdgrafo de gases marca Agilent 6890 N
(GC) y en un Espectrometro de Masas marca AGILENT modelo 5975 C. La columna
utilizada fue AGILENT 19091S-433E DB-5MS, FN, de 30 m X 0.25 mm de diametro interno
y particula de 25 micras y como gas acarreador He, 9.59 psi. Utilizando las siguientes
condiciones para la deteccion de triterpenos: temperatura del inyector: 250 °C; modo de
inyeccion: Split; radio: 80:1; flujo del Split: 79.4 mL/min; flujo de corrida: 37 cm/seg;
volumen de inyeccién: 2uL. La temperatura inicial del horno fue de 70 °C con rampa de
calentamiento de 20 °C/min hasta 230 °C, la segunda rampa fue de 8 °C/min hasta 280
°C esto se mantuvo por 5 min y el tiempo de corrida total fue de 21.25 min.

Los reactivos empleados para la sintesis del derivado Br-5-ASA fueron acido 5-
aminosalicilo (Sigma), anhidrido bromo maleico (Sigma), y los solventes empleados
durante la reaccion fueron AcOEt, Hex y MeOH grado analitico (J.T. Baker). Los analisis
de RMN 'H del Br-5-ASA se realizaron con un espectréometro de resonancia magnética
nuclear 300 MHz (Varian Mercury VXx).

Para los ensayos de actividad antinfamatoria se empleé el 13-acetato de 12-orto-
tetradecanoilforbol (TPA, Sigma), Carragenina A (Sigma), Adyuvante de Freund Completo
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(DIFCO), Ind (Sigma) y Fenilbutazona (Sigma), el vehiculo utilizado fue Tween 80 (Sigma)
o acetona J.T. Baker) y la medicion del edema subplantar se realizé con un micrometro
digital (Mitutoyo, APB-2D)

6.2 Obtencion del AL

Esto se realiz6 mediante el fraccionamiento primario de extracto hexanico de Cnidoscolus
tehuacanensis por cromatografia en columna fase normal (CC-FN) empleando como
soporte 200 g de silica gel y como sistemas de elucion mezclas de disolventes con grado
decreciente de polaridad. En la columna se sembraron 20 g de extracto, durante este
proceso se recolectaron 126 fracciones de 500 mL, cada fraccién se concentrd y reunio
segun el perfil cromatografico mostrado en CCF, con la finalidad de obtener el compuesto
de interés. De la fraccion primaria 40-58 se realiz6 una siguiente CCF-FN, en donde se
sembraron 1.4 g de muestra, la columna se eluy6é con Hexano [100%] y mediante este
proceso se obtuvo el compuesto de interés (AL) en forma de polvo blanco con p.f. = 208-
210 °C.

Todas las fracciones con menor grado de pureza, fueron reunidas mediante su
comparacion por CCF, y sometidas a diversos fraccionamientos por CC-FN para
enriquecer el AL, el cual fue utilizado en los ensayos biologicos, las fracciones con mayor
abundancia en AL fueron separadas y analizadas posteriormente.

La deteccién del compuesto de interés (AL) se realizdé por CG-EM y la identificacion
guimica de este compuesto se realizé por comparacion de su espectro de masas con el
descrito por el National Institute of Standards and Technology Library (NIST 8.0) y
comparacion de sus datos de resonancia magnética nuclear (RMN) previamente reportado
y/o Rayos Xy por comparacion de Rr de fracciones ricas en AL por CCF comparativas.

6.3 Sintesis del derivado Br-5-ASA

La sintesis quimica se llevé a cabo de acuerdo a lo reportado previamente por Cabrera
Pérez et al., (62) con algunas modificaciones. Se colocaran en un matraz bola de 250 mL
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cantidades equimolares de 5-ASA (6.2 mmol/1.0 g) y anhidrido bromo maleico (6.2
mmol/0.6 mL), se adicionaron 80 mL de AcOEt y la mezcla de reaccion se mantuvo en
agitacion a reflujo durante 5 h (Figura. 13). Pasado el tiempo de reaccion, se obtuvo un
soélido de color blanco que se filtr6 al vacio. El sélido se colocd en un vaso de precipitados
de 25 mL y fue resuspendido en 10 mL de etanol frio y se mantuvo en agitacién constante
durante 3 min a temperatura ambiente. Se filtro nuevamente al vacio y se lavé con 10 mL

de etanol frio. El solido obtenido se dejo secar en estufa a 100 °C durante 1 h

o o (e]
H
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HO e
+ TI
v HO o OH
HO

Figura 13. Sintesis del derivado de Br-5-ASA.

La caracterizacion y purificacion del derivado de Br-5-ASA se llevd a cabo mediante
analisis por CCF, mediante la comparacion de su (Ry), asi como por comparacion de sus
datos de RMN ('Hy '3C) reportados por Cabrera et al., (62).

6.4 Evaluacion de la actividad antiinflamatoria in vivo

Para los ensayos bioldgicos, se utilizaron ratones macho de la cepa Balb/c con un peso
de 25 +2 g, los cuales fueron suministrados por el bioterio del Centro Médico Nacional
Siglo XXI (CNM SXXI) del IMSS. Los animales se mantuvieron en cajas de acrilico, bajo
condiciones normales de humedad, con periodos de luz-oscuridad 12/12 h, con
alimentacion y consumo de agua ad libitum. Cabe sefalar que los procedimientos
utilizados para el manejo de los animales de experimentacién fueron realizados conforme
a la NOM-062-Z00-1999 (especificaciones técnicas para la produccién y uso de animales
de laboratorio) revisado en 2005. El presente protocolo fue aprobado por el comité local
de investigacion cientifica del Hospital de Especialidades del CMN SXXI IMSS con numero
de registro R-2018-3601-056.
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Los animales fueron anestesiados con xilacina (5 mg/kg) y se sacrificaron por dislocacion
cervical y los cadaveres fueron incinerados en el bioterio del CMN Siglo XXI, IMSS.

Todas las determinaciones in vivo se realizaron por duplicado en ensayos independientes,
bajo las mismas condiciones, para poder observar reproducibilidad de los posibles efectos
farmacologicos.

6.4.1 Modelo de inflamacion tépica (TPA)

Este ensayo se llevo a cabo de acuerdo con la metodologia descrita por Dominguez-Ortiz
et al. y Garcia-Rodriguez et al. (94,95) y se emplearon grupos de 5 ratones machos (n =
5). Los grupos controles fueron administrados de forma tépica con 2.5 pg de TPA disueltos
en 25 uL de acetona en la oreja derecha (Ws), y en la oreja izquierda se aplicaron 25 L
de acetona (Wo). Los grupos tratados recibieron una primera aplicacion tépica de TPA en
la oreja derecha (W’s) al igual que los controles, y transcurridos 30 minutos, se aplicaron
50 pL de los compuestos a evaluar AL o Br-5-ASA (0.5, 1y 2 mg/oreja de cada compuesto)
o Ind (0.5, 1 y 2 mg/oreja). Los ratones se sacrificaron por dislocacion cervical en la sexta
hora posterior a la aplicacién del TPA, y se obtuvieron secciones de 6 mm del tejido
auricular, para ser pesadas. La actividad antiinflamatoria local se calculé con base a la
diferencia de los pesos entre los tejidos auriculares comparados con el grupo control de

TPA, con la siguiente férmula:

L (Ws — Wo)Control — (W’s — W) Tratado
% Inhibicién = (Ws — Wo)Control X100

6.4.2 Modelo de inflamacién sistémica (carragenina)

Se realizdé una inyeccidn via subcutanea (s.c.) de 20 pyL con carragenina disuelta en
solucion salina inyectable (SSI) en el cojinete subplantar de ratones machos. Los grupos
tratados (n= 5), fueron administrados via intragastrica (i.g.) con Ind (10 mg/kg) y los
compuestos AL o Br 5-ASA fueron administrados a la dosis de 20, 50, 100, 150 y 250
mg/kg, una hora antes de la inoculacién del agente irritante, siguiendo la metodologia
descrita por Dominguez-Ortiz et al. y Garcia-Rodriguez et al. (94,95). Las muestras
problema se solubilizaron en el vehiculo Tween 80: agua (1:9), y el grupo control de
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carragenina recibio solo el vehiculo por via i.g. El porcentaje de inhibicién se calculo
comparando las mediciones del edema subplantar en los distintos tiempos (1, 3, 5y 7 h)
(Et), con respecto de la medicion basal al tiempo cero antes de inocular la carragenina
(Eo). Los resultados fueron analizados con la siguiente férmula:

o (Et — Eo)Control carragenina — (Et — Eo)Grupos tratados
% Inhibicién = 8 P X100
o nhubreion = (Et — Eo)Control carragenina

6.4.3 Determinacion de la dosis efectiva media (DEsg)

La dosis efectiva media fue calculada mediante el analisis de los datos obtenidos a partir
de porcentaje de inhibicion del edema tanto de TPA como de carragenina (y), contra el
logaritmo de cada dosis (x), de acuerdo con lo descrito por Perazzo et al. (96). Este método
se utilizo con la finalidad de evaluar la efectividad de AL y Br 5-ASA en relacion con la
inhibicién del proceso inflamatorio al compararlo con el grupo control y la Ind, un farmaco
AINES usado como control positivo, cuya DEso se calcul6 para ambos ensayos de

inflamacion aguda.

6.4.4 Modelo de inflamacién crénico (AFC)

Con el fin de determinar el efecto de AL y de Br 5-ASA en el modelo de inflamacion crénica,
se utilizo el ensayo de monoartritis inducida con AFC. La dosis de los compuestos fue la
DEso determinada en el modelo de carragenina (inflamacion sistémica) siendo de 125
mg/kg para ambos compuestos, los cuales fueron solubilizadas en Tween 80:H20 (1:9).
El ensayo de inflamacidn crénica se llevo a cabo de acuerdo con la metodologia descrita
por Rasool et al., (97) y Gutiérrez-Rebolledo et al., (98)en el cual los animales fueron
seleccionados de forma aleatoria y se formaron 5 grupos de 10 ratones Balb/C machos

con el siguiente esquema de tratamiento:

Grupo I: Control de animales sanos que recibieron solo vehiculos

Grupo II: Testigo con AR, dos inoculaciones de AFC (20 pL) los dias 0 y 14 del estudio.
Grupo llI: Fenilbutazona 100 mg/kg, con dos inoculaciones de AFC (20 pL, dia 0 y 14)
Grupo IV: Acetato de lupeol (125 mg/kg), con dos inoculaciones de AFC (20 uL, dia 0 y 14)
Grupo V: Br-5-ASA (125 mg/kg), con dos inoculaciones de AFC (20 pL, dia O y 14)
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Los animales del grupo | no recibieron ninguna inoculacién subplantar y solo recibieron el
vehiculo por via i.g durante 28 dias. Los grupos I, I, IV y V recibieron dos inyecciones de
20 pL de AFC sin emulsificar en los dias 0 y 14 del estudio de forma s.c. en la base plantar
de la pata izquierda. La primera inoculacion subplantar del AFC fue tomada como el dia 0
del estudio.

Los tratamientos fueron administrados por via i.g. a partir del dia 7 posterior a la
administracion AFC, hasta el dia 27 del estudio. Los tratamientos fueron administrados en

un volumen no mayor a 10 mL/kg peso corporal.

6.4.4.1 Medicién del edema plantar y peso corporal

El desarrollo del edema subplantar se registré en los dias 1,3,5,7,9,11,13,15,17,19,21,23,
25,27 y 28 del estudio, reportandose como aumento del diametro del edema en milimetros
con respecto del dia cero (basal), y su porcentaje de inhibicién con respecto del testigo
positivo (AFC sin tratamiento) a partir del dia 7 al 28. El registro del incremento del peso

corporal se registré los mismos dias que las mediciones.

L (Ct — Co)Tratamientos
% Inhibicién del edema = (Ct = Co)Testigo AFC X100(| — 100

En donde:

Co= Diferencia del tamafio del edema subplantar a tiempo cero (antes de la primera
inoculacién del AFC) de cada grupo

Ct= Diferencia del tamafo del edema subplantar a cualquier tiempo posterior a la primera
inoculacién del AFC (dia 1,3,5,7,9,11,13,15,17,19,21,23,25,27 y 28) dé cada grupo

La ganancia de peso se calculo entre las diferencias de las medidas con respecto al dia
cero (medicion basal)(98).
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6.4.4.2 Cuantificacion de linfocitos CD4*

Transcurrido el tiempo de tratamiento (28 dias), se obtuvieron los ganglios popliteos de
las patas traseras de cada grupo [ratones sanos, tratados con AFC, control positivo (PBZ
100 mg/kg) y los tratamientos (AL y Br-5-ASA 125 mg/kg)] y fueron lavados con SSI y
colocados en medio RPMI con suero fetal bovino 10%, las células libres y filtradas fueron
aislados para la tincién extracelular (CD3*,CD4* y CD8"). Se utilizaron los siguientes
anticuerpos clon anti-CD3, anti-CD4 y anti-CD8. Las muestras se midieron en un citometro
de flujo MACS Quant analizador (Miltenyi Biotec); los resultados se analizaron con el
software estadistico FlowJo versién 10 y los parametros calculados fueron relacion de
linfocitos CD3+, CD3+/CD4+ y CD3+/CD8+.(98).

6.4.4.3 Analisis histolégico de higado, ganglios popliteos y edema subplantar

Cada grupo de animal fue sacrificado para obtener el higado y ganglio popliteo para su
analisis macroscoépico e histologico. Posteriormente, se colocaron en una solucion de
formol amortiguada al 10% para su fijacion.

Los 6rganos extraidos de los animales fueron lavados con SSI, y se sumergidos en EtOH
anhidro durante 48 horas para su deshidratacion. Transcurrido el tiempo, los tejidos se
retiraron del EtOH y colocados en un procesador de tejidos para hacerlos pasar por xileno
por una hora en dos ocasiones y finalmente incluirlos en parafina histolégica. Cada tejido
tratado fue colocado en cubos de parafina para obtener cortes de 5 ym realizados en un
microtomo. Cada corte se tifio con la técnica de hematoxilina eosina. Los cortes de cada
tejido (edema subplantar y ganglios popliteos) se analizaron en microscopio con la
intencidn de buscar alteraciones histolégicas en comparacién con el grupo control (22,98).

6.4.4.4 Cuantificacién de enzima COX-2 por método fluorométrico

Se utilizo un kit de ensayo (Cayman Chemilcal No 700200) para realizar la curva de
cuantificacion de COX-2 a diferentes concentraciones (0, 0.008, 0.016, 0.030, 0.063,
0.125, 0.250,0.500 U/pL), y el reactivo DUP-697 (inhibidor de COX-2).

43



Previamente fueron obtenidos los ganglios popliteos (n=4) de los tratamientos, se
colocaron en buffer de fosfato (PBS pH=7.4), para después ser homogenizado el tejido
con 500 pL de buffer Tris-HCI (pH=7.5 con inhibidor de proteasas), el homogenizado fue
centrifugado a 10,000 rpm/15 min a 4°C, el sobrenadante se refrigero a -80°C para su
utilizacién. Se calculo la concentracion de COX-2 presente en los tratamientos a partir de
una regresion lineal (y= mx + b) obtenida de la curva patron previamente realizada con
COX-2 (Cayman).

6.4.4.5 Determinacion de proteinas totales

Se utilizo un kit de ensayo (Cayman Chemical No 704002) para realizar la curva utilizando
estandar de BSA (albumina de suero bovino) a diferentes concentraciones (0, 5.6, 7.5,
10.1, 13.5, 18, 24, 32 pg/mL), por otro lado las muestras de ganglios obtenidos
previamente fueron diluidas en un factor de 100 [(10 pL, muestra + 990 pL, agua), las
muestras fueron colocados en su respectivo pozo y se adicionaron 100 pL de reactivo de
Bradford, para posteriormente leer a una absorbancia de 595 nm en un lector de Elisa, los
resultados se emplearon para conocer la cantidad de proteina presente en los ganglios
popliteos (99).

6.5 Analisis estadistico

Las pruebas estadisticas y las graficas, fueron realizadas con el programa Sigma Plot
version 12.5. Todos los ensayos de inflamacion in vivo y los resultados fueron expresados
como las medias con su error estandar. El analisis de los resultados obtenidos en la
inflamacion aguda topica (TPA) para la diferencia de pesos del tejido auricular se empled
una ANOVA una via, mientras que para la inflamacidén sistémica (Carragenina) y cronica
(AFC) para el diametro del edema subplantar, se realizara mediante una ANOVA
bifactorial de medidas repetidas (RM). La diferencia entre medias se determinara con la
prueba post hoc SNK, p<0.05 para aquellas que seran considerados significativas.
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7 RESULTADOS

7.1 Obtencidon del acetato de lupeol a partir del extracto organico de C.
tehuacanensis

La especie vegetal objeto de estudio fue colectada en la comunidad de Calipan,
perteneciente al municipio de Coxcatlan, Puebla. La colecta se realiz6 el 24 de julio del
2016; para realizar este proyecto de investigacion se utilizaron las partes aéreas de
Cnidoscolus tehuacanensis Breckon. Recientemente (21 de octubre del 2017) se realizo
una colecta adicional de C. tehuacanensis con la finalidad de contar con material vegetal
suficiente para obtener el compuesto de interés. Después de realizar la colecta del material
vegetal (0.15 kg), éste fue secado durante dos semanas a temperatura ambiente (25 £
2°C) y posteriormente fue triturado con la ayuda de un molino de cuchillas (Tor-Rey).

Con el material ya triturado se procedié a la preparacion del extracto via maceracion a
temperatura ambiente, repitiendo el proceso tres veces. El extracto se preparé empleando
Hex como solvente, en proporcion 50 g de material vegetal/litro de solvente. Transcurrido
el tiempo de maceracion (2 semanas), el extracto fue filtrado con papel filtro poro mediano

por gravedad; de cada filtrado se elimind el solvente a presion reducida (474-175 Pa).

Al finalizar el proceso se obtuvo el extracto crudo y libre de solvente (Hex). Se calculé el
rendimiento con base en el peso seco y molido del material vegetal (Ecuacion 1) cuyo

rendimiento fue de 4.13 %. El extracto organico (CtH) fue guardado para su posterior uso.

% de rendimiento=[PEC/PMv] X 100

Donde:
PEC: Peso del extracto crudo (g)
PMv: Peso del material vegetal seco y molido (g)

Cabe sefialar que la metodologia empelada fue similar a la reportada previamente por
Zambrano-Vasquez et al., (90)
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7.1.1 Fraccionamiento primario del extracto organico (CtH)

El fraccionamiento primario de extracto CtH se realizé por CC-FN empleando como fase
estacionaria silica gel 60 (168 g) y como fase movil se emplearon disolventes con grado
creciente de polaridad iniciando con Hex, mezcla de Hex:CHCIs, y CHCI3 destilados
previamente. Para este fraccionamiento se sometieron a la columna 6 g de extracto CtH,
a partir de los cuales fueron colectadas 56 fracciones de 250 mL cada una, 62 fracciones
de 500 mL y 8 fracciones de 1000 mL. Cada fraccidon fue concentrada al vacio para
eliminar el solvente y fueron sometidas a CCF para conocer su perfil fitoquimico, después
se reunieron segun el perfil cromatografico (Figura 13). Mediante este proceso se
obtuvieron 8 grupos de fracciones, los sistemas empleados, los rendimientos obtenidos, y
las claves finales de cada fraccion se describen en la Tabla 5.

i
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Figura 14. CCF de fracciones de baja polaridad del extracto CtH.
Muestras: CtH 1-81. Referencia: CtH Hex (Extracto Hexanico C. tehuacanensis). Sistema: Hex:AcOEt [95:5].
Revelador: H2SO4 10 %.
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Tabla 5. Fraccionamiento primario de Cnidoscolus tehuacanensis (CtH).

Sistema Fracciones reunidas % de Clave
de” Col Reunid Peso (mg) Rendimiento final
elucion olectadas eunidas
1-23 202.9 3.38 CtH 1-23
Hexano
[100] 1-7 24-39 733 12.21 CtH 24-39
40-58 1400 23.33 C"E:'sfo'
59-67 94.3 1.57 CtH 59-67
Hex:CHCI3
011 72-79
Hex:CHCls s0.63 68-82 274.6 4.57 CtH 68-82
[8:2]

He’f&'?C'?’ 84-92 83-95 553 9.2 CtH 83-95
CHCls:Hex CtH 96-
6:4] 93-100 96-104 276.3 4.605 104

CHCl3:Hex
8:2] 101-117
105-126 | 1537.4 2553 CtH 105-
CHCl3 118126 126
100%

*Polvo blanco con P.F. 203-205°C y Rf = 0.55 en CCF empleando sistema de elusion Hex:AcOEt (95:5),
analizado por CG-MS.

La fraccion primaria 40-58 fue seleccionada a partir de su perfil en CCF y su rendimiento,

la cual fue analizada por CG-MS, como se observa en la Figura 15 el compuesto de interés
se encuentra en un 99.19 % de abundancia, con un tiempo de retencion (Rt) de 25.16 min.
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Figura 15. Cromatograma de CG-EM de la fraccion primaria 40-58.
Muestra: CtH 40-58. Sistema: Hex:AcOEt [95:5]. Revelador H2SO4

7.1.2 Fraccionamiento secundario de la fraccion 40-58

A partir del fraccionamiento primario denominado CtH, se seleccioné la fraccion F40-58
para realizar un fraccionamiento secundario y aislar el compuesto de interés (acetato de
lupeol) con mejor grado de pureza. Para este proceso, se sometieron 1,380 mg de dicha
fraccion a CC-FN, en este caso la fase estacionaria (55.2 g de silica gel 60) fue
impregnada con nitrato de plata (AgNO3). Mediante este proceso se recolectaron 31
fracciones de 50 mL, 8 fracciones de 100 mL, 12 fracciones de 200 mL y 3 fracciones de
500 mL, cada una de las fracciones se concentro y se reunio segun el perfil cromatografico
mostrado en CCF, utilizando H2SO4 al 10 % como agente cromogénico. Estas fracciones
fueron reunidas y agrupadas en 8 grupos. El sistema de elucion empleado, el rendimiento
obtenido, asi como su respectiva clave final se describen en la Tabla 6. La CCF de cada

fraccion se muestras en la Figura 16.
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Tabla 6. Fraccionamiento secundario de la fraccion primaria 40-58.

Fracciones

Peso

Rendimiento

Sistema de elucion Coloctadas | Reunidas (mg) (%) Clave Final
1-14 19.3 1.4 CtH21-14
15-17 2.8 0.2 CtH215-17
Hexano [100] 1-55 18-38 62.95 4.56 CtH218-24
39 48.8 3.29 CtH239
40-55 983.9 71.29 CtH.40-55*

*Rf = 0.55 en CCF empleando sistema de elusion Hex:AcOEt (95:5). Analizado por CG-MS.

Figura 16. CCF de fracciones ricas en AL del extracto CtH.
Muestras: CtHz 1-6, 40-55. Referencia: F40-58 (Fraccionamiento CtH).
Sistema: Hex:AcOEt [95:5]. Revelador: H2SO4 10 %.

La fraccidén secundaria 40-55 fue la de mayor rendimiento y se obtuvo como polvo blanco

con p.f. =208-210 °C, soluble en Hex y con R = 0.55, al emplear un sistema de elucion

Hex:AcOEt [95:5]. El Rf fue similar al AL, para confirmar su pureza e identificacion se

realizé un analisis de CG-EM. En la Figura 17 se observa el respectivo cromatograma de

CG-EM, asi como el Rt correspondiente (25.16 min) y el porcentaje de abundancia del

compuesto de interés que fue del 100%.
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Figura 17. Cromatograma de la fraccién secundaria 40-55.

Asi mismo, se realizé un analisis por difraccion de rayos X, la cual es una técnica aplicada
para la caracterizacion de materiales cristalinos (F40-55) que tiene como fundamento la
interaccion entre el haz de rayos X y los electrones del entorno ordenado de un cristal,
permitiendo el acceso a la informacion de la estructura de la muestra (23). La Figura 18
muestra la estructura quimica, permitiendo corroborar la identificacion del compuesto de
interés. A partir de los analisis realizados mediante diversos métodos cromatograficos, la
fraccion CtH> 40-55 (983.9 mg) se selecciond para realizar las pruebas biolégicas

correspondientes por su pureza y abundancia.
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Figura 18. Estructura quimica del AL determinado mediante difraccién de rayos X.

7.1.3 Fraccionamiento secundario de la fraccion primaria 49-53

En un estudio previo (tesis de Licenciatura) se realizé el fraccionamiento primario de un
extracto CHCI3:EtOH de C. tehuacanensis (CtH) y se obtuvieron 169 fracciones primarias,
de estas fracciones primarias se eligi6 la fraccion 49-53 para realizar un fraccionamiento
secundario y aislar el compuesto de interés (AL). Para este proceso, se sometieron 507.9
mg de dicha fraccion a CC-FN, en este caso la fase estacionaria (23 g de silica gel 60) fue
impregnada de nitrato de plata (AgNOs). Mediante este proceso se recolectaron 39
fracciones de 50 mL, cada una de las fracciones se concentrd y se reunio segun el perfil
cromatografico mostrado en CCF, utilizando H2SO4 como agente cromogénico. De
acuerdo a su perfil cromatografico (Figura 19), estas fracciones secundarias fueron
agrupadas en 4 grupos. El sistema de elucién empleado, el rendimiento obtenido, asi

como su respectiva clave final se describen en la Tabla 7.
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Tabla 7. Fraccionamiento quimico secundario de la fraccion F49-53.

Sls:ieema Col F:acmones Peso | Rendimiento Clave o.f
elucion | due - | Reunidas | (mg) (%) Final £
13 2.1 0.41 13
4-21 321.8 63.3 421* | 210-215*
Hﬁ"ggf 139 | 2228 | 505 9.9 22-28
29 4.1 0.8 29
31-39 439 8.64 31-39

*Rf = 0.55 en CCF empleando sistema de elusion Hex:AcOEt (95:5). Analizado por CG-MS.
**p.f. reportado para AL (216-218 °C).

Figura 19. CCF de las fracciones obtenidas por el fraccionamiento secundario 49-53.
Muestras: F49-53/5,6,7,8,9,10,11,17,18,19,20. Referencia: AL. Sistema: Hex: AcOEt [97:3]. Revelador:
H2S04 10 %.

La fraccion secundaria 49-53/4-21, presento un Rf similar al obtenido para el AL, por lo
que fue analizada por CG-MS para determinar su grado de pureza, asi como la
abundancia presente en esta fraccion. En la Figura 20 se observa el respectivo
cromatograma de gases, asi como los Rt correspondientes y los porcentajes de
abundancia. En el cromatograma se observo la presencia de dos triterpenos: acetato de
cicloartenol con un Rt= 23.9 min y el compuesto de interés (AL) con un Rt = 25.16 min,
valor similar al presentado al cromatograma de la fraccion primaria CtH 40-55 (Figura 16).
Respecto al porcentaje de abundancia de los dos triterpenos presentes en la muestra, el
acetato de cicloartenol esta presente en un 31.1% y el AL un 68.9 %. A partir del
cromatograma obtenido se decidié someterlo nuevamente a CC-FN con la finalidad de

obtener AL puro.
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Figura 20. Cromatograma de la fraccion secundaria 49-53/4-21.

7.1.4 Fraccionamiento terciario de fracciones ricas en AL

Se llevd a cabo un fraccionamiento terciario a partir de fracciones colectadas de los
fraccionamientos F49-53 (Tabla 7) y CtH (Tabla 6); las fracciones 49-53/4-46, CtH 24-39
y CtH 59-82 mostraron la presencia de AL pero con algunas impurezas cuyo perfil fue
similar a la fraccion 40-55 (Figura 17). Este fraccionamiento en CC-FN se llevo a cabo
sometiendo 1,700 mg de las fracciones reunidas; en este caso la fase estacionaria (55.2
g de silica gel 60) fue impregnada con AgNO3. Mediante este proceso se recolectaron 16
fracciones de 50 mL y fracciones de 100 mL. Cada una de las fracciones se concentro y
se reunié segun el perfil cromatografico mostrado en CCF, utilizando H2SO4 al 10 %
(Figura 18). Estas fracciones fueron reunidas y agrupadas en 10 grupos. El sistema de
elucion empleado, el rendimiento obtenido, asi como su respectiva clave final se describen
en la Tabla 8. Mediante este fraccionamiento se logra obtener el compuesto de interés
(AL); sin embargo, estas fracciones estan contaminadas segun se observa en la CCF y
en la Figura. 21
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Tabla 8. Fraccionamiento quimico terciario para la obtencion de AL.

i Fraccion imi

SI::szgnde Colectadaascc oReesunidas ?:12? Re"‘TI(L'Z)'e"tO Clave Final

1-4 417.8 24.57 CtH;2-4

5-6 78.7 4.63 CtHs 5-6

7-8 49.5 2.91 CtH3 7-8

9-10 32.3 1.9 CtHs; 9-10
Hexano [100] 1-36 11-12 29.8 1.75 CtHs 11-12
13-18 45.1 2.65 CtHs; 13-18
19-20 460.1 27.06 CtHs 19-20
21-30 323 19 CtHs 21-30*
31-36 28.1 1.65 CtHs 31-36

Figura 21. Perfil cromatografico de fracciones ricas en el compuesto de interés.

Muestras: CtHs 1-36. Referencia: CtH2 40-55 (acetato de lupeol). Sistema: Hex:AcOEt [95:5]. Revelador:

H2S04 10 %.

Con la finalidad de obtener cantidad suficiente de AL para poder realizar el ensayo

biolégico, se realizaron al menos cinco CC-FN, mediante las cuales se logro obtener el AL

con grado de pureza diferente como se observa en la Figura 22.
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En la Figura 22 se observan los cromatogramas, mostrando que la fraccion a) posee un
92.76% de pureza, la fraccion b) y c) presentaron un 959 y 100 % de pureza
respectivamente. La fraccion CtHs 22-25 (c) fue reunida con la fraccion CtH240-55 para el

ensayo bioldgico.

7.2 Sintesis e identificacion del derivado de Br-5-ASA

Se llevo a cabo la sintesis del derivado Br-5-ASA siguiendo las condiciones descritas por
Cabrera-Pérez et al., (62). Mediante dos reacciones, la primera presento un rendimiento
del 50.81% obteniendo 548.3 mg de derivado Br-5-ASA; en la segunda reaccion se
obtuvieron 1.475 g del compuesto de interés, mostrando un rendimiento del 67.92%. Los
rendimientos fueron calculados a partir del rendimiento tedrico como se observa en las

siguientes ecuaciones:
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Ecuacion 1. Calculo de rendimiento (%) Rx1 Br-5-ASA

0.5008 ASA| 1 mol ASA ‘ ‘1 mol prod|| 330.08g | 1079 o (Tebri
' 8 153.14 g ASAl 11 mol ASA | [1 mol prod| ™ g (Tedrico)
0.5483 g

% Rendimiento = ( )x 100 = 50.81 %

1.079 g

Ecuacion 2. Calculo de rendimiento (%) Rx2 Br-5-ASA

330.08¢g
1 mol prod

1 mol ASA ‘ ‘1 mol prod

01.0078 g ASA
5 |153.14gASA 1 mol ASA

= 2.172 g (Tebrico)

1.4753 g

% Rendimiento = (m

)X 100 = 67.92 %

El solido obtenido presento color amarillo mp: 215 °C. PM (tedrico) = 330.08 g/mol. El
compuesto fue soluble en: dimetilsulfoxido (DMSO), tetrahidrofurano y EtOH, mostro
parcial solubilidad en MeOH y acetona y ligera solubilidad en AcOEt, acetonitrilo.

Los datos de RMN 'H (300 MHz, DMSO) fueron: ppm 12.2 y 11.0 (a, 1H c/u, OH), 9.85 (s,
1H, NH), 8.09 (d, 1H, J = 3, H6), 7.63 (dd, 1H, J = 9, J = 3, H4), 6.87 (d, J = 9, H3), 2.27
(m, 4H, J =7, H9 y H11), 1.77 (q, 2H, J = 7, H10) (Figura 23).
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Figura 23. Espectro de RMN 'H del derivado de Br-5-ASA.

7.3 Evaluacion de la actividad antiinflamatoria in vivo

7.3.1 Evaluacion de AL en el modelo de TPA

Para determinar la DEsp de este compuesto, se evalud en un rango 0.5 a 2 mg/oreja, y se
procedio a calcular el porcentaje de inhibicidn. Los resultados obtenidos se describen en
la Figura 24 y Tabla 9, mediante estos datos se calcul6 el valor de DEso siendo de 0.91
mg/oreja (7.10 mM/oreja) y la DEso para el control positivo fue de 1.76 mg/oreja (19.39
mM/oreja).
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Figura 24. Actividad antiinflamatoria aguda tdpica del AL sobre el edema auricular inducido con

TPA en ratones machos Balb/c machos.

Cada grupo esta representado como la media * e.e. Las dosis para cada grupo y tratamiento fueron de 0.5,
1y 2 mgl/oreja. ANOVA de una via y prueba, post hoc Student Newman Keuls (p<0.05). 2vs control TPA. ®vs
Ind. vs AL (0.5 mg/oreja), vs AL (1 mg/oreja), ®vs AL (2 mg/oreja), n = 5.

Tabla 9. Actividad antiinflamatoria (porcentaje de inhibicién) de AL sobre la formacion del edema
auricular inducido con TPA en ratones Balb/c machos.

Tratamiento Diferencia de peso del Porcentaje de
edema auricular (mg) inhibicion (%)
Control TPA 7+0.20 bede
Ind a o
(18.63 mMloreja) 3.04+0.52 56.57%
AL (3.90 mM/oreja) 3.86+0.72 2 45.63%
AL (7.81 mM/oreja) 3.2+0.35° 54.93%
AL (15.62 mM/oreja) 1.924+0.27 @ 73.69%

*Cada grupo esta representado como la media + e.e. Las dosis para cada grupo y tratamiento fueron de 0.5,
1 y 2 mg/oreja. Los valores entre paréntesis indican el porcentaje de inhibicion del edema auricular con
respecto del grupo control de TPA. ANOVA de una via y prueba, post hoc Student Newman Keuls(p<0.05).
ays control TPA, vs Ind, ®vs AL (2 mg/oreja), vs AL (1 mg/oreja), evs AL (0.5 mg/oreja), n=>5.
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7.3.2 Evaluacion de Br-5-ASA en el modelo de TPA

El compuesto Br-5-ASA fue evaluado en el rango de 0.5 a 2 mg/oreja. Los resultados
muestran que el porcentaje de inhibicion maximo fue de 46.48% a la mayor dosis (Figura
25, Tabla 10). En este caso la DEsp fue de 2.15 mg/oreja (2.17 mM/oreja).

bede = TPA

Ind (2 mg/oreja)
B2 5-ASA (0.5 mg/oreja)
6 - a E= 5-ASA (1 mg/oreja)
I 5-ASA (2 mg/oreja)

Diferencia de peso (mg) del edema auricular
N

0 1 2

Tratamientos

Figura 25. Actividad antiinflamatoria aguda tépica de Br-5-ASA sobre la diferencia de peso del
edema auricular inducido con TPA en ratones machos Balb/c machos.

Cada grupo esta representado como la media * e.e. Las dosis para cada grupo y tratamiento fueron de 0.5,
1y 2 mg/oreja. ANOVA de una via y prueba, post hoc Student Newman Keuls (p<0.05). @vs control TPA, ®vs
Ind, °vs Br-5-ASA (0.5 mg/oreja), s Br-5-ASA (1 mg/oreja), évs Br-5-ASA (2 mg/oreja), n = 5.
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Tabla 10. Actividad antiinflamatoria (porcentaje de inhibicion) de Br-5-ASA sobre la formacion del
edema auricular inducido con TPA en ratones Balb/c machos.

Tratamiento Diferencia de peso del edema | porcentaje de inhibicion (%)
auricular (mg)
Control TPA 0.7+0.20 bede
Ind 3.04+0.522 56.57%
(18.63 mM/oreja)
Br-5-ASA (0.5 mM/oreja) 5.38+0.37 @ 24.23%
Br-5-ASA (1.01 mM/oreja) 4.36+£0.25 2 38.59%
Br-5-ASA (2.02 mM/oreja) 3.8+0.51 2 46.48%

*Cada grupo esta representado como la media + e.e. Las dosis para cada grupo y tratamiento fueron de 0.5,
1 y 2 mg/oreja. Los valores entre paréntesis indican el porcentaje de inhibicion del edema auricular con
respecto del grupo control de TPA. ANOVA de una via y prueba, post hoc Student Newman Keuls(p<0.05).
ays control TPA, vs Ind, °vs Br-ASA (0.5 mg/oreja), %vs Br-5ASA (1 mg/oreja), evs Br-5ASA (2 mg/oreja),
n=>5.

7.3.3 Evaluacion de AL en el modelo carragenina

En este experimento se uso la carragenina como agente flogistico, Ind como farmaco de
referencia y el compuesto AL se evaluo a las dosis de 20, 50, 100, 150 y 250 mg/kg,
administrado por via i.g. y evaluados en dos experimentos. Los animales tratados con AL
a la dosis de 20 y 50 mg/kg presentaron un maximo de inhibicion (33.05 y 33.62 %,
respectivamente) a la quinta hora, este porcentaje de inhibicion fue similar a la Ind
(31.33%) a la misma hora. Por otro lado, el efecto antiinflamatorio del compuesto de
interés a la dosis de 100 y 150 mg/kg mostré un valor del 43.31% y 40.22% a la quinta
hora, respectivamente, respecto al control sin tratamiento; estas dosis presentaron mayor
porcentaje de inhibicion que el control positivo (Ind) al mismo tiempo (Figura 25, Tabla 11).
Cabe sefalar que a la dosis de 250 mg/kg se observo un 51.25 % de inhibicion a la 5a

hora, siendo mayor este porcentaje que el observado para la Ind (31.33 %).
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Figura 26. Actividad antiinflamatoria de AL (20, 50 y 100 mg/kg) sobre el edema suplantar agudo
inducido con carragenina en ratones Balb/c machos.

Cada grupo esta representado como la media * e.e. Analisis estadistico ANOVA Bifactorial, prueba post hoc
SNK (p=<0.05), n= 5.

A las dosis mas altas (150 y 250 mg/kg) en el segundo experimento, el porcentaje de
inhibicion fue muy similar a la 52 hora de formacion del edema, siendo este valor 40.2 y
51.2 % de inhibicion; sin embargo, al realizar un analisis estadistico no se observo
diferencia significativa. Los resultados de este 2do experimento permitieron calcular la
DEso= 243.9 mg/kg (204.13 mM/kg) y se describen en la Figura 27 y Tabla 11.
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Figura 27. Actividad antiinflamatoria de AL (150 y 250 mg/kg) sobre el edema suplantar agudo
inducido con carragenina en ratones Balb/c machos.

Cada grupo esta representado como la media * e.e. Andlisis estadistico ANOVA Bifactorial, prueba post
hoc SNK (p<0.05), n= 5.

El analisis estadistico correspondiente se llevé a cabo mediante un ANOVA de dos vias
de medias repetidas, donde se comparo el factor (tratamiento) vs factor (tiempo),
mostrando que las diferentes dosis evaluadas de AL sdlo presentan diferencia significativa
al ser comparadas con el control negativo (tratamiento con carragenina) a la 5%hora, en la

cual todas las dosis evaluadas presentaron actividad antinflamatoria sistémica (Tabla11).
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Tabla 11. Actividad antiinflamatoria de AL sobre el edema suplantar agudo inducido con
carragenina en ratones Balb/c machos.

Tratamiento Hora de mediciéon
1e'h 3¢ hora 5% h 72 h
Carragenina 0.36+0.02% 0.51%0.07" 0.8+0.170cdemik 0.64+0.1°"
Ind 0.24+0.03" 0.44+0.02"k 0.550.052"k 0.67+0.030°N
(10 mgfkg) (33.12%) (14.62%) (31.33%) (13.90%)
AL (20 mg/kg) 0.23+0.03" 0.390.02Mk 0.540.032" 0.58+0.03"
(35.31%) (22.94%) (33.05%) (9.9%)
AL (50 mg/kg) 0.20+0.01k 0.33+0.049nk 0.53+0.032" 0.48+0.05"
(44.43%) (35.25%) (33.62%) (25.20%)
AL (100 mg/kg) 0.24+0.017% 0.3620.03" 0.46+0.03%" 0.40+0.04°"
(32.28%) (28.86%) (43.31%) (37.50%)
AL (150 mg/kg) 0.35+0.06'k 0.55+0.044" 0.63+0.06%" 0.55+0.05"
(10.8%) (21.17%) (40.22%) (37.7%)
AL (250 mg/kg) 0.32+0.01% 0.52+0.07¢ 0.51+0.06%" 0.53+0.02"
(17.2%) (25.5%) (51.25%) (40.01%)

*Cada grupo esta representado como la media + e.e. Analisis estadistico ANOVA Bifactorial, prueba post
hoc SNK (p<0.05); 2vs Control carragenina, ®vs Ind, ®%vs AL 20 mg/kg, %s AL 50 mg/kg, ®vs AL 100 mg/kg,
fvs AL 150 mg/kg, 9vs AL 250 mg/kg, "vs 1h, 'vs 3h, lvs 5h, kvs 7h; AL, Acetato de lupeol; n=>5.

7.3.4 Evaluacion de Br-5-ASA en el modelo de carragenina

El Br-5ASA se evaluo a las dosis de 20, 50, 100, 150 y 250 mg/kg y se empled Ind como
control positivo. El compuesto a la dosis menor (20 mg/kg) mostré 28.88 % de inhibicion
a la quinta hora, y a la dosis maxima (250 mg/kg) presenté un mejor efecto antiinflamatorio
siendo de 52.25% a la misma hora. Cabe destacar que las 5 dosis evaluadas en el modelo
presentaron un comportamiento dependiente de la dosis (Figura 28), con estos resultados
se determino su respectiva DEspo = 240.38 mg/kg (284.72 mM/kg) (Tabla 12).

Asi mismo, se llevo a cabo el analisis estadistico correspondiente mediante un ANOVA de
dos vias de medias repetidas, donde nuevamente fue comparado el tratamiento vs tiempo,
mostrando que las diferentes dosis evaluadas de Br-5-ASA presentaron diferencia
significativa entre los tratamientos administrados y frente al control negativo (tratamiento

con carragenina) a la 5% hora, en la cual todas las dosis evaluadas mostraron actividad
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antinflamatoria sistémica, observando que la dosis de 250 mg/kg fue la dosis que presento

el mejor efecto antinflamatorio (Tabla 12).
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Figura 28. Actividad antiinflamatoria de Br-5-ASA sobre el edema suplantar agudo inducido con

carragenina en ratones Balb/C machos.
Cada grupo esta representado como la media * e.e. Analisis estadistico ANOVA Bifactorial, prueba post hoc

SNK (p=<0.05); n=5.
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Tabla 12. Actividad antiinflamatoria de Br-5-ASA sobre el edema suplantar agudo inducido con
carragenina en ratones Balb/c machos.

Tratamiento Hora de mediciéon
1" h 3 h 5% h 72 h
Carragenina 0.25+0.01% 0.56:0.03°¢'"k 1.00.04°cdeM | 0,68+0.06°0%""
Ind 0.24+0.017 0.43+0.023%" 0.48+0.0033cdeh 0.45+0.023%"
(10 mg/kg) (4.2%) (23.02%) (52.05%) (34.44%)
Br-5-ASA (20 0.24+0.017 0.44+0.0139Nk 0.71£0.013bdefghik 0.52+0.012¢shi
mg/kg) (1.27%) (21.95%) (28.05%) (23.19%)
Br-5-ASA (50 0.18+0.01k 0.48+0.039" 0.63+0.013bcfhik 0.46+0.139"
mglkg) (26.71%) (14.84%) (36.90%) (31.93%)
Br-5-ASA (100 0.21£0.01% 0.52+0.02fdnk 0.58+0.013bcahk 0.39x0.023ci
mg/kg) (14.43%) (8.44%) (42.30%) (42.7%)
Br-5-ASA (150 0.23+0.03" 0.360.032dehk 0.50+0.023cdn 0.50+0.042¢dn
mglkg) (8.05%) (36.52.45%) (49.71%) (26.86%)
Br-5-ASA (250 0.230.04' 0.30+0.02abcden 0.48+0.023cehik 0.350.0320cdm)
mg/kg) (7.81%) (45.91%) (52.25%) (47.63%)

*Cada grupo esta representado como la media + E.E. Analisis estadistico ANOVA Bifactorial, prueba post
hoc SNK (p=<0.05); 2vs Control carragenina, ®vs Ind, °vs Br-5-ASA 20 mg/kg, s Br-5-ASA 50 mg/kg, ®vs Br-
5-ASA 100 mg/kg, 'vs Br-5-ASA 150 mg/kg, %s Br-5-ASA 250 mg/kg, "vs 1h, ivs 3h, ivs 5h, kvs 7h; n=5.

7.3.5 Determinacion de la DE;5, de FBZ

Antes de llevar a cabo la evaluacién de los diferentes compuestos, se evalud el control
positivo (FBZ) a dos diferentes dosis (50 y 100 mg/kg, via i.g.). Se empled el modelo de
AFC para la induccion de la inflamacion, inoculando éste el dia O y 14 del experimento en
la pata derecha trasera. FBZ fue administrado a partir del dia 7 hasta el dia 28, con el
objetivo de determinar la dosis a ocupar en el estudio final. Se observd que la dosis de
100 mg/kg presento el mejor efecto antiinflamatorio y ambas dosis mostraron actividad a
partir del dia 15 al 28 (Figura 29, Tabla 13).
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Figura 29. Actividad antiartritica de FBZ sobre el edema suplantar inducido con AFC en ratones
Balb/C machos.

Cada grupo esta representado como la media * e.e. Analisis estadistico ANOVA Bifactorial, prueba post hoc
SNK (p<0.05); n=10.

Tabla 13. Actividad antiinflamatoria de FBZ sobre el edema suplantar crénico inducido con AFC
en ratones Balb/c machos.

Dias de medicion
T15 T17 T19 T21 T25 T28
AFC 1.76+0.02 | 1.67+0.13 | 1.54+0.11 1.40+0.09 | 1.20+0.07 | 1.12+0.05
FBZ (50 mg/kg) 1.43+0.10 | 1.05+0.11 | 1.06+0.08 0.99+0.1 0.85+0.1 | 0.77+0.08
(18.71%) (36.8%) (30.89%) (29.32%) | (28.83%) | (31.28%)
1.21+0.14 | 0.83+0.11 0.84+0.1 0.85+0.11 | 0.66+0.11 | 0.63+0.11
(31.41%) (50.13%) (45.64%) (44.68%) | (44.44%) | (43.99%)

Tratamiento

FBZ (100 mg/kg)

A partir de los resultados obtenidos se decidié utilizar la dosis de 100 mg/kg de FBZ para la

evaluacion de la actividad antiartritica de AL y Br-5-ASA.
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7.3.6 Evaluacion antiartritica del AL

En este modelo se empled el AFC para la induccidn de inflamacion y FBZ (100 mg/kg)

como farmaco de referencia. El AFC se inyect6 el dia 0 y 14 en la pata derecha trasera

del animal y el edema se midi6 cada tercer dia durante el experimento (28 dias). La FBZ
y el compuesto AL (125 mg/kg) se administraron a partir del dia 7 hasta el dia 28. Cabe

mencionar que la dosis administrada fue la DEsg obtenida en el modelo de carragenina. El

efecto antiinflamatorio se calculd a partir del dia 15 hasta finalizar el experimento. Se

observo que la inflamacién disminuy6 tanto en el grupo de FBZ como en el grupo que
recibié AL (Figura 30). El efecto antiinflamatorio fue muy similar en ambos grupos (FBZ y
AL) hasta el dia 28, observandose una disminucion de alrededor del 31.58% en el dia 15

y del 42 % al dia 28 (Tabla 14),
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Figura 30. Actividad antiartritica de AL sobre el edema suplantar inducido con AFC en ratones

Balb/C machos.

Cada grupo esta representado como la media * e.e. Analisis estadistico ANOVA Bifactorial, prueba post hoc

SNK (p<0.05); n=10.
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Tabla 14. Actividad antiinflamatoria de AL sobre el edema suplantar cronico inducido con AFC en
ratones Balb/c machos.

Tratamiento Dias de medicion
T15 T17 T19 T21 T25 T28
1.76+£0.02 1.67£0.13 1.54+0.11 1.40+£0.09 | 1.20+0.07 | 1.12+0.05
AFC acdghij acdghij acdfhij acdfghij acdef acdef
Sanos bed bed bed | bed | —-- bed T
Fenilbut 100 1.21+£0.11 0.88+0.08 | 0.86+0.09 | 0.84+0.09 | 0.68+0.07 | 0.64+0.11
enilbutazona ( (31.58%) | (47.52%) | (44.09%) | (40.15%) | (43.41%) | (42.94%)
mg/kg) abfjhij abeij abeij abeij abehhi abefgh
1.18+0.1 1.02+0.11 0.88+0.07 0.82+0.11 | 0.67+0.09 | 0.64+0.09
AL (125 mglkg) (33.39%) | (39.08%) | (42.92%) | (41.38%) | (44.44%) | (42.75%)
ababfjhij abei abei abei abehhi abefgh

*Cada grupo esta representado como la media * e.e. Analisis estadistico ANOVA Bifactorial, prueba post
hoc SNK (p<0.05); 2vs Sanos, Pvs AFCvs, vs FBZ 100 mg/kg, %s AL 125 mg/kg, °vs dia 15 mg/kg, 'vs dia
17, 9vs dia 19, "vs dia 21, 'vs dia 25, ivs dia 28; AL, Acetato de lupeol; n=10.

El AL redujo el edema subplantar a partir de la reinoculacion con AFC (dia14), presentado una

reduccion similar al 40% en comparacién con el grupo tratado con AFC (Figura 31).

Dia 15

Dia 28

AL

-

AFC
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Figura 30. Reduccion del edema suplat/ar inducido con AFC en tes galb/C machos
tratados con AL.

7.3.6.1 Ganancia de peso de ratones con AFC y tratados con AL

El peso corporal es otro parametro que se mide de manera indirecta en el desarrollo de
un proceso inflamatorio crénico. A partir de ello se observo que los ratones sanos durante
el transcurso del experimento (28 dias) presentaron aumento constante de peso, donde
el dia 15 del experimento presentaron un aumento de 1.8 g respecto al dia basal (dia 0),
mientras que el dia 28 presentaron la ganancia maxima (2.4 g). Por otro lado, los
tratamientos FBZ (100 mg/kg) y AL (125 mg/kg) provocaron una disminucion de la
ganancia de peso corporal durante la mayor parte del experimento, el dia 15 presentaron
ligera pérdida de peso, siendo -0.5 y -0.4 g respecto al dia 0; sin embargo, la ultima
medicion realizada el dia 28 se observo que los ratones tratados con AL y FBZ mostraron
ligera ganancia de peso respecto al dia 0 siendo de 0.5 y 0.6 g, respectivamente (Figura
32). Cabe sefialar que la ganancia de peso de los animales que recibieron AL fue menor
que el control sano (0.5 g vs 2.4 g) y similar al del control positivo (FBZ, 0.6 g) Tabla 15.

Tabla 15. Ganancia de peso de animales tratados con AL (125 mg/kg)

. Ganancia de peso (g) por dia
Tratamiento [~ 7 11 15 21 25 28
Sanos 0.4 13 11 1.8 18 2 24
AFC 0.8 0.7 0.9 0.2 0.8 1 11
FBZ 05 | 02 | 08 | -05 0 0 0.6
(100 mg/kg) ) ) ) ) )
AL
(125 makg) | 02 0.4 0.1 04 | -0.1 0.2 0.5
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Figura 32. Ganancia de peso (g) de AL en modelo de artritis inducido con AFC en ratones
Balb/C machos.

7.3.6.2 Cuantificacidon de linfocitos en ganglios popliteos de ratones tratados con
AL

Se determind el porcentaje de linfocitos CD3*, CD4* y CD8", asi como el numero de
células absolutas presentes en los tratamientos evaluados sobre la actividad antiartritica.
En la Figura 30 se puede observar que el numero total de linfocitos CD3" del grupo AR
fue mayor que los grupos tratados con AL (125 mg/kg) y FBZ (100 mg/kg). Por otro lado,
también se presenta la relacion de linfocitos CD3+/CD4* y CD3*/CD8" (Figura 33),
presentes en el tejido evaluado (ganglio popliteo) donde se puede observar que el
tratamiento de FBZ presentd la menor relacion de linfocitos en comparacién con el control
negativo (AR) y AL (125 mg/kg).
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Figura 33. Numero de linfocitos absolutos presentes en tejido tratado con AL en modelo de artritis
inducido con AFC.

7.3.6.3 Concentraciéon de proteinas totales en ganglios popliteos de animales
tratados con AL

La concentracion de proteinas totales fue calculada a partir de la ecuacién de linea recta
(y=0.001x +0.0017, r>=0.9635) obtenida a partir de la curva patron con estandar BSA, los
resultados fueron expresados en ug/mL de proteina presentes en la muestra, donde el
grupo de AFC presentd una mayor concentracion de proteinas totales en comparacion
con el grupo tratado con AL (Tabla 16, Figura 34).

Tabla 16. Concentracion de proteinas totales en ganglios popliteos de animales tratados con AL
(modelo de artritis inducido con AFC).

Tratamiento [mg/mL]
Sanos 22.73+ 0.006°*
AFC 27.18+ 0.0042

FBZ (100 mg/kg) | 28.93+ 0.0083°
AL (125 mg/kg) | 24.28+ 0.0123
*Cada grupo esta representado como la media * e.e. Analisis estadistico ANOVA una via, prueba post hoc
SNK (p<0.05); avs Sanos, Pvs AFC, °vs AL 125 mg/kg, %vs FBZ 100 mg/kg, n=4
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Figura 34. Concentracion de proteinas totales en ganglios popliteos de animales tratados con
AL en modelo de artritis inducido con AFC

*Cada grupo esta representado como la media + e.e. Analisis estadistico ANOVA una via, prueba post hoc
SNK (p<0.05); 2vs Sanos, Pvs AFC, °vs AL 125 mg/kg, %vs FBZ 100 mg/kg, n=4

7.3.6.4 AL como inhibidor de enzima COX-2

Mediante la inhibicion selectiva de la enzima de COX-2, se pudo observar que AL (125
mg/kg) presento una disminucion significativa de COX-2 en ganglio popliteo respecto al
grupo de animales con AFC, siendo este valor mas bajo que el mostrado por el farmaco
de referencia (FBZ, 100 mg/kg) como se observa en la Figura 35 y Tabla 17. Las
concentraciones de COX-2 presentadas en los diferentes tratamientos fueron expresados
en (U/mg proteina) y fueron calculados a partir de la ecuacion lineal (y=839.36x + 150.85,
R?= 0.977) de su respectiva curva patron.
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Tabla 17. Cuantificacion de COX-2 en ganglios popliteos de animales tratados con AL (modelo de
artritis inducido con AFC).

Tratamiento [U/mg proteina]
Sanos 0.71+ 0.013°<
AFC 11.37+£0.012%*

AL (125 mg/kg) | 8.99+ 0.0192
FBZ (100 mg/kg) | 10.14+ 0.030*
*Cada grupo esta representado como la media * e.e. Analisis estadistico ANOVA una via, prueba post hoc
SNK (p<0.05); 2vs Sanos, Pvs AFC, °vs AL 125 mg/kg, %vs FBZ 100 mg/kg, n=4
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Figura 35. Cuantificacion de COX-2 en ganglios popliteos de animales tratados con AL en modelo
de artritis inducido con AFC.

*Cada grupo esta representado como la media + e.e. Analisis estadistico ANOVA una via, prueba post hoc
SNK (p<0.05); avs Sanos, Pvs AFC, °vs AL 125 mg/kg, %vs FBZ 100 mg/kg, n=4

7.3.6.5 Analisis histolégico de animales tratados con AL

Por dltimo, al finalizar los diferentes tratamientos se realizé el analisis histologico de
articulaciones, higado y ganglios popliteos de los animales, con el objetivo de determinar
las alteraciones o anormalidades estructurales a nivel microscopicas sobre la arquitectura
de las células. El analisis histoldgico de las articulaciones y el tejido blando de los animales
sanos no presentd ningun tipo de alteracion; sin embargo, el grupo que recibio AFC mostro

hiperplasia sinovial en la articulacién, asi como un aumento en el tamano del tejido blando
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ocasionado por el proceso inflamatorio inducido. Los tratamientos no mostraron ninguna
alteracion sobre la articulacidon de la pata ni en la membrana sinovial, pero si se observo
un aumento notable de tamafo en el tejido blando en comparacién con el grupo sano
(Figura 36).

Figura 36. Analisis histoldgico de la articulacion de ratones Balb/C administrados via intragastrica
con AL en modelo crénico inducido con AFC. A) Ratones sanos; B) ratones con AFC; C) Ratones
tratados con AL (125 mg/kg); D) Ratones tratados con FBZ (100 mg/kg); Objetivo 40X.

En relacién al tejido blando, los ratones sanos no mostraron la presencia de neutréfilos al
no existir un proceso de inflamacién cronico, sin embargo, el grupo de AFC presentd un
notable aumento de infiltracion leucocitaria producto del edema generado, los animales
tratados con FBZ mostraron una disminucién de esta infiltracion, al igual que el grupo

tratado con AL en comparacion con AFC (Figura 37).
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Figura 37. Andlisis histologico del tejido blando de ratones Balb/C administrados via intragastrica
con AL en modelo crénico inducido con AFC. A) Ratones sanos; B) ratones con AFC; C) Ratones
tratados con AL (125 mg/kg); D) Ratones tratados con FBZ (100 mg/kg); Objetivo 40X.

Situacién similar se observo en el analisis histologico del higado, donde el grupo sano no
presento alteracion alguna sobre las células hepaticas, mientras que el grupo AFC mostro
microabscesos y minima hematopoyesis, por el contrario, el control positivo (FBZ) no
mostro alteraciones en las células hepaticas, pero si muestra esteatosis, y el AL no mostré
ninguna alteracion al igual que el grupo sano (Figura 38).
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Figura 38. Analisis histolégico del higado de ratones Balb/C administrados via intragastrica con
AL en modelo de inflamacién crénico inducido con AFC. A) Ratones sanos; B) ratones con AFC;
C) Ratones tratados con AL (125 mg/kg); D) Ratones tratados con FBZ (100 mg/kg); Objetivo 40X.

El analisis histologico de ganglios popliteos de animales sanos no presentd ningun
cambio, sin embargo, el grupo AFC presenté hiperplasia sinovial (infiltrado de células en
el tejido sinovial), al igual que FBZ (farmaco de referencia), por otro lado, el tratamiento

con AL mostré una ligera infiltracion leucocitaria (Figura 39).
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Figura 39. Analisis histolégico de ganglios popliteos de ratones Balb/C administrados via
intragastrica con AL en modelo cronico inducido con AFC. A) Ratones sanos; B) Control negativo
AFC; C) Ratones tratados con AL (125 mg/kg); D) Ratones tratados con FBZ (100 mg/kg).

7.3.7 Evaluacion antiartritica de Br-5-ASA

Empleando este mismo modelo, se observd que el compuestos Br-5-ASA (125 mg/kg)
disminuye la inflamacion a partir del dia 15 al 21. En este caso el porcentaje de inhibicion
fue ligeramente menor que la FBZ. Al dia 15 se observd una disminucion de 21.67 % vs
31.58% (FBZ) y al dia 21 el porcentaje de inhibicion fue de 25.12 (Br-5-ASA) y para la FBZ
fue de 40.15, tendencia que se observé hasta el dia 25 y, al dia 28 la inhibicion fue del
22.87% para el Br-5-ASA y de 42.94% para FBZ (Figura 40 y Tabla 18).
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Figura 40. Actividad antiartritica de Br-5-ASA sobre el edema suplantar inducido con AFC en
ratones Balb/C machos.
Cada grupo esta representado como la media * e.e. Analisis estadistico ANOVA Bifactorial, prueba post hoc

SNK (p<0.05); n=10.

Tabla 18. Actividad antiinflamatoria y porcentaje de inhibicion del Br-5-ASA sobre el edema crénico
inducido con AFC en ratones Balb/c machos.

Tratamiento

Dias de medicion

T15 T17 T19 T21 T25 T28
1.76+0.02 1.67+0.13 1.54+0.11 1.40+0.09 | 1.20+£0.07 | 1.12+0.05

AFC acdghij acdghij acdfhii acdfghij acdef acdef

Sanos bed bed bed bod bed bed

Fenilbut 100 1.21+£0.11 0.88+0.08 0.86+£0.09 | 0.84+0.09 | 0.68+0.07 | 0.64+0.11
enilbutazona ( (31.58%) | (47.52%) | (44.09%) | (40.15%) | (43.41%) | (42.94%)

mg/kg) abfihij abei abei abei abehhi abefgh
1.3810.07 | 1.23£0.0.09 | 1.15£0.08 | 1.05£0.06 | 0.9+0.09 | 0.86+0.09
Br-5-ASA (125 mg/kg) (21.67%) (26.01%) (25.38%) (25.12%) | (24.54%) | (22.87%)

ababfjhij abei abei abei abehhi abefgh

*Cada grupo esta representado como la media + e.e. Analisis estadistico ANOVA Bifactorial, prueba post
hoc SNK (p=<0.05); 2vs Sanos, "vs AFC, °vs FBZ 100 mg/kg, s Br-5-ASA 125 mg/kg, ®vs dia 15 mg/kg, vs
dia 17, 9vs dia 19, "vs dia 21, 'vs dia 25, lvs dia 28, n=10.
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El Br-5-ASA mostré una reduccion del edema del 22% respecto al grupo que recibié AFC
a partir del dia posterior a la reinoculacién (Figura 41).

Dia 14 | Dia 28
Br-5-ASA

Figura 41. Reduccion del edema suplantaf inducido con AFC en ratones Balb/C machos
tratados con Br-5-ASA.

7.3.7.1 Ganancia de peso de ratones tratados con Br-5-ASA

El comportamiento en relacion a la ganancia de peso se observo que los ratones tratados
con Br-5-ASA (125 mg/kg) mostraron un comportamiento similar al AL (125 mg/kg), donde

los ratones sanos durante el transcurso del experimento (28 dias) presentaron aumento
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constante. al dia 15 del experimento presentaron un aumento de 1.8 g en comparacion

con el dia basal (dia 0), mientras que el dia 28 presentaron la ganancia maxima (2.4 g).

Por otro lado, los tratamientos con FBZ (100 mg/kg) y Br-5-ASA (125 mg/kg) mostraron

disminucién de su peso corporal durante la mayor parte del experimento, el dia 15

presentaron -0.5 y -0.2 g de pérdida de peso, respectivamente en comparacién con el dia

0; sin embargo, la ultima medicion realizada mostré que los ratones tratados con Br-5-ASA

(0.5 g) y FBZ (0.6 g) presentaron diferencia de pesos similares al dia 1 (0.4 y -0.5 g),

respectivamente (Figura 42 y Tabla 19).

Tabla 19. Ganancia de peso de animales tratados con Br-5-ASA (125 mg/kg).

. Ganancia de peso (g) por dia

Tratamiento 1 7 11 15 21 25 28
Sanos 0.4 13 11 1.8 1.8 24
AFC 08 | 07 0.9 0.2 0.8 1 11
FBZ 05| 02 | -08 | -05 0 0 0.6

(100 mg/kg) ] ] ] ) )

Br-5-ASA

(125 malk) 04 | 05 -0.1 0.1 0.1 0.4 0.5
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Figura 42. Ganancia de peso de Br-5-ASA en modelo de artritis inducido con AFC en ratones
Balb/C machos.

7.3.7.2 Cuantificacion linfocitos en ratones tratados con Br-5-ASA

De la misma manera se determind el numero de células absolutas presentes en el
tratamiento con Br-5-ASA evaluado sobre la actividad antiartritica. Los resultados
mostraron que el total de linfocitos CD3" del grupo AR fue mayor que los grupos tratados
con Br-5-ASA (125 mg/kg) y FBZ (100 mg/kg); sin embargo, Br-5-ASA fue el tratamiento
que presentd el menor numero de linfocitos CD3" en el tejido. Por otro lado, también se
muestra la relacién de linfocitos CD3+/CD4* y CD3*/CD8* (Figura 43), presentes en los
ganglios popliteos donde se puede observar un comportamiento similar al numero de
linfocitos totales CD3*, donde el tratamiento de Br-5-ASA mostré la menor relacion de

linfocitos en comparacion con el control negativo (AR) y FBZ (100 mg/kg).
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Figura 43. Numero de linfocitos absolutos presentes en ganglio popliteo. tratado con Br-5-ASA
en modelo de artritis inducido con AFC.

7.3.7.3 Concentracién de proteinas totales en ganglios popliteos de animales
tratados con Br-5-ASA.

La concentracion de proteinas totales fue calculada a partir de la ecuacién de linea recta
(y=0.001x +0.0017, r>=0.9635) obtenida a partir de la curva patron con estandar BSA, los
resultados fueron expresados en mg/mL de proteina presentes en la muestra, donde el
grupo de AFC presentd una mayor concentracion de proteinas totales en comparacion
con el grupo tratado con Br-5-ASA (Tabla 20, Figura 44).

Tabla 20. Concentracién de proteinas totales en ganglios popliteos de animales tratados con Br-
5-ASA (modelo de artritis inducido con AFC).

Tratamiento [mg/mL]
Sanos 22.73+ 0.006°
AFC 27.18+ 0.0042

FBZ (100 mg/kg) 28.93+ 0.0082°
Br-5-ASA (125 mg/kg) | 26.18+ 0.0123
*Cada grupo esta representado como la media + e.e. Analisis estadistico ANOVA una via, prueba post hoc
SNK (p<0.05); avs Sanos, Pvs AFC, °vs AL 125 mg/kg, %vs FBZ 100 mg/kg, n=4
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Figura 44. Concentracion de proteinas totales en ganglios popliteos de animales tratados con Br-
5-ASA en modelo de artritis inducido con AFC.

*Cada grupo esta representado como la media * e.e. Analisis estadistico ANOVA una via, prueba post hoc
SNK (p<0.05); avs Sanos, Pvs AFC, °vs Br-5-ASA 125 mg/kg, %vs FBZ 100 mg/kg, n=4

7.3.7.4 Br-5-ASA como inhibidor de enzima COX-2

El derivado sintético Br-5-ASA (125 mg/kg) mostré actividad similar que el farmaco de
referencia (FBZ, 100 mg/kg) sobre COX-2; sin embargo, la inhibicién sobre esta enzima
no fue significativa respecto al grupo de AFC como se observa en la Figura 44. La
concentracion de COX-2 presente en los tratamientos se puede observar en la Tabla 21.
Las concentraciones de COX-2 observadas con los diferentes tratamientos fueron
expresadas en (U/mg proteina) y fueron calculadas a partir de la ecuacién lineal
(y=839.36x + 150.85, R?= 0.977) con su respectiva curva patron.
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Tabla 21. Cuantificacion de COX-2 en ganglios popliteos de animales tratados con Br-5-ASA

(modelo de artritis inducido con AFC).

Tratamiento

[U/mg proteina]

Sanos

0.71+ 0.013°<

AFC

11.37+0.012%¢

Br-5-ASA (125 mg/kg)

10.94+ 0.0193

FBZ (100 mg/kg)

10.14+ 0.030%*

*Cada grupo esta representado como la media + e.e. Analisis estadistico ANOVA una via, prueba post hoc

SNK (p<0.05); avs Sanos, Pvs AFC, °vs Br-5-ASA 125 mg/kg, %vs FBZ 100 mg/kg, n=4
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Figura 45. Cuantificacion de COX-2 en ganglios popliteos de animales tratados con Br-5-ASA

(modelo de artritis inducido con AFC).

*Cada grupo esta representado como la media * e.e. Analisis estadistico ANOVA una via, prueba post hoc

SNK (p<0.05); avs Sanos, Pvs AFC, °vs Br-5-ASA 125 mg/kg, %vs FBZ 100 mg/kg, n=4
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7.3.7.5 Analisis histolégico de animales tratados con Br-5-ASA

En relacién a la histologia de articulaciones, higado y ganglios popliteos de los animales
tratados con Br-5-ASA de igual manera se busco conocer algun tipo de anormalidad
estructural microscépica de la célula, el analisis histolégico de los tratamientos sobre
articulaciones y el tejido blando de los animales sanos no presentd ningun tipo de
alteracion, los animales inoculados so6lo con AFC mostraron hiperplasia sinovial en la
articulacion asi como un aumento en el tamafo del tejido blando ocasionado por el
proceso inflamatorio inducido, en cambio los tratamientos (FBZ,Br-5-ASA) no mostraron
ninguna alteracion sobre la articulacién de la pata ni en la membrana sinovial, pero si se
observo un aumento notable de tamafio en el tejido blando en comparacion con el grupo

sano (Figura 46).

Figura 46. Analisis histoldgico de la articulacion de ratones Balb/C administrados via intragastrica
con AL en modelo crénico inducido con AFC. A) Ratones sanos; B) Control negativo AFC; C)
Ratones tratados con Br-5-ASA (125 mg/kg); D) Ratones tratados con FBZ (100 mg/kg); Objetivo
40X.
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El analisis histologico correspondiente al tejido blando en ratones sanos no mostro la
presencia de inflamacion crénica, sin embargo, el grupo de AFC presenté un notable
aumento de infiltracidn leucocitaria producto del edema generado, los animales tratados
con FBZ mostraron una disminucién de esta infiltracion, al igual que el grupo tratado con
Br-5-ASA (Figura 47).

T
i

1 \a
ﬂ_va-
SATINERGD, AT

oA :“‘,—.};\?‘l l,.‘;";; -x

i '\}
f/l?’}

& v
7

7s
il

L
e 4
A 1
tf
¥

4 :“ ’ \a g\.? ’ A
e o vl #y O3 M T
0" 3 e C 1
Wi ‘g&. - R é}". e .‘ p Ty oF

; T LT R s P B S
B {‘.‘\-{. ‘i :5._)f é:::b

2 ‘.(' - - - . &
« ltd st e Beh
% 1Y ‘. -r,fl e :\;“'}a{,—t‘yé ‘_' o *

R

(;;’Q." ;L“‘.“- ;.!)?( va" *‘l ‘f‘ o J‘”;’ ~
S i A LA A N

Figura 47. Andlisis histologico del tejido blando de ratones Balb/C administrados via intragastrica
con AL en modelo crénico inducido con AFC. A) Ratones sanos; B) ratones con AFC; C) Ratones
tratados con Br-5-ASA (125 mg/kg); D) Ratones tratados con FBZ (100 mg/kg); Objetivo 40X.

En el analisis histologico del higado, se observo que el grupo sano no presento alteracion
alguna sobre las células hepaticas, caso contrario al grupo tratado con AFC el cual
presentd microabscesos y minima hematopoyesis, por el contrario, el control positivo
(FBZ) no mostr6 alteraciones en las células hepéticas pero una ligera generacion de
esteatosis, y el Br-5-ASA presentd microabscesos aislados y esteatosis ligera (Figura 48).
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Figura 48. Analisis histolégico del higado de ratones Balb/C administrados via intragastrica con
AL en modelo crénico inducido con AFC. A) Ratones sanos; B) Control negativo AFC; C) Ratones
tratados con Br-5-ASA (125 mg/kg); D) Ratones tratados con FBZ (100 mg/kg); Objetivo 40X.

El analisis histologico de ganglios popliteos de animales sanos no presentd ningun
cambio, sin embargo, el grupo AFC mostré hiperplasia sinovial (infiltrado de células en el
tejido sinovial), al igual que FBZ (farmaco de referencia) y el tratamiento Br-5-ASA, se

observo una reduccion en la infiltracion leucocitaria de la membrana sinovial (Figura 49).
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Figura 49. Analisis histolégico de ganglios popliteos de ratones Balb/C administrados via
intragastrica con AL en modelo cronico inducido con AFC. A) Ratones sanos; B) Control negativo
AFC; C) Ratones tratados con Br-5-ASA (125 mg/kg); D) Ratones tratados con FBZ (100 mg/kg);

Objetivo 40X.
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8 DISCUSION

8.1 Actividad antinflamatoria tépica de AL

Akihisha et al. aisl6 de diversos triterpenos a partir de un extracto hexanico de Viterellia
paradoxa (cromatografia en placas preparativas), entre ellos el AL. Este compuesto fue
evaluado en el modelo de edema auricular utilizando TPA como agente inflamatorio, los
autores reportan una DEsp = 0.54 ymol/oreja (100). En el caso de nuestra investigacion
encontramos que la DEsp = 7.10 mM/oreja (0.91 mg/oreja) del AL (aislado del extracto
hexanico de C. tehuacanensis). Cabe sefalar que el compuesto puro resulté mas activo
que el extracto, el cual presentd una DEso= 1.79 mg/oreja (90).

Se ha descrito que los triterpenos inhiben la inflamacion inducida con TPA, debido a la
capacidad de suprimir los niveles de PGE:> de la piel; donde el AL suprime la actividad
COX-2 mediante la inhibicidon de las proteinas cinasas, la regulacion extracelular de vias
de sefializacién como la proteina cinasa C (PKC) o mediante el bloqueo de la via NF-kB.
Sin embargo, también se ha reportado que el AL es capaz de reducir los niveles de iINOS

ayudando a reducir el edema formado durante el proceso inflamatorio (100,101).

8.2 Actividad antiinflamatoria tépica de Br-5-ASA

A la fecha, solo existe un estudio donde se reporté la actividad de este compuesto en el
modelo de TPA. Cabrera-Pérez et al. reporté que el derivado Br-5-ASA presentd buen
efecto antiinflamatorio en este modelo, siendo muy similar al del farmaco de referencia
(Ind), ambos presentaron una DEsp = 0.46 mg/oreja, ensayo realizado en ratones CD-1;
asi mismo, determinaron la inhibicion de la MPO, en esta ultima prueba el Br-5-ASA
presentd una Clso = 301 uM, mientras que Ind presentd una Clso = 122 uM (62).

Al igual que el AL, el Br-5ASA puede estar inhibiendo la actividad de la COX-2; sin
embargo, en un estudio comparativo donde se evalu6 el 5-ASA, describen que el efecto
antiinflamatorio se debe no sdlo a la inhibicion de la COX-2 sino que también suprime la
produccion de iINOS y/o por reduccion de la infiltracidn leucocitaria en el sitio de la lesidn
en un modelo de colitis en ratas (102).
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El compuesto Br-5-ASA presenté efecto antinflamatorio tépico con una DEsp =2.15
mg/oreja (2.17 mM/oreja) menor al observado por el farmaco de referencia (Ind, DEsg =
1.76 mg/oreja (19.39 mM/oreja); un factor que puede afectar esta actividad es la baja
solubilidad del compuesto a las dosis evaluadas (0.5, 1 y 2 mg/oreja) lo que incide en la
la pobre biodisponibilidad. En un estudio previo describen que el 5-ASA, mostré baja
solubilidad en solucion acuosa saturada con pH 4.1, otro factor que puede influir en su
actividad antiinflamatoria topica es su liposolubilidad, ya que el Br-5-ASA posee un log p
= 1.255, mostrando una baja afinidad en tejidos grasos y de acuerdo a los resultados
mostrados el Br-5-ASA a la dosis de 2 mg/oreja solo presentd un 46.48% de inhibicion del
edema auricular (56,62).

8.3 Actividad antiinflamatoria sistémica de AL

Existen diversos reportes donde han descrito la actividad antiinflamatoria sistémica de AL
en modelo murino. Lucetti et al., evalué el AL en tres modelos in vivo de inflamacion aguda
(dextran, formalina y carragenina), donde a las dosis de 10 y 20 mg/kg el AL mostré 51y
49% de inhibicion a la 4% hora (modelo carragenina), mientras que en los modelos de
dextran y formalina present6 50 y 61.3 % de inhibicion, respectivamente; valores similares
al encontrado en el modelo de carragenina (92). En estos trabajos, el AL fue administrado
via i.p.; al comparar los datos previamente reportados con lo encontrado en este trabajo
podemos mencionar que, en el presente estudio, AL mostré buena actividad
antiinflamatoria (modelo de carragenina); sin embargo el 50% de inhibicién se logré a una
dosis de 243.9 mg/kg (204.13 mM/kg) a la 5% hora del estudio, cabe destacar que la
administracion del AL en este estudio se llevo a cabo por viai.g. Esta via de administracion
quizas sea un factor que altera el efecto farmacolégico del AL, debido a que al
metabolizarse este triterpeno genera derivados menos activos. Algunos autores han
reportado una pobre biodisponibilidad del cinamato de lupeol en modelos murinos por su
baja solubilidad (92,100).

Con relacién al posible mecanismo de accion, se ha reportado que el AL tiene la capacidad
de disminuir la produccién de iNOS, lo que sugiere la participacion de citoquinas
proinflamatorias y el sistema NO determinado mediante analisis de inmunohistoquimica y
en cultivo celular de macrofagos RAW 264.7 (92,93)
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Por otro lado, se ha descrito que el mecanismo de accién de un compuesto que presenta
efecto antiinflamatorio maximo a la 5% hora (formacién maxima del edema plantar) en el
modelo de carragenina, el efecto se debe a la regulacion de la enzima COX-2, y de
acuerdo a los resultados presentados en el modelo sistémico, el AL presenté a la 5 hora
su maximo efecto antiinflamatorio a las diferentes dosis evaluadas (95,103).

8.4 Actividad antiinflamatoria sistémica de Br-5-ASA

No existen reportes previos que describan la actividad antiinflamatoria sistémica del Br-5-
ASA pero si se ha reportado el posible mecanismo de accion del 5-ASA (precursor). En
un modelo de carragenina (proceso inflamatorio agudo), el 5-ASA mostré actividad similar
a los AINEs mediante la inhibicidn de la actividad de la via NF-kB, actua modulando
mediadores inflamatorios como PG y posee efectos sobre el receptor PPAR-y, el cual

modula la produccion de citocinas proinflamatorias (57).

El efecto antiinflamatorio similar a los AINEs se puede corroborar de acuerdo a los
resultados obtenidos, donde si un compuesto presenta a la 5% hora (formacién maxima
del edema plantar) su maximo efecto antiinflamatorio en el modelo de carragenina es
debido principalmente a la inhibicidon de la enzima COX-2, comportamiento que presenté
el Br-5-ASA al ser avaluado a las 5 distintas dosis (20-250 mg/kg) (95,103). Sin embargo,
la reduccién del proceso inflamatorio puede deberse a la capacidad de los compuestos
sintetizados a partir del 5-ASA de evitar la formacién de radicales libres, donde el Br-5-
ASA presentd actividad antioxidante de los radicales ABTS y DPPH (21 y 16%) a una

concentracion de 0.012 mM (62).

8.5 Actividad antiartritica de AL

También existen reportes sobre el efecto antiartritico de AL en modelos murinos, Wang et
al., 2016 llevd a cabo la evaluacion de la AR inducida con colageno en ratones DBA1/J,
donde se evaluo el AL (50 mg/kg via i.p.) presentando una reduccién del 80% de AR en
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comparacion con el control negativo (grupo AR), resultado corroborado con la reduccion
del grosor de pata y su puntuacion clinica evaluada, por otro lado, determinaron los niveles
de citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-1 en macrofagos activados obtenidos a
partir de la inmunizacion con colageno, donde AL mostré una reduccion significativa de
estas citocinas proinflamatorias mediante un ensayo de Elisa, siendo el dia 32 del estudio
donde presentaron su maxima expresion. Otros resultados mostraron que AL tiene la
capacidad de llevar a cabo la migracion de macréfagos (RAW 264.7) asi como evitar la
formacion y activacion de osteoclastogénesis de macréfagos de manera dosis-
dependiente (10-80 pM) (91,103).

También ha sido reportado la capacidad del AL de inhibir la generacion de COX-2 y MCP-
1, ademas de las citocinas proinflamatorias mencionadas, ayudando a mejorar la
inflamacion en las articulaciones, hinchazén y reduccién de resorcion 6sea. Al comparar
los resultados obtenidos con los ya reportados, se puede observar que efectivamente el
AL posee la capacidad de llevar a cabo la reduccién del edema generado en la pata en
los dos modelos (AFC vs Colageno), este triterpeno asi mismo mostré también un efecto
significativo sobre la generacion de la enzima COX-2 en ganglios popliteos en
comparacioén con el control negativo (AFC) y el farmaco de referencia (FBZ), resultados
que se corroboran con lo reportado previamente. De manera general el AL presento una
inhibicidén no solo de la actividad de COX-2 0 iNOS, los cuales se generan principalmente
en un modelo de inflamacién aguda, sino también su capacidad de reducir citocinas
proinflamatorias generadas en una inflamacion crénica (AR), ayudando no solo a reducir
la formacién del edema en la pata si no también evitando la formacion y activacion de

osteoclastogénesis en modelo murino (92,103,104).

Los analisis histologicos, son otra herramienta que permitiéo conocer si el AL (125 mg/kg)
generaba algun cambio morfologico en los tejidos evaluados, de acuerdo a lo observado,
este triterpeno mostro la capacidad de reducir la infiltracion leucocitaria y no generd daio
en el cartilago de los animales evaluados, asi como no generd ningun tipo de dafio en
higado, el cual es uno de los principales efectos adversos provocados por farmacos
incluyendo FBZ, del cual existen reportes de que tiene la capacidad de generar esteatosis
en pacientes (106)
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8.6 Actividad antiartritica de Br-5-ASA

El 5-ASA, molécula precursora de este derivado, es parte de numerosos agentes
farmacoldgicos con diversas actividades biolégicas como antimicrobianos, antitumorales,
neuroprotectores y antiinflamatorios (58,105). De este ultimo grupo se han desarrollado
agentes para el tratamiento de enfermedades inflamatorias intestinales (CU y enfermedad
de Chron), sin embargo, solo la Sulfasalazina ha sido utilizada en la terapia contra AR,
esto debido a que la mayoria de estos farmacos poseen una baja biodisponibilidad en el
organismo, por otro lado, estudios in vivo e in vitro han demostrado la actividad de
derivados de 5-ASA sobre la inhibicion de COX-1y COX-2 (56,62,101).

Los antecedentes o reportes sobre la actividad antiartritica de derivados 5-ASA es escasa,
sin embargo, los resultados obtenidos durante este estudio, mostraron que el Br-5-ASA
redujo la formacién del edema plantar generada por la inoculacion de AFC, asi como una
inhibicién de la actividad de COX-2, aunque esta no resulté ser significativa, por lo que es

necesario seguir llevando a cabo estudios que permitan describir su mecanismo de accion.

En relacion al analisis histologico realizado a los animales tratados con Br-5-ASA, estds
al igual que AL mostraron una reduccion del proceso inflamatorio generado, sin embargo,
el Br-5-ASA generd esteatosis en higado, mismo efecto adverso que el ya reportado por
FBZ en pacientes, por lo que es necesario llevar a cabo una evaluacién mas completa en

lo que se refiere a su posible actividad hepatotdxica (106)

93



9 CONCLUSION

El AL presentd buena actividad antinflamatoria topica (modelo de TPA), mientras que
el Br-5-ASA mostré una moderada actividad antinflamatoria topica, respecto a la
evaluacion antiinflamatoria sistémica, tanto el Br-5-ASA como AL presentaron actividad
a las diferentes dosis y se determin6 su respectiva DEso.

En la actividad antiartritica (modelo AFC), el AL (125 mg/kg) presento una reduccion
del proceso inflamatorio significativa al ser comparado con su control FBZ (100 mg/kg),
respecto al Br-5-ASA, éste presentd nuevamente una moderada actividad en este
modelo. Sin embargo cabe destacar que este es el primer trabajo que se llevo a cabo

sobre la evaluacion de este compuesto en modelo antiinflamatorio sistémico y crénico.
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10 PERSPECTIVAS

e Determinacion del mecanismo de accion mediante el uso de herramientas como
modelos /n silico (acoplamiento molecular), modelos Ex Vivo o el uso de cultivos In
vitro.

e Busqueda de un posible sinergismo a partir de la actividad antiartritica mostrada
por los compuestos de interés (Br-5-ASA y AL).

e Generar nuevos derivados de 5-ASA o de AL.

e Realizar el estudio de biotransformacion del derivado de Br-5-ASA
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