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Resumen

Evaluacion preclinica de la fraccion butandélica de célices de Physalis peruviana L.
en modelo murino de artritis reumatoide

La medicina tradicional se ha enfocado en estudiar los beneficios terapéuticos de plantas

de la familia solanacea. En el caso de la planta Physalis peruviana L. se han descrito sus

propiedades antiinflamatorias, antioxidantes e inmunomoduladoras. Sin embargo, en la

actualidad no se ha reportado su uso en modelos murinos de inflamacion cronica en artritis.

Objetivo: Evaluar el posible efecto antiartritico de la fraccion butandlica de los calices de
Physalis peruviana L. en ratas Wistar hembras con artritis inducida por adyuvante completo

de Freund (ACF) y colageno.

Método: La fraccion butandlica de los célices de Physalis peruviana L. se obtuvo a partir
de la percolacién con etanol de material seco, al cual se le hizo fraccionamiento con
diferentes solventes hasta obtener la fraccion butandlica.

Se utilizé un modelo de induccion de artritis por adyuvante de Freund (ACF) y colageno en
ratas Wistar, evidenciando un pico de maxima inflamacién el dia 21. Los individuos fueron
tratados desde el dia 21 hasta el dia 36 con dexametasona como medicamento patrén
(1 mg/Kg/dia) y la fraccién butandlica (100, 50, 25 mg/Kg). La artritis fue evaluada a través
de medicién volumétrica de miembros posteriores (articulacién del maléolo, zona plantar e
interfalangica), evaluacién radiografica y andlisis histopatoldgico. El efecto de la fraccién
butandlica sobre la inflamacion se evalué midiendo los niveles de interleucina 1 beta (IL-
1B) y factor de necrosis tumoral alfa (TNFa); mientras que TBARS, la capacidad
antioxidante (FRAP) y superdxido dismutasa (SOD) fueron medidos para evaluar el efecto

de la fraccion butandlica sobre el estrés oxidativo.

Resultados: La fraccion butandlica de célices de Physalis peruviana L. no present6
diferencias significativas en la disminucion de inflamacién en comparacién con el grupo

patrén. Ninguno de los pardmetros bioquimicos present6 diferencias significativas entre los
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grupos de investigacion. La artritis inducida por ACF y colageno no presento involucion de
acuerdo con el andlisis histopatologico y radiogréfico.
Conclusioén: La fraccion butandlica de calices de Physalis peruviana L. (100, 50, 25

mg/Kg/dia/VO) no presento actividad inmunomoduladora ni antioxidante.

Palabras clave: Physalis peruviana L., artritis, antioxidante, inmunomodulador,

antiartritico, erosion 6sea y pannus.
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Abstract

Preclinical evaluation of the butanolic fraction of calyces of Physalis
peruviana L. in a murine model of rheumatoid arthritis
Traditional medicine has focused on studying the therapeutic benefits of plants from the
Solanaceae family. In the case of the Physalis peruviana L plant, its anti-inflammatory,
antioxidant and immunomodulation properties have been described. However, its use in
models of chronic inflammation in induced arthritis in murine models has not been reported

to date.

Objective: To evaluate the possible antiarthritic effect of the butanolic fraction of the
calyces of Physalis peruviana L. in female Wistar rats with arthritis induced by complete

Freund's adjuvant (CFA) and collagen.

Method: The butanolic fraction of the calyces of Physalis peruviana L. was obtained from
the percolation with ethanol of dry material, which was fractionated with different solvents

until obtaining the butanolic fraction.

A Freund's adjuvant (FCA) and collagen induction model of arthritis was used in Wistar
rats, evidencing a peak of maximum inflammation on day 21. Individuals were treated with
dexamethasone as standard drug (1 mg/Kg/day) and the butanolic fraction. (100, 50, 25
mg/Kg) from day 21 to day 36. Arthritis was evaluated through volumetric measurement of
hind limbs (malleolar joint, plantar and interphalangeal area), radiographic evaluation, and
histopathological analysis. The effect of the butanolic fraction on inflammation was
evaluated by measuring the levels of interleukin (IL-1f) and tumor necrosis factor (TNFa)
while TBARs, antioxidant capacity (FRAP) and superoxide dismutase (SOD) were

measured to assess the effect of the butanolic fraction on oxidative stress.

Results: The butanolic fraction of calyces of Physalis peruviana L. does not present

significant differences in the reduction of inflammation compared to the standard group.
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None of the biochemical parameters presented significant differences between the
research groups. The arthritis induced by CFA and collagen does not present involution

according to the histopathological and radiographic analysis.

Conclusion: The butanolic fraction of calyces of Physalis peruviana L. (100, 50, 25

mg/Kg/day/VO) did not present immunomodulatory and antioxidant activity.

Keywords: Physalis peruviana L., arthritis, antioxidant, immunomodulator, antiarthritic,

bone erosion, pannus.
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Introduccién

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria caracterizada por la inflamacion
de mudltiples articulaciones, en donde el individuo segun la progresion de la enfermedad
puede presentar deterioro del cartilago, erosion 6seay disminucién del espacio interarticular;
presentando en estadios avanzados anquilosamiento de las articulaciones. En la actualidad
la artritis reumatoide es una de las principales enfermedades reumaticas con mayor
incidencia de ingreso y permanencia en el area de hospitalizacién, asi como de incapacidad
laboral (Duréan et al., 2002; Cho et al., 2007).

A nivel mundial, la incidencia anual de AR es aproximadamente de 3 casos por 10.000
habitantes, siendo su prevalencia del 1 % que asciende con la edad. Afecta a la poblacion
en general, no obstante, tiene una mayor presencia entre nativos americanos (5 — 6 %) y
cuenta con una prevalencia menor en personas afrodescendientes de la region Caribe
(Hazes et al., 2011). En Colombia, la prevalencia de AR es de 2 casos por cada 1000
habitantes, siendo mayor en Bogota y los departamentos del Eje Cafetero (Antioquia,
Quindio, Caldas y Risaralda) (Fondo Colombiano de Enfermedades de Alto Costo, 2016).

El tratamiento de la AR tiene dos principales objetivos: primero, disminucién de los sintomas
(inflamacion y dolor) utilizando farmacos como los analgésicos, AINESs, y glucocorticoides.
Segundo, la modificacion de la enfermedad empleando farmacos modificadores de la
enfermedad (FARME) de tipo sintético y biol6gico, los cuales permiten controlar la progresion
de la AR. Se han reportado para estos farmacos algunos eventos adversos que incluyen la
neumonitis intersticial aguda, fibrosis pulmonar (Grant, 1997), toxicidad mucocutanea
(Klinkhoff & Teufel, 1995), diarrea, nauseas, dolor abdominal, infecciones respiratorias altas,
hepatotoxicidad (van Riel et al., 2004), cefalea, vértigo, riesgo de tumores y el desarrollo de

autoinmunidad (Alafién et al., 2018).
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En la actualidad entre 30 y 60 millones de personas en todo el mundo padecen de AR, por
lo que su tratamiento supone un importante coste econdmico y social; siendo el mayor costo
directo en su atencién el de los medicamentos (World Health Organization, 2004; Kumar et
al., 2018). En muchas ocasiones los pacientes crean resistencia frente a la primera opcion
de tratamiento (Farmacos Antirreumaticos Modificadores de la Enfermedad FARME -
sintéticos), por este motivo se debe continuar la medicacion con FARME- biol6gicos, los
cuales tienen un mayor precio; situaciéon por la cual se buscan alternativas dentro de la
medicina tradicional para el tratamiento de enfermedades, partiendo de la actividad biol6gica
atribuible a los metabolitos secundarios presentes en diferentes 6rganos de las plantas; con
el fin de generar alternativas para el apoyo de tratamientos terapéuticos y realizar aportes a

la industria farmacéutica para la elaboracién de nuevos productos.

En los ultimos afios se han evidenciado resultados relevantes de investigaciones con
respecto a la actividad biolégica antiinflamatoria, inmunomoduladora y antioxidante de hojas,
tallos y calices de Physalis peruviana L. atribuidos a la presencia de flavonoides y otros
compuestos con propiedades antioxidantes (Toro et al., 2014). Estudios han reportado
resultados positivos al emplear el extracto etandlico y fracciones de los calices de Physalis
peruviana L. en modelos de inflamacién aguda, corroborando la actividad antiinflamatoria y
antioxidante (Franco et al., 2007). Del mismo modo, se ha reportado la disminucién de
citocinas proinflamatorias (IL-1B3, TNF-a), asociadas a su actividad antiinflamatoria en un
modelo murino de colitis al utilizar el extracto total etéreo de los calices (Castro, 2013).
Posiblemente, las actividades farmacol6gicas reportadas se encuentran asociadas a la
presencia de metabolitos secundarios como la rutina, quercetina y nicotoflorin en la fraccién

butandlica de célices de uchuva (Toro et al., 2014).

La informacion presentada a continuacion busca brindar soporte a futuras investigaciones en
la implementacién de modelos de inflamacion crénica y de la caracterizacion del perfil
terapéutico de la planta Physalis peruviana L., con el animo de identificar principios bioactivos
gue contribuyan al tratamiento de enfermedades reumaticas a nivel inmunolégico y de estrés

oxidativo.
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1.Marco teorico

1.1 Artritis reumatoide (AR)

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria cronica autoinmune que se
presenta en mdultiples articulaciones bilateralmente. Se caracteriza por una inflamacion
progresiva del tejido sinovial de las articulaciones, del cartilago y del hueso; ocasionando la
destruccién del cartilago y la erosion 6sea (Lin et al., 2020). En la fase temprana de la
enfermedad se ven afectadas algunas articulaciones, pero a medida que progresa puede
extenderse en gran medida. Las articulaciones mas afectadas son las metacarpofalangicas,

interfalangicas proximales, metatarsofalangicas, mufecas y las rodillas (Grassi et al., 1998).

El sinovio normalmente es una estructura delgada similar al espacio articular. El sinovio
reumatoide, en cambio, esta infiltrado por células como los macréfagos, neutréfilos, linfocitos
B y linfocitos T, que se organizan en agregados linfoides. Asi mismo se puede evidenciar

infiltracién de sinoviocitos y proliferacién neovascular acentuada (Morel, 2014).

Los principales sintomas de AR en su fase temprana son: fatiga, sensaciéon de gripe,
articulaciones inflamadas, sensibles, y rigidez matutina, mientras que en estadios avanzados
puede presentar pérdida de la amplitud de movimiento, erosion Osea, destruccién del
cartilago y nodulos reumaticos (Lin et al., 2020). También pueden verse afectados otros
dérganos, como vasos sanguineos, rifilones, corazon, pulmones e higado (van Delft &
Huizinga, 2020).

1.1.1 Desarrollo dela AR

La etiologia de la AR es aun desconocida, en los ultimos afios se ha evidenciado que existen
factores genéticos, ambientales y epigenéticos que pueden estar relacionados con el
desarrollo de la enfermedad. Por ende, es posible que su establecimiento requiera de dos

condiciones: (1) Predisposicidn genética del paciente que da como resultado la generacion
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de linfocitos T y B autorreactivos y (2) un evento desencadenante, como infecciones virales
y bacterianas o lesiones tisulares que pueden estimular los linfocitos autorreactivos. A

continuacioén, se describen los principales factores asociados a la enfermedad:

= Predisposicion genética

Estudios realizados por la genome-wide association studies (GWAS), han identificado
aproximadamente 100 alelos que pueden estar asociados con la AR, entre ellos esta la
variante genética del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Se ha sugerido que los
alelos del HLA (Human Leukocyte Antigen) pueden definir diferentes fenotipos de la
enfermedad, al igual que variantes genéticas en loci no HLA, como es el caso de varios
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) que pueden llegar a modular la liberacién de
varias citocinas involucradas en el desarrollo de la AR. Con relacion a lo anterior se ha
evidenciado que el genotipo de la TNFa-308A esta asociada a la susceptibilidad y a la
gravedad de la enfermedad. Aunque se cree que las diferentes variantes genéticas en los
loci HLA y no HLA son cruciales en la patogenia de la AR, no pueden explicar por si solas la

susceptibilidad a la enfermedad, pero pueden ser objetivos para agentes terapéuticos.

La asociacion de diferentes componentes que participan en el desarrollo de la AR permite
comprender su patogenia, por ejemplo, a nivel del sistema inmune innato y adaptativo se
encuentran componentes que ejercen efectos directos o indirectos sobre la inflamacién y
remodelacion de tejidos tanto a nivel sistémico como local; que contribuyen a la liberacion

de citocinas (Giannini et al., 2020).

Hasta ahora, la mayoria de los estudios se han centrado en comprender la susceptibilidad a
la AR, siendo igual de importante realizar investigacion enfocada en la identificacion de
biomarcadores asociados a la gravedad de la enfermedad. De igual manera, seria valioso
establecer biomarcadores genéticos para predecir el éxito de un tratamiento, pero debido a

tamanos pequefos de muestra y estudios limitados no se han definido (Smolen et al., 2018).
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= Epigenética

La epigenética, junto con la metilacion del ADN y la acetilacion de histonas, podria influir en
el desarrollo de AR. En estudios de metilacién del ADN en personas no emparentadas se
identificaron nueve grupos con un patron de metilacion diferencial en la region del HLA con
respecto a controles sanos, indicando que factores ambientales pueden inducir cambios en
la actividad celular a través de un mecanismo generado por la metilacién del ADN. Por
ejemplo, en fumadores los niveles de metilacién fueron mas altos en individuos con AR que
portaban el alelo de riesgo HLA DRB1, que en aquellos que no portaban el alelo de riesgo;

esta diferencia en la metilacién no se observo en los no fumadores (Smolen et al., 2018).

= Sexoy hormonas sexuales

El tipo de sexo ha sido considerado como un factor determinante en el desarrollo de la AR
se ha reportado mayor incidencia en mujeres que en hombres en proporciones de 3:1. Su
tendencia se asocia a los efectos estimulantes generados por estrdgenos sobre el sistema
inmunitario, asi como desbalances hormonales presentados en procesos de menopausia,

postparto y mujeres nuliparas (Smolen et al., 2018).

= Microbiota

La enfermedad periodontal y la AR son enfermedades que comparten mecanismos
patogénicos, factores ambientales de riesgo y se asocian en estudios epidemiolégicos. El
desarrollo de su patogenia puede estar asociada al agente causal Porphyromonas gingivalis,
considerado como nexo epidemiolégico entre la AR y la periodontitis. Es el Gnico organismo
procariota que expresa la enzima deiminasa peptidilarginina (PAD), la cual convierte la
arginina a citrulina en tejidos normales, es decir, promueve la formacion de proteinas
citrulinadas que actdan como precursores de inflamacion crénica, con destruccion de

cartilago y erosion ésea en articulaciones al igual que en la AR (Espinoza & Garcia, 2013).
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= QOtros factores

Investigaciones sobre habitos de vida modificables se han asociado a la presentacion de AR,
encontrando que personas con un indice de masa corporal superior a 30 con respecto a
individuos de indice de masa corporal de 20 presentan mayor riesgo de AR, al igual que
mujeres con sintomas de trastorno de estrés postraumatico (Lee et al., 2016). Inclusive se
ha evidenciado que el tabaquismo, exposiciones a silice y enfermedades infecciosas como
el parvovirus B19; pueden ocasionar niveles elevados de citocinas responsables de la
prolongaciéon de la inflamacién, lo que conduce a la modificaciébn de autoantigenos
(principalmente por citrulinacion) que genera neoepitopos por una pérdida de carga
superficial y una mayor susceptibilidad a la degradacion proteolitica presente en la AR (Lin
et al., 2020; Olivares et al., 2011).

1.1.2 Curso de la enfermedad

La fase preclinica de la AR inicia en una etapa de alto riesgo y susceptibilidad de individuos
con factores genéticos que debido a un estimulo por parte de factores ambientales o
epigenéticos pueden desarrollar la enfermedad. Es posible que durante esta fase con una
intervencion farmacolégica especifica se anule o prevenga la enfermedad. En la actualidad
no se encuentra dilucidado el mecanismo que utilizan los factores ambientales en el
desarrollo de la AR. Sin embargo, se considera que los factores ambientales como el
cigarrillo; pueden actuar sobre las células de la mucosa e inducir el proceso de citrulinacion
o deiminacién que consiste en la conversion postraduccional del amino&cido arginina a
citrulina, en una variedad de proteinas intracelulares (como las histonas) y proteinas de la
matriz (por ejemplo, fibronectina, colageno, fibrinbgeno, enolasa y vimentina) (Smolen et al.,
2018).

Una vez ocurre el proceso de citrulinacion, los péptidos se unen al complejo mayor de
histocompatibilidad y son presentados a los linfocitos T, que a su vez estimulan a los linfocitos
B para sintetizar anticuerpos que son capaces de reconocer a proteinas propias como el
factor reumatoide FR (dirigidas a IgG) y anticuerpos contra péptidos citrulinados ACPA
(dirigida a proteinas citrulinadas) promoviendo la formacion de autoanticuerpos (Smolen et
al., 2018).
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Las células del estroma (como los sinoviocitos similares a fibroblastos (FLS)), las células
presentadoras de antigeno (APC) y los macréfagos pueden activarse localmente y producir
una serie de factores inflamatorios. La respuesta autoinmune provocada por el sistema
inmunitario desencadena la inflamacion sinovial. Sin embargo, para ocasionar sinovitis se
requerira un detonante como la formacion de complejos inmunitarios, activacion del
complemento o lesibn microvascular que promuevan la produccién de citocinas que
perpetdan la enfermedad hasta inducir lesién del cartilago y erosion 6sea (Smolen et al.,
2018).

En cuanto a la fase temprana de la AR, se caracteriza por la inflamacién de la capsula sinovial
debido a la infiltracion en mayor medida de linfocitos TCD4, macrofagos y células del
estroma. Durante la primera semana después de la aparicion de los sintomas iniciales se ha
descrito presencia de enzimas metaloproteinasas capaces de destruir la matriz en el
revestimiento de la intima sinovial y establecimiento de vias patogénicas en la membrana
sinovial, mientras que en la fase establecida de la enfermedad se ve el trabajo mas
exhaustivo de los macrdéfagos y fibroblastos en la perpetuacion de la sinovitis (Smolen et al.,
2018).

1.1.3 Fisiopatologia de la AR

La AR es una enfermedad autoinmune cuya patogenia es en gran parte desconocida. Sin
embargo, se ha asociado su desarrollo a factores de riesgo genéticos, epigenéticos y
ambientales, que pueden dar lugar al desarrollo de anticuerpos antipéptidos ciclicos
citrulinados (ACPA); por la activaciéon de la enzima peptidil arginina deiminasa (PAD), que
cataliza residuos de citrulina a arginina a partir de péptidos presentes en las matrices
celulares como el fibrinégeno, la fibronectina, la filagrina, el colageno, la enolasa, la queratina
e incluso la vimentina; dando lugar a péptidos citrulinados presentes en mayor medida en la

etapa inicial de la enfermedad (ver diagrama 1-1) (Morel, 2014, Olivares et al., 2011).

La citrulinizacion de proteinas es un proceso normal fisiolégico desconocido en gran parte
gue se presenta en mayor medida en procesos patolégicos mediados por la PAD, de la cual

se conocen 5 isoformas (ver diagrama 1-2).
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Diagrama 1-1: Factores involucrados en el desarrollo de artritis reumatoide. El desarrollo de la AR se
encuentra relacionado a factores genéticos, factores ambientales o presencia de bacterias bucales
como P. gingivalis que promueven modificaciones postraduccionales a partir de péptidos con residuos
de arginina a citrulina, por la catalisis de la enzima PAD que promueve una respuesta inmunitaria a
través del desarrollo de anticuerpos especificos de proteinas citrulinadas (ACPA). En el caso puntual
de la P. gingivalis presenta una enzima denominada enolasa capaz de ser detectada por los
anticuerpos humanos especificos de enolasa humana citrulinada, que pueden causar la reaccion

inflamatoria observada en la AR.
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La presencia de proteinas citrulinadas y expresion de la enzima PAD en sus isoformas PAD4
se ha asociado a manifestaciones clinicas de AR, mientras que la isoforma PAD2 ha sido
encontrada en el liquido sinovial. Por lo anterior se concluye que la AR esta asociada a la
generacion de anticuerpos patogénicos que reconocen proteinas citrulinadas en procesos
de inflamacion. En la AR inducida por coldgeno en ratas se observo la relacién del proceso
de citrulinacion del colageno en la auto reactividad del sistema inmunitario (Olivares et al.,
2011).
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Diagrama 1-2: Isoformas de peptidil arginina deiminasa (PAD). Se han identificado 5 isoformas de la
enzima peptidil arginina deiminasa (PAD) distribuidas en los tejidos como PAD1 se expresa
predominantemente en la epidermis y Utero; PAD2 se expresa en musculo esquelético, bazo, cerebro,
glandulas salivales, Gtero, entre otros; PAD3 se expresa en foliculos; PAD4 enzima asociada a la
presentacion de cuadro clinico en AR, se expresa en neutrdfilos y eosinéfilos; PAD6 ha sido detectada
en ovarios, testiculos y leucocitos de sangre periférica. En procesos patolégicos, las proteinas

citrulinadas se han asociado a la enfermedad AR.
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Las proteinas citrulinadas son reconocidas por las células presentadoras de antigeno, que a
través del complejo de histocompatibilidad tipo Il promueven la liberacion de linfocitos T
autorreactivos que se diferencian en linfocitos T productores de citocinas como el interferén
y (INF- y) y la interleucina 2 (IL-2), con una respuesta denominada de tipo TH1 y una
respuesta denominada TH17 implicada en la formacidn de linfocitos T liberadores de citocina
IL-17 (Olivares et al., 2011).
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La interaccion de linfocitos T con los linfocitos B promueven el desarrollo de ACPA. Los
linfocitos B a pesar de ser considerados como células accesorias, se ha dilucidado que
pueden actuar como células presentadoras de antigeno CPA, ya que pueden presentar
antigenos a los linfocitos TCD4 debido a los factores reumatoideos de la membrana que
permiten captar con mucha eficacia los complejos inmunitarios. A continuacion, se detalla

cada uno de los actores que intervienen en la fisiopatologia de la AR (Olivares et al., 2011).

= |nmunidad innata

La activacion de la inmunidad innata se da por los receptores tipo Toll (TLR) denominados
de reconocimiento de patrones, es decir, capaces de identificar moléculas expresadas por
los microorganismos infecciosos. Los TLR hacen parte de la familia de los receptores de la
IL-1y son los sensores de primera linea de las sefiales de peligro que se liberan después de
una lesién o infeccion. La activacion de los TLR estimula las células dendriticas, los
sinoviocitos y los macrofagos que intervienen en el inicio y mantenimiento de la AR a través
de su funcién como fagocitos, células presentadoras de antigenos y productoras de citocinas
(Edilova et al., 2021).

Células dendriticas en la AR

Una vez activadas las células dendriticas sinoviales por los TLR, estas pueden migrar a los
ganglios linfaticos donde los linfocitos T pueden estar sesgados para el fenotipo TH1; via
gue activa las células que residen en la articulacion promoviendo la liberacion de citocinas,
factores de crecimiento y moléculas de adhesion favoreciendo el reclutamiento de células
inflamatorias en la articulacién. La mayoria de las células dendriticas son células
presentadoras de antigeno que expresan altos niveles de HLA tipo | y Il y moléculas

coestimuladoras de linfocitos T (Edilova et al., 2021).

Existen dos tipos de células dendriticas involucradas en la AR: DC convencionales (cDC) y
DC plasmocitoides (pDC) que contribuyen a la progresion de la enfermedad al secretar una
gran cantidad de citocinas, incluidos TNF, IL-1, IL-12, IL-6, interferones (IFN), asi como
factores de diferenciacion, incluido el factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF)
y factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) (Edilova et al., 2021; Morel, 2014).
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Macroéfagos en la AR

Los macrofagos se encuentran presentes desde el inicio y establecimiento de la AR,
considerados fuentes importantes de citocinas y enzimas degradantes que inducen
inflamacion en las articulaciones hasta ocasionar la destruccién del cartilago, erosion éseay
angiogénesis sinovial. Actian como APC estimulando la respuesta en células T. Su
activacion estd dada por los TLR, linfocitos T, complejos inmunitarios y particulas
lipoproteicas (Morel, 2014).

Los macréfagos inician como monocitos circulantes que se infiltran en el sinovio donde se
diferencian en macréfagos, pueden polarizarse y convertirse en macréfagos similares a M1
(macrofagos 1) activados clasicamente (considerados como proinflamatorios) y macréfagos
similares a M2 (macrofagos 2) activados alternativamente con propiedades antiinflamatorias
y de reparacion de tejidos (Siouti & Andreakos, 2019).

Los macréfagos M1 secretan una variedad de citocinas proinflamatorias en las
articulaciones, como TNF, IL-1B, IL-8, IL-15, IL-18 y el factor inhibidor de la migracién de
macrofagos (MIF). Adicionalmente, ocasionan la destruccion del cartilago debido a la
liberacidn de metaloproteinasas en la matriz. En el caso de los macréfagos M2 producen IL-
10 junto con arginasa-1, factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF) y factor de

crecimiento transformante (TGF-B) (Morel, 2014).

Finalmente, los monocitos y macréfagos son considerados como los centinelas del sistema
inmunitario, son capaces de detectar agresiones que afectan la homeostasis como los
microbios, ligandos TLR, células necréticas, complejos inmunitarios, fragmentos de matriz
extracelular, lipidos oxidados y hormonas y tratan de controlarlos o eliminarlos. Sin embargo,
no es suficiente dado que en la AR los macréfagos permanecen activos por periodos
prolongados, en donde promueven principalmente la liberacion de TNFa, IL-1B e IL-6
citocinas proinflamatorias, quimiocinas y MMP, y causan la infiltracion y estimulacion de
células leucocitarias en la AR. Ademas, los macréfagos M1 pueden estimular células vecinas
como fibroblastos, que produzcan enzimas proinflamatorias y degradantes de la matriz y

contribuyan a circuitos de retroalimentacion adicionales (Siouti & Andreakos, 2019).
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En particular, los macrofagos activados, junto con los fibroblastos y la acumulacién de
linfocitos T y B, aumentan la generacién de osteoclastos promoviendo el dafio del cartilago

y la pérdida Gsea.

= Citocinas en la AR

Las citocinas son mensajeros celulares gue transmiten sefiales a otras células y existen 4
familias de citocinas que incluyen: interleucinas, interferones, factores de crecimiento y
guimiocinas. En la AR existe un desequilibrio de las citocinas proinflamatorias y
antiinflamatorias. Dentro de las citocinas proinflamatorias mas importantes en la enfermedad
y consideradas como dianas farmacolégicas se encuentran la TNFa, IL-1B8 e IL-6 (Morel,
2014).

La forma en que las citocinas se comunican con células ocurre de manera directa o por
activacion de vias intracelulares que transmiten una sefial. Cuando una citocina entra en
contacto con un receptor, induce la fosforilacion del receptor o de una enzima asociada a él,
promoviendo la activacion en cascada de enzimas denominadas proteincinasas que a su vez
activan factores de transcripcion. Las principales vias de sefalizacion implicadas en la
inflamacién son: TRAF/IKBK/NFkB, la via de las proteincinasas activadas por mitdgeno
(mitogen-activated protein kinases, MAPK) /AP-1, la via de la fosfoinositido PI-3 cinasa y la
via JAK/STAT. Enelcaso de la AR, las MAPK induce la sintesis de citocinas proinflamatorias
como el TNF-q, la IL-1, la IL-6 y la IL8 y de otras moléculas que participan en la inflamacion
como: las quimiocinas, las moléculas de adhesién y metaloproteinasas (MMP) responsables

de la destruccion cartilaginosa o de la sintesis de las prostaglandinas (Morel, 2014).

Citocinas proinflamatorias IL-18 y TNF-a en AR

La artritis reumatoide se caracteriza por la liberacién de citocinas proinflamatorias derivadas
de macréfagos activos dentro de las que se incluyen el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa)
y la interleucina 1 beta (IL-1B). Estas citocinas son consideradas como precursores de un
tipo de cascada proinflamatoria que conlleva a la liberacién de otro tipo de mediadores

inflamatorios relacionados con la hiperplasia sinovial, deterioro del cartilago y destruccion
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Osea. Se ha reconocido que al bloquear TNF-a e IL-18 por separado se regulan los niveles
de factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF), IL-6 e IL-8
(Feldmann et al., 2001).

Por su parte, el TNF-a es conocido como una citocina pleiotrépica que se expresa
fuertemente en la membrana sinovial y liquido articular, asociandose a la proliferacion y
diferenciacion de linfocitos T y B, induccion de citocinas proinflamatorias entre ellas la IL-1B
y aumento de la produccion de metaloproteinasas como la estromelisina. Su inhibicién se
asocia con la disminucion de la inflamacién de las articulaciones, alivio del dolor y destruccion

Osea (Cantagrel et al., 2017; van den Berg et al., 1999).

La IL-1 es una citocina que presenta dos isoformas: IL-1a asociada a procesos inflamatorios
iniciales e IL-1B citocina dominante en inflamacion crénica. La IL-1a es reducida por células
asesinas naturales (NK), las células T, las células B, las células endoteliales, las células
sinoviales, los neutréfilos, los macréfagos y monocitos, siendo estos dos uUltimos los
principales productores de este tipo de citocina en procesos artriticos. A su vez, la IL-1
activa monocitos y macrofagos aumentando la inflamacién (Siouti & Andreakos, 2019). En
procesos avanzados de artritis reumatoide se evidencia erosion exclusiva del cartilago
debido a la activacion de los condrocitos por la IL-13, los cuales producen la inhibicion de la
sintesis de la matriz extracelular (MEC) y su degradacién generada por la accién principal de
las metaloproteinasas (MMP) como la colagenasa (MMP13), estromelisina (MMP3) vy la
agrecanasa (ADAM-T4); las cuales degradan el coldgeno de la matriz extracelular y
estimulan complejos inmunes que producen erosion tisular (Burrage et al., 2006). La IL-18
se caracteriza por su desempefio en la infiltracion de células y erosién del cartilago sostenida
(van den Berg et al., 1999).

En ensayos in vitro se ha encontrado que tanto la IL- 18 como el TNF-a causan lesiones en
cartilago, sin embargo, en modelos in vivo la IL-18 es mucho mas efectiva (van de Loo & van
den Berg, 1990). Asi mismo, se ha observado que la IL-13 en concentraciones bajas inhibe
la sintesis de colageno y proteoglicanos de condrocitos, mientras que en niveles mas
elevados existe liberacién de proteasas (van den Berg & Bresniham, 1999). En conclusion,
a pesar de que el TNF-a es considerado como el precursor de la IL-13, se han encontrado
en modelos murinos que la produccién de IL-1 es independiente al TNF-a probando que los

dos son objetivos apropiados para el tratamiento, lo que sugiere posibles desacoplamientos
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de la inflamacién articular y de los cambios 6seos. Por tal motivo, se recomienda la inhibicién
conjunta del TNF-a con la IL-1B debido a que una omisién en el bloqueo de este ultimo
marcador podria tener consecuencias perjudiciales en la articulaciéon (van den Berg et al.,
1999).

» Especies reactivas de oxigeno (EOR)

El estrés oxidativo es un proceso en el cual la produccion de radicales libres excede la
capacidad del organismo para neutralizarlos. Son conocidos como radicales libres los
atomos que contienen un electron desapareado en su orbital externo, siendo capaces de
inducir dafio en otras moléculas, convirtiéndolas en radicales libres al captar un electron.
Esta situacion se presenta en procesos inflamatorios causando dafio en proteinas por la
actividad de productos de especies reactivas de oxigeno (EOR) que en inglés equivale a
ROS e incluyen: el radical anion superoxido (Oz¢), radical hidroxilo (-OH), y el anién
peroxinitrito (ONOO-) (Afonso et al., 2007; Phull et al., 2018).

Las células fagociticas (macréfagos y neutrdfilos) al activarse presentan un estallido
oxidativo mediado por el sistema NADPH oxidasa que demanda un gasto importante de
oxigeno y la produccién de superdxido (O?-¢) para eliminar patégenos. Posteriormente, el
superdxido se convierte en peroxido de hidrégeno cuando es catalizada por la enzima
superdxido dismutasa inducida por citocinas inflamatorias como el TNF-a. En presencia de
iones ferrosos (Fe 2+) y otros metales de transicion, el peréxido de hidrogeno y el superdxido
se convierten, a través de la reaccion de Fenton, en radicales hidroxilo (OH ¢) altamente
reactivos y solubles en agua; que probablemente son responsables de gran parte de la
toxicidad celular asociada con EOR (Hitchon & El-Gabalawy, 2004).

Las EOR se encuentran normalmente en el organismo como resultado del metabolismo
celular aerébico normal, y desempefian un papel importante en el mantenimiento del estado
redox de la célula; asi como en el metabolismo celular, vias de sefializacion intracelular y la

actividad de factores de transcripcion como NF-kB (Hitchon & El-Gabalawy, 2004).
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Varios mecanismos de defensa antioxidante se presentan en el organismo, actuando como
primera linea de proteccion, se incluyen los antioxidantes intracelulares comprendidos por
enzimas como la superéxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa, catalasa, entre otras
(Hitchon & El-Gabalawy, 2004); seguidos de scavengers pequefos y antioxidantes exdégenos
provenientes de la dieta dentro de los que se incluyen: la vitamina A, vitamina C, carotenoides
y vitamina E. Los antioxidantes intracelulares se caracterizan por mediar reacciones para
convertir EOR en moléculas menos reactivas y de facil eliminacion; mientras que los
antioxidantes endogenos actllan como donadores de electrones para estabilizar las
moléculas y mitigar su accién lesiva. La SOD se caracteriza por presentar tres isoformas
ubicadas en diferentes compartimentos corporales de la siguiente forma: SOD1 se encuentra
en el citoplasma, SOD3 es extracelular (tanto SOD1 como SOD3 emplean cobre y zinc como

cofactores) y SOD2 esté presente en las mitocondrias (Afonso et al., 2007).

La catalasa degrada el peréxido de hidrégeno y probablemente tiene una funcién en la
proteccion citosolica o extracelular de los oxidantes, porque esta ausente en las mitocondrias

de la mayoria de las células (Hitchon & ElI-Gabalawy, 2004).

Cuando los mecanismos de defensa antioxidante del organismo no son suficientes para
contrarrestar el aumento de EOR, se presenta una respuesta del organismo denominada
estrés oxidativo; caracterizada por inducir lesiones en la membrana celular por un proceso
de oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados (peroxidacion lipidica), considerados como
el principal componente de los fosfolipidos presentes en la bicapa fosfolipidica de la

membrana celular (Phull et al., 2018).

Dentro de las EOR mas importantes se encuentra el anion superoxido (Oz¢), que se produce
por la adicion de un electrén al oxigeno molecular producto de su reduccion proveniente del
transporte de electrones en la mitocondria, reticulo endoplasmico, o de la accion de enzimas
como xantina oxidasa o NADPH oxidasa (Chirino et al., 2006). Cuando los niveles de anién
superoxido se elevan, las células activan su mecanismo de defensa endégeno, provocando
la dismutacion por la enzima superéxido dismutasa (SOD) del anién superéxido (Oz*) a
peréxido de hidrogeno (H20-) especie considerada menos reactiva. A su vez, el perdxido de
hidrogeno (H20-) es reducido por la accion de la catalasa y la glutatiébn peroxidasa a una

molécula de agua y oxigeno, evitando alteraciones en el organismo (Kunsch et al., 2005).
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Estrés oxidativo en AR

Investigaciones han presentado la importancia del estrés oxidativo al encontrarse relacién
con la patogénesis de muchas enfermedades inflamatorias como la artritis reumatoide, en
donde se han detectado en articulaciones inflamadas cantidades importantes de EOR dentro
de los que se incluyen: anion superéxido (O2¢), perdxido de hidrégeno (H:0.), radical
hidroxilo (-OH) y el anién peroxinitrito (ONOO-) (Sanchez et al., 2005). Adicionalmente, se
ha establecido que células inflamatorias como neutréfilos activados, sinoviocitos y monocitos
producen mayores cantidades del anion superoxido (Oz*) a nivel del liquido sinovial; por una
mayor activacion de la NADPH oxidasa asociada a niveles elevados de IL- 1B y TNFa
(Kunsch et al., 2005); pero también se ha vinculado a la sobreproduccion de TNFa a una
disminucién de la actividad de SOD (Afonso et al., 2007).

Por otra parte, las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno podrian activar enzimas que
degradan la matriz extracelular indirectamente a través de la activacion de metaloproteinasas
(Phull et al., 2018).

1.2 Modelo murino de artritis

En la actualidad se han establecido varios modelos animales para la investigacion de la
patogenia de la artritis reumatoide y sus tratamientos. Dentro de los modelos establecidos
en roedores se incluye principalmente la artritis inducida por colageno (AIC), artritis inducida
por adyuvante (ACF), artritis inducida por pristane (AIP), artritis inducida por antigeno (AlA),
artritis inducida por proteoglicanos (AIPG); entre otros (Zhao et al., 2022).

Existen varios enfoques para establecer modelos animales para artritis, pero cada modelo
debe ser valorado de acuerdo con su validez aparente, constructiva y predictiva. En el caso
de los modelos murinos de artritis, se busca que el modelo tenga una validez aparente de tal
manera que presente dolor, inflamacién, destruccién articular y activacién de anticuerpos de
manera similar a la AR humana. De igual manera, debe tener validez constructiva que
correlaciona el método de modelado con la etiologia de la enfermedad y por ultimo tener una
validez predictiva que permita comprender la patologia y el desarrollo de nuevas alternativas

terapéuticas, teniendo en cuenta dianas especificas como citocinas. A continuacion, se
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describen los principales modelos murinos de artritis en rata (ver tabla 1-1) (Zhao et al.,

2022).

Tabla 1-1: Principales modelos murinos de induccién de artritis en ratas.

Inmunizaciéon con
proteoglicanos

para artritis.

Modelo Ciclo de la Aplicaciones Limitantes Validez Referencia
enfermedad
Artritis inducida Este modelo
por colageno no permite
(AIC) observar
Inyeccion . fluctuaciones | Validez de
. P Permite retar y :
intradérmica en la desarrollar y recurrencias | constructo,
base de la cola de | 14 — 60 dias ) de AR, | predictiva
emulsion de tratamientos de sintomas de |y
. . base biolégica. "
Colageno bovino vasculitis, aparente.
tipo Il y adyuvante nédulos
completo de subcutaneos o
Freund (ACF). serositis.
Permite el
estudio de la
Artritis inducida patogenia y la | Este modelo (Choudhary
por adyuvante evaluacion de | carece de la et al., 2018;
completo de farmacos contra | naturaleza T. Zhao et
Freund (ACF) la artritis | progresiva Validez al., 2022)
Inyeccpnes 14 — 45 dias reumatoide. cronica de la | aparentey
subcutaneas AR 'y los | de
unilaterales de 0,1 Es ideal para | cambios constructo.
ml de ACF en el estudiar patoldgicos
retropié o la raiz mecanismos son
de la cola. moleculares autolimitantes.
entre células T y
subpoblaciones.
Artritis Inducida Verificar la . Validez de
por pristane (AIP) o No existe
- eficacia de . . constructo,
Inyeccion 14 - 180 NUEVOS evidencia de redictiva
intradérmica Unica | dias . respuesta P
! . medicamentos . y
dosis de pristane antiartriticos autoinmune. aparente
en ratas. ' P )
Artritis - inducida Estudio de Validez
por antigeno .
. respuesta Sin aparente y
(AIA) 1 -3 dias . . L,
o inmune, humoral | informacion de
Inmunizacion con celular constructo
antigenos y ' '
= - (T. Zhao et
Artritis inducida
. al., 2022)
por Estudio de .
: . Validez de
proteoglicanos . nuevos Sin
21 — 28 dias . ; L constructo,
(AIPG) medicamentos informacion o
predictiva.

Adaptado de Choudhary et al., (2018) y Zhao et al., (2022)
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1.2.1 Artritis inducida por adyuvante completo de Freund (ACF) y
colageno

Modelo considerado como “gold standard” para la investigacion de la patogenia
y evaluacion de la eficacia de nuevos tratamientos para la AR, ya que destruye la tolerancia
al colageno propio y la produccion de autoanticuerpos, permitiendo recrear la AR con validez
aparente, predictiva y de constructo. Después de 2 semanas de la inmunizacién con
colageno tipo Iy el adyuvante de Freund se observan individuos con artritis cronica en donde
se aprecia poliartritis en extremidades delanteras y traseras, acompafiado con malformacion
de los huesos. Las citocinas TNFa e IL1S son marcadores de inflamacion importantes en
este modelo (Choudhary et al., 2018; Zhao et al., 2022).

1.3 Tratamiento farmacoldgico de la AR

La artritis reumatoide es una enfermedad que requiere tratamiento oportuno en su fase
temprana con el fin de inducir a la remisién clinica o generar un estado leve de actividad
inflamatoria. De acuerdo con la fisiopatologia de la enfermedad, existe una ventana de
oportunidad terapéutica entendida como el periodo inicial de la enfermedad, que al iniciar
una adecuada intervencion puede evitar el dafio articular y las complicaciones asociadas
(Narvaez, 2016).

En la actualidad existen 4 grupos de farmacos: Farmacos antiinflamatorios no esteroideos
(AINES), glucocorticoides (GLC), FARME (Farmacos Antirreuméticos Modificadores de la
Enfermedad) de origen sintético (FARME convencionales, como metotrexato o FARME,
como los inhibidores de la janus quinasa [JAK]) y FARME de origen biol6gico (FARME
bioldgicos, como los inhibidores del factor de necrosis tumoral [TNF], inhibidores de la

interleucina-6 y farmacos que agotan las células B) (Narvaez, 2016).

1.3.1 Farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) en AR

Los AINEs se encuentran indicados en la AR para las fases iniciales de la enfermedad
para el control del dolor e inflamacion, generan un alivio inmediato de los sintomas, pero

no modifican el curso de la enfermedad. Se requiere evaluar el estado hepéatico y renal
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del paciente antes de su administracion (Hernandez & Martinez, 2009). Actian
bloqueando la sintesis de prostaglandinas a través de la inhibicion de la enzima
ciclooxigenasa (COX), la cual es responsable de la conversién de acido araquidénico en

prostaglandinas (PGs) y tromboxano-A2 (Carrefio, 2015).

1.3.2 Farmacos glucocorticoides en AR

Los glucocorticoides son considerados como una de las sustancias antiinflamatorias e
inmunosupresoras mas efectivas. Su mecanismo de accién se basa en efectos no
gendmicos y gendémicos, siendo este ultimo de gran importancia para el tratamiento de
AR, ya que estimula la transcripcion de genes (transactivacién) o la suprime
(transrepresién) afectando la sensibilidad y disponibilidad de estos factores de
transcripcién necesarios para la expresion de genes proinflamatorios inducidos por
citocinas. Adicionalmente, reduce la activacion, proliferacion, diferenciacion de
macrofagos, monocitos y linfocitos T; inhibe la adhesién de neutrofilos a células
endoteliales; inhibe la produccion de prostaglandinas y leucotrienos, reduce la expresién
de moléculas de adhesion e inhibicién de enzimas quimiotacticas, alterando la migracién

de leucocitos al sitio de inflamacién (Carrefio, 2015; Cutolo et al., 2021).

En conclusion, los glucocorticoides durante el curso de la AR son capaces de inhibir la
respuesta de las principales células proinflamatorias e inclusive puede llegar a polarizar
los macréfagos proinflamatorios activos (M1) hacia un fenotipo activado alternativamente
(M2), con efectos antiinflamatorios obteniendo como resultado la regulacion efectiva y
duradera de los procesos fisiopatolégicos en la AR (Carrefio, 2015; Cutolo et al., 2021).

1.3.3 Farmacos modificadores de la enfermedad (FARME) -
convencionales
Son los principales agentes terapéuticos que conforman el tratamiento inicial de la fase
temprana y establecida de la AR. Hacen parte de este grupo: el metotrexato (MTX), la
leflunomida (LEF) y la sulfasalazina (SSZ); siendo el farmaco de primera eleccion el
metotrexato, caracterizado por alterar la sintesis de ADN y aumentar la liberacién de

adenosina a través de los efectos sobre diferentes enzimas, lo que da como resultado
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una disminucién de las respuestas inflamatorias y la proliferacion de linfocitos. En
aquellos casos en que el metotrexato no es tolerado o es ineficaz, se cambiara el
medicamento por uno del mismo grupo o se realizara una asociacion de farmacos. El
tratamiento terapéutico sera definido de acuerdo con el factor de riesgo, el numero de
articulaciones dolorosas y tumefactas, el dolor evaluado por el paciente, la evaluacion
global de la actividad de la enfermedad por el médico y el paciente, la capacidad
funcional, la existencia de dafio estructural, o el impacto de la enfermedad sobre la
calidad de vida (Hernandez & Martinez, 2009). En caso de que no se evidencie una
evolucion favorable con los medicamentos FARME, se incorpora un farmaco modificador
de la enfermedad bioldgico. A continuacion (ver tabla 1-2) se describe el mecanismo de
accion y efectos adversos de los farmacos FARME convencionales y bioldgicos (Kour et
al., 2021).

1.3.4 Farmacos modificadores de la enfermedad (FARME) -
biolégicos
Estan indicados para pacientes que no responden satisfactoriamente al tratamiento con
FARME convencionales o son intolerantes al tratamiento. Estos farmacos se han
caracterizado por activar o bloguear dianas especificas involucradas en la progresion de
la enfermedad como moléculas y receptores. Por ejemplo, la inhibicién del TNFa, que
permite reducir la inflamacion del sinovio, destruccién del cartilago y erosion ésea. Sin
embargo, su uso ha suscitado preocupaciones sobre la toxicidad y ha aumentado
notablemente el riesgo de infecciones graves asociadas con ellos. En terapias con
inhibidores de TNFa se ha evidenciado un aumento en el riesgo de presentacion de
infecciones como la Listeria, Salmonella, Mycobacterium tuberculosis, histoplasmosis,

coccidioidomicosis y neumonia por Pneumocystis (Kour et al., 2021).
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Tabla 1-2: Farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad (FARME). Adaptado
Hernandez & Martinez (2009) y Kour et al., (2021).

Tipo de farmacos

Medicamentos

Mecanismo de accién

Efectos adversos

Convencionales
(farmacos
inmunomoduladores
inespecificos)

Hidroxicloroquina

Inmunomodulador, inhibe la
presentacion de antigenos de las
Células, regula a la baja Ila

respuesta inmunitaria contra los
péptidos autoantigénicos.

Anemia hemolitica, retinopatia

Sulfasalazina

Antiinflamatorio, inmunomodulador.

Anemia hemolitica, cefalea,
diarrea, mareo, nauseas,

vomito.
Andlogo estructural del acido félico ‘
gue altera la sintesis de ADNy Alopecia,  cirrosis, diarrea,|
aumenta la liberacién de estomatitis, hepatotoxicidad, |

Metotrexato adenosina, lo que ocasiona una nauseas, neumonitis o fibrosis|
disminucién de las respuestas pulmonar, teratogenia, |
inflamatorias y la proliferacion de |toxicidad gastrointestinal.
linfocitos.

Inhibe la dihidroorotato Alopecia, - . cefalga,i
) . hepatotoxicidad, hipertension,|
. deshidrogenasa, una enzima . . ) . |

Leflunomida . P . intolerancia gastrointestinal, |
importante para la sintesis de - ., |

pérdida de peso, Ulceras|

ADN y la proliferacion de linfocitos.

orales, teratogenia.

Agentes
biologicos
(Farmacos

especificos que se
dirigen a citocinas,
marcadores de la
superficie celular y
las vias
intracelulares)

Inhibidores de
TNF:

Enfermedad
enfermedad

desmielinizante, |
linfoproliferativa, |
infeccion de herpes, infeccion|

Etanercept, , . . . -
. P Actlan bloqueando la interaccion |del tracto respiratorio, |
adalimumab, . |
infliximab del TNF-alfa con sus receptores. |reacciones locales en el lugar|
L de la inyeccion, reactivacion|
certolizumab, ) ) |
. de la tuberculosis y riesgo de|
golimumab. . - ;
infeccion. |
N . .__|Enzimas hepaticas anormales,|
. Bloquea citocinas proinflamatorias|, . L . - |
Tocilizumab hipertension, infeccion i
como la IL-6. P . . |

perforacién gastrointestinal.
Infeccion, reacciones|
Rituximab Blogquea las células B. transfusionales y reactivacion|
de hepatitis B i
Cefalea, hipertensién, mareos,|
. , infecciones  oportunistas |
Abatacept Inhibe las células T. i P y:
reacciones en el lugar de laf
inyeccion. |
) e Intolerancia astrointestinal, |
e Inhibe la sefalizacion de JAK- e g |
Tofacitinib nefrotoxicidad y reactivacion|

STAT intracelular.

de la tuberculosis.

de
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1.4 Fitofarmacologia de Physalis peruviana L.

La Physalis peruviana L. es una planta andina perteneciente a la familia Solanaceae
conocida comunmente en Colombia como uchuva. Esta planta crece de manera silvestre y
semisilvestre a una altura de 1500 a 3000 m.s.n.m. En el afio 2021 la uchuva logré6 la mayor
cifra de exportaciones, alcanzando un recaudo de $37.820.445 doélares. Esta cifra posiciona
a Colombia como el mayor exportador de uchuva a nivel mundial. El fruto es apetecible
debido a su actividad antioxidante, pero no es la Unica parte de la planta que cuenta con
beneficios terapéuticos, se han realizado en los ultimos afos investigaciones concernientes
a su actividad terapéutica en enfermedades inflamatorias encontrando efectos
farmacolégicos de tipo antiinflamatorio, antioxidante, inmunomodulador y para el tratamiento
de enfermedades asociadas con estrés oxidativo como la artritis reumatoide. Las anteriores
propiedades han sido relacionadas con metabolitos secundarios presentes en los diferentes

organos de la planta (raices, tallos, fruto y célices de uchuva)(Carrefio, 2015).

1.4.1 Actividad antiinflamatoria de los calices de Physalis
peruviana L.

En diferentes estudios fitoquimicos se ha tratado de elucidar los componentes presentes en

la planta. En extractos obtenidos a partir de célices de uchuva se ha evidenciado la presencia

de compuestos fendlicos de tipo flavonoide, terpenoides, glucésidos y esteroides naturales

como withandlidos (28-hydroxywithanolide E) y fisalinas; por lo que este 6rgano puede ser

una fuente importante de compuestos terapéuticos (Medina et al., 2018).

La variedad de metabolitos secundarios identificados en los extractos y fracciones de los
célices de uchuva se caracterizan por su actividad biolégica como antiinflamatorios e
inmunomoduladores, permitiendo establecer posibles modos de accién que incluyen:
actividades antioxidantes y captadoras de radicales, modulacion de las actividades de
enzimas proinflamatorias (ciclooxigenasa (COX), lipoxigenasa (LOX), 6xido nitrico sintasa
inducible (iNOS)), inhibicion de citocinas (TNF-a, IL-1B e IL-6), modulacion de mediadores
inflamatorios y modulacion de la via de sefializacion proinflamatoria (NF-kB). Como podemos

ver, la mayoria de los marcadores biolégicos anteriormente mencionados estan asociados a
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la inflamacion cronica reportada en la fisiopatologia de algunas enfermedades (Kour et al.,
2021).

Adicionalmente, se ha evaluado la actividad antiartritica del flavonoide rutina como regulador
de los marcadores de estrés oxidativo y mediadores inflamatorios (iNOS y NF-kB) en
modelos de artritis inducida por colageno (Gul et al., 2018). En otras investigaciones se ha
establecido que el extracto de Physalis peruviana L. obtenido por extraccion con fluido
supercritico fue capaz de prevenir la generacion del 6xido nitrico (NO) y la liberacion de
prostaglandina E2 (PGE2) asi como la expresion de la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS)
y ciclooxigenasa 2 (COX-2) en células RAW 264.7 estimuladas con lipopolisacarido
(LPS) (Carrefio, 2015).

Los grupos de investigacion de Principios Bioactivos en Plantas Medicinales y SILICOMOBA,
en los ultimos afios ha realizado investigaciones obteniendo avances en la caracteristicas
fitoquimicas y actividad farmacologica de extractos y fracciones obtenidas de los célices de
uchuva. Inicialmente el grupo se enfocO en la estandarizacion del método de extraccion
etandlica de los calices de uchuva y determind las condiciones de almacenamiento, asi como
su relacion en la actividad antioxidante, contenido de rutina y fenoles totales (Cardona, 2014).
Durante el mismo afio, se caracteriz6 la fraccion butandlica de los calices de Physalis
peruviana L. en donde se identificé la presencia de flavonoides (rutina y nicotiflorina) y se
evalud su capacidad antioxidante (Toro et al., 2014). Adicionalmente, en el afio 2021 se
realizé analisis fitoquimico del extracto hidroetandlico de célices de uchuva, y se evidencia
presencia mayoritaria del flavonoide rutina, comprobando su actividad hipoglucemiante por

via oral en roedores (Dominguez et al., 2021).

De igual forma, se evalué el posible efecto terapéutico de la fraccion butandlica de los calices,
en modelos de inflamacién aguda; como el modelo de edema auricular inducido por TPA, en
donde se evidenci6 actividad antiinflamatoria y antioxidante por parte de la fraccién (Toro et
al., 2014). Asimismo, se investigd su posible efecto en modelos agudos de Ulcera géastrica

en donde se observo su efecto antiulceroso y citoprotector en roedores (Martinez, 2020).

Debido a la actividad favorable de la fraccion butanolica en modelos agudos de inflamacién,
desde el grupo de investigacion se desean iniciar investigaciones enfocadas en la evaluacion

de su actividad en procesos de inflamacién cronica; por lo que se proponen investigaciones
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asociadas a la estandarizacién de un protocolo de induccion de artritis reumatoide en ratas
Wistar con adyuvante completo de Freund y colageno tipo Il como modelo de inflamacion
crénica (Rojas, 2019) y modelos murinos para la evaluacion de la actividad antidiabética de

la fraccion butandlica de los célices.

De acuerdo con lo anterior, surge una oportunidad para identificar nuevas alternativas para
el tratamiento de enfermedades reumaticas utilizando como alternativa terapéutica los
célices de Physalis peruviana L., por lo que se plantea la evaluacién preclinica de la fraccion
butandlica de los calices de Physalis peruviana L. en un modelo murino de artritis inducida

por colageno y adyuvante completo de Freund como tema de nuestra investigacion.

A continuacion se presenta el propésito, metodologia y resultados evidenciados durante

nuestra investigacion.
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2.0bjetivos

2.1 Objetivo general

Evaluar el potencial efecto antiartritico de la fraccion butandlica de los célices de Physalis

peruviana L. en modelo murino de artritis reumatoide.

2.2 Objetivos especificos

= Determinar la actividad antiartritica de la fraccion butandlica de los calices de
Physalis peruviana L. en el modelo animal de artritis.
= Explorar un posible modo de accion antioxidante en animales artriticos tratados con

la fraccion butandlica de los calices de Physalis peruviana L.
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3.Metodologia

3.1 Materiales y reactivos

3.1.1. Instrumentos

Balon aforado, capilares, capsulas de porcelana, embudos, erlenmeyer PYREX® de 2000
mL, percolador Siliser® de 5 L, aguja hipodérmica calibre 23 G, calibrador digital — Caliper
digital Kanon EMS6 (0.01 — 25 mm), guantes de carnaza, hoja de bisturi nimero 22, jeringas
de 1 — 20 mL, sondas de nutricion enteral, microplaca fondo plano de 96 pocillos TPP®,
micropipeta multicanal, pipetas monocanal Select BioProducts — capacidad de 5 - 50, 20 -

200y 200 - 1000 pL, pipeta repetidora, tubos de ensayo, tubos eppendorf.

3.1.2. Reactivos

= Extraccion material vegetal:

Acetato de Etilo Merck J.T.Baker®, alcohol etilico desnaturalizado 40B J.T. Baker®,

diclorometano J.T.Baker®, hexano J.T.Baker®, n-butanol Merck®.

= Modelo de artritis inducida por adyuvante completo de Freund
(ACF) y colageno:

Adyuvante completo de Freund (1 mg/mL) Sigma F-5881, alcohol antiséptico MK®,
clorhexidina Baxidin®, colageno tipo Il (5 mg/mL) en &cido acético 0.05 M obtenido a partir
de los anillos de traquea de bovinos (elaborado por el Grupo de Trabajo de Ingenieria de
Tejidos (COL0011106) de la Universidad Nacional de Colombia), dexametasona fosfato (4
mg/ml), ketamina Ketafine® (5 g/100 mL), suero fisiolégico Baxter®, Xilacina Virbac® (20
mg/mL).
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= Pruebas bioquimicas: kit ELISA interleucina 1 Beta - ratas Sigma®, kit ELISA

factor de necrosis tumoral alfa - ratas Sigma®, complejo férrico-2,4,6- tripiridil-s-triazina
Sigma®, buffer de acetato, cloruro férrico Merck®, &cido clorhidrico Merck®, sulfato
ferroso, heparina Inhepar® 5000 Ul/mL, &cido bicinconinico BCA Sigma® B9643,
albumina sérica bovina (BSA) proteina estandar micro liquido 1 mg/mL Sigma®, sulfato
de cobre en solucion 4 % p/v Sigma®, buffer fosfato (con Sodio dihidrégeno fosfato
monohidratado Merck®), hipoxantina Sigma®, hidréxido de potasio Merck®, citocromo C
de corazén de caballo Sigma®, superéxido dismutasa Sigma®, xantina oxidasa de leche

bovina Sigma®.

3.2 Equipos
= Agitador vortex Labscient® V8
= Balanza electrénica analitica QUIMIS® Q500L210C
= Balanza Ohaus® con canastilla y tapa (para pesar animales)
= Centrifuga Hettich® MIKRO 220R
» Espectrofotémetro BIORAD (xMark microplate manager® 6 software)
» Estufa industrial de bandejas Stokes®
= Generador de rayos X Polymat 30/50 Siemens
= Horno de aire circulante
= Refrigerador-congelador -20 °C
»= Rotavapor BuchiB-100 X750mbar 50 °C
= Triturador industrial-licuadora Vitamix®
» Triturador Oster modelo 3320-013 70 Grz 120V
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3.3 Material vegetal

3.3.1 Obtencién y seleccién de material vegetal:

Los calices de uchuva fueron obtenidos de cosechas organicas provenientes de la compariia
Andes Fruits, empresa exportadora de frutas exéticas principalmente uchuva. Esta empresa
cuenta con certificacion GLOBAL G.A.P. (garantiza buenas préacticas agricolas en campo) y
certificacion CERES CERTIFIED (certificacién alemana para agricultura organica). Las fincas
asociadas a la compafiia se encuentran ubicadas en la regién Boyacense a una altura
promedio de 2427 m.s.n.m. y cuentan con asistencia técnica permanente con el fin de
garantizar productos organicos. Se recolectaron 6 bultos de uchuva, los cuales pasaron por
un proceso de seleccion, conservando los célices de color verde y desechando el material
con cambios de color, presencia de hongos, necrosis del tejido, humedad o descomposicién.
Finalizado el proceso de seleccion se extendié el material vegetal sobre papel periddico
durante 24 horas (ver imagen 3-1). Enseguida se almacen6 en bandejas de acero y se
introdujeron en el horno de aire circulante a una temperatura de 38 — 40 °C durante 72 horas,
para retirar totalmente la humedad del material vegetal. El material obtenido del horno de
aire circulante fue fragmentado empleando el triturador industrial-licuadora Vitamix® y el
triturador Oster modelo 3320-013 120V, recuperando un total de 2400 g de polvo de célices

de Physalis peruviana L.

Imagen 3-1: Seleccidn y secado de calices de Physalis peruviana L.
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3.3.2 Proceso de extraccién y fraccionamiento de la fraccion
butanolica de los calices de Physalis peruviana L.

= Extraccion inicial

Se utilizaron 2 percoladores de 5 litros acondicionados con dos capas de filtracion
conformadas por papel filtro y una capa delgada de algodoén, ubicadas en el fondo del
percolador para recuperar el etanol libre de particulado. Posteriormente, se llendé el recipiente
con 1200 gramos del material vegetal triturado de los calices de Physalis peruviana L. en
cada recipiente y se incorpord cuidadosamente 9.4 Litros de etanol por percolador, hasta
cubrir el material vegetal dejando en promedio 2 cm adicionales de etanol desde la superficie
del triturado. El solvente permanecié en contacto durante 8 horas con el material vegetal y
se recuperd por goteo lento en recipientes de vidrio; el proceso se realizé por triplicado. El
volumen total recuperado (18 litros) fue concentrado empleando el equipo Rotavapor BuchiB-
100 X 750 mbar 50 °C, generando un vacio de 175 mbar. El extracto concentrado fue
recuperado del balén y se colocé en capsulas de porcelana para terminar de concentrar a

bafio maria durante 24 horas, obteniendo finalmente 118 g de extracto etandlico.

= Fraccionamiento

Con el fin de obtener la fraccion butanélica de los calices de Physalis peruviana L. se hicieron
3 fraccionamientos con el fin de retener metabolitos secundarios u otras sustancias afines a
cada uno de los solventes empleados, que no eran consideradas de interés para el desarrollo
de la investigacion. Para cada fraccionamiento se incorporé en las capsulas un solvente en
un volumen suficiente para cubrir el concentrado y de manera simultanea se ejecutaron
movimientos circulares con el mango de un mortero, generando impactos con moderada
presion para favorecer la extraccion sdlido - liquido. Finalmente, la fraccion butandlica fue
concentrada utilizando el equipo Rotavapor BuchiB-100 X 750 mbar 50 °C y el bafio maria.
A continuacion, en la tabla 3-1 se describen en orden los solventes usados, tiempo de

contacto, volumen y fraccién obtenida.
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Tabla 3-1: Obtencion de la fraccion butandlica de calices Physalis peruviana L. El fraccionamiento

etandlico se realiz6 a partir de 2400 g de material vegetal // Fraccién de hexano: se hicieron 3

lavados con el solvente hexano // Fraccion diclorometano: se realizaron 3 lavados con el

solvente diclorometano // Fracciéon acetato de etilo: se efectuaron 2 lavados con acetato de

etilo // Fracciéon butandlica: Se efectuaron 6 lavados con el solvente butanol.

» ) Tipo de Volumen Tiempo | Numero
Fraccion obtenida
Solvente total (mL) | contacto | lavados
1. Fraccién de hexano: Total 95.04 g
\ ‘ | ¥ ! ___E
Hexano 915 mL 2 horas 3
2. Fraccion diclorometano: Total 8.81 g
Diclorometano 670 mL 1 hora 3
Acetato de
) 670 mL 1 hora 2
etilo
4. Fraccion butandlica: Total 1.77 g Butanol 670 mL 1 hora 6

3.4 Animales de experimentacion

El Bioterio de Experimentacién del Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional

de Colombia entreg6 para el desarrollo de la investigacion ratas Wistar de ambos sexos,

entre 7y 17 semanas de edad y peso de 187 a 289 gramos. Los animales estuvieron bajo

condiciones controladas de temperatura (21°C+/- 2°C), humedad (60% +/- 10 %),
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fotoperiodo (12 horas luz / 12 horas oscuridad), con agua y alimento ad libitum (concentrado
LabDiet®). Se organizaron grupos conformados por 5 individuos con edades y pesos
similares del mismo sexo por cada caja. Se realiz6 cambio y lavado de jaulas 2 veces por
semana. Fue establecido como punto final humanitario de los individuos la presentacion de
vocalizacién espontanea, patron de marcha anormal, pérdida del 20 % de su peso corporal
y ulceracion presente por mas de 7 dias (Hawkins et al., 2015); razén por la cual los
individuos fueron observados a diario. La metodologia empleada en la investigacion conto
con el aval del Comité de Etica de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de

Colombia (ver anexo A).

3.5 Ensayos preliminares

Se efectud una fase inicial de capacitacion y familiarizacion con la manipulacién de individuos
de experimentacion, vias de administracion de soluciones y manejo de equipos; con el fin de
disminuir la variabilidad introducida por el investigador. Los ensayos preliminares
consistieron en la induccion de artritis por colageno en ratas Wistar (hembras y machos)
aplicando el protocolo estandarizado previamente por el grupo de investigacion. Dado que
se identificd que las hembras tenian una mayor susceptibilidad en el desarrollo de la
enfermedad con respecto a los machos, al presentar artritis bilateral y poliartritis
caracterizada por la inflamacion en las zonas interfalangicas, plantares y articulacion del
maléolo; se determind usar para la investigacion final ratas Wistar hembras entre 7 a 17

semanas de edad.

3.6 Disefio experimental

3.6.1 Medidas de control experimental
El disefio experimental se enfocé en la reduccibn de aspectos como artefactos

experimentales, sesgos y error de muestreo descritos a continuacion:

» Artefactos experimentales: Se hizo entrenamiento del personal, verificacion de

reproducibilidad del protocolo y determinacion de condiciones experimentales.
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= Sesgos: Se establecié un grupo satélite (individuos sanos), un grupo control (individuos
artriticos), un grupo patrén (individuos con tratamiento patrén). Disefio ciego (un

investigador administré tratamientos y otro analizé los resultados).

= Error de muestreo: Bloques (por sexo y peso, controlando la variabilidad de las
unidades experimentales y reduciendo el error experimental) y factor de tratamiento

(controles, patron y extracto).

3.6.2 Modelo murino de induccion de artritis por adyuvante de
Freund y colageno en ratas Wistar
Se aplico el protocolo estandarizado de induccion de artritis por colageno
determinado por el grupo de investigacion, para lo cual se seleccionaron los

individuos y se preparé la emulsion artritogénica junto con el protocolo anestésico.

» Unidad de experimentacidon: Se seleccionaron 44 ratas Wistar hembras entre 7

y 17 semanas de edad, con un peso corporal entre 170 a 287 g.

» Sustancia artritogénica: Se prepardé una emulsién conformada por Adyuvante
completo de Freund (1 mg/mL Sigma F5881) y colageno bovino tipo Il (5 mg/mL
en acido acético 0.05 M) en una proporcion 1:1 buscando un volumen final de 15
mL para la sensibilizacion de los 44 animales seleccionados. Se obtuvo una
emulsién de color blanco bastante densa por lo cual para su aplicacion se utilizo

una aguja calibre 23 G (ver imagen 3-2).

» Anestesia: Se realizé anestesia intraperitoneal con una mezcla de Xilacina (10
mg/Kg), Ketamina (40 mg/Kg) diluida en suero fisiologico (1 mL/100 g de peso

corporal).
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Imagen 3-2: Preparacion de sustancia artritogénica. Preparacion de 15 mL de sustancia
artritogénica conformada por 7 mL de adyuvante completo de Freund y 7 mL de colageno
bovino tipo 1l (Proporcién 1:1). Mezclar los dos productos hasta obtener una emulsion

homogénea de color blanco.

AL

A. Protocolo de induccion de artritis por Coladgeno vy

Adyuvante de Freund en ratas Wistar.

Los 44 individuos fueron anestesiados por via intraperitoneal con el protocolo
anestésico Xilacina (concentraciébn del producto 20 mg/mL), Ketamina
(concentracion del producto 5 g/ 100 mL) y suero fisioldgico con el fin de reducir
el dolor y asegurar el punto de aplicacién por via intradérmica de la sustancia
artritogénica. La mezcla (Xilacina, Ketamina y suero fisiolégico) fue administrada
en una dosis de 1 mL/100 g de peso corporal por via intraperitoneal.

Cuando los individuos alcanzaron el plano anestésico lll, se tomaron medidas
externas de miembros posteriores en tres puntos que incluyen: articulacién del
maléolo, zona plantar y zona interfalangica con un instrumento de medicion
(calibrador digital) — Caliper digital Kanon EMS6 (0.01 — 25mm). Se realizé
seguimiento de las medidas semanalmente (ver imagen 3-4).

Cada individuo fue depilado en la base de la cola y se desinfect6 con alcohol.
Luego se administré la emulsion artritogénica en la base de la cola con una dosis
total de 0.3 mL, distribuida en tres puntos diferentes (0.1 mL) por cada punto de
aplicacion, por via intradérmica. Este procedimiento se repitié en el dia 7 (ver

imagen 3-3).
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Imagen 3-3: Administracion de solucién artritogénica por via intradérmica. Una vez los
animales fueron depilados en la base de la cola, se efectud limpieza con alcohol y se
procedio a aplicar la solucién artritogénica a una distancia de 2 cm de la base de la cola

por via intradérmica en tres puntos diferentes de aplicacion.

B. Procedimiento. Ensayo preclinico de fraccion butandlica de Physalis
peruviana L. (FB) en ratas Wistar artriticas

» Los animales con artritis unilateral o bilateral en miembros posteriores fueron
seleccionados el dia 14 para conformar la base del estudio preclinico. De los
44 animales inducidos inicialmente, 24 animales desarrollaron artritis. Los
animales fueron clasificados de acuerdo con su peso y edad. Se establecieron
los grupos de tratamiento de tal manera que se representara en cada caja; la

totalidad del experimento (5 individuos) (ver grafica 3-1).

» Eldia 21 desde la induccién de artritis con ACF y colageno tipo Il se inici6 el
ensayo preclinico. Se administraron los tratamientos de acuerdo con el disefio
experimental por via oral durante 14 dias consecutivos utilizando sondas
orogastricas metalicas. Todos los tratamientos fueron administrados en

soluciones en un volumen de 1 mL/100 g de peso corporal (ver tabla 3-2).
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Gréfica 3-1: Distribucion de grupos de tratamiento por caja. Cada caja incluy6 1 representante
de cada grupo: control, patrén (dexametasona), fraccidon butandlica de célices de Physalis
peruviana L. en dosis de 100 mg/Kg (FB100), 50 mg/Kg (FB50) y 25 mg/Kg (FB25).

@ Grupo control

Q Grupo patrén

’.x A
‘&. .} Grupo Fraccién butandlica en dosis de 100
‘Q_}\, mg/Kg/VO/dia (FB100)

-&}\, .) Grupo Fraccion butandlica en dosis de 50
W, mg/Kg/VO/dia (FB50)

Q Grupo Fraccién butandlica en dosis de 25
mg/Kg/VO/dia (FB25)

\_

Tabla 3-2: Caracterizacion de los grupos experimentales

GRUPO DESCRIPCION
Grupo satélite Individuos sanos. Sin intervencion.
Individuos artriticos. Administracion por via oral de vehiculo
Grupo control (agua destilada, glicerina y propilenglicol en proporcion 8:1:1).

Dosis total: 1 mL/100 g de peso corporal/dia.

Individuos artriticos. Administracion por via oral de
dexametasona fosfato (1 mg/Kg de peso corporal/dia)
disuelta en agua destilada.

Grupo de Fraccién Individuos artriticos. Administracion por via oral de Fraccion
butandlica de célices de | butandlica (100 mg/Kg de peso corporal/dia) disuelto en

Physalis peruviana L. | vehiculo (agua destilada, glicerina y propilenglicol en

100 mg/Kg (FB100) proporcién 8:1:1).

Grupo de Fraccion Individuos artriticos. Administracion por via oral de Fraccion
butandlica de célices de | butandlica (50 mg/Kg de peso corporal /dia) disuelto en
Physalis peruviana L.50 | vehiculo (agua destilada, glicerina y propilenglicol en

mg/Kg (FB50) proporcioén 8:1:1).
Grupo de Fraccién Individuos artriticos. Administracion por via oral de Fraccion
butandlica de célices de | butandlica (25 mg/Kg de peso corporal /dia) disuelto en
Physalis peruviana L, | vehiculo (agua destilada, glicerina y propilenglicol en
25 mg/Kg (FB25) proporcion 8:1:1).
*El tratamiento se realiz6 por 14 dias consecutivos una vez al dia.

Grupo Patrén
(dexametasona®)
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= Al finalizar el experimento se seleccionaron 2 ejemplares de cada grupo de
tratamiento y se hizo un estudio radiografico que incluye la vista dorso — plantar
y latero - medial de miembros posteriores, centrdndose en la articulacion tibio-
tarsiana. Los animales fueron anestesiados aplicando el protocolo anestésico
descrito anteriormente con el fin de evitar la movilidad de los animales durante la

toma de las placas (ver esquema 3-1).

= El| dia 36 todos los animales fueron anestesiados por via intraperitoneal
(Ketamina 40 mg/Kg - Xilacina 10 mg/Kg) y se tomaron muestras de sangre por
puncién intracardiaca. Finalizada la actividad se efectué eutanasia a los
individuos por dislocacién cervical aun bajo anestesia y se remitié un miembro
posterior tomado desde la articulacion del maléolo para andlisis histopatolégico

de 2 representantes de cada grupo de tratamiento.

A continuacion, se expone la linea de tiempo desde la induccioén de artritis de la unidad
experimental hasta la ejecucion del ensayo de administracion; finalizado en la toma de

muestras de sangre e histopatologia (ver gréafica 3-2).

3.7 Evaluacion de la inflamacion

3.7.1 Evolucion del peso

Se hizo seguimiento del peso una vez por semana de los individuos desde el inicio del
protocolo de induccién de artritis por ACF y colageno, hasta la finalizacién del experimento.
Esto permiti6 comparar la evolucion del peso entre los grupos de tratamiento y al mismo
tiempo determinar la necesidad de aplicar el “punto final humanitario” en aquellos animales
que presentaran pérdidas superiores al 20 % del peso corporal. Durante el desarrollo de la

fase experimental no fue necesario aplicar este criterio.
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Gréfica 3-2: Linea de tiempo del ensayo preclinico de la fraccién butandlica de Physalis peruviana L.
en ratas Wistar hembras artriticas. Durante los primeros 14 dias se realiz6 la induccion de artritis en
ratas Wistar (N=44) con ACF y colageno tipo Il en el siguiente orden cronolégico: El dia 0, peso y
distribucidon de grupos; dia 1 administracion de la primera dosis de suspension artritogénica; dia 7
administracion de la segunda dosis de suspension artritogénica; dia 14, seleccién de ratas artriticas y
clasificacién de grupos de tratamiento. A partir del dia 21 se dio inicio del ensayo preclinico con la
fraccion butandlica de Physalis peruviana L. culminando el dia 34. La evaluacion radiografica se
realizé el dia 35 y el dia 36 se tomaron las muestras de sangre y tejidos después de realizada la
eutanasia. El seguimiento del grosor de los miembros posteriores en la zona interfaldngica, plantar y
en la articulacion del maléolo con el calibrador digital se llev6 a cabo los dias: 1, 7, 14, 21, 26, 31y
36.

Protocolo de induccion de artritis - ratas Wistar (Dias)

\4 \4 ¥ ,
1 2 3+ I I IID)

»'/E

v
1 3500 X5 ) 755 %)

Ensayo preclinico Fraccion butandlica de Physalis peruviana L.- Ratas Wistar (Dias)

0 Pesoy distribucion de grupos N=44 ratas hembra Wistar.
1 Administracion primera dosis suspension artrogénica Estudio radioldgico

7 Administracion segunda dosis suspension artrogénica 36| Toma de muestras de sangre, tejidos y eutanasia
14 Seleccion de ratas artriticas y clasificacion de grupos de tratamiento V Toma de medida del grosor de patas

Inicio ensayo preclinico en ratas artriticas

3.7.2 Medidas anatdémicas

La inflamacion de las articulaciones fue evaluada con un calibrador digital — Caliper digital
Kanon EMS6 (0.01 — 25 mm) en 3 zonas sensibles de inflamacién en miembros posteriores
reportadas en el modelo murino de artritis inducida por adyuvante completo de Freund (ACF)
y colageno que incluyen: Articulacién del maléolo, zona plantar y zona interfalangica (Rojas,
2019). La medida se tom6 semanalmente y cada punto anatémico fue medido por duplicado

y promediado el resultado, permitiendo asi evaluar el comportamiento y sensibilidad de las
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diferentes articulaciones en el modelo. A continuacion, se ilustran los puntos anatémicos

evaluados (ver imagen 3-4).

Imagen 3-4: Evaluacion del grosor de miembros posteriores en ratas Wistar artriticas. Las medidas
fueron tomadas con el calibrador digital Caliper digital Kanon EMS6 (0.01 — 25 mm) una vez por
semana en la zona interfalangica (el calibrador se posicion6 en el plano dorso — plantar, en la parte
inferior de la falange medial, cerca de la articulacion interfalangica); Zona plantar (el calibrador fue
posicionado en la parte distal de los metatarsianos cerca a la articulacién metatarsofalangica) y en la

articulacién del maléolo (el calibrador se coloc6 en el plano medio — lateral de la articulacion del

~

maléolo).

\\ Articulacion del maléolo Zona plantar Zona interfalangica /

3.7.3 Estudio radiografico

Fueron seleccionados al azar de cada grupo de tratamiento 2 individuos a excepcién
del grupo satélite en donde se seleccion6 1. El estudio radioldgico se realiz6 en la
Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional de Colombia. Los
animales fueron sedados previamente con un protocolo de anestesia basado en
Ketamina 40 mg/Kg y Xilacina 10 mg/Kg por via intraperitoneal. Una vez los animales
alcanzaron un plano Ill de anestesia, se tomaron las placas por vista dorso — plantar
y medio lateral del miembro posterior, procurando enfocar: las articulaciones
interfalangicas, metatarsofalangica y del maléolo con el fin de detectar posibles
lesiones en procesos artriticos. A continuacion, se describen los items a evaluar en

cada imagen diagnostica:
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e Margenes y superficies articulares: Deben estar totalmente lisas y sin
presencia de corrosion e incluyen: La superficie del talo, la resbaladera de la tibia,
la superficie intertarsiana proximal y distal (cercana a la zona de los metatarsianos
y del tarso).

e Existencia de quistes subcondrales: Se encuentran en las superficies
articulares y se observan como perforaciones radioltcidas. Su presencia esta
asociada a la enfermedad articular degenerativa crénica.

o Osteoesclerosis: Engrosamiento del hueso con aumento de la densidad.

e Tejidos blandos anexos a la articular: Se evalla la capsula articular teniendo
en cuenta el aumento en la radiopacidad, tamafio y presencia de liquido.

e Osteofitos: Neoformacion de osteofitos periarticulares.

Adicionalmente, se aplicé una escala radiografica la cual se centra en las principales
lesiones de la articulacion en procesos artriticos como la erosion de la superficie 6sea,
la disminucién del espacio articular y la destruccion del espacio articular (Snekhalatha
etal., 2013).

3.7.4 Evaluacién histopatoldgica

Una vez los animales fueron sacrificados se seleccionaron 3 individuos por cada grupo de
tratamiento y se retir6 un miembro posterior de cada animal, de tal manera que el corte
permitiera preservar completa la articulacién del maléolo. Las muestras fueron fijadas en
formol y fueron descalcificadas por inmersion en &acido nitrico al 3%, en donde
permanecieron durante 7 dias a temperatura ambiente. Finalizado este periodo las muestras
fueron fijadas en formol al 10 % bufferado y se realizaron cortes transversales, luego se

realizé coloracion con hematoxilina-eosina (HE) y se evaluaron en el microscopio.

La evaluacion histopatoldgica incluyé la evaluacion de la estructura ésea, médula 6sea,
osteomielitis, infiltrado periarticular y capsula sinovial. Pero para fines del estudio se centrara
su andlisis en la proliferacion sinovial, infiltracién celular, erosion del cartilago y formacién
del pannus. A continuacion, en la (tabla 3-3) se describe la escala utilizada para la calificacion

de los pardmetros ya mencionados:
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Tabla 3-3: Escala de clasificacion de lesiones histopatoldgicas. Permite clasificar el grado de

gravedad de la lesiébn en miembros posteriores en una escala de 0 a 3. Los parametros evaluados son

la proliferacion sinovial, infiltracion sinovial, erosion del cartilago y formacion del pannus (Ali et al.,

2015).
Parametros | GradoO Grado 1 Grado 2 Grado 3
Moderada proliferacidn en las 4 Severa proliferacion caracterizada
) . capas de sinoviocitos reactivos, por invasion del sinovio
Y Leve proliferacionen204 . . o ) L L
Proliferacion |No hay L incremento de la actividad mitotica |hiperpldsico y desaparicion del
L .., |capasde sinoviocitos L o )
sinovial  [proliferacion i y leve o ausencai de invasion celular |espacio articular, cartilago
reactivos. . .
adyacente al hueso y tejido adyacente, hueso y tejido
conectivo. conectivo.
L o Extensa infiltracion celular que
Infiltracion | . . |Reducida infiltracion celular e, ) , _
Sin cambios Extensainfiltracion celular focal.  |invade la capsula articular con
celular focal. .
formacion de agregados.
., No hay Degradacion localizada del . . . .
Erosion del . ) , Degradacion profunday localizada |Cartilago con degradacion extensa,
) cambios cartilago en mas de una ) )
cartilago | . . L del cartilago. profunday en varias zonas.
visibles region.
Formacidn de pannus hasta en ., ,
., L . o Formacion de pannus en mas de
Formacion del |No hay Formacidn de pannus hasta en |cuatro sitios, con infiltracion o N y
, N o . |cuatrositios o formacion extensa de
pannus  |cambios dos sitios. sobrecrecimiento en la superficie .
) pannus hasta en dos sitios.
articular.

Recuperado de Ali et al., 2015

3.8 Evaluacion de parametros bioquimicos — Muestras
biolbgicas

3.8.1 Obtencidon de muestras

Plasma sanguineo

Se realiz6 eutanasia por dislocacién cervical, pero previamente los animales fueron

anestesiados (protocolo Ketamina 40 mg/Kg; Xilacina 10 mg/Kg en soluciéon de suero

fisiolégico por via intraperitoneal), enseguida se tomdé la muestra de sangre por via

intracardiaca mediante puncién intercostal lateral con aguja calibre 21 y jeringa de 3 mL.

Previamente, se alistaron tubos eppendorf de 1.5 mL con una solucién de 15 L de heparina

diluida, preparada a partir de 500 yL de heparina comercial (1.000 Ul) mas 2 mL de agua

destilada. La sangre se incorpor6 en el tubo eppendorf y con movimientos lentos se mezclo

la sangre con la heparina. Las muestras se refrigeraron a 4 °C.
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Al dia siguiente las muestras de sangre se centrifugaron a 3500 rpm a 4 °C durante 10
minutos y se recuperé el sobrenadante en nuevos viales. Las muestras se congelaron a -

20 °C hasta su utilizacidon en pruebas bioquimicas.

= Homogenado de patas

Una vez finalizada la toma de muestras de sangre, se extrajeron los miembros posteriores
realizando un corte en la articulacion tibio — metatarsal de todos los individuos. En total se
obtuvieron 35 muestras de patas, de las cuales 18 se remitieron para analisis histopatol6gico
y 17 fueron empleadas para hacer homogenados de patas, para el andlisis de parametros
bioguimicos. Cada muestra fue rotulada de acuerdo con el individuo y tipo de tratamiento

recibido.

Para la obtencion del homogenado, cada pata fue pesada y seccionada en pequefios
fragmentos. El tejido se coloc6 en un frasco de vidrio de 7 mL junto con solucién salina
fisiologica (SSF) en una proporcién de 4 mL por cada gramo de tejido (1:4). Con la ayuda del
POLYTRON PT2100 se homogeneizaron los tejidos (3 ciclos de 10 segundos cada uno) y
se colocaron en nuevos recipientes.

Por ultimo, se centrifugaron las muestras a 3500 rpm durante 15 minutos a 4 °C y se recupero
el sobrenadante colocandolo en viales tipo eppendorf. Las muestras se congelaron a una

temperatura de -20 °C hasta su utilizacion.

3.8.2 Cuantificacion de proteina: Método Acido bicinconinico

Es un método colorimétrico para estimar la concentracion de proteinas. Se basa en la
reduccioén de un ion clprico Cu?* a un ion cuproso Cul* mediante 4 enlaces peptidicos
en condiciones alcalinas. El ion cuproso Cu'* es posteriormente quelado por 2 moléculas
de Acido bicinconinico (BCA) (Reactivo cromogénico), dando lugar a un complejo de
color parpura con un maximo de absorcion a una longitud de onda de 562 nm (ver imagen
3-6). Los resultados obtenidos de absorbancia se correlacionan con la concentracién de
proteina de la muestra que pueden cuantificarse mediante una curva de calibracion.
Como solucion estandar de proteina se utiliza Albumina Sérica bovina (Yalamati et al.,
2015; Nilles et al., 2022).
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Imagen 3-5: Fundamento: Método de Acido bicinconinico

OH-
Paso 1: Proteina + Cu2t ———3= Cu*

~00C
Paso 2: Cu*+ 2 BCA ——»

~00C

Complejo
BCA-Cu*

Imagen adaptada de: Curado & Ballester, 2016

Muestras homogenado de patas: Las muestras de homogenado de patas se
descongelaron 2 horas antes de iniciar la prueba. En seguida se realizé una dilucién
de las muestras consistente en 1 parte de la muestra de homogenado de patas y 4
partes de solucion PBS de pH de 7.4 (guardando una proporcion 1:4). La solucién se
dispensé en nuevos tubos eppendorf de 1.5 mL y se someti6é a agitacién constante

en un vortex.

Muestras de suero: Las muestras de suero pasaron por una dilucién conformada
por 1 parte de la muestra de suero hasta 50 partes de solucion PBS de pH 7.4
(guardando una proporcion 1 en 50). La solucién se dispensé en nuevos tubos

eppendorf de 1.5 mL y se sometid a agitacion constante en un vortex.

Mezcla reactiva (reactivo A+B): El reactivo se preparé a partir de una solucion de
trabajo A (acido bicinconinico BCA) y la solucion de trabajo B (sulfato de cobre al 4 %
p/v) en una proporcion de 50:1 correspondientemente. La solucion final fue

incorporada en un volumen de 200 pL por cada punto (ver tabla 3-4).
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= Curva de calibracién: La curva de calibracion se realizdé a partir de una solucién
estandar de albimina sérica bovina (1 mg/mL), de tal manera que la curva de
calibracion presentara 6 puntos con las siguientes concentraciones (1000, 800, 600,
400, 200 y 0 pg/mL) (ver tabla 3-4).

= Ensayo: Se instaldé la curva de calibraciéon y las muestras por triplicado en la
microplaca de 96 pocillos. Para el caso de las muestras se incorporé en cada pozo:
25 pL de la muestra (homogenado o suero) y 200 pL del reactivo A+B mientras que
para la curva de calibracion se adicioné en cada pozo las soluciones descritas en la
(tabla 3-4). Finalmente, la placa se incubé a una temperatura de 37 °C por 30 min.
Inmediatamente, se hizo lectura de la placa con una longitud de onda de 562 nm. Los
resultados fueron expresados como miligramo de proteina por mililitro de plasma

(mg/mL plasma), o como miligramo de proteina por gramo de tejido (mg/g de tejido).

Tabla 3-4: Preparacion de curva de calibracion para cuantificacién de proteina. (técnica del acido

bicinconinico).

Concentracion de 1000

proteina ug/mL 800 pg/mL | 600 pg/mL | 400 pg/mL | 200 pg/mL | O pg/mL
BSA estandar 25 ul 20 l 15l 10l 54l oul
(1 mg/mL)
PBS ow 5ul 10 ul 15 ul 20 ul 25 ul
Reactivo A+B 200 pl 200 ul 200 ul 200 ul 200 pl 200 pl

3.8.3 Determinacion de interleucinas

Las citocinas evaluadas fueron la IL-18 y TNFa mediante el método de ELISA (Ensayo de
adsorcion inmune ligado a enzimas) (SIGMA Aldrich, Alemania). Para ello se
seleccionaron las muestras de suero y de homogenado (muestra de 1 pata por cada

individuo) de 3 representantes de cada grupo de tratamiento.

Se analizaron las citocinas siguiendo las instrucciones del fabricante y se expresaron los

resultados en pg/mL.
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3.8.4 indice de peroxidacion lipidica (TBARS)

El indice de peroxidacion lipidica es un método espectrofotométrico utilizado para la
cuantificacion de malonilaldehido. Durante el estrés oxidativo se desencadena la
peroxidacion lipidica que produce dafio tisular y se forma un dialdehido de tres carbonos
altamente reactivo denominado malonilaldehido. Cuando 1 mol de malonilaldehido
reacciona sobre el grupo metilo activo de 2 moles de TBARs en medio acido y a alta
temperatura, se genera un aducto MDA-TBA cromdgeno rosado-rojizo detectable a una
longitud de onda de 532 nm. De acuerdo con lo anterior se establece que la absorbancia
es un valor proporcional a la concentracion de MDA en las muestras biol6gicas (ver

imagen 3-7).

Imagen 3-6: Fundamento: Método de indice de peroxidacion lipidica

BN M O O SN OH NS
: i l + C—CH—C — [ )
PN Noo A CHo AN H
\( H H H calor \r CH ol T + 2H0
OH OH OH
Acido Tiobarbiturico ~ Malondialdehido Complejo color rosado

Imagen adaptada de: Inzunza, F., Araya, |. & Letelier, M., 2016

= Muestras de plasmay homogenado de patas: Las muestras de homogenado de

patas se descongelaron 2 horas antes de iniciar la prueba.

= Compuesto reactivo: Acido tiobarbitirico 0,67 % p/v, que se obtuvo diluyendo 6,7

mg de acido tiobarbitlrico por cada mL de buffer fosfato.

*» Porcentaje de formacion de TBARSs: Inicialmente, se calcul6 el promedio de
absorbancias del grupo satélite y se consider6 como el 100 % de formacién de

TBARSs. A partir de los anteriores datos se calcul6 el porcentaje de formacién de
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TBARSs de manera individual para cada muestra de los grupos de tratamiento con los

valores de absorbancia.

Ensayo: Primero se tomaron 125 pL de las muestras de plasma y homogenado y se
mezclaron con 400 uL de acido tricloroacético (TCA) al 10 % con el fin de precipitar
proteinas. Segundo, las muestras fueron centrifugadas a 3000 rpm durante 10
minutos a una temperatura de 4 °C y se recupero el sobrenadante. Tercero, se toman
250 pL del sobrenadante de la muestra y se mezcla con 250 uL de TBA al 0.67 %,
luego se coloca en bafo de agua a 90 °C durante 30 minutos y se enfria en hielo.
Cuarto, en una placa multipozos se coloca 150 L de la muestra y se lee a una

longitud de onda de 532 nm.

3.8.5 Determinacién del pardmetro FRAP (Ferric Reducing

Antioxidant Power)

El principio se basa en la capacidad de los antioxidantes de reducir el hierro férrico (Fe*®)

presente en el reactivo FRAP a la forma ferrosa (Fe*?). Cuando se genera un complejo

ferroso con 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) se genera una coloracion azul que puede

medirse espectrofotométricamente a una longitud de onda de 593 nmy esta directamente

relacionada con la capacidad reductora de los antioxidantes por transferencia de

electrones (Gan et al., 2017).

Muestras de suero y homogenado de patas: Las muestras se descongelaron 2

horas antes de iniciar la prueba, de cada muestra se utilizaron 25 pL.

Preparacion de 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ): Se prepard una solucion de TPTZ

8.33 mM usando una solucién de acido clorhidrico 40 mM.

Preparacion del reactivo FRAP: El reactivo fue preparado empleando solucion
buffer de acetato (pH 3,6), solucion 16.67 mM de cloruro férrico (FeCls), solucién
2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ); finalmente todo se mezcldé en una proporciéon 8:1:1

correspondientemente.
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Preparacion de reactivo FRAP SIN: Reactivo utilizado en la curva de calibracion,
se prepara de la misma manera que el reactivo FRAP, con la diferencia de que se
debe cambiar la solucién 16.67 mM de cloruro férrico (FeCls) por agua desionizada,
ya que la forma ferrosa ya esta presente en la curva de calibracion y solo reaccionara
con el TPTZ mientras que en las muestras biologicas se genera la forma ferrosa a

partir del cloruro férrico.

Curva de calibracién: La curva de calibracion estuvo conformada por 8
concentraciones diferentes que incluyen: 187, 375, 750, 1500, 3000 y 6000 uM y dos
puntos de solucién FRAP y FRAP SIN. Cada concentracion se obtuvo por la ejecucion
de diluciones a partir de una solucién madre de sulfato ferroso 30.000 yM. Las
concentraciones se colocaron en una microplaca de 96 pozos por triplicado (ver

anexo D-E).

Ensayo: En los primeros pozos se ubicé la curva de calibracion seguida de las
muestras de suero y homogenado; en cada pozo se coloc6 en un volumen de 50 pL
de la muestra y 450 pul del reactivo FRAP. Después de 15 minutos se hizo lectura de
la placa a una longitud de onda de 593 nm. Los datos fueron interpolados en la curva

de calibracion y se expresaron como concentracion de Fe 2+ (mM).

3.8.6 Actividad de superoxido dismutasa (SOD)

El ensayo se basa en la reduccion del citocromo C a ferrocitocromo C por el radical

superoxido, el cual es producido por el sistema Xantina / Xantina Oxidasa. Cuando existe

presencia de la enzima superoxido dismutasa esta destruye el radical superéxido

cataliticamente (Campos et al.,, 2020). La absorbancia se interpreta como inversamente

proporcional a la actividad SOD. Los resultados fueron expresados como delta de las

absorbancias.

Muestras de suero y homogenado de patas: Las muestras se descongelaron 2

horas antes de iniciar la prueba, de cada muestra se utilizaron 40 pL.
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Premezcla: Para la elaboracion de la premezcla se prepararon de forma individual
las siguientes soluciones: *100 mL de Buffer sodio fosfato KH2PO4 (PBS) 50 mM
(pH 7,4) con 38 mg de EDTA-2NA disédico dihidrato 1 mM (0,38 mg/mL); * 7 mg de
Hipoxantina 100 uM en 5 mL de KOH (dilucién de 1,36 mg/mL en KOH 1 N) y *13 mg
de Citocromo C 13 uM (0,16 mg/mL). En total se preparé 80 mL de premezcla
conformados por 79.2 mL de Buffer sodio fosfato KH2PO4 (PBS), 0.8 mL de
hipoxantina y 13 mg de Citocromo C para un total de 87 muestras.

Curva de calibracion: La curva de referencia se realizdé a partir de 3,5 uL de
suspension de SOD de 15000 U/mL + 497 pL de PBS completando un volumen final
de 500 uL en un vial eppendorf. A partir de esta solucion se hizo diluciones seriadas
tomando 250uL de la mezcla anterior y 250 uL de PBS. Los puntos de la curva

correspondieron a las siguientes concentraciones: 100, 50, 25, 12,5; 6,3y 3,15 U/mL.

Inductor de la reaccion: A partir de una suspensién de Xantina Oxidasa de 10,5
U/mL se tomaron 5 pL por cada mL de PBS (3 mL total) para una concentracion de
0,048 U/mL.

Ensayo: Primero se dispuso 40 uL de cada muestra (plasma, homogenado y puntos
de la curva) en tubos eppendorf junto con 720 pyL de premezcla. Segundo, en una
placa multipozos se vertieron 190 uL de la soluciéon anteriormente preparada por
triplicado. Tercero, el espectrofotémetro fue programado de tal manera que realizara
una lectura seriada cada 30 segundos durante 5 minutos en tres columnas de pozos,
cuarto se incorporé xantina oxidasa (XO) como inductor de la reaccion en un volumen
de 10 yL en cada pozo de 3 columnas y se realiz¢ la lectura inmediata a una longitud
de onda de 550 nm. Este procedimiento se repitié hasta procesar todas las muestras.
La reduccion del Citocromo C se evalué por medio del aumento en la absorbancia;

los resultados se presentaron como delta de absorbancia.
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4.Resultados y Discusion

4.1 Medidas anatdémicas

4.1.1 Evolucion del peso

Los animales del grupo satélite presentaron un aumento en el peso durante los dias
evaluados, mientras que los animales artriticos inicialmente tuvieron una reduccion del peso
en el dia 26, pero después se observd una ganancia de éste a partir del dia 31 hasta la
culminacion de la investigacion. En el caso del grupo tratado con la fraccién butandlica de
célices de Physalis peruviana L. en una dosis de 100 mg/Kg, se evidencié para el dia 31 una
disminucién del peso en comparacion con el dia 26, mientras que el grupo patrén no presentd
ganancia de peso para esos mismos dias. Pero en los dos casos para el dia 36 se observo

ganancia de peso (ver gréfica 4-1).

La reduccion del peso no represent6 un porcentaje mayor al 10 % en ninguno de los grupos,
por ende, no fue necesario aplicar el punto final humanitario. La reducciéon de peso en
animales artriticos ha sido reportada en otros estudios, e inclusive en animales artriticos
tratados con dexametasona, en donde se ha relacionado a sus efectos secundarios (Hussain
et al., 2021). Aunque otras investigaciones reportan restauracion leve del peso por la
administracion de los extractos de plantas solanaceas, en esta investigacién no se observo
este efecto, dado que el grupo control presentdé un comportamiento similar a los grupos de
tratamiento (He et al., 2020; Hussain et al., 2021).

Grafica 4-1: Efecto de la fraccion butandlica de célices de Physalis peruviana L. en el peso de ratas
artriticas. n = 5 ratas hembra Wistar // Los animales estuvieron bajo condiciones controladas de
temperatura (21 °C+/- 2 °C), humedad (60 % +/- 10 %), fotoperiodo (12 horas luz / 12 horas oscuridad),

con agua y alimento ad libitum (concentrado LabDiet®). // Los individuos fueron pesados cada 5 dias
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(D1, D21, D26, D31 y D36) // El grupo satélite presentd ganancia de peso durante la investigacién.
Los individuos artriticos presentaron pesos similares en el dia 21 presentando un rango entre 215y
244 g, en el dia 26 se observd una disminucién del peso, pero después presentaron una ganancia de
peso para el dia 31 y 36; excepto el grupo de la fraccion butandlica de calices de Physalis peruviana

L. 100 mg/kg y el grupo patrén que presentaron una ganancia de peso hasta el dia 36.

Grupo satélite
Grupo control
Grupo patrén

/ Grupo E100
v Grupo E50
220- \_/ - Grupo E25

210 I I I I
D 21 D26 D31 D 36

ey

Tiempo (dias)

4.1.2 Caracterizacion de animales normales

» Grosor de miembros posteriores

Los modelos murinos de artritis permiten establecer el comportamiento de la actividad
antiinflamatoria de medicamentos o extractos a nivel macroscépico, a través de la medicion
de puntos sensibles de inflamacion en la artritis reumatoide como son: la articulacion del
maléolo, zona plantar y zona interfalangica de miembros posteriores con instrumentos de

medicion como el calibrador digital.

En este caso, se realiz6 el seguimiento en el grupo satélite conformado por 5 ratas Wistar
hembras sanas a partir de la semana 15 de edad o dia 21 del ensayo preclinico de la fraccién
butandlica de Physalis peruviana L. en ratas artriticas. La medida de cada punto anatémico
se hizo por duplicado y se promedid. Los resultados obtenidos permitieron establecer:
Primero, caracterizacion de las medidas anatdmicas de miembros posteriores de ratas Wistar

hembras sanas teniendo en cuenta los parametros de promedio, desviacién estandar (DE),
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coeficiente de variacién (CV) y rango (valores maximo y minimo). Segundo, comportamiento
de las medidas anatdbmicas de miembros posteriores en la zona interfalangica, plantar y de
la articulacion del maléolo durante el transcurso del experimento; para lo cual se aplicé la
prueba estadistica ANOVA de una sola via y Tukey para comparaciones mdltiples. A
continuacion, inicialmente se presenta la caracterizacion de las medidas anatomicas de

miembros posteriores de ratas Wistar hembras sanas en la (tabla 4-1).

Tabla 4-1: Caracterizacién de medidas anatémicas en miembros posteriores de ratas Wistar hembra
sanas - Grupo satélite. n = 5 Ratas hembra (a cada individuo se le midieron sus dos miembros
posteriores) // D1, D21, D26, D31 y D36: Dias en los cuales se hicieron las mediciones (valores
expresados en mm) // DE. Desviacion estandar // CV. Coeficiente de variacion (valor expresado en

porcentaje).

TEMS D21 D26 D31 D36
Patas
S analizadas 10 10 10 10
%o Rango
qr:g maximo 2,48 2,20 2,70 2,10
9 minimo 1,93 1,72 1,61 1,60
= Promedio | 2,15 1,90 2,03 1,83
S DE 0,17 0,13 0,30 0,16
CV (%) 8 7 15 9
Patas
analizadas 10 10 10 10
8 Rango:
& maximo 4,32 4,56 4,19 3,85
= minimo 3,91 3,61 3,72 3,14
§ Promedio 4,12 4,03 3,95 3,57
DE 0,17 0,35 0,17 0,24
CV (%) 4 9 4 7
o Patas
“;9; analizadas 10 10 10 10
E Rango:
3 maximo 6,42 6,45 6,53 6,45
S minimo 5,69 5,46 5,74 5,71
o Promedio 5,94 5,96 6,13 6,09
3 DE 0,26 0,40 0,25 0,26
s CV (%) 4 7 4 4
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De acuerdo con los datos presentados en la tabla 4-1, se establece que el grosor de la zona
interfalangica en ratas Wistar hembras sanas en el D21 presenta un rango constituido por un
valor maximo de 8.48 mm y un valor minimo de 1.93 mm, con un promedio de 2.48 mm, una
desviacion estandar (DE) de +/- 0.17 y un coeficiente de variacion de 8 %. Sin embargo, para
D36 se observa que el rango esta entre 2.10 mmy de 1.60 mm con un promedio de 1.83 mm
+/-DE 0.16 y CV 9 %.

En el caso de la zona plantar para el D21 present6 un rango esta entre 4.32 mmy 3.91 mm
conun promedio de 4.12 mm +/- DE 0.17 y CV 4 % mientras que el D36 el rango se encuentra
entre 3.85 mmy 3.14 mm con un promedio de 3.57 mm +/- DE 0.24 y CV 7 %.

Por otra parte, la articulacién del maléolo present6 un rango con un maximo de 6.42 mm y
un minimo de 5.69 mm con un promedio de 5.94 mm +/- una DE 0.26 y CV 4 %, mientras
gue para la semana 19 de edad el rango maximo corresponde a un maximo de 6.45 mmy

un minimo de 5.71 mm con un promedio de 6.09 mm +/- DE 0.26 y CV 4 %.

De acuerdo con lo anterior se establece que entre el D21 y D36 del ensayo, las ratas Wistar
hembras sanas en sus miembros posteriores presentan un grosor en la zona interfalangica
entre 1.60 mm y 2.70 mm, zona plantar entre 3.14 mm y 4.56 mm y en la articulacion del

maléolo entre 5.69 mm y 6.53 mm.

Se recomienda que en futuras investigaciones se realice un seguimiento durante un periodo
mayor de 14 dias con el fin de establecer una correlacién de las medidas en los miembros
posteriores en la zona interfalangica, zona plantar y articulacién del maléolo con relacién a

las semanas de edad de las ratas Wistar hembras.

= Puntos de medicidon de inflamacion en modelo de artritis

Se evalué el comportamiento de las medidas anatémicas de miembros posteriores en la zona
interfalangica, plantar y en la articulacion del maléolo durante un periodo de 14 dias, se
evidencié que el grosor de la zona interfalangica presentd una disminucion significativa en
los dias D26 (*p= 0,0409) y D36 (*p=0,0052) en comparacion con el D21; a diferencia del
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D31 en donde presentd un aumento no significativo en el grosor con respecto al D21 (p=
0,5237) y demés dias (ver gréafica 4-2A). Con respecto a lo anterior se observé que los datos
presentaron valores aleatorios y no aumentaron conforme a los dias evaluados, teniendo un
comportamiento impredecible que también puede estar asociado a caracteristicas fisicas
propias de cada individuo. Pero, aun asi, los valores del grosor se comportaron dentro del

rango de medida de la zona (ver gréfica 4-2).

Por otro lado, el grosor de la zona plantar presenté un comportamiento estable; no se
evidencio6 diferencias significativas entre el D21 (*p= 0,8522) con el D26 (*p= 0,4439) y entre
el D26 con el D31 (*p=0,8951). Sin embargo, el grosor presentd una disminucion significativa
en el D36 con respecto al D21 (*p=0,0001), D26 (*p= 0,0009) y D31 (*p= 0,0065). EI
comportamiento del grosor de la zona plantar fue estable y los resultados se encuentran
dentro de los valores establecidos para la zona anatémica. Este punto presentdé menos
variabilidad que la zona interfalangica, lo cual puede deberse a su practicidad para la toma

de las medidas y control en la manipulacién del calibrador digital (ver gréfica 4-2B).

Finalmente, la articulacién del maléolo no presenté cambios significativos en el grosor de la
articulacion en los diferentes dias de medicién, presentando un comportamiento estable
durante todo el ensayo (ver grafica 4-2C). Se concluye que la medida del grosor de la zona
plantar y de la articulacion del maléolo tomada con el calibrador digital presenté un
comportamiento estable con respecto a la zona interfalangica. Lo que puede estar asociado
a la dimension y consistencia de las estructuras de la zona y facil acceso durante la
manipulacién. Adicionalmente, el tiempo no es un factor condicionante en el grosor de la

zona interfalédngica, zona plantar y articulacion del maléolo.
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Gréfica 4-2: Evolucion del grosor de la zona interfalangica, zona plantar y articulacién del maléolo en
miembros posteriores de ratas Wistar — Grupo satélite. // D1, D26, D31 y D36: dias de evaluacion //
n=5 ratas Wistar hembra // ANOVA - Método de comparacién mdultiple Tukey (*p < 0.05) // ns: Sin
diferencia significativa //A. grupo satélite sanos — zona interfalangica. El grosor de la zona
interfalangica presenta disminucion significativa entre el D21 y los dias D26 y D36, mientras que el
D31 a pesar de presentar disminucion en el grosor, este no es significativo con respecto al D21// B:
Grupo satélite sano - zona plantar. En la zona plantar no se evidencié una disminucion significativa en
el grosor entre D21 y D26, al igual que en el D26 con el D31. Sin embargo, si presentd una disminucién
significativa en el D21 con respecto al D36 // C. Grupo satélite sanos — articulacion del maléolo. No se
evidenci6 diferencias significativas en el grosor de la articulacion del maléolo. Se concluye que el

tiempo no es condicionante en el grosor de los puntos evaluados en un periodo de tiempo de 14 dias.
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4.1.1 Efecto terapéutico de la fraccion butandlica de los calices de
Physalis peruviana L.

= Grupo control de maximo dafio

Los individuos del grupo control presentaron en los miembros posteriores inflamacion
significativa entre el dia 1 (induccién con ACF y colageno) y el dia 21 (inicio de tratamiento)
a nivel de la zona interfalangica (*p= 0,0284), zona plantar (*p =0,0001) y articulacién del
maléolo (*p=0,0003). A partir del D21 hasta el D36 la inflamacion se establecio sin presentar

variaciones significativas durante los 14 dias siguientes (ver grafica 4-3). Por lo anterior se
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concluye que el protocolo de induccién de artritis con adyuvante de Freund y colageno al
D21 de recibir la primera dosis de induccion genera en ratas Wistar hembras inflamacion
establecida en la zona interfalangica, zona plantar y articulacién del maléolo hasta el dia 36
sin presentar involucion del proceso inflamatorio en los diferentes puntos anatémicos
evaluados. Del mismo modo, en otro estudio se observo que la inflamacién de las patas de
ratas macho artriticas inducidas por colageno alcanz6 su punto maximo el dia 21 después

de la induccion y no present6 involucién (Yu et al., 2020).

Para esta investigacion, el andlisis estadistico de la evolucion de la inflamacion en el estudio
preclinico de la Physalis peruviana L. en ratas artriticas se realizé con los datos de la zona
plantar debido a que es uno de los puntos mas sensibles de inflamacién en procesos
artriticos segun los cambios fisicos evidenciados en las unidades de experimentacion y sus

valores presentan menor variabilidad a diferencia de la zona interfalangica.

Gréfica 4-3: Evolucion del grosor de la zona interfalangica, zona plantar y articulacion del maléolo en
miembros posteriores de ratas Wistar artriticas - Grupo control. // D1: Induccion de artritis // D21: Inicio
de tratamiento // D26, D31 y D36: Dias de evaluacién // n=5 ratas Wistar hembra // ANOVA (*p < 0.05)
/I ns: Sin diferencia significativa // La zona interfalangica, zona plantar y articulaciéon del maléolo del
grupo control artritico presentaron inflamacion significativa entre el D1 y el D21 y a partir del D21 se

establecié la inflamacién hasta el D36 sin presentar cambios significativos en el dia 14 de tratamiento.
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» Grupos de tratamiento

En el presente estudio se evidencié que en todos los grupos de tratamiento los individuos
presentaron inflamaciones significativas a partir del D21 (inicio de la intervencién) con
relacion al D1 en la zona plantar de miembros posteriores (*p= <0,0001) (ver gréfica 4-4). El
grupo control a partir del D21 hasta el dia 36 (D36) no presentd diferencias significativas
entre las medidas tomadas, pero se confirmé el mantenimiento de la inflamacién sin
presentar involucion del proceso artritico de la zona plantar de miembros posteriores en ratas

Wistar (ver grafica 4-3A).

En cuanto al grupo patron, se observo que la inflamacién disminuye significativamente en los
D26, D31 y D36 (*p= <0,0001) con respecto a la medida tomada el D21 en la zona plantar
de los miembros posteriores de ratas Wistar tratadas con dexametasona (1 mg/Kg). Sin
embargo, la inflamacion no disminuye significativamente entre el D26 (*p=0,9370), D31 (*p=
0,7226) y D36 (*p= 0,2853) (ver gréafica 4-3B). De acuerdo con lo anterior, se puede concluir
gue la dexametasona en una dosis de 1 mg/ Kg durante 14 dias en ratas Wistar artriticas
presenta una actividad antiinflamatoria, pero no es suficiente para tratar totalmente la
inflamacién de la zona plantar. Lo anterior puede deberse a que la inflamacion presentada
en la artritis corresponde a un proceso de inflamacion crénico y una vez establecido requiere
tratamiento de sostén para controlar los sintomas de la enfermedad por los posibles dafios
ocasionados en la estructura 6sea y tejidos blandos como la capsula sinovial (ver capitulo
1.3). Por otro lado, en otro estudio se establecié que la dexametasona en una dosis menor
administrada por via oral (0.225 mg/Kg/Dosis Unica) presentd actividad antiinflamatoria en
ratas Lewis con artritis inducida por colageno (Yu et al., 2020). Por consiguiente, en futuros
ensayos preclinicos se podrian realizar variaciones en la dosis e intervalos de administraciéon

de dexametasona en las unidades experimentales.

Por otra parte, los grupos tratados con la fraccion butandlica de los calices de Physalis
peruviana L. en una dosis de 100 mg/Kg (E100) se evidenci6é actividad antiinflamatoria
significativa a partir del D31 (*p=0,0012) y en D36 (p*= 0,0057), es decir que la actividad
antiinflamatoria fue observada a partir del décimo dia de tratamiento (ver grafica 4-4C). A
diferencia del grupo de la fraccién butandlica de los célices de Physalis peruviana L. en una

dosis de 50 mg/Kg (E50), en donde la actividad antiinflamatoria significativa se evidencio en
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D26 (*p=0,0231), D31 (*p=0,0007) y D36 (*p=0,0001) con respecto al dia D21 (ver grafica
4-4D).

Por el contrario, el comportamiento del grupo que recibié la fraccion butanélica de los calices
de Physalis peruviana L. en una dosis de 25 mg/Kg (E25) es similar al grupo que recibié la
dosis de 100 mg/Kg, ya que presenta actividad antiinflamatoria significativa a partir del dia
D31 (*p=0,0116) y en el D36 (*p= 0,0002) (ver grafica 4-4E).

Por consiguiente, se establece que la fraccion butanodlica de célices de Physalis peruviana
L. en dosis de 100 y 25 mg/Kg presenta actividad antiinflamatoria significativa a partir del
décimo dia de tratamiento a diferencia de la administracion por via oral de la fraccion
butandlica de célices de Physalis peruviana L. en dosis de 50 mg/Kg que presento actividad
antiinflamatoria significativa a partir del D26; presentando un comportamiento similar al grupo
patrén, situacién por la cual se puede presumir una posible actividad antiinflamatoria en el
modelo de artritis inducida por ACF y colageno en ratas Wistar por la administracion repetida

(14 dias) de la fraccion por via oral.

En otros estudios se ha evaluado la actividad antiinflamatoria de plantas de la familia
Solanaceae en modelos murinos de artritis, obteniendo resultados positivos, como es el caso
del extracto metandlico y acuoso de hojas de la Ardisia solanacea, que administrado por via
oral en dosis de 250 y 500 mg/Kg se observo disminucién del diametro de la pata de las ratas
(Silpavathi et al., 2021). Al igual que el tratamiento administrado por via oral de raices de
Withania somnifera (en dosis de 600 mg Kg- 1 y dosis de 800 mg Kg -1) que en ratas
artriticas dieron como resultado una disminucién significativa en el grosor de sus patas desde
el dia 30 (4,55 = 0,41 mm) hasta el dia 45 (4,2 + 0,22 mm) (Gupta & Singh, 2014a).

Por ultimo, con el fin de identificar la diferencia entre los grupos de tratamiento se aplica la
prueba estadistica ANOVA y el método de comparacion multiple Tukey. De acuerdo con los
resultados obtenidos se observé que el grupo patron present6 actividad antiinflamatoria
frente a los grupos: control, E100, E50 y E25 a diferencia de la fraccion butandlica que no
presento actividad antiinflamatoria significativa con relacién al grupo control, ni entre las dosis
de la fraccién. Por consiguiente, no existen evidencias suficientes para determinar que la
fraccion butanolica presenta una actividad antiinflamatoria superior entre las dosis

manejadas durante la investigacion (ver grafica 4-5).
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Gréfica 4-4: Evolucién del grosor de zona plantar en miembros posteriores de ratas Wistar artriticas
tratadas con la fraccion butandlica de célices de Physalis peruviana L — Actividad antiinflamatoria. D1:
Induccioén de artritis // D21: Inicio de tratamiento // D26, D31 y D36: Dias de evaluacion // n=5 ratas
Wistar hembra // ANOVA — Método de comparacién multiple Tukey (*p < 0.05) // ns: Sin diferencia

significativa.
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En otro estudio se emplearon ratas Wistar artriticas inducidas con adyuvante de Freund y
colageno tipo Il y se realiz6 tratamiento con Withania somnifera (familia Solanaceae) en una
dosis de 800 y 600 mg/Kg/dia/VO durante un periodo de 25 dias; se observé enrojecimiento
e inflamacién en el grupo tratado con 800 mg/Kg/dia a diferencia del grupo que recibi6
Withania somnifera en una dosis de 600 mg/Kg que no mostr6 signos de artritis y parecia
esencialmente similar a las ratas normales (Gupta & Singh, 2014). De acuerdo con lo
anterior, se recomienda en el desarrollo de otras investigaciones aumentar el tiempo de

dosificacién y estudiar dosis mas altas de la fraccién.
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Gréfica 4-5: Efecto antiartritico de la fraccion butandlica de célices de Physalis peruviana L. en ratas
Wistar. Grupos de tratamiento: Grupo satélite: Sin induccion de dafio // Grupo control: Maximo dafio
con administracion de vehiculo (1 ml/100 g/dia/VO) // Grupo patrén: Dexametasona (1 mg/Kg/dia/VO)
/I Grupo E100: Fraccion butandlica de calices de uchuva (100 mg/Kg/dia/VO) // Grupo E50: Fraccién
butandlica de célices de uchuva (50 mg/Kg/dia/VO) // Grupo E25: Fraccion butanélica de calices de
uchuva (25 mg/Kg/dia/VO) /I n=5 ratas Wistar hembra // ANOVA y método de comparacién multiple

Tukey (95 % Intervalo de confianza).
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4.2 Estudio radiogréfico

Para esta investigacion se realizé un estudio radiogréfico con el objetivo de identificar las
lesiones osteoarticulares presentes en el modelo de artritis inducida por adyuvante de Freund
y colageno, en ratas Wistar hembras tratadas con diferentes dosis de la fraccidn butandlica
de calices de Physalis peruviana L. y el patrébn dexametasona. Lo anterior permite seguir
contribuyendo a la caracterizacion del modelo y de la posible actividad antiartritica de la
planta. El estudio radiografico se ejecutd en 2 vistas (medio — lateral y dorso — plantar) de
miembros posteriores, enfocandose en las articulaciones interfalangicas, metatarsofalangica
y del maléolo. La interpretacion de las placas se basé en 4 items que incluyen: 1. Margenes
y superficies articulares, 2. Existencia de quistes subcondrales, 3. Osteoesclerosis, 4. Tejidos
blandos anexos a la superficie articular. Los cuales fueron evaluados por un médico

veterinario especialista en imagenologia (ver tabla 4-2).
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El estudio radiografico de miembros posteriores del individuo sin artritis correspondiente al
grupo satélite presentd: margenes y superficies articulares bien definidas y lisas, sin
presencia de quistes subcondrales. No se evidenci6 osteoesclerosis o distraccion de las
superficies 0seas (aumento del espacio intraarticular), los tejidos blandos no presentaron
alteraciones, no se observan neoformaciones osteofitarias (ver imagen 4-1) a diferencia de
los demas grupos de tratamiento que presentaron alteraciones en cada uno de los items

evaluados.

En los grupos control y patrébn se evidencio alteracion moderada de las margenes y
superficies articulares en la tibia distal y el talo, osteoesclerosis moderada en las superficies
articulares y presencia leve de osteofitos en el tarso a diferencia del grupo E100, E50 y E25
gue presentaron alteracion severa de las margenes y superficies articulares en la articulacion
tibio-talar e intertarsiana, con pérdida de la continuidad y resorcion ésea en algunas
superficies acompafiada de fusion cronica de la zona metatarsiana e intertarsiana;
osteoesclerosis severa y neoformacién osteofitaria severa. Asi mismo, se evidencio
presencia moderada de quistes subcondrales en el grupo control, E50 y E25, mientras que

en el grupo patrén y E100 se evidenciaron levemente.

Finalmente, en los tejidos blandos anexos a la superficie articular los grupos: control, patrén,
E50 y E25 presentaron respuesta inflamatoria moderada con aumento en el tamafio de la
capsula articular, a diferencia del Grupo E100 que presentd una respuesta inflamatoria
crénica con aumento de tamafio de la capsula articular y periarticular con acumulacion de

liquido sinovial.

Tabla 4-2: Evaluacion radiografica de miembros posteriores de ratas Wistar hembras artriticas
tratadas con la fraccion butandlica de Physalis peruviana L.: Se seleccionaron 2 individuos al azar de
cada grupo de tratamiento a excepcion del grupo satélite en donde se selecciond 1 individuo // Grupos
de tratamiento: Grupo satélite, sin induccién de dafio // Grupo control, maximo dafio con administracién
de vehiculo (1 ml/100 g/dia/VO) // Grupo patrén, dexametasona (1 mg/Kg/dia/VO) // Grupo E100,
fraccion butandlica de célices de uchuva (100 mg/Kg/dia/VO) // Grupo E50, fraccién butandlica de
calices de uchuva (50 mg/Kg/dia/VO) // Grupo E25, fraccion butandlica de calices de uchuva (25
mg/Kg/dia/VO) // n = 11.
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Con el fin de identificar los efectos de la intervencion en las articulaciones se tuvo en cuenta

la siguiente escala (Snekhalatha et al., 2013):

e Erosién de superficie 6sea: Sin erosion (0), grado medio (1), grado moderado (2) y
grado severo (3).

¢ Disminucién del espacio articular: ninguno (0), minimo (1), moderado (2) y severo (3).

e Destruccion del espacio articular: ninguno (0), minimo (1), extensivo (2) y anquilosis

3).

Los resultados radiogréficos obtenidos en el grupo control presentan erosion de la superficie
Osea grado (2), disminucién del espacio articular grado (1) y destruccion del espacio articular
grado (2). En comparacioén con el grupo tratado con dexametasona, que presenté erosion de
la superficie 6sea grado (2), disminucién del espacio articular grado (0) y destruccién del
espacio articular grado (0), los grupos de tratamiento con fraccion butandlica de calices de

Physalis peruviana L. presentaron una calificacion grado 3 en todos los items evaluados.

Normalmente, el modelo de artritis en ratas inducido por ACF y colageno cursa con la
disminucion del espacio intraarticular y resorcién 6ésea. En este caso, las ratas Wistar hembra
artriticas presentaron lesiones a nivel éseo similares a las presentadas en los grupos de
tratamiento de la fraccién butandlica; evidenciandose una disminucion exclusiva en el grupo
patron de tratamiento con dexametasona. Lo anterior sugiere que la fraccién butandlica de
célices de Physalis peruviana L. en dosis de 25, 50 y 100 mg/Kg administradas una vez al
dia por 14 dias no reducen la pérdida de la erosién 6sea en comparaciéon con el medicamento
dexametasona. Posiblemente, es necesario reducir el intervalo de dosificacion y aumentar la
dosis de tratamiento de la fraccién butandlica, para lograr una supresion de la sinovitis y la
proteccion ésea; obteniendo como resultado la proteccion de las articulaciones (He et al.,
2020).

La actividad de la dexametasona en modelos artriticos es descrita de manera similar en otros
estudios, como el ejecutado en ratas Sprague-Dawley machos artriticos inducidas con ACF,
que al recibir tratamiento con dexametasona por un periodo de 6 dias en una dosis de 0.4
mg/Kg/dia; se evidencid hiperplasia sinovial leve, sin presencia significativa de exudado de

células inflamatorias ni erosién ésea del cartilago (He et al., 2020). Asi mismo, ratas Wistar
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hembras artriticas inducidas por adyuvante de Freund y colageno tratadas con
dexametasona en una dosis de 1 mg/Kg/12h durante 10 dias, presentaron lesiones
moderadas en la disminucion del espacio articular y destruccion articular junto con erosién

Osea grado medio (Rojas, 2019).

Imagen 4-1: Placas radiograficas ratas Wistar hembras sanas - Grupo satélite.
Descripcioén radiografica: Vista medio-lateral miembro posterior izquierdo: no se observan cambios en
mérgenes y superficies articulares, no se evidencian quistes subcondrales, sin presencia de
osteoesclerosis, no se ve alteracion en tejidos blandos ni neoformaciones osteofitarias. Vista medio-
lateral miembro posterior derecho: margenes y superficies articulares bien definidas, sin alteracion
morfolégica, no hay evidencia de quistes subcondrales, no hay evidencia de osteoesclerosis, no hay
alteracion en tejidos blandos ni en la superficie anterior ni posterior, no hay neoformacion osteofitaria
periarticular. Vista dorso plantar: margenes y superficies definidas, no hay alteracion de la superficie,
no presenta una distraccion de las superficies 6seas, sin osteoesclerosis, tejidos blandos intactos, no

hay neoformacion osteofitaria.
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Imagen 4-2: Placas radiograficas ratas Wistar hembras artriticas — Grupo control. Descripcion
radiografica: Vista medio-lateral miembro posterior izquierdo: alteracion moderada de margenes y
superficies articulares de tibia distal y talo, con alteracién severa a nivel del tarso, articulacion
intertarsiana y tarsometatarsiana, se evidencian algunos quistes subcondrales en tibia distal, algunos
en calcaneo, presencia de osteoesclerosis moderada en todas las superficies articulares, con aumento
moderado de tamafio en tejidos blandos y posible acumulacién de liquido sinovial, no se evidencia
neoformacioén de osteofitos. Vista medio-lateral miembro posterior derecho: se evidencia moderadas
a leves alteraciones de margenes y superficies articulares de la articulacion tibiotalar, pero moderado
a severos cambios en la articulacion Intertarsiana y tarsometatarsiana con leves quistes subcondrales
a lo largo de todas superficies articulares, osteoesclerosis moderada, severos cambios en tejidos
blandos en toda la superficie articular, aumento de la radiopacidad y tamafio, con presencia de un
pequefio osteofito neoformacion proximal intertarsiana sin ninguna importancia. Vista dorso plantar:
margenes y superficies articulares en la articulacién tibiotalar casi normales, movilizacién de las
estructuras tarsianas bilateralmente, con una alteracién marcada de la superficie de la articulacién
tarsometatarsiana, pérdida de la continuidad y de estructura, osteoesclerosis moderada en ambos
miembros, alteracion de tejidos blandos mas marcada en el miembro derecho que el izquierdo. Sin
embargo, ambos se ven con aumento de tamafio y pequefios inicios de osteofitos periarticulares en

la cara medial del tarso distal.
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Imagen 4-3: Placas radiograficas ratas Wistar hembras artriticas — Grupo patrén. Descripcion
radiografica: Vista medio-lateral miembro posterior izquierdo: se evidencian margenes y superficies
articulares con moderada modificacién estructural, pocos quistes subcondrales, el tejido blando no
tiene una alteracion marcada, hay evidente inflamacion en las articulaciones intertarsianas, del tarso
y metatarso, pero hacia proximal no hay cambios importantes hay una neoformacion osteofitaria
pequefia en tarso proximal. Vista medio-lateral miembro posterior derecho: se evidencia una alteracién
en margenes y superficies articulares moderada a severa con cambio morfolégica de tibia distal, con
una respuesta periéstica distal marcada, periostitis y una respuesta posiblemente lamelar, cambio
morfoldgico en tarso y articulacion tarsometatarsiana, en calcaneo también se evidencia la pérdida
estructural, hay focos de radioltcidas, pérdida de calcio evidente. Vista dorso plantar: en el miembro
posterior derecho se observa una alteracién marcada de tibia distal con un sobre crecimiento de la
superficie 0sea de tibia distal con evidente cambio similar a un proceso tumoral, reaccién periostica

marcada, pérdida de continuidad en la zona interna de tibia distal, avanzada pérdida ésea.
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4.1 Evaluacion histopatoldgica

Los efectos de la fraccion butanélica de los cdlices de Physalis peruviana L. en la
proliferacion sinovial, infiltracién celular, erosion del cartilago y formacion del pannus en las
articulaciones de miembros posteriores de ratas Wistar artriticas, se evaluaron mediante
estudios histopatoldgicos llevados a cabo en el Laboratorio de Patologia de la Universidad
Nacional de Colombia en la Facultad de Medicina Veterinaria. Los resultados se presentan
en la (tabla 4-3), no se observaron alteraciones histopatoldgicas en el grupo satélite
(animales sanos). En el grupo control artritico de méaximo dafio se evidencid proliferaciéon
sinovial, erosion del cartilago y formacién del pannus grado 3 mientras que la infiltracion
celular (linfocitos, macréfagos y polimorfonucleares) presenté un grado (2) de acuerdo con
la escala descrita en la (tabla 3-3). Las imagenes histopatoldgicas en el grupo patron
(dexametasona 1 mg/Kg/dia/VO) y el grupo E50 (fraccién butandlica de céalices de Physalis
peruviana L. 50 mg/Kg/dia/VO) presentaron un menor grado de calificacion con respecto al
grupo control, evidenciando menor proliferacién sinovial y erosiéon del cartilago grado 2 e
infiltracién celular y formacion del pannus grado 1. Por el contrario, el grupo E100 (fraccion
butandlica de célices de Physalis peruviana L. 100 mg/Kg/dia/VO) y E25 (fraccién butandlica
de calices de Physalis peruviana L. 25 mg/Kg/dia/VO) presentaron lesiones similares a las

del grupo control de maximo dafio.

La actividad de la dexametasona y del E50 puede estar relacionada a la inhibicion de la
inflamacién en miembros posteriores, exudacion de células inflamatorias y proliferacion de
células sinoviales. Al reducirse la proliferacion o activacion de células inflamatorias como
macréfagos se puede disminuir las lesiones en el cartilago y tejido 6seo y la respuesta
inflamatoria en el pannus, ya que normalmente en la artritis los macrofagos activados
presentes en el sinovio producen la secrecion de varios mediadores de inflamacién; entre
ellos se incluyen las citocinas IL-18 y el TNFa. La TNFa se encuentra involucrada en la
degradacién del cartilago articular mediante la promocién de la expresién de
metaloproteinasas, proteoglicanos y colageno tipo Il mientras que la IL-18 promueve la
degradacién de la matriz extracelular y la destruccion del cartilago articular (He et al., 2020).
Por ende al reducir la presencia de células inflamatorias se reduce la expresién de citocinas

gue promueven la erosion dsea y del cartilago.
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Sin embargo, a pesar de que se observa a nivel histopatolégico efectos similares entre el
grupo patron y E50, en la evaluacion radiografica el grupo E50 los resultados obtenidos
informan erosién de la superficie 6sea, disminucién del espacio articular y destruccion del
espacio articular; lo cual puede estar relacionado con la muestra de individuos empleados
en el estudio radiografico. Probablemente, al tener una muestra mas significativa del grupo

se evidenciaran resultados con respuestas similares entre los grupos de tratamiento.

Estudios similares han reportado presencia de hiperplasia sinovial leve y ausencia de
exudados de células inflamatorias y erosién Osea en ratas Sprague-Dawley artriticas
inducidas con ACF, tratadas con dexametasona en una dosis de 0.4 mg/Kg; asi como
reduccion significativa de la capa sinovial y las células inflamatorias, y la superficie lisa del
cartilago en el caso de realizar tratamiento con extracto n-butanol de Gastrodia elata en dosis
de 100y 50 mg/Kg/dia durante 15 dias (He et al., 2020). Asi mismo en ratas Sprague-Dawley
artriticas de control negativo inducidas con ACF presentaron infiltracion celular significativa,
hiperplasia sinovial, disminucién del espacio articular, formaciéon de pannus, y dafio del

cartilago que indican la induccién exitosa de artritis (Ben et al., 2017).
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Tabla 4-3: Andlisis histopatol6gico de miembros posteriores de ratas artriticas tratadas con la fraccién
butandlica de los calices de Physalis peruviana L. Nivel de dafio: Criterios (Ali et al., 2015) // Grupo
satélite: Sin induccion de dafio // Grupo control: Maximo dafio con administracion de vehiculo (1 ml/100
g/dia/VO) /I Grupo patron: Dexametasona (1 mg/Kg/dia/VO)// Grupo E100: Fraccion butandlica de
calices de uchuva (100 mg/Kg/dia/VO) // Grupo E50: Fraccion butandlica de célices de uchuva (50

mg/Kg/dia/VO) // Grupo E25: Fraccién butandlica de célices de uchuva (25 mg/Kg/dia/VO)

ti’:um,s it Proliferacion sinovial Infiltracién celular Erosion del cartilago Formacién del pannus
Grupo satélite Grado (0) . y Qrado (O)_ Grado (0) o Grado (0) .
No hay proliferacion. Sin cambios. No hay cambios visibles. No hay cambios.
Grado (3)
Severa proliferacion caracterizada por Grado (3) Grado (3) Formacion de pannus
invasion del sinovio hiperplasico y Grado (2) Cartilago con degradacion en mas de cuatro sitios o

Grupo control

desaparicion del
espacio articular, cartilago adyacente, hueso
y tejido conectivo.

Extensa infiltracion celular focal.

extensa, profunda y en varias
zonas.

formacion extensa de pannus
hasta en dos sitios.

Grupo patron
(Dexametasona)

Grado (2)

Moderada proliferacién en las 4 capas de
sinoviocitos reactivos, incremento de la
actividad mitotica y leve o ausencai de
invasion celular adyacente al hueso y tejido
conectivo.

Grado (1)

Reducida infiltracion celular focal.

Grado (2)
Degradacion profunda y localizada
del cartilago.

Grado (1)
Formacidn de pannus hasta en
dos sitios.

Grado (3)
Severa proliferacidn caracterizada por
invasion del sinovio hiperplasico y

Grado (3)
Extensa infiltracion celular que

Grado (3)
Cartilago con degradacion

Grado (2)
Formacidn de pannus hasta en

Grupo E 100 . . ) i . cuatro sitios, con infiltracién o
desaparicion del invade la capsula articular con extensa, profunda y en varias .. -
) A ; =, sobrecrecimiento en la superficie
espacio articular, cartilago adyacente, hueso |formacion de agregados. zonas. articular
y tejido conectivo. )
Grado (2)
Moderada proliferacion en las 4 capas de
L P X . P Grado (2) Grado (1)
sinoviocitos reactivos, incremento de la Grado (1) ., . .,
Grupo E 50 . L N L ., Degradacion profunda y localizada |[Formacion de pannus hasta en
actividad mitotica y leve o ausencai de Reducida infiltracidn celular focal. ) .
X ) . del cartilago. dos sitios.
invasion celular adyacente al hueso y tejido
conectivo.
Grado (3
B) . L . o L. Grado (2)
Severa proliferacion caracterizada por Grado (3) Extensa infiltracion Grado (3) -
. L R - . . . ) Formacioén de pannus hasta en
invasion del sinovio hiperplasico y celular que invade la cdpsula Cartilago con degradacién L i "
Grupo E 25 o ) . . cuatro sitios, con infiltracion o
desaparicion del articular con formacién de extensa, profunda y en varias - -
) . ; sobrecrecimiento en la superficie
espacio articular, cartilago adyacente, hueso|agregados. zonas. articular
y tejido conectivo. )
Grado (3)
Severa proliferacion caracterizada por Grado (3) Grado (3) Grado (3)
. . invasion del sinovio hiperplasico y Extensa infiltracion celular que Cartilago con degradacién Formacidn de pannus en mas de
involucion AR

desaparicion del
espacio articular, cartilago adyacente, hueso
y tejido conectivo.

invade la capsula articular con
formacion de agregados.

extensa, profunda y en varias
zonas.

cuatro sitios o formacion extensa
de pannus hasta en dos sitios.

4.2 Parametros inmunomoduladores

4.2.1 Cuantificacion de interleucinas

La induccion de artritis con adyuvante de Freund y colageno en ratas permite evaluar el
potencial artritico y antiinflamatorio de diferentes tratamientos, ya que presenta una
fisiopatologia y desarrollo clinico similar al de la enfermedad en humanos. Este proceso
involucra varios mediadores

artritico presenta inflamacibn aguda y cronica que
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proinflamatorios y citocinas. Uno de los sintomas caracteristicos en la AR es hipertrofia de la
cépsula sinovial, la cual es producida por la infiltracién de macréfagos y su interaccion con
fibroblastos, que induce a una mayor presencia de citocinas proinflamatorias (principalmente
IL1- B y TNFa) que conducen a dafio del cartilago y destruccion 6sea. Para tal efecto,
constantemente se buscan estrategias terapéuticas que tengan como diana células
proinflamatorias o citocinas. Para esta investigacion se cuantifico las citocinas IL-1B y TNFa
a través del Kit de ELISA tipo sandwich (SIGMA-Aldrich, Alemania) en muestras de plasma
y homogenado de patas, con el fin de evaluar la posible actividad inmunomoduladora de la
fraccion butandlica de calices de Physalis peruviana L.; para lo cual se tuvo en cuenta la

curva de calibracion planteada por la casa matriz (ver anexo D).

Actualmente, se ha evaluado la concentracion de citocinas en el modelo de artritis inducida
por (ACF) y colageno en ratas, esperando encontrar en animales artriticos concentraciones
superiores de las citocinas IL-18 y de TNFa con respecto a animales sanos. Esto permite
identificar posibles tratamientos inmunomoduladores al pretender encontrar concentraciones
inferiores en animales con tratamientos experimentales con respecto a los valores
presentados en animales artriticos. Lo anterior se vio reflejado en resultados obtenidos para
la citocina IL-1B, en un estudio realizado en ratas Wistar con artritis inducida por ACF y
colageno, en donde las muestras de homogenado de patas del grupo de animales artriticos
presentd concentraciones de IL-18 de 661 pg/mL mientras que el grupo tratado con
dexametasona (1 mg/Kg) obtuvo concentraciones de IL-1B de 66 pg/mL por lo que se
concluyd que la dexametasona presenté actividad inmunomoduladora actuando sobre este
marcador de inflamacién. Por el contrario, en las muestras de los animales tratados con
dexametasona se presentaron concentraciones mayores de TNFa (1095 pg/mL) con
respecto a animales artriticos en donde la concentracion fue de 714 pg/mL (Rojas, 2019).
Por otra parte, se han reportado concentraciones menores de la citocina IL-1 B en ratas

Wistar artriticas de 65.8 pg/ml con respecto al anterior estudio (Kamal et al., 2022).

Esta informacion permite caracterizar los niveles de citocinas presentes en el homogenado
de patas en procesos artriticos en este modelo. Sin embargo, en nuestro caso los resultados
obtenidos en las muestras de homogenado presentaron absorbancias inferiores al punto mas
bajo de la curva de calibracion tanto de IL-18 como TNFa, por ende, no se tuvieron en cuenta

para su analisis.
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En cuanto a las concentraciones de citocinas en plasma, se ha evidenciado en animales
artriticos concentraciones de IL-1f3 alrededor de 1100 pg/mL y de TNFa de 300 pg/mL. En el
caso de animales tratados con dexametasona (0.4 mg/Kg) los resultados de IL-1B se
observaron alrededor de 400 pg/mL y de TNFa de 100 pg/mL (He et al., 2020a). La anterior
informacion permite familiarizarse con las concentraciones de citocinas en el modelo e

identificar el efecto inmunomodulador del farmaco dexametasona.

En nuestro caso, la concentracién de IL-1B presentd concentraciones inferiores en
comparacion con lo reportado en la literatura, por ejemplo, el grupo de animales artriticos
present6 un promedio de 244 +/- 17 pg/mL y en el grupo tratado con dexametasona presento
una concentracion de 319 +/- 7 pg/mL. Por otro lado, las concentraciones de TNFa en las

muestras de plasma presentaron valores similares a los descritos en la literatura.

Actualmente, en publicaciones relacionadas a principios bioactivos se evidencié que el
extracto n-butanol de Gastrodia elata en un modelo de artritis inducida por ACF y colageno,
presentd una disminucion significativa de la concentracion de IL-1B8 y TNFa en plasma con
respecto al grupo control de maximo dafio, pero no similar a la del grupo de tratamiento con
dexametasona, la cual logré reducir la concentracién de estas citocinas en los individuos en
mayor medida (He et al., 2020a). De igual manera, en el 2016 se evidencio disminucion de
las citocinas IL-1B y TNFa en artritis inducida por ACF y colageno en ratas Wistar tratadas

con flavonoides totales de Juniperus sabina (500 y 250 mg/Kg) (Zhao et al., 2016).

En nuestro caso, las muestras de plasma no presentaron diferencias significativas en la
concentracion de IL-1B3 entre los grupos control (animales artriticos) y patrén (animales
tratados con dexametasona). Por el contrario, todas las dosis de la fraccion butandlica
presentaron concentraciones de IL-1B significativamente menores con respecto tanto al
grupo control (E100 p=0,0097, E50 p= 0,0040 y E25 p=0,0029) como al grupo patrén (E100
p= 0,0006, E50 p= 0,0003 y E25 p= 0,0003) (ver grafica 4-6A). Los anteriores hallazgos
permiten concluir que la fraccion butandlica presenta actividad inmunomoduladora de tipo
inhibidor de la citocina IL-1B. Sin embargo, se recomienda que este parametro sea evaluado
en la administracion de las fracciones durante 30 dias teniendo en cuenta las

concentraciones de la citocina en animales sanos.
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Por otra parte, los resultados obtenidos de la citocina TNFa en las muestras de plasma no
presentaron diferencias significativas en la concentracion de la citocina entre los grupos de

tratamiento (ver gréfica 4-6B).

De acuerdo con lo anterior, la ausencia de las citocinas proinflamatorias en las muestras de
homogenado de patas o bajas concentraciones detectadas de IL-1B y TNFa en las muestras
de suero, no concuerdan con el proceso artritico detectado y descrito en la evaluacion
histopatoldgica y radiografica, ya que se evidencié en algunos grupos de tratamiento un
proceso artritico establecido; presentando infiltraciéon de células inflamatorias (macréfagos,
monocitos Y linfocitos) en el sinovio y destruccion del cartilago junto con erosién 6sea en las
articulaciones tibio — tarsal y metatarsianas; lesiones asociadas a la presencia de citocinas

proinflamatorias como IL-1B y TNFa activadas por macréfagos en AR.

Los resultados obtenidos durante esta investigacion pueden estar sesgados por un deterioro
de los marcadores biologicos asociados al tiempo (> 1 afio desde su recoleccion) y
temperatura (> -20°C) de almacenamiento de las muestras antes de su andlisis. Con
respecto a lo anterior, en investigaciones enfocadas a la estabilidad de las citocinas en
muestras de plasma y suero se ha encontrado que existen multiples factores que pueden
inducir a fallas en la cuantificacién de estas. Por ejemplo, la manipulacién de la muestra. Se
ha sugerido que las concentraciones de citocinas pueden aumentar o disminuir en las
muestras de sangre, plasma o suero debido al uso de varios anticoagulantes, contaminacion
del tubo con endotoxinas y retrasos en el procesamiento de la sangre (centrifugacion).
Cuando se emplea heparina como anticoagulante puede promover la liberacién de citocinas
como la TNFa. Otro factor es la corta vida media de las citocinas que esta sujeta a la rapida
degradacién durante la recoleccién y preparacion de las muestras. Por Gltimo, esta el efecto
de congelacion — descongelacion en donde se ha evidenciado que las muestras cuando se
someten 6 veces a congelaciéon y descongelacién presentan una disminucién leve, pero
significativa de las concentraciones de IL-1j3, lo que sugiere que para obtener un analisis
preciso de las citocinas se recomienda no excederse de 3 ciclos de congelaciéon vy

descongelacion (Liu et al., 2021).

De acuerdo con lo anterior se recomienda que en futuras investigaciones se tenga presente

el tiempo de vida media de las citocinas (TNFa), se emplee EDTA como anticoagulante
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debido a que no altera las mediciones de citocinas como la heparina y que no se superen 3

ciclos de congelacién y descongelamiento de las muestras.

Grafica 4-6: Cuantificacién de interleucinas en plasma de ratas Wistar hembras artriticas. A.
Cuantificacion de IL-1 en ratas Wistar hembras — plasma // B. Cuantificacién de TNFa en ratas Wistar
hembras — plasma // Expresidn de Concentracion citocinas (pg/ml) // Grupo satélite: Sin induccion de
dafio // Grupo control: Maximo dafio con administracion de vehiculo (1 ml/100 g/dia/VO) // Grupo
patrén: Dexametasona (1 mg/Kg/dia/VO)// Grupo E100: Fraccién butandlica de célices de uchuva (100
mg/Kg/dia/VO) /I Grupo E50: Fraccion butandlica de célices de uchuva (50 mg/Kg/dia/VO) // Grupo
E25: Fraccién butandlica de calices de uchuva (25 mg/Kg/dia/VO) n=5 ratas Wistar hembra // ANOVA

— Método de comparacion multiple Tukey (*p < 0.05) // ns: Sin diferencia significativa.
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4.3 Parametros bioguimicos

En la artritis reumatoide el estrés oxidativo es un mecanismo fundamental subyacente
asociado con la inflamacion crénica, que ocasiona la presencia desmedida de especies
reactivas de oxigeno (EOR) que a su vez provoca que las células inmunitarias liberen
enzimasy citocinas inflamatorias contribuyendo al dafio del tejido articular. Los antioxidantes

pueden eliminar los radicales libres y reducir el dafio tisular por la regulaciéon negativa de IL-
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1B y TNF-a en la AR; sin embargo, se ha asumido un desequilibrio entre los prooxidantes y
los antioxidantes alterando el mecanismo de defensa del organismo en esta enfermedad
(Hussain et al., 2021).

De acuerdo con lo anterior, para fines de esta investigacion, se analizé el comportamiento
de la fraccion butandlica de Physalis peruviana L. como posible antioxidante en el estrés
oxidativo en muestras bioldgicas (plasma y homogenado de patas) a través del indice de
peroxidacion lipidica TBARs, parametro FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) vy
actividad de superodxido dismutasa (SOD); a continuacién, se presentan los resultados

obtenidos.

4.3.1 indice de peroxidacion lipidica TBARs

La patogenia de la artritis reumatoide describe un aumento en la peroxidacion lipidica
ocasionado por el estrés oxidativo. Cuando los lipidos se oxidan se forman hidroperéxidos
lipidicos que pueden descomponerse y formar aldehidos bioactivos como el 4-hidroxinonenal
(HNE) y el malondialdehido (MDA); moléculas electréfilas que pueden reaccionar con
proteinas alterando su funcién. Se ha evidenciado niveles significativamente altos de MDA
en muestras de sangre entera, plasma, suero, liquido sinovial, eritrocitos y orina
relaciondndose con la actividad de la enfermedad y los niveles de especies reactivas de

oxigeno (Ferreira et al., 2021).

De acuerdo con lo anterior, se han analizado diferentes muestras biologicas con el fin de
caracterizar las concentraciones de MDA en modelos murinos de artritis y asi evaluar
tratamientos terapéuticos y comprender mejor la fisiopatologia de la enfermedad. Por
ejemplo, en un estudio realizado en ratas Wistar machos artriticos inducidos por ACF, se
evalud la peroxidacion lipidica en los masculos de los individuos y se concluyé que los niveles
mas altos de TBARs estaban directamente relacionados con la elevada produccion de
especies reactivas de oxigeno (Hussain et al., 2021). Posiblemente, terapias que reduzcan

los niveles de TBARSs se les puede atribuir un efecto antioxidante.

Se espera que en animales artriticos se presenten niveles mayores de MDA con respecto a

las concentraciones presentadas en animales sanos. Como fue reportado en una
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investigacion en ratas artriticas inducidas por CFA, que presentaron un aumento en el nivel
de MDA en suero del control artritico (64,67 + 3,01 uM/mg de proteina) mientras que el
control normal presenté (27,45 + 3,76 uM/mg de proteina). De acuerdo con lo anterior se
espera que un tratamiento con actividad antioxidante sea capaz de reducir el nivel de MDA
como ocurrid en los animales artriticos tratados con extractos de Ricinus communis L.,
Withania somnifera L. y el medicamento metotrexato logrando la disminucién significativa del
MDA (Hussain et al., 2021).

Un comportamiento similar se presentd en un modelo de artritis inducida por ACF en ratas
Wistar en donde el grupo control de maximo dafio presentd niveles elevados de MDA,
mientras que los grupos de tratamiento presentaron una reduccion significativa de MDA, en
donde el menor dafio oxidativo (MDA) lo presentd la dosis del extracto acuoso de Allium

ampeloprasum L. (500 mg/Kg) (Kaur et al., 2023).

Los resultados obtenidos durante nuestra investigacion sobre la actividad antioxidante de la
fraccion butandlica de los calices de Physalis peruviana L. en el modelo de artritis inducida
por ACF y colageno, no presenté diferencias significativas en los niveles de MDA entre los
grupos de tratamiento tanto en las muestras de plasma y homogenado a diferencia de los
resultados ya descritos (ver grafica 4-7). Adicionalmente, el grupo patron no presentd
diferencias con respecto al grupo control de maximo dafio a diferencia de los datos obtenidos
en la estandarizacion del modelo de artritis inducida por ACF y colageno en ratas Wistar; en
donde el grupo del patron (dexametasona) presentd una disminucion significativa de MDA

con respecto al grupo de méaximo dafio (Rojas, 2019).

Los resultados obtenidos fueron expresados como porcentaje de MDA, siendo el 100 % el
porcentaje esperado de presencia de MDA en un animal sano (grupo control) mientras que
valores superiores corresponderian a animales artriticos. Se concluye que los animales
artriticos no presentaron peroxidacion lipidica superior a los niveles normales de un animal

sano al ser evaluado por el método de TBARSs (ver anexo F).
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Gréfica 4-7: Nivel de peroxidacion lipidica en ratas Wistar artriticas tratadas con la fraccién butanélica
de Physalis peruviana L.: A. Nivel de peroxidacion lipidica TBARs — Plasma // B. Nivel de peroxidacion
lipidica TBARs - Homogenado de patas // Absorbancia (532 nm) // Grupo satélite: Sin induccion de
dafio // Grupo control: Maximo dafio con administracion de vehiculo (1 ml/100 g/dia/VO) // Grupo
patrén: Dexametasona (1 mg/Kg/dia/VO)// Grupo E100: Fraccién butandlica de célices de Physalis
peruviana L. (100 mg/Kg/dia/VO) // Grupo E50: Fraccién butandlica de célices de Physalis peruviana
L. (50 mg/Kg/dia/VO) /I Grupo E25: Fraccion butandlica de célices de Physalis peruviana L. (25
mg/Kg/dia/VO) /I n=26 ratas Wistar hembra // Test Shapiro-Wilk (normalidad), Test Levene
(homocedasticidad), ANOVA (*p < 0.05) // ns: Sin diferencia significativa
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4.3.2 Determinacion del parametro FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power).
La determinacion del parametro FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) permite
identificar aquellas sustancias que son capaces de reducir el hierro en su forma férrica
(Fe+3) a ferrosa (Fe+2), este aspecto esté relacionado con la capacidad de reducir

otras especies reactivas de oxigeno que se encuentran en el plasma.

En procesos artriticos de acuerdo con referencias bibliograficas el comportamiento
de la capacidad antioxidante se encuentra disminuida 0 no presenta un aumento

significativo con respecto a animales sanos. Situacion que fue evidenciada en ratas
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Sprague-Dawley artriticas inducidas por ACF y colageno; en donde se evalud el
parametro FRAP en los musculos gastrocnemio, musculo extensor digitorum longus
(EDL) y séleo y fueron comparados con animales sanos. Los resultados permitieron
establecer que la capacidad antioxidante fue similar y no presenté cambios, a
diferencia del musculo gastrocnemio que aumentdé de manera significativa con

respecto al grupo control (Oyenihi et al., 2019).

De acuerdo con lo anterior para el tratamiento de la AR seria ideal un agente capaz
de aumentar la capacidad antioxidante, como se ha evidenciado en varias
investigaciones con productos bioactivos. Por ejemplo, en el 2015 en ratas Wistar
artriticas inducidas por ACF y colageno tipo Il, se evidencié un aumento de los niveles
de FRAP después de administrar un extracto de raiz de Withania somnifera durante
un periodo de 20 dias alcanzando resultados comparables con el medicamento
metotrexato (MTX) (Khan et al., 2015).

En otra investigacion se reporté que en ratas Wistar artriticas inducidas por ACF y
colageno después de la administracibn de extracto acuoso de Allium
ampeloprasum L. en una dosis de 500 mg/Kg/VO durante 28 dias aumentd la
capacidad antioxidante (FRAP) (Kaur et al., 2023). En otro caso, en ratas Holtzman
artriticas inducidas por ACF se evidencié que al administrar extracto de orujo de uva
de Vitis vinifera de la variedad Merlotun, se previno el deterioro de la capacidad

antioxidante (Goncgalves et al., 2017).

De acuerdo con lo anterior, se puede evitar el deterioro de la capacidad antioxidante
con productos bioactivos; sin embargo, en nuestra investigacion los resultados
reflejaron que la capacidad antioxidante no presentd cambios significativos entre los
grupos de tratamiento tanto en las muestras de plasma como de homogenado de
patas. Lo anterior puede deberse a que la dosis de 100 mg/Kg de la fraccion
butandlica de los calices de Physalis peruviana L. es insuficiente para aumentar la
capacidad antioxidante en las ratas Wistar en un periodo de 14 dias. Situacién por la
cual se recomienda investigar dosis mayores de la fraccién butandlica (ver grafica 4-
8).
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Gréfica 4-8: Capacidad FRAP en ratas Wistar artriticas tratadas con la fraccion butandlica
de Physalis peruviana L.: A. Capacidad FRAP en ratas Wistar artriticas - Plasma // B.
Capacidad FRAP en ratas Wistar artriticas — Homogenado de patas // Expresion de
concentracion Fe*? (uM) // Grupo satélite: Sin induccién de dafio // Grupo control: Maximo
dafio con administracién de vehiculo (1 ml/100 g/dia/VO) // Grupo patrén: Dexametasona (1
mg/Kg/dia/VO)// Grupo E100: Fraccién butandlica de célices de Physalis peruviana L. (100
mg/Kg/dia/VO) /I Grupo E50: Fraccion butandlica de calices de Physalis peruviana L. (50
mg/Kg/dia/VO) /I Grupo E25: Fraccién butandlica de célices de Physalis peruviana L. (25
mg/Kg/dia/VO) // n=28 ratas Wistar hembra // Test Shapiro-Wilk (normalidad), Test Levene
(homocedasticidad), ANOVA — Método de comparacion multiple Tukey (*p < 0.05) // ns: Sin

diferencia significativa.

A. Capacidad FRAP en ratas Wistar artriticas B. Capacidad FRAP en ratas Wistar artriticas
- Plasma - Homogenado de patas
6000 \ ns | 3000 | ns |
3 z
“» 4000~ %o 2000
c
S 8§
8 8
g 2000 £ 1000
B g
3 3
0- 0-
> D D H D D H
L F® &P & & S &P
9&°°o°° LT LL & L g KL
o R o o o SEPTSA e
O‘QQ O&Q & ¢ X K o
Grupos de tratamiento Grupos de tratamiento

4.3.3 Actividad de superoxido dismutasa (SOD)

Los trastornos inmunitarios y el estrés oxidativo son los principales factores de la patogenia
de la AR. Normalmente, el organismo tiene especies reactivas de oxigeno (hidroxilo y
superdxido) pero a su vez cuenta con un sistema de antioxidantes que incluye la superoxido
dismutasa (SOD) y la catalasa. Cuando se presenta estrés oxidativo en el organismo, los
niveles de las especies reactivas de oxigeno superan a los antioxidantes como es en el caso
de la AR, en donde disminuyen los niveles de la Superdxido dismutasa (SOD) y aumentan
los niveles de MDA (Xie et al., 2019).
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Actualmente, las plantas son una alternativa para identificar compuestos con actividad
antioxidante e identificar posibles modos de accion para ser aplicados frente al estrés
oxidativo. Se han detectado varios extractos provenientes de diferentes plantas que pueden
considerarse como posibles candidatos para complementar los tratamientos convencionales
de AR permitiendo reducir el estrés oxidativo al aumentar los niveles de SOD. Por ejemplo,
un estudio realizado en ratas macho Sprague-Dawley artriticas inducidas por ACF,
presentaron un aumento en los niveles de SOD después de recibir tratamiento con el

compuesto gentiopicrésido por via oral durante 14 dias (Xie et al., 2019).

En otro caso se evidencié que ratas artriticas presentaron niveles bajos de SOD (25,50+3,02
U/mg de proteina) en comparacién con el grupo de animales sanos (64,67+3,39 U/mg
proteina). Pero que al realizar tratamiento con extractos hidroalcohélicos de hojas de Ricinus
communis y raices de Withania somnifera la actividad de la SOD aumento significativamente

con respecto al grupo de maximo dafio (Hussain et al., 2021).

Con respecto a los resultados obtenidos en nuestra investigacion no se evidencio diferencias
significativas de la enzima SOD entre los grupos de tratamiento con fraccion butandlica de
los calices de Physalis peruviana L. y del medicamento patrén dexametasona en las
muestras de plasma y homogenado de patas. Asi mismo el grupo control de maximo dafio
no presentd niveles inferiores de la SOD con respecto al grupo satélite. Por lo cual se
concluye que los niveles de la SOD no se vieron afectados por el proceso artritico establecido
en el estudio preclinico de la fraccion butandlica de calices de Physalis peruviana L (ver

grafica 4-9).
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Grafica 4-9: Actividad de la enzima superoxido dismutasa en ratas Wistar artriticas tratadas con la
fraccién butandlica de Physalis peruviana L.: A. Reduccion citocromo C en plasma de ratas Wistar
artriticas // B. Reduccién citocromo C en homogenado de patas de ratas Wistar artriticas // Expresion
en delta de absorbancia (550 nm) // Grupo satélite: Sin induccién de dafio // Grupo control: Maximo
dafio con administracion de vehiculo (1 ml/100 g/dia/vVO) /I Grupo patron: Dexametasona (1
mg/Kg/dia/\VO)// Grupo E100: Fraccion butandlica de célices de Physalis peruviana L. (100
mg/Kg/dia/VO) /I Grupo E50: Fraccion butandlica de céalices de Physalis peruviana L. (50
mg/Kg/dia/VO) /I Grupo E25: Fraccion butandlica de céalices de Physalis peruviana L. (25
mg/Kg/dia/VO) /I n=24 ratas Wistar hembra // Test Shapiro-Wilk (normalidad), Test Levene
(homocedasticidad), ANOVA (p < 0.05) // ns: Sin diferencia significativa.
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4.3.4 Resultados globales

La artritis reumatoide es una enfermedad autoinmune crénica caracterizada por un proceso
cronico de inflamacidn, estrechamente relacionado con la alteracion del estrés oxidativo en
procesos metabolicos que contribuyen a una alteracién del sistema inmunitario. Los
principales sintomas clinicos en la AR incluyen la inflamacion cronica de mdultiples
articulaciones que presentan: dolor, disminucién del espacio articular y conforme avanza la
enfermedad se evidencia deterioro de la capsula articular, erosién Gsea e inclusive

anquilosamiento de las articulaciones (He et al., 2020).
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Actualmente, son empleados para el tratamiento de la enfermedad medicamentos
antiinflamatorios no esteroideos y los productos bioldgicos que, debido a una administracion
prolongada o sensibilidad a estos medicamentos, puede ocasionar la presentacion de
efectos adversos como: lesiones gastrointestinales, complicaciones cardiovasculares,
reproductivas, entre otras (Zhao et al., 2016); Lo que despierta un mayor interés en la
investigacion enfocada a la medicina tradicional debido a su eficacia y reducidos efectos

secundarios.

El presente estudio evalud el posible efecto antiartritico de la fraccion butandlica de los
calices de Physalis peruviana L., en un modelo de artritis inducido por ACF y colageno en
ratas Wistar hembras. El estudio inici6é con la induccion de artritis en los individuos con ACF
y colageno tipo Il, que al cabo de 21 dias de la primera inmunizacién presentaron inflamacion
crénica en miembros posteriores bilateral enfocada en la articulacién del maléolo, zona

plantar e interfalangica asociada a un proceso artritico establecido.

Los individuos recibieron tratamiento con la fraccion butandlica de célices de Physalis
peruviana L. en dosis de 100, 50 y 25 mg/Kg/dia/VO y dexametasona (1 mg/Kg/dia/VO)
durante 14 dias. Los resultados de la medicion del grosor de los miembros posteriores en
individuos con artritis establecida en la zona interfalangica, plantar y de la articulacién del
maléolo, permitidé evidenciar una mayor sensibilidad y menor variabilidad en las mediciones
tomadas en la zona plantar y en la articulaciébn del maléolo en comparacion con la zona
interfalangica que presentdé menor precision en los datos. De acuerdo con lo anterior, la
informacidn concerniente a la zona plantar se emple6 para evaluar el efecto antiinflamatorio

de la fraccién butandlica de los célices de Physalis peruviana L.

Los hallazgos de las medidas volumétricas sugieren que el proceso artritico inducido por
ACF y colageno en ratas Wistar después de 36 dias desde la inmunizacion de los individuos
no presenta involucién en el grupo control de maximo dafio, informacién que es respaldada
por los resultados de histopatologia en donde se evidencié proliferacion sinovial, erosion del
cartilago y formacion del pannus acompafiado de infiltracion celular (linfocitos, macréfagos y
polimorfonucleares) mientras que a nivel radiografico se observo erosion de la superficie

Osea, disminucién y destruccion del espacio articular.
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En el caso del grupo patron dexametasona (1 mg/Kg/Dia/VO) en nuestra investigacion
presento actividad antiinflamatoria a partir del dia 26 de tratamiento y se evidencié un efecto
antiinflamatorio recurrente hasta el dia 36 del estudio. En cuanto a los hallazgos
histopatoldgicos se encontré una disminucion en la proliferacion sinovial, erosion del
cartilago, infiltracion celular y formacion del pannus con respecto al grupo control.
Informacion que fue corroborada con el andlisis radiografico en donde se evidencio

Unicamente erosion de la superficie 6sea.

En cuanto a los grupos de tratamiento de diferentes dosis de la fraccién butandlica de
Physalis peruviana L., se sugiere que la dosis de 100 y 25 mg/Kg presenta actividad
antiinflamatoria significativa a partir del décimo dia de tratamiento a diferencia de la
administracion por via oral de la dosis de 50 mg/Kg, que presentd actividad antiinflamatoria
significativa a partir del D26 de manera similar al grupo patron teniendo en cuenta como
parametro de recuperacion el mismo individuo. Sin embargo, a nivel radiografico los grupos
de tratamiento de la fraccion no presentaron disminucién de las lesiones osteoarticulares e
inclusive en algunos casos se presentd anquilosamiento de la articulacion. En cuanto al
analisis histopatolégico de los grupos patrén y E50 se evidencié una disminucién en la
proliferacion sinovial, erosion del cartilago, infiltracién celular y formaciéon del pannus
respecto al grupo control; mientras que el grupo E100 y E25 evidenciaron lesiones similares

a las del grupo control de maximo dafio.

Finalmente, se compararon las medidas volumétricas de los grupos de tratamiento en el dia
36y se concluy6 que la dexametasona presento actividad antiinflamatoria frente a los demés
grupos de tratamiento. La fraccién butandlica en diferentes dosis no presentd actividad
antiinflamatoria con relacion al grupo control, ni entre ellas. Por consiguiente, no existen
evidencias suficientes para determinar que la fraccion butandlica presenta una actividad

antiinflamatoria superior entre las dosis manejadas durante la investigacion.

Con respecto a la cuantificacion de las citocinas IL-1B y TNFa en plasma y homogenado de
patas, no se identificaron diferencias significativas entre los grupos de tratamiento. Este
comportamiento se replicé en las pruebas de estrés oxidativo realizadas (TBARs, FRAP y
SOD). Por ende, no fue posible en este estudio identificar el posible modo de accién de la

fraccion butandlica a nivel inmunolégico y oxidativo. Se presume que la ausencia de la
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actividad de los marcadores bioldgicos puede estar relacionada a la antigiiedad de las
muestras o fallas en el almacenamiento de estas; ya que, de acuerdo con el grosor de las
articulaciones, hallazgos histopatolégicos y radiogréaficos, el comportamiento de los
marcadores deberia mostrar diferencias significativas entre los grupos satélite, control y

patron.
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5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

El modelo de artritis inducida por adyuvante completo de Freund y colageno generd un
proceso de artritis establecida en los individuos sin presentar involucién de acuerdo con la

mediciones volumétricas, evaluacién radiografica y analisis histopatoldgico.

En las condiciones establecidas en nuestra investigacion, la fraccién butandlica de los calices
de Physalis peruviana L. present6 actividad antinflamatoria de acuerdo con el seguimiento
realizado de las medidas de la zona plantar de los miembros posteriores en el modelo de

artritis inducida por Adyuvante de Freund y coldgeno en ratas Wistar.

La fraccion butandlica en dosis de 100, 50 y 25 mg/kg administrado durante 14 dias, presenta

actividad inmunomoduladora debido a una disminucién de la expresion de la citocina IL-1.

La fraccion butandlica de célices de Physalis peruviana L. no presento actividad antioxidante
evaluada en los ensayos de: indice de peroxidaciéon lipidica (formacion de TBARS),

capacidad reductora del hierro (técnica FRAP) y actividad de la enzima SOD.

5.2 Recomendaciones

Determinar la eficacia durante 14 dias de dosis superiores a 100 mg/Kg de la fraccion
butandlica de los célices de Physalis peruviana L. en el modelo de artritis inducida por
adyuvante completo de Freund y colageno e incluir el andlisis de marcadores bioquimicos

de especies reactivas de nitrégeno.

Se sugiere evaluar fracciones provenientes del extracto del fruto de Physalis peruviana L en
un modelo de artritis inducida por coldgeno en ratas Wistar incluyendo el analisis de

marcados inmunomoduladores de IL-1B3, TNFa e IL-6.
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Caracterizar las medidas volumétricas en miembros posteriores de ratas Wistar sanas en la
zona plantar y articulacion del maléolo en un periodo superior a 14 dias con el fin de

establecer una correlacion de las medidas con la edad de los individuos.

Realizar seguimiento de los marcadores inmunolégicos y de estrés oxidativo en diferentes
puntos de la administracion de tratamientos superiores a 14 dias con el fin de evaluar el

comportamiento de los marcadores durante el tratamiento y no Unicamente al final.
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A. Anexo: Aval ético para el proyecto
de tesis
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COMITE DE ETICA FACULTAD DE
Bogota, mayo 06 de 2019 CIENCIAS

'+ UNIVERSIDAD
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i

Estudiante
Stefany Rocio Umana Bautista
Departamento de Farmacia

Respetada Estudiante:

Atentamente le comunico que el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias, en reunién realizada
el dia 06 de mayo de 2019 (Acta 04-2019), evalud aspectos éticos del proyecto presentado por
usted. Como resultado de esta revision, el Comité considera que el proyecto cumple con los
aspectos éticos basicos. Para los fines pertinentes, se transcriben las observaciones y el concepto
final.

P1: Proyecto / Investigadores — Grupos — Dependencias / Observaciones.
Proyecto: Evaluacion preclinica de la fracciéon butanélica de calices de Physalis peruviana L. en un
modelo murino de artritis reumatoidea.

Responsables. Stefany Rocio Umafia Bautista (Tesista Maestria en Ciencias-Farmacologia) y
Luis Fernando Ospina Giraldo (Director de Tesis, Grupo Principios Bioactivos en Plantas
Medicinales, COL0014832).

Observaciones:

Tipo de estudio. Modelo de artritis inducida en ratas por administracion de adyuvante completo de
Freund y colageno tipo Il.

Los principales aspectos éticos, legales y ambientales a tener en cuenta por los investigadores
estan relacionados con:

1. Protocolos de bioseguridad. BPL y sistema institucional de gestion ambiental.

2. Guias y pautas normativas. Buen cuidado y uso de animales de laboratorio. Permisos
que contemplen colecta de material de la biodiversidad silvestre con fines de investigacion
cientifica no comercial.

3. Proteccion de los desarrolios y cumplimiento de normativas sobre propiedad intelectual.
Acuerdo 035 de 2003 del Consejo Académico de la Universidad Nacional de Colombia.

Concepto: Proyecto Avalado.

Agamez Pertuz

Secretaria ad-hoc Comité de Etica

Carrera 30 No. 45-03, FACULTAD DE CIENCIAS, Edificio 450, 4° piso, Oficina 400
Conmutador: (57-1) 318 5000 Ext. 14666
Correo electronico: fospinag@unal.edu.co / Bogota, Colombia, Sur América
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UNIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLOMBIA
Secretaria de Facultad de Ciencias

Sede Bogotd
RESOLUCION N°077 DEL 10 DE OCTUBRE DE 2018

“Por la cual se actualiza la acreditacidn y de los miembros que conforman el Comité Permanente de Etica de
la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia Sede de Bogotd, para el periodo 2018-
2020"

LA SECRETARIA DE FACULTAD
En uso de sus atribuciones legales y
CONSIDERANDO:

1. Que el Consejo de la Facultad de Ciencias de la Sede Bogot4, en sesién de julio 31 de 2008 - Acta 24,
atendiendo la normatividad vigente, estudié y definio la conformacion del Comité Permanente de Etica
de la Facultad de Ciencias, para un periodo institucional de dos (2) afios.

2. Que se hace necesaria la modificacion de la Resolucién No. 055 de 2018 de la Secretarfa de la Facultad
de Ciencias, con el fin de actualizar la acreditacién de los Miembros que conforman el Comité
Permanente de Etica de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia Sede Bogot4,
para el periodo 2018-2020, tomando en consideracién la solicitud presentada por la Direccion del
Departamento de Biologia al Consejo de la Facultad, avalada en la sesién No. 24 del 04 de octubre de
2018, debido a la renuncia de la profesora Nubia Estella Matta Camacho, para lo cual, se remplaza por
la profesora Alia Rodriguez Villate.

En mérito de lo anterior

RESUELVE:
ARTICULO 1°. CONFORMACION. Actualizar la acreditacién de los miembros que conforman el COMITE
PERMANENTE DE ETICA de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia Sede Bogot4 para
el periodo 2018-2020, asi:

Prof. Alia Rodriguez Villate Departamento de Biologfa

Prof. Edilberto Cepeda Cuervo ’ Departamento de Estadistica

Prof. Yuly Edith Sanchez Mendoza Departamento de Fisica

Prof. Nivea Cristina Garzén Gémez Departamento de Geociencias

Prof. Agustin Moreno Cafiadas Departamento de Matemdticas
Prof. Yazmin Yaneth Agémez Pertuz Departamento de Quimica

Prof. Clara Inés Orozco Pardo Instituto de Ciencias Naturales
Prof. Santiago Vargas Dominguez Observatorio Astronémico Nacional
Prof. Luis Fernando Ospina Giraldo - Coordinador | Departamento de Farmacia

ARTICULO 2°. CALIDADES. Los miembros del Comité Permanente de Etica de la Facultad de Ciencias deberan
ser profesores de planta, con trayectoria académica reconocida, con experiencia y/o participacién en
reflexiones permanentes sobre el tema de la Etica. Podrdn participar profesores pensionados de la
Universidad.
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SECRETARIA FACULTAD DE CIENCIAS SEDE BOGOTA | RESOLUCION N*® 077 DE 2018

ARTICULO 3. FUNCIONES. Las funciones y calidades de los miembros del Comité Permanente de Etica de la
Facultad de Ciencias de la Sede Bogot4, fueron reglamentadas originalmente en la Resolucién No. 074 de
2010 del Consejo de la Facultad de Ciencias - Acta 07, asi:

1.

2.

i

Formular criterios éticos institucionales, a partir de Los principios y de las normas de nivel nacional e
internacional.

Pronunciarse sobre la viabilidad y los demds aspectos éticos de proyectos de investigacion sometidos a
consideracién, especialmente con seres vivos o materiales procedentes de los mismos, cuando sea
consultado por las diferentes instancias de la Facultad de Ciencias de la Sede Bogota.

Asesorar la toma de decisiones relacionadas con aspectos éticos de la investigacién.

Rendir informes de actividades solicitados por la Direccién de la Facultad de Ciencias.

Las demis que sefialen la Ley, los Estatutos, los Reglamentos y Disposiciones especiales de los érganos
competentes nacionales y de la Universidad Nacional de Colombia.

Liderar en la Facultad de Ciencias la reflexién sobre la ética como parte de las buenas pricticas en la
investigacion.

ARTICULO 4°. REUNIONES. El Comité Permanente de Etica de la Facultad de Ciencias se reunir§
periédicamente, por convocatoria del Secretario, nombrado entre los mismos miembros del Comité, o por
solicitud formulada y motivada por parte de cualquiera de los miembros del Comité.

PARAGRAFO 1°. La fecha, hora y sitio de las reuniones seran fijadas por el Secretario del Comité.

PARAGRAFO 2°. De todas las sesiones quedard constancia escrita en acta numerada que elaborard el
Secretario del Comité para ser enviada a la Secretarfa de |3 Facultad de Ciencias.

PARAGRAFO 3°, Las decisiones del Comité serdn de caricter consensual.

ARTICULO 5°: VIGENCIA. La presente resolucion entraré en vigencia a partir de la fecha de su expedicién

COMUNIQUESE Y COMPLASE

Dada en Bogots, D.C..alos&iho)d&sdelmudeocwbndedosmﬂdiedodlo (2018)
{

AUGUSTO GO MEZ SIERRA
Secretario

Moria Margarite Pinzdn Mérguez

Universidad
[Pégina 2/2) de Colombia
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B. Anexo: Estudios radiograficos

» Placas radiograficas ratas Wistar hembras artriticas — Grupo Fraccién butandlica de los

calices de Physalis peruviana L. 100 mg/Kg.

Descripcion radiografica:

Vista medio-lateral miembro posteriorizquierdo: Se evidencié cambios marcados en los méargenes
y superficies articulares tibiotalares e intertarsianas con leves quistes subcondrales en toda la
superficie articular, marcada osteoesclerosis en todas las superficies, se evidencia una alteracion y
distanciamiento entre el calcaneo y el tarso y acumulacién de liquido, se evidencia una severa
alteracion de tejidos blandos a nivel de la cdpsula articular de todo el tarso con aumento de tamario,

neoformacién en tarso proximal en la zona craneal.

Vista medio-lateral miembro posterior derecho: se evidencia alteracion severa de las margenes y
superficies articulares de toda la articulacion desde la tibia distal hasta la articulacién
tarsometatarsiana con una severa osteoesclerosis de todas las superficies articulares, aumento
marcado de los tejidos blandos a nivel de la capsula articular con aumento en la radiopacidad y

aumento del tamafio y una marcada neoformacion osteofitaria en tarso proximal, craneal y caudal.

Vista dorso plantar: Se evidencié marcada alteracion en margenes y superficies articulares como en
la tibia distal, talo e intertarsianos, hay una pérdida de la estructura anatémica del tarso y la articulacion
tarsometatarsiana, presencia moderada de quistes subcondrales en el miembro posterior derecho y
severa en el miembro posterior izquierdo, osteoesclerosis moderada en ambas articulaciones y
marcada alteracion en tejidos blandos de la capsula articular con aumento de tamafio, se evidencia

en la cara medial de ambas articulaciones osteofitos periarticulares.
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e Placas radiogréaficas ratas Wistar hembras artriticas — Grupo Fraccién butandlica de los
célices de Physalis peruviana L. 50 mg/Kg.

Descripcion radiogréfica:

Vista medio-lateral miembro posterior izquierdo: Se evidencia alteracion en los margenes y
superficies articulares, quistes subcondrales mulltiples, presencia de osteoesclerosis en toda la
superficie articular, se denota alteracién marcada del tejido blando al nivel de la capsula articular,
aumento de la radiopacidad y tamafio articular, se evidencia neoformacién osteofitaria periarticular

craneal.

Vista medio-lateral miembro posterior derecho: Severa alteracion de las margenes y superficies
articulares de tibia distal, articulacion intertarsiana con presencia de quistes subcondrales multiples
junto con osteoesclerosis de todas las superficies articulares, alteracion de tejidos blandos en la
capsula articular con aumento en la radiopacidad y de tamafio, severa formacion de osteofitos en las

margenes articulares de toda la superficie.

Vista dorso plantar: Articulacién tibiotarsiana con severa alteracion de los margenes y superficies

articulares, osteoesclerosis presente en tibia - distal, talar, intertarsiana proximal, intertarsiana distal y
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tarsometatarsiana, alteracion sobre tejido blandos, aumento de la radiopacidad y de tamafio, multiples
neoformaciones osteofitarias periarticulares.

e Placas radiogréficas ratas Wistar hembras artriticas — Grupo Fraccion butandlica de los

calices de Physalis peruviana L. 25 mg/Kg.

Descripcion radiografica:

Vista medio-lateral miembro posterior izquierdo: Se denotan una modificacion importante a nivel
de los margenes articulares de la superficie de: la tibia distal, del talo, de la articulacion intertarsiana
y tarsometatarsiana, acompafiada de quistes subcondrales a nivel de la tibia distal, del talo y sobre la
superficie del calcaneo, se observo osteoesclerosis severa en los diferentes huesos a lo largo de toda
la superficie articular, los tejidos blandos presentan respuesta inflamatoria, neoformacién osteofitaria

en la superficie craneal de la articulacién intertarsiana.

Vista medio-lateral miembro posterior derecho: A nivel de la articulacidn tibiotarsiana se evidencia
severa alteracion de las margenes y superficies articulares casi que con una pérdida completa de la
continuidad de la superficie articular, al perderse por completo se puede decir que se trata de una
artrosis. Proceso artrdsico cronico de lesién articular. Presencia de quistes subcondrales en distintos

puntos de la superficie articular, osteoesclerosis marcada de todas las superficies, hay un aumento
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significativo de los tejidos blandos de la articulacién intertarsiana y neoformacion osteofitaria evidente

sobre la superficie craneal.

Vista dorso plantar: Se observo alteracion de las margenes y superficie articulares, se evidencian
quistes subcondrales en ambos miembros con osteoesclerosis marcada. Los tejidos blandos

presentan aumento de tamafio de la capsula articular y osteofitos periarticulares.

e Placas radiograficas ratas Wistar hembras artriticas — ensayos preliminares: Maximo dafio

43 dias de evolucion.

Descripcion radiogréfica:

Vista medio-lateral miembro posterior izquierdo: Se observa margenes y superficies articulares
tibiotalares, intertarsiana y metatarsiana moderadamente alteradas, leve formacién de quistes
subcondrales, con una marcada osteoesclerosis en todas las superficies, moderada alteracién de

tejidos blandos con aumento de tamafio y presencia de osteofito tarsiano proximal.
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Vista medio-lateral miembro posterior derecho: Leve cambio en las margenes de la superficie
articular tibio talar y alteracion severa de las superficies y margenes del tarso proximal intertarsiano y
tarsometatarsiano con evidente distanciamiento de los huesecillos posiblemente por el aumento de la
presién del liquido sinovial intraarticular, se evidencid moderado aumento de tamafio de la capsula

articular y presencia de pequefo osteofito a nivel del tarso proximal en su cara craneal.

Vista dorso plantar: Se evidencid cambios moderados a leves en los margenes y superficies
articulares tibio talares, con cambios severos a nivel del tarso y del tarsometatarso, distanciamiento
de todos los huesecillos junto con pérdida de continuidad, no hay una estructura anatémica que se
pueda definir de toda la zona del tarso, presencia de osteoesclerosis en ambas superficies tarsianas,
moderada alteracién en tejidos blandos y se evidencian pequefios osteofitos en la cara medial del

tarso metatarso de ambos miembros.
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C. Anexo: Cuantificaciéon de
interleucinas

Interleucina IL-1B- Plasma. Concentracion IL-1 B expresada en (pg/mL) // Grupo
satélite: Sin induccién de dafio // Grupo control: Maximo dafio con administracién de
vehiculo (1 ml/100g/dia/VO) // Grupo patron: Dexametasona (1mg/Kg/dia/VO) // Grupo
E100: Fraccion butandlica de cdlices de Physalis peruviana L. (100 mg/Kg/dia/vVO) //
Grupo E50: Fraccién butandlica de calices de Physalis peruviana L. (50 mg/Kg/dia/VO)
/I Grupo E25: Fraccién butandlica de céalices de Physalis peruviana L. (25 mg/Kg/dia/VO)
/I Grupo de reversion: Maximo dafio 43 dias de evolucién n = 20 ratas Wistar hembras //
Test Shapiro-Wilk (normalidad), Test Levene (homocedasticidad), ANOVA — Método de

comparacion multiple Tukey (*p < 0.05) // ND. No determinado.

Tratamiento | 1D Animal | Absorbancia Absorbgncia Concentracion Promedio Desviacion Coelficile,nte de
por duplicado| ~ Media | IL 1B (pg/mL) estandar | variacion (%)
B61 02340233 | 0,234 469
Grupo satélite B63 0218|0224 | 0,221 360 347 130 37
B65 0,186] 0,222 | 0,204 211
c21 0,189] 0,224 | 0,207 233
Grupo control C3l 0,193] 0,221 0,207 237 244 17 7
C51 0199|0221 | 0,210 263
c22 02 [0231]| 0,216 312
Grupo patrén C32 0,202 0,231 0,217 320 319 7 2
C42 02 (0234 0217 325
C13 0183|0218 | 0,201 180
Grupo E100 C33 0222|0146 | 0,184 36 96 75 79
C43 0222|0154 | 0,188 71
C24 0222|0159 | 0,191 93
Grupo E50 C34 02 | 017 0,185 44 74 26 35
C44 0198|0181 | 0,190 84
C15 01830181 | 0,182 18
Grupo E25 C25 0181)0195| 0,188 71 44 37 84
C35 0146|0191 | 0,169 ND
Grupo de co1 0154|0191 | 0173 ND
reversion C02 0178|0187 | 0,183 22 60 53 88
Co3 0195/ 0187 | 0,191 97
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Interleucina TNFa - Plasma. Concentracion IL-1 8 expresada en (pg/mL) // Grupo satélite: Sin

inducciéon de dafo // Grupo control: Maximo dafio con administracion de vehiculo (1
ml/100g/dia/VO) // Grupo patron: Dexametasona (1mg/Kg/dia/\VO) // Grupo E100: Fraccion
butandlica de calices de Physalis peruviana L. (100 mg/Kg/dia/VO) /I Grupo E50: Fraccion

butandlica de célices de Physalis peruviana L. (50 mg/Kg/dia/VO) // Grupo E25: Fraccion

butandlica de cdlices de Physalis peruviana L. (25 mg/Kg/dia/VO) // Grupo de reversion:

Maximo dafio 43 dias de evolucion n = 20 ratas Wistar hembras // Test Shapiro-Wilk

(normalidad), Test Levene (homocedasticidad), ANOVA — Método de comparacion multiple
Tukey (*p < 0.05) // ND. No determinado.

. . .| Absorbancia | Concentracion .| Desviacion | Coeficiente de
Tratamiento |ID animal &?Sdogsﬁgzéz meda | TNFa (pgiL) Promedio estandar | varacion (%)
B61 {0,368 0,215 0,292 297,91
Grupo satélite | B63 0,296 | 0,268 0,282 252,56 214 108 50
B65 |0,223| 0,274 0,249 92,62
C21 0,207 0,262 0,235 25,78
Grupo control | C31 {0,221 0,369 0,295 314,62 145 151 104
C51 [0,249(0,249*| 0,249 95,01
C22 10,218 0,289 0,254 116,49
Grupo patron | €32 {0,198 0,332 0,265 171,39 140 28 20
C42 10,207 | 0,306 0,257 130,81
C13 (0,258 | 0,274 0,266 176,17
GrupoE100 | 33 | 019]019%| 0,100 ND 219 61 2
C43 | 0,22 | 0,348 0,284 262,10
C24 10,190,273 0,235 25,78
Grupo E50 C34 10,209 0,234 0,222 ND ND ND ND
C44 10,1791 0,259 0,219 ND
C15 (0,331 0,337 0,334 500,81
Grupo E25 C25 10,255/ 0,291 0,273 209,59 308 167 54
C35 (0,263 0,285 0,274 214,36
C01 {0,271 0,289 0,280 243,01
Grupo de
feverSien C02 {0,206 | 0,284 0,245 75,91 112 118 105
C03 {0,216 | 0,249 0,233 16,23
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D. Anexo: Curvas de calibracion -
interpolacion de datos ensayos
bioquimicos

A: Curvade IL1B — Actividad inmunomodulador B: Curvade TNFa - Actividad inmunomodulador
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E. Anexo: Datos en prueba de acido
bicinconinico para determinacion de
proteina en plasmay homogenado

Acido bicinconinico - Plasma. (*) Concentraciéon de proteina ajustada de acuerdo con el
factor de dilucién 50 // (**) Descarte de datos por criterio Chauvenet // Grupo satélite: Sin
induccion de dafio // Grupo control: Maximo dafio con administracion de vehiculo (1
ml/100g/dia/VO) /I Grupo patron: Dexametasona (1mg/Kg/dia/VO) // Grupo E100: Fraccion
butandlica de calices de Physalis peruviana L. (100 mg/Kg/dia/VO) // Grupo E50: Fraccion
butandlica de célices de Physalis peruviana L. (50 mg/Kg/dia/VO) // Grupo E25: Fraccion
butandlica de célices de Physalis peruviana L. (25 mg/Kg/dia/\VO) // Grupo de reversion:
Méaximo dafio 43 dias de evolucibn n = 20 ratas Wistar hembras // Test Shapiro-Wilk

(normalidad), Test Levene (homocedasticidad), ANOVA — Método de comparacion multiple

Tukey (*p < 0.05).

.| Concentracion | Concentracion . . -
. . . . Absorbancia . . Promedio | Desviacion | Coeficiente de
Tratamiento| ID Animal Absorbancia por triplicado nedia Proteina Proteina (mginl) estandar | viacion (%)
(wg/ml)*s0* |  (mg/ml)
oo B63 0,751 0812 0,974 0,846 83292,78 83,29
satéte B64 07 0,79 0,851 0,780 76778 43 76,78 81,15 4 467
B65 0,736 0,851 0,953 0,847 83392,49 83,39
Cll 0,696 0,786 0,962 0,815 80201,79 80,20
Giupo C21 1,12 1,121 1,183 1,141 11277351 112,77
contl C3l 0,494 0,544 0,561 0,533 52116,99 52,12 96,97 30 31,05
C4l 0,857 1,506 14 1,254 124040,66 124,04
C51 1,148 0,96 1,405 1171 115731,55 115,73
Grupo C12 0,614 1,187 1,114 0972 95856,15 95,86
patron (52 0,612 0,924 0,446 0,661 £4846,55 64,85 80 2 229
C13 08 0,968 1.7 1,013 99944,24 99,94
23 0815 1,095 | 2833+ 0,955 94194,33 94,19
Grupo E100 C33 0,525 0,795 0,785 0,702 68934,63 68,93 94,53 23 24,02
C43 0,664 083 0,963 0,819 80633,86 80,63
Ch3 1,099 1,508 2,648+ 1,304 128943,04 128,94
Cl4 1,028 1,153 1,418 1,200 118589,89 118,59
C24 1,406 1,335 1475 1,405 139096,78 139,10
OO oo T ot08 | og1e | ogor | omeL | e | Mg 12% d 240
Cd4 0,722 1,161 1,73 1,204 119055,20 119,06
Grupo E25 C45 0,928 1,706 1,941 1,525 151028,66 151,03 151,03 NA NA
Owode | s | oos | ous | 14 | 0% | 91819 | 9516 %16 NA NA
reversion
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Acido bicinconinico — Homogenado de patas. (*) Concentracion de proteina ajustada de
acuerdo al factor de dilucién 5 // (**) Descarte de datos por criterio Chauvenet // Grupo satélite:
Sin induccion de dafio // Grupo control: Maximo dafio con administracion de vehiculo (1
ml/100g/dia/VO) // Grupo patrén: Dexametasona (1mg/Kg/dia/VO) // Grupo E100: Fraccion
butandlica de calices de Physalis peruviana L. (100 mg/Kg/dia/VO) // Grupo E50: Fraccién
butandlica de calices de Physalis peruviana L. (50 mg/Kg/dia/\VO) // Grupo E25: Fraccion
butandlica de célices de Physalis peruviana L. (25 mg/Kg/dia/VO) /I Grupo de reversion:
Maximo dafio 43 dias de evoluciébn n = 27 ratas Wistar hembras // Test Shapiro-Wilk
(normalidad), Test Levene (homocedasticidad), ANOVA — Método de comparacion multiple
Tukey (*p < 0.05).

. ID . Absorbanciapor |Absorbancia| Concentracién | Concentracion Cor?cen racmn. . |Desviacion | Coeficiente de
Tratamiento X Lateralidad S X N X Proteina promedio [Media A
Animal triplicado media Proteina (ug/mL)* | Proteina (mg/mL) (mg/ml) estandar variacion
B61 D 0,543 | 0,615 | 0,64 0,599 4662 4,66 4,66
B62 | 0,494 | 0,696 | 0,687 0,626 4939 4,94 4,94
G B63 D 0,511 0,42 [0,474 0,468 3287 3,29 3,29
rupo
satelite B64 D 0,725| 0,65 |0,622 0,666 5359 5,36 478 4,32 0,69 15,98
B64 | 0,51 | 0,636 | 0,518 0,555 4193 4,19
B65 D 0,469 | 0,599 | 0,546 0,538 4018 4,02 296
B65 | 0,506 | 0,543 | 0,529 0,526 3892 3,89 !
Cl1 D 0,519 | 0,593 | 0,537 0,550 4141 4,14 408
C11 | 0,466 | 0,555 | 0,591 0,537 4011 4,01 !
G Cc21 D 0,514 | 0,448 | 0,588 0,517 3794 3,79 3,79
corr':ljt?(ljjl C31 | 0,512 | 0,47 |0,565 0,516 3784 3,78 3,78 4,06 0,28 6,99
D 0,539 | 0,531 | 0,589 0,553 4176 4,18
C41 4,17
| 0,451 | 0,638 | 0,567 0,552 4165 4,17
C51 | 0,464 | 0,675 | 0,602 0,580 4463 4,46 4,46
D 0,384 0,76 | 0,445 0,530 3931 3,93
C12 3,96
| 0,422 | 0,627 | 0,558 0,536 3994 3,99
C22 D 0,412 | 0,589 | 0,579 0,527 3899 3,90 3,90
Grupo patron|  C32 | 0,314 | 0,65 |0,587 0,517 3798 3,80 3,80 391 0,52 1340
C42 | 0,651 | 0,641 | 0,553 0,615 4827 4,83 4,83
C52 D 0,384 | 0,429 | 0,57 0,461 3210 3,21 3,21
C52 | 0,353 | 0,511 | 0,674 0,513 3752 3,75 3,75
C13 D 0,347 | 0,486 | 0,462 0,432 2901 2,90 2,90
D 0,357 | 0,553 | 0,477 0,462 3224 3,22
C23 4,11
| 0,488 | 0,649 | 0,755 0,631 4991 4,99
Grupo E100| C33 D 0,612 | 0,683 | 0,609 0,635 5033 5,03 5,03 3,97 0,82 20,53
C43 | 0,543 |1,242**| 0,594 0,569 4338 4,34 4,34
C53 D 0,434 | 0,659 | 0,503 0,532 3955 3,96 349
C53 | 0,326 | 0,508 | 0,494 0,443 3017 3,02 !
D 0,498 | 0,496 | 0,594 0,529 3927 3,93
Cl4 4,32
| 0,432 0,638 | 0,74 0,603 4704 4,70
Grupo E50 C24 | 0,421 | 0,455 | 0,468 0,448 3073 3,07 3,07 4,17 0,79 18,93
C34 D 0,432 | 0,474 | 0,795 0,567 4323 4,32 4,32
C44 D 0,431 0,662 | 0,789 0,627 4956 4,96 4,96
| 0,427 | 0,489 | 0,438 0,451 3108 3,11
Ci15 311
| 0,476 | 0,502 | 0,536 0,505 3668 3,67
Grupo E25 C35 D 0,558 | 0,564 | 0,583 0,568 4337 4,34 4,34 3,79 0,53 14,01
C45 D 0,512 | 0,667 | 0,491 0,557 4214 4,21 405
C45 | 0,45 | 0,621 | 0,504 0,525 3882 3,88 !
D 0,486 | 0,447 | 0,602 0,512 3742 3,74
Grupode | CO1 3,74
reversion | 0,543 | 0,594 | 0,698 0,612 4792 4,79 3,88 0,85 22,01
CO3 | 035 | 049 |0/512 0,451 3101 3,10 3,10
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F. Anexo: Datos prueba TBARs

TBARs — Plasma. Grupo satélite: Sin induccion de dafio // Grupo control: Maximo dafio con
administracion de vehiculo (1 ml/100g/dia/VO) /I Grupo patron: Dexametasona
(1mg/Kg/dia/VO) // Grupo E100: Fraccion butandlica de célices de Physalis peruviana L. (100
mg/Kg/dia/VO) // Grupo E50: Fraccion butandlica de Physalis peruviana L. (50 mg/Kg/dia/VO)
I/ Grupo E25: Fraccién butanélica de calices Physalis peruviana L. (25 mg/Kg/dia/VO) // Grupo
de reversion: Maximo dafio 43 dias de evolucion // n=27 ratas Wistar hembra // Formacion de
TBARs expresado (%) // (*) Rechazo de datos criterio Chauvenet // Test Shapiro-Wilk
(normalidad), Test Levene (homocedasticidad), ANOVA — Método de comparacién mdultiple
Tukey (*p < 0.05).

Tratamiento ID Absorbancia por | Absorbancia| Formacion de Promedio Desviacién | Coeficiente de
Animal triplicado promedio TBARS (%) estandar | variacion (%)
B61 0,28 [ 0,282 | 0,29 0,284
B62 |0,294]0,298| 0,292 0,295

Grupo satélite B63 |0,253]0,245[0,249 0,249 100 100 NA NA
B64* | 0,82 | 0,602 | 0,515 0,646
B65 |0,302]0,343|0,325 0,323
Cl11 [0,304 0,309 0,298 0,304 106
C21 [0,2570,269 0,274 0,267 93

Grupo control C31 [0,257(0,271|0,265 0,264 92 96 7 7
C41 (0,251 0,266 | 0,266 0,261 91
C51 [0,299(0,292| 0,28 0,290 101
C12* | 0,57 |0,572| 0,6 0,581 202*
C22 (0,259 0,256 | 0,255 0,257 89

Grupo patrén C32 [0,308]0,256| 0,25 0,271 94 91 5 6
C42 [0,239|0,245]| 0,247 0,244 85
C52 (0,266 0,275 0,291 0,277 96
C13 [0,2970,294 0,281 0,291 101
C54 [0,454|0,458 0,474 0,462 161*

Grupo E100 C33 [0,275| 0,3 |0,284 0,286 100 104 18 17
C43 [0,258(0,234| 0,25 0,247 86
C53 [0,366|0,372| 0,377 0,372 129
Cl14 | 0,27 |0,277|0,273 0,273 95
C24 (0,236 0,247 | 0,256 0,246 86

Grupo ESO C34 |0,281]0,2790,267| 0,276 96 % 8 8
C44 0,3 [0,304 0,306 0,303 105
C15 [0,272|0,263|0,278 0,271 94
C25 [0,2350,271 0,251 0,252 88

Grupo E25 C35 |0,343]0,323[0,349] 0,338 118 105 16 16
C45 [0,422|0,314 0,301 0,346 120
C01 [0,2820,306| 0,35 0,313 109

Grupo de reversién| C02 |0,252| 0,26 | 0,25 0,254 88 97 10 11

C03 [0,289| 0,27 | 0,264 0,274 95
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e TBARs - Homogenado de patas. Grupo satélite: Sin induccién de dafio // Grupo control:
Maximo dafio con administracion de vehiculo (1 ml/100g/dia/VO) // Grupo patron:
Dexametasona (1mg/Kg/dia/VO) // Grupo E100: Fraccion butandlica de célices de Physalis
peruviana L. (100 mg/Kg/dia/VO) /I Grupo E50: Fraccion butanélica de Physalis peruviana L.
(50 mg/Kg/dia/VO) /I Grupo E25: Fraccion butandlica de calices Physalis peruviana L. (25
mg/Kg/dia/VO) /I Grupo de reversién: Maximo dafio 43 dias de evolucion // n=27 ratas Wistar
hembra // Formacién de TBARs expresado (%) // (*) Rechazo de datos criterio Chauvenet //
Test Shapiro-Wilk (normalidad), Test Levene (homocedasticidad), ANOVA - Método de

comparacién multiple Tukey (*p < 0.05).

Tratamiento ID Lateralidad Abso_rba}ncia por |Absorbancia| Formacién de Promedio Desviacion | Coeficiente de
Animal patas triplicado promedio TBARS (%) estandar variacion (%)
B61 D 0,255]0,231(0,245 0,244
B62 | 0,26210,288 | 0,291 0,280
B62 D 0,277(0,244 10,244 0,255
0 B63 D 0,221]0,221(0,205 0,216
Grupo satélite B64 | 0.263]0.294] 0,238 0,265 100 100 NA NA
B64 D 0,26 10,247(0,271 0,259
B65 | 0,222]0,227(0,258 0,236
B65 D 0,231(0,228]0,243 0,234
Cl1 | 0,27 |0,253(0,278 0,267 107
Cl1 D 0,28410,299 (0,294 0,292 118
c21 D 0,243]0,268 (0,261 0,257 104
Grupo control C31 | 0,203]0,195( 0,244 0,214 86 105,11 10,58 10,07
C41 | 0,272(0,234]0,311 0,272 110
C41 D 0,241] 0,23 (0,259 0,243 98
C51 | 0,292 0,293 0,263 0,283 114
C12 | 0,23910,229 (0,224 0,231 93
C12 D 0,25210,237( 0,23 0,240 96
C22 D 0,237(0,251] 0,245 0,244 98
Grupo patrén C32* | 0,21 /0,198 (0,227 0,212 85 97,42 2,54 2,61
C42 | 0,237]0,257(0,252 0,249 100
C5h2 | 0,24910,238( 0,248 0,245 99
C52 D 0,242]0,231(0,261 0,245 98
C13 D 0,232]0,255 0,225 0,237 95
C54 | 0,327]0,313(0,302 0,314 126*
C54 D 0,243]0,268 (0,231 0,247 99
Grupo E100 =7 D |07216]0.232[0,243] 0,230 93 99,95 2t 7.28
C43 | 0,24910,248 (0,252 0,250 100
C53 D 0,301 0,264 0,268 0,278 112
Cl4 | 0,281]0,267(0,283 0,277 111
Cl4 D 0,217]0,227(0,214 0,219 88
Grupo E50 C24 | 0,24 10,246 (0,243 0,243 98 106,58 13,81 12,96
C34 D 0,263]0,346 (0,315 0,308 124
C44 D 0,291 (0,258 0,283 0,277 112
C15 | 0,219]0,211(0,216 0,215 87*
C25 | 0,2460,265 (0,267 0,259 104
Grupo E25 C35 D 0,247]0,246| 0,254 0,249 100 104,96 3,57 3,40
C45 D 0,2690,256 (0,279 0,268 108
C45 | 0,264 (0,264 0,274 0,267 108
CO1 D 0,256 0,247(0,264 0,256 103
Grupo de reversion| CO2 | 0,265]0,214 (0,211 0,230 93 105 13,67 13,02
CO3 | 0,283 0,316 0,293 0,297 120




Bibliografia

127

G.

Anexo: Datos método FRAP -

Capacidad antioxidante

FRAP - Plasma. Grupo satélite: Sin induccion de dafio // Grupo control: Maximo dafio con administracion

de vehiculo (1 ml/100g/dia/VO) // Grupo patrén: Dexametasona (1mg/Kg/dia/VO) // Grupo E100: Fraccion
butandlica de célices de Physalis peruviana L. (100 mg/Kg/dia/VO) // Grupo E50: Fraccién butandlica de

Physalis peruviana L. (50 mg/Kg/dia/VO) // Grupo E25: Fraccion butandlica de calices Physalis peruviana

L. (25 mg/Kg/dia/VO) // Grupo de reversién: Maximo dafio 43 dias de evolucién // n =28 ratas Wistar

hembra // Concentracién de Fe?* expresada (UM) // (*) Rechazo de datos criterio Chauvenet // Test

Shapiro-Wilk (normalidad), Test Levene (homocedasticidad), ANOVA — Método de comparacion multiple
Tukey (*p < 0.05).

. ID . . Absorbancia |Concentracion Promed|ou Desviacion | Coeficiente de
Tratamiento ) Absorbancia por triplicado ) (Concentracion L
Animal promedio Fe2+ (um) estandar | variacion (%)
Fe2+ (uM))

B61 0,436 0,474 0,500 0,470 3833
B62 0,371 0,383 0,347 0,367 2934

;igﬁ; B63 0,463 0,434 0,453 0,450 3658 3259 450 13,82
B64 0,390 0,334 0,400 0,375 3001
B65 0,362 0,339 0,379 0,360 2872
Cl1 0,470 0,486 0,480 0,479 3909
C21 0,450 0,471 0,466 0,462 3764

Grupo control C31 0,518 0,568 0,560 0,549 4522 4237 439 10,36
C41 0,505 0,515 0,502 0,507 4161
c51 0,555 0,587 0,610 0,584 4830
C12 0,593 0,652 0,652 0,632 5252
C22 0,468 0,468 0,481 0,472 3854

Grupo patrén C32 0,558 0,568 0,582 0,569 4701 3989 1086 27,21
C42 0,444 0,466 0,469 0,460 3742
C52 0,243 0,288 0,386 0,306 2398
C13 0,452 0,437 0,436 0,441 3584
C23 0,460 0,481 0,495 0,478 3907

Grupo E100 C33 0,523 0,509 0,539 0,524 4305 3619 504 13,93
C43 0,409 0,400 0,402 0,404 3253
C53 0,360 0,383 0,397 0,380 3046
Cl4 0,363 0,362 0,346 0,357 2845

Grupo E50 C24 0,406 0,411 0,409 0,409 3298 3351 398 1189
C34 0,420 0,428 0,431 0,427 3453
Ca4 0,460 0,453 0,488 0,467 3806
C15 0,328 0,372 0,371 0,357 2844

Grupo E25 C25 0,351 0,360 0,372 0,361 2882 3007 188 6,24
C35 0,399 0,425 0,388 0,404 3255
C45 0,359 0,378 0,403 0,380 3046
C01 0,428 0,436 0,473 0,446 3620

g\i’r‘;gﬁ 02 0,440 0,454 0,445 0,446 3626 3600 39,43 1,10
C03 0,472 0,429 0,414 0,438 3555
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Titulo de la tesis o trabajo de investigacion

e FRAP - Homogenado de patas. Grupo satélite: Sin inducciéon de dafio // Grupo control:

Maximo dafio con administracion de vehiculo (1 ml/100g/dia/VO) // Grupo patron:

Dexametasona (1mg/Kg/dia/VO) // Grupo E100: Fraccion butandlica de célices de Physalis

peruviana L. (100 mg/Kg/dia/VO) /I Grupo E50: Fraccién butandlica de calices de Physalis

peruviana L. (50 mg/Kg/dia/VO) // Grupo E25: Fraccion butandlica de célices de Physalis

peruviana L. (25 mg/Kg/dia/VO) // Grupo de reversion: Maximo dafio 43 dias de evolucién // n

=28 ratas Wistar hembra // Concentracion de Fe?* expresada (UM) // (*) Rechazo de datos

criterio Chauvenet // Test Shapiro-Wilk (normalidad), Test Levene (homocedasticidad),

ANOVA — Método de comparacion multiple Tukey (*p < 0.05).

. ID Lateralidad . - Absorbancia | Concentracion Promedlo. .| Desviacion | Coeficiente de
Tratamiento X Absorbancia por triplicado . (Concentracién L
Animal patas promedio Fe2+ (uM) estandar | variacion (%)
Fe2+ (uM))
B61 D 0,272 0,277 0,284 0,278 2152
B62 | 0,486 0,503 0,497 0,495 4052*
D 0,816 0,850 0,861 0,842 7089*
Grupo satél B63 D 0,347 0,359 0,352 0,353 2807 2206 373 1146
B64 | 0,338 0,323 0,342 0,334 2648
D 0,281 0,313 0,301 0,298 2332
B65 | 0,236 0,235 0,263 0,244 1861
D 0,257 0,259 0,258 0,258 1979
ci1 | 0,210 0,231 0,234 0,267 2058
D 0,250 0,246 0,254 0,292 2280
Cc21 D 0,186 0,207 0,189 0,257 1973
Grupo control C31 | 0,250 0,268 0,317 0,214 1594 2008 230 11,46
cat | 0,248 0,239 0,268 0,272 2105
D 0,222 0,219 0,222 0,243 1851
C51 | 0,192 0,188 0,211 0,283 2195
c12 | 0,557 0,564 0,547 0,231 1740
D 0,410 0,368 0,404 0,240 1819
C22 D 0,269 0,294 0,287 0,244 1860
Grupo patrén C32 | 0,212 0,225 0,217 0,212 1574 1803 113 6,26
C42 | 0,184 0,198 0,203 0,249 1898
cs2 | 0,337 0,345 0,338 0,245 1866
D 0,233 0,229 0,215 0,245 1863
C13 D 0,207 0,209 0,220 0,237 1798
cs4 | 0,209 0,213 0,220 0,314 2469
Grupo E100 D 0,318 0,321 0,320 0,247 1886 1991 973 1472
C33 D 0,227 0,225 0,230 0,230 1737
C43 | 0,261 0,285 0,290 0,250 1906
C53 D 0,225 0,209 0,207 0,278 2151
cla | 0,217 0,221 0,219 0,277 2145
D 0,319 0,310 0,329 0,219 1641
Grupo E50 C24 | 0,306 0,324 0,330 0,243 1848 2040 300 14,72
C34 D 0,209 0,234 0,209 0,308 2417
C44 D 0,193 0,211 0,215 0,277 2148
C15 | 0,221 0,212 0,221 0,215 1606
C25 | 0,205 0,488 0,226 0,259 1991
Grupo E25 C35 D 0,266 0,373 0,397 0,249 1901 1925 191 9,90
ca5 D 0,205 0,236 0,250 0,268 2067
| 0,290 0,305 0,316 0,267 2061
CO1 D 0,218 0,209 0,208 0,211 1571
Grupo de
reversién C02 | 0,229 0,229 0,244 0,234 1768 1668 98 5,89
COo3 | 0,220 0,224 0,223 0,222 1666
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H. Anexo: Datos prueba de

administracion

superoxido dismutasa (SOD)

e SOD - Plasma. Grupo satélite: Sin inducciéon de dafio // Grupo control: Maximo dafio con

de vehiculo (1 ml/100g/dia/VO)

/I Grupo patrén:

Dexametasona

(1mg/Kg/dia/VO) /I Grupo E100: Fraccion butandlica de calices de Physalis peruviana L. (100
mg/Kg/dia/VO) // Grupo E50: Fraccién butandlica de Physalis peruviana L. (50 mg/Kg/dia/VO)
I/ Grupo E25: Fraccién butandlica de célices Physalis peruviana L. (25 mg/Kg/dia/VO) // Grupo

de reversion: Maximo dafio 43 dias de evolucién // n =28 ratas Wistar hembra //Velocidad // (*)

Rechazo de datos criterio Chauvenet // Test Shapiro-Wilk (normalidad), Test Levene

(homocedasticidad), ANOVA — Método de comparacion multiple Tukey (*p < 0.05).

Tratamiento

animal

0,5

15

2,5

3,5

4,5

Velocidad

Promedio

Desviacion
estandar

Coeficiente de
variacion (%)

Grupo satélite

B63

0,551

0,544

0,547

0,541

0,546

0,547

0,545

0,547

0,543

0,551

B63

0,551

0,548

0,549

0,547

0,551

0,551

0,557

0,547

0,553

0,551

B63

0,551

0,552

0,551

0,554

0,549

0,554

0,555

0,554

0,551

0,553

0,00069
0,00096
0,00035

B64

0,565

0,567

0,562

0,562

0,561

0,566

0,563

0,566

0,566

0,563

B64

0,584

0,582

0,582

0,58

0,579

0,581

0,583

0,579

0,585

0,581

0,00017
0,00018

B65

0,515

0,515

0,517

0,515

0,516

0,518

0,515

0,515

0,517

0,516

B65

0,491

0,489

0,488

0,486

0,49

0,49

0,495

0,493

0,493

0,493

B65

0,543

0,541

0,54

0,538

0,54

0,542

0,542

0,543

0,539

0,542

0,00006
0,00147*
0,00032

3,90E-04

0,0003

83

Grupo control

C11

0,457

0,455

0,452

0,454

0,45

0,453

0,454

0,454

0,457

0,453

0,00021

C21

0,528

0,527

0,524

0,524

0,523

0,525

0,526

0,527

0,526

0,526

Cc21

0,561

0,557

0,556

0,556

0,555

0,557

0,558

0,556

0,562

0,567

0,00027
0,00170*

C41

0,553

0,549

0,55

0,55

0,549

0,548

0,547

0,554

C41

0,564

0,556

0,557

0,555

0,556

0,557

0,559

0,554

0,00024
0,00007

C51

0,518

0,52

0,517

0,52

0,519

0,521

0,518

0,524

C51

0,554

0,557

0,553

0,555

0,553

0,558

0,553

0,558

0,00092
0,00087

4,30E-04

0,0004

86

Grupo patrén

C22

0,738

0,731

0,736

0,739

0,737

0,737

0,736

0,738

0,00075

C32

0,599

0,603

C32

0,577

0,58

0,574

0,583

0,582

0,583

0,579

0,579

0,00028
0,00012

C42

0,499

0,503

0,503

0,501

C42

0,513

0,516

0,513

0,517

0,00033
0,00034

C52

0,525

0,516

0,523

0,523

C52

0,516

0,511

0,503

0,507

0,00097
0,00036

4,10E-04

0,0003

73

Grupo E100

C13

0,573

0,57

0,574

0,573

0,00033

Cc23

0,58

0,579

0,585

0,583

C33

0,693

C43

0,604

0,604

0,608

0,611

C53

0,539

0,54

0,533

0,537

0,00036
0,00064
0,00162*
0,00013

3,67E-04

0,0002

57

Grupo E50

Cl14

0,488

0,495

0,498

0,494

0,00033

Cl14

0,642

0,647

0,642

0,648

C24

0,557

0,56

0,56

0,565

C34

0,571

0,58

0,58

0,59

C34

0,601

0,593

0,591

0,592

C34

0,555

0,555

0,554

0,548

ca4

0,535

0,534

0,536

0,538

C54

0,505

0,517

0,514

0,514

C54

0,534

0,538

0,535

0,54

C54

0,515

0,518

0,514

0,519

0,00084
0,00144*
0,00268*
0,00102
0,00017
0,00001
0,00052
0,00029
0,00035

4,41E-04

0,0003

7

Grupo E25

C15

0,487

0,496

0,497

0,496

0,00065

C15

0,556

0,55

0,552

0,553

0,551

0,00011

C25

0,478

0,481

0,483

0,477

0,00018

C25

0,491

0,486

0,489

0,488

0,489

0,49

C45

0,461

0,454

0,451

0,458

0,46

0,455

0,00005
0,00087

3,73E-04

0,0004

98

Grupo reversion

co1

0,481

0,478

0,478

0,483

0,483

0,482

0,00125

Co2

0,547

0,546

0,546

0,54

0,543

0,547

0,00034

Co2

0,555

0,551

0,554

0,556

0,552

0,551

0,00050

Co2

0,498

0,487

0,491

0,496

0,494

0,495

0,00096

C03

0,553

0,551

0,554

0,549

0,554

0,551

0,00017

Co3

0,522

0,513

0,51

0,508

0,511

0,514

0,00078

6,67E-04

0,0004

61
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Titulo de la tesis o trabajo de investigacion

SOD - Homogenado de patas Grupo satélite: Sin induccién de dafio // Grupo control: Maximo

dafio con administracion de vehiculo (1 ml/100g/dia/VO) /I Grupo patrén: Dexametasona

(Img/Kg/dia/VO) // Grupo E100: Fraccion butandlica de calices de Physalis peruviana L. (100
mg/Kg/dia/VO) // Grupo E50: Fraccion butandlica de Physalis peruviana L. (50 mg/Kg/dia/VO)
/I Grupo E25: Fraccién butandlica de célices Physalis peruviana L. (25 mg/Kg/dia/VO) // Grupo

de reversion: Maximo dafio 43 dias de evolucion // n =28 ratas Wistar hembra //Velocidad // (*)

Rechazo de datos criterio Chauvenet // Test Shapiro-Wilk (normalidad), Test Levene

(homocedasticidad), ANOVA — Método de comparacion multiple Tukey (*p < 0.05).

[Tratamiento

ID
animal

0,5

1.9

2,5

35

4,5

Velocidad

Promedio

Desviacion
estandar

Coeficiente de
variacion (%)

Grupo
satélite

C61

0,329

0,326

0,328

0,323

0,322

0,326

0,329

0,325

0,331

0,325

0,0007

C62D

0,399

0,397

0,402

0,405

0,404

0,403

0,406

0,404

0,404

0,404

0,0013

C62D

0,382

0,382

0,379

0,379

0,377

0,386

0,379

0,38

0,39

0,383

0,0007

C62D

0,423

0,424

0,428

0,431

0,431

0,432

0,433

0,428

0,432

0,435

0,0014

C63

0,422

0,409

0,405

0,399

04

0,406

0,407

0,406

04

0,0002

C64

0,489

0,478

0,482

0,479

0,482

0,478

0,484

0,477

0,484

0,476

0,0000

C65

0,385

0,382

0,382

0,382

0,387

0,385

0,382

0,394

0,386

0,378

0,0010

C65

0,38

0,382

0,383

0,378

0,377

0,375

0,376

0,382

0,383

0,382

0,0003

7,26E-04

0,0009

118

Grupo
control

Ci1

0,38

0,372

0,37

0,366

0,361

0,375

0,37

0,373

0,366

0,375

0,0005

Cl1

0,388

0,382

0,377

0,369

0,378

0,378

0,371

0,376

0,386

0,376

0,0000

C31

0,398

0,39

0,392

0,393

0,392

0,391

0,389

0,391

0,394

0,393

0,0003

C41

0,442

0,431

0,435

0,434

0,425

0,437

0,434

0,428

0,433

0,432

0,0001

C41

0,437

0,435

0,437

0,433

0,437

0,435

0,437

0,435

0,436

0,439

0,0005

C41

0,401

0,41

0,402

0,408

0,402

0,407

0,408

0,41

0,41

0,406

0,0011

C51

0,42

0,415

0,417

0,419

0,413

0,417

0,419

0,423

0,415

0,415

0,0001

3,73E-04

0,0005

123

Grupo
patrén

Ci12

0,418

0,41

0,415

0,413

0,409

0,411

0,415

0,414

0,406

0,415

0,0000

C22

0,408

0,414

0,404

0,403

0,411

0,408

0,404

0,407

0,406

0,41

0,0003

Cc22

0,409

0,404

0,398

0,401

04

0,408

04

0,407

0,406

0,405

0,0005

C22

0,419

0,411

0,41

0,416

0,412

0,414

0,42

0,422

0,415

0,412

0,0003

C32

0,389

0,389

0,388

0,39

0,387

0,385

0,394

0,391

0,386

0,389

0,0001

C52

0,402

0,395

0,406

0,399

0,403

0,402

0,395

0,404

0,403

0,405

0,0003

2,57E-04

0,0000

15

Grupo E100

C13

0,436

0,433

0,431

0,436

0,435

0,433

0,432

0,432

0,433

0,439

0,0005

C33

0,419

0,413

0,411

0,418

0,412

0,413

0,412

0,41

0,412

0,417

0,0000

C33

0,385

0,381

0,383

0,381

0,382

0,386

0,382

0,385

0,386

0,387

0,0008

C43

0,411

0,414

0,412

0,412

0,411

0,413

0,412

0,414

0,416

0,414

0,0005

C43

0,391

0,393

0,383

0,387

0,385

0,387

0,389

0,386

0,387

0,389

0,0000

C53

0,437

0,435

0,44

0,436

0,437

0,437

0,44

0,435

0,44

0,432

0,0000

C53

0,379

0,371

0,369

0,372

0,368

0,369

0,371

0,368

0,365

0,372

0,0004

C53

0,43

0,434

0,431

0,429

0,431

0,434

0,431

0,43

0,43

0,434

0,0002

C53

0,479

0,475

0,479

0,477

0,475

0,48

0,474

0,481

0,479

0,482

0,0002

2,88E-04

0,0002

74

Grupo E50

Cl4

0,421

0,415

0,411

0,412

0,407

0,408

0,406

0,414

0,408

0,412

0,0001

Cl4

0,388

0,395

0,397

0,394

0,397

0,399

0,396

0,4

0,397

0,398

0,0012

Cl4

0,361

0,358

0,367

0,366

0,359

0,364

0,365

0,368

0,365

0,361

0,0009

C14

0,392

0,393

0,397

0,401

0,402

0,397

0,401

0,401

04

0,0012

Cl4

0,381

0,374

0,372

0,374

0,369

0,373

0,377

0,38

0,383

0,384

0,0021

C24

0,346

0,349

0,349

0,346

0,349

0,351

0,349

0,348

0,348

0,35

0,0004

C34

0,373

0,373

0,382

0,382

0,378

0,38

0,383

0,385

0,376

0,384

0,0014

C34

0,36

0,36

0,362

0,362

0,358

0,365

0,363

0,363

0,366

0,377

0,0019

C44

0,377

0,379

0,381

0,377

0,38

0,378

0,376

0,377

0,376

0,382

0,0004

C54

0,387

0,384

0,387

0,389

0,383

0,384

0,389

0,39

0,391

0,383

0,0009

C54

0,354

0,356

0,354

0,353

0,35

0,355

0,355

0,358

0,353

0,354

0,0001

C54

0,322

0,318

0,318

0,318

0,319

0,322

0,322

0,325

0,324

0,323

0,0012

9,69E-04

0,0009

90

Grupo E25

C15

0,396

04

0,393

0,399

0,395

0,398

0,395

0,4

0,394

0,4

0,0000

C15

0,441

0,428

0,427

0,421

0,419

0,437

0,447

0,441

0,444

0,446

0,0037

Ci15

0,427

0,426

0,426

0,431

0,426

0,428

0,427

0,428

0,43

0,427

0,0006

C25

0,399

0,397

0,395

0,394

0,393

0,39

0,394

0,398

0,394

0,394

0,0004

C45

0,385

0,375

0,381

0,377

0,377

0,377

0,381

0,38

0,38

0,379

0,0007

1,07E-03

0,0004

40

Grupo de
reversion

co1

0,394

0,384

0,387

0,388

0,385

0,383

0,391

0,389

0,401

0,391

0,0025

Co1

0,412

0,395

0,395

0,399

0,39

0,397

0,397

0,397

0,402

0,403

0,0018

2,12E-03

0,0004885

23




