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RESUMEN

Phoradendron es un género de la familia Santalaceae que cuenta con varias especies que
presentan actividad antitumoral, citotoxica e inmunomoduladora. Previos estudios
demostraron que Phoradendron bathyoryctum Eichler posee actividad ansiolitica y
antidepresiva. El objetivo de este trabajo fue determinar la actividad analgésica y
antiinflamatoria de P. bathyoryctum, empleando modelos de dolor inducidos por
estimulos nocivos de tipo mecéanico (presién caudal o Randall-Selitto), quimico (acido
acetico al 0.8%), y térmico (test de la placa caliente) para el estudio de la analgesia;
mientras que el método del edema plantar inducido por carragenina al 1% fue empleado
para evaluar la actividad anti edematosa. Dosis orales de 30 (p<0.01) y 300 (p<0.001)
mg/kg de P. bathyoryctum, denotaron efecto analgésico estadisticamente significativo,
dosis dependiente, empleando el test de Randall-Selitto. Dosis orales de 30 (p<0.05) y
300 (p<0.01) mg/kg de P. bathyoryctum denotaron significativa reduccion del namero de
contorsiones abdominales y de manera dosis dependiente empleando el modelo de
contorsiones abdominales, relacionado con un efecto analgésico. En adiciéon, se observé
incremento del tiempo de latencia de reaccion ante el estimulo térmico tras la
administracion de P. bathyoryctum en dosis de 300 mg/kg (p<0.05) en el test de la placa
caliente, compatible con un efecto analgésico. Finalmente, con la dosis de 30 mg/kg se
evidencié reduccién estadisticamente significativa del edema (p<0.01) inducido por

carragenina al 1%, demostrando actividad antiinflamatoria en comparacion con el control



positivo de edema, con una respuesta de intensidad similar al grupo tratado con 10mg/kg
de indometacina (p<0.01). Se concluye que el extracto bruto de P. bathyoryctum posee la
capacidad de incrementar el umbral del dolor, compatible con efecto analgésico y
capacidad de reducir el edema (antiinflamatoria) inducido por carragenina en ratones.
Estudios farmacoldgicos y quimicos adicionales estan en proceso a fin de dilucidar
mecanismos moleculares y componentes involucrados en los efectos observados.

Palabras clave: Phoradendron bathyoryctum, analgesia, antiinflamatorio, Randall-

Selitto, contorsiones abdominales, placa caliente, pletismémetro.



EVALUATION OF THE INFLUENCE OF ORAL ADMINISTRATION OF
Phoradendron bathyoryctum Eichler ON INDUCED PAIN AND INFLAMMATION
MODELS IN MICE

Author: Alicia Mariela Ortiz Rivas
Advisor: Prof. Dra. Maria del Carmen Hellion de Ibarrola
Pharmacology Department. Chemical Sciences Faculty - UNA

ABSTRACT

The genus Phoradendron belong to Santalaceae family and possess several species with
antitumor, cytotoxic and immunomodulatory activity. Previous studies have shown that
Phoradendron bathyoryctum Eichler has anxiolytic and antidepressant activity. The aim
of this work was to determine the analgesic and anti-inflammatory activity of P.
bathyoryctum, using pain models induced by mechanical (caudal pressure or Randall-
Selitto), chemical (acetic acid 0.8%), and thermal (hot plate test) types of noxious stimuli
for the study of analgesia; while the 1% carrageenan-induced plantar edema method was
used to evaluate the anti-edematous activity. Oral doses of 30 (p<0.01) and 300 (p<0.001)
mg/kg of P. bathyoryctum denoted statistically significant dose-dependent analgesic
effect using the Randall-Selitto test. Oral doses of 30 (p<0.05) and 300 (p<0.01) mg/kg
of P. bathyoryctum denoted significant reduction in the number of abdominal contortions
and in a dose-dependent manner using the abdominal contortions model, related to an
analgesic effect. In addition, an increase in the reaction latency time to the thermal
stimulus was observed after administration of P. bathyoryctum at a dose of 300 mg/kg
(p<0.05) in the hot plate test, compatible with an analgesic effect. Finally, with doses of
30 mg/kg a statistically significant reduction of edema (p<0.01) induced by 1%
carrageenan was evidenced, demonstrating anti-inflammatory activity compared to the

edema positive control with a similar intensity response to the group treated with 10mg/kg



indomethacin (p<0.01). It is concluded that the crude extract of P. bathyoryctum
possesses the ability to increase pain threshold, compatible with analgesic effect and
ability to reduce edema (anti-inflammatory) induced by carrageenan in mice. Further
pharmacological and chemical studies are in progress to elucidate molecular mechanisms
and components involved in the observed effects.

Key words: Phoradendron bathyoryctum, analgesic, anti-inflammatory, Randall-Selitto,

writhing test, hot plate, pletismometer.
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1.- INTRODUCCION

El uso de plantas medicinales para el tratamiento y cura de afecciones de la salud en
nuestro pais data de tiempos inmemorables y hasta el dia de hoy, gran nimero de personas
recurren a la utilizacion de las mismas, siendo éstas su alternativa terapéutica, ya que no

disponen del dinero suficiente para costear un tratamiento farmacoldgico.

Son un gran numero de plantas aquellas que suponen una actividad benéfica para la salud,
la problematica reside en que son muy pocas aquellas que presentan estudios que validan
su uso y garanticen su seguridad. Dentro de las plantas medicinales que han sido
estudiadas y validadas en el pais se encuentran el Nuati Pyta, Kapi’i kati, Vifial, Typycha
ha, Burrito (1-5).

En un libro escrito por Barranco Ruiz et al, se infiere que el dolor generalmente esta
presente en la mayoria de las patologias inflamatorias agudas o cronicas del ser humano
y dependiendo de su intensidad, puede interferir con el bienestar del paciente o hasta
incapacitarlo. El dolor es un problema grave para muchos pacientes que se encuentran en
Unidades de Cuidados Intensivos, ya sea por su patologia o por la cantidad de terapias o
técnicas diagnosticas a la que se los somete. A su vez, en el transcurso de la enfermedad
dolorosa y los procedimientos médicos que la misma conlleva, se puede generar al
paciente un nivel de estrés que conlleva a desajustes organicos y/o psiquiatricos
relevantes como, por ejemplo, la depresion psiquica. Por otro lado, la depresion genera
respuestas neuroendocrinas, metabdlicas y emocionales y que inducen un nivel
importante de dolor perjudicial para la recuperacion, principalmente de aquellos pacientes

resistentes al tratamiento, que empeora su estado general. Durante afios se ha tratado el
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dolor de forma insuficiente, entre otras causas por desconocimiento del vinculo del dolor
con el dafio fisico y/o emocional o el miedo a los posibles efectos secundarios de los
farmacos, como depresion respiratoria o inestabilidad cardiovascular, que pueden ser

inducidas por opiaceos (6).

Existen medicamentos antidepresivos que son efectivos para tratar el dolor asociado al
dafio de los nervios (dolor neuropético). Al menos un tercio de los pacientes con dolor
neuropético que tomaron antidepresivos tradicionales (como amitriptilina) obtuvieron un
alivio del dolor moderado o mejor. También existen pruebas de que la venlafaxina, tiene
una efectividad similar a los antidepresivos tradicionales. Sin embargo, aproximadamente
una quinta parte de los que toman estos medicamentos para el dolor interrumpe el
tratamiento debido a efectos adversos. El dolor neuropatico puede tratarse con

antidepresivos, cuyo efecto es independiente de cualquier efecto sobre la depresion (7).

Estudios realizados por Saarto y Wiffen en 2007 confirman la efectividad de los
antidepresivos para el dolor neuropatico y mencionan que, de cada tres pacientes con
dolor neuropético tratados con algun antidepresivo triciclico o venlafaxina, uno de ellos
lograra al menos un alivio moderado del dolor. Existen otros antidepresivos como los
ISRS que son mejor tolerados y que podrian resultar efectivos, pero se requieren mas
estudios. Aun no esté claro la funcion de los mismos y si podrian utilizarse para prevenir

la aparicién del dolor (7).

Con estos antecedentes, y teniendo en cuenta estudios previos demostrando el efecto
ansiolitico y antidepresivo del P. bathyoryctum Eichler (Ka’avo tyrey) realizado
conjuntamente por miembros de la catedra de Farmacologia de la Facultad de Medicina
(UNI) y el Departamento de Farmacologia de la Facultad de Ciencias Quimicas (UNA)
abona y fundamenta la idea de explorar la actividad analgésica en roedores dado que

drogas antidepresivas son utilizadas en condiciones dolorosas cronicas (8).

Por tanto, existe justificacion académica (para generar nuevo conocimiento), médica
(potencial terapia alternativa o complementaria) socioecondémica (desarrollo comercial de
nuevas drogas) y de innovacion para implementar el uso de esta planta o sus derivados en
la generacion de fitofarmacos mejor tolerados y de buena eficacia para el dolor e

inflamacion.
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Finalmente, en vista de que varios fitoterapicos antitumorales y varias especies de
Phoradendron (muérdago) ejercen potente efecto antiinflamatorio, y basados en la
intrincada asociacion de depresion, dolor e inflamacion, el presente trabajo propone
evaluar la influencia del extracto bruto de P. bathyoryctum sobre modelos de dolor e
inflamacion inducidos en ratones tratados oralmente a fin de validar el uso de esta planta

medicinal.
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2.- MARCO TEORICO

2.1-Dolor

El comité de taxonomia de la International Association for the Study of Pain (IASP)
define al dolor como “una experiencia sensorial o emocional desagradable asociada a un
dafio tisular real o potencial”. También se puede definir al dolor como “una experiencia
perceptiva sensitiva desagradable acompafiada de una respuesta afectiva, motora,
vegetativa e incluso de la personalidad”. Estos componentes poseen unas vias, centros y

mecanismos reguladores propios (9).
Fisiopatologicamente, el dolor se puede clasificar en:

. Dolor nociceptivo: el cual se produce cuando se activan los nociceptores
periféricos, como una sefial de alarma para protegernos frente a estimulos nocivos y al

cual le sigue un reflejo de retirada.

. Dolor neuropético: asociado a lesiones del sistema nervioso central o periférico;

una disfuncion del sistema nervioso reflejada por un conjunto de sintomas.

La complejidad y heterogeneidad de estos sindromes dolorosos siguen presentando retos

a la investigacion tanto basica como clinica.

Existen diversos metodos para cuantificar el dolor. Al emplear procedimientos que
inducen dolor, modelos analogos de la realidad, se puede evaluar la eficacia de los
tratamientos y también analizar variables de la experiencia dolorosa que ejercen un efecto
diferenciado (10).



14

En los animales, el dolor se puede apreciar por medio de sus reacciones, pero a su vez,

las reacciones no necesariamente significan que haya una sensacién de dolor (10).

Varios tipos de respuesta se observan en las pruebas de nocicepcion, pero las que se
observan la mayoria de las veces son las respuestas motoras. En los ensayos de dolor
fisico, las reacciones se producen mediante estimulos térmicos, como en el tail flick test
(o ensayo de retirada caudal) y en el Hot Plate Test (ensayo de la placa caliente); mediante
estimulos mecanicos o eléctricos, como en los ensayos de vocalizacion y del salto
asustado (flinch-jump test). También estan los ensayos del dolor tonico que utiliza
inyecciones de agentes algogenicos intradérmicos como el test de la formalina (formalin
test) o intraperitoneal como el test de contorsiones abdominales (writhing test) y los
ensayos de dilatacion de 6rganos huecos (10).

2.2- Inflamacioén

En una revision bibliogréfica realizada por investigadores se establece que la inflamacion
surge como una respuesta de los organismos a agresiones enddgenas o exdgenas, donde
intervienen tanto la respuesta inmune innata como la adquirida y producen numerosos

efectos locales y sistémicos (11).

Los signos clinicos mas evidentes son: rubor, calor, dolor, tumor e impotencia funcional.
Estas manifestaciones son causadas por la acumulacion de leucocitos, proteinas
plasmaticas y derivados de la sangre hacia sitios de los tejidos extravasculares donde

existe alguna infeccién o lesién, que pudo haber sido o0 no provocada por patdégenos.

La inflamacion se puede clasificar atendiendo diversas variables, en cuestion de tiempo

se las puede clasificar en agudas o crénicas.

La inflamacion aguda comienza en minutos u horas y participan mecanismos de respuesta
Inmune innata que, a su vez, activan la adquirida. Puede ser resolutiva llegando a eliminar
el germen, o progresar a una sepsis o Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica
causado por la infeccién. Hoy en dia se estima que la incidencia de la sepsis ha crecido
en alrededor de 8,7% en Europa y los Estados Unidos. La presencia de pus en la dermis,
esputo amarillento y liquido cefalorraquideo turbio, son signos caracteristicos de una

respuesta inflamatoria aguda (11).
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La inflamacion cronica, por otro lado, ocurre en dias, semanas o0 incluso meses cuando
no se ha eliminado la noxa o lo que genera la inflamacion. Los mecanismos de respuesta
innata participan, pero la adquirida mantiene el proceso en el tiempo y causa dafio tisular.
Por ejemplo, las disfunciones organicas que se evidencian en la sepsis son debidas a los
mecanismos efectores del sistema inmune (SI) que causa mas de 1 millon de

hospitalizaciones al afio (11).

Algunos ejemplos de afecciones inflamatorias pueden ser infecciones persistentes,
enfermedades autoinmunes, exposicion prolongada a toxicos, etcétera. Se pueden citar
también algunas de grado méas bajo como la aterosclerosis, envejecimiento, cancer,

obesidad, enfermedades metabolicas y degenerativas.

En algunas ocasiones, la respuesta inflamatoria puede ser nociva. El SI evolutivamente
se desarrollé en momentos donde las principales causas de mortalidad eran extrinsecas
como infecciones de escasa duracion. En la actualidad las principales causas de
morbilidad son enfermedades relacionadas con el envejecimiento y el estrés. Esta podria
ser una de las razones por las que el SI en ocasiones mantiene una respuesta exagerada

en el tiempo y causa alteracion de la homeostasis (11).

En su revision Gonzalez-Costa et al, infieren que actualmente los conocimientos acerca
de las causantes de una inflamaciéon cronica como enfermedades autoinmunes y
reumatoldgicas se comprenden parcialmente y que aln no se establece la manera en que
ocurre el dafio tisular y la implicancia de otros sistemas como el nervioso, el

cardiovascular, el endocrino y el hematoldgico, entre otros (11).

La respuesta inflamatoria es compleja y son mdaltiples las relaciones que se establecen
entre sus elementos y etapas, implicando y articulando casi todos los sistemas de 6rganos.
Por ello, estos investigadores sostienen que se la debe estudiar y trabajar de manera
integrada y dejar de mirar a la inflamacién como un acontecimiento aislado o de una
determinada especialidad médica, para emplearse en el tratamiento personalizado a los
pacientes en un futuro (11).
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2.3.- Analgesia

La analgesia es alivio o ausencia de dolor ante un estimulo que normalmente se
consideraria doloroso, lo cual es subjetivo debido a la individualidad y la incapacidad de
comunicar directamente sobre la sensacién dolorosa (12). También se lo puede definir
como la pérdida de sensacién del dolor que se da a consecuencia de la interrupcion de la

via del sistema nervioso entre algin érgano de los sentidos y el cerebro.

Para la busqueda de actividad analgésica generalmente utilizan modelos experimentales
como las contorsiones abdominales inducidas por la inyeccion intraperitoneal de una
solucidn de &cido acético al 0,8% (whriting test), el test de presion de la pata/cola (Randall
y Selitto) aunque también existen otros como el test de la placa caliente o el ensayo tail-

flick (retirada caudal).

El modelo de las contorsiones se basa en contar la cantidad de contracciones de la pared
abdominal seguida de la torsion del tronco y la extension de los miembros inferiores
(contorsidn), que se produce como respuesta a la irritacién causada en el peritoneo por la
administracion de acido acético u otros agentes inflamatorios. Es un método cominmente

utilizado para evaluar drogas con actividad analgésica y antiinflamatoria (13,14).

El modelo experimental de Randall-Selitto es un método bastante utilizado para evaluar
la hipernocicepcion y se fundamenta en la induccion de hiperalgesia a través de una
presion creciente en la pata o en la cola del animal. La fuerza necesaria para que el animal

manifieste respuesta al dolor se registra en gramos (14).

El modelo de reaccién al calor o ensayo de la placa caliente, también es uno de los
métodos comUnmente utilizados para evaluar la actividad analgésica, mide la latencia de
respuesta de fuga o de autoproteccion ante el estimulo doloroso. Se dispone a los animales
en una placa a temperatura controlada de 55°C, midiendo el tiempo que demora el animal
en expresar signos de dolor como sea lamer las patas para intentar disminuir la

temperatura o saltar (13).

2.4.- Antiinflamatorios

Rugel Garces, en su trabajo, los define como sustancias capaces de aliviar o mitigar las
sefiales de alarma propiciadas por el organismo frente a manifestaciones de dolor, fiebre
0 tumoracion gue en conjunto conforman la inflamacién. Menciona ademas que gracias

al avance de la ciencia se ha podido desarrollar farmacos especificos y selectivos para
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atenuar este tipo de manifestaciones de la inflamacion, entre los cuales se destacan dos
grupos importantes: los analgésicos antiinflamatorios no esteroideos (AINES) y los
antiinflamatorios esteroideos o glucocorticoides (15).

Para evaluar la actividad antiinflamatoria de las drogas, se utilizan modelos animales. En
general, la génesis de los signos y sintomas de la inflamacion sirve como base para probar
estos farmacos. Entre los pardmetros normalmente evaluados estan edema, alteracion de
la permeabilidad vascular, migracion leucocitaria, fiebre y dolor. Esas técnicas de
evaluacion son generales y no dependen del compuesto a ser ensayado. A pesar de que la
mayoria de las veces no se llega al mecanismo de accion definitivo de la sustancia o
extracto vegetal ensayado, estos modelos experimentales son de gran importancia y
representan un punto de partida para la caracterizacion farmacoldgica de nuevos

compuestos capaces de interferir con el curso de la inflamacién (13).

El modelo del edema de la pata inducido por inyeccién subplantar de carragenina en la
pata posterior es sensible a AINES, por ende, se lo utiliza ampliamente en la busqueda de
nuevos agentes antiinflamatorios. Se reconocen al menos 4 mediadores en la génesis de
ese edema: inicialmente se forma un edema pequefio y precoz, por la accion de la
histamina y la serotonina liberados de los mastocitos, luego actian la bradicinina y
prostaglandinas, causando un edema de mayor intensidad y con pico tardio y remision
lenta (13).

El modelo de la carragenina es muy efectivo para el estudio de la accion de los
antiinflamatorios esteroideos e inhibidores de la ciclooxigenasa, como la aspirina, que
bloguea la sintesis de prostaglandinas. Drogas que interfieren con la accion
edematogénica de la histamina y serotonina son mejor estudiadas con el modelo del
edema de la pata inducido por dextrano o por la inyeccidn de histamina cuyo edema tiene
una evolucién mas corta. El dextrano es un polimero que induce la liberacién de histamina

y serotonina de los mastocitos en la rata (13).
2.5.- Familia Santalaceae

Es una familia del grupo de las Angiospermas o plantas con flores que incluye especies

que anteriormente pertenecian a la familia Viscaceae y Eremolepidaceae.

1. Caracteristicas
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e Porte: hierbas, arbustos, arboles o epifitas, hemiparasitas aéreas o de
raices.

e Hojas: alternas, opuestas o verticiladas simples, sin estipulas,
generalmente carnosas o coriaceas, frecuentemente escamiformes.

e Flores: poco vistosas, imperfectas raramente perfectas, solitarias o en
glomerulos terminales o axilares.

e Perianto: con un solo verticilo de (3)4-6 sépalos, verdes o de colores vivos,
unidos o no en la base, con lobulos valvados hacia arriba.

e Estambres: 4-5, opuestos a los sepalos, con filamentos cortos y anteras
basifijas con dehiscencia longitudinal.

e Gineceo: ovario infero o semi-infero, siempre envuelto por un disco
glandular, 2-5 carpelos, unilocular con 1-5 6vulos, placentacion central,
estilo simple, estigma capitado o trifido.

e Fruto: aquenios, nueces, bayas o drupas.

e Semilla: solitarias, sin testa diferenciada, endosperma copioso, carnoso,
aceitoso o amilaceo.

2. Biologia floral y/o fenologia: La polinizacién es entomdfila o anemdfila. La
dispersion de las diasporas de Phoradendron y Viscum es por zoocoria.

3. Distribucion y hébitat: Es una familia cosmopolita, pero se encuentra mejor
representada en regiones tropicales o aridas.

4. Especies de la familia Santalaceae: Presenta aproximadamente 990 especies
distribuidas en 44 géneros.

5. Importancia: En medicina popular, les asignan diferentes propiedades curativas a
las distintas partes de la planta: digestivo (hojas), para enfermedades venéreas
(frutos) y cortar diarreas (corteza). Algunas como Acanthosyris falcata Griseb. y
Exocarpos cupressiformis Labill. proporcionan frutos comestibles. Muchas
especies de Phoradendron constituyen una amenaza considerable para el
establecimiento de plantaciones forestales de arboles indigenas en algunas partes
de los trépicos, principalmente si se hallan muchos ejemplares sobre el mismo
arbol. En los Esteros del Ibera (Corrientes, Argentina) se han registrado 6 especies
de Phoradendron citadas como hemiparasitos epifitos. En medicina popular se
utiliza Phoradendron liga que posee propiedades hipotensoras. (16)

6. Sindnimos de Phoradendron bathyoryctum Eichler (17)
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e  Phoradendron alophyllum Eichler ex Glaz.
e  Phoradendron balansae Trel.

e  Phoradendron balansae f. hassleri Trel.

e  Phoradendron balansae f. morongi Trel.

e  Phoradendron hieronymi Trel.

e  Phoradendron pinheirense Rizzini

e  Phoradendron psittacanthobium Rizzini

e  Phoradendron ulophyllum Eichler

2.6.- Antecedentes quimicos y farmacologicos del género Phoradendron

y otras especies de muérdago

Phoradendron es un género de la familia Santalaceae con aproximadamente 269 especies
(18). Los muérdagos son plantas parasitas que pertenecen al orden Santalales, un orden
angiospérmico que contiene 18 familias, 160 géneros y mas de 2200 especies (19). Estas
plantas crecen en las ramitas y ramas de las plantas hospederas (por lo general arboles)
utilizando un sistema especializado de raices, Ilamado haustoria, que penetran en el tejido
vascular del hospedero y extraen minerales esenciales y agua (20). La distribucion de este
género se encuentra restringida al continente americano y la mayor diversidad de especies

se concentra en América del Sur (21).

Varias especies de muérdago tienen un amplio uso en la medicina tradicional. Por
ejemplo, Phoradendron carneum Urb., Phoradendron galeottii Trel., Phoradendron
reichenbachianum (Seem.) Oliver y Phoradendron serotinum (Raf.) M.C. Johnst se usan

para tratar trastornos dermatoldgicos y tumores de piel (22).

Las phoratoxinas aisladas de Phoradendron tomentosum manifiestan actividad citotdxica
en diferentes lineas celulares (23). El extracto de metanol de las hojas de Phoradendron
vernicosum Greenm presentd actividad contra el carcinoma nasofaringeo (24). El extracto
acuoso de las hojas de P. serotinum (Raf.) MC Johnst causé efectos toxicos contra el
carcinoma de mama (25) y el extracto etandlico muestra actividad citotdxica contra las

celulas epiteliales pulmonares (26).

Los diferentes extractos de Phoradendron microphyllum mostraron actividad citotoxica
contra las lineas celulares NCI-H292 y Hep-2, mientras que los extractos de la especie

Phoradendron mucronatum mostraron accion inhibitoria hacia las lineas celulares de


http://www.worldfloraonline.org/taxon/wfo-0001270196
http://www.worldfloraonline.org/taxon/wfo-0001267324
http://www.worldfloraonline.org/taxon/wfo-0001270197
http://www.worldfloraonline.org/taxon/wfo-0001267325
http://www.worldfloraonline.org/taxon/wfo-0001075851
http://www.worldfloraonline.org/taxon/wfo-0001270199
http://www.worldfloraonline.org/taxon/wfo-0001270198
http://www.worldfloraonline.org/taxon/wfo-0001075731
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NCI-H292, MCF-7, HEp-2. Los principales porcentajes de inhibicion del crecimiento
celular se observaron en la especie P. mucronatum posiblemente debido a la gran variedad

de componentes detectados (27).

Las partes aéreas del muérdago americano P. serotinum (Raf.) M.C. Johnst. (sinénimo
Phoradendron tomentosum (DC) Engelm.), se usan en la medicina tradicional mexicana
para el tratamiento empirico del dolor corporal, cancer, diabetes, infecciones del tracto
urinario, varices y dismenorrea. El extracto hidro-alcoholico de sus hojas ejerce

actividades antitumorales y efectos inmunomoduladores in vivo e in vitro (27).

Los extractos de muérdago europeo son clasificados como modificadores de la respuesta
bioldgica y su accion inmunomoduladora y antitumoral ha sido ampliamente estudiada.
Se ha demostrado que los extractos de muérdago matan las células cancerosas en el
laboratorio y estimulan el sistema inmunoldgico (28-30). Tres componentes del muérdago
(lectinas, viscotoxinas y alcaloides) pueden ser responsables de sus efectos bioldgicos
(31-33). La terapia con muérdago se utiliza ampliamente en Europa como tratamiento
alternativo y complementario del cancer. Se ha demostrado que el contenido de lectina
(MLI) del extracto esta estrechamente relacionado con su efecto
inmunomodulador/antitumoral y algunos extractos estan siendo estandarizados de

acuerdo con su concentracion de lectina (34-36).

Los extractos de Viscum album L., otra especie de muérdago de la familia Santalaceae,
han sido populares en Europa como un enfoque poco convencional para el tratamiento
del cancer durante siete décadas. Varios informes han sefialado que ejercen efectos

antiinflamatorios y antitumorales debido a la accion sobre el sistema inmune (37).

En dichos extractos se han identificado componentes reductores de tumores como
lectinas, viscotoxinas, proteinas, péptidos, oligosacaridos, alcaloides, compuestos

polifendlicos y flavonoides (37).

Sus actividades anti cancer y los mecanismos se deben a la inhibicion de la proliferacion

celular, a la induccion de citocina y a efectos inmunoadyuvantes (37).
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3.- OBJETIVOS

Objetivo General

e FEvaluar la influencia de la administracion oral del extracto bruto de
Phoradendron bathyoryctum Eichler sobre modelos de dolor e inflamacion

inducidos en ratones.

Objetivos Especificos
e Determinar la influencia de la administracion oral del extracto bruto de P.
bathyoryctum sobre el dolor inducido por presion en ratones.

e Determinar la influencia de la administracién oral del extracto bruto de P.

bathyoryctum sobre el dolor inducido quimicamente en ratones.

e Determinar la influencia de la administracién oral del extracto bruto de P.

bathyoryctum sobre el dolor inducido por calor en ratones.

e Determinar la influencia de la administracién oral del extracto bruto de P.

bathyoryctum sobre modelos de inflamacion.
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4.- MATERIALES Y METODOS

4.1- Disefno

Estudio experimental In vivo.

Poblacion enfocada: Ratones albinos suizos, hembras de entre 25 y 35 g (Mus musculus).

Poblacion accesible: Ratones albinos suizos hembras de entre 25y 35 g del bioterio de la

Facultad de Ciencias Quimicas - Universidad Nacional de Asuncion en el afio 2021.

Criterio de inclusion: especimenes adultos, jovenes, hembras de entre 25y 35 g de peso

corporal mantenidos en un ciclo de luz/oscuridad de 12 h, climatizados a 22-25°C de

temperatura y una humedad relativa del 50-60%

Criterio de exclusiéon: animales con manifestaciones anormales de salud, conductas

bizarras, 0 que se encuentren fuera de los rangos de pesos sefialados més arriba.

Variable independiente: administracion de solucion salina al 0,9% como blanco; extracto

hidro-alcohdlico de hojas de P. bathyoryctum disuelto en solucion salina en dosis de 3,

30y 300 mg/kg, Indometacina 10 mg/Kg y Morfina 6 mg/kg como control positivo.

Variable dependiente: presencia o ausencia de signos de dolor e inflamacion.

Instrumento de medicién: Observacion clinica.

Tipo de Muestreo: No probabilistico por conveniencia.

Tamario de la muestra: 120 animales (4 grupos de 30 animales)

Hipdtesis Nula: El extracto hidro-alcohdlico de P. bathyoryctum no posee efecto

analgésico y antiinflamatorio.
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Hipdtesis Alternativa: El extracto hidro-alcohdlico de P. bathyoryctum posee efecto

analgésico y antiinflamatorio.

4.2- Material vegetal y obtencion del extracto

Plantas enteras de P. bathyoryctum Eichler desarrollada en ramas de los arboles de
“Guajayvi” (Patagonula americana) fueron recolectados en el Jardin de Aclimatacion de
Plantas nativas y medicinales de la Facultad de Ciencias Quimicas - Universidad Nacional
de Asuncidn, San Lorenzo, Paraguay. Un ejemplar fue llevado al Dpto. de Botanica de la
Facultad de Ciencias Quimicas - UNA para su identificacion en donde un ejemplar fue
depositado en el Herbario (FCQ), ejemplar N° 4.661, R. Degen y M. Ortiz.

El material fresco recolectado (hojas y tallos) fueron secados en estufa a 40°C, luego fue
sometido a molienda a fin de obtener el polvo fino; 400 g del mismo se extrajo con 2000
mL de una mezcla de etanol-agua (70:30) en frio, la mezcla se sonicé por 15 minutos a
30° y luego se dejé reposar por 30 minutos, repitiéndose este proceso tres veces para
luego filtrar al vacio. Se repitio el mismo procedimiento dos veces mas. Posteriormente,
los filtrados fueron reunidos, homogeneizados y sometidos a evaporacion a presion
reducida mediante rota-vapor en un bafio de 50°C. EIl extracto bruto de P. bathyoryctum
(Pb) concentrado fue congelado y finalmente liofilizado para su utilizacién en todos los
estudios bioldgicos. Se obtuvo 41,1 gramos de extracto liofilizado a partir de los 400 gramos

de polvo con un rendimiento del 10,3 %.

4.3- Animales

Se emplearon ratones albinos suizos hembras de 70 a 90 dias de vida, con pesos
comprendidos entre 25 a 35 g, proveniente del bioterio del Departamento de
Farmacologia de la Facultad de Ciencias Quimicas - UNA, criados, mantenidos y
experimentados en ambiente climatizado (22-25°C de temperatura 'y 55 + 5% de Humedad
relativa) y ciclo de luz fluorescente/oscuridad de 12/12 horas. Los ensayos se llevaron a
cabo en el Departamento de Farmacologia de la Facultad de Ciencias Quimicas — UNA,
para ello, fueron separados en grupos de 6 ratones hembras, pesados, marcados y
registrados en planilla disponible para el efecto.

La noche anterior a los experimentos, se les retird los alimentos para que permanecieran

en ayunas por 8 horas, pero con libre acceso al agua.
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4.4.- Drogas

La Indometacina y la Morfina fueron utilizadas como drogas de referencia (control
positivo) para la actividad antiinflamatoria y analgésica segin el ensayo a realizar;
solucion salina al 0,9% se utilizd como blanco, una solucién de Acido acético al 0,8% se
utiliz6 para producir las contorsiones y la Carragenina al 1% para producir la inflamacion.

4.5.- Tratamientos

El extracto de P. bathyoryctum (Pb) fue disuelto en solucion salina al 0,9% para
administrar a los ratones por via oral. La indometacina (10 mg/kg de peso) fue disuelta
en una solucion de etanol 10%, propilenglicol 40%, agua destilada 50% y adicionando
ademas 0,05 mL de una solucién tampdn de bicarbonato de sodio. La morfina, disuelta
en solucidn salina, fue utilizada en una dosis de 6 mg/kg. Las dosis de Pb empleadas
fueron seleccionadas a partir de trabajos previos ejecutados en el laboratorio (8). El
volumen de todas las muestras administradas fue realizado en dosis de 0,1 mL por cada

10 g de peso corporal.

4.6.- Evaluacion de la influencia de la administracion oral de Pb sobre

el comportamiento general

Se realiza el procedimiento segin el método observacional descripta por Irwing y
actualizado por Roux (39-40). En un ensayo inicial se trataron tres grupos de ratones
(n=2) con Pb (3, 30 y 300 mg/kg; via oral) mas un grupo blanco que recibi6 solucion
salina 0,9%. Los animales fueron observados, acorde al grupo, por 5 minutos, cada media
hora por un periodo de 4h tras recibir el extracto y el comportamiento general (signos
periféricos y centrales de estimulacién o depresion) fue registrado convenientemente.
Para la prueba definitiva, se repiti6 el ensayo con un grupo tratado con la dosis mas alta
de Pb (300 mg/kg; via oral, N=5) y otro grupo recibid solucion salina 0,9% como grupo
blanco (N=2). Se observo nuevamente a los animales por 5 minutos a cada media hora
por un periodo de 4h y posteriormente de manera periddica por un lapso de 14 dias para
evaluar posible aparicion de toxicidad retardada. Cumplido el tiempo se procedi6 a
sacrificar a los animales, y rifiones, higado, estbmago y corazon fueron disecados y

comparados con los correspondientes 6rganos de los animales tratados con el vehiculo.
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4.7.- Evaluacion de la actividad analgésica de Pb

4.7.1.- Determinacion de la influencia de la administracion oral de Pb
sobre el dolor inducido por presidon mecanica caudal (Randall-Selitto
Test)

Ratones albinos suizos hembras (25 a 35 g de peso corporal) fueron seleccionados
aleatoriamente en 5 grupos de 6 ratones cada uno. Un grupo recibié Indometacina (10
mg/kg, via oral, otros tres fueron tratados oralmente con Pb (3, 30 y 300 mg/kg) vy el
ultimo grupo recibié oralmente solucion salina al 0,9% y constituye el grupo blanco.
Después de una hora de los tratamientos, se midi6 la actividad analgésica utilizando un
instrumento llamado Analgesiémetro, un dispositivo que ejerce una fuerza que aumenta
a una velocidad constante. Esta fuerza es controlada continuamente por un puntero que

se mueve a lo largo de una escala lineal (41,42).

En este ensayo la fuerza se aplica sobre el punto medio de la cola, previamente marcado
con tinta, la cual se coloca sobre un pequefio zocalo bajo una cufia de punta redondeada.
El zo6calo esta hecho de teflon, que es biologicamente inerte y tiene un coeficiente de
friccion muy bajo. Por lo tanto, si el animal de repente retira su cola, se divide facilmente
sin ser herido (42).

El operador presiona un pedal para iniciar el mecanismo que ejerce la fuerza en la cola;
cuando el animal percibe dolor, chilla, retira la cola o lucha para retirar, el operador suelta
el pedal y lee en la escala la fuerza en la que el animal sintié dolor. La fuerza se mide en
una escala calibrada de 10 gramos por centimetro, mediante un puntero remachado a la

corredera (42).
La escala puede ser multiplicada por 2 o 3, colocando en el equipo uno o dos discos (de

10 gramos cada uno) proporcionados por el fabricante (42).

Las medias + desvio estandar de la migracion del cursor hasta la respuesta del dolor en

funcién del tiempo fueron registradas graficamente.
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4.7.2.- Determinacién de la influencia de la administracion oral de Pb
sobre el dolor inducido quimicamente por acido acético (contorsiones

abdominales o Writhing test)

Se realizo6 en ensayo con 5 grupos de 6 ratones cada uno, un grupo con Indometacina (10
mg/kg) via oral, tres grupos fueron tratados oralmente con Pb en dosis de 3 mg/kg
30mg/kg y de 300 mg/kg, el tltimo grupo constituye el blanco, tratado con solucion salina
al 0,9%, todos por administracion intragastrica. Después de una hora de los tratamientos
se inyect0 en todos los animales, por via intraperitoneal, acido acético 0,8% diluido en
solucion salina. Se contaron las contorsiones cada 5 minutos durante 30 minutos
(13,43,44).

Las medias + desviaciones estandar del nimero total de las contorsiones acumuladas

fueron registradas y relacionadas graficamente.

4.7.3.- Determinacion de la influencia de la administracion oral de Pb
sobre la reaccion al dolor inducido térmicamente (placa caliente o hot

plate)

Se trabajé con 5 grupos conformados por 6 ratones cada uno, cada grupo recibid un
tratamiento por via oral una hora antes de realizar el ensayo, uno de ellos recibié Morfina
6mg/kg que fue el farmaco de referencia, otro grupo solucion salina al 0,9% como blanco
y los demas grupos recibieron Pb en dosis de 3 mg/kg 30mg/kg y de 300 mg/kg. Una vez
transcurridos los 60 minutos, los animales fueron colocados individualmente en una placa
caliente (55°C). El tiempo de reaccion del animal al estimulo térmico se caracteriza por
la reaccion de lamer o levantar las patas, considerdndolo como sefial de nocicepcion. El
tiempo maximo de permanencia del animal en la placa caliente fue de 30 segundos a fin
de evitar lesiones (13,45,46).

4.8.- Evaluacion de la actividad antiinflamatoria de Pb

4.8.1.- Determinacion de la influencia de la administracion oral de Pb

sobre el edema plantar inducido por carragenina

Se realiz6 el ensayo con 6 grupos conformados por 5 animales cada uno, a los cuales se

administro de manera oral solucion salina al 0,9% para el grupo blanco, extracto de P.
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bathyoryctum en dosis de 3 mg/kg para un grupo, dosis de 30mg/kg para otro grupo y

otro més con dosis de 300 mg/kg, el quinto grupo recibié Indometacina 10 mg/kg.

Luego de 1 h del tratamiento, los animales fueron inyectados en la regién sub plantar
(s.p.) de las patas traseras derechas con 40 uL de carragenina (1 %) tal como fue descrito
por Kim et al (47) salvo los animales tratados con solucion salina, quienes constituyen el
grupo blanco, por lo cual no fueron inyectados con carragenina, a fin de validar el método
para la formacion del edema.

A las 3 horas posteriores a la inyeccion se midid el volumen del edema plantar inducido
por carragenina, sumergiendo las patas traseras hasta el maléolo lateral en la vasija del
pletismometro digital (LE 7500 Panlab, Harvard Apparatus), un dispositivo eléctrico el

cual traduce de manera digital el volumen de agua desplazado.

Una diferencia estadisticamente significativa entre el grupo tratado con carragenina y el

grupo que recibid algun tratamiento indica actividad antiinflamatoria (13,46,48).

4.9.- Gestion y Analisis de los datos

Los resultados obtenidos en los diferentes grupos en estudio fueron expresados como
media £ desviacion estandar. Para el tratamiento estadistico de los datos se uso el
programa GraphPad Prism 5, realizandose el analisis de varianza (ANOVA) paramétrico,
y el test de comparaciones multiples de TUKEY con un nivel de confianza del 95%, por

lo que el nivel p< 0.05 se considerd como estadisticamente significativo.

4.10.- Asuntos Eticos

Al tratarse de un estudio experimental con animales de laboratorio, el protocolo fue
sometido a consideracion del Comité de Etica de Investigacion de la Facultad de Ciencias
Quimicas y fue aprobado por el mismo el dia 14 de abril del 2021 con el codigo CEI
703/2021. (Anexos)

Se considerd a los animales como reactivos biolégicos y se trabajé de acuerdo a las
normas establecidas en la Comision de Etica de la Comunidad Europea (Real Decreto,
2005) (49). El manejo de los animales se realizo aplicando uno de los Principios de las
3R’S o Alternativas en el Uso de Animales de Laboratorio (Refinamiento); utilizando
procedimientos estandarizados, a fin de refinar los métodos existentes, minimizar el dolor

y la angustia para mantener el bienestar del animal. Acabados los ensayos biolégicos los
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ratones fueron sometidos a eutanasia por dislocacion cervical, descrita por Clifford (1984)
(50), congelados y finalmente dispuestos a una empresa especializada en desechos

biologicos.
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5.- RESULTADOS

5.1.- Determinacion de la influencia de la administracion oral de Pb

sobre el comportamiento general de ratones

La administracion oral de Pb (3, 30, y 300 mg/kg) no provocd cambios en el
comportamiento general de los ratones. Ademas, no fue apreciado cambios morfo-
anatomicos en los 6rganos evaluados con la dosis mas alta (300 mg/kg) como por ejemplo
alteraciones del tamafio de los mismos o cambios en la coloracién, indicando inocuidad

del producto natural en el ensayo ejecutado.

5.2.- Determinacion de la influencia de la administracién oral de Pb

sobre el dolor inducido

5.2.1- Efecto de la administacion oral de Pb sobre el tiempo de reaccién

al dolor en el ensayo de presion mecanica caudal

En el ensayo de presion mecanica caudal (Test de Randall-Selitto) se aprecia un
incremento estadisticamente significativo del umbral del dolor (inducido por presion
mecanica) en un 60y 77% con las dosis de 30 (558,0 + 136,2 g; p<0,01) y 300 (616,5 +
169,2 g; p<0,001) mg/kg de Pb respectivamente, en comparacion al grupo blanco que
representa el 100% (349,1 £124,2 g), compatible con efecto analgesico y se muestra en
la figura 1. La menor sensibilidad al estimulo doloroso mecanico es dosis dependiente y
con intensidad méaxima (92%) similar al control positivo Indometacina (100%). Sin

embargo, la dosis de 3 mg/kg no presentd efecto estadisticamente significativo (343,6 £
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113,1 g) comparado al grupo blanco. El aumento, estadisticamente significativo, del
umbral del dolor provocado por 10 mg/kg de indometacina (666,6 + 122,9 g; p<0,001),
control positivo, comparado al grupo blanco, valida efectivamente el método utilizado.
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Figura 1. Presion mecéanica caudal (gramos de desplazamiento) soportados por los
animales sometidos al test de Randall-Selitto tras 1 h de la administracion oral de P.

bathyoryctum. Las barras representan los promedios + desvio estandar.

5.2.2- Efecto de la administracion oral del extracto de Pb sobre el
numero total de contorsiones abdominales en ratones sometidos al

estimulo doloroso con acido acético al 0,8%

En la figura 2 se observa que los grupos de animales tratados oralmente con dosis de 30
(35,17 + 19,93; p<0.05) y 300 mg/kg (28,50 = 7,84; p<0.01) de Pb demostraron
significativa reduccion del nimero de contorsiones abdominales (39 y 51 %), compatibles

con actividad analgesica, en comparacion al grupo blanco (57,67 £ 11,17). Asimismo,
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reduccidn, estadisticamente significativa, del nimero de contorsiones abdominales del
75% fue inducido al grupo de animales tratados con 10 mg/kg, por via oral, de
indometacina (14,33 + 4,32; p<0.001) en comparacion al grupo blanco, lo cual valida el
experimento para la deteccion de sustancias con actividad analgésica. En cambio, la dosis
de 3mg/kg de Pb no modifico el numero de contorsiones abdominales (36,50 + 16,45)

provocadas por la administracion de acido acético como estimulo nocivo.
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Figura 2. Namero Total de contorsiones abdominales inducidas con acido acético
al 0,8% después de 1 h de la administracion oral de P. bathyoryctum. Las barras

representan los promedios + desvio estandar.

5.2.3- Efecto de la administracion oral de Pb sobre el tiempo de latencia

en la reaccion al estimulo doloroso térmico en el test de la placa caliente

La dosis oral de 300 mg/kg de Pb mostro un significativo incremento de 155% del tiempo
de latencia en la reaccion al estimulo doloroso térmico (16,25 + 3,67 seg; p<0,05) en
comparacion al grupo de animales tratados con el vehiculo (6,37 £ 1,44 seg) y se visualiza
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en la figura 3. En el mismo sentido, se observa diferencia estadisticamente significativa
entre el tiempo de latencia del grupo de animales tratados con 6 mg/kg del control positivo
analgésico morfina (26,85 + 4,45 seg; p<0,001) incrementado en un 322% en
comparacion al grupo de animales tratado con el vehiculo (6,37 £ 1,44 seg) (Solucién
salina al 0,9%), validando el método empleado. Sin embargo, grupos de animales tratados
oralmente con 3 (10,96 = 6,73 seg) y 30 (11,64 + 5,20 seg) mg/kg de Pb no indujeron
modificaciones significativas en el tiempo de latencia de reaccion al estimulo doloroso

térmico al compararlos con los animales tratados con el vehiculo (6,373 + 1,44 seg).
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Figura 3. Tiempo de latencia de la reaccion del animal sometido al estimulo nocivo
térmico después de 1 h de la administracion oral de P. bathyoryctum. Las barras

representan los promedios + desvio estandar.
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5.3- Evaluacién de la actividad antiinflamatoria de P. bathyoryctum

5.3.1- Efecto de la administraciéon oral de Pb sobre el volumen del edema

plantar inducido por carragenina

A las 3 horas de la administracion subplantar de carragenina, el grupo de animales
tratados oralmente con 30 mg/kg de Pb (5,50 + 3,42 uL; **p<0.01) evidencid capacidad
anti edematosa (antiinflamatoria) significativa del 51 % (antiinflamatoria) con respecto
al grupo control positivo del edema (carragenina) (11,14 + 2,73 uL); como puede
apreciarse en la figura 4. Las dosis de 3 (8,29 £+ 2,69 pL) y 300 (10,00 £ 2,27 pL) mg/kg
de Pb, no modificaron de manera significativa la capacidad edematosa de la carragenina.
Por otro lado, se observa una diferencia estadisticamente significativa entre el volumen
de edema plantar inducido por Carragenina (11,14 + 2,73 uL; ***p<0.001) a las 3 h de
su administracién en comparacién al grupo blanco (2,75 £ 2,50 L), tratados con solucién
salina al 0,9% validando de esta manera el método de induccion de edema empleado.
Ademas, se observo diferencia antiedematosa significativa del 50 % entre los animales
que recibieron 10 mg/kg de Indometacina (5,56 + 2,88 pL; **p<0.01) con respecto al
grupo control positivo del edema tratado con Carragenina, validando de esta manera la
capacidad antiedematosa certificando la sensibilidad y eficiencia del método para la

determinacion de sustancias con propiedades antiinflamatorias.
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Figura 4. Variacién del volumen, en pL, de edema plantar inducido por carragenina y
determinada a las 3 h del estimulo flogistico, a grupos de animales previamente tratados
(1h antes) con solucidn salina, indometacinay Pb (3, 30 y 300 mg/kg, via oral). Las barras

representan los promedios + desvio estandar.
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6.- DISCUSION

Este trabajo evalua la actividad anti nociceptiva y antiinflamatoria de la administracion
oral del extracto hidro-alcoholico de P. bathyoryctum, con actividad antidepresiva
previamente demostrada por Hellion-Ibarrola et al en nuestro laboratorio (8). Maallo et
al, explican el dolor, basado en la International Association for the Study of Pain (IASP),
como “una experiencia sensorial o emocional desagradable asociada a un dafio tisular real
o potencial” (51). El dolor, como sensacién desagradable, activan vias, centros y
mecanismos reguladores muy variados y segin Woolf CJ puede clasificarse en a) dolor
nociceptivo provocado por la normal activacion de los nociceptores periféricos (“alarma”
y proteccion del organismo frente a estimulos nocivos, de alto umbral al dolor y
frecuentemente se acompafia de un reflejo de retirada); b) dolor inflamatorio provocado
por dafio tisular y activado por infiltracion de células mediadoras de inflamacion
(macréfagos, mastocitos neutrofilos y granulocitos) con bajo umbral de dolor y c) el dolor
patoldgico (neuropatico y disfuncional) que aparece como consecuencia de una lesién del
sistema nervioso (central o periférico) o procesamiento central anormal respectivamente
(52). En la actualidad se acepta la asociacion dolor-depresion o depresién-dolor como
comorbilidades muy frecuentes en la poblacion adulta general con dolor cronico. El dolor
crénico en los adultos europeos es del orden del 19 % mientras que en USA es del 20.4
% y la depresion es su comorbilidad asociada mas frecuente. La prevalencia de la
depresion en la sociedad europea y americana es deun 7 y 7.5 % en la respectivamente
(53). Publicaciones de la OMS estiman que, de los 322 millones de casos de depresion
reportados a nivel mundial, 48,16 millones corresponden a los casos reportados en
América (equivalente al 15% del total de casos a nivel mundial). Siendo la depresion méas
comun entre mujeres que en hombres (5,1 y 3,6%, respectivamente) (54). En Paraguay,
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se estima que alrededor del 5,23% de la poblacion padece de trastornos depresivos,
ocupando el cuarto lugar en América, superado solo por Estados Unidos, Brasil y Cuba
(55). El dolor crénico severo es incapacitante, reduce la calidad de vida del paciente y es
aun deficientemente manejado debido al continuo desbalance entre la analgesia
farmacologica y la tolerabilidad, la cual lleva a un pobre resultado del tratamiento (56).
Los modelos experimentales de dolor se separan en agudos, persistentes y neuropaticos.
Los agudos estan representados por los inducidos por estimulos mecénicos, quimicos y
térmicos. El dolor persistente esta representado por el ensayo de la formalina y el
neuropatico por ensayos de ligacion de nervios (57). Por lo mencionado, P. bathyoryctum
tiene el alegato suficiente por el cual fue evaluado su potencial actividad analgésica y

antiinflamatoria en modelos pre clinicos de dolor.

En el ensayo de Randall y Selitto, empleando el analgesiometro, la influencia de la
administracion oral del extracto hidro-alcoholico de P. bathyoryctum denoté un eficiente
efecto analgésico con las dosis de 30 y 300 mg/kg; no asi para la dosis de 3 mg/kg. No
obstante, con el aumento de la dosis se manifestd un grado creciente de la actividad, hasta
resultar en valores significativos. Es importante hacer notar que la analgesia inducida por
el extracto para la dosis de 30 mg/kg fue moderada en intensidad e inferior en
comparacion con los resultados obtenidos a partir del farmaco de referencia analgeésica,
la Indometacina. Para la mayor dosis utilizada (300 mg/kg), la respuesta al estimulo
doloroso estuvo méas estrechamente correlacionado al farmaco de referencia,
manifestando una intensidad analgésica similar a la de la Indometacina para la respuesta

nociceptiva periférica inducida por presion mecénica.

En adicion, el efecto reductor significativo del nimero de contorsiones abdominales (39,
51 %) provocado por P. bathyryctum (30 y 300 mg/kg) al estimulo quimico doloroso por
acido acético respecto al grupo blanco (100%), refuerzan los hallazgos de poseer
capacidad anti nociceptiva importante. La misma tendencia dosis dependiente
manifestada en los ensayos de Randall-Sellito y contorsiones abdominales, fue observado
por Vasconcellos et al, al evaluar la actividad anti nociceptiva del extracto metandlico de
Phoradendon piperoides (58). Asimismo, en el modelo de dolor inducido por agente
térmico (test de la placa caliente), se pudo apreciar que las dosis mas alta empleada (300
mg/kg), denotd potente capacidad de incrementar el umbral del dolor en 155%, con
eficacia de menor intensidad (48%) frente al farmaco de referencia utilizado, la morfina

(100%), la cual provocé un incremento del umbral del dolor en 322% comparado al
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blanco. Cabe resaltar que la morfina y congéneres son los agentes con capacidad para
modular con eficiencia las vias del dolor provocado por estimulo térmico y regulado a
nivel del Sistema Nervioso Central, a diferencia de la indometacina, que solo regula

dolores periféricos.

Contrariamente, en el estudio de Vasconcellos et al, ninguna de las dosis de extracto de
Phoradendron piperoides empleados denotd un efecto analgésico significativo utilizando
el ensayo de la placa caliente (58). Otros estudios con esa misma planta, realizado por
Dias et al, discrepan de los resultados mencionados mas arriba puesto que ensayos en
modelos agudos (estimulos quimico y térmico) y modelo de dolor persistente (test de la
formalina) demostraron una disminucion en el umbral del dolor apuntando a una carente
actividad anti nociceptiva (59). Logicamente, la falta de coincidencias puede deberse a
muchos factores entre los que se pueden mencionar que, por un lado, son especies
diferentes, también al método de extraccion empleado, la época y region de colecta y por
el otro, el tipo de &rbol o sustrato al cual parasita la especie en estudio; todo lo mencionado

puede generar variaciones en los componentes de los extractos.

Por otro lado, interesantemente P. bathyoryctum (30mg/kg) fue activa frente a la
inflamacion aguda provocada por inyeccién sub plantar de carragenina a las 3 h de su
administracion, provocando la reduccion del edema en un 51 %, siendo ligeramente mas
potente que la droga de referencia (10mg/kg de Indometacina; 50%). El edema de pata
inducido por carragenina en el raton, se asocia con cambios nociceptivos en la pata y la
migracion de células inflamatorias al sitio de la inyeccion (60,61) y es sensible a los
antiinflamatorios no esteroideos como la indometacina segun estudio realizado por Lapa
et al (62).

Recientemente, se ha demostrado que la segunda fase de la respuesta inflamatoria después
de la inyeccidn de carragenina en la pata de los ratones se asocia con la activacion de la
ciclooxigenasa 2 (COX-2), una elevada produccion de prostaglandinas (por la accion de
las ciclooxigenasas 1y 2, COX-1y COX-2), radicales libres oxigenados (NO derivados
de eNOS y iNOS) e infiltracion de neutréfilos (61,63,64). Por lo expuesto, P.
bathyoryctum denota una actividad antiinflamatoria por reducir el edema y queda
pendiente determinar cual de las vias, mencionadas anteriormente, son afectadas y que
componente(s) esta(n) involucrado(s) en la analgesia e inflamacion. En el mismo sentido,
trabajos con otras especies del género Phoradendron empleando el mismo modelo,

obtuvieron resultados similares, pero efecto antiinflamatorio de menor intensidad (58,65).
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Finalmente, los resultados de este trabajo incrementan el acervo de literatura cientifica
disponible y validan el uso popular de este recurso natural como analgésico y

antiinflamatorio.
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7.- CONCLUSION

El presente trabajo demuestra que la administracion oral de P. bathyoryctum en ratones
denotd una eficiente capacidad analgésica y antiinflamatoria en los modelos pre clinicos
utilizados. En el ensayo de dolor inducido por presion mecanica (test de Randall-Sellito)
se observa un eficaz efecto analgésico dependiente de la dosis, observandose mayor
tiempo de latencia de antes de que el animal manifieste signos de dolor. EI umbral del
dolor fue incrementado en 77 % con la mayor dosis de P. bathyoryctum comparados al
blanco, y moderada en intensidad en relacion al obtenido con Indometacina (farmaco de

referencia analgeésica).

Se obtuvo una reduccién del 51% del ndmero de contorsiones (dolor inducido
quimicamente) en los animales tratados con P. bathyoryctum frente al blanco,
evidenciando eficiente capacidad analgésica, pero de menor intensidad que el farmaco de

referencia Indometacina que manifest6 una potencia del 75% frente al vehiculo.

Empleando el estimulo nocivo térmico (placa caliente), se observd un potente efecto
analgésico de P. bathyoryctum por incremento del 155%, del umbral del dolor respecto
al grupo Blanco mientras que la Morfina aumento en 322 % el mismo parametro, como
farmaco de referencia. Esto se evidencié mediante un eficiente aumento de tiempo de
latencia antes del salto de la placa caliente o lamida plantar compatible con efecto

analgésico de la méxima dosis de Pb (300 mg/kg).

Por otro lado, se determind que el extracto bruto de P. bathyoryctum posee actividad
antiinflamatoria, dado que evidencia capacidad de reducir al 51% el edema inducido por

carragenina y manifiesta una potencia ligeramente mayor a la actividad antiinflamatoria
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de 10 mg/kg de Indometacina (50%). Por lo tanto, los resultados obtenidos evidenciaron
la capacidad eficiente del Pb en incrementar el umbral del dolor compatible con efecto
analgésico y capacidad anti edema también relacionado a efecto antiinflamatorio

adicional.

Finalmente, estos resultados plantean la necesidad de la ejecucion de trabajos
complementarios para determinar el posible mecanismo de accion del extracto, asi como

también para dilucidar la estructura(s) de la molécula(s) bioactiva(s).
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Tabla 1- Andlisis estadistico de los resultados obtenidos con los animales tratados con
Phoradendron bathyoryctum en el ensayo de Randall - Selitto

Parameter
Table Analyzed

One-way analysis of variance
P value
P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05)

Number of groups
F
R squared

Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected)
P value
P value summary

Do the variances differ signif. (P <0.05)

ANOVA Table
Treatment (between columns)
Residual {(within columns)
Total

Tukey's Multiple Comparison Test
Blanco vs Indometacina
Blanco vs Pb 3 mg/kg
Blanco vs Pb 30 mg/kg
Blanco vs Pb 300 mg/kg
Indometacina vs Pb 3 mg/kg
Indometacina vs Pb 30 mg/kg
Indometacina vs Pb 300 mg/kg
Pb 3 mg/kg vs Pb 30 mg/kg
Pb 3 mg/kg vs Pb 300 mg/kg
Pb 30 mg/kg vs Pb 300 mg/kg

Blanco
Number of values 11
Minimum 150
25% Percentile 237
Median 360
75% Percentile 456
Maximum 540
Mean 3491
Std. Deviation 1242
Std. Error 37,44
Lower 95% Cl of mean 2657
Upper95% Cl of mean 4325
Sum 3340

Test de Randall - Selitto

< 0.0001
FEF
Yes
3
13,51
0,5295
1,829
0,7672
ns
No
55
969600
861400
1831000

Mean Diff. q
-317.5
5,455
-208,9
-267,.4
323
108,06
50,1
-214,4
-272,9
-58,5

Ind ometacina

df

MS
4
43

242400
17950

Significant? | Summary

7,671 Yes
0,135 No
5,172 Yes
6,461 Yes
7,803 Yes
2,624 No
1,183 No
5,307 Yes
6,593 Yes
1,413 No

FE*
ns
£ 3
B 2

FE*

ns

ns
*#

B 2

ns

95% ClI of diff

-483.7 to -151.4
-156.7 to 167.6
-371.0 to -46.77
-433.6 to -101.3
156.8 to 489.1

-57.54 to 274.7
-120.0 to 220.2
-376.5to0-52.23
-439.0 to -106.7
-224.6 to 107.6

Pb3mg/kg Pb 30 mg/kg Pb 300 mg/ke

10

420
536,3
735
750
750

666,65

1229
38,88

578,6
754,6

11

195
225
330
420
570

343,6

113,1
34,11

267.6
419,6

3780

11

360
435
540
690
750

558
136,2
41,07

466, 5

x

6495

x

6138

10

300
495
82,5
750
750

616,5
169,2
53,5

4955
737,5

5165
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Tabla 2 - Andlisis estadistico de los resultados obtenidos con los animales que
recibieron tratamiento con Phoradendron bathyoryctum en el ensayo de contorsiones

abdominales

Pammeter

Table Analyzed Contorsiones Abdominales

One-way analysis of variance
P walue
P walue summary
Are meanssignif. different? (P=Q05)  Yes
Number of groups
F
R squared

e

Bartlett's test for equal vanances
Bartlett'sstatistic (comected)
P wvalue
P value summary
Do the variances differ signif. (P <0.05)  Yes

ANOVA Table 55
Treatment [between columns)
Residual [within columns)
Total

Tukey's Multiple Comparison Test Mean Oiff.

Blanco vs Indometacina 10mg/Kz
Blanco ws Pb3mgks
Blanco vs Pb20mefks
Blanco vs Pb300mg/ke

Indometacina 10mg/ Kz vs Pb 2melks
Indometacina 10mg/ kg vs Pb 30mgks
Indometacina 10mg/Kg vs Pb 300 mg/ks

0,0002

5,453
00,5749

10,9
0,027

10270

43,33
21,17
22,5
29,17
22,17
-20,83
14,17
1,333
3
£,667

M3

4
25
2

Significant? Summary

8,023 Yes
3,924 No
4171 Yes
5,407 Yes
4109 No
3,362 No
2,626 No
02472 No
1,483 No
1,236 No

e
ns
-

-

ns
ns
ns
ns
ns
ns

95% O of diff
20,92 to 65.75
-1248t08.58
0.08558 1o 24.91
6.752to 51.58
-44 58 to 02478
-43.25t0 1581
-36.58to 2248
-2108t0 3.75
-12.41to 3021
-15.75t0 2.08

Blanco Indometacina 10mg/kg Pb 3mgfkg Pb 30mg ke Pb 300 mefke

Pb3mg/kgvsPb30 mglks
Pb3mg/kgvsPE300melks

Pb 20mg/ ke ws Pb300mze/ ke

Number of values B
Minimum 37
25% Percentile 49
Median 62,5
75% Percentile 65,25
Maximum 65
Mean 57,67
Std. Deviation 11,17
Std. Error 4 558
Lower 95% Cl of mean 4595
Upper95% Cl of mean 69,38

Sum 345

6

10,5
14
185

14,33
4,32
1,764

9,799
18,87

6

20
20,75

34,5
53,75

36,5

16,45
6717

19,23
53,77

x

219

6

17

57,25

35,17
19,93
8,138

14,25
56,09

'

211

13
25,75

28,5
7,842

x

3,202

i}

20,27
36,73

171
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Tabla 3- Anélisis estadistico de los resultados obtenidos con los animales que
recibieron tratamiento con Phoradendron bathyoryctum en el test de la placa caliente

Parmmeter
Table Analyzed

One-way analysisof variance

Pwalue

P value summary

Are means signif. different? (P < 0.05) Yes

Num ber of groups
F
R squared

Hot plate

= 00001

L

Bartlett's test for equal variances

Bartlett's statistic (comected)

P walue
P value summary

Do the variancesdiffer signif. [P = 0.05) Yes

ANOWA Table

Treatment [between columns)

Residual [within columns)
Total

Tukey'sMultipl e Comparison Test

Blanco vs Maorfina 6mg fkg
Blancovs Pb 3me ke
Blanco vs Pb 30 mg/ke
Blancovs Pb 300 mg/ks

Morfina& mg/ks vs Pb 2 mg kg
Morfina & mg/kg vs Pb 30 mg/ks
Morfina & mg/ks vs Pb 200 me ke

Pb 2 mg/ks vs Pb 230 mg/ ke

Pb 3 mg/kg vs Pb 200me ke
Pb 30mg ks vs Pb 300 mg/ ks

Mumberof values

Minimurm

25% Percentile
Median

75% Percentile
Maximum

Mean
5td. Deviation

Std. Error

Lower 95% Cl of mean
Upper 95% Cl of mean

Sum

5

13,73
0,8989
10,36
0,0248
55 df M3
1977 4 494 3
2517 24 25,05
2829 35
Mean DNff. q Signifiant? Summary 95 Clof diff
-20,48 10,92 Yes e -28.08t0-12.87
-4,538 2,554 No ns -11.91to 2.735
-5,271 2,677 No ns -12.30to 2.756
-5,573 4532 Yes . -18.20to-1.543
15,39 9,989 Yes e 9.404 to 22.37
15,21 8,525 Yes e 7.935 10 22.48
10,6 5,685 Yes . 2.9991018.21
0,5834 0,994 No ns -7.658t0 £.292
-5,286 2,943 No ns -12.61to 2.037
-4,802 2,337 No ns -12.63 to 3.425
Blanco Morfina 6 mg/kg Pb 3mg/kg Pb 30 mg/kg Pb 300 mg/ke
& g 1 7 &
4,59 17,65 6,03 51 13,2
4,905 24 727 6,37 13,69
6,46 29,08 9,37 12,84 14,29
7,84 30 12,61 16,75 20,67
7.9 30 30 18,87 21,46
6,373 26,85 10,96 11,64 16,25
1,444 4,452 6,732 5,199 3,672
0,5896 1,484 2,03 1,965 1,499
4,858 23,43 6,439 6,836 12,39
7,839 30,27 15,48 16,45 20,1
33,24 2417 1206 81,51 §7.48
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Tabla 4- Anélisis estadistico de los resultados obtenidos con los animales que
recibieron tratamiento con Phoradendron bathyoryctum en el ensayo del edema de la

pata inducido con carragenina

Parameter
Table Analyzed

One-way analysis of variance

P wvalue < 0.0001

P value summary e

Are meanssignif. different? (P <0.05) Yes

Efecto Antiinflamaorio 3 horas

MNumber of groups &
F 7,71
R squared 05102
ANOVATable 55 df M5
Treatment [betw een columns) 3034 5 60,69
Residual (within columns) 2913 37 7872
Total 5947 42
Tukey's Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? Summary  95% Cl of diff
Blanoo vs Carragenina -8,393 6,749 Yes - -13.68to-3.104
Blanoo vs Indometacina -2,806 2,353/ Mo ns -7.B76to 2 265
Blanco vs Pb 3 mg/fke -5,536 4452 Yes * -10.B2to-0.2472
Blanoo vs Pb 30 me/ke -2,75 2,264 Mo ns -7.917to 2417
Blanco vs Pb 300 mg/ke -7,25 5,968 Yes = -12 42 to-2083
Carragenina vs Indometacina 5587 5,588 Yes = 1335t09.839
Carragenina vs Pb 3 me/ke 2,857 2,684 Mo ns -1655to7.367
Carragenina vs Pb 30 mg/ke 5,643 5,496 Yes = 1 X610 10.01
Carragenina vs Pb 300 mg/fke 1,143 1,115 Mo ns -3.2241t05.510
Indometacing vs Pb 3 me/ke -2,73 2,731 Mo ns -6.982to0 1522
Indometacing vs Pb 30 mg/ke 0,05556 005763 No ns -4 044 t04. 155
Indometacing vs Pb 300 mg/fke -4 444 461 Yes * -8.54410-0.3345
Pb 3 mg/ke vs Pb 30 me/ke 2,786 2,713/No ns -1581to07.153
Pb 3 mg/ke vs Pb 300 mg/ke -1,714 1,67 Mo ns -6.081 to 2 653
Pb30mgfke vsPb 300 melke -45 4536 Yes * -8.719t0-0.2812
Blanco Carragenina Indometacing Pb3 mg/kg Pb30mg'ke Pb 300 megfke
Numbe rof values 4 7 q 7 8 8
Minim um o g9 o0 4 o 7
2% Percentile 05 g 3.5 7 2,25 8,25
Median 25 10 B 8 65 95
7% Percentile 525 15 7.5 11 8,75 11,75
Mlax imum & 15 9 12 9 14
Mean 275 11,14 5,556 8,286 55 10
Std. Deviation 25 2,734 2,877 2,69 3423 2,268
Std. Error 125 1,033 0,959 1,017 1,21 0,8018
Lower95% Cl of mean -1,228 8,614 3,344 5,798 2,639 8,104
Upper95% Cl of mean 6,728 13,67 7,767 10,77 8,361 11,9
Sum 11 78 50 58 44 80



