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1. RESUMEN

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune crénica, inflamatoria y
sistémica que afecta principalmente las articulaciones sinoviales. El proceso inflamatorio
se da por la infiltracion de células inflamatorias a la membrana sinovial, células que en
conjunto participan en la generacion de hiperplasia, angiogénesis y a la destruccion y
degradacion del cartilago y hueso, generando una discapacidad fisica que esta asociada a
un dolor e inflamacion. En México se ha reportado entre un 0.4 a 1.6%, siendo el principal
motivo de consulta en el Servicio de Reumatologia. Hasta ahora no se ha encontrado
cura para esta enfermedad, por lo cual los tratamientos convencionales estan dirigidos a
disminiuir el dolor, la inflamacion y el progreso de la enfermedad. Para que los pacientes
obtengan estos tratamientos deben tener los recursos econdémicos, las redes de apoyo y el
conocimiento de la patologia. Los tratamientos para reducir las manifestaciones clinicas
de la AR presentan efectos adversos como: hepatotoxicidad, nduseas, vOmitos,
inmunodeficiencia y en algunos casos linfoma. En un estudio preliminar, Bidens odorata
Cav (Asteraceae), mostro tener propiedades antiinflamatorias al reducir el edema
auricular en un modelo murino de TPA. El objetivo de este trabajo fue determinar in vivo
el potencial antiinflamatorio de los extractos de Bidens odorata e Identificar in vitro las
subfracciones efectivas provenientes de la FAEBo que controlan el estado
proinflamatorio de células de la articulacion sinovial provenientes de ratones con
inflamacion articular. Para esto, primero evaluamos la capacidad antiinflamatoria de la
FAEBo y subfracciones en el modelo de Inflamacién auricular murino inducido por TPA,
usando como control positivo dexametasona. Evaluamos HA-Bo,FAcBo, FAEBO,
FAEBo —R1 y R5 para inhibir el edema auricular, la FAEB0-R5 mostro tener el mejor
efecto al inhibir el edema auricular en todas sus concentraciones evaluadas. La mejor
concentracion fue de 0.2 mg /oreja al inhibir en un 86 % el efecto del TPA mientras que
dexametasona lo inhibio en un 40% a una concentracion de 40 pg/oreja. Posteriormente
la FAEBO0-RS5 fue subfraccionado para evaluar in vitro su capacidad antiinflamatoria en
células provenientes de ratones con inflamacion articular. De este subfracioanmiento se
evaluaron 4 Sf (Sf20,23,30,33) ademas de la FAEB0-R5. Los resultados de esta
evaluacion indicaron que las moleculas presentes enel FAEBo0-R5 tiene el mejor efecto

VIl



antiinflamatorio al disminuir la concentracion de IL-6 , IL-1 B, y IL-17 mostrando el
mejor efecto en la concentracion de 0.08 pg/ml, sin embargo en ninguna de sus
concnetraciones logro disminuir la expresion de  TNF-o comparado con TPA. Estos
resultados evidencian que Bo si ejerce un fecto antiinflamatorio en la inflamacion aguda
y cronica. Un estudio previo a este (Zapata 2017) indico que un extracto etanolico de Bo
redujo la inflamacion inducida por TPA. Con estos resultados concluimos que la
FAEBoO-R5 tiene efecto antinflamatorio en el modelo de inflamacion auricular inducido

por TPA'y en células de la articulacion sinovial con perfil proinflamatorio.



2. INTRODUCCION

2.1 Artritis reumatoide

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune crénica, inflamatoriay sistémica
que afecta principalmente las articulaciones sinoviales y se caracteriza por una inflamacion
sistémica persistente de alto grado. 2’843 En esta patologia, la membrana sinovial juega un
papel importante, ya que en ella se inicia el proceso inflamatorio.>**® El proceso inflamatorio
se da por la infiltracion de células inflamatorias a la membrana sinovial. En la membrana
sinovial, las células infiltrantes consisten en macrofagos, linfocitos T, linfocitos B, células
plasmaticas, neutrofilos, mastocitos, células dendriticas (CD) y células NK , "® que en
conjunto conducen al crecimiento del tejido sinovial por el aumento de células (hiperplasia)
, al crecimeinto de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis ) a la destruccion y degradacion
del cartilago y hueso por la sintesis de colageno y proliferacion de los sinoviocitos de tipo
fibroblastos que conduce a la formacion de un tumor conocido como pannus, que crece e
invade tejidos cercanos generando la deformacién de la articulacion sinovial , y por lo tanto

discapacidad fisica severa asociada a dolor e inflamacion. 87:°586.25.31.45,80
2.1.1 Epidemiologia de la Artritis reumatoide

La AR afecta entre el 0,2% Yy el 5% de la poblacion a nivel mundial. % Se presenta una
incidencia anual del 0.02-0.05% y una relacion mujeres: hombres de 3:1, la edad de inicio es
entre los 40 y 50 afios, pero puede presentarse a cualquier edad. 586324081 | 3 etiologia de la
AR aln se desconoce, sin embargo, entre los factores de riesgo asociados con el desarrollo
de la AR se encuentran: factores ambientales como el tabaquismo e infecciones por
microorganismos , el sexo femenino, la edad y la base genetica como la presencia del
epitopo HLA DRB 1 ( mas del 80% de pacientes con AR lo presentan). 8°86:324081 Dyrante
el primer afio de enfermedad, los costos atribuibles a la AR por paciente podrian alcanzar los
23.441 dolares, sumado a que después de algunos afios el 40% de estos pacientes sufrira de
discapacidad fisica y por lo tanto discapacidad laboral. °"2° En los estudios realizados sobre
prevalencia de la AR en el mundo,se encontré que el porcentaje varia poco entre paises, En

México se ha reportado entre un 0.4 a 1.6% , siendo el principal motivo de consulta en el



Servicio de Reumatologia.>®** En Norteamérica, datos de Canada y Estados Unidos informan
prevalencias entre el 0,8 y 1,1% aungue con incrementos en poblaciones especiales como
nativos americanos, entre los cuales los estudios reportan prevalencias hasta del 5,3%. En
Europa, en paises como Inglaterra, Holanda, Finlandia, Suecia y Dinamarca se encuentran
datos de prevalencia entre el 0,5 y el 1%, un poco mas elevados que los paises localizados al
sur-oriente de este continente y los reportados en Asia y Africa, en donde la prevalencia se
encuentra entre el 0,15y el 0.35% con excepcidn de la republica del Congo que presenta una
prevalencia del 0,9%. En Latinoamérica hay estudios de prevalencia realizados en Argentina
y en Brasil donde esta ha sido reportada en el 0,9 y el 0,45%, respectivamente. 202

2.2 Articulaciones Sinoviales

Las articulaciones sinoviales se encuentran entre los huesos de las extremidades superiores e
inferiores y estan formadas por el cartilago articular, estructuras intraarticulares de cartilago
fibroso (discos articulares, rodetes articulares, y en ocasiones, almohadillas adiposas),
estructuras accesorias (ligamentos, meniscos, bolsas y tendones), la capsula articular y la
cavidad articular.2°3185° E| cartilago articular permite la movilidad de los huesos conectados
sin hacer contacto entre ellos y soporta fuertes tensiones mecanicas 228%; esta conformado
por condrocitos rodeados por una matriz cartilaginosa extracelular y por una capa profunda
de fibras de colageno tipo Il nutriéndose a través del liquido sinovial. > El cartilago carece
de nervios, vasos sanguineos Y linfaticos. ** 6 os discos articulares se unen a la capsula
fibrosa y son capas de fibrocartilago que se disponen entre un hueso y otro dividiendo la
cavidad articular en dos partes; > absorben las fuerzas de compresion y aumentan el rango
de movimiento. 268 Las almohadillas adiposas, que suelen encontrarse entre la membrana
sinovial y la cépsula, que protegen el cartilago articular cuando las extremidades estan en
movimiento. >>!® Los ligamentos protegen, fortalecen y refuerzan la articulacion sinovial
delimitan la movilidad de la articulacion >y unen a los huesos por una banda de tejido
fibroso, se localizan dentro o fuera de la cédpsula sinovial denominandose ligamentos
intracapsulares y extracapsulares. 2°1 Los meniscos facilitan el movimiento de rotacion
desplazandose hacia adelante o hacia atras dependiendo del movimiento que estemos

generando; *3 Las bolsas son pequefios sacos llenos de liquido sinovial que reducen la friccion
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y absorben los choques. ** Los tendones son la union del misculo con el hueso y son los que
limitan el movimiento y proporcionan soporte a la articulacion sinovial a pesar de no formar
parte de ella. > La capsula articular es una membrana que rodea y sella a la articulacion
sinovial, " ésta se divide en dos capas: la capa exterior que es resistente, gruesa, no elastica
e integrada por fibras de colageno tipo Il, que se unen firmemente tanto a la articulacion
como al periostio de los huesos contribuyendo a la estabilidad articular ™ 2% y |a capa
interior, también denominada membrana sinovial la cual se explicara en detalle en el
siguiente segmento. " 28 2%.48.1516. por (jItimo, la cavidad articular se encuentra después de

la membrana sinovial y contiene el liquido sinovial. % figura 1

Articulaciones Sinoviales

Estructura

Produce
Liquido sinovial
Lubrica la articulacion

Meniscos
Fibrocartilagos

Figura 1. Estructura de las articulaciones sinoviales

(Anatomiamusculoesqueletica.wordpress.com)



2.2.1 Membrana Sinovial

La membrana sinovial (MS) es una fina membrana especializada que se sitGa entre la cavidad
articular y la capsula articular, cubre la cara interna de tendones y bolsas articulares.'! Se
encuentra entre el hueso y el cartilago , se prolonga hacia el periostio extraarticular, por su
cara interna, se organiza en repliegues, esta vascularizada e inervada, fabrica el liquido
articular que lubrica y nutre al cartilago avascular, regula la presion y la temperatura local,
ademas, participa en la defensa y la respuesta inmunitaria intraarticular. *12%La MS esta
constituida por dos capas: La intima, la capa intima de la membrana sinovial consta de uno
a cuatro estratos celulares intrincados en una red de matriz extracelular. ** Es la capa
funcional de la membrana sinovial. >No posee estructuras de uniones estrechas células-
celulas, desmosomas ni membrana basal, lo que le confiere su propiedad semipermeable.
751516 3 ausencia de membrana basal hace que las células sean méas moviles para evitar las
sobrecargas mecanicas en los movimientos articulares. 2843, Se ha observado que en la capa
intima, se encuentran células derivadas de macrdfagos (sinoviocitos de tipo A) y fibroblastos
(sinoviocitos de tipo B), °>*® tejido conjuntivo laxo subyacente donde predominan los
fibroblastos y los macréfagos, que se acumulan inmediatamente por debajo de la capa
superficial y alrededor de los vasos. '*Cabe sefialar que estas celulas no tienen el mismo
fenotipo que los de la capa intima ( Tabla 1). **Por la estructura de la capa subintima se han
descrito tres tipos histologicos de membranas sinoviales que pueden coexistir: areolar,
fibrosa y adiposa. °> No se conoce la especificidad funcional de cada una pero se sabe que la
forma mas especializada es la areolar, constituida por un tejido conjuntivo laxo rico en
capilares (lado superficial) y otro mas adiposo (lado profundo). La membrana sinovial
adiposa esta formada por una capa de células sinoviales y una red superficial de capilares que
se apoyan en un tejido adiposo abundante. ** En la membrana sinovial de tipo fibroso,
frecuente en las pequefas articulaciones de los dedos, existe una capa discontinua de células
sinoviales que descansa sobre un tejido fibroso que se confunde con los elementos

capsuloligamentosos subyacentes,9°3111



2.2.1.1 Sinoviocito de tipo Macrdéfago

Los sinoviocitos de tipo A ( macrofagos) tienen una gran superficie de membrana, con
proyecciones citoplasmaticas delgadas (filopodios) , y contienen numerosas vacuolas y
lisosomas asi como un aparato de Golgi desarrollado y abundantes mitocondrias.*Su
estructura esta relacionada con su funcién fagocitica.>% Expresan numerosos antigenos de
superficie de la serie monocitos-macréfagos como: CD11b (receptor de la fraccion del
complemento C3b), CD68 (glucoproteina lisosdmica), CD14 (receptor del polisacarido),
CD16 ( receptor para la fraccion Fc de la IgG , Fcc-RI) , CD18 (molécula de adhesion a las
integrinas), CD64 ( receptor para la fraccion Fc de la 1gG, Fcc-RIlla) y CD163. %819 og
macrdfagos de la capa intima expresan el CD64 ( Fcc-RI1la) , mientras que los de la capa
subintima son negativos para este receptor. '* En la membrana sinovial normal existen
escasos sinoviocitos macrofagicos (10-20%) que, sin embargo, predominan ampliamente
(hasta un 80% de las celulas) en la inflamacidn, quiza por reclutamiento de los monocitos

sanguineos y los macréfagos de la capa subintima.*®

2.2.1.2 Sinoviocito de tipo Fibroblasto

Los sinoviocitos tipo B (Fibroblastos) contienen escasas vacuolas, pero numerosos reticulos
endoplasmicos rugosos y vesiculas de secrecién que reflejan su capacidad de sintesis
proteica.?%?1:486143 Estas células se distinguen de los demas fibroblastos por la expresion de
VCAM-1 ( Moléculas de adhesion de las celulas vasculares -1) , del CD44 (receptor principal
del &cido hialurénico ) y sobre todo, por la expresion de la UDPGD ( Uridina Difosfoglucosa
Deshidrogenasa) que permite la sintesis del &cido hialuronico (AH), constituyente principal
del liquido articular. ®5 Expresan otras moléculas de adhesion como ICAM-1 (molécula de
adhesion intercelular-1), integrinas 81 y cadherina-11. La intensa expresion de las moléculas
de adhesion hace que estas células puedan anclarse en la membrana sinovial sin desprenderse
durante los movimientos articulares. La cadherina-11 es esencial: posibilita las interacciones
fibroblastos-fibroblastos y es necesaria para que los sinoviocitos B se distribuyan de forma

armoniosa a lo largo de la membrana sinovial. '* Los fibroblastos también expresan CD55
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o FAD (Factor acelerador de la degradacion ). ° No se conoce con exactitud la funcion del
DAF de los fibroblastos de la intima, pero su codistribucion con el Fcc-RIl1a en microfibrillas
de fibrilina sugiere que participaria en la defensa inmunitaria. °*También producen lubricina,
elemento imprescindible, junto con el AH, para las propiedades lubricantes del liquido
sinovial. % Sintetizan las proteinas de la matriz extracelular y las proteasas necesarias para

su renovacion, como las catepsinas, las serinas proteasas y las metaloproteasas. *°

Tabla 1. Diferencias de fenotipo de Sinovicitos de la MS

Tipo de Sinoviocito Capa Intima Capa Subintima
Sinoviocito A | CD11b/CD18,CD16,CD32,CD64,CD68, | No expresan Fcc-
(Macrofago) CD14,CD163, Fcc-Rllla, MHC 11 Rllla.

Sinoviocito B | UPDGD,VCAM-1,DAF,Cadherina-11 no expresan DAF
(Fibroblasto) Vimentina ,Thy-1 ,VCAM-1 ni UDPGD
Ea H.-K. 2008

2.3 Aspectos Inflamatorios y Cronico Degenerativos de la

Artritis Reumatoide

Como se mencion6 anteriormente, el proceso inflamatorio de la AR se da por la infiltracion
de células inflamatorias a la MS , estas células, expresan moléculas inflamatorias como:
Interleucinas (IL), quimiocinas y factores de crecimiento, cuyo efecto final es la destruccion
del cartilago y el hueso, 8" -que dan lugar a manifestaciones extraarticulares como : nddulos
reumatoides, vasculitis, pericarditis, queratoconjuntivitis, entre otras) >8" y sistémicas como:
produccion de proteinas en fase aguda, anemia, enfermedad cardiovascular (ECV),
osteoporosis, fatiga y depresion. ™ Entre las células que infiltran la membrana sinovial, se
encuentran los linfocitos Th17, linfocitos que secretan la IL-17, IL inflamatoria que va a

desempefar un papel iniciador, interaccionando con células dendriticas (CD), macrofagos y




linfocitos B %87 Los linfocitos B contribuyen a la AR a través de la presentacion del antigeno
y de la produccion de anticuerpos, autoanticuerpos e IL-6. "+ Los linfocitos B expresan
proteinas de la superficie celular, que incluyen inmunoglobulinas y antigenos de
diferenciacion como CD20 y CD22. 5297 |os autoanticuerpos pueden formar complejos
inmunes mas grandes que pueden estimular ain més la produccién de IL proinflamatorias,
como TNF-a, esto lo hacen a través del complemento y la activacion del receptor Fc del
linfocito B para el reconocimiento del antigeno. % La activacion de los linfocitos T y B
resulta en una mayor produccion de IL y quimiocinas, lo que conduce a un circuito de
retroalimentacion para interacciones adicionales con otras células inflamatorias. %% Los
macréfagos, ademas de la presentacion del antigeno, estan implicados en la osteoclasto
génesis y son una fuente importante de agentes inflamatorios como: TNF-o, IL-1 e IL-6 &
metaloproteinasas (MMP) 9 y 12, el factor estimulante de colonias de granulocitos y
monocitos (FEC-GM) y la trombospondina. 1% Contribuyendo de manera importante al
pannus, ademas de producir especies reactivas de oxigeno (ERO) que inducen a las células
endoteliales a expresar las moléculas de adhesion como ICAM-1 y VCAM-1 que permiten
la extravasacion de los neutrdfilos hacia el liquido sinovial y al cartilago articular. 10219 |_os
fibroblastos al ser activados aumentan dentro de la MS produciendo IL proinflamatorias,
prostaglandinas (PG) y MMP contribuyendo a la destruccion del cartilago y el hueso. %7
Los osteoclastos son células multinucleadas formadas por la fusion de progenitores
mononucleares de la familia de monocitos / macrofagos son los mediadores primarios de la
destruccion osea, estas células invaden la MS y recubren el hueso. 8- El osteoclasto génesis
inducida por macréfagos requiere del FEC-GM y de la interaccion del RANK y el ligando
RANK (RANKL). 1% La expresion de RANKL esta regulada por IL proinflamatorias tales
como TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-17, IL-6, IL-11 y FEC-GM. 1% La angiogénesis es un proceso
clave en la formacidén y mantenimiento de pannus porque la invasion de cartilago y hueso
requiere un aumento en el suministro de sangre 1°* En pacientes con AR, muchos factores
proangiogénicos se expresan en la membrana sinovial, pero el VEGF desempefia un papel
central en el desarrollo de nuevos vasos sanguineos. °* VEGF es un mitdgeno de células
endoteliales selectivo y un inductor de la permeabilidad. 1% [as citoquinas también

activan los condrocitos, lo que lleva a la liberacién directa de MMP adicionales en el cartilago
87.



2.3.1 Interleucinas Proinflamatorias IL-1 B, IL-6, IL-17 Y TNF-0 en

el Curso de la Enfermedad

Dentro de la amplia gama de IL producidas por las células inflamatorias que participan en la
AR, las que mas destacan son: TNF-a, IL-1p, IL-6, e 1L-17. %

La IL-6 es una IL proinflamatoria producida por linfocitos T y B, monocitos, macréfagos,
fibroblastos, osteoblastos, queratinocitos, células endoteliales, células mesangiales,
adipocitos, miocitos esqueléticos, cardiomiocitos, células cerebrales (astroglia, microglia,
neuronas ).194103%. Esta L es esencial para la diferenciacion de linfocitos T CD4 * a
linfocitos TH17 e inhibe a los linfocitos T reguladores (Treg) inducidos por TGF-f3, esta
inhibicion genera un aumento de la relacion TH17 / Treg. 141> Ademas, la I1L-6 induce la
diferenciacion de células B a través de una accion directa sobre las células plasmaticas
inmaduras, y estimula el desarrollo de linfocitos T auxiliares, que secretan el factor de
diferenciacion de para linfocitos B ( 1L-21). 8 Por consiguiente, en pacientes con AR,los
niveles séricos de IL-21 se asocian con una mayor secrecion de autoanticuerpos factor
reumatoide (RF) y proteina ciclica citrulinada (PCC) y niveles mas altos de marcadores de
activacion de células B.104193%6. [ a |L-6, actuia directamente sobre los neutréfilos a través
del receptor de IL-6 ( IL-6R) unido a la membrana, que a su vez contribuye a la inflamacién
y destruccidn articular mediante la secrecién de enzimas proteoliticas y especies reactivas de
oxigeno (ROS). 1% Los fibroblastos y macrofagos sinoviales activados representan una
fuente importante de IL-6 en la articulacion- 8 El liquido sinovial también contiene altos
niveles del IL-6R derivados principalmente de monocitos y linfocitos que se infiltran en la
membrana sinovial. Por lo tanto, a través de la activacion de la sefalizacion clasica vy,
particularmente, de la via de trans-sefializacién, IL-6 puede dirigirse a una amplia gama de
células articulares en la sinovial, el cartilago y el hueso subcondral, principalmente
involucradas en el desarrollo del dafio articular de la AR. 1%* Los pacientes con AR muestran
niveles elevados de IL-6 niveles tanto en el liquido sinovial como en la sangre.*** La IL-6
circulante se encuentra en la sangre de humanos sanos a baja concentracion (<1 pg/ ml) y

aumenta significativamente durante condiciones inflamatorias, alcanzando concentraciones
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en el rango de pg / ml) que se correlacionan con la actividad de la enfermedad y la progresion
del dafio estructural.®® La IL-1p: Es una IL proinflamatoria producida por los macrofagos,
celulas dendriticas, células NK, el epitelio vascular, fibroblastos, algunas células del masculo
liso y linfocitos Ty B. 47 La IL-1 se ligan a dos receptores de la superficie celular y sélo el
receptor de tipo | (IL-1 RI) tiene penetracion citoplasmatica y es capaz de transmitir la sefial
intracelular. - El receptor de tipo Il (IL-1 RII) no tiene dominio citoplasmatico y es incapaz
de transmitir la sefial. "' EI 1L-1 RI se encuentra principalmente en los linfocitos T,
mientras que el de tipo 11 se expresa principalmente en neutréfilos, monocitos y células B. 17
La activacion del IL-1 RI por la IL-1B en las células del endotelio vascular produce un
aumento en la expresion de moléculas de adhesidn e inicia o incrementa la infiltracion de
linfocitos y monocitos hacia los tejidos inflamados. %% La IL-1 también aumenta la
quimiotaxis de los leucocitos polimorfonucleares, linfocitos , monocitos y la produccion de
PG y MMP por los macréfagos y fibroblastos sinoviales’""® La IL-1 se expresa en la union
al cartilago, y representa el mayor factor para la destruccion del hueso y del cartilago. %
TNF-a (factor de necrosis tumoral a), s una IL proinflamatoria producida por macréfagos,
células dendriticas, células endoteliales, linfocitos TCD4* Th1. 1% En estado inflamatorio
tiene diferentes efectos como: la sintesis de proteinas de fase aguda por el higado, el aumento
en la permeabilidad vascular, el aumento de las moléculas de adhesion (como la selectina E)
en el endotelio vascular, la proliferacién de fibroblastos, la induccidn de quimiocinas (como
la IL-8), la induccion de IL-6, la activacion de macréfagos, neutréfilos, linfocitos Ty B, 8)
y la secrecion de los factores estimulantes de colonias por los macréfagos. 148747103 TNF-q
es una de las muchas citocinas que se han identificado en la membrana sinovial de los
pacientes con AR. * TNF-a junto con IL-1 B son inductoras de la activacion de los
sinoviocitos tipo fibroblasto que producen el SDF-1a (Factor derivado de células estromales
1 a) que a su vez estimula a los linfocitos T para que expresen CD40L. % Los linfocitos T
que expresan CD40L estimulan la expresion de SDF-1a por los sinoviocitos, que protegen
los linfocitos T y B de la apoptosis y atraen otras células proinflamatorias. % IL-17: Es una
citocina proinflamatoria expresada por los linfocitos Th17. 1 En estado inflamatorio tiene
diferentes efectos como: la expresion de IL-6, TNF-a por los macrofagos, el reclutamiento
de macroéfagos y neutréfilos, la secrecion de factores estimulantes de colonias de manera

indirecta por la sintesis de citocinas en células epiteliales, células endoteliales y células
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estromales fibroblasticas y la expresion de ICAM-1 por las células epiteliales. 2 En AR, la
IL-17 parece ser la principal molécula a través de la cual los linfocitos T reclutan y activan a
las células efectoras de la inmunidad innata y participa en la destruccion articular
promoviendo la liberacion MMP extracelulares como la MMP-1 y la MMP-9, 103122 | 3 |-
17 también suprime la sintesis de proteoglicanos en los condrocitos articulares mediante el
incremento de la produccién de ON y estimula la diferenciacién de los osteoclastos
generando la reabsorcion Gsea en modelos de cultivo epiteliales. * Este efecto es
dependiente de PG y parece estar mediado a través de la induccidn del receptor activador del
ligando del factor NF-Kp y el factor de diferenciacion de osteoclastos (RANKL/ODF) sobre
la superficie de los osteoblastos. 8. Recientemente, la IL-17 se ha postulado como un factor
angiogénico, ya que estimula la produccién del factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF) en los sinoviocitos. 12> Aunque el receptor de la IL-17 se expresa ampliamente en
varias células, en los pacientes con AR estd sobre expresado especificamente en los

sinoviocitos tipo fibroblasto.!??

2.4 Tratamientos Convencionales

Los tratamientos farmacoldgico para la AR presenta dificultades de aplicacion debido a la
sintomatologia variada que presenta la enfermedad. > El tratamiento temprano se ve
dificultado por las siguientes circunstancias: Dificultad de diagndstico de la AR,
especialmente en fases iniciales debido a formas diferentes de presentacién y a su similitud
con otros procesos, como pueden ser infecciones virales, por la falta de respuesta en los
marcadores seroldgicos estandar en algunos pacientes al principio de la enfermedad, y a la
falta de sensibilidad de las radiografias para detectar la lesion estructural inicial. %8 En
los ultimos afios, el tratamiento de la AR se ha modificado, apartdndose de los enfoques
tradicionales para pasar a una aplicacion temprana de farmacos que detengan o modifiquen
el curso de la enfermedad y asi poder evitar las anomalias que puedan producirse en las
articulaciones en los dos primeros afios de evolucion & El tratamiento farmacoldgico regula
los factores inflamatorios e inmunol6gicos que intervienen en la patogénesis de la AR.% Los
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objetivos del tratamiento son los siguientes: Alivio del dolor , conservacién de la fuerza y la
funcién articular, prevencion de la destruccion articular y las deformidades, alivio de las
complicaciones sistémicas, mantenimiento de la funcion fisica y educacion sanitaria del

paciente y de quienes lo atienden. 98¢

La terapia farmacoldgica utilizada en el tratamiento de la AR incluye 4 tipos de farmacos:
los antiinflamatorios no esteroides (AINES), os antiinflamatorios esteroidales o
glucocorticoides (AES)y los farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad o

DMARDs (por sus siglas en inglés Disease Modifying anti- rheumatic Drugs) y los llamados

agentes biologicos. Tabla 2. %

Tabla 2 Farmacos para el tratamiento de la AR

transcripcion  de

Farmaco Ventajas Mecanismo de Efectos adversos
terapéuticas accion

AINES Antiinflamatorios | Inhiben la actividad | Debilitan la mucosa del
o de COX-1 como de | estomago provocando
Analgesicos la COX-2. por lo | Glcera péptica, dafio
L tanto, la sintesis de | cardicao,dafio renal y

Antipiréticos prostaglandinas transtornos del SNC, 68

y tromboxanos.

AES Antiinflamatorios | Suprimen la | Pérdida de masa Gsea, lo

cual puede derivar en

(tradicionales)

respuesta inmune.

Inhiben la secrecion
de IL inflamatorias

mecanismos de
accion exactos para
inhibir la respuesta
inmune. &

(Glucocorticoides) | Analgésicos ARN mensajero en | osteoporosis,inmunodef
algunas células | iciencia, favorecimiento
(ejemplo, infecciones oportunistas
linfocitos) & 89
DMARDs Modifican la | Se desconoce sus | hepatotoxicidad,fibrosis

cirrosis, nauseas Yy
vomito. ademas pueden
ocacionar dafo a retina,
tuberculosis y probable
linfoma, 6812189
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Continuidad de la tabla 2. AGENTES BIOLOGICOS

Inhibidores de TNF-a.

Agente Mecanismo de accion Efectos adversos
Biologico
Infliximab | Se une con alta afinidad al | Trombocitopenia
TNF-a soluble y_un_ldo ala Reacciones
membrana e inhibe su ] . o
efecto mediante el bloqueo de hipersensibilidad y anafilaxia
de las interacciones del | Infecciones
receptor TNF-a Tuberculosis
Etanercept | Se une al TNF-a, evitando | Insuficiencia cardiaca
que interactie con su Linfoma
receptor o
Hepatitis B
Adalimumab | Se une al TNF-o0. humano

con alta afinidad y evita
que se una a sus receptores

Certolizumab

Selectivamente neutraliza
el TNF-0 humano soluble
y asociado a la membrana

Golimumab

Forma complejos estables
de alta afinidad con formas
bioactivas  solubles 'y
transmembrana de TNF-a,
evitando la unién de TNF-
a a sus receptores

Inhibidores de IL-1 p e IL-6

Anakinra

Neutraliza la actividad
tanto de IL-1a como de IL-

1B

Tocilizumab

Se une especificamente a
SIL-6R y mIL-6R; inhibe
la sefalizacion mediada
por sIL-6R y mIL-6R

Trombocitopenia

Reacciones

de hipersensibilidad y anafilaxia
Infecciones

Tuberculosis

Insuficiencia cardiaca

Linfoma

Hepatitis B

Inhibidores de célulasBy T
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Rituximab | Decremento de celulas B | Trombocitopenia

uniéndose a CD20 Reacciones

Abatacept | Inhibe la activacién de | de hipersensibilidad y anafilaxia
células T uniéndose a | |nfecciones

CD80 y CD86 )
Tuberculosis

Insuficiencia cardiaca
Linfoma
Hepatitis B

Choy 2012, Kwon HJ,

2.5 Tratamientos Alternos

En la medicina tradicional de México, existen diferentes plantas capaces de controlar diversas
enfermedades, una de estas plantas son la familia asteracea. Las asteraceas (Asteraceae),
también conocidas como “compuestas” reinen mas de 23,500 especies repartidas en 1600
géneros, por lo que es la familia de angiospermas con mayor riqueza y diversidad bioldgica.
10 Algunos ejemplos de estas plantas con bondades medicinales son: Matricaria
chamomilla , conocida comunmente como “manzanilla” esta planta es una de las mas usadas
y conocidas plantas medicinales. 2% El té de las flores es usado contra enfermedades gastro-
intestinales, como sedante y contra trastornos menstruales. Se aplica manzanilla externa
contra inflamacion de la mucosa, inflamacién de la piel, infecciones bucales y contra
enfermedades en el area anal y genital. 2 Arnica montana , conocida comunmente como
“arnica” es una planta medicnal usada para tratar dolores musculares,articulares , esguinces
y contusiones, sus propiedades medicinales se le atribuyen a sus flores.*® Bidens pilosa
comunmente conocida como ‘romerillo blanco’ o ‘aguja espafiola’ es una hierba utilizada
para el tratamiento de trastornos tales como inflamacion, trastornos inmunol6gicos,
trastornos digestivos, enfermedades infecciosas, cancer, sindrome metabdlico, heridas, y
muchos otros >’ B. pilosa suele ser ingerida en té, sin embargo, también puede utilizarse la

planta fresca para tratar las mordeduras de animales y heridas.” Se han identificado 201
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compuestos a partir de B. pilosa, que comprenden 70 alifaticos, 60 flavonoides, 25
terpenoides, 19 fenilpropanoides, 13 aromaticos, 8 porfirinas y otros 6 compuestos, a partir
de esta planta (F. L. Silva et al., 2011). La asociacion entre los fitoquimicos de B. pilosa y

sus bioactividades alin no estd completamente establecida- &

2.5.1 Antecedentes del extracto acetato de etilo de Bidens pilosa para

controlar la Inflamacion asociada a la AR

Una investigacion realizada por Herrera en el 2013 en nuestro laboratorio mostré que la
fraccion de acetato de etilo de Bidens pilosa (FAEBp) tiene la capacidad de controlar la
inflamacion asociada a la AR. Para evaluar esta capacidad utilizaron células de bazo de
ratones C57BI/6J, a las cuales se les indujo una diferenciacion hacia un fenotipo th17
(proinflamatorio). Las células se incubaron con Anticuerpos anti-CD3 y anti- CD28 para su
activacion y se mantuvieron en cultivo por 6 dias con una mezcla de IL que favorecio su
diferenciacion hacia un fenotipo TH17 (TGF-B, IL-6, IL-23, IL-1B y TNF-a) adicionalmente
se afiadio anti-IFNg- e IL-4 para evitar su polarizacion hacia un fenotipo TH1 y TH2,
respectivamente.  Paralelamente, otro grupo de células se expusieron a las mismas
condiciones sélo que en presencia de diferentes concentraciones del FAEBp (0.4, 2, 10,50 y
250 pg/ml), seis dias después del cultivo se colectaron las células y se evalu6 el porcentaje
de células CD4+ que expresaron el factor de transcripcion Foxp3 en comparacion a las
células CD4+ que expresaron la IL-17 intracelular en presencia o ausencia de cada uno de
los tratamientos por citometria de flujo. (Primera evaluacion). En la figura 2 y 3 se puede
observar que las concentraciones de 0.4 y 2 ug del FAEBp fueron las que disminuyeron mas
los % de células productoras de IL-17 (0.82% y 2.92% respectivamente) con respecto al
grupo sin tratamiento (4.02%), mientras que las dosis de 2 y 10 pg fueron las que
incrementaron el % de células Foxp3 positivas (1.85% y 2.08% respectivamente) con
respecto al grupo Inflamado (0.12%). La relacion de Células CD4+ IL-17+/ Células CD4+
Foxp3+ puede observarse que las dosis de 0.4 y 2 ug fueron las que disminuyeron de manera
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muy importante la relacion de Células CD4+ IL-17+/Células CD4+ Foxp3+ con respecto al

grupo que no recibid ningun tratamiento. Cabe sefialar que las concentraciones de 50 y 250

pg/ml del FAEBp ya resultaron toxicas para las células.

Sintratamiento

% de células IL-17+

%% de células Foxp3s

Bidens pilosa

T

(70

1703%

19.15%

']

1.00%

24

T2

% de células COG+

L'J

Figura 2. Efecto de las diferentes concentraciones del FAEBp sobre la polarizacion a las

CD4" hacia un suptipo TH17 o Treg por citometria de flujo. Datos del primer experimento.

% Células IL-17/% Células Tregs
(1]

Sim tratamiento
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2pg

10 pag

Bidens plloso
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Figura 3. Efecto entre las diferentes concentraciones del FAEBp sobre la polarizacion a las
CD4" hacia un sapito TH17 o Treg, la cuantificacion se realizé por isometria de flujo. No se

incluyen las concentraciones de 50 y 259 pg/ml.

Posteriormente, se realizd una repeticion de este experimento, pero con otras dosis del
FAEBp (para identificar la dosis de cada uno de los tratamientos que era capaz de controlar
la polarizaciéon de las células hacia el fenotipo Th17): Las concentraciones que se probaron
fueron de 0.4, 1, 2 y 5 pg/ml del FAEBp (las cuales cayeron en el intervalo de las dosis que
demostraron ser mas efectivas para inducir células Tregs en el primer experimento). Figura
4y 5 se observa que las concentraciones de 1y 2 pug/ml fueron las que disminuyeron mas
el porcentaje de células CD4+ I1L17+ ( 1.15% y 1.11%, respectivamente) mientras que las
concentraciones de 1 a 5 pg/ml fueron las que incrementaron mas el porcentaje de células
CD4+ Foxp3+ (3.33% y 3.40%, respectivamente) sin embargo en la dosis de 5 pg/ml se
observé un incremento importante en la poblacion CD4+ IL-17+; lo cual ocasiona que casi
quede en equilibrio la relacion % de células CD4+ IL-17+/ % de células CD4+ Foxp3+

(2.48% y 3.40%, respectivamente); similar a lo que pasa en la concentracion de 0.4 pg/ml.

Bidens pilosa (ug/ml)

% de células IL-17+

2162%

10s% | 9Pz | 2% " oo KR T 320%| " PasE | 3%

% de células Foxp3+

v

% de células CD4+
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Figura 4. Efecto de las diferentes concentraciones del FAEBp sobre la polarizacion a las
CD4" hacia un suptipo TH17 o Treg por citometria de flujo. Datos del segundo experimento

realizado.

% de células CDA+IL17+ [, CD4+Foxp3+ @
1]

4] 0.4 1 2 5

Bidens pilosa (pg/ml)

Figura 5. Relacion del efecto entre las diferentes concentraciones del FAEBp sobre la
polarizacion a las CD4" hacia un suptipo TH17 o Treg, la cuantificacion se realiz6 por

citometria de flujo. Segundo experimento.

Cabe sefialar que ademas de esta evaluacion, también se colectaron los sobrenadantes del
cultivo para determinar los niveles de IL presentes por ensayos inmunoenzimaticos
(ELISA). Durante el primer experimento de polarizacion in vitro hacia Th17, se realizaron
mediciones de las IL, 1L-17 e IL-10 en los sobrenadantes del cultivo de células polarizadas
hacia TH-17 en presencia y ausencia de diferentes concentraciones del FAEBp. En el
segundo experimento se realiz6 nuevamente la medicién de estas dos IL, anexando la
medicion de TGF-B. En la figura 6 se observa que la concentracion de 50 pg/ml disminuyd
de manera significativa la produccion de IL-17 (p < 0.01) cuando se comparé con el resto de
los grupos, asi mismo se observo que todas las concentraciones probadas fueron capaces de
incrementar de manera significativa la produccion de IL-10 con respecto al IL-17 y que la
concentracion mas efectiva fue la de 2 pg/ml ya que es la que present6 una mayor produccion
de IL-10 y una menor produccion de IL-17.
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Figura 6. Comparacion de los niveles de IL-17 e I1L-10 de los sobrenadantes del primer
cultivo tratados con diferentes concentraciones de la FAEBp. Los valores son presentados
con media £ SEM (n=2) y son significativamente diferentes entre si en ausencia de una letra

en comdn (p<0.01)

Nuevamente, para caracterizar el ambiente pro inflamatorio/ anti inflamatorio inducido por
las diferentes concentraciones de la FAEBp se realizaron mediciones de las IL-17, IL-10 y
TGF-B mediante ELISA en los sobrenadantes del segundo cultivo; encontrando que la
concentracion de 2 y 5 pg/ml disminuyeron de manera significativa la produccion de I1L-17,
cuando se compararon con el resto de los grupos presentando un mayor efecto la
concentracion de 5 pug/ml ( figura 7) En cuanto a la produccién TGF-§ se encontr6 que las
dosis de 1 y 5 pg/ml incrementaron la produccion de TGF-f3 de manera significativa con
respecto a los demas grupos (figura 8) la relacién entre la produccién de IL-10 e IL-17 y
entre la produccion de TGF- B e IL-17 que se presentaron con las diferentes concentraciones
se pudo observar que en la concentracion de 5 pg/ml se presentd una menor produccion de

IL-17 y un mayor incremento en la produccion de TGF-p.
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Figura 7. Comparacion de los niveles de IL-17 e IL-10 de los sobrenadantes del primer

cultivo tratados con diferentes concentraciones de la FAEBp. Los valores son presentados

con media £ SEM (n=2) y son significativamente diferentes entre si en ausencia de una letra

en comdn (p<0.01)
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Figura 8. Comparacion de los niveles de IL-17 e IL-10 de los sobrenadantes del segundo
cultivo tratados con diferentes. Los valores son presentados con media = SEM (n=2) y son

significativamente diferentes entre si en ausencia de una letra en comdn. (p<0.01)

Con los resultados obtenidos de esta evaluacion del FAEBp, Herrera sugiere  hacer un

fraccionamiento del FEBp para poder agrupar solo aquellas moléculas que tengan actividad

antiinflamatoria.

2.5.2 Bidens odorata

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia : Asteraceae
Subfamilia: Asteroideae

Genero: Bidens

Foto: CONABIO 2009 Especie : Bidens odorata (cav)

Figura 9. Clasificacion taxonomica de Bidens odorata (CONABIO 2009)

Bidens odorata cav. Se conoce cominmente como “Aceitilla, Acahual, acahual blanco,
amor seco, cadillo, cruceta, mozote blanco, mozoquelite, mozote, rocid, rosilla, té de
milpa blanco & Es una de las especies arvenses mas comunes en el occidente de México,
principalmente entre 1000 y 2200 m y en el Valle de México de los 2250 a 2900 m de
altitud. ® Forma parte de un conjunto de especies que se parecen, pero que son distintas

genéticas y ecoldgicamente® Es una especie nativa de México y se encuentra
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practicamente en todo el pais excepto en la peninsula de Yucatan ¢ Bidens odorata (Bo)
es una especie muy variable, pero se puede identificar con la combinacion de las
siguientes caracteristicas: hierba anual con cabezuelas, con 5 flores liguladas blancas a
rosadas, y flores tubulares amarillas; bracteas exteriores 7-9 casi siempre ensanchadas en
el apice: tallo cuadricular; hojas con 3 -5 foliolos y raiz delgada >’ Se puede encontrar en
campos de cultivo, orillas de caminos, lugares en construccion.’. Su propagacion,
dispersion y germinacién es por medio de sus semillas que se pegan al pelaje de los
animales y a la ropa del hombre, la mayoria de las semillas germinan en el primer
centimetro del suelo donde hay buena humedad, luz y oxigeno. Bo tiene algunos usos
comerciales como forraje para ganado bovino, las hojas se consumen como quelite y
también es utilizada en la medicina popular mexicana. En Veracruz, el principal uso
medicinal que se le da a las hojas es en el tratamiento de diversos desérdenes del aparato
digestivo, tales como diarrea, vdmito, dolor e infeccion estomacal. 1" También se ha
utilizado contra la ictericia, como tranquilizante y antipirética. Ademas, se le usa en la
cura de la enfermedad cultural denominada "asombro” la cual se caracteriza por pesadez
en el cerebro, ufias moradas, dolor de huesos, mucha tristeza, rostro amarillo y pérdida
del apetito. Al igual que en el susto, el enfermo duerme mucho, principalmente al medio
dia. Se prescribe el aceitillo en otras alteraciones organicas como dolor de huesos, de
cabeza y dolor de rifidn, asi como heridas, diabetes, mal de orin, anemia, irritacion de la
piel, contra la caida del cabello ® Sin embargo, principalmente se le atribuyen propiedades
antiinflamatorias, antitusiva, catartica y hemostatica > Su estatus de conservacion no es

amenaza °

2.5.2.1 Antecedentes Farmacologicos de Bidens odorata

Bidens odorata ha sido utilizada en la medicina tradicional de México para el tratamiento
empirico de la diarrea, bronquitis, tos, fiebre, dolor de estémago y dolor. " Existe poca
informacion cientifica sobre esta planta, sin embargo, hay reportes cientificos donde se

demuestra su actividad, diurética, antidiarreica y por primera vez en el 2017 un estudio
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dirigido a inflamacion. El efecto diurético se evalud en un extracto acuoso ** El extracto
acuoso de esta planta se probo las dosis de 41 y 166 mg / kg , usando como tratamiento
farmacologico furosemidaa 2 mg/kg. Se evaluo el sodio, potasio y equilibrio de agua. Los
extractos acuosos en ambas dosis y la furosemida produjeron incrementos importantes y
significativos en la excrecion urinaria de sodio, potasio y agua en ratas con respecto al grupo
de control. Este aumento fue dependiente de la dosis y el extracto acuoso en la dosis mas alta
indujo una excrecion mas marcada de sodio y agua que la furosemida, la excrecion de potasio
aumentd pero fue menor que la inducida por furosemida. Estos resultados sugieren que el
extracto acuoso de Bidens odorata induce una respuesta diurética. Su analisis fitoquimico
mostro moléculas como: alcaloides, azucares y taninos ** Su actividad antidiarreica, fue
evaluada en el extracto acuoso, metanolico y de cloroformo, ademas de su composicion
quimica de dos fracciones obtenidas del extracto con cloroformo que mostraron tener el
mejor efecto al inhibir en un 72.9% la diarrea inducida.''% Se encontré que la fracciones que
tiene este efecto tienen componentes, cuyos principales compuestos son acido palmitico
(9,14%), &cido linoleico (13,12%), Acido trans-oleico (9,24%), 4cido estearico (3,39%),
acido lignocérico (3,55%), acido octacosanoico (3,14%) y acido behénico (3,23%). 1%
Recientemente se evalud por primera vez, su efecto antiinflamatorio en un modelo murino
inflamacion auricular inducido por TPA, su actividad antioxidante, efectos antinociceptivos
y toxicidad in vitro e in vivo, asi como la identificacién quimica de algunos compuestos
presentes en el extracto etanolico. 1% Para evaluar su efecto antiinflamatorio , utilizaron
concentraciones de 2 mg/oreja del extracto etanolico (BoE) y como tratamiento
farmacologico indometacina a 2 mg/oreja, los resultados obtendios muetran que la
inflamacion disminuyo6 significativamente (p < 0.05) en un 63.8 + 2.47% y 36.1 + 3.66%.,
Respectivamente, en comparacion con el grupo de vehiculos. Los compuestos quimicos
identificados en el BoE se muestran en la tabla 3, cabe sefialar que algunos de estos

compuestos coinciden con lo reportado en invetsigaciones pasadas. 11010
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Tabla 3. Composicion fitoquimica de Bidens odorata

Nombre de la Molécula

Clasificacion

Actividad biologica

acido benzoico

compuestos fenolicos

Anti-inflamatorio

acido cafeico

compuestos fenolicos

Anti-inflamatorio

stigmasterol

fitosteroles

[-Sitosterol

fitosteroles

Anti-inflamatorio

o-tocoferol

éteres de glicol

Anti-inflamatorio

acido linolénico

acidos grasos

Antioxidantes

acido linoleico

acidos grasos

Antioxidantes

acido palmitico

acidos grasos

Antioxidantes

Acido trans-oleico

acidos grasos

Antioxidantes

acido estearico

acidos grasos

Antioxidantes

acido lignocérico

acidos grasos

Antioxidantes

acido octacosanoico

acidos grasos

Antioxidantes

acido behénico

acidos grasos

Antioxidantes

escualeno terpenos Anti-inflamatorio
cariofileno terpenos Anti-inflamatorio
-amirina terpenos Anti-inflamatorio

Zavala 2013, Zapata 2017
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune cronica, inflamatoriay sistémica
que afecta principalmente las articulaciones sinoviales , y se caracteriza por una inflamacion
sistémica persistente de alto grado. Esta enfermedad produce dolor, inflamacion, rigidez y
disminucion de la movilidad y, al cabo de los afios, destruccion y deformacion de las
articulaciones sinoviales generando discapacidad fisica. La prevalencia de artritis reumatoide
es de 0.2 al 5 % a nivel mundial, mientras que en México se presenta una prevalencia del 0.4
al 1.6 % afectando frecuentemente a personas mayores de 50 afios, mas a mujeres que a
hombres, mas a fumadores que a no fumadores. La etiologia de esta enfermedad es
desconocida, asi que los tratamientos convencionales se enfocan en reducir la intensidad de
las manifestaciones clinicas, la inflamacion y el dolor. Para que los pacientes obtengan estos
tratamientos deben tener los recursos economicos, las redes de apoyo y el conocimiento de
la patologia. En México el costo de los recursos consumidos por paciente para controlar la
artritis reumatoide es de $30,000.00 MN anuales, esto incluye los medicamentos, pruebas
diagndsticas, hospitalizacion, terapias alternativas y cirugias. En afios recientes se ha
propuesto que productos derivados de plantas con propiedades medicinales puedan
emplearse para el control de estos procesos cronicos-degenerativos. B.o es una planta
medicinal originaria de México que por sus antecedentes etnobotanicos se sabe tienen efectos
medicinales, ha sido utilizada para tratar distintas enfermedades, asi como inflamacion, sin
embargo, pese a sus antecedentes etnobotanicas solo se ha realizado una investigacion
cientifica para probar su efecto antiinflamatorio (Zapata 2017) en un modelo de inflamacion
auricular inducida por TPA. Por otro lado, de B.p. que es una planta perteneciente al mismo
género, pero diferente especie se le ha reportado tener multiples actividades entre las que
destaca su efecto antiinflamatorio. Un ejemplo es la investigacion que realizo Herrera en el
2013 donde evalué el EAEBp en ceélulas de ratén con un fenotipo TH17, los resultados
observados sugieren que esta fraccion puede contener moléculas pro y antiinflamatorias, por
lo que seria recomendable continuar con el su fraccionamiento que agrupen aquéllas sélo con

propiedades antiinflamatorias. Con base en lo anterior, este proyecto se realizd con la
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intencion de sentar las bases para generar un fitomedicamento a partir de B.o. que controle
la inflamacion articular minimizando los efectos adversos. De este planteamiento surge la
siguiente pregunta de investigacion. ¢B.o. tendra efecto antiinflamatorio? ¢Cuéles
subfracciones obtenidas de la fraccion acetato de etilo de Bidens odorata (FAEBO) son

efectivas para controlar el estado proinflamatorio de las células de la articulacion sinovial?

4 HIPOTESIS

Las subfracciones efectivas obtenidas de la FAEBo controlan el estado proinflamatorio de
las células obtenidas de la articulacion sinovial provenientes de ratones con inflamacién

articular

5 OBJETIVO

Determinar in vivo el potencial antiinflamatorio de las fracciones de B.o. e Identificar in vitro
las subfracciones efectivas provenientes de la FAEBo que controlan el estado
proinflamatorio de células obtenidas de la articulacion sinovial provenientes de ratones con

inflamacion articular.

5.1 Objetivos Particulares

1.- ldentificar las fracciones y subfracciones efectivas de FAEBo en el modelo de

Inflamacion Auricular Murino inducido por TPA.

2.- Evaluacion de la capacidad antiinflamatoria de las subfracciones efectivas del FAEBo-

R5, en células de la articulacion sinovial de ratones con inflamacién articular.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Obtencion de la planta (Bidens odorata)

B.o. se colecto en la comunidad de Chamilpa, Cuernavaca, Morelos en los alrededores de la
Universidad Autonoma del Estado de Morelos (18°59'01.8" Latitud Norte 99° 14'23.6"
Longitud Oeste, durante el mes de febrero del 2016. EI material vegetal fue identificado con
el folio nimero 34101 por el M. en C. Gabriel Flores Franco del Centro de Investigacion en
Biodiversidad y Conservacién (CIByC) y un espécimen se conservo en esas instalaciones

para referencia.
6.20btencion de FAEBo

Las partes aereas de la planta (flor,hojas y tallos ) secas y pulverizadas se sometieron a un
proceso de extraccion por maceracion a una concentracion 1:6 (Peso/volumen) en
etanol/agua 60:40 (v/v) a temperatura ambiente durante 24 horas para la obtencién de un
extracto hidroalcohdlico (HA,120 gr). Posteriormente se concentrd por destilacion a presién
reducida en un rotavapor para su posterior secado por liofilizacion. Con la intencion de
obtener una fraccion de acetato de etilo (FAEBO) , fraccion a evaluar con base a los
antecedente antes mencionados , se utilizaron 250 ml del extracto y se suspendid con acetato
de etilo (AE) en un embudo de separacion para obtener dos fases, la acuosa y la organica
(fase de AE). Ambas fases se concentraron en la rota vapor y se sometieron a liofilizacion
para su completo secado obteniendo asi una fraccion acuosa con un 65.8% de rendimiento
(FACBo,79gr peso seco) y FAEBo con 32.5 % de rendimiento (39 gr en peso seco) figura
10.

6.2.1 Obtencidén de las subfracciones de la FAEBo

Para obtener diferentes subfracciones de la FAEBO, esta se fracciond en una columna con
silica gel (Merck) que se eluyd con un sistemade diclorometano: metanol (CH2Clz: MeOH)
a diferentes proporciones (100:0, 95:5, 90:10, 85:15, 80:20 y 0:100) como se muestra en la
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tabla 4. Las subfracciones obtenidas se concentraron por destilacion a presion reducida en un

rota vapor para su posterior secado por liofilizacion.

Tabla 4. Subracciones de B.o. y las concentraciones de sus eluyentes.

Sistema Subracciones de FAEBo.

100 CH:Cl2 Sf1, Sf 2, Sf 3, Sf 4, Sf5, Sf 6, SF7
95/5 CH2Cl2— MeOH Sf 8, Sf 9, Sf 10, Sf 11, Sf12
90/10 CH2Cl2— MeOH Sf 13, Sf 14, Sf 16, Sf 17

85/15 CH2Cl2— MeOH Sf 18, Sf 19, Sf 20, Sf 21, Sf 22
80/20 CH2Cl2— MeOH Sf 23, Sf 24, Sf 25, Sf 26, Sf 27
100 MeOH Sf 28, Sf 29, Sf 30, Sf 31, Sf 32

6.2.2 Determinacion del perfil fotoquimica de las subfracciones

de la FAEBo por Cromatografia en Capa Fina

Con la finalidad de determinar el perfil quimico de las subfracciones obtenidas, se realizo
Cromatografia en Capa Fina (CCF) de fase normal. Paraello, se utilizaron fases estacionarias
recubiertas de silica gel (Cromatofolio de silica gel 60 Fas, Merck), asi como diferentes
sistemas de la fase movil y reveladores como : el Reactivo de Productos Naturales-
Polietilenglicol (RPN-PEG), que consiste en una solucion metanolica de
difenilboriloxietilamina al 1 % seguida de una solucion de polietilenglicol (USP, 1546580)
al 5 %. 5"Este reactivo es Util para la deteccion de varios compuestos fitoquimicos,
especialmente flavonoides mediante el cambio de coloracion de la muestra sobre la placa, 7
sulfato cerico (359009, Aldrich) al 1 % en &cido sulfurico (339741, Aldrich) 2N para la
deteccion de compuestos fitoquimicos en general (y reactivo de komarowsky que conciste
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en una solucion etanolica al 50% en &cido sulfirico mas una solucién metanolica al 2% en

4-hidroxibenzaldehido (Revelador universal, excepto flavonoides)

6.2.2.1 Determinacion del perfil fitoquimico de las reuniones por

Cromatografia en Capa Fina

Después de determinar el perfil fitoquimico de las subfraccidnes se hizo una comparacién de
los perfiles cromatograficosobtenidos por CCF de las subfracciones. Las subfracciones que
presentaron un perfil fitoquimico similar se reunieron entre si dando como resultados 8

reuniones. Las cromatoplacas se obtuvieron como se describio en la seccion anterior.

A |

Extracto Hidroalcohdlico
(HABO)

1 1
A | A |

Fraccion
acuosa
(FACBo 65.8%)

Fraccion de AE
(FAEBo 32.5%)

—i

AY

Subracciones
(Sf) del 1 al 32

Columna 1

Reuniones del
1al8

Reunioén
evaluada (R5)

| | L
b ) | |

Sfdel1al 52

Columna 2

Sf evaluadas
$f20,5f23,5f30 ySf 33

Figura 10.- Esquema general del fraccionamiento del extracto hidroalcohoélico de Bo. Para

la obtencion de los tratamientos experimentales.
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Evaluacion antiinflamatoria de las reuniones en el modelo de inflamacién

auricular murino inducido por TPA

6.3 Animales de Experimentacion

Se utilizaron ratones machos de la cepa CD1 de 8 a 10 semanas de edad y hembras de  la
cepa DBA de 8 semanas de edad que se mantuvieron con comida y agua ad libitum bajo
condiciones controladas de luz/obscuridad (12/12 h), temperatura y humedad en las
instalaciones del Bioterio de la Facultad de Medicina de la UAEM, con la supervision y
cuidados del médico veterinario responsable. Los animales se trataron con estricto apego a
la NOM-062-Z00-1999 (Aluja, 2002).

6.3.1 Grupos experimentales

Para evaluar el efecto antiiflamatorio del extracto, las fracciones y reuniones de la FAEBO,
se hicieron grupos de ratones que se agruparon de acuerdo con el tratamiento que recibieron

tal y como se muestra en la tabla 5 (n=3).

Tabla 5. Grupos experimentales para determinar el efecto antiiflamtorio de B.o. (N=3)

Naive | TPA TPA/DEXA TPA/HA TPA/FAcBo TPA/FAEBo | TPA/FAEBo-R1 | TPA/FAEBo-R5

SinTX | 10ul 10 plde c/u 10 pl de clu 10 pl de clu 10 pl de clu 10 pl de c/u 10 pl de clu

[0.2 mg/oreja]
[25 ngioreja] [40 pg/oreja ] [0.8 mg/orejal
[3.2 mg/oreja)
[12.8 mg/oreja]

[51.2 mg/oreja)
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6.3.2 Induccion de inflamacién por aplicacion tépica de TPA

Para evaluar la capacidad antiinflamatoria del Extracto HA-Bo, fraccion acuosa (AcBo),
FAEBo y de las reuniones con mayor rendimiento 1 (0.056gr) y 5 ( 0.050gr) de la FAEBO,
se indujo inflamacion auricular a través de la aplicaciéon tépica de TPA (12 - O -
tetradecanoilforbol-13-acetato). Los ratones fueron anestesiados por via intraperitoneal
(pentobarbital sddico a una dosis de 63 mg/Kg). Posteriormente se aplicaron 10 ul de TPA
en el centro de la cara externa e interna de la oreja izquierda del raton. Quince minutos
después del TPA, se aplicaron el extracto,fracciones y reuniones a diferentes concentraciones
en la oreja izquierda (0.2, 0.8, 3.2, 12.8, 51.2 mg/oreja), las concentraciones se eligieron con
base a experimentos previos realizados para el mismo modelo de inflamacidén pero con
diferente planta. Se usaron 40 pg/or de dexametasona como control positivo. La oreja
derecha de cada ratdn se le considero como control negativo, para cual solo se le aplico el
vehiculo para disolver el TPA (acetona), el extracto, fracciones y reuniones (agua, acetona).
Los tratamientos se dejaron durante 6 horas para posteriormentedeterminar su actividad anti-

inflamatoria.
6.3.2.1 Valoracion de edema

Seis horas despues de la aplicacion del TPA y de los tratamientos los ratones fueron
sacrificados por dislocacion cervical. Se tom6 una muestra de la parte central donde fuero
aplicados los tratamientos. Con un sacabocado se obtuvieron muestras circulares de 6 mm de
diametro de cada oreja, las cuales fueron pesadas en una balanza analitica para que a través
del peso se valore el grado de edema. EIl porcentaje de inhibicion del edema se calcul6 con

la siguiente formula:

x 100

% de inhibicion del edema =

Ic =100% de inhibicion (naive)

It = Promedio del tratamiento
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6.3.2.2 Cuantificacién de células sanguineas

Para conocer un poco mas el estado de los ratones con inflamacién auricular inducida por
TPA, anesteciados, se les tomo 4 muestras sanguineas a través de vena caudal de la cola.
Para esto se realizd una pequefia incision con ayuda de un bisturi. Antes de aplicar el TPA
se tomo una gota de sangre que fue colocada en un portaobjetos esmerilado de 26 x 76 mm,
previamente identificado y se procedié a realizar un frotis. Este procedimiento se realizé en
4 tiempo, es decir: 1 frotis basal (0 horas) y los siguientes 3 frotis se realizaron cada 2 horas
post TPA (2, 4 y 6 horas), los frotis fueron tefiidos por la tincién de Wright para
identificacion de células sanguineas como: linfocitos,monocitos,neutrofilos,eosinofilos y
basofilos. Se realizo el contd del 100% de las células sanguineas visualizandolas con aceite

de inmersion en un microscopio éptico en el objetivo de 100 X.

6.4  HPLC del extracto HA-Bo, FAEBo y FAEB0-R5

Despues de evaluar el extracto HA-Bo, FAcBO, FAEBo, FAEB0-R1y FAEBo-R5en laoreja
de Raton con inflamacién inducida por el TPA, se observo que el mejor tratamiento para
inhibir el edema auricular fue FAEB0-R5 . La reunion, la fraccion y el extracto madre se
sometieron a un analisis cromatografico por HPLC, para realizar una comparacion
fitoquimica. La reunion , la fraccion y el extracto madre se sometieron a un analisis

cromatografico mediante HPLC, para realizar una comparacion fitoquimica.

El anélisis se realizd mediante HPLC utilizando un sistema cromatografico que consiste en
un modulo de separacion Waters 2695 equipado con un detector de fotodiodos Waters 996 y
el software Empower Pro (Waters Corporation, EE.UU.). La separacion quimica se consiguio
usando una columna Supelcosil LC-F (4,6 mm x 250 mm i.d., tamafio de particula de 5 pum)

(Sigma-Aldrich, Bellefonte, EE.UU.). La fase movil consistio en una solucién acuosa de
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acido trifluoroacético al 0,5% (disolvente A) y acetonitrilo (disolvente B). El sistema de
gradiente fue como sigue: 0-1 min, 0% B; 2-3 min, 5% de B, 4 - 7 min, 30% de B; 8-22 min,
50% B 23 min. 80% de B; 24-26 100% B; 27-30 min, 0% B. El caudal se mantuvo a 0,9 ml

min-1, y el volumen de inyeccion de la muestra fue de 10 ul. La absorbancia se midié a 254

nm.

6.4.1 Obtencidén de las subfracciones de FAEB0-R5

Con la intencion de identificar que las moléculas estan presentes en la FAEB0-R5, la cual

mostro tener el mejor efecto al reducir el edema auricular, se fraccion6 en una columna con

silica gel, fase reversa (Merck) que se eluy6 con un sistema de elucion de agua/acetonitrilo

a diferentes concentraciones (Tabla 6) Las subfracciones (Sf) obtenidas se concentraron por

destilacion a presion reducida en un rota vapor para su posterior secado por liofilizacion.

Tabla 6. Sf de R5 de FAEBO y las concentraciones de sus eluyentes.

SISTEMA SUBFRACCIONES

100 % agua Sf1,Sf2,Sf3,5f4,Sf5,5f6
95% agua 5 % acetonitrilo Sf7,5f8,5f9,Sf10,Sf11
90% agua 10% acetonitrilo Sf12,Sf13,5f14,5f15,5f16

80% agua 20% acetonitrilo

Sf17,Sf18,5f19,5f20,5f21,Sf22

70% agua 30% acetonitrilo

Sf23,Sf24,5f25,5f26,5f27,528

60% agua 40% acetonitrilo

50% agua 50% acetonitrilo

Sf29,Sf30,5f31,5f32,5f33

Sf34,S£35,5f36,5f37,5f38

40% agua 60% acetonitrilo

Sf39,5f40,5f41,5f42,5f43,5f44

30% agua 70% acetonitrilo

Sf45,5f46,5f47,5f48,5f49,S50

100 % acetonitrilo

Sf51

100 % MeOH

Sf52
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6.4.2 Determinacion del perfil fitoquimico de las FAEBo0-R5 por

cromatografia en capa fina

Con la finalidad de determinar el perfil quimico de las subfracciones obtenidas, se realizé
Cromatografia en Capa Fina (CCF) de fase reversa. Para ello, se utilizaron fases
estacionarias recubiertas de silica gel (Cromatofolio de silica gel 60 F24s, Merck), asi como
diferentes sistemas de la fase mdvil y reveladores como el reactivo de Komarowsky que es
un revelador universal (excepto flavonoides). Una vez reveladas las placas se observaron los

patrones de manchas bajo luz UV y luz visible, y se compararon entre subfracciones.

Evaluacién antiinflamatoria de la FAEBO-R5 y de las subfracciones
FAEBOR5-Sf20, FAEBOR5-Sf23, FAEBOR5-Sf30 Y FAEBOR5-Sf33 en la
expresion de IL-6 por células de la membrana sinovial en estado

proinflamatorio

6.5 Grupos experimentales

Se utilizaron ratones hembras de la cepa DBA de 8 semanas de edad. Los ratones fueron
agruparon de acuerdo al tratamiento que recibieron tal y como se muetsra en la tabla 7. N=6
animales por grupo.

Tabla 7 Grupos experimentales

Condicion Tratamiento/via

experimental

Naive Sin TX

inflamacion articular ACF/membrana sinovial
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6.5.1 Induccion de la inflamacion articular rotuliana

Con la intencion de obtener células de la membrana sinovial con caracteristicas inflamatorias
sobre los cuales se pudieran probar las diferentes fracciones, se inducira inflamacion articular
a través de cuatro inmunizaciones con Adyuvante Completo de Freund (ACF) en la
membrana sinovial de la rodilla cada 7 dias (). Las inmunizaciones se realizaran bajo
anestesia quirargica (10 mg/Kg de ketamina intramuscular y 20 mg/Kg xilacina

intraperitoneal) semanalmente.

6.5.2 Evaluaciéon conductual

Para conocer la condicion del ratén previa a la obtencidn de las células de la membrana
sinovial, se evaluaron dos caracteristicas , la inflamacion (edema) y perdida de la
funcionalidad (levantamientos) de la articulacién rotuliana izquierda y derecha de cada raton,
ya que se ha reportado que se relaciona directamente con el estado inflamatorio de las

articulaciones.®

6.5.2.1 Cuantificacion levantamientos verticales

Para conocer la funcionalidad de la articulacion del ratén, se contaran los levantamientos que
realice sobre sus patas traseras durante 5 minutos. , Para lo cual se colocara el ratén en una
superficie lisa dentro de un cilindro de acrilico transparente (30 cm de largo por 20 cm de
ancho). Esto se realizara antes de la primera inmunizacion y 4 dias después de cada

inmunizacion
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6.5.2.2 Medicion del edema articular

Con la ayuda de un vernier digital (Riva Importaciones MR) y con el raton bajo anestesia
quirdrgica se midio tanto el ancho como el largo de ambas rodillas. Valores que se utilizaron

para calcular el diametro de la articulacion y el % de incremento de la articulacion.

6.5.3 Aislamiento de células de la membrana sinovial

Una semana después de la dltima inmunizacion los ratones fueron sacrificados por
dislocacion cervical, se les retiro la piel de las extremidades inferiores y se separé la pelvis
del fémur para obtener la pata completa del raton. A la extremidad se le retiro el musculo de
los huesos en PBS 1X frio. Para obtener las células de la membrana sinovial se dobl la pata
en la region de la articulacion (rodilla) en donde se le hizo una pequefia incision entre femur
y tibia-peroné para separarlos. Ambos huesos se colocaron Obtencion un tubo con 1 ml de
solucion de digestion (coladgenasa IV més medio DMEM suplementado) y se incubaron por
una hora a 37°C en un Thermo Shaker (primera obtencion de células de la membrana
sinovial). Pasado este tiempo se recupero la solucion de digestion con las células y se paso a
un tubo 2 al que se le agrego 1 ml de PBS-Suero fetal Bovino (SFB) al 10% para detener la
reaccion de la colagenasa, y al tubo 1 se le agrego nuevamente 1 ml solucién de digestion y
se incubaro por una hora a 37°C en un Thermo Shaker (segunda obtencion de células de la
membrana sinovial). El tubo 2 se centrifugo a 1200 rpm por 8 min a 4°C para obtener el boton
celular, esto también se realizd con el tubo 1 una vez terminado su tiempo de incubacion.
Para conocer la viabilidad de la primera y segunda extraccién de células de la membrana
sinovial, se tomaron 10 ul de la suspensiéon celular de éstas y se mezclaron en una
concentracion 1:1 con azul tripano. Este colorante de exclusion tifie a las células muertas con
un color azul intenso, mientras que las vivas se mantienen blancas. Para realizar el conteo
celular se tomaron 10 pl de la mezcla de células con azul tripano y se colocaron en una

Camara de Neubauer. El conteo se realiza en los 4 cuadrantes de cada esquina y el cuadrante
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central. Para conocer el nimero total de células el total de los cuadrantes se multiplico por 1
x 10% y por el volumen de PBS: SFB 10% (Sigma-Aldrich) en que se encontraban.
Posteriormente se calculé el porcentaje de viabilidad tomando el total de células como 100%

con base en el cual se calculé el porcentaje de células vivas para su posterior evaluacion.

6.5.3.1 Incubacion de las células de la membrana sinovial con FAEBo-

R5 y sus subfracciones

Con la finalidad de evaluar la capacidad antiinflamatoria de las diferentes concentraciones
(0.08,0.4, 2,10 y 50 pg/ml) de FAEB0-R5 y sus subfracciones, éstas se dejaran incubar con
la primera y segunda obtencion celular de la membrana sinovial. Las células se sembraran en
cajas de 24 pozos a una concentracion de 1 x 10° de células por pozo en medio DMEM

completo y se dejaran incubar durante 48 horas a 37°C y en 5% de CO..

6.5.3.2 Evaluacion del tratamiento mas efectivo para el control de la
expresion de IL-1 g, IL-6, IL-17 y TNF-a en medio de cultivo
por ELISA

Pasado el tiempo de incubacion, se recupero el medio de cultivo y se evaluo por medio de
ELISA la concentracion de IL-6, una IL que esta estrechamente relacionada con la
inflamacion articular de bajo y alto grado. Se realizo una evaluacion de IL-6 para dirigirnos
hacia el tratamiento con el mejor efecto antiinflamatorio (la FAEBo0-R5 y las subfracciones
de esta Sf20, Sf23, Sf30, Sf33). Los tratamientos se eligieron con base a los resultados
obtenidos en el modelo de TPA (FAEBO-RS5) y al perfil fitoquimico que se encontr6 en cada
una de las Sf. Posteriormente a esta evaluacion y con los resultados obtenidos se determino

a evaluar FAEBO-R5 para la expresion de IL-1 B, IL-17 y TNF-o. Las IL se para lo cual se
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utilizaron los Kits Mouse para
IL-1pB, IL-6, IL-17 y TNF-a BD siguiendo las instrucciones descritas por los proveedores.
Brevemente se realizara una ELISA en placas de 96 pozos de fondo plano (Nunc-Immuno
Plate Maxisorp, Rosekilde, Denmark). Las microplacas se sensibilizaron por 18 horas a 4°C
con los anticuerpos de captura. Posteriormente, las placas se lavaron 3 veces con PBS-Tween
20 (0.05%) y se bloguearon por 1 hora a T.A. con PBS-SFB al 10%. Las placas se volvieron
a lavar 3 veces con PBS-Tween 20 (0.05%), y se incubaron por otras 2 horas con los
estandares de citocinas para la curva estandar, y con las muestras de medio de cultivo.
Después se lavaron 5 veces con PBS-Tween 20 (0.05%) y se incubaron con el conjugado
anticuerpo de deteccion y horseradish peroxidase o HRP correspondientes por 1 horaa T.A.
Las placas se volvieron a lavar 7 veces y se afiedio el sustrato TMB (3, 3, 5,5; -
tetraMethyBenzidine). Pasados 30 minutos, se paro la reaccién con H.SO4y la lectura de
densidad Optica se realizo en un lector de ELISA a 450 nm y a 37°C.

37



6.6 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los parametros (farmacoldgicos e inmunoinflamatorios) fueron recopilados en una
base de datos utilizando el programa Excel. Utilizando el programa INSTAT, diferentes
analisis uni y multivariados fueron realizados para evaluar cada uno de los parametros
estudiados, y determinar diferencias significativas y correlaciones entre los grupos tratados.
Los resultados se presentarn como medias + desviacion estandar y se analizarén con el
software INSTAT a través de un analisis de varianza (ANOVA) con una prueba post-Hoc

Dunnet con una significancia p< 0.05.
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7 RESULTADOS

7.1 Los Flavonoides son los Principales Componentes de las
Subfracciones de la FAEBo

Con la finalidad de identificar el perfil quimico de las subfracciones obtenidas de la FAEBO,

se realizaron CCF utilizando quercetina (Flavonoide de tipo flavonol) como estandar y la
FAEBo como referencia, asi como diferentes reveladores que permitieron identificar el tipo
de moléculas presentes. En la figura 11 se muestra el contenido quimico de las Sf 1 a la Sf
23 (resultados de la Sf24 a la Sf32 no mostrados). En panel A se muestra el resultado de la
CCF de las Sf 1 a la Sf10, de la FAEBo y del estandar de referencia quercetina después del
revelado con sulfato cérico. La cromotoplaca muestra la presencia de moléculas como: acidos
grasos (Sf1 a Sf3) y terpenos (Sf3 a Sf8) que pueden ser observados gracias al revelado de
color café que se genera al ser expuestos al revelado con sulfato cérico (revelador universal).
En el Panel B y C se observa la presencia de flavonoides no glicosilados (Sf10 a Sf20) y
flavonoides glicosilados que revelan en color amarillo y naranja (Sf15 a Sf23) al ser
expuestos a RPN/PEG.

Después de comparar las semejanzas del perfil quimico de las Sf, se hicieron las diferentes

reuniones que se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Reuniones de las fracciones de FAEBo de acuerdo con su perfil quimico

Reunion Subfraccién

R1 Sf1, Sf2

R2 Sf5,Sf6,Sf7,Sf8

R3 Sf 11, Sf12,Sf 13, Sf14

R4 Sf 16, SF 17

R5 Sf 19, Sf 20

R6 Sf 21, Sf 22, Sf 23

R7 Sf 26, Sf 27, Sf 28, Sf 29, Sf 30, Sf 31, Sf 32
R8 Sf 24, Sf 25
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Figura 11.- CCF en fase normal del subfraccionamiento de la FAEBo Panel A= fase mdvil
CH2Cl2: MeOH 95/5, revelador: sulfato cérico. Panel B y C= Fase movil CH.Cl,: MeOH
85:15, revelador RPN/PEG. Abreviaturas: R: Referencia (FAEB0)1: Sf1 2: Sf2 3: Sf3 4: Shf4
5: Sf5 6: Sf6 7: Sf7 8: Sf8 9: Sf9 10: Sf10, 11: Sf11, 12: Sf12, 13: Sf13, 14: Sf14, 15: Sf15,
16: Sf16, 17: Sf17, 18: Sf18, 19: Sf19, 20: Sf20, 21: Sf21. 22: Sf22, 23: Sf 23, Q.- Quercetina.
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En la figura 12 se muestran las CCF de las reuniones que fueron realizadas bajo las mismas
condiciones que las anteriores. Los diferentes sistemas de revelado corroboraron la presencia
de moléculas como: acidos grasos (panel C, R1) terpenos (panel B, R2) flavonoides (panel
A) no glicosilados (R3 a R8) y glicosilados (R3 Y R5), cabe mencionar que la R7 presenta
moléculas que podrian estar asociados a otro tipo de flavonoides. Con estos resultados
podemos inferir que los principales compuestos presentes en la FAEBo son los flavonoides,

a los que se les ha reportado actividad antiinflamatoria: 3’
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Figura 12.- CCF en fase normal de las reuniones del subfraccionamiento de la FAEBo, Fase
movil CH2Cl,: MeOH 85/15. Panel A: revelador: RPN/PEG, panel B: revelador, reactivo de
komarowsky y panel C: revelador, Sulfato cérico. Abreviaturas: R: Referencia (FAEBO0), Q:
Quercetina. Reuniones: R1, R2, R3, R4, R5, R6, R8, R7.
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7.2 HABo, FAcBO, FAEBo, FAEB0-R1 Y FAEB0-R5 controlan el

edema auricular inducida por TPA en raton

Los estudios fitoquimicos permiten encontrar dentro de las fracciones de una planta , aquellas
que sean responsables de una determinada actividad. En este caso, se buscaron las fracciones
con actividad antiinflamatoria. Para ello, se utilizd el modelo de inflamacién auricular
inducido por TPA ya que permite hacer un primer tamiz para encontrar aquellas fracciones,

o reuniones de subfracciones que presenten dicha actividad.

Para lo cual, el extracto HA-Bo, las FAcBo , FAEBo y las reuniones con mayor rendimiento
R1 (ac. grasos) y R5 (flavonoides glicosilados, no glicosilados y terpenos) de la FAEBo, se
probaron en el modelo de inflamacion auricular murino inducido por TPA. En la figura 13
se muestra el efecto de los vehiculos utilizados para disolver los tratameintos (acetona y agua)
comparados con el TPA, en los resultados obtenidos se muestra que los vehiculos no ejercen
ningun efecto para potenciar el edema auricular al presentar una % de inhibicion del 99 a
100% respectivamente. En la figura 14 (Panel A) se muestra que el tratamiento
farmacologico con dexametasona inhibio significativamente (p<0.001) en un 40% (7.74 *
sem) la inflamacion inducida por el TPA. De los tratamientos experimentales, el extracto
HA-Bo en las concetraciones de 3.2 (30%) y 12.8 (39%) mg/oreja tambien presentaron
diferencias significativas con respecto al TPA (7.13+ sem y 4.61+ sem respectivamente),
esto mismo ocurrio con la FAcBo (27%) Panel B y la FAEBo (40%) Panel C en la dosis de
51.2 mg/oreja (4.04+ sem y 4.27+ sem respectivamente). Por otro lado, las reuniones
resultaron tener més eficacia que los tratamientos anteriores para inhibir el edema auricular
(panel D, E), de manera que todas las concentraciones aplicadas tuvieron eficacia como el
tratamiento farmacol6gico. R1 inhibid significativamente el edema (p< 0.001) en un 82% en
la concentracion de 3.2 mg/oreja (4.82+ sem) y R5 entre un 67%( 0.8mg/oreja) 74% (3.2
mg/oreja) y un 86 %( 0.2mg/oreja) (5.01+ sem ,1.81+ sem y 5.86 + sem respectivamente),
indicando que, esta Ultima reunién era la mas efectiva para el control de la inflamacion

auricular inducida por TPA.
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Figura 13. Porcentaje de inhibicidn de los vehiculos utilizados para disolver los tratamientos

experimentales. (Agua y acetona.) Comparado con el agente inductor de la inflamacién
auricular (TPA).
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Figura 14. Porcentaje de inhibicion en la oreja izquierda de ratones con edema auricular por
la aplicacion topica de TPA. A) Extracto HA, B) FAcBo C) FAEBo D) FAEBo - R1 E)
FAEBo - R5. Azul (Naive), Rojo (TPA), Verde (Dexametasona). Los valores son
representados con media £ SEM (n=3) y son significativamente diferentes entre si en
ausencia de una letra en comun (p< 0.05)

7.2.1 EIl Edema se relaciona con el porcentaje de neutroéfilos en

Circulacion

Durante los procesos inflamatorios,existe una comunicacién importante entre el sitio de la

inflamacion y la médula Osea a través de factores de crecimiento,y quimiocinas que dirigen
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a las células de neoformacién hacia el lugar de la inflamacion. Una manera de analizar la
actividad antiinflamatoria de los tratamientos experimentales es a través de las células
sanguineas circulantes durante el tiempo experimental (6 horas). Los resultados de los
conteos celulares indicaron que las células que cambian sus proporciones son 2, los
neutréfilos y los linfocitos. Las proporciones entre ambas células se muestran en la tabla 9,
en donde se observa que el tratamiento con TPA indujo 3.11 mas neutrofilos que linfocitos,
a diferencia del grupo naive que tenia 2.1 neutréfilos por linfocito, valor semejante al
inducido por la dexametasona (2.32). Por otro lado, de los tratamientos experimentales, las
dosis de 0.2 y 3.2 mglor de FAEBo0-R5 presentaron proporciones de 2.29 y 2.11
respectivamente, valores que estan entre los del grupo naive y la dexametasona. Sin embargo
las concnetraciones de 0.8, 12.8 y 51.2 mg/or disminuyeron ain mas la proporcion entre estas

celulas, siendo de 1.98, 1.4 y 1.65 respectivamente.

Tabla 9 Proporcidon de neutréfilos / linfocitos a diferentes tiempos [mg/oreja]

Tratamientos 0 horas 2 horas 4 horas 6 horas

Blanco 0.60 1.58 2.16 2.10

TPA 0.81 2.24 2.86 3.11
DXM 0.60 1.14 2.68 2.32
R50.2 0.42 0.84 1.74 2.29
R50.8 0.52 0.86 2.39 1.98
R5 3.2 0.66 1.23 1.76 2.11
R512.8 0.75 1.21 2.83 14
R551.2 0.64 1.21 1.96 1.65

En la figura 15 se observa el porcentaje de cambio de neutréfilos que estén en transito a las
6 horas de la aplicacién topica del TPA . El grupo que solo recibio TPA muestra un
incremento significativo del 8% (1.76 £ sem) de neutrofilos con respecto al grupo naive (P<
0.05.) , y asu vez el grupo naive no presenté diferencias significativas ( P>0.05) respecto al
porcentaje del grupo tratado con dexametasona y las concentraciones de 0.2, 0.8 y 3.2mg/or
de FAEBO-R5 (1.76 +,4.48, sem,4.37+ sem, = 2.03+ sem respectivamente) lo que quiere
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decir que el antiinflamatorio usado como control puede influir en el porcentaje de las células
en transito llevandolas al nivel de los ratones naive a pesar de la presencia del TPA. Por otro
lado, las de 12.8 y 51.2 mg/oreja (6.03+ sem ,2.85 + sem) mostraron un decremento de

neutrofilos aun méas que el grupo naive.

NEUTROFILOS A LAS 6 HORAS
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Figura 15. Porcentaje de cambio de neutrofilos circulantes en sangre a las 6 horas
experimentales a diferentes concentraciones. Los valores son representados con media +
SEM (n=3) y son significativamente diferentes entre si en ausencia de una letra en comin
(p<0.05)

7.3 Los acetilenos y las flavonas son los principales componentes de la
FAEBo0-R5

Identificar los grupos moleculares presentes en FAEB0-R5 es critico para comprender la
forma en que la reunién actua, para lo cual tanto la FAEB0-R5 como FAEBo y HA-Bo de

los que se deriva, fueron analizadas por HPLC (cromatografia liquida de alta eficacia). Este
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procedimiento permitid, no solo identificar las familias de las moléculas principalmente

representadas en la reunidn, sino también la pureza de estos.

En la Figura 16 se observan los cromatogramas del extracto madre (HA-Bo), de FAEBo y de
la FAEBo0-R5, en donde su composicion se ve representada a manera de picos, entre los que
se pudieron identificar Compuestos fenolicos como: flavonoides en un tiempo de retencion
(RT) de 8.55 y 11.03, Fenilpropanoides (acido cafeico, cafelito y ferulaceo) con un RT de
8.84, 9.4 y 10.55 asi como acetilenos con RT de 9.51, 9.11, 13.1, 14.9 y 27.4. Sin embargo,

es necesario realizar estudios mas precisos que nos permitan identificar el o los compuestos

activos.
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Figura 16. comparacion de los cromatogramas y espectros UV a 254nm del HPLC del
extracto HABo, FAEBo y FAEBo0-R5.
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Con la intencion de continuar con el proceso de identificacion de los grupos moleculares
responsables de la capacidad antiinflamatoria de Bo, se realizd un subfraccionamiento de la
FAEBo0-R5 de la cual se obtuvo 52 subfracciones, con el fin de separar las moléculas
presentes en la reunién con base en su polaridad. Nuevamente la CCF permitio identificar
semejanzas y diferencias de las separaciones a través del perfil quimico. Las CCF en la figura
17 (Panel A) indica la presencia de moléculas como: acetilenos (Sf20) revelan en color
rosado, terpenos en color café claro (Sf23, Sf24), en el Panel B también se observan
acetilenos (Sf29, Sf30) y flavonoides que revelan en color amarillo-naranja y en el panel C
se observa la presencia de compuestos de tipo fendlico (Café) color que marcan al ser

expuestos al reactivo de 4-hidroxibenzaldehido.
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Figura 17.- CCF en fase reversa del subfraccionamiento de la FAEBo0-R5, Fase mdvil:
agua/acetonitrilo 7:3, revelador: reactivo de komarowsky, Abreviaturas: R.- Referencia:
FAEBoO-R5.
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A partir de estos resultados se eligieron 4 subfracciones de FAEBo-R5 (Sf20, Sf23, Sf30, Y
Sf33) a las que se les realiz6 un UPLC (Cromatografia liquida de ultra rendimiento) lo que
permitio evaluar la pureza de los compuestos contenidos en ellas y corroborar por medio de
sus espectros UV, los resultados obtenidos por HPLC. El andlisis del espectro de UV de las
fracciones 20 y 30 (Figura 18 panel Ay C) son similares (£ 206, 212, 240, 250, 290, 310,33
nm). Este tipo de poli-absorcion es caracteristico de los compuestos de tipo acetileno y
concuerda con el color rosado de las manchas al revelar con 4-hidroxibenzaldehido que es
para la identificacion de este tipo de moléculas. Por otro lado, la Sf23 (panel E) present6 una
sola mancha que revela de color café con este mismo revelador, lo que indicé la presencia de
terpenos. En el caso de las F25 (panel B) a la Sf28 en el analisis de cromatografia en capa
fina, se observaron manchas de color amarillo-naranja y el espectro de UV de la fraccion 25
(A= 200, 265,346 nm) es caracteristico de los flavonoides de tipo flavona. Esto indica la
presencia de al menos tres flavonas en R5 siendo Sf25 la mas abundante. EI andlisis de
UPLC y CCF indicaron que la Sf33 (Panel F) esta constituida principalmente por compuestos

de tipo fendlico.

Con base en estos resultados se puede decir que la FAEB0-R5 (panel D) esta compuesta por:

acetilenos, flavonoides (flavonas), terpenos y otros compuestos fenoélicos.
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Figura 18. Resultados del analisis cromatografico por HPLC (A-D) y UPLC (E-F) de R5,

Sf20, Sf23, Sf25, Sf 30 y Sf 33 A 250 nm.
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7.4 FAEBo0-R5 fue mas eficiente que sus subfracciones para el control
de la expresion de IL-6 en células proinflamatorias de la

articulacién sinovial

Dado que el principal objetivo de este trabajo es dirigir la capacidad antiinflamatoria de Bo
hacia el tratamiento de la artritis reumatoide, se elaboré un procedimiento experimental en el
que se pudiera evaluar esta capacidad en células en estado proinflamatorio provenientes de
la articulacion rotuliana de ratones a los que se les indujo inflamacion articular por medio de
la aplicacion directa de ACF. Para la induccion del modelo de inflamacion articular se
realizaron 4 inmunizaciones con ACF. Posteriormente, el modelo fue evaluado a traves el
estado funcional de los ratones, (conteo del no. de veces que el raton se levanta sobre sus dos
patas traseras en un periodo 5 minutos) e inflamacion de la articulacion rotuliana. En la figura
19 se observa el promedio del area bajo la curva (ABC) obtenida de las cinéticas realizadas
a los ratones de ambos grupos con una n de 6 (naive e inmunizados) durante 4 semanas en
donde se graficd el nimero de levantamientos realizados por el raton una vez a la semana.
Los resultados mostraron que en los ratones inmunizados el numero de levantamientos

disminuy6 un 63 % (P< 0.0001) con respecto al grupo naive.
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Figura 19. Disminucién del no. de Levantamientos en ratones a los que se les realizo la
administracion intraarticular de ACF comparados con el grupo naive. Los valores son
presentados con media + SEM (n=6) y son significativamente diferentes entre si en ausencia

de una letra en comun (p< 0.05)

La inflamacion de la articulacion se evalud a través de la medicion del diametro de la
articulacion rotuliana en ambos grupos. La figura 20 muestra el ABC del promedio del
porcentaje de incremento del didmetro de las rodillas a lo largo de 5 semanas. Se observé que
tanto la rodilla izquierda como la derecha del grupo inmunizado aumentaron entre un 126 a
128% respectivamente (P< 0.0001) en el edema respecto al grupo control. Esto ratones fueron
sacrificados y se obtuvieron las células de ambas articulaciones en las que posteriormente se
evaluaron la FAEBo0-RS5 y las subfracciones de esta (Sf20, Sf23, Sf30, Sf33).
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Figura 20. ABC del didmetro de las articulaciones de ambas rodillas de ratones a los que se
les realizé la administracion intraarticular de ACF comparados con el grupo naive. Los
valores son presentados con media = SEM (n=2) y son significativamente diferentes entre si
en ausencia de una letra en comdn (p< 0.05)

En la figura 21 (Panel A) se observa que la FAEBo-R5 fue tan efectiva como dexametasona
para controlar la expresién de IL-6 en las concentraciones de 0.4, 2 y 10 pg/ml (p< 0.05).
Sin embargo, en las concentraciones de 0.08 (P<0.05) y 50 pg/ml (P<0.001) disminuye
significativamente la concentracion de esta IL en el medio en un 43 a 63 % respectivamente
mas que el grupo no inflamado. La F20 (panel B) resultdé ser muy efectiva en todas sus
concentraciones para controlar la expresion de IL-6 al igual que F23 (panel C) y F31 (panel
D) al no presentar diferencias significativas (P>0.05) respecto a dexametasona. En el panel
E se muestra el resultado para F33, esta subfraccion la concentraciones de 0.08 pg/ml fue tan
efectiva como la dexametasona, pero de manera interesante se puede observar que a partir de

la concentracion de 2 pg/ml empieza a mostrar diferencias significativas respecto al control,
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(p<0.05) diferencias que van aumentando conforme aumenta la concentracion y aumento que
llega a valores similares al grupo inflamado. Pese a que la mayoria de las subfracciones
tuvieron la capacidad de controlar la produccion de IL-6 en el medio, ninguna fue tan

eficiente como la FAEBo0-R5.
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Figura 21. ELISA de la Cuantificacion de la expresion de IL-6 en sobrenadante de cultivo
de células con un perfil proinflamatorio incubadas con la FAEBo0-R5 y sus subfracciones.
Los valores son presentados con media £ SEM y son significativamente diferentes entre si
en ausencia de una letra en comdn (p< 0.05)
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7.5 FAEBo0-R5 controla la expresion de IL-1p E IL-17 pero no TNFa

en células proinflamatorias de la articulacién sinovial

Dado que la FAEBo0-R5 fue la méas eficiente para controlar la expresion de IL-6 por las células
con caracteristicas proinflamatorias provenientes de las articulaciones rotulianas tratados con
ACF, era importante saber si también seria capaz de controlar la expresion de otras
interleucinas importantes en la patologia de la AR. En la figura 22 (Panel A) se observa que
R5 fue muy efectiva para controlar la expresion de IL-17 en sus concentraciones de 10, 2 'y
0.08 pg/ml ya que no presenta diferencias significativas (P>0.05) respecto al control
farmacoldgico (Dexametasona). lgualmente fue eficiente para el control de la IL-1 (panel
C) en donde se puede observar que todas sus concentraciones fueron tan efectivas como la
dexametasona, a excepcion de la concentracion de 10 pg/ml que no mostré diferencias
significativas con respecto al grupo inflamado (p<0.001). Sin embargo, la concentracion de
50 pg/ml fue la mejor al llevar los niveles de IL-1b a niveles similares del grupo naive. Sin
embargo, la reunion no controld la expresion de TNFa (panel B) ya que en todas las
concentraciones evaluadas no mostro tener efecto alguno para controlar esta molécula, Es

importante hacer notar que tampoco lo hizo el tratamiento farmacoldgico.
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Figura 22. ELISA de la Cuantificacion de la expresion de 1L-1,17 y TNFa en sobrenadante
de cultivo de células con un perfil proinflamatorio incubadas con la FAEB0-R5 y sus
subfracciones. Los valores son presentados con media + SEM y son significativamente

diferentes entre si en ausencia de una letra en comun (p< 0.05)
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8 DISCUSION

En la medicina tradicional mexicana se ha reportado que Bidens odorata puede actuar como
un antiinflamatorio *, sin embargo, es muy poca la informacion cientifica que sustenta esta
capacidad. En este trabajo de investigacion se realizé un estudio partiendo del extracto HA
de Bidens odorata con el fin de encontrar la familia de moléculas responsables de su
capacidad antiinflamatoria. La primera evaluacion se realizo en el modelo de inflamacion
auricular murino inducido por TPA, el cual es un modelo animal de inflamacion aguda, El
TPA sobre expresa la COX2, una enzima que es requerida para la sintesis de agentes
inflamatorios como: prostaglandinas y tromboxanos °"3, que conllevan a la infiltracion de
células como: neutrofilos y macrofagos, asi como la induccion de IL proinflamatorias (TNF-
a, IL-1 B) y la generacion de ROS 13, En esta evaluacion el efecto tanto del TPA como de
los tratamientos experimentales y la dexametasona se realiz6 de 2 maneras, a través de la
inhibicion del edema y de las células sanguineas en transito. En los resultados obtenidos
con la primera evaluacion del extracto HA-Bo, la FAcBo, FAEBo, FAEBo-R1 y FAEB0-R5
se observd que los tratamientos inhibieron significativamente el edema inducido por la
aplicacion tépica del TPA (HA-Bo [3.2, 12.8 mg/oreja], FAcBo, FAEBo [51.2 mg/oreja],
FAEBo0-R1 [0.2 a 51.2 mg/oreja]). Sin embargo, el mejor tratamiento fue FAEBo0-R5 que
inhibio el edema en un 86% en la concentracion de 0.2 mg/oreja, mientras que dexametasona
inhibio en un 40% a una concentracion de 40 pg/oreja (figura 14 E). La FAEBo0-R5 en su
perfil fitoquimico (CCF, UPLC), mostrd en su mayoria tener compuestos como flavonoides
de tipo flavona y acetilenos (Figura 17 y 18), de acuerdo con la bibliografia se ha reportado
que, los compuestos acetilados actian inhibiendo la COX2 *° Rukiyah en el 2005 observo
que células tratadas con TPA y aisenina (Flavona) inhibian la expresion de COX-2
correlacionandolo con la inhibicion de la activacion de Akt. Estos datos muestran que
flavonas como apigenina inhiben la expresion de COX2 mediada por TPA bloqueando la
transduccion de sefiales de Akt. °” En procesos inflamatorios los neutréfilos son las primeras
células que son reclutadas al sitio de dafio y son producidas por la médula 6sea en respuesta
a los factores de crecimiento producidos en el sitio mismo de inflamacion ¢ Cuantificar las

proporciones de las células sanguineas durante un proceso inflamatorio permite conocer la
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respuesta de la médula 6sea y cémo esta participa en la generacién de la respuesta celular
ante el proceso. A lo largo del experimento el nimero de neutréfilos aumento principalmente
en el grupo tratado con TPA (Figura 15), llegando a ser 3.1 veces mas neutréfilos que
linfocitos a las 6 horas (Tabla 9) resultado que concuerda con los resultados reportados por
Susunaga y colaboradores en el 2014. En el modelo de TPA, la infiltracion de neutréfilos se
asocia con la produccion de prostaglandinas *>#’efecto que fue minimizado por el tratamiento
farmacologico y por la FAEB0-R5, esto se puede deber a la presencia de compuestos
acetilados y de flavonas, las que se reportado acttan sobre la COX2 llevando la proporcion
de estas poblaciones celulares al nivel del control sin tratamiento. Por otro lado, los resultados
de edema concuerdan con el conteo de neutrofilos a las 6 horas, siendo que el grupo tratado
con FAEB0-R5 (86% de inhibicion) en este tiempo presento valores de edema semejantes al
del grupo naive. El edema es uno de los resultados principales inducidos por la activacion de
la COX2, la cual es modificada por las flavonas y los acetilenos % Estos resultados indican
que la capacidad antiinflamatoria de la FAEB0-R5 no solo se limita al control del edema,
sino que también influye en el reclutamiento celular, lo que se puede ver a través de la
concentracion de los neutréfilos en transito, siendo que estas células son las primeras que

responden ante la induccion de los procesos inflamatorios como el que induce el TPA. 11547

Previamente se sabia que Bp controlaba la inflamacion en ratones con inflamacion articular,
sin embargo, se desconocia si Bo tendria también esta capacidad, fue por lo que partiendo de
células con fenotipo inflamatorio obtenidas de la articulacion rotuliana de ratones tratados
con ACF directamente en la articulacion, se evalu tanto la capacidad de la FAEBo-R5 como
de sus fracciones para controlar la expresion de IL-6 como manifestacion de inflamacion. ,
La IL-6 esta estrechamente relacionada con el desarrollo de la AR, 1% se ha reportado que
ratones con deficiencia de IL-6 no desarrollaron artritis inflamatoria experimental, tanto en
modelos inducidos por antigeno como por coléageno. Estos experimentos no solo permitieron
saber que esta especie de Bidens es tan efectiva como la primera para controlar el estado
inflamatorio de las células, sino también para conocer las familias de las moléculas presentes
en ella que tuvieran ese efecto que estarian separadas por polaridad en las diferentes
fracciones. A través de este estudio se hizo evidente que las fracciones por separado de R5

no fueron tan eficientes como todas ellas juntas para el control de la expresion de IL-6, la
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FAEBo0-R5 mostro un efecto similar a dexametasona en la expresion de IL-6, ya que la
primera disminuyo su expresion en un 99 % en s concentracion mas eficaz, mientras que
dexametasona en un 97% (figura 21A) aunque cabe sefialar que todas las fracciones fueron
eficientes en las diferentes concentraciones evaluadas. Este efecto probablemente se deba a
la capacidad antiinflamatoria y antioxidante de los flavonoides de tipo flavona y compuestos
acetilados presentes en FAEBo0-R5 *°. Xagorari y colaboradores en el 2001 demostraron
que flavonas como luteolina inhibe la liberacion de interleucinas proinflamatorias como
TNF-a e IL-6. EI mecanismo antiinflamatorio fundamental de los acetilenos y luteolina
(Flavona) es a través de la inactivacion de Akt y NF-kf. 3% %949 L a activacion del factor de
transcripcion NF- kp, es a través de Akt, se genera inicialmente mediante la fosforilacion y
consecuente activacion de IKKop (kinasa inhibidora de NF- k), que fosforila y marca a Ik
(inhibidor de NF k), dejando libre a NF- «f, favoreciendo tanto su translocacion al nucleo,
como su actividad de transcriptor de genes proinflamatorios *> Ademas, se informo que las
flavonas confieren actividad antiinflamatoria a través de la inhibicion de la expresion de
iNOS 2 Se ha reportado que el bloqueo selectivo de IL-6 con Tocilizumab (TCZ) produce
beneficios clinicos inequivocos en pacientes con AR como resultado de una marcada
reduccion de la afectacion articular y las manifestaciones sistémicas '* ademas hay
evidencias que indican que la IL-6 media activamente el proceso inmunolégico que subyace
a la enfermedad promoviendo la transicion de la respuesta inmune innata a la adquirida, asi
como la produccién de autoanticuerpos. Ademas, se ha demostrado que el tratamiento con
TCZ restaura el desequilibrio TH17 / Treg, y reduce la expresion de I1L-21 por las células T
CD4* e inhibi6 la produccion de FR y anti-PCC.1% Estos datos indican que probablemente
los mecanismos de accion de los compuestos presentes en la FAEBo0-R5 actuan de manera
similar a TCZ. Dado que FAEBo0-R5 controld eficientemente la expresion de IL-6, era
importante saber si de igual manera controlaba la expresion de IL-1pB, IL-17 y TNFa,
interleucinas presentes en la AR y que actlian de manera importante en su patologia. IL-1
en la AR tiene diferentes funciones, pero una de las principales es la proliferacion de
fibroblastos, asi como la induccién de quimiocinas como la IL-8 (que favorece la infiltracion
de neutréfilos) y la activacion de linfocitos T y B 1025638 | 3 |L-17 participa en inducir a los
FLS a que liberen més IL-17 y MMPs, inducir a los macrofagos a que expresen 1L-6, TNF-

a, el reclutamiento y sobrevivencia de los neutréfilos. Su sobreexpresion acelera el desarrollo
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de la inflamacidn sinovial y la destruccion del hueso cuando se convierte en una inflamacion
cronica 812 En los resultados obtenidos de esta evaluacion se encontré que la FAEBo-R5
también controla la expresion de estas interleucinas en diferentes concentraciones (Fig. 22 )
mostrando un efecto similar a la dexametasona , la presencia de estas interleucinas en este
modelos de inflamacién articular, concuerdan con lo reportado por Jiang y colaboradores en
el 2000y por Haringman en el 2005 que indicaron que en pacientes con artritis reumatoide
se han encontrado niveles altos de IL-1B como lo muestra el grupo de TPA de este trabajo.
Kellner en el 2013, indicé que la IL-17 se produce tardiamente en la artritis reumatoide y se
relaciona con la hiperplasia de los sinoviocitos encontrados en la intima demostrando que
esta IL es secretada por los linfocitos Th17, neutréfilos y FLS que se encuentran en la cavidad
articular y en la membrana sinovial "> La FAEBo-R5 control con la misma eficacia que la
dexametasona la expresion de IL-1p y de IL-17, sin embargo, ninguna controld la expresion
de TNFa, una de las principales moléculas que favorecen el desarrollo de la AR temprana al
estimular células como neutrofilos y fibroblastos que conllevan a una hiperplasia sinovial 1**
TNF-a es una de las muchas IL que se han identificado en la membrana sinovial de los
pacientes con AR 119567487 nroduce dafio en el cartilago y reabsorcion 6sea, induce liberacion
de prostaglandinas y colagenasa por las células sinoviales, favorece el influjo celular sinovial
facilitando la adhesion de las células inflamatorias al endotelio de los vasos sinoviales 7 e
induce la produccion de IL-1p y GM-CSF 24*° Todo esto indica que no sélo posee capacidad
inflamatoria, sino que también es capaz de regular la produccion de otros mediadores
proinflamatorios - Los experimentos con células sinoviales en cultivo han demostrado que
los anticuerpos neutralizantes anti-TNFo disminuyen la produccion de otras citocinas como
IL-1B o IL-6 “%2, Estos datos indican claramente que el TNFa desempefia un papel
importante como regulador del proceso inflamatorio en la AR. La mayoria de las acciones
producidas por TNFa son mediadas por uno de sus dos receptores, TNF-R1 y TNF-R2 que
estan ampliamente distribuidos en todos los tejidos. * A través de esos dos receptores se
generan dos vias diferentes de sefializacion; una que induce la transcripcion de nuevos genes
y otra que conduce a la muerte celular. En estas funciones se produce la activacion de los

factores de transcripcion NF-kB y AP-1, mediante la fosforilizacion por las cinasas IkB o
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PAM (Proteina activada por mitdgeno) ** Cémo se menciond anteriormente, los acetilenos
y flavonas de la FAEB0-R5 podrian estar inhibiendo la activacion de NF- kB a través de la
inactivacion de AKT pero no AP-1, una de las vias por la que es mediada TNF- o , la
inhibicion de NF- kB estaria evitando produccidon de interleucinas pro-inflamatorias como
la IL-1B, IL-6 e IL-17; ademés de otros mediadores y enzimas pro-inflamatorias como las
prostaglandinas (PGE2) y ciclooxigenasas (COX-2) que participan activamente en la artritis

reumatoide 114,117,116,118

9 CONCLUSIONES

El perfil fitoquimico de las partes aéreas Bidens odorata presenta moléculas con propiedades

antiinflamatorias.

La FAEBo-R5 inhibe el edema auricular por la aplicacion tépica del TPA en todas sus

concentraciones evaluadas.

La FAEBo-R5 logré disminuir la concentracion de IL-1B, IL-6 e IL-17 y la mejor
concentracion fue de 0.08ug/ml sobre células de la articulacién sinovial rotuliana con perfil

inflamatorio in vitro.

La FAEBo0-R5 tiene efectos antiinflamatorios sobre células de la articulacion sinovial

rotuliana con perfil inflamatorio in vitro.
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Figura 14. Porcentaje de inhibicion en la oreja izquierda de ratones con edema auricular por

la aplicacion topica de TPA.

Figura 15. Porcentaje de cambio de neutréfilos circulantes en sangre a las 6 horas

experimentales a diferentes concentraciones.

Figura 16. comparacion de los cromatogramas y espectros UV a 254nm del HPLC del
extracto HABo, FAEBo y FAEBo0-R5.

Figura 17.- CCF en fase reversa del subfraccionamiento de la FAEB0-RS5.

Figura 18. Resultados del analisis cromatografico por HPLC (A-D) y UPLC (E-F) de R5,
Sf20, Sf23, Sf25, Sf 30 y Sf 33 A 250 nm.

Figura 19. Disminucion del no. de Levantamientos en ratones a los que se les realizé la

administracion intraarticular de ACF comparados con el grupo naive. .

Figura 20. ABC del didmetro de las articulaciones de ambas rodillas de ratones a los que se

les realizé la administracion intraarticular de ACF comparados con el grupo naive

Figura 21. ELISA de la Cuantificacion de la expresion de IL-6 en sobrenadante de cultivo

de células con un perfil proinflamatorio incubadas con la FAEB0-R5 y sus subfracciones.

Figura 22. ELISA de la Cuantificacion de la expresion de IL-1,17 y TNFa en sobrenadante
de cultivo de células con un perfil proinflamatorio incubadas con la FAEB0-R5 y sus su

fracciones.
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ACF Adyuvante Completo de Freund
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DMARD Medicamentos Antirreumaticos Modificadores de la Enfermedad

ICAM Moléculas de Adhesion Intercelular

ON Oxido Nitrico
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IL Interleucina
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Treg Linfocito T regulador
MMP Metaloproteinasa

NF-kB Factor de Nuclear Potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B

activadas

NK Natural Killer

PBS Solucion Salina Amortiguadora de Fosfatos
PG Prostaglandinas

ROS Especies Reactivas de Oxigeno

SFB Suero Fetal Bovino

TNF Factor de Necrosis Tumoral

TPA 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetato
FAEBo Fraccion acetato de etilo de Bidens odorata
FAcBo Fraccion acuosa de Bidens odorata

HA Hidroalcoholico

FAEBO0-R5 Reunion 5 de la Fraccion acetato de etilo de Bidens odorata
R Reunién

Sf Subfraccion

CCF Cromatografia en capa fina
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GLOSARIO
Angiogeénesis: transformacion y crecimiento de vasos sanguineos.

Articulaciones sinoviales: conexiones entre los huesos que conforman las extremidades
superiores e inferiores.

Hiperplasia: aumento de tamafio que sufre un 6rgano debido al incremento en el numero
celular que lo forma.

Membrana sinovial: membrana interna de la capsula articular; capa delgada de tejido
conectivo laxo.

Pannus: destruccion y degradacion del cartilago y hueso por la sintesis de colageno y la

proliferacion de los sinoviocitos. Tumor que tiene la habilidad de prolongar e invadir tejidos

Intima: es la primera capa celular de la membrana sinovial, conformada por sinoviocitos de
tipo fibroblasto y macréfagos de tipo fibroblasto.
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