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GLOSARIO DE TERMINOS

Antipirético: sustancia que hace disminuir la fiebre.

Citocina: proteina soluble producida principalmente por monocitos, macréfagos y

células T, que regula la respuesta inmunoldgica e inflamatoria.

Factor de Necrosis Tumoral: proteina del grupo de las citocinas que estimula la

fase aguda de la reaccion inflamatoria.

Interferén: proteina producida naturalmente por el sistema inmunitario que

participa en la regulacion de las respuestas inmune e inflamatoria.

Interleucina: proteina soluble de bajo peso molecular mediadora de crecimiento
celular, inflamacién, inmunidad, diferenciacion y reparacion, entre otras

actividades.

Lectina: proteina o glicoproteina de origen no inmune que reconoce de manera
especifica y reversible a los carbohidratos, ya sean libres o que formen parte de

estructuras mas complejas.

Pirexia: Elevacion de la temperatura corporal producida por un aumento del

umbral termorregulador hipotalamico.
Pir6geno: agente capaz de inducir fiebre.

Prostaglandina: molécula de sefializacion derivada de la oxidacion del acido
araquidonico por la enzima ciclooxigenasa, que actua como mensajero autocrino y
paracrino, cuyas principales funciones fisiolégicas son la regulacion de la

memoria, el sueno, la fiebre y el dolor.
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RESUMEN

La pirexia o fiebre es un aumento de la temperatura corporal producida por un
ajuste del umbral termorregulador hipotalamico. La reaccién febril esta mediada
por pirogenos enddégenos, principalmente citocinas que ejercen un control
cerebral. La jamaica es usada para la preparacién de bebidas refrescantes y
tiene numerosas propiedades medicinales. Dentro de ellas se encuentra su
accioén contra la fiebre. Por lo que el presente trabajo planteamos el siguiente
Objetivo: Comprobar la actividad antipirética de extractos de jamaica en
animales experimentales con fiebre inducida. Material y Métodos: Se utilizaron
ratas macho Wistar distribuidas en 6 grupos: Cero: control sin tratamiento; A:
control negativo (solucién salina), B: control positivo (paracetamol); C: extracto
crudo de jamaica; D: fraccidén proteica de jamaica; y E: pigmentos de jamaica.
Se les midi6 la temperatura rectal con termémetros digitales OMRON antes de
la induccion de fiebre, después de la induccién de fiebre, y a los 30, 60, 120,
180 y 240 minutos posteriores a recibir el tratamiento. La fiebre se indujo por
medio de una inyeccidn subcutanea de levadura y los tratamientos se
administraron via oral. Al finalizar se extrajo sangre por puncién cardiaca y se
cuantificaron las citocinas TNFa, IL-1a, IL-6 e IFNy por el método de ELISA.
Resultados: En el grupo Cero la temperatura promedio no varid
significativamente. Con la inoculaciéon de levadura se logré un incremento
promedio de temperatura de 1°C. El grupo control negativo se mantuvo febril.
El control positivo presenté una reduccion de la temperatura de casi 2°C. Los
extractos de jamaica redujeron aproximadamente 1°C. No se detectd la
presencia de las citocinas TNFa ni IFNy. La IL-1a se encontré6 en
concentraciones muy bajas, sobre todo en el grupo de la fraccién proteica de
jamaica y la IL-6 se encontrd en altas concentraciones en los tres grupos de
jamaica. Conclusiones: El extracto crudo, los pigmentos (flavonoides) y la
fraccion proteica (lectinas) de flor de jamaica presentan actividad antipirética. El
mecanismo de accion involucra un incremento en los niveles de IL-6. Hasta
donde sabemos, este es el primer reporte en el que se considera la

participacion de las proteinas en la actividad antipirética.



| INTRODUCCION

1. USO DE PLANTAS EN LA MEDICINA TRADICIONAL

Desde la aparicion del hombre sobre el planeta las plantas han jugado un papel
muy valioso en lo individual y en lo social, pues han permitido mejorar las
condiciones de vida del hombre aprovechando los recursos vegetales en la
construccion, fabricacion de papel, industria quimica, industria textil, industria

farmacéutica, entre otros (Nava y Zamora, 2001).

Si bien la humanidad ha utilizado las plantas para curarse durante toda su
historia, la incidencia de los productos de origen vegetal en la terapéutica ha
variado a lo largo de los tiempos de acuerdo con los avances del conocimiento
cientifico, tanto sobre estos productos, como sobre las demas herramientas

terapéuticas (Fundaquim et al, 2004).

En las ultimas décadas, los productos de origen vegetal han vuelto a tener una
presencia cada vez mayor en la terapéutica. Su retorno ha sido estimulado por
la tendencia del regreso a lo natural que se ha producido en la sociedad, y a
otros factores como la falta de éxito de la medicina convencional en la cura de
algunas enfermedades, los efectos colaterales que ciertos medicamentos

acarrean, asi como el aspecto econémico (Fundaquim et al, 2004).

En general, el uso de las plantas es mas barato y tiene consecuencias
secundarias poco agresivas para la salud humana. La contribucién de las
personas conocedoras de plantas ha mejorado la calidad de vida de los grupos

domeésticos rurales (Nava y Zamora, 2001).

Actualmente, la importancia de las plantas medicinales es tal que ha captado la
atencion de instancias internacionales como la Organizacion Mundial de la
Salud. Dicho organismo sefala que el 80% de la poblacion de paises en
desarrollo resuelve sus problemas de salud mediante la medicina alternativa.

Esta practica ha logrado incrementar considerablemente el numero de



remedios herbolarios y medicamentos elaborados a partir del material vegetal o

de sus extractos (Feria, 2007).

En América Latina, y especificamente en México, encontramos que el interés
por las plantas medicinales se remonta a la época prehispanica y al
conocimiento que tenian los grupos étnicos como los nahuas y los mayas.
Nuestro pais ha sido geograficamente privilegiado, ya que posee una de las
floras mas ricas en el planeta. La diversidad tan grande se manifiesta con la
presencia de practicamente todos los tipos de vegetacion que existen gracias a

la diferencia de climas con que se cuenta (Estrada, 1996; Alberti, 2006).

La flora vascular mexicana se estima actualmente entre 26,000 a 30,000
especies. De todas ellas entre 10,000 a 15,000 especies son endémicas, lo que
representa del 40-50% de la flora. Pero ademas, de los 2,410 géneros de la
flora mexicana, el 12% son endémicos, lo que supone uno de los mas altos

porcentajes del mundo (Sanchez, 2003).

La poblacién recurre a las plantas para curar enfermedades del aparato
digestivo, del aparato reproductor, enfermedades respiratorias, entre otras. La
complejidad de los padecimientos que buscan ser aliviados con este recurso va
desde un simple resfriado hasta el cancer. En México se utilizan mas de 6,000
especies con fines terapéuticos, de las cuales solo el 10% han sido estudiadas
a nivel farmacologico, microbioldgico y fitoquimico, es decir, que Unicamente el
10% tienen un respaldo cientifico de su uso popular (Didier, 1995;

http://www.umich.mx/museo/hist-natural/botanica/plantas-medicinal/tabla2html).

1.1. MEDICINA TRADICIONAL DE MORELIA'Y SUS ALREDEDORES

En la ciudad de Morelia y sus alrededores, de acuerdo a la informacion
proporcionada por personas conocedoras de las plantas, las partes mas
utilizadas en los remedios son las hojas, flores y tallos. La forma de
preparacion y administracion al paciente consiste fundamentalmente en

infusiones y casi la mitad de las especies medicinales de la comunidad son
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usadas para contrarrestar malestares en el aparato digestivo, mismos que van

desde un simple dolor de estdmago hasta la diabetes. Algunos ejemplos de

plantas

utiizadas en la

region

muestran

en la tabla 1

(http://www.umich.mx/museo/hist-natural/botanica/plantas-medicinal/plantas-

tradic.html)
Tabla 1. Plantas utilizada en la medicina tradicional de Morelia y sus alrededores
NOMBRE | NOMBRE CIENTIFICO uUso PARTE MODO DE EMPLEO
COMUN USADA
Estafiate Artemisia ludoviciana Padecimientos del hojas y infusién
Nutt ssp. aparato digestivo tallos
Gordolobo Gnaphalium spp. Tos flores Infusion
Cola de Equisetum hyemale L. Malestares del rifién | tallos infusion
caballo y diabetes
Maravilla Mirabilis jalapa Lim. Golpes raiz cocida en alcohol y aplicada
Malva Malva rotundifolia L. Sordera hojas hojas calientes en el oido
Jamaica Hibiscus sabdariffa L. Diurético Flores infusion

http://www.umich.mx/museo/hist-natural/botanica/plantas-medicinal/tabla2.html

1.2. JAMAICA (Hibiscus sabdariffa L.)

La jamaica, Hibiscus sabdariffa L. (HS), es una planta hermafrodita anual o
bianual, herbacea o subarbustiva de la familia Malvaceae, originaria de Africa,
que alcanza una altura de 0.5 a 3 metros, con los tallos robustos y lefiosos en
su base, de color morado, rojo brillante o verde, hojas digitopartidas en tres
I6bulos crenado dentados, flores solitarias, sésiles, con el céliz y las bracteas
gruesas Y rojas, de sabor acido, corola amarilla, fruto y una capsula (Jinez et
al.,1998).

Es una planta silvestre o cultivada en regiones tropicales y subtropicales de
todo el mundo, aprovechada por su fibra, usos alimenticios y medicinales.
Debido a sus caracteristicas organolépticas, la flor se emplea principalmente
para la preparacion de bebidas refrescantes, infusiones exentas de cafeina,

gelatinas, vinos, mermeladas, ates, jalea, helados y otros derivados. También



es frecuentemente utilizada como corrector del sabor (Jinez et al.,, 1998;

Vanaclocha, Cafigueral y Vanaclocha, 2003; Qi et al., 2005).

1.2.1. COMPOSICION QUIMICA DE LA JAMAICA

La planta contiene proteinas grasas, carbohidratos, flavonoides, &cidos,
minerales y vitaminas. Entre sus principales constituyentes destaca el
contenido de acidos organicos (15-30%), entre los que se encuentran los
acidos citrico, malico, tartarico y la lactona del acido (+)-alohidroxicitrico,
conocida como acido hibiscico, que es caracteristico de la planta. El color rojo
de las flores se debe a su contenido de antocianinas (aproximadamente 1.5%),
3-O-sambubiosil-delfinidina (hibiscina), 3-O-glucosil-delfinidina, delfinidina, 3-O-
sambubiosil-cianidina y 3-O-B-D-glucopiranosil-cianidina. Contiene otros
polifenoles, como los flavonoides quercetina, miricetina, hibiscetina, hibiscitrina
y 3-0-glucosil-gosipetina y acidos fenoles como los acidos protocatéquico, o-
cumarico, p-cumarico y ferulico (Vanaclocha, Canigueral y Vanaclocha, 2003;
Mahadevan et al., 2009).

Contiene también polisacaridos mucilaginosos y pectinas, entre los que
destaca un ramnogalacturonano, acompafado, en menor proporcion, por un
arabinogalactano y un arabinano, trazas de aceite esencial (como eugenol) y

fitoesteroles (Vanaclocha, Cafiigueral y Vanaclocha, 2003).

Adicional a estos componentes, en el afio 2008 se reporto la presencia de mas
de un tipo de lectinas en el extracto acuoso de flor de jamaica (Martinez y
Fenton, 2008).

1.2.2. USOS DE LA JAMAICA EN LA MEDICINA TRADICIONAL

La infusidon de jamaica constituye una bebida social a la que se le atribuyen
propiedades: antipiréticas, emolientes, diuréticas, espasmoliticas,

antibacterianas, antihipertensivas, antiescorbuticas, colagogas e incluso
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antihelminticas; también ha sido utilizada como estimulante del apetito, laxante
suave, diurético, en resfriados, desordenes hepaticos y trastornos circulatorios.
Algunas veces llega a ser empleada como antidoto para envenenamiento con
sustancias quimicas como pesticidas y hongos venenosos (Vanaclocha,
Canigueral y Vanaclocha, 2003; Mohamed y Subramanian, 2007; Marquez et
al., 2007).

1.2.3. EFECTOS FARMACOLOGICOS DE LA JAMAICA

Existen numerosos estudios en los que se evaluan los potenciales efectos
farmacoldgicos de extractos de jamaica, muchos de los cuales atribuyen sus
hallazgos a la gran cantidad de pigmentos que se encuentran en la planta
(0.49g de flavonoides/100g de flores) y a que dichos pigmentos presentan
actividad antioxidante. Algunos de ellos se resefian a continuacién (Humadi e
Istudor, 2008; Marquez et al., 2007; Mohamed y Subramanian, 2007; Amin y
Hamza, 2006; Ali et al., 2003; Lin et al., 2003).

El extracto etandlico de flor de jamaica fue administrado durante 26 dias en
ratas que después se intoxicaron con cisplatino, un inductor de dafo en la
reproduccion. El extracto produjo reduccion de las anormalidades espermaticas
inducidas por el cisplatino. Al estudiarse el mecanismo protector se observd
que restablece el nivel del malondialdehido (un marcador de peroxidacién
lipidica) en los testiculos, a los valores control. Ademas regulariza los niveles
de superoxido dismutasa, glutation reducido y catalasa. Por ello se deduce que
el tratamiento previo con jamaica incrementa la actividad de enzimas
antioxidantes testiculares y restablece la motilidad espermatica; se sugiere que
el efecto protector estd mediado por su actividad antioxidante (Amin y Hamza,
2006).

Odigie y colaboradores en el 2003 evaluaron el efecto del extracto etandlico
sobre un perfil de lipidos séricos. Las ratas fueron alimentadas durante cuatro
semanas con una dieta basal, al grupo control se le dio agua y a otro grupo el

extracto de jamaica. Monitoreando la presion sanguinea y la frecuencia
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cardiaca a las ocho semanas se encontré6 una disminucion de la presion
sistolica y reduccion de la frecuencia cardiaca en el grupo al que se le dio
jamaica. El peso del corazon fue menor también en este grupo. La creatinina
sérica y los electrolitos en plasma no fueron diferentes a los controles. Los
resultados sugieren que el extracto de jamaica exhibe efectos antihipertensivos

y cardioprotectores (Odigie et al., 2003).

Se investigo el efecto del extracto acuoso y de las antocianinas de Hibiscus
(HAs) sobre la hepatotoxicidad inducida por paracetamol en ratas. El extracto
acuoso se dio en forma de agua durante 2, 3 0 4 semanas consecutivas, y las
HAs se administraron via oral en dosis de 50, 100 y 200mg/kg durante cinco
dias consecutivos. El paracetamol se administré6 también via oral en dosis de
700mg/kg para inducir la hepatotoxicidad al final de los tratamientos ya
mencionados. Seis horas después las ratas se sacrificaron y se evalud su
funcion hepatica bioquimica e histolégicamente. El tratamiento de cuatro
semanas con el extracto mejord significativamente algunas de las funciones
hepaticas evaluadas pero no alterd la histologia del tejido intoxicado. Con la
dosis de 200mg/kg de HAs, la histologia hepatica y los indices bioquimicos
volvieron a la normalidad. Las dosis mas bajas fueron inefectivas. Con ello se
demuestra el potencial efecto hepatoprotector tanto del extracto acuoso, como
de las antocianinas (Ali et al., 2003).

En otro estudio, se utilizo lipopolisacarido para inducir a la 6xido nitrico sintasa
hepatica (INOS) y se encontré que el acido protocatéquico contenido en la
jamaica disminuye su produccién, asi como el nitrito sérico total. La
investigaciéon mostré que el pretratamiento de ratas con acido protocatéquico
(0.2 y 0.5mmol/kg) durante cinco dias disminuy6 significativamente los niveles
séricos de los marcadores hepaticos enzimaticos alanina aminotransferasa y
aspartato aminotransferasa inducidas por un tratamiento con lipopolisacarido
(5mg/kg via intraperitoneal). La evaluacién histopatologica reveld que el acido
protocatéquico reduce la incidencia de lesion hepatica, incluyendo infiltracion
de neutrodfilos, congestion e inflamacion de los hepatocitos inducida por

lipopolisacarido. Se concluyé que el acido protocatéquico, un antioxidante,



presenta potencial inhibitorio de la INOS y dafio hepatico inducido por

lipopolisacarido (Lin et al., 2003).

La fraccion etandlica de un extracto liofilizado y el extracto total acuoso
(infusidn) de flor de jamaica presentaron efecto diurético en ratas albino Wistar,
al tener un comportamiento similar al de un control positivo de hidroclorotiazida.
Sin embargo el tratamiento con la fraccidén etandlica presentd una diuresis no
electrolitica, lo que implica que su mecanismo de accion es diferente al de la
hidroclorotiazida. En el mismo estudio se hizo una evaluacion de dafo
histopatologico, para lo cual se administraron 2mL de extracto total acuoso
liofilizado disuelto en agua destilada a una concentracion de de 400mg/kg de
peso a las ratas durante 8 dias y no se observaron alteraciones

macromorfoldgicas ni histopatolégicas (Marquez et al., 2007).

El extracto acuoso de flores de Hibiscus sabdariffa L. se prob6é en un modelo
experimental de transito intestinal. A un grupo de ratas albinas se les
administré un extracto al 10% en dosis de 0.5, 1 y 2mL por cada 100g de peso
corporal, encontrandose una reduccion dosis dependiente en el transito
intestinal, lo que indica una disminucion de la motilidad intestinal. Esta
propiedad se propuso que puede deberse al contenido de pectinas (3.19%) en
el extracto que podrian formar soluciones coloidales, o a una relajacion del
musculo liso intestinal. EI mecanismo no esta esclarecido, pero se puede
concluir que la jamaica puede ser util en el control de la diarrea (Owulade et al.,
2004).

El extracto acuoso de las flores de jamaica previene varios tipos de
hiperlipidemias en ratas con una dieta alta en fructosa y colesterol; ademas
este extracto reduce los triglicéridos en suero de ratas con una dieta alta en
fructosa. Las antocianinas de la jamaica mostraron inhibicion de la oxidacion de
lipoproteina de baja densidad (LDL) inducida por cobre, asi como también
inhibicién de la apoptosis de macréfagos inducida por la lipoproteina de baja
densidad oxidada (ox-LDL), por lo que actian como agentes antioxidantes
(Marquez et al., 2007).



Se determind la dosis letal media y el efecto del extracto de jamaica sobre la
presion arterial. La dosis letal media se estim6 superior a 5000mg/kg. Se
encontré que la infusion disminuye significativamente tanto la presién sistdlica
como la diastdlica en ratas espontdneamente hipertensas y normotensas
Wistar-Kioto en dosis de 500 y 1000mg/kg de peso corporal. EI consumo
continuo de la infusién en dosis de 1000mg/kg produce una muerte subita en
las ratas hipertensas pero no en las normotensas. Durante el desarrollo del
experimentd se observo que el consumo de agua de los animales tratados con
respecto a los controles fue igual, sin embargo la excrecién urinaria de las ratas
hipertensas tratadas fue significativamente mayor. Hubo una reduccion
significativa en la creatinina sérica, colesterol y glucosa en las ratas tratadas,
comparadas con el control, asi como también un incremento significativo en el
acido urico sérico. El mecanismo hipotensor es mediado por mecanismos que
involucran acetilcolina e histamina y via efecto vasorelajante directo
(Onyenekwe et al., 1999; Reanmongkol et al., 2007).

Reanmongkol y colaboradores en el 2007 evaluaron la respuesta nociceptiva,
antipirética y antiinflamatoria de extractos acuosos y etandlicos de flor de
jamaica. Realizaron una prueba de toxicidad aguda y no observaron efectos
toxicos después de administrar dosis de 15g/kg de peso corporal de los
extractos acuosos y etandlicos durante siete dias en ratones, por lo que
determinaron que su consumo es inocuo. En cuanto a la respuesta nociceptiva
se realizaron tres pruebas en ratones: contorsion, plato caliente y formalina. En
la primera prueba la administracion oral de 800mg/kg del extracto etandlico
inhibio significativamente el numero de contorsiones y estiramientos inducidos
a través de una inyeccion intraperitoneal de acido acético 0.6%. El extracto
acuoso no mostré efecto. La droga de referencia, aspirina (200mg/kg), también
produjo efecto protector significativo. Lo que muestra que el extracto etandlico
podria poseer efecto analgésico. En la segunda prueba, la del plato caliente,
ninguno de los extractos ni la aspirina mostraron efecto protector sobre el dolor
inducido por calentamiento en ratones. En la prueba de formalina ninguno de
los extractos presentd efecto pero la aspirina si. Para evaluar la respuesta
antipirética utilizaron el modelo de fiebre inducida por levadura de cerveza. Los

resultados fueron que tanto el extracto etandlico (400, 800mg/kg) como el
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acuoso (800mg/kg), y la aspirina, redujeron significativamente la fiebre.
Finalmente en la evaluacion de la respuesta antiinflamatoria ninguno de los
extractos tuvo efecto sobre el edema inducido por carragenina. Por lo anterior
se concluyo que el efecto antipirético de los extractos de flor de jamaica, al no
presentar efectos analgésicos ni antiinflamatorios, se lleva a cabo por un
mecanismo diferente al de la aspirina. El extracto de Hibiscus sabdariffa podria
estar involucrado en la inhibiciéon de algunas de las sustancias inductoras de

fiebre, como las citocinas (Reanmongkol et al., 2007).

Finalmente, ya se han llevado a cado estudios clinicos del empleo de jamaica
en la hipertension. En un estudio realizado por el Hospital Regional General,
del Instituto Mexicano del Seguro Social en Cuernavaca (Morelos, México) se
reclutaron pacientes con hipertension de grado | y Il, de ambos géneros, y con
edades comprendidas entre 25 y 61 afios. Se establecieron dos grupos de
tratamiento, en los que se administré diariamente un extracto seco de jamaica
(con un contenido de 250mg de antocianas totales por dosis), o 10mg de
lisinoprilo (antihipertensivo inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina)
como grupo control, durante 4 semanas. Los resultados mostraron que el
tratamiento con el extracto de jamaica disminuy6é la presion arterial de
146.47/97.77 a 129.89/85.96mmHg (11.58%/12.21%). La efectividad observada
fue del 65%, siendo un tratamiento seguro y bien tolerado (Herrera et al.,
2007).

2. PIREXIA

La pirexia o fiebre se define como la elevacién de la temperatura corporal
producida por un aumento del umbral termorregulador hipotalamico. Es la
manifestacion sistémica mas comun de la respuesta inflamatoria y un sintoma
importante de las enfermedades infecciosas (Jawetz, Melnick y Adelberg, 2005;
Cunningham, 2003).

Clinicamente, la fiebre se define como una temperatura corporal de 1°C o mas

arriba de la desviacion estandar promedio en el sitio de registro, siendo
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aceptados en el humano 38°C en una medicion rectal, 37.6°C en una medicién
bucal y 37.2°C en una medicion axilar (EI-Radhi y Carroll, 1996).

La fiebre se caracteriza por tres fases. La primera es la fase de elevacion de la
temperatura, en la que se presentan artralgias, mialgias, cefaleas, depresion,
palidez y malestar general. Se incrementan la produccion y conservacion de
calor, por lo que el paciente se siente frio al tacto. A continuacion se presenta
la fase de estabilizacion, en la que la temperatura asciende hasta el nuevo nivel
termorregulador fijado. La produccion y pérdida de calor se equilibran en este
nuevo punto de ajuste y el paciente luce sonrojado. Finalmente se produce la
fase de descenso de temperatura o defervescencia que inicia con un nuevo
ajuste al centro termorregulador hipotalamico con pérdida de calor de forma
brusca (crisis) o lenta (lisis) por medio de sudacién (EI-Radhi y Carroll, 1996;

http://www.odon.edu.uy/cafispat/fiebre/fiebre.htm).

Durante la fiebre aumenta el metabolismo basal en un 10-12% por cada grado
centigrado de temperatura, predominando las vias catabdlicas que incluyen la
protedlisis a nivel muscular. Como consecuencia se produce taquipnea
(incremento de la frecuencia respiratoria en casi 2.5 respiraciones/minuto por
cada 1°C de elevacion de temperatura) y taquicardia (aumento de 10
latidos/minuto por cada 1°C de elevacion de temperatura) para atender la
mayor demanda periférica de oxigeno y nutrientes (Guinart y Lépez, 1997; El-
Radhi y Carroll, 1996).

Es importante senalar que la fiebre es un mecanismo innato de defensa. Entre
los efectos beneficiosos de la fiebre estan el de favorecer la activacion del
sistema de complemento, la activacion y proliferacién linfocitaria, aumento de la
liberacién medular de granulocitos, accién quimiotactica sobre neutrdfilos y
macrofagos, y la sintesis de citocinas y anticuerpos. Ademas, esta demostrado
que varios microorganismos son sensibles a temperaturas elevadas (Chirinos,
1996; Guinart y Lopez, 1997).

En general, la fiebre no representa, ningun riesgo importante cuando sube

entre 3 y 3.5°C. Sin embargo a partir de 41°C puede causar convulsiones en
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los nifios y cuando supera los 42°C puede producir lesiones cerebrales
irreversibles por despolarizacion de la membrana de los tejidos excitables. La
despolarizacion en el cerebro induce la liberacion de aminoacidos excitatorios
que producen dano cerebral a través de la induccién de la produccién excesiva
de o6xido nitrico. Algunas otras consecuencias de la fiebre elevada son el
desequilibrio hidroiénico causado por el exceso de sudacién, precipitacion de
insuficiencias cardiacas o coronarias latentes y descompensacién hepatica o

diabética (http://www.odon.edu.uy/cafispat/fiebre/fiebre.htm).

2.1. CONCEPCION HISTORICA

Las mas antiguas civilizaciones como: la egipcia, mesopotamica, china,
indostana y griega, a pesar de tener un amplio conocimiento de anatomia vy
fisiologia, consideraban a la fiebre como una enfermedad causada por una
posesion demoniaca. Los sacerdotes sumerios expulsaban a los espiritus
malignos causantes de la fiebre mediante exorcismos, mientras que los
sanadores védicos preparaban remedios a base de hierbas y hacian hechizos
con la misma finalidad. Los antiguos chinos pensaban que las plantas poseian
una fuerza espiritual capaz de curar a los enfermos, por lo que golpeaban a los
pacientes febriles con ramas de durazno para expulsar a los espiritus que
producian la fiebre. En contraste con estas culturas, los hebreos no
consideraban a la fiebre como posesion, pero en el Antiguo Testamento la
fiebre era considerada como parte del castigo divino por el pecado (ElI-Radhi y
Carroll, 1996).

En la antigua Grecia la fiebre era considerada un signo benéfico. Los sabios
griegos, incluyendo a Hipdcrates, pensaron que el cuerpo estaba formado por
cuatro humores o jugos: sangre, flema, bilis amarilla y bilis negra, y
consideraban que la enfermedad se presentaba cuando habia exceso o
deficiencia de uno de estos humores. En las enfermedades febriles se pensaba
que habia exceso de flema y que la funcién de la fiebre era cocinar el exceso

del humor y alejarlo del cuerpo. Hipdcrates no le dio importancia al tratamiento
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de la fiebre puesto que consideraba a la naturaleza como la mejor medicina
(Alpizar y Medina, 1999; El-Radhi y Carroll, 1996).

En el siglo XVI, Santorio Sanctorius, inventé un termoscopio con escala
graduada que representd el primer termdémetro de la historia. Afios después el
médico inglés Thomas Sydenham hizo una descripcion de enfermedades
febriles, en la que incluye su famosa afirmacion: "La fiebre es el motor que la
naturaleza brinda al mundo para la conquista de sus enemigos". Este concepto
beneficioso de la fiebre se mantuvo alrededor de 2 000 afios (Alpizar y Medina,
1999; EI-Radhi y Carroll, 1996).

Hacia mediados del siglo XIX, Claude Bernard, reconocido fisidlogo francés,
demostré que los animales morian cuando su temperatura corporal normal
excedia de 5 a 6°C. A partir de entonces se le consider6 a la fiebre como algo
dafino, y debido a ello, con la posterior introducciéon de los antipiréticos, el
tratamiento farmacoldgico de la fiebre fue muy difundido (EI-Radhi y Carroll,
1996).

Casi un siglo después (mediados del XX), el concepto acerca del papel de la
fiebre empezd a cambiar gradualmente con los avances sobre el conocimiento
de su patogenia. Para 1948 el doctor Dubois expreso: “La fiebre s6lo es un
sintoma, y no estamos muy seguros que sea un enemigo, tal vez sea un
amigo”. El conocimiento actual sugiere que la fiebre aumenta la actividad de los
sistemas defensivos, sin embargo en muchos casos es necesario combatirla
para evitar complicaciones mayores y mejorar el estado del paciente (El-Radhi

y Carroll, 1996; http://www.odon.edu.uy/cafispat/fiebre/fiebre.htm).

2.2. AGENTES INDUCTORES Y SUSTANCIAS NEUROQUIMICAS

La reaccion febril se inicia por los efectos de agentes inductores externos
conocidos como pirébgenos exogenos, entre los que se encuentran: bacterias
grampositivas, endotoxinas de bacterias gramnegativas, hongos, parasitos,

polen, polvo, vacunas, cuerpos nitrados de fenol, proteinas o productos de
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desintegracion de éstas y farmacos. Estos agentes estimulan a monocitos,
macréfagos, células del sistema reticuloendotelial, fibroblastos, linfocitos o
células neoplasicas, infectadas por virus y otras, para la produccion de
pirbgenos enddgenos, principalmente citocinas, entre las que se encuentran la
interleucina 1 ay B (IL-1a e IL-1B), la interleucina 6 (IL-6), el factor de necrosis
tumoral ay B (TNFa y TNFB), el interferon y (IFNy) y la proteina a4 inflamatoria
del macréfago (MIP) (Padilla, 2009; Alpizar y Medina, 1999; Silverman et al.,
2005).

Las senales de la periferia podrian estar accesando al cerebro por medio de
tres rutas: 1) via fibras aferentes que viajan principalmente a través del nervio
vago y hacen su primera sinapsis en el nucleo del tracto solitario; 2) via
organos circumventriculares, como el 6rgano vascular de la lamina terminal
(OVLT) y el organo subfornical (SFO), que carecen de barrera
hematoencefalica (figura 1); y 3) via interaccién con células localizadas en la
interfase sangre-cerebro, como las células perivasculares y endoteliales. La
activacion de estas vias aferentes produce un incremento en los niveles de
prostaglandinas E, (PGE>), promoviendo su sintesis a través de la estimulacion
de la enzima cicloxigenasa (COX). Esta prostaglandina difunde hasta el nucleo
ventromedial predptico y paraventricular hipotalamico (figura 2) donde produce
la elevacién del punto prefijado hipotalamico. Interactua con los receptores EP;
y con ello diminuye el nivel intracelular de AMP ciclico en las neuronas
predpticas y produce la liberacion de citocinas en los sitios terminales y distales
de las neuronas responsables de los componentes autonémicos, endocrinos y
conductuales de la respuesta febril (Padilla, 2009; Alpizar y Medina, 1999;
Martinez y Rivas, 2005; Aimeida et al., 2004).
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(www.endotext.org/.../neuroendo3b_4.htm)

Figura 1. Localizacién del hipotdlamo y los érganos circumventriculares.

2.3. FUNCION HIPOTALAMICA EN LA RESPUESTA FEBRIL

A partir de la formacién del pirbgeno enddégeno se desencadenan los
mecanismos ya mencionados que culminan en la elevacion térmica. Con el
ajuste del centro termorregulador, la zona predptica del hipotalamo anterior
envia sefiales aferentes tanto inhibitorias como excitatorias a nucleos
localizados en el hipotalamo, cerebro medio y médula espinal que estan
involucrados en el control de la actividad termoefectora. El incremento en la
termogénesis se produce al estimular la zona dorsomedial del hipotalamo
posterior (figura 2), donde hay neuronas que trasmiten impulsos a través del
tronco encefalico hacia las columnas laterales de la médula y de ahi, a las
motoneuronas del asta anterior. Estos estimulos aumentan el tono de los
musculos esqueléticos hasta alcanzar un determinado nivel critico. Por otra
parte la excitaciéon de los nucleos simpaticos del hipotalamo posterior produce
vasoconstricciéon periférica, que lleva a evitar la pérdida de calor. Esta fase de
aumento progresivo de la temperatura persiste hasta que la temperatura de la
sangre que irriga el hipotalamo sea igual al nuevo nivel del punto de ajuste. El
equilibrio entre produccién y pérdida de calor se mantiene en un nivel superior

al basal mientras el pirdgeno enddgeno este presente. Con su desaparicion se

15



desarrollan mecanismos de pérdida de calor, principalmente a través de la
vasodilatacion, sudacion e inhibicién de la termogénesis, que tienden a revertir
la temperatura del organismo a un valor comprendido en el rango de la
normalidad (figura 3) (EI-Radhi y Carroll, 1996; Almeida et al., 2004;

http://www.odon.edu.uy/cafispat/fiebre/fiebre.htm).

(http://grupos.emagister.com/imagen/areas_y_nucleos_del_hipotalamo/t98977-0.jpg)

Figura 2. Areas hipotalamicas.

(http://forofarmaceutico.blogspot.com/2008/12/olas-de-calor-efectos-sobre-la-salud.html)

Figura 3. Mecanismos de regulacion de la temperatura corporal.
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2.4. COMPONENTE HORMONAL

La fiebre esta integrada por una respuesta hormonal en la que participa el
sistema de estrés constituido por el eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) y el
sistema simpatico sistémico, cada uno de los cuales tiene componentes
centrales de regulacion, localizados en el hipotalamo y el tronco encefalico,

respectivamente (Eskandari et al., 2003).
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Figura 4. Activacion del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) y del sistema

simpatico sistémico durante el proceso febril.

El estrés inflamatorio se desencadena por la accion de varias citocinas sobre el
sistema nervioso central, las principales son la IL-1, los factores de necrosis
tumoral y la IL-6. Las citocinas activan el sistema de estrés a través de las
prostaglandinas, que actuan sobre neuronas localizada en el hipotalamo.
Ademas, las citocinas también pueden actuar directamente sobre la hipdfisis

anterior y sobre la corteza suprarrenal (Chirinos, 1996).

Cuando se activa el eje HPA, la hormona liberadora de corticotropina (CRH) es
secretada por neuronas originadas en la division parvocelular del nucleo
paraventricular (PVN) del hipotalamo, que terminan en la capa externa de la

eminencia media (ME), liberando la CRH hacia la circulacién portal hipofisaria.
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Las neuronas secretoras de CRH del PVN reciben impulsos convergentes de
multiples areas del cerebro. Estas vias aferentes incluyen proyecciones de: a)
la via noradrenérgica ascendente del tallo cerebral (de la médula ventrolateral
(VLM) y del nucleo del tracto solitario (NTS)) que transmite informacion
sensorial visceral; b)las vias cortical y limbica descendentes (provenientes del
septum, amigdala e hipocampo) a través de la cama nucleo de la stria
terminalis (BNST)) que transmite informacion cognitiva y emocional; c)
conexiones intrahipotalamicas que reciben informacion del tallo cerebral y
estructuras limbicas; y d) érganos circumventriculares (CVO) como el OVLT y
SFO que transmiten senales quimiosensoras del torrente sanguineo. Por lo
tanto, las neuronas secretoras de CRH estan situadas estratégicamente para
interceptar y dispersar sefales desde y hacia todo el cuerpo que involucran
tanto el ambiente interno como el externo, lo que permite que la CRH coordine
las respuestas conductuales, neuroendocrinas y autonomicas (Silverman et al.,
2005; Eskandari et al., 2003).

La CRH actua sobre los receptores CRH-R¢ para estimular la liberacion de
hormona adenocorticotrépica (ACTH) por la hipdfisis anterior a partir de los
depdsitos celulares y, posteriormente estimula la sintesis del precursor de
ACTH, el péptido propiomelanocortina (POMC) para reponer los depdésitos. En
presencia de CRH, la arginina vasopresina (AVP) actua sinérgicamente para
potenciar la liberacion de ACTH via el receptor V1b de vasopresina. La ACTH
liberada a la circulacion periférica estimula la liberacion de glucocorticoides
(cortisol en humanos y otros primates; corticosterona en roedores) por la
corteza adrenal actuando en el receptor MC2-R (receptor tipo 2 de
melanocortina). Los glucocorticoides regulan una amplia variedad de genes
relacionados con la inmunidad y la expresion y funcion de las células
inmunoldgicas. Dirigen la respuesta que consiste en la rapida movilizacion de
energia (glucosa, aminoacidos, y acidos grasos) de los depdsitos hacia los
musculos y el cerebro, lo que implica un incremento del gasto cardiaco, la
presion sanguinea y la respiracion para facilitar el transporte rapido de
nutrientes y oxigeno a los tejidos principales (Silverman et al., 2005; Eskandari
et al., 2003).

18



Los glucocorticoides modulan la expresion de citocinas, moléculas de
adhesion, quimioatractores y otros mediadores inflamatorios; también afectan
el trafico, la migracion, la maduracion y la diferenciacion celular. Promueven un
cambio en la respuesta inmune, de Th1 (inmunidad celular) a Th2 (inmunidad
humoral); de un padrén proinflamatorio de citocinas con IL-1 y TNFa
incrementados, a un padron antiinflamatorio con aumento de IL-10 e IL-4. Las
dosis fisioldgicas de glucocorticoides no son completamente inmunosupresivas
pero pueden contribuir y regular especificamente la respuesta inmune bajo

ciertas circunstancias (Eskandari et al., 2003).

Estas moléculas ejercen sus efectos inmunomoduladores a través de un
receptor esteriodal citosdlico, el receptor para glucocorticoides (GR). Este es un
factor de transcripcién ligando-dependiente, que después de unirse a su
ligando, se disocia de un complejo de proteinas, dimeriza y se transloca al
nucleo donde se une a secuencias especificas del DNA (elementos de
respuesta a los glucocorticoides (GRE)) para regular la transcripcion. EI GR
también puede intervenir con otros factores de transcripcion como el factor
nuclear kappa-B (NF-kB) y el activador de la proteina-1 (AP-1), para reprimir la
transcripcion; es a través de estos mecanismos que la mayoria de las acciones
antiinflamatorias estan mediadas (Silverman et al., 2005; Eskandari et al.,
2003).

Gran parte de los efectos inmunosupresores y antiinflamatorios de los
glucocorticoides (independientemente del tipo celular) resulta de uno de los
siguientes mecanismos: inhibicion de la sintesis o de sus receptores, induccion
de la producciéon de lipocortina-1, que inhibe la sintesis de eicosanoides, o
inhibicion de la sintesis de moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) de clase Il y moléculas de adhesion intercelular,
involucradas en la interaccion directa entre las diversas células del sistema
inmune. Todas las células nucleadas del cuerpo expresan receptores de
glucocorticoides, por eso los efectos de estas moléculas se presentan en
practicamente todos los sistemas (metabdlico, enddcrino, nervioso,
cardiovascular, inmune) (Silverman et al., 2005; Eskandari et al., 2003;
Chirinos, 1996).
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Los glucocorticoides inhiben la mielopoyesis y la expresion de moléculas MHC
de clase Il inducida por el IFN en los macrofagos; inhiben la adhesiéon de los
neutréfilos a las células endoteliales, lo que disminuye el reclutamiento de
neutréfilos en sitios de inflamacion; disminuyen el numero de eosindfilos y
basdfilos circulantes; inhiben el aumento de la permeabilidad vascular en los
lugares de inflamacion y la expresion de diversas moléculas implicadas en la
interaccion adhesiva entre los leucocitos y las células endoteliales; inhiben la
funcién de las células natural killer (NK); suprimen la funcion de las células
dendriticas y estimulan la accién de las citocinas inflamatorias sobre los
hepatocitos, favoreciendo la respuesta hepatica de fase aguda (Chirinos,
1996).

La actividad del eje HPA también necesita ser controlada, por lo cual los
glucocorticoides ejercen una retroalimentacién negativa en el hipotalamo y la
pituitaria para inhibir la sintesis y secrecion de CRH y POMC/ACTH
respectivamente. Ademas, la retroalimentacion negativa de glucocorticoides
causa una reduccion en la expresion de CRHR1 mRNA, un decremento en el
numero de CRHR1, y consecuentemente, la desensibilizacién de la
corticotropina por el efecto estimulante de la CRH sobre la liberacion de ACTH.
Adicionalmente, el hipocampo, que presenta una alta densidad de GR, ejerce
una influencia negativa en el PVN y en la actividad del eje HPA (Silverman et
al., 2005; Eskandari et al., 2003).

La hormona del crecimiento (GH) también participa en la modulacion del
sistema inmune. Sus efectos estan mediados principalmente a través de factor
de crecimiento semejante a la insulina tipo 1 (IGF-1). La GH y el IGF-1 modulan
el sistema inmune induciendo la sobrevivencia y proliferacion de células
linfoides, por lo que se piensa que actuan como citocinas. Asi, células
inmunoldgicas incluyendo linfocitos T y B y células mononucleares expresan el
receptor IGF-1. Al unirse a su receptor la GH activa las vias de la fosfoinositol-
3-cinasa (PIsK/Akt) y el NF-kB conduciendo a la expresion de genes
involucrados en el ciclo celular. La GH podria también modular la respuesta

inmune al interactuar con otros sistemas hormonales. Asi, un incremento con
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corta duracion de glucocorticoides eleva la produccion de GH, mientras que a
largo plazo altas dosis de glucocorticoides resultan en su disminucion
(Eskandari et al., 2003; Silverman et al., 2005).

La hormona liberadora de tirotropina (TRH), la hormona estimulante de la
tiroides (TSH), y las hormonas tiroideas triyodotironina (T3) y tiroxina (T4) tienen
efectos estimulantes sobre las células inmunoldgicas. Se sugiere que protegen
de los efectos inmunosupresores de los glucocorticoides. La inflamacion inhibe
la secrecion de TSH por el efecto inhibitorio de las citocinas sobre la TRH. La
IL-1 suprime la secrecion de TSH, mientras que la IL-2 estimula el eje pituitaria-
tiroides (Eskandari et al., 2003; Silverman et al., 2005).

El sistema nervioso simpatico regula al sistema inmune a nivel regional, local y
sistémico. Los o6rganos del sistema inmune (timo, bazo, nddulos linfaticos)
estan inervados por nervios simpaticos. Las células inmunolégicas también
expresan receptores para neurotransmisores, como receptores adrenérgicos en
los linfocitos, que permiten responder a los neurotransmisores liberados por
€sos nervios. Las catecolaminas inhiben la produccién de citocinas
proinflamatorias como la IL-12, TNFa e INFy, y estimulan la produccion de
citocinas antiinflamatorias como la IL-10 y el factor transformador de
crecimiento. A través de este mecanismo, las catecolaminas sistémicas pueden
causar supresion selectiva de la respuesta Th1 y activar la respuesta Th2. En
algunas respuestas locales, y bajo ciertas condiciones, las catecolaminas
pueden fortalecer la respuesta inmune regional al inducir la produccién de IL-1,
TNFa e IL-8. La noradrenalina desencadena la liberacion de PGE,, sin
embargo, el grupo noradrenérgico neuronal involucrado es aun desconocido
(Eskandari et al., 2003; Almeida et al., 2004).

La activacion del sistema nervioso parasimpatico resulta en la estimulacion de
fibras nerviosas colinérgicas del nervio vago eferente y la liberacion de
acetilcolina en la sinapsis. Junto con las fibras nerviosas sensoriales activadas
por la inflamacion, el nervio vago forma el “reflejo antiinflamatorio”. El cual es
un mecanismo rapido por el cual las senales inflamatorias llegan al cerebro y el

cerebro responde con una accién antiinflamatoria a través de las fibras
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nerviosas colinérgicas. La acetilcolina atenua la liberacion de citocinas
proinflamatorias (TNF, IL-1B, IL-6 e IL-18) pero no la de las citocinas
antiinflamatorias, como IL-10. Este efecto parece ser independiente del eje
HPA (Eskandari et al., 2003).

El sistema nervioso periférico regula la inmunidad local, en los sitios de
inflamacion, a través de neuropéptidos como la sustancia P, la CRH liberada en
la periferia y el polipéptido intestinal vasoactivo (VIP). Estas moléculas son
liberadas por las terminaciones nerviosas o sinapsis, o podrian ser sintetizadas
y liberadas por células inmunes y tener un efecto inmunomodulador,

generalmente proinflamatorio (Eskandari et al., 2003).

El eje HPA esta sujeto a la regulacion de neurotransmisores y neuropéptidos
del sistema nervioso central. La CRH esta regulada positivamente por los
sistemas serotoninérgico, colinérgico y catecolaminérgico. Otros neuropéptidos
como el acido y-aminobutirico y las benzodiacepinas inhiben la secrecién de

CRH inducida por la serotonina (Eskandari et al., 2003).

2.5. CITOCINAS

Las citocinas comprenden un amplio grupo de glicoproteinas de bajo peso
molecular, normalmente entre 15-30 kDa, constituidas por 120-180
aminodacidos. Son producidas principalmente por monocitos, macréfagos vy
células T, y regulan la respuesta inmunolégica e inflamatoria. Penetran a la
circulacion y actuan sobre 6rganos y tejidos distantes y por esta razén se les
considera hormonas (Suarez et al., 2003; EI-Radhi y Carroll, 1996).

Las interleucinas son citocinas. El término interleucina (IL) se aplicé a aquellas
moléculas que servian como sefiales de comunicacion entre distintos tipos de
leucocitos, numerandose consecutivamente a medida que se descubrian. No
obstante, a algunas de ellas se les nombra de acuerdo con su funcién
bioldgica, como es el caso del factor de necrosis tumoral (Suarez et al,. 2003;
El-Radhi y Carroll, 1996).
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En general, no se detecta una produccion constitutiva significativa de citocinas,
siendo necesaria la activacién celular para que se produzcan en cantidades
suficientes para ejercer sus efectos bioldgicos. Son moléculas que poseen una
vida media muy corta y actuan a muy bajas concentraciones, del orden de
picogramos, mediante la union a receptores de alta afinidad presentes en la
superficie de la propia célula productora o en otros tipos celulares (Suarez et
al., 2003).

En relacion con la respuesta inflamatoria, algunas citocinas favorecen su
desarrollo (citocinas proinflamatorias) mientras que otras ejercen un efecto
supresor de la inflamacién (citocinas inmunosupresoras). En el grupo de las
citocinas con actividad proinflamatoria se incluyen la IL-1, IL-6, TNFa y algunos
miembros de la familia de las quimiocinas. Otra importante citocina
proinflamatoria es el IFNy, producido por linfocitos Th1 en las respuestas
inmunes especificas y por células NK activadas. Las citocinas con actividad
antiinflamatoria e inmunosupresora inhiben el crecimiento celular o suprimen la
secrecion de otras citocinas. Entre ellas se encuentran la IL-4, IL-13 e IL-10,
que activan las acciones de los linfocitos B a la vez que inhiben las respuestas
inflamatorias. Los interferones tipo | (a y B), también se pueden considerar
citocinas supresoras debido a su capacidad antiproliferativa y a su efecto

regulador de la produccion de citocinas proinflamatorias (Suarez et al., 2003).

2.5.1. CITOCINAS PROINFLAMATORIAS

IL-1. Es producida fundamentalmente por monocitos y macrofagos, pero
también por células dendriticas, endoteliales, NK y otros tipos celulares.
Existen dos formas, la IL-1a y la IL-1B3, que comparten el mismo receptor y
ejercen efectos biolégicos similares. Esta interleucina tiene multiples funciones.
Cuando se secreta en concentraciones bajas actuia como mediador de la
inflamacion local aumentando la expresidon de moléculas de superficie por las
células endoteliales que median la adhesion leucocitaria. Cuando se secreta en

cantidades mayores entra a la circulacion y ejerce efectos endocrinos. Su
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funcion primaria, al ser el principal pirébgeno enddgeno, es inducir fiebre a
través de la produccion de prostaglandinas. Parte de su efecto proinflamatorio
se debe a que induce la liberacion de histamina en los mastocitos, generando
vasodilatacion y aumento de la permeabilidad vascular en el lugar de la
inflamacion. También promueve la sintesis de proteinas de fase aguda, como
fibrindgeno, haptoglobina y proteina C reactiva por los hepatocitos. Actua sobre
el sistema nervioso central (CNS) induciendo suefio y anorexia. Aumenta la
liberacion de lactoferrina en neutréfilos, lo cual produce una disminuciéon del
hierro sérico, inhibiendo asi el incremento de muchos microorganismos.
Estimula la proliferacion de linfocitos B y la produccién de anticuerpos.
Desempefia un papel importante en la activacién y proliferacion de linfocitos T
(Suarez et al., 2003; EI-Radhi y Carroll, 1996; Alpizar y Medina, 1999).

IL-2. Es secretada por linfocitos T CD4" y CDg" activados, en respuesta a un
estimulo antigénico. Tiene un papel esencial en el desarrollo de las respuestas
inflamatorias cronicas, tanto humorales como celulares. Es un factor
estimulador del crecimiento de linfocitos T, B y NK. Es responsable de la
proliferacion de las células especificas del antigeno tras su reconocimiento por
las células T. Promueve la actividad citotdxica mediada por linfocitos T y
células NK, asi como el desarrollo de células LAK (células asesinas activadas
por citocinas). Tras unirse a su receptor en linfocitos T, activa la secrecion de
IFNa, linfotoxina, IL-4 e IL-5. Incrementa la expresion de moléculas de MHC de
clase Il (Suarez et al., 2003; EI-Radhi y Carroll, 1996; Abbas et al., 2002).

IL-6. Es producida fundamentalmente por monocitos, macrofagos, fibroblastos,
células endoteliales, linfocitos T y células del estroma de la médula ésea, en
respuesta a microorganismos y a otras citocinas, principalmente la IL-1 y el
TNF. Es la principal interleucina inductora de la sintesis de proteinas de fase
aguda, sobre todo de fibrindgeno, contribuyendo asi a los efectos sistémicos de
la inflamacion. Ademas de su efecto en la inflamacion, se ha observado que
promueve la diferenciacion de linfocitos B hacia células plasmaticas,
induciendo la produccion de inmunoglobulinas. También puede aumentar la

produccion de IL-2 y el desarrollo de los precursores hematopoyéticos

24



dependientes de la IL-3 (Suarez et al., 2003; EI-Radhi y Carroll, 1996; Abbas et
al., 2002).

TNF. Se han descrito dos moléculas estrechamente relacionadas, el TNFa y el
TNFpB, con bastante homologia en su secuencia de aminoacidos. EI TNFa es
producido fundamentalmente por monocitos y macréfagos en respuesta a
estimulos invasivos, aunque también puede ser producido por linfocitos T y B,
NK, fibroblastos y mastocitos. Es el mediador principal de la respuesta
inflamatoria aguda frente a las bacterias gramnegativas y a otros
microorganismos infecciosos. Es el primero en aparecer ante una situacion de
estrés, seguido por la IL-1 y la IL-6. Induce la sintesis de IL-1 y al igual que
ésta, actua sobre el hipotdlamo para producir fiebre. También produce
caquexia y suefo al actuar sobre el CNS. Su principal funcion es la
estimulaciéon del reclutamiento de neutréfilos y monocitos en los focos de
infeccion y la activacion de estas células para erradicar microorganismos.
Promueve la remodelacion normal de tejidos, induce apoptosis de algunos tipos
celulares y muestra efecto directo contra ciertas células tumorales. Estimula la
produccion de IL-8 por células del endotelio vascular, lo que contribuye a la
extravasacion de linfocitos, neutréfilos y TNFB. EI TNFB o linfotoxina es
producido exclusivamente por linfocitos T activados, se une a los mismos
receptores que el TNFa e induce funciones similares (Suarez et al., 2003; EI-
Radhi y Carroll, 1996; Abbas et al., 2002).

IFN Tipo II. La sintesis del interferon de tipo Il o IFNy sélo se lleva a cabo en
linfocitos T. Es la principal citocina de activacién de los macrofagos. Potencia
su funcion microbicida al estimular la sintesis de intermediarios reactivos de
oxigeno y oOxido nitrico. Actia como pirdgeno endogeno, sea directamente
sobre macrofagos para obligarlos a liberar IL-1 o directamente sobre el centro
termorregulador hipotalamico. El interferon puede potenciar las actividades
antiviral y citolitica del TNF. Incrementa la eficiencia de las células NK y activa
a los neutrdfilos. Estimula las células B para aumentar la produccion de
anticuerpos. Potencia la presentacion de antigenos asociada al complejo mayor
de histocompatibilidad y estimula la produccion de muchas proteinas

implicadas en el procesamiento del antigeno. Inhibe la proliferacion de los
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linfocitos Th2, de manera que su presencia durante la estimulacién antigénica
induce la diferenciacion de linfocitos T hacia células efectoras tipo Th1
favoreciendo, por lo tanto, el desarrollo de las respuestas inflamatorias (Suarez
et al., 2003; ElI-Radhi y Carroll, 1996; Abbas et al., 2002).

2.5.2. CITOCINAS ANTIINFLAMATORIAS

IL-4. Es producida por linfocitos Th2, mastocitos, basofilos, células del estroma
de la médula ésea y, posiblemente, por determinadas subpoblaciones de
células NK. Es una citocina muy pleiotropica, ya que ejerce numerosos efectos
en diferentes tipos celulares. Promueve la diferenciacion de linfocitos T
virgenes hacia células de tipo Th2, inhibiendo la generacién de células Th1.
Posee efectos inmunosupresores, ya que inhibe la produccion de determinados
mediadores inflamatorios de los macrofagos e induce la produccién del
receptor antagonista de IL-1, que bloquea la accion de la IL-1. Por otra parte,
promueve el desarrollo de las respuestas inmunes humorales a través de la
induccion del crecimiento y diferenciacion de linfocitos B, y la induccion de la
sintesis de inmunoglobulinas IgE e IgG4 (Suarez et al.,, 2003; El-Radhi y
Carroll, 1996; Abbas et al., 2002).

IL-10. Es producida por linfocitos del tipo Th2, asi como también por monocitos,
macrofagos, linfocitos B, queratinocitos y otros varios tipos celulares. Es la
citocina inmunosupresora por excelencia. Inhibe a los macréfagos activados
para abolir su respuesta y restablecer el estado de reposo del organismo una
vez erradicada la infeccion. Esto lo logra a través de la inhibicion de la sintesis
de muchas citocinas, entre las que podemos citar al IFNy, TNFa, IL-2, IL-12, y
la expresion del MHC-Il y de moléculas de adhesion en monocitos. También
tiene efectos antiproliferativos sobre muchos otros tipos celulares. La IL-10
ejerce ademas multiples actividades inmunomoduladoras. Se ha visto que es
un cofactor para el crecimiento de lineas y colonias de células mastociticas in
vitro. Regula las funciones mediadas por linfocitos B induciendo la sintesis de
inmunoglobulina G, y por linfocitos T, influyendo en el desarrollo de timocitos y
células T (Suarez et al., 2003; EI-Radhi y Carroll, 1996; Abbas et al., 2002).
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IFN Tipo |. Los interferones tipo | (IFNa e IFNB) median la respuesta
inmunitaria innata precoz a las infecciones virales. Se producen en la mayor
parte de las células (leucocitos, fibroblastos y macrofagos) en respuesta a
infeccién viral. Tienen capacidad para interferir con la replicacion de virus en
células infectadas. @Ademas poseen una importante  actividad
inmunomoduladora. Incrementan la expresion de antigenos polimérficos de
superficie de histocompatibilidad de clase | en varios tipos celulares, lo que
facilita su funcion presentadora de antigenos y activa a los macrdéfagos,
incrementando su capacidad tumoricida y de defensa contra las infecciones.
Estimulan el desarrollo de células Th1 y actuan de forma autocrina sobre las
propias células NK que lo producen, aumentando su actividad citolitica.
Muestran actividad antitumoral, ya sea en forma directa al inhibir la division
celular a través de un aumento en la duracién del ciclo de multiplicacion celular
o indirectamente alterando la respuesta inmunolégica. También actian como
antagonistas de la IL-4 (Suarez et al., 2003; EI-Radhi y Carroll, 1996; Abbas et
al., 2002).

3. LECTINAS

Las lectinas son un grupo de proteinas o glicoproteinas de origen no inmune
que reconocen de manera especifica y reversible a los carbohidratos, ya sean
libres o que formen parte de estructuras mas complejas. Usualmente poseen al
menos dos sitios de reconocimiento por molécula: un sitio azucar especifico y
otro para una molécula glicosilada; lo que les confiere la capacidad para
aglutinar células y precipitar glicoconjugados (Hernandez et al., 2005; Castillo y
Abdullaev, 2005).

Las lectinas no poseen actividad enzimatica y no son producto de una
respuesta inmune. Se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza y
han sido identificadas en diversos organismos como virus, bacterias, hongos,

plantas y animales (Hernandez et al., 2005; Castillo y Abdullaev, 2005).
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La gran importancia de las lectinas se debe fundamentalmente a su actividad
biologica tan diversa, en la que siempre esta involucrado el reconocimiento de
un receptor oligosacaridico. Realizan funciones relacionadas con el
reconocimiento celular como son: fertilizacion, regulacién del tejido conectivo,
apoptosis (muerte celular programada), en respuestas inflamatorias, en el
sistema inmune y en la determinacién vy diferenciaciéon celular, la
organogeénesis, la migracion de linfocitos y como factores determinantes en la

metastasis (Hernandez et al., 2005; Sharon y Lis, 2004).

Una gran diversidad de lectinas han sido aisladas y caracterizadas de
diferentes especies vegetales y/o animales, siendo las plantas su fuente mas
abundante. Las lectinas vegetales pueden tener diversas funciones dentro de la
planta como son: regulacion fisiolégica, defensa mecanica contra el ataque de
microorganismos, almacenamiento de proteinas, transporte de carbohidratos,
estimulaciéon mitogénica y reconocimiento de las bacterias fijadoras de

nitrdgeno, entre otras (Hernandez et al., 2005; Castillo y Abdullaev, 2005).

Las lectinas se consideran armas valiosas en el campo de la Genética, la
Biomedicina y la Inmunologia. Su utilidad esta basada en la propiedad que
tienen de combinarse con varios tipos de glicoconjugados presentes en las

superficies celulares y fluidos corporales (Hernandez et al., 1999).

Algunas de las lectinas son especificas en sus reacciones con los grupos
sanguineos ABO, MN, A; y A, de humanos, por esto han sido utilizadas en la

determinacion del tipo de sangre de los individuos (Sharon y Lis, 2004).

Sus propiedades mitogénicas permiten que se utilicen en estudios que tienen
como base la proliferacion de linfocitos en cultivos, como son: la evaluacién de
la produccién de citocinas y la expresion de sus receptores en sobrenadantes
de cultivos; la caracterizacion de algunos aspectos relacionados con la
respuesta inmune y fendmenos asociados con ellas como la inmunosupresion;
la interaccion entre virus, asi como la susceptibilidad y resistencia a éstos;

evaluacion de la efectividad de terapias antirretrovirales de acuerdo con la
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respuesta de los linfocitos a la estimulacion con las lectinas antes y después de
la terapia; analisis de funciones linfoproliferativas y citotdxicas en células
mononucleares causadas por algunas drogas; la induccion de genes en
linfocitos; y la deteccién de anormalidades cromosémicas (Hernandez et al.,
2005).

Debido a que las lectinas se enlazan a carbohidratos de la superficie celular, se
han convertido en utiles marcadores para emplearlos en técnicas histoquimicas
y en la microscopia electronica para estudiar la estructura y funcion de la
membrana plasmatica. Se les utiliza en cromatografia de afinidad para purificar
receptores celulares, donde un exceso de monosacarido que inhibe su
actividad hemaglutinante, permite la liberacion del receptor (Hernandez et al.,
1999; Hernandez et al., 2005).

Otra area importante en la cual se emplean las lectinas es la deteccion de
transformaciones malignas en células, a través de la aglutinacion preferencial
que muestran las lectinas con células transformadas. Ademas se han realizado
investigaciones para utilizar las lectinas y polimeros sintéticos enlazados a ellas
como agentes anticancerigenos in vivo e in vitro, ya que se ha visto que

disminuyen el crecimiento de las células tumorales (Hernandez et al, 1999).

Recientemente, se ha propuesto su utilizacion como auxiliares en el transplante
de médula 6sea de pacientes con inmunodeficiencias severas (Hernandez et
al., 1999; Sharon y Lis, 2004).

3.1. EFECTOS DE LAS LECTINAS EN LA MODULACION DE LA
RESPUESTA INMUNE

Las galectinas son una familia de lectinas animales que se unen a
B-galactosidos y estan ampliamente distribuidas en el reino animal. Al menos
veinte galectinas estan presentes en el humano. Un gran numero de estudios
han reportado sus funciones bioldgicas, entre las que se encuentran la

adhesion  celular, regulacion del crecimiento celular, inflamacion,
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inmunomodulacién, apoptosis y metastasis (Almkvist et al., 2004; Rabinovich et
al., 1999).

Las galectinas estan presentes tanto en el citosol como en el nucleo y pueden
ser secretadas al medio extracelular por un mecanismo aun desconocido,
similar al utilizado por la IL-1. Las dos galectinas mas extensamente estudiadas

son la galectina-1 y la galectina-3 (Almkvist et al., 2004).

La galectina-1 es expresada ampliamente en el sistema immune por células T y
B activadas, y macrofagos. Esta lectina ha mostrado propiedades inhibitorias
del crecimiento de diferentes tipos celulares como células T leucémicas
humanas y fibroblastos murinos. El estudio de la regulacién negativa del
crecimiento celular ha sido extendido hasta células tumorales. La galectina 1
también ha mostrado ser un regulador positivo de crecimiento en otros tipos
celulares como las células del endotelio vascular. Por lo que se especula que la
propiedad inhibitoria o estimulatoria depende del tipo celular y las senales del
entorno (Rabinovich et al., 2002).

En contraste con la galectina-1, la mayoria de la evidencia experimental indica
que la galectina-3 promueve el crecimiento y la proliferacion celular, y actua
como una sefial mitogénica para muchos tipos celulares. Esta actividad
estimulante del crecimiento celular se relaciona con el funcionamiento
intracelular de la proteina. Se ha reportado que la galectina-3 estimula la

sintesis de DNA en cultivos de fibroblastos humanos (Rabinovich et al., 2002).

La participacion de interacciones lectina-carbohidrato en el proceso inflamatorio
se ha vuelto evidente, como en el caso de la union de leucocitos al endotelio
que es mediado por selectinas (lectinas dependientes de calcio), o las
colectinas que pueden unirse a carbohidratos de la superficie de diversos
microorganismos y actuar como opsoninas, promoviendo la actividad fagocitica
(Almkvist et al., 2004).

La galectina-1 impide la sintesis o liberacion de citocinas proinflamatorias. En

estudios in vivo la galectina-1 ha mostrado una supresion de la respuesta

30



inflamatoria. En un modelo animal de artritis reumatoide los ratones tratados
con la galectina-1 exhiben una respuesta inmune con produccion incrementada
de IL-5y reduccion de la secrecion de IFNy. Esta lectina inhibe la produccion de
IL-2 mediada por el receptor de células T, y TNFa e INFy derivados de células

T pero no la secrecion de IL-10 (Rabinovich et al., 2002).

La galectina-3 potencia la produccién de IL-1 inducida por lipopolisacaridos
(LPS) en monocitos humanos. Esta lectina también inhibe la expresion genética
de la IL-5 por eosinodfilos humanos a través de la inhibicién de un elemento

regulador de la transcripcion, el REIIl (Rabinovich et al., 2002).

La galectina-1 juega un papel importante en la inflamaciéon aguda, muestra
propiedades antiinflamatorias al inhibir la fosfolipasa A, la liberacion del acido
araquidonico y la produccion de PGE;, por los macréfagos estimulados con
LPS. La administracion de esta proteina inhibe la extravasacion de neutréfilos y
la degranulacién de los mastocitos, e interfiere con el metabolismo de la
arginina en los macréfagos y consecuentemente con la liberacion de o6xido
nitrico (NO) (Rabinovich et al., 2002).

La galectina-3 muestra actividad proinflamatoria in vitro e in vivo. Estimula la
produccion de superoxido por leucocitos en sangre periférica y activa la
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidasa en neutréfilos que
experimentan extravasacion. Es evidente que las galectinas pueden funcionar
como mediadores pro y antiinflamatorios que podrian proveer de posibles
puntos de ataque para regular el proceso inflamatorio (Almkvist et al., 2004;
Rabinovich et al., 2002).

Otra lectina que constituye un componente principal del sistema inmune innato
es la lectina de union a manosa (MBL), una glicoproteina perteneciente a la
familia de las lectinas tipo C, que se clasifica dentro del grupo de las colectinas.
Es una proteina sérica sintetizada por el higado, que responde como reactante
de fase aguda. La MBL presenta afinidad por diversos azucares como manosa,
N-acetil-glucosamina, N-acetil-galactosamina y L-fucosa, lo que le permite

unirse con los carbohidratos presentes en la superficie de las células de los

31



microorganismos patdégenos, como virus, bacterias, levaduras y hongos,
mediando la opsonizacién, activando a los macréfagos a través del receptor
C1q y estimulando la activacion de la via de las lectinas del complemento
mediante dos proteasas de serina (MASP1 y MASP2). La deficiencia de MBL
influye en la severidad de muchas enfermedades debido a que posiblemente
participa en una modulacién dosis-dependiente de citocinas proinflamatorias
(Eisen et al., 2003; Merlin et al., 2006; Turner, 2003; Villareal et al., 2008).

Las lectinas de leguminosas también pueden ejercer acciones tanto
proinflamatorias como antiinflamatorias. Algunos estudios demuestran que la
respuesta inflamatoria in vitro inducida por lectinas de plantas que reconocen a
glucosa-manosa involucra la activacion de mastocitos y la liberacion de
histamina. Lectinas con afinidad por N-acetil-galactosamina han mostrado una
inhibicién de la secrecion de células mastociticas también in vitro. Se ha
observado que estas actividades son revertidas cuando las lectinas se
encuentran asociadas con el carbohidrato especifico al que reconocen. En un
estudio in vivo del efecto pro y antiinflamatorio de una lectina de semilla de
Araucaria angustifolia, se encontraron indicios de que la lectina podria actuar
reconociendo azucares especificos de la superficie celular de los mastocitos y
de esta manera estabilizar la membrana para prevenir la liberacion de los
mediadores, serotonina e histamina, contenidos en los granulos. Esta actividad
antiinflamatoria se observa al administrar la lectinas via intravenosa, mientras
que al administrarla via subcutanea, actia como agonista de los receptores de
la membrana del mastocito estimulando la liberacion de sus mediadores. Esta
propiedad proinflamatoria involucra la liberacion de citocinas primarias como la
IL-1 y el TNFa. Esta lectina, al igual que muchas otras lectinas de plantas, no
muestra toxicidad a las dosis que presenta actividad antiinflamatoria. Por ello
estas proteinas proporcionan una opcion como inhibidoras de la liberacion de
mediadores inflamatorios, lo que les confiere utilidad en el tratamiento de

condiciones patoldgicas como las alergias (Mota et al., 2006).

Una lectina de origen vegetal que ha sido ampliamente estudiada es la
fitohemaglutinina de Phaseolus vulgaris (PHA). Esta comprende cinco

glicoproteinas tetraméricas, de las cuales, en estudios in vitro se ha
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demostrado que sus subunidades L confieren actividad estimulante de la
mitosis en diferentes estirpes celulares, incluidos los linfocitos. Su posible
efecto de modulacion mitogénica podria ser de utilidad en la terapéutica del
cancer, infecciones graves y anemia aplastica. En un modelo experimental in
vivo para evaluar la potencialidad de la fitohemaglutinina para modular el
sistema inmunoldgico, las ratas administradas con PHA e inoculadas con
eritrocitos de carnero, presentaron incrementos en el numero total de leucocitos
y linfocitos circulantes. En el mismo experimento se encontré6 que la PHA
estimula a los linfocitos B para la produccion de anticuerpos. Algunos
resultados de otros estudios in vitro avalan el posible uso terapéutico de la
isoforma mitogénica L4 de la PHA como modificador de respuestas bioldgicas
presentando las ventajas de que es poco téxica, no oncogénica, no infecciosa,
compatible con diversas modalidades terapéuticas, probablemente compatible
con el embarazo y representa una adecuada relacion costo-efectividad (Ruiz et
al., 2005).

Por todo lo anterior se propone que el disefio de nuevas estrategias
terapéuticas basadas en el reconocimiento a carbohidratos podria proveer
alternativas para el tratamiento de enfermedades autoinmunes, procesos
inflamatorios, reacciones alérgicas y crecimiento tumoral (Rabinovich et al.,
1999).

4. TRATAMIENTO DE LA PIREXIA

Existen varias formas de abordaje terapéutico para el control de la fiebre, pero
el tratamiento mayormente usado son los farmacos antipiréticos. Estos
medicamentos pueden ser del grupo de los esteroides o del grupo de los
farmacos antiinflamatorios no esteroideos (NSAIDs). Dentro del primer grupo
se encuentran los corticoesteroides, que reducen la fiebre porque interfieren en
la sintesis o0 en los efectos de las citocinas, sin embargo no se deben emplear
para ese fin, debido a que tienen un efecto desfavorable sobre el sistema

inmune (Barba et al., 2008; http://www.odon.edu.uy/cafispat/fiebre/fiebre.htm).
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Los NSAIDs son un grupo de compuestos con estructura quimica diferente
cuyo efecto primario es inhibir la sintesis de prostaglandinas mediante la
inhibiciéon de la enzima ciclooxigenasa. Estos medicamentos comparten
acciones farmacoldgicas y efectos indeseables semejantes. Entre los utilizados
con mayor frecuencia se incluyen el paracetamol y el acido acetil salicilico
(ASA) (Barba et al., 2008; Valsecia y Malgor,1999).

Existen dos isoformas de la enzima ciclooxigenasa, la cicloxigenasa 1 (COX4) y
la cicloxigenasa 2 (COXz). La COX4 es una enzima constitutiva presente en la
mayoria de las células del organismo, es la encargada de la sintesis de
prostaglandinas para la regulacion fisiolégica como la citoproteccién gastrica, la
regulacion de flujos sanguineos, la funcion renal y plaquetaria. La COX; es una
enzima inducida por citocinas y otros factores, que se expresa en respuesta a
procesos inflamatorios y estimula la sintesis de prostaglandinas que producen

fiebre, dolor o inflamacion (Valsecia y Malgor, 1999; Lorenzo et al., 2004).

La mayoria de los NSAIDs son inhibidores reversibles y competitivos de la
cicloxigenasa, mientras que el ASA es un inhibidor irreversible, pues acetila la
enzima en el sitio activo. Inhibe muy efectivamente la COX4 y con ello la
agregacion plaquetaria. La asociaciéon del ASA con sindrome de Reye
(encefalopatia aguda no inflamatoria) cuando se utiliza en infecciones virales
ha reducido su indicacion en pediatria (Lorenzo et al., 2004: El-Radhi y Carroll,
1996).

A pesar de que estos farmacos son muy potentes, presentan diversos efectos
adversos que incluyen espasmo bronquial, hemorragia digestiva, redistribucion
de la grasa corporal y dafio renal. Pueden producir hepatotoxicidad, sobre todo
en pacientes con artritis u otros trastornos del tejido conectivo (Boakye-Gyasi et
al., 2008; El-Radhi y Carroll, 1996).

El paracetamol es el farmaco mas utilizado en pediatria para el tratamiento de
la fiebre. Difiere de otros NSAIDs en que no reduce la inflamacion, ni causa

dafio a la mucosa gastrica, asi como tampoco inhibe la agregacién plaquetaria.
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Posee solo una ligera actividad sobre la COX4 y la COX,. Al ser un inhibidor
pobre de la COX; se explica la carencia de efecto antiinflamatorio, y una pobre
inhibicion de la COX; explica la ausencia de gastrotoxicidad y accion
antiagregante plaquetaria. La inhibicion de la COX; y la COX; por el
paracetamol solo ocurre en células y tejidos con baja concentracion de
peréxidos, como en el cerebro, y no en presencia de altas concentraciones de
peréxidos como en los tejidos inflamados. Desde hace tiempo se ha teorizado
sobre la posibilidad de que su efecto se deba a una tercera isoforma,
identificada como variante de la COX4, la COXs, de localizacion
preferentemente central. Las sobredosis agudas de este agente pueden causar
dano hepatico fatal, en los ultimos afos ha aumentado el numero de
intoxicaciones por automedicacién (Boakye-Gyasi et al.,, 2008; EI-Radhi y
Carroll, 1996; Lorenzo et al., 2004).

5. TECNICAS PARA LA COMPROBACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIPIRETICA

Para comprobar que una sustancia presenta actividad antipirética se pueden
llevar a cabo diferentes técnicas con el objetivo de evaluar su efecto sobre un
modelo bioldgico, al cual se le induce fiebre por medio de la inoculacién de un
agente pirogeno. Los modelos biologicos mas utilizados son rata y conejo,
mientras que los agentes pirdgenos mayormente empleados son levadura de
cerveza (Saccharomyces cerevisiae), lipopolisacaridos (LPS) purificados de
bacterias como E. coli y Pseudomonas, e interleucina-1 recombinante humana
o de rata. En la tabla 2 se mencionan algunas de las técnicas utilizadas para
inducir fiebre. Como se muestra, el empleo de levadura es muy frecuente,
presentando solamente algunas variantes hechas por los autores (Sundgren,
1998; Riedel, 1997; Fewell y Wong, 2002; Tijani et al., 2008; Tomazetti et al.,
2005; Kaway et al., 1971; Boakye et al., 2008; Garcia et al., 2007).
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Tabla 2. Técnicas de induccion de fiebre en modelos animales

Modelo Agente Dosis y viade Incremento de temperatura
biolégico pirégeno administracion y tiempo de respuesta Referencia
Conejo LPS 1ug/kg via intravenosa 1°C en menos de 3 horas Riedel, 1997
Rata IL-1B8 0.20 pg/kg via subcutanea | 0.7°C Fewell y
recombinante Wong, 2002
humana
Rata Levadura 1ml/kg al 15% via A partir de 0.5°C a las 16 Tijani et al.,
intraperitoneal horas 2008
Rata Levadura 0.135g/kg via Significativo durante 4 horas Tomazetti et
intraperitoneal al., 2005
Rata Levadura 1ml/100g al 15% via Significativo a las 16 horas Kaway et al.,
subcutanea 1971
Rata Levadura 10ml/kg al 20% via A partir de 0.5°C a las 19 Boakye et al.,
subcutanea horas 2008
Rata Levadura 4g/kg via subcutanea A partirde 0.5°C alas 17 6 Garcia et al.,
18 horas 2007
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Il JUSTIFICACION

La fiebre es una manifestacion muy frecuente de enfermedad. Se acompana de
otros sintomas como cefalea, anorexia, malestar general, fatiga y dolores
musculares. La fiebre alta puede producir delirios, dafio neurolégico, e incluso

inducir convulsiones en personas con predisposicion genética (Reverdn, 2000).

A pesar de que existe una gran variedad de farmacos antipiréticos disponibles
en el mercado, la busqueda de nuevos agentes con menos efectos secundarios
adversos continua. En las ultimas décadas, los productos de origen vegetal han
vuelto a tener una presencia cada vez mayor en la terapéutica, ya que el uso
de las plantas es mas barato, accesible y tiene consecuencias secundarias

poco agresivas para la salud humana (Fundaquim et al, 2004).

La actividad antipirética de flor de jamaica fue reportada en el 2007 por
Reanmongkol e Itharat, sin embargo, no se han realizado estudios en los que
se compare la respuesta antipirética empleando extracto crudo y fracciones
(pigmentos y proteinas), ni se ha explorado el posible mecanismo de accion

involucrado.

En cuanto a la flor de jamaica, se sabe que ademas de su alto contenido de
flavonoides contiene lectinas, que como se menciond anteriormente, son
proteinas que tienen la capacidad de modular la respuesta del sistema inmune
y de regular la produccién de citocinas involucradas en los procesos febriles
(Martinez y Fenton, 2008).

Por otro lado, no existen reportes de la participacion de lectinas vegetales en el
efecto antipirético exhibido por extractos de plantas medicinales. Dicho efecto
es atribuido principalmente a los flavonoides. Por lo que la presente
investigacion representa el primer estudio donde se consideran los aspectos

antes mencionados.
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Il HIPOTESIS

Los extractos crudos, fracciones proteicas y pigmentos de la flor de jamaica

Hibiscus sabdariffa L. exhiben actividad antipirética.

IV OBJETIVOS

Objetivo General

Comprobar la actividad antipirética de extractos de jamaica en animales

experimentales con fiebre inducida.

Objetivos Particulares

1) Inducir fiebre en animales de experimentacion

2) Comprobar el efecto antipirético del extracto crudo de jamaica y
compararlo con el control positivo y negativo.

3) Comprobar el efecto antipirético de la fraccién proteica de jamaica y
compararlo con el control positivo y negativo

4) Comprobar el efecto antipirético de los pigmentos de jamaica y
compararlo con el control positivo y negativo

5) Cuantificar los niveles circulantes de citocinas proinflamatorias y
correlacionarlos con los grupos tratados

6) Realizar un analisis estadistico de los resultados con los grupos

realizados
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V MATERIALES

e Flor de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.)

e Solucion de levadura de cerveza (Saccharomyces cerevisiae) al 20%
e Solucion de paracetamol (acetaminofen) 100 mg/mL

e Solucion salina fisioldgica 0.9%

¢ Kits de ELISA para citocinas proinflamatorias

e Placas multipozos de 96

e 135 ratas macho Wistar de 300-500g de peso corporal

e TermdOmetros digitales OMRON

e Sondas intragastricas

e Reactivos de Grado Analitico

VI METODOS

1) Preparacion de los extractos de flor de jamaica

Para la obtencion del Extracto Crudo se realizé una coccion de 100g de flores
de jamaica desecadas en 1 litro de agua destilada a 100 °C durante 30

minutos. Posteriormente se homogeneizd y se filtrd. Se utilizé el filtrado.

Los pigmentos se removieron de las flores por medio de extracciones
aceténicas y etandlicas. Se eliminaron los solventes mediante destilacion
simple y evaporacién, respectivamente. Los pigmentos asi aislados se

disolvieron en agua para obtener una solucién de pigmentos al 20%.

La Fraccion Proteica es una fraccidon enriquecida de proteinas (lectinas) de flor
de jamaica. Para obtenerla se utilizaron las flores a las que previamente se les
removieron los pigmentos. Estas se homogeneizaron en buffer PBS vy se filtro.
Posteriormente se separaron las proteinas utilizando una cromatografia de
intercambio idnico, en la que se obtuvieron dos fracciones (picos), las lectinas

se localizaron en la fraccion hidrofilica, donde se comprobé la presencia de

39



lectinas mediante el ensayo de hemaglutinacion (Martinez y Fenton, 2008). Se
verificd la concentracion proteica por el método de Bradford (Bradford, 1976)

siendo de 100 pg/mL.

2) Induccion de Fiebre

Los animales fueron marcados, pesados y distribuidos aleatoriamente en
grupos de diez. Para la medicion de las temperaturas se utilizaron termémetros
digitales OMRON, los cuales se introdujeron 1.5 cm en el recto del animal. Se
midié la temperatura rectal antes de inducir la fiebre, a la cual se consideré

como temperatura basal.

Se utilizé levadura de cerveza Saccharomyces cerevisiae como agente inductor
de fiebre siguiendo el método utilizado por Garcia et al. (2007). La
estandarizacion se realizé en tres etapas. En la primera etapa se administré
una solucion de levadura al 20% en dosis de 4 g/kg de peso corporal. Las ratas
se dejaron toda la noche con agua ad libitum y sin alimento. A las 18 horas
posteriores a la administracién de la levadura se midid6 nuevamente la
temperatura rectal para verificar el incremento. Debido a la variacion en la
respuesta febril se realizaron cambios, por lo que en la segunda etapa se hizo
una modificacion al método, al duplicar la dosis de levadura (8g/kg). Los
animales se dejaron bajo las mismas condiciones que en la primera etapa,
hasta las 18 horas en que se midié nuevamente la temperatura. Finalmente, en
la tercera etapa, en la que se obtuvieron los resultados esperados, se mantuvo
la dosis 8 g/kg de peso corporal, los animales se dejaron bajo las mismas
condiciones que en las etapas anteriores, pero el tiempo en que se midiod
nuevamente la temperatura se redujo a 16 horas. A la temperatura registrada a
las 18 y 16 horas respectivamente, se le denomind temperatura febril. Se
seleccionaron solamente los animales con incremento igual o mayor a 0.5°C

para continuar con el experimento (Garcia et al., 2007; Tijani et al., 2008).
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3) Evaluacién de la respuesta antipirética

A los animales con fiebre se les administré por via oral mediante una sonda

intragastrica el tratamiento correspondiente a cada grupo:

Grupo Cero: Control sin tratamiento. No se le indujo fiebre ni se le dio
tratamiento.

Grupo A. Control antipirético negativo: 2 mL de solucion salina al 0.9%.
Grupo B. Control antipirético positivo: 1mL/100g peso corporal de solucion
de paracetamol de100mg/mL.

Grupo C. Extracto Crudo de flor de jamaica: 1mL/100g de peso corporal.
Grupo D. Fraccion Proteica de flor de jamaica: 1mL/100g de peso corporal.

Grupo E. Pigmentos de flor de jamaica: 1mL/100g de peso corporal.

Para evaluar el efecto de los tratamientos se realizaron mediciones de las
temperaturas rectales a los 30, 60, 90, 120, 180 y 240 minutos posteriores a la

aplicacion de los tratamientos.

4) Evaluacién de citocinas circulantes

Al finalizar el monitoreo de temperatura se extrajo sangre a las ratas de los
grupos con fiebre por medio de puncién cardiaca. Las muestras de sangre se
centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos y se separaron los sueros, los

cuales se congelaron a -70°C hasta su evaluacion.

Se utilizaron estuches comerciales de la marca PreproTech para evaluar las
concentraciones circulantes de las citocinas TNFa, IL-1q, IL-6 e IFNy mediante
el método de Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA) tipo
sandwich. Para las cuatro citocinas se siguié el protocolo indicado por el
proveedor ajustandolo para utilizar 50uL de muestra. Se prepararon las placas
de 96 pozos fijando el anticuerpo de captura y adicionando el buffer de
bloqueo. A continuacion se adicioné la muestra de suero, todas las

determinaciones se hicieron por duplicado. En cada placa se incluyé una curva
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de calibracién para interpolar los valores obtenidos de las muestras. La curva
de calibracién para cada citocina se realizé en el intervalo util indicado por el
fabricante. Posteriormente se adicioné el anticuerpo de deteccion especifico
para cada citocina y la enzima avidina peroxidasa. Finalmente, para revelar se
utilizd el sustrato 2.2’-azino-di[3—etil-benzotiazolin sulfonato] (ABTS) vy la
reaccion se detuvo con sulfato de dodecilo sédico (SDS). Los tiempos de
incubacion entre cada etapa del proceso fueron los recomendados por el
fabricante, realizando cuatro lavados entre cada una. La lectura de las placas
se realizé en un lector de ELISA a 405nm. Las concentraciones se obtuvieron

al interpolar la absorbancia de las muestras en la curva de calibracion.

5) Analisis estadistico

La informacion se proceso utilizando el software Microsoft Office Excel 2007.
Se obtuvo la media, mediana, moda, desviacion estandar y error estandar de
las temperaturas y de las concentraciones de citocinas. Se realiz6 la prueba de
normalidad de Kolmogorov-Smirnov a todos los resultados. Para comparar el
efecto de cada tratamiento se utilizaron las pruebas paramétricas t-Student y
ANOVA de una y dos vias post hoc Bonferroni. Para el analisis de citocinas se
utilizé la prueba ANOVA de una via post hoc Bonferroni. Todos los analisis se

llevaron a cabo utilizando el programa GraphPad Prism version 4.0
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VIl RESULTADOS

INDUCCION DE FIEBRE

Como se describio en la metodologia, se realiz6 la estandarizacién del método
de induccion de fiebre, donde se utilizaron dos diferentes concentraciones de

levaduras y tiempos. A continuacién se describen los resultados en cada etapa.

En la primera etapa se inocul6 una dosis de levadura de 4g/kg y la medicién de
temperatura para comprobar la presencia de fiebre se realiz6 a las 18 horas.
Como se muestra en la tabla 3, no hubo un incremento de temperatura en
todos los animales, sin embargo el promedio del incremento en los que si lo

presentaron fue de 0.92°C.

En la segunda etapa se duplicé la dosis de levadura, pero se conservo el
tiempo de 18 horas para valorar la respuesta de los animales. La tabla 4
muestra los resultados. Al igual que en la primera etapa, no todas las ratas
presentaron el incremento de temperatura, pero el promedio del aumento en

las que si lo presentaron fue de 1.67 °C.

En la tercera etapa se mantuvo la dosis de levadura de 8g/kg de peso corporal,
pero el monitoreo de la respuesta se realiz6 a las 16 horas posterior a su
administracion. Los resultados se muestran en la tabla 5. Para esta etapa el
incremento de temperatura promedio fue de 0.80°C. A pesar de ser ligeramente
menor que en las etapas anteriores, el comportamiento fue mas homogéneo,

ya que todas las ratas presentaron un aumento de temperatura.
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Tabla 5. Temperatura basal y efecto pirético de la levadura de cerveza en la
tercera etapa (continuacion)

GRUPO E

Peso () Basal (°C) Fiebre (°C) AT (T+Ty)
1 500.0 36.6 36.3 -0.3
2 465.0 36.3 36.8 0.5
3 357.0 36.9 37.3 0.4
4 496.0 36.3 36.5 0.2
5 457.0 36.3 36.6 0.3
6 374.0 36.0 37.4 1.4
7 423.0 36.6 38.1 1.5
8 376.0 36.6 37.2 0.6
9 408.0 36.1 36.8 0.7
10 436.0 36.9 37.2 0.3
11 445.0 36.3 36.3 0.0
12 449.0 36.4 37.3 0.9
13 448.0 36.9 37.6 0.7
14 470.0 36.1 36.9 0.8

EVALUACION DE LA RESPUESTA ANTIPIRETICA

En la tercera etapa se incluyé un grupo al que no se le indujo fiebre pero se le
realizé el monitoreo de la temperatura a los mismos tiempos que al resto de los
grupos y se le designé como grupo Cero. Este grupo se incluyd con el objetivo
de evaluar el efecto de la manipulacién, asi como del ciclo circadiano de
temperatura de la rata. Como podemos observar en la tabla 6 las temperaturas
se mantienen entre los 36.48 y 36.97°C. No hay incremento de la temperatura
después de 16 horas, que es el tiempo en el que se determind la temperatura
febril en los grupos a los que se les inoculé levadura. Por lo que se puede
afirmar que el incremento presentado por el resto de los animales es debido a
la levadura. Durante la duracién del experimento en este grupo se presentaron
variaciones menores a 0.5°C entre cada medicién. Con la prueba Kolmogorov-
Smirnov (KS) verificamos que los resultados siguen un comportamiento normal,
por lo que se procedio a realizar la prueba paramétrica ANOVA (tabla 7) para
comparar entre los tiempos. No hubo diferencias significativas, lo que indica
qgue ni la manipulacion de los animales, ni el ciclo circadiano de temperatura de
la rata tienen impacto sobre los resultados del experimento. La grafica 1 ilustra

el comportamiento de este grupo.
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Tabla 6. Monitoreo de la temperatura del Grupo Cero. Sin tratamiento

Ndmero Basal 16 hrs 16.5 17 17.5 18 19 20
hrs hrs hrs hrs hrs hrs
1 36.7 36.1 36.2 367 370 37.1 372 36.9
2 36.5 35.8 36.3 362 365 36.7 363 36.8
3 36.9 36.9 370 367 365 369 363 364
4 36.9 36.4 36.7 37.0 371 36.8 36,5 364
5 37.0 36.4 36.7 370 372 368 369 365
6 37.6 37.9 374 371 36.5 365 362 364
7 36.9 37.3 375 370 369 367 360 36.2
8 36.7 36.6 36.8 371 372 371 36.7 36.6
9 374 37.5 373 371 372 369 365 36.7
10 37.1 36.5 36.0 36.1 36.7 368 362 364
Media 36.97 36.74 36.79 36.80 36.88 36.83 36.48 36.53
Desviacion 0.33 0.66 052 037 030 018 036 0.22
estandar
Error 0.10 0.21 0.16 0.12 010 0.06 0.12 0.07
estandar

Tabla 7. ANOVA del Grupo Cero. Sin tratamiento

Promedio
Origen delas Sumade Grados de de los Significancia
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad (p< 0.05)
Entre grupos 1.97 7 0.28 1.80 0.10 No
Dentro de los
grupos 11.27 72 0.16
Total 13.24 79
38+
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Tiempo de monitoreo

Grafica 1. Monitoreo de la temperatura del Grupo Cero. Se representa la MediazE.E.
de la temperatura rectal de las ratas a las que no se les administrd ningun tratamiento.
La temperatura se mantiene entre 36.48 y 36.97°C con una variacion menor a 0.5°C
entre las mediciones a los diferentes tiempos. No existen diferencias significativas

(ANOVA, p< 0.05).
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De las tres etapas de induccion de fiebre que se realizaron, solamente se
seleccionaron los animales con incremento de temperatura a partir de 0.5°C,
por lo que a pesar de haber iniciado con el mismo numero de ratas para todos
los grupos, el tamano de muestra se redujo a las que cumplieron este criterio,
ademas de que algunos murieron por broncoaspiracién al administrarles el

tratamiento.

La administracion del tratamiento se realizé6 por via oral mediante sondas
intragastricas: Grupo A: Solucion salina, Grupo B: Paracetamol, Grupo C:
Extracto crudo de flor de jamaica, Grupo D: Fraccion proteica de flor de jamaica
y Grupo E: Pigmentos de flor de jamaica. En la primera etapa el monitoreo de
la temperatura se realizé a los 30, 60, 120 y 180 minutos después de haber
recibido el tratamiento. En la segunda etapa se realiz6é a los 30, 60, 90 y 120
minutos, y en la tercera a los 30, 60, 90, 120, 180 y 240 minutos. Los
resultados para cada grupo se muestran en las tablas 8 a 12. En cada tabla
aparece la temperatura basal y febril de los animales, asi como el monitoreo
realizado a los diferentes tiempos posteriores a la administracién del

tratamiento.

En el grupo de soluciéon salina (tabla 8 y grafica 2), algunos animales
presentaron un ligero descenso de temperatura durante los primeros 90
minutos posteriores a la administracién del tratamiento, pero a partir de los 120

minutos comenzd a aumentarles nuevamente la temperatura.

Con el paracetamol, a excepcion de la rata 5, el resto presentaron el descenso
de temperatura desde los 30 minutos (tabla 9 y grafica 3), y a partir de alli
continuo disminuyendo hasta que se mantuvo oscilando alrededor de los 36°C.
En todos los animales se llegd a una temperatura menor a la basal. Por
ejemplo, la rata 7 presentd una temperatura basal de 36.2°C, con la levadura

se incremento a 37.5°C y con el paracetamol se redujo hasta 35.2°C.
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En el grupo del extracto crudo se puede observar un descenso de temperatura
en la mayoria de los animales desde los 30 minutos, que para algunos alcanzo
1°C como en el caso de la rata 1. En algunas ratas como la 2 el descenso
rebaso a la temperatura basal, y en otras como la 25, si se redujo la fiebre,

pero no llego al nivel basal (tabla 10 y gréafica 4).

Para la fraccién proteica, solo en la mitad de los animales se observé descenso
de temperatura en los primeros 90 minutos (tabla 11 y grafica 5). Sin embargo
para los 120 minutos todas las ratas, a excepcion de la 18, habian presentado

la reduccién de temperatura.

En el caso de los pigmentos (tabla 12 y grafica 6), a los 30 minutos la mitad de
los animales presentaron una ligera reduccion de temperatura. Para los 90
minutos todos habian presentado reduccion de temperatura, y para los 180 la

mitad habia alcanzado una temperatura incluso menor a la basal.

En la tabla 13 se presenta un resumen de todos los grupos, con su media y
error estandar. En ella se puede observar que mientras el control negativo
permanecié febril durante todo el experimento, el resto de los tratamientos

produjeron el efecto antipirético.

Tabla 13. Cuadro comparativo de resultados para los cinco tratamientos

Grupo Basal Febril 30’ 60’ 90’ 120° 180’ 240°
Solucién salina 36.82 38.00 3747 37.31 37.26 3752 3785 37.88
+0.07 +0.12 019 +0.14  #0.11 +0.29 024 x0.14

Paracetamol 36.62 3769 36.92 3644 36.27 3581 35.91 36.01

+0.16  +0.11 +0.16  +x0.12  0.21 +0.23 +0.15 x0.24
Extracto crudo de 36.51 3797 3754 3716 37.03 36.81 37.08 36.85
flor de jamaica *0.10 0.1 +0.18 #0.16  £0.19  x0.11 +0.16  #0.13
Fraccion  proteica 36.76  37.79  37.63  37.71 37.53  37.01 37.09  36.81
de flor de jamaica +0.11 +0.11 +0.16  x0.12 013  #0.07 x0.09 £0.08
Pigmentos de flor 36.38 37.26 3720 36.75 36.33 36.24  36.01 36.48
de jamaica +0.11 +0.16  +x0.22  +0.21 +0.20 +0.21 +0.25 #0.16

Se representa la MediazE.E. de la temperatura rectal de las ratas antes de la induccion de
fiebre (basal), después de la induccion de fiebre (febril), y 30, 60, 90 120, 180 y 240 minutos
posterior a la administracion de los tratamientos. Solucion salina: n=12, paracetamol: n=13,
extracto crudo: n=27, fraccion proteica: n=20, pigmentos: n=8.
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Al igual que para los resultados del grupo Cero, se hizo la prueba KS para evaluar
la normalidad de los resultados de todos los grupos tratados. Como todos

presentaron comportamientos normales, se utilizaron analisis paraméticos.
Primero se realizé una prueba ANOVA para comparar las temperaturas basales de
los grupos tratados (A al E) y no se encontraron diferencias significativas (tabla 14

y grafica 7). Lo que comprueba que partimos de una muestra homogénea.

Tabla 14. ANOVA de las temperaturas basales de los cinco grupos tratados

Promedio
Origen delas Sumade Grados de de los Significancia
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad (p< 0.05)
Entre grupos 1.629 4 0.4071 1.793 0.1391 No
Dentro de los
grupos 17.03 75 0.2271
Total 18.66 79

Temperatura (°C)
[
o

|5
ay
1

32

Grupos

Gréafica 7. Temperaturas basales de los grupos tratados. Media + E.E. No existe

diferencia estadisticamente significativa entre ellas (ANOVA, p< 0.05).

El incremento de temperatura inducido mediante la inyeccion de levadura fue de
1.18°C en el grupo A, 1.07°C en el grupo B, 1.46°C en el grupo C, 1.03°C en el
grupo D y 0.89°C en el grupo E, y resultd significativo al comparar la temperatura
basal con su respectiva temperatura febril por medio de una prueba t-student
(tabla 15 y gréafica 8).
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Tabla 15. Prueba t-student para comparar la temperatura basal con la febril de
cada grupo tratado

Grados de Significancia
Grupo t libertad Valordep (p< 0.05)
A 10.560 11 P<0.0001 Si
B 8.367 12 P<0.0001 Si
C 9.098 26 P<0.0001 Si
D 13.120 19 P<0.0001 Si
E 6.818 7 0.0002 Si
40-
1 Basal
— 384 _
Febril

Temperatura (°C
898
Sl

- i
Grupos

Gréfica 8. Incremento de la temperatura rectal inducido con levadura de cerveza. Media *
E.E. * Diferencia estadisticamente significativa (Prueba t, p< 0.05).

Al realizar la prueba de ANOVA post hoc Bonferroni para comparar las
temperaturas febriles de todos los grupos (tabla 16), se encontré una diferencia
significativa entre el grupo de los pigmentos con el grupo control de solucién
salina y con el grupo de extracto crudo. Como se observa en las graficas 8 y 9
dicha diferencia se debe a que el aumento de temperatura en el grupo de los
pigmentos es menor (0.88°C) que en los dos grupos de los cuales difiere (1.18 y

1.46°C respectivamente).
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Tabla 16. ANOVA post hoc Bonferroni de las temperaturas febriles de los cinco
grupos tratados

Promedio de

Origendelas Sumade Grados de los Significancia
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad (p< 0.05)
Entre grupos 3.686 4 0.9216 3.829 0.0069 Si
Dentro de los
grupos 18.05 75 0.2407
Total 21.74 79
Significancia
Comparacién t Probabilidad  (p<0.05)
AvsB 1.567 P >0.05 No
Avs C 0.1958 P >0.05 No
AvsD 1.2 P >0.05 No
Avs E 3.293 P <0.05 Si
BvsC 1.657 P >0.05 No
BvsD 0.5303 P >0.05 No
BvsE 1.95 P >0.05 No
CvsD 1.255 P >0.05 No
CvsE 3.565 P <0.01 Si
DvsE 2.546 P >0.05 No
40+
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Gréfica 9. Temperaturas febriles de los grupos tratados. Se representa la Media + E.E.
Existe diferencia estadisticamente significativa entre el grupo A (solucién salina) y el E
(pigmentos) (*A), y entre el C (extracto crudo) y el E (pigmentos) (*C) (ANOVA post hoc
Bonferroni, p< 0.05).

Para evaluar el efecto de cada uno de los tratamientos por separado se realizd
una prueba de ANOVA post hoc Bonferroni por medio de la cual se comparé la

temperatura febril con la respuesta a cada uno de los diferentes tiempos.
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En el grupo al que se le administré solucién salina, a pesar de verse un descenso

de temperatura en los primeros 90 minutos que llego hasta 37.26°C (grafica 10),

este no fue significativo (tabla 17); a partir de ese tiempo la temperatura comenzé

a aumentar nuevamente, por lo que las ratas permanecieron con fiebre durante la

duracion de todo el experimento.

Tabla 17. ANOVA post hoc Bonferroni del Grupo A Solucion salina

Promedio de

Origen de las Sumade Grados de los Significancia
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad (p< 0.05)
Entre grupos 5.198 6 0.8663 1.949 0.086 No
Dentro de los
grupos 28.89 65 0.4444
Total 34.08 71
Significancia
Comparacion t Probabilidad (p< 0.05)
Fiebre vs 30’ 1.96 P>0.05 No
Fiebre vs 60’ 2.542 P>0.05 No
Fiebre vs 90’ 2.343 P>0.05 No
Fiebre vs 120’ 1.776 P >0.05 No
Fiebre vs 180’ 0.5554 P>0.05 No
Fiebre vs 240’ 0.35 P> 0.05 No
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Grafica 10. Efecto de la solucién salina sobre las ratas con fiebre. Se representa la Media
+ E.E. La solucién salina no produjo una reduccién significativa de la temperatura, puesto
que las ratas se mantuvieron con una temperatura superior a los 37.2°C (ANOVA, p<

0.05).
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Con el paracetamol observamos wuna reduccidon de la temperatura
estadisticamente significativa desde los 30 minutos (tabla 18 y grafica 11), que
aumenté gradualmente hasta alcanzar aproximadamente 36°C donde se mantuvo
hasta los 240 minutos. Dicha temperatura es incluso menor a la basal y represent6

una disminucion de 1.88°C.

Tabla 18. ANOVA post hoc Bonferroni del Grupo B Paracetamol

Promedio de

Origen de las Sumade  Grados de los Significancia
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad (p< 0.05)
Entre grupos 33.64 6 5.606 16.07  P<0.0001 Si
Dentro de los

grupos 25.81 74 0.3488

Total 59.45 80

Significancia

Comparacion t Probabilidad (p< 0.05)
Fiebre vs 30’ 3.321 P < 0.01 Si
Fiebre vs 60’ 5413 P < 0.001 Si
Fiebre vs 90’ 5.567 P < 0.001 Si
Fiebre vs 120’ 8.136 P < 0.001 Si
Fiebre vs 180’ 7.546 P < 0.001 Si
Fiebre vs 240’ 6.33 P < 0.001 Si
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Gréfica 11. Efecto del paracetamol sobre las ratas con fiebre. Se representa la Media *

E.E. El paracetamol produjo una reduccioén significativa de la temperatura desde los 30
minutos, siendo maxima a los 120 minutos (ANOVA post hoc Bonferroni, *p< 0.05).
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Con el extracto crudo de flor de jamaica también se aprecié un descenso gradual

de la temperatura, que resultd significativo a partir de los 60 minutos y alcanzé su

maximo a las dos horas (tabla 19 y grafica 12), logrando una disminucién de

1.16°C.

Tabla 19. ANOVA post hoc Bonferroni del Grupo C Extracto crudo

Promedio de

Origen de las Sumade  Grados de los Significancia
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad (p< 0.05)
Entre grupos 24.2 6 4.033 7.947  P<0.0001 Si
Dentro de los
grupos 73.08 144 0.5075
Total 97.28 150
Significancia
Comparacion t Probabilidad (p< 0.05)
Fiebre vs 30’ 2.178 P>0.05 No
Fiebre vs 60’ 4.145 P < 0.001 Si
Fiebre vs 90’ 4.331 P < 0.001 Si
Fiebre vs 120’ 5.960 P < 0.001 Si
Fiebre vs 180’ 4.009 P < 0.001 Si
Fiebre vs 240’ 3.894 P < 0.001 Si
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Grafica 12. Efecto del extracto crudo de flor de jamaica sobre las ratas con fiebre. Se
representa la Media + E.E. El extracto crudo produjo una reduccion de la temperatura
desde los 30 minutos, que fue significativa a partir de los 60 minutos y maxima a los 120
minutos (ANOVA post hoc Bonferroni, *p< 0.05).
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La fraccion proteica de flor de jamaica produjo un descenso de la temperatura

estadisticamente significativo, que se comenzé a apreciar a los 120 minutos y se

mantuvo los 240 minutos, siendo éste su punto maximo, y representd una
disminucién de 0.98°C (tabla 20 y grafica 13).

Tabla 20. ANOVA post hoc Bonferroni del Grupo D Fraccién proteica

Promedio de

Origen de las Sumade  Grados de los Significancia
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad (p< 0.05)
Entre grupos 13.75 6 2.292 8.629  P<0.0001 Si
Dentro de los
grupos 30.01 113 0.2656
Total 43.76 119
Significancia
Comparacion t Probabilidad (p< 0.05)
Fiebre vs 30’ 0.9511 P>0.05 No
Fiebre vs 60’ 0.4909 P>0.05 No
Fiebre vs 90’ 1.536 P >0.05 No
Fiebre vs 120’ 4.756 P < 0.001 Si
Fiebre vs 180’ 3.685 P <0.01 Si
Fiebre vs 240’ 4.885 P < 0.001 Si
40
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Grafica 13. Efecto la fraccion proteica de flor de jamaica sobre las ratas con fiebre. Se
representa la Media + E.E. La fraccidn proteica produjo una reduccién significativa de la

temperatura a partir de los 120 minutos, siendo maxima a los 240 minutos (ANOVA post
hoc Bonferroni, *p< 0.05).

240"
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Los pigmentos de flor de jamaica produjeron también un descenso gradual de la
temperatura que se comenzé a observar desde los 60 minutos, pero fue
significativo a partir de los 90 minutos y hasta los 180 minutos, después de los
cuales la temperatura volvi6 a aumentar (tabla 21 y grafica 14). El maximo
descenso se produjo a los 180 minutos siendo de 1.25°C.

Tabla 21. ANOVA post hoc Bonferroni del Grupo E Pigmentos

Promedio de

Origen de las Sumade  Grados de los Significancia
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad (p< 0.05)
Entre grupos 11.11 6 1.852 5.629 0.0002 Si
Dentro de los
grupos 16.12 49 0.3289
Total 27.23 55
Significancia
Comparacion t Probabilidad (p< 0.05)
Fiebre vs 30’ 0.218 P>0.05 No
Fiebre vs 60’ 1.787 P >0.05 No
Fiebre vs 90’ 3.269 P <0.05 Si
Fiebre vs 120’ 3.575 P <0.01 Si
Fiebre vs 180’ 4.359 P <0.001 Si
Fiebre vs 240’ 2.746 P >0.05 No
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Grafica 14. Efecto los pigmentos de flor de jamaica sobre las ratas con fiebre. Se
representa la Media + EE. Los pigmentos produjeron una reduccion de la temperatura
desde los 60 minutos, que fue significativa de los 90 minutos hasta los 180 minutos vy

maxima a los 180 minutos. A los 240 minutos la temperatura comenzé a incrementar
nuevamente (ANOVA post hoc Bonferroni, *p< 0.05).
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Finalmente se hizo una comparacién entre los diferentes tratamientos mediante un

ANOVA de dos vias post hoc Bonferroni (tabla 22). Como se describio

anteriormente, al partir de temperaturas basales y febriles semejantes, se

comprobé que las diferencias encontradas son debidas al efecto de los

tratamientos durante los tiempos de monitoreo de la respuesta. Primero se realizo

una comparacion entre el grupo control negativo con el resto de los grupos.

Después entre el control positivo con el resto de los grupos y finalmente entre los

tres grupos de flor de jamaica.

Tabla 22. ANOVA dos vias post hoc Bonferroni de los cinco tratamientos

Origen de las Sumade Grados de  Promedio de Significancia
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad (p< 0.05)
Interaccion 32.35 28 1.155 3.147  P<0.0001 Si
Tratamiento 77.23 4 19.31 52.58 P<0.0001 Si
Tiempo 59.83 7 8.547 23.28  P<0.0001 Si
Residual 190.9 520 0.3672
Valores
omitidos -40
Significancia

Comparacion Media 1 Media 2 Diferencia t Probabilidad (p< 0.05)
Avs B Sol. salina  Paracetamol
Basal 36.82 36.62 -0.1936 0.7981 P >0.05 No
Febril 38.00 37.69 -0.3077 1.268 P >0.05 No
30’ 37.47 36.92 -0.5436 2.241 P> 0.05 No
60’ 37.31 36.44 -0.8699 3.586 P<0.01 Si
90’ 37.26 36.27 -0.9905 3.244 P <0.05 Si
120’ 37.52 35.81 -1.709 7.045 P<0.001 Si
180’ 37.85 35.91 -1.937 7.659 P<0.001 Si
240’ 37.88 36.01 -1.871 5.717 P<0.001 Si

Extracto
AvsC Sol. salina crudo
Basal 36.82 36.51 -0.3056 1.453 P> 0.05 No
Febril 38.00 37.97 -0.03333 0.1586 P> 0.05 No
30’ 37.47 37.54 0.07778 0.37 P> 0.05 No
60’ 37.31 37.16 -0.1454 0.6915 P> 0.05 No
90’ 37.26 37.03 -0.2294 0.8498 P> 0.05 No
120’ 37.52 36.81 -0.7056 3.356 P<0.01 Si
180’ 37.85 37.08 -0.7631 3.255 P<0.01 Si
240’ 37.88 36.85 -1.033 3.158 P <0.05 Si
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Tabla 22. ANOVA dos vias post hoc Bonferroni de los cinco tratamientos
(continuacion)

Significancia

Comparacion Media 1 Media 2 Diferencia t Probabilidad (p< 0.05)
Fraccion
AvsD Sol. salina proteica
Basal 36.82 36.76 -0.06166 0.2787 P> 0.05 No
Febril 38.00 37.79 -0.215 0.9717 P> 0.05 No
30’ 37.47 37.63 0.1633 0.7382 P>0.05 No
60’ 37.31 37.71 0.3967 1.793 P>0.05 No
90’ 37.26 37.53 0.2706 1.003 P> 0.05 No
120’ 37.52 37.01 -0.5067 2.29 P> 0.05 No
180’ 37.85 37.09 -0.7538 2.98 P <0.05 Si
240’ 37.88 36.81 -1.073 3.43 P<0.01 Si
AvsE Sol. salina Pigmentos
Basal 36.82 36.38 -0.4417 1.597 P> 0.05 No
Febril 38.00 37.26 -0.7375 2.667 P> 0.05 No
30’ 37.47 37.2 -0.2667 0.9642 P> 0.05 No
60’ 37.31 36.75 -0.5583 2.019 P> 0.05 No
90’ 37.26 36.33 -0.9321 2.972 P <0.05 Si
120’ 37.52 36.24 -1.279 4.625 P<0.001 Si
180’ 37.85 36.01 -1.833 6.51 P<0.001 Si
240’ 37.88 36.48 -1.408 4.304 P<0.001 Si
Extracto
BvsC Paracetamol crudo
Basal 36.62 36.51 -0.112 0.5474 P> 0.05 No
Febril 37.69 37.97 0.2744 1.341 P> 0.05 No
30’ 36.92 37.54 0.6214 3.038 P <0.05 Si
60’ 36.44 37.16 0.7245 3.542 P<0.01 Si
90’ 36.27 37.03 0.7611 3.077 P <0.05 Si
120’ 35.81 36.81 1.003 4.905 P<0.001 Si
180’ 35.91 37.08 1.174 5.139 P<0.001 Si
240’ 36.01 36.85 0.8375 2.764 P <0.05 Si
Fraccion
BvsD Paracetamol proteica
Basal 36.62 36.76 0.1319 0.6111 P>0.05 No
Febril 37.69 37.79 0.09269 0.4294 P> 0.05 No
30’ 36.92 37.63 0.7069 3.275 P<0.01 Si
60’ 36.44 37.71 1.267 5.867 P<0.001 Si
90’ 36.27 37.53 1.261 5.098 P<0.001 Si
120’ 35.81 37.01 1.202 5.569 P<0.001 Si
180’ 35.91 37.09 1.183 4.784 P<0.001 Si
240’ 36.01 36.81 0.7975 2.775 P <0.05 Si
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Tabla 22. ANOVA dos vias post hoc Bonferroni de los cinco tratamientos
(continuacion)

Significancia

Comparacion Media 1 Media 2 Diferencia t Probabilidad (p< 0.05)
BvsE Paracetamol Pigmentos
Basal 36.62 36.38 -0.2481 0.9111 P> 0.05 No
Febril 37.69 37.26 -0.4298 1.579 P> 0.05 No
30 36.92 37.2 0.2769 1.017 P>0.05 No
60’ 36.44 36.75 0.3115 1.144 P> 0.05 No
90’ 36.27 36.33 0.05833 0.1981 P> 0.05 No
120’ 35.81 36.24 0.4298 1.579 P> 0.05 No
180’ 35.91 36.01 0.1042 0.3766 P> 0.05 No
240’ 36.01 36.48 0.4625 1.527 P> 0.05 No
Extracto Fraccion
CvsD crudo proteica
Basal 36.51 36.76 0.2439 1.364 P> 0.05 No
Febril 37.97 37.79 -0.1817 1.016 P> 0.05 No
30’ 37.54 37.63 0.08556 0.4786 P >0.05 No
60’ 37.16 37.71 0.542 3.032 P <0.05 Si
90’ 37.03 37.53 0.5 2.475 P> 0.05 No
120’ 36.81 37.01 0.1989 1.113 P> 0.05 No
180’ 37.08 37.09 0.009315  0.04077 P >0.05 No
240’ 36.85 36.81 -0.04 0.1392 P>0.05 No
Extracto
CvsE crudo Pigmentos
Basal 36.51 36.38 -0.1361 0.558 P> 0.05 No
Febril 37.97 37.26 -0.7042 2.887 P <0.05 Si
30 37.54 37.2 -0.3444 1.412 P>0.05 No
60’ 37.16 36.75 -0.413 1.693 P> 0.05 No
90’ 37.03 36.33 -0.7028 2.729 P> 0.05 No
120° 36.81 36.24 -0.5736 2.352 P> 0.05 No
180’ 37.08 36.01 -1.07 4.118 P<0.001 Si
240’ 36.85 36.48 -0.375 1.238 P> 0.05 No
Fraccion
DvsE proteica Pigmentos
Basal 36.76 36.38 -0.38 1.499 P> 0.05 No
Febril 37.79 37.26 -0.5225 2.061 P>0.05 No
30’ 37.63 37.2 -0.43 1.696 P>0.05 No
60’ 37.71 36.75 -0.955 3.767 P<0.01 Si
90’ 37.53 36.33 -1.203 4.671 P<0.001 Si
120’ 37.01 36.24 -0.7725 3.048 P <0.05 Si
180° 37.09 36.01 -1.079 3.902 P<0.001 Si
240’ 36.81 36.48 -0.335 1.166 P >0.05 No
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Al comparar el control negativo de solucion salina con el control positivo de
paracetamol observamos que al mantenerse febril el control negativo y reducir su
temperatura el control positivo, la diferencia entre estos dos grupos a partir de los
60 y hasta los 240 minutos es muy significativa. Esto indica que el paracetamol
produce un efecto antipirético importante a partir de una hora posterior a su
administracidén, que dura hasta las cuatro horas. En el grupo del extracto crudo de
flor de jamaica, a pesar de que la disminucion de la temperatura comienza desde
los 30 minutos, alcanza una diferencia significativa respecto al control negativo
solo a partir de los 120 minutos. Por lo que podemos afirmar que el extracto crudo
presenta un efecto antipirético notable a partir de dos horas posteriores a su
administracién, y que dicho efecto se mantiene hasta las cuatro horas. La fraccién
proteica de flor de jamaica alcanza a diferenciarse del control negativo solamente
a partir de los 180 minutos y la diferencia permanece a los 240 minutos. Por lo que
dicha fraccion genera un efecto antipirético tardio en comparacién con el resto de
los grupos, que se manifiesta a las tres horas posteriores a su administracion. El
efecto de los pigmentos de flor de jamaica permite apreciar una diferencia
significativa con respecto al control negativo, a partir de los 90 minutos. Lo que
demuestra los pigmentos producen un efecto antipirético apreciable desde los 90

minutos posteriores a su administracion, y que permanece hasta las cuatro horas.

Al comparar el grupo control positivo con los tres grupos de jamaica vemos que
también existen diferencias. Aunque el efecto del extracto crudo siga el mismo
comportamiento que el del paracetamol, es decir, comience a reducir la fiebre
desde los 30 minutos y continde con una reduccién gradual, la disminucién debida
al segundo es mayor, lo que se refleja en una diferencia significativa durante la
duracion de todo el experimento. Esto indica que aunque el extracto crudo
presenta el efecto antipirético, no iguala el efecto del paracetamol, pues mientras
el primero logré una disminuciéon de 1.16°C, el segundo alcanz6 1.88°C. Para la
fraccion proteica tenemos el mismo caso. Aunque hay presencia de antipiresis a
partir de los 120 minutos, la disminucion de temperatura fue solamente de 0.98°C

y no se iguala a la producida por el paracetamol. Por el contrario, los pigmentos de
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flor de jamaica a la concentracion utilizada produjeron un comportamiento muy
semejante al paracetamol durante todo el experimento, logrando una disminucién
de 1.25°C, no encontrandose diferencia estadisticamente significativa entre estos

dos tratamientos.

Al realizar la comparacion entre el tratamiento con el extracto crudo y la fraccidon
proteica de flor de jamaica vemos que a pesar de que en los primeros 90 minutos
el comportamiento difiere debido a que la fraccién proteica no reduce la
temperatura sino hasta los 120 minutos, a partir de alli ambos grupos tienen la
misma respuesta. Solo existe una diferencia significativa a los 60 minutos debida
al descenso de la temperatura producida por el extracto crudo, que no se presenta
en el caso de la fraccion proteica. En el resto de las mediciones el efecto de
ambos tratamientos es semejante, no encontrandose diferencia estadisticamente
significativa entre ellas. Lo que indica que el extracto crudo produce un efecto muy
semejante al que produce la fraccion proteica a partir de los 120 minutos. Al
comparar el grupo del extracto crudo con el de los pigmentos tenemos una
diferencia significativa entre las febriles debida a que el incremento de temperatura
producido por la levadura en el caso del grupo C (extracto crudo) fue de 1.46°C,
mientras que para el grupo E (pigmentos) fue solamente de 0.89, por lo que la
comparacion del efecto de los tratamientos no es tan fiable. Sin embargo se puede
apreciar un comportamiento semejante entre estos dos grupos, a excepciéon de los
180 minutos, donde los pigmentos presentan la reduccion maxima de temperatura,

con lo cual supera al extracto crudo.

Comparando el grupo de la fraccion proteica con el de los pigmentos observamos
que a los 30 minutos ambos tratamientos producen descenso de temperatura casi
nulo, sin embargo a los 60 minutos los pigmentos producen una reduccion
considerable que aumenta hasta los 180 minutos, por lo tanto en este intervalo
existe una diferencia significativa entre ambos tratamientos. A los 240 minutos el
efecto de los pigmentos comienza a perderse, mientras que el de las proteinas

permanece. Esto indica que los pigmentos inducen una respuesta mas rapida y
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mayor que la de las proteinas, pero que la respuesta de las proteinas se mantiene

cuando la de los pigmentos se pierde.

En la grafica 15 se ilustra la respuesta de cada grupo a su respectivo tratamiento.
En ella se puede observar que los pigmentos de flor de jamaica producen el efecto
mas semejante al del paracetamol y que el efecto de la fraccion proteica iguala al

del extracto crudo a partir de los 120 minutos.
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Grafica 15. Comparacién de los tratamientos. La gréafica representa la media de la
temperatura rectal de las ratas antes de la induccién de fiebre (basal), después de la
inducciéon de fiebre (febril), y 30, 60, 90 120, 180 y 240 minutos posteriores a la
administraciéon de los tratamientos. Como podemos observar el control negativo al
principio presenta una disminucion de la temperatura, pero después vuelve a aumentar y
la fiebre se mantiene. El control positivo de paracetamol es el que tiene el mayor
descenso en la temperatura, seguido por el grupo de los pigmentos de flor de jamaica,
que produce un efecto comparable al del control positivo. El extracto crudo de flor de
jamaica presenta un efecto menor al del paracetamol, pero comparable al de los
pigmentos. El grupo de la fraccion proteica presenta efecto hasta los 120 minutos, a partir
de los cuales iguala al efecto producido por el extracto crudo de flor de jamaica.
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EVALUACION DE CONCENTRACIONES CIRCULANTES DE CITOCINAS

Para la determinacion de las citocinas proinflamatorias TNFa, IL-1a, IL-6, e IFNy,
al finalizar el monitoreo de temperatura se obtuvo sangre por puncion cardiaca, se
centrifugd y se separé el suero. En algunos casos no se logré obtener suficiente
cantidad de suero para cuantificar las cuatro citocinas, por lo que solo tomamos en
cuenta los resultados de los casos en que si se pudieron determinar todas. La

cuantificacion se llevo a cabo por el método de ELISA.

En la tabla 23 se muestran los resultados del grupo A, al que se le administro
solucion salina (control antipirético negativo). No se detectd la presencia de TNFa
ni de IFNy. La IL-1a se encontré en niveles de alrededor de 5pg/mL, a excepcion
de la rata 8 en que el nivel fue un poco mayor, de 7.43pg/mL. Se observo la
presencia de IL-6 en cuatro de las seis ratas, en un intervalo muy amplio, de entre
200 y 400pg/mL. En las dos ratas restantes no se manifesto la presencia de esta
citocina. Por lo tanto en el grupo control negativo, a pesar de que las ratas aun
presentaban fiebre al momento de tomar las muestras, ya no se encontraron
presentes las citocinas TNFa e IFNy, solamente se expresaban las citocinas IL-1a
e IL-6.

Tabla 23. Expresioén de citocinas en el Grupo A Solucion salina

Rata TNFa IL-1a IL-6 IFNy
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
2 0.00 5.34 203.90 0.00
3 0.00 5.21 0.00 0.00
4 0.00 5.50 234.59 0.00
8 0.00 7.43 0.00 0.00
11 0.00 5.40 310.82 0.00
12 0.00 5.45 397.15 0.00
Media 0.00 5.72 191.08 0.00
Desviacion
estandar 0.00 0.84 162.41 0.00
Error
estandar 0.00 0.34 66.30 0.00
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En el grupo B, al que se le administré6 paracetamol (control antipirético positivo),
no se encontrd presencia de TNFa, IFNy ni de IL-6 (tabla 24). La IL-1a se detectd
solamente en 5 de 8 muestras, manteniéndose en un nivel de alrededor de
5pg/mL. Por lo tanto en el grupo control positivo, que fue el que manifestd el
mayor descenso de temperatura, y que al momento de tomar la muestra ya no
presentaba fiebre, hubo ausencia de las citocinas TNFa, IFNy e IL-6. Solamente

se manifesto la IL-1a en aproximadamente la mitad de las ratas.

Tabla 24. Expresion de citocinas en el Grupo B Paracetamol

Rata TNFa IL-1a IL-6 IFNy
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
1 0.00 0.00 0.00 0.00
3 0.00 5.55 0.00 0.00
4 0.00 5.45 0.00 0.00
6 0.00 5.18 0.00 0.00
7 0.00 5.95 0.00 0.00
8 0.00 0.00 0.00 0.00
9 0.00 5.26 0.00 0.00
10 0.00 0.00 0.00 0.00
Media 0.00 3.42 0.00 0.00
Desviacion
estandar 0.00 2.84 0.00 0.00
Error
estandar 0.00 1.01 0.00 0.00

Las citocinas TNFa e IFNy tampoco se encontraron presentes en el grupo C
(extracto crudo de flor de jamaica) (tabla 25). La IL-1a se encontré6 en
concentraciones entre 5-8pg/mL en todas las ratas, mientras que la IL-6 se
manifestd en concentraciones mas elevadas, con un intervalo bastante amplio,
desde 173.71 hasta 460.52pg/mL. Por lo tanto en el grupo de extracto crudo de
jamaica, en el que la temperatura se redujo, pero no lo alcanzo el estado basal,

estaban presentes las citocinas IL-1a e IL-6.
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Tabla 25. Expresion de citocinas en el Grupo C Extracto crudo

Rata TNFa IL-1a IL-6 IFNy

(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
0.00 7.13 176.71 0.00

1

2 0.00 5.39 312.04 0.00
4 0.00 5.58 356.20 0.00
5 0.00 5.55 300.34 0.00
6 0.00 6.39 196.83 0.00
8 0.00 5.69 342.84 0.00

10 0.00 5.60 353.42 0.00

21 0.00 8.31 330.62 0.00

23 0.00 5.46 460.52 0.00

24 0.00 7.41 192.44 0.00

Media 0.00 6.25 302.20 0.00

Desviacion

estandar 0.00 1.02 89.48 0.00
Error

estandar 0.00 0.32 28.30 0.00

En el grupo E (fraccién proteica de flor de jamaica) no se encontro la presencia de
TNFa ni de IFNy (tabla 26). La IL-1a se detectdé en 5 de 12 muestras en
concentraciones de entre 4-5pg/mL. La IL-6 se detectd en todas las muestras, con
un intervalo amplio de concentracién. La menor fue de 167.27pg/mL y la mayor de
897.85pg/mL.

Tabla 26. Expresién de citocinas en el Grupo E Fraccion proteica

Rata TNFa IL-1a IL-6 IFNy
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
3 0.00 4.73 250.27 0.00
5 0.00 0.00 366.47 0.00
6 0.00 0.00 336.84 0.00
7 0.00 0.00 409.41 0.00
8 0.00 0.00 357.95 0.00
9 0.00 0.00 179.15 0.00
11 0.00 0.00 152.84 0.00
14 0.00 4.59 897.85 0.00
15 0.00 547 209.17 0.00
16 0.00 4.75 190.19 0.00
17 0.00 4.79 854.90 0.00
18 0.00 0.00 167.27 0.00
Media 0.00 2.03 364.36 0.00
Desviacion
estandar 0.00 2.51 254.66 0.00
Error
estandar 0.00 0.73 73.51 0.00
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Por ultimo, la tabla 27 presenta los resultados del grupo F (pigmentos de flor de
jamaica). Como se indica, hubo ausencia de TNFa y de IFNy, presencia de IL-1a
en 6 de 8 muestras en concentraciones de 4-7pg/mL, y presencia de IL-6 en
todas las muestras, predominando las altas concentraciones. En este grupo, al
momento de tomar la muestra las ratas 2, 5, 6 y 8 ya estaban perdiendo el efecto y
se volvié a manifestar un ligero aumento de temperatura, por lo que se encontrd

elevada la IL-6.

Tabla 27. Expresion de las citocinas en el Grupo F Pigmentos

Rata TNFa IL-1a IL-6 IFNy
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
1 0.00 0.00 196.64 0.00
2 0.00 6.63 240.88 0.00
3 0.00 6.53 634.57 0.00
4 0.00 0.00 236.67 0.00
5 0.00 4.85 838.30 0.00
6 0.00 5.18 822.02 0.00
7 0.00 5.04 905.80 0.00
8 0.00 5.30 859.10 0.00
Media 0.00 419 591.75 0.00
Desviacion
estandar 0.00 2.67 314.20 0.00
Error
estandar 0.00 0.94 111.09 0.00

En ninguno de los grupos se encontré presencia de TNFa ni de IFNy. El analisis
estadistico para comparar los niveles de IL-1a e IL-6 en los diferentes grupos se
realizé por medio de pruebas paramétricas debido a que los resultados presentan

distribuciones normales. Se realizaron pruebas ANOVA post hoc Bonferroni.

Se observaron diferencias significativas de los niveles de IL-1a entre el control
negativo y la fraccién proteica, y entre el extracto crudo y la fraccién proteica
debido a que la fraccién proteica presentd los niveles mas bajos de esta
interleucina (2.03pg/mL), mientras que el control negativo y el extracto crudo
presentaron los niveles mas elevados, 5.72 y 6.25pg/mL respectivamente (tabla
28).
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Tabla 28. ANOVA post hoc Bonferroni para comparar los niveles de IL-1a

Promedio de

Origen de las Sumade Grados de los Significancia
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad (p< 0.05)
Entre grupos 117.2 4 29.31 6.047 0.0007 Si
Dentro de los
grupos 189 39 4.847
Total 306.2 43
Comparacion Significancia
(grupos) t Probabilidad (p< 0.05)

AvsB 1.933 P>0.05 No

AvsC 0.4653 P >0.05 No

Avs D 3.356 P <0.05 Si

Avs E 1.288 P>0.05 No

BvsC 2.707 P>0.05 No

BvsD 1.389 P>0.05 No

BvsE 0.6968 P>0.05 No

CvsD 4.48 P < 0.001 Si

CvsE 1.973 P>0.05 No

DvsE 2.153 P>0.05 No

En el caso de la IL-6 se encontraron diferencias significativas entre el control
negativo y el grupo de pigmentos, puesto que éste ultimo manifestdé la mayor
concentracion de esta interleucina. Los tres grupos de jamaica presentaron altas
concentraciones de IL-6, por lo que se encontré una diferencia significativa de
estos tres grupos contra el control positivo de paracetamol, en el cual la presencia
de IL-6 fue nula. También se encontré diferencia significativa entre el extracto

crudo y los pigmentos (tabla 29).
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Tabla 29. ANOVA post hoc Bonferroni para comparar los niveles de IL-6

Promedio de

Origen de las Sumade Grados de los Significancia
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad (p< 0.05)
Entre grupos 1522000 4 380400 9.225 P<0.0001 Si
Dentro de los
grupos 1608000 39 41240
Total 3130000 43
Comparacion Significancia
(grupos) t Probabilidad (p< 0.05)

AvsB 1.742 P >0.05 No

AvsC 1.06 P >0.05 No

Avs D 1.707 P >0.05 No

Avs E 3.653 P <0.01 Si

BvsC 3.137 P <0.05 Si

BvsD 3.931 P <0.01 Si

BvsE 5.828 P < 0.001 Si

CvsD 0.7149 P >0.05 No

CvsE 3.006 P <0.05 Si

DvsE 2.453 P >0.05 No

Los niveles de cada citocina en los cinco grupos se presentan en la grafica 16. Al
comparar el efecto antipirético de cada grupo con los niveles de citocinas se
observo que a pesar de que el control negativo continuaba febril, este grupo no fue
el que presentd la mayor concentracion de citocinas. El control positivo que ya no
manifestaba fiebre, fue el que presentd menores niveles de citocinas, puesto que

solo se detectd en este grupo la IL-1a.

El grupo del extracto crudo de flor de jamaica fue el que presentd una mayor
concentracion de IL-1a, muy semejante a la del control negativo, esto pudo
deberse a que algunas de las ratas de este grupo como la 2, 4, 5y 6 ya se
comenzaba a perder el efecto antipirético y a aumentar nuevamente la
temperatura. La concentracion de IL-6 en este grupo también fue mayor que en los

grupos control.
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En el grupo de la fraccion proteica de flor de jamaica la concentracion de IL-1a fue
muy pequefa, incluso menor que en el grupo control positivo, pero la de IL-6 fue

mayor que en los controles, e incluso mayor que en el extracto crudo.

La concentracion de IL-1a en el grupo de pigmentos de flor de jamaica fue muy
semejante a la del control positivo. Lo que concuerda con que el efecto antipirético
de estos dos grupos haya sido similar. Sin embargo el grupo de los pigmentos
presentd un nivel de IL-6 muy elevado, mientras en el control positivo esta citocina
estuvo ausente. Esto pudo deberse a que el efecto de los pigmentos comenzoé a

perderse a los 240 minutos, mientras que el del paracetamol permanecio.
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Grafica 16. Concentracion de citocinas proinflamatorias en los grupos tratados al finalizar
el monitoreo de temperatura. Se representa la Media + E.E. de una determinacion por
duplicado. Grupos: A. Control negativo: Solucién salina (n=6); B. Control positivo:
Paracetamol (n=8); C. Extracto crudo de flor de jamaica (n=10); D. Fraccion proteica de
flor de jamaica (n=12); E. Pigmentos de flor de jamaica (n=8). En ninguno de los grupos
se encontrd presencia de TNFa ni de IFNy. Se observaron diferencias significativas de
los niveles de IL-1a entre el grupo Ay el D (*fa), y el C y el D (*b). En la IL-6 se
encontraron diferencias significativas entre los grupos: Ay E (*¢), By C (*d1), By D (*d2),
ByE (*d3), y Cy E (*e). (ANOVA post hoc Bonferroni, p< 0.05).
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VIII DISCUSION

En este trabajo de tesis se estudio la actividad antipirética de diferentes extractos
de la flor de jamaica que consisten en extracto crudo (acuoso), fraccidn proteica y
pigmentos en los que se evaluod el efecto de cada uno teniendo un control positivo
y uno negativo. Se comprobd la actividad antipirética del extracto crudo y de los
pigmentos y por primera vez a nivel mundial se reporta la participacién de

proteinas de jamaica (lectinas) en la regulacion de la pirexia.

Esta investigacion derivd de una publicacion previa desarrollada por Reanmongkol
e Itharat en el 2007, quienes utilizaron tanto extractos acuosos como etandlicos.
Los autores sugieren que algun componente de la jamaica puede actuar
inhibiendo la fiebre mediante un mecanismo diferente al del acido acetilsalicilico.
Por esta razon se procedio a utilizar un extracto acuoso, llamado extracto crudo,
un extracto organico rico en pigmentos y la fraccion proteica descritos a

continuacion.

El extracto crudo se obtuvo por coccion de las flores, debido a que en la medicina
tradicional es el modo de empleo mas frecuente. Este extracto contiene tanto
pigmentos como proteinas. Por reportes previos del laboratorio se sabe que dentro
de las proteinas de la jamaica se encuentran lectinas, éstas son proteinas
termoestables, por lo que a pesar de que se empled calor para preparar el
extracto, no se afecta ni su concentracion ni su actividad (Martinez y Fenton,
2008). Por otro lado, se encuentra establecido que las lectinas son proteinas que
reconocen de manera especifica y reversible a los carbohidratos, y que tienen la
capacidad de modular la respuesta del sistema inmune y de regular la produccion
de citocinas involucradas en los procesos febriles (Almkvist et al., 2004; Cao et al.,
2009).

Los pigmentos de flor de jamaica son los componentes que le dan su
caracteristico color a las flores. En ensayos de caracterizacién cualitativa
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realizados a extractos organicos de flor de jamaica se ha encontrado la presencia
principalmente de las antocianinas hibiscina y delfinidina, los flavonoides
quercetina, miricetina, hibiscetina, hibiscitrina y otros acidos organicos como acido
hibiscico y acido protocatéquico (Vanaclocha, Canigueral y Vanaclocha, 2003).
Existen numerosos reportes en los que se habla de que estos componentes
presentan una potente actividad antioxidante y que poseen la capacidad de inhibir
la expresion de citocinas proinflamatorias (Marquez et al., 2007; Mohamed y
Subramanian, 2007; Amin y Hamza, 2006; Ali et al., 2003; Lin et al., 2003;
Ballester et al., 2006)

Para la induccion de fiebre se empleé el método de inyeccién subcutanea de
levadura de cerveza (Saccharomyces cerevisiae) utilizado por Garcia et al. (2007).
En este modelo la levadura se utiliza como fuente de lipopolisacaridos, ya que su
pared celular es rica en B-glucanos y mananos, componentes con capacidad
inmunogénica que actuan estimulando a los monocitos para la biosintesis y
liberacion de citocinas pirogénicas como IL-1, IL-6 y TNFa, que una vez liberadas
a la circulacién general pasan al sistema nervioso central y estimulan la sintesis y
liberacion de prostaglandina (PGE;) por las células endoteliales del hipotalamo.
Esta molécula se une a los receptores EP; de las células del centro
termorregulador hipotalamico desencadenando asi los mecanismos neuronales
que elevan el punto prefijado hipotalamico, que a su vez desencadena las
modificaciones fisiolégicas que conllevan la fiebre a través de un aumento en la
produccion de calor y disminucion de su pérdida (Pontéon, 2008; Ataoglu et al.,
2000; Martinez et al., 2004, Chueh et al., 2004). Esto concuerda con lo reportado
recientemente donde se sabe que la primera fase de la fiebre inducida por LPS se
inicia por PGE; sintetizado en tejidos periféricos (pulmén e higado). La activacion
de la sintesis de PGE; en el inicio de la primera fase de la fiebre de LPS involucra
la fosforilacion de CPLA,, la estimulacion transcripcional de COX; y posiblemente
otros mecanismos. La mayoria de las células productoras de PGE; son
macrofagos. Estos descubrimientos se contraponen con la via clasica que la fiebre

se inicia exclusivamente por mediadores producidos en el nivel de la barrera
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hemato-encefalica, mientras que no contradicen el papel central en las fases

siguientes de la fiebre (Steiner et al., 2006).

Para estandarizar el método de induccion de fiebre se llevaron a cabo tres etapas.
La primera etapa se realizé tal como lo indica el método de Garcia et al, (2007).
Sin embargo, el incremento de temperatura se observo solo en la mitad de las
ratas, esto se puede explicar porque el incremento de temperatura es limitado y
algunas veces prevenido por la accidon de cribgenos enddégenos como los
neuropeptidos arginina vasopresina, adenocorticotropina y hormona estimulante

de los melanocitos (Zeisberger y Roth, 1996).

En la segunda etapa se duplicd la dosis de levadura. Al duplicar la dosis, el
incremento de temperatura fue mayor, sin embargo no todas las ratas lo
presentaron, por lo que en la tercera etapa se redujo el tiempo al cual se lleva a
cabo la medicion de la temperatura febril, de 18 a 16 horas posteriores a la
inoculacion (Kawai et al., 1971). En la tercera etapa se logré un incremento de

temperatura homogéneo, puesto que todas las ratas lo presentaron.

El grupo Cero no recibié ningun tratamiento, solamente se le realizé el monitoreo
de temperatura para evaluar la influencia del ciclo circadiano de la temperatura de
las ratas y la influencia del estrés producido por su manipulacién (Pae et al.,
1985). La temperatura promedio no presentd variaciones significativas durante la
duracioén de todo el experimento, manteniéndose entre 36.48 y 36.97°C. Con ello
podemos afirmar que ninguno de los dos factores antes mencionados es
representativo, y que los cambios significativos observados en el transcurso del
experimento se deben tanto a la inoculacién de levadura, como a la respuesta a

los tratamientos administrados.

A los otros cinco grupos se les administré levadura de cerveza, con lo que se logro
un incremento significativo de la temperatura, 1.18°C en el grupo A, 1.07°C en el
grupo B, 1.46°C en el grupo C, 1.03°C en el grupo D y 0.89°C en el grupo E. La
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media del incremento reportado al utilizar este modelo es de 1°C, con el mismo
criterio de considerar solamente a los animales con aumento a partir de 0.5°C. La
media del incremento de todos los grupos en nuestro ensayo fue de 1.13°C, muy

proxima a la reportada (Garcia et al., 2007; Boakye-Gyasi et al., 2008).

Los tratamientos para reducir la fiebre se administraron via oral ya que es la via
tradicional que las personas utilizan para obtener el beneficio de la jamaica, asi
como también es el modelo utilizado por Reanmongkol e Itharat (2007) en el

estudio de esta planta.

El grupo A se utilizé6 como control antipirético negativo, para lo cual se administrd
solucion salina fisiolégica a las ratas con fiebre. Este grupo se incluyé con la
finalidad de demostrar que la fiebre inducida permanece si no se administra un
tratamiento antipirético, y para ser utilizado como punto de comparacion para
valorar el efecto producido por el resto de los grupos. Debido a que la solucion
salina no tiene la propiedad de reducir la fiebre, se esperaba que las ratas se
mantuvieran con la temperatura febril. Sin embargo a los 30, 60 y 90 minutos se
observé un descenso de temperatura que alcanzé 0.74°C. Este descenso no se
presento en todas las ratas y pudo ser causado por la respuesta inmunolégica de
algunas de las ratas del grupo para combatir la fiebre. A partir de los 120 minutos
la temperatura volvid a incrementar y se mantuvo alrededor de los 38°C. La
reduccion de temperatura presentada al inicio no fue significativa, por lo que este

grupo se mantuvo febril durante todo el experimento.

Debido a que la aceptabilidad de las conclusiones procedentes de experimentos
con fiebre inducida depende de que ésta pueda ser abolida por alguna droga
antipirética, incluimos un grupo al que se le administré paracetamol (Bennett et al.,
1960). El paracetamol es un farmaco que actua a nivel del sistema nervioso
central inhibiendo el sitio activo peroxidasa de una de las isoformas de la enzima
ciclooxigenasa, con lo que bloquea la conversion de acido araquidonico a PGE; (Li
et al., 2008). Este farmaco es uno de los antipiréticos mas utilizados a nivel
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mundial. En dosis terapéuticas suele ser bien tolerado, pero puede llegar a
provocar efectos adversos severos como la toxicidad hepatica por intoxicacion
aguda, el coma hipoglucémico y la nefropatia asociada al consumo crénico
(Sisamon, 2003).

El grupo B fue al que designamos como control antipirético positivo. La
disminucién de temperatura producida por la administracién de paracetamol en
este grupo fue estadisticamente significativa. Comenzd desde los 30 minutos, y
aumento gradualmente hasta los 120 minutos, a partir de los cuales se mantuvo
cerca de los 36°C. Esto concuerda con su farmacocinética, ya que después de la
administracién oral, el paracetamol se absorbe rapidamente por el tracto digestivo
y las concentraciones plasmaticas maximas se alcanzan a los 30-120 minutos, la
duracion de su efecto es de 3 a 4 horas, la eliminacion es de 1 a 4 horas en los
pacientes con la funcion hepatica normal y su eliminacion es via renal
(http://www.igb.es/cbasicas/farma/farma04/p006.htm,  http://www.medicamentos.
com.mx/DocHTM/16092.htm).

La maxima disminucion de temperatura producida por el paracetamol fue de 1.88
°C con respecto a la febril, lo que significa que el paracetamol provocd un
descenso de temperatura que rebasdé a la basal, causando hipotermia a los
animales. El promedio de la temperatura basal fue de 36.62°C mientras que con el
paracetamol se redujo hasta 35.81°C. La dosis que utilizamos de paracetamol fue
la misma utilizada por Gonzalez et al. (2007), quien observé un descenso de
temperatura cercano a los 3°C, que también significé un estado de hipotermia en
las ratas. El grado de reduccion de la temperatura producido por el paracetamol es
dosis dependiente, asi que al utilizar una dosis elevada como en nuestro caso, el
descenso es grande. Ademas, existen diversos reportes en los que se discute la

propiedad del paracetamol para producir hipotermia (Li et al., 2008).

El grupo C recibié como tratamiento el extracto crudo de flor de jamaica, obtenido

por decoccidén de 100g de flores en un litro de agua. En el estan presentes tanto
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lectinas como pigmentos. El efecto antipirético se presenté desde los 30 minutos
en algunos animales y en otros hasta los 60 minutos. La reduccion de temperatura
fue significativa a partir de los 60 minutos y maxima a los 120 minutos, alcanzando
1.16 °C. A partir de ese momento se mantuvo alrededor de 37 °C hasta los 240
minutos. Reanmongkol e Itharat (2007) observaron una disminucion de
temperatura con el extracto acuoso a partir de 120 minutos, la temperatura
disminuyé un poco mas a los 180 y se mantuvo casi constante hasta los 300

minutos. Por lo que los resultados de ambos ensayos son similares.

Al grupo D se le administro la fraccion purificada de proteinas rica en lectinas. Las
proteinas ingeridas via oral normalmente no atraviesan el epitelio intestinal de
manera intacta, sino que son hidrolizadas a péptidos de menor peso molecular y a
sus componentes aminoacidicos, con la consecuente pérdida de actividad
biolégica. Sin embargo se ha demostrado que las lectinas son resistentes a la
protedlisis del tracto gastrointestinal y penetran la pared del intestino a través de
las células M del FAE (follicle-associated epithelium). Las células M son
enterocitos del tejido linfoide asociado al intestino, especializados en la captaciéon
de antigenos luminales, que poseen la capacidad de transportar macromoléculas
como péptidos (Kunzelmann et al., 2004; Lyu y Park, 2008; Ramiro et al., 2008). El
mecanismo por medio del cual las células M transportan a las lectinas aun no se
ha esclarecido; existe un reporte donde se encontrd involucrada la endocitosis
adsortiva en el transporte de lectinas de tomate en sacos intestinales evertidos de
rata. En cuanto a la biodisponibilidad, en ratones ha sido detectada en sangre una

fraccion del 5 al 10 % de la dosis de lectina administrada (Lehr y Lee, 1993).

Por lo anterior, podemos asegurar que el efecto observado en este grupo se debe
a la accién de las lectinas, las cuales produjeron un descenso de la temperatura
estadisticamente significativo que se comenzé a apreciar a los 120 minutos. Wang
et al. (1998), demostraron que la lectina de cacahuate puede ser detectada en la
sangre aproximadamente una hora después de su ingestion, por lo que se sugiere

que el efecto tarda en presentarse debido a que su mecanismo de absorcidon es
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lento. A los 120 minutos el extracto crudo presentd su efecto maximo, esto podria
indicar que el efecto de las lectinas se suma al del resto de los componentes del
extracto crudo, aumentandolo. El efecto producido por la fraccion proteica se
mantuvo hasta los 240 minutos, al igual que en el extracto crudo. El maximo efecto
de la fraccion proteica fue a los 240 minutos y representd una disminucion de
0.98°C. No existe ningun reporte en la literatura en que se evalue la intervencion
de este tipo de proteinas en la actividad antipirética, por lo que este hallazgo

constituye el primer estudio a nivel internacional.

Los pigmentos de flor de jamaica produjeron un descenso gradual de la
temperatura que se comenzé a observar desde los 60 minutos, pero fue
significativo a partir de los 90 minutos y hasta los 180 minutos, después de los
cuales la temperatura volvié a aumentar en la mitad de los animales. EI maximo
descenso se produjo a los 180 minutos siendo de 1.25°C. Los pigmentos
(flavonoides, antocianinas y otros compuestos fendlicos) son absorbidos en el
intestino, su biodisponibilidad y cinética varian ampliamente dependiendo de la
forma en que se encuentren. Las concentraciones maximas en plasma se
alcanzan entre los 90 y 330 minutos, por lo que su rapida absorcion permite que el

efecto se manifieste desde los primeros 60 minutos (Manach et al., 2005).

Al hacer la comparacion entre los grupos pudimos apreciar una diferencia
significativa entre el control negativo con el resto de los tratamientos, lo que
confirma que todos producen el efecto antipirético. El que lo manifesté primero fue
el paracetamol, seguido de los pigmentos, el extracto crudo, y finalmente la
fraccion proteica. Al comparar el grupo control positivo con los tres grupos de
jamaica observamos un efecto comparable entre el paracetamol y los pigmentos.
Mientras que en el caso del extracto crudo y la fraccidn proteica no fue asi ya que
el efecto producido por el paracetamol es estadisticamente superior al producido
por ambos. La comparacion entre el grupo de extracto crudo con el de la fraccion
proteica refleja un comportamiento semejante sobre todo a partir de los 120

minutos. La comparacion entre el grupo de extracto crudo con el de los pigmentos
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es semejante durante casi todo el tiempo evaluado. Los pigmentos resultaron con

un mayor efecto que la fraccion proteica.

Debido a que el extracto crudo de flor de jamaica contiene tanto pigmentos como
proteinas, se propone que ambos componentes contribuyen al efecto antipirético
del extracto crudo, siendo los pigmentos los que actuan de manera rapida para
que el efecto se presente entre los 30 y 60 minutos, mientras que las proteinas

son responsables de mantener el efecto por tiempo prolongado.

Un posible mecanismo por medio del cual los extractos de jamaica podrian llevar
a cabo el efecto antipirético debido a su contenido de flavonoides y lectinas, es
regulando la produccion de citocinas (Karlsen et al., 2007; Cao et al., 2007;
Reanmongkol e lItharat, 2007). Para estudiar dicho mecanismo, se realiz6 la
cuantificacion de las principales citocinas que participan en la produccion de
fiebre, la IL-1, la IL-6 y el TNFa; y de una citocina que juega un rol de menor
importancia, el INFy (Ledn, 2002; Chirinos, 1996).

En ninguno de los grupos se detectd la presencia de TNFa ni de IFNy debido a
que las muestras de suero fueron tomadas hasta que finalizd el ensayo, es decir,
cuatro horas después de la deteccion de fiebre y de la administracion del
tratamiento, y veinte horas después de la inoculacion de levadura via subcutanea.
Para ese momento las ratas que recibieron los tratamientos antipiréticos ya no
presentaban fiebre. En el grupo control negativo aunque las ratas continuaban en
estado febril, tampoco se detectaron estas citocinas debido a que los niveles
séricos de ambas se incrementan durante la etapa inicial de la fiebre. Pasin et al.
(2009) detectaron un incremento de TNFa a las cuatro horas de haber inoculado la
levadura via intraperitoneal, mientras que Rudolph et al. (1998), utilizando el
modelo de fiebre inducida por ligacién y puncién cecal observaron que los niveles
de TNFa se elevaron después de hora y media de la cirugia. En pacientes con
neutropenia febril, los niveles de TNFa e IFNy se vieron incrementados al inicio de

la fiebre, con un pico maximo a las dos horas (Engervall, 1995).

84



La IL-1 aparece a continuacion del TNFa en la cascada de los mediadores de la
fiebre, ya que el TNFa induce su sintesis (Chirinos, 1996). Pasin et al. (2009)
detectaron una concentracion de aproximadamente 600pg/mL de la isoforma IL-13
a las cuatro horas de haber inoculado la levadura via intraperitoneal. Debido al
tiempo en que realizamos la toma de muestra, encontramos muy bajos niveles de
IL-1a. El grupo control negativo y el grupo de extracto crudo tuvieron los niveles
mas elevados de todos los grupos, 5.72 y 6.25pg/mL respectivamente. La
presencia de IL-1a en el grupo control negativo coincide con el estado febril en
que se encontraban las ratas. La presencia de IL-1a en el grupo del extracto crudo
concuerda con el hecho de que algunas de las ratas a pesar de haber presentado
reduccion de temperatura no alcanzaron el estado basal. En los grupos de
paracetamol y pigmentos la concentracion de IL-1a fue muy semejante (3.42 y
4.19pg/mL), al igual que su efecto sobre la temperatura, mientras que la fracciéon
proteica presentd la concentracion mas baja (2.03pg/mL), incluso menor que el

control de paracetamol.

La IL-6 aparece en el plasma después de la IL-1, ya que la IL-1 induce la sintesis
de IL-6. El paracetamol inhibe la biosintesis de prostaglandinas y citocinas,
disminuye las concentraciones circulantes de IL-1 y IL-6 (Martinez y Cairo, 2001).
En todos los grupos, a excepcion del control de paracetamol, encontramos niveles
elevados de IL-6. Los niveles elevados de IL-6 se asocian a una disminucion de
los niveles de IL-1 y TNFa ya que la primera induce la sintesis de las segundas

(Chirinos, 1996). Dicho efecto se refleja en nuestros resultados.

En el grupo de paracetamol no se detectd la presencia de IL-6. EI grupo control
negativo que se mantuvo febril presentdé una concentracion de 191.08pg/mL,
mientras que los tres grupos de jamaica a pesar de manifestar el efecto
antipirético, presentaron concentraciones mas elevadas que el control negativo,
302.20pg/mL en el grupo de extracto crudo, 364.36pg/mL en el de fraccion
proteica y 591.75pg/mL en los pigmentos. Siendo éste ultimo grupo el de mayor

concentracion. Diversas investigaciones relacionan los niveles elevados de IL-6
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con un incremento de temperatura. En el estudio realizado en pacientes con
neutropenia febril, los niveles de IL-6 se vieron incrementados desde el inicio de la
fiebre, con un pico maximo a las cuatro horas (Engervall, 1995). Por otro lado, hay
reportes en que se observan discrepancias entre los niveles de IL-6 y la
temperatura. Rudolph et al. (1998) utilizando el modelo de fiebre inducida por
ligacion y puncion cecal observaron que los niveles de IL-6 se elevaron después
de hora y media de la cirugia y se mantuvieron asi hasta las 24 horas posteriores.
En su ensayo, a pesar de la presencia de la IL-6 durante las primeras seis horas,
las temperaturas de las ratas se mantuvieron bajas, y para las 24 horas ya se
habia presentado la fiebre. Esto sugiere que la elevacion de IL-6 precede al
episodio febril, por lo que la elevacion de esta interleucina en los grupos de
jamaica podria indicar que la fiebre tiende a reaparecer después del periodo en el
que se concluyo el monitoreo de temperatura. Ello lo sustenta el hecho de que en
los grupos de pigmentos y extracto crudo algunos animales presentaron un
incremento de temperatura en la ultima medicion. En otro ensayo, Smith y Kluger
(1992) observaron que el pretratamiento de ratas con el receptor antagonista de
IL-1 antes de la inoculacion de lipopolisacarido produce una respuesta febril
atenuada, sin embargo no modifica los niveles plasmaticos de IL-6. Con lo que se
soporta el hecho de que se observe el efecto antipirético, a pesar de la presencia
de IL-6.

Se ha reportado que los flavonoides como la quercetina, inhiben la actividad de la
ciclooxigenasa y de la lipooxigenasa, enzimas involucradas en la liberacion de
acido araquidonico, y también inhiben la sintesis de eicosanoides como las
prostaglandinas, moléculas responsables del ajuste del centro termorregulador
hipotalamico, bloqueando asi la respuesta de los pirogenos (Nijveldt et al., 2001).
De esta manera se puede explicar que aun con la presencia de una alta
concentracion de IL-6 en el grupo de los pigmentos, las ratas no presentaran
fiebre. Adicionalmente, la IL-6 induce la liberacion del criogeno endégeno ACTH
(Matta, 1992).
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En cuanto al grupo de la fraccion proteica, los niveles de IL-6 no se vieron tan
elevados como los del grupo de los pigmentos, y la IL-1a se presentd en
concentraciones mas pequefias que incluso el grupo control positivo, lo que
sugiere que el efecto antipirético de las proteinas se relaciona con niveles bajos de
IL-1a.

Los resultados obtenidos de este trabajo concuerdan con lo reportado en la
literatura, aunque no se evaluaron los niveles circulantes de citocinas en los
diferentes tiempos en los que se evalud la temperatura, los valores concuerdan
con lo siguiente: Se sabe que TNFa es la primer citocina que aparece en la
circulacién sanguinea, seguida de trazas de IL-1 y con altas concentraciones de
IL-6. De estas tres citocinas se considera que el mas importante medidador de la
fiebre es la IL-6 y solo ésta se puede medir en cantidades significativas durante el
transcurso de la fiebre. Los niveles de IL-6 muestran correlacion con los cambios
febriles de la temperatura corporal, mismos que se observaron en este trabajo

sobre todo en el control negativo y positivo.

Se ha reportado que la primera fase de la fiebre se presenta de 90 a 360 minutos.
Los niveles circulantes de TNFa y IL-6 se elevan justo antes de que la temperatura
corporal comience a aumentar. Posteriormente los niveles de TNFa comienzan a
descender en un 90% a los 90 minutos, mientras que los niveles de IL-6
permanecen elevados. Lo que se ha observado a los 480 minutos, e incluso a los
3 dias posteriores a la induccién repetida de fiebre, se sugiere que se debe a
respuestas del sistema nervioso central cuyo mecanismo debe estudiarse (Roth,
1997).
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IX CONCLUSIONES

Se estandarizé un modelo de induccion de pirexia en ratas.

Los controles negativo y positivo permitieron establecer los valores y parametros

de comparacion con los grupos experimentales.

El grupo cero, sin tratamiento, mostré que el estrés producido por la manipulacion

no modifica la temperatura basal.

El extracto crudo de flor de jamaica (100g/L) presenta actividad antipirética. Exhibe
una reduccién de temperatura significativa a partir de los 60 minutos posteriores a
su administracion via oral, que alcanza 1.16°C a los 120 minutos y permanece

hasta los 240 minutos.

La fraccion proteica de flor de jamaica enriquecida en lectinas (100pg/mL)
presenta actividad antipirética. Produjo un descenso de la temperatura
estadisticamente significativo que comenz6 a los 120 minutos posteriores a su
administracién via oral. Dicho efecto se mantuvo hasta los 240 minutos y

representd una disminucion de 0.98°C.

Los pigmentos de flor de jamaica (20%) presentan actividad antipirética.
Produjeron un descenso gradual de la temperatura, significativo a partir de los 90

minutos y hasta los 180 minutos, siendo de 1.25°C.

Los componentes responsables de la actividad antipirética del extracto crudo son
los flavonoides y las lectinas. El efecto de los pigmentos de flor de jamaica es

comparable al del paracetamol.

El mecanismo de accién tanto de los pigmentos, como de las lectinas involucra un

incremento en los niveles de IL-6.

Hasta donde sabemos, este es el primer reporte en el que se considera la

participacion de las proteinas en la actividad antipirética.
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X PERSPECTIVAS

Realizar las mediciones de temperatura con sistemas biotelemétricos
usando transmisores implantados intraabdominalmente, con el objetivo de
disminuir los errores de medicion.

Canular a las ratas para extraerles muestras de sangre para cuantificar las
concentraciones de citocinas a diferentes tiempos y poder correlacionar los
niveles de citocinas con el efecto observado.

Ademas de -cuantificar citocinas proinflamatorias, cuantificar citocinas
antiinflamatorias como la IL-10, criégenos endégenos como AVP y ACTH,
\ PGE-.

Establecer un meétodo para determinar las concentraciones de los
componentes en los extractos.

Realizar curvas dosis-respuesta de cada uno de los extractos para
determinar su dosis efectiva media.

Monitorear por mas tiempo la temperatura para determinar la duracion del

efecto de las proteinas.
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