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1. RESUMEN

Bajo la denominacion de enfermedad inflamatoria intestinal (EIl) se engloban
un conjunto de alteraciones inflamatorias del intestino, unas de causa
conocida (infecciosa, autoinmune, fisica y quimica) y otras en las que no se
conoce el agente causal, que son fundamentalmente la colitis ulcerosa (CU) y
la enfermedad de Crohn (EC). Las terapias utilizadas actualmente para su
tratamiento presentan importantes efectos adversos y tolerancia por parte de

algunos pacientes.

La especie Physalis peruviana L. (P.p.), conocida cominmente como uchuva,
es originaria de los Andes suramericanos y es una de las especies mas
conocidas de este género. Es extensamente utilizada en la medicina popular
para el tratamiento de enfermedades inflamatorias, perfilandose como una
promisoria fuente de moléculas activas. Ademas reportes de varios estudios
cientificos realizados demuestran esta actividad en extractos y fracciones de

algunas especies de este género.

En este proyecto se evaluo el efecto antiinflamatorio del extracto total etéreo
de cdlices de Physalis peruviana L, en un modelo subagudo de colitis en ratas

y su efecto sobre algunos marcadores inflamatorios.

El extracto total de los cdalices de Physalis peruviana se obtuvo por
percolacion con éter de petréleo y posteriormente se determind su dosis letal
50 (DLsg). El efecto antiinflamatorio se evalué en ratas a las cuales se les
indujo EIl empleando acido trinitrobencenosulfonico (TNBS). El tejido coldnico
extraido de los animales, fue evaluado a nivel macroscopico y microscopico.
Adicionalmente en el tejido colénico se determiné la actividad de la enzima
mieloperoxidasa (MPO), asi como los niveles de TNF-a (Factor de necrosis
tumoral alfa), INF-y (interferon gamma), IL-18, IL-4, IL-6, e IL-10.

Los resultados obtenidos demuestran la actividad antiinflamatoria del extracto

total etéreo de los célices de Physalis peruviana, puesto que logré reducir

15



significativamente las puntuaciones de inflamacién macroscoépica, extension y
gravedad del dafio en el tejido y la relacion de peso/longitud del colon en
comparacion con el grupo control tratado con TNBS, sin ejercer toxicidad
renal o hepatica. A nivel histolégico el extracto indujo una notable restauracion
de la citoarquitectura intestinal normal a través de la disminucién del edema,
necrosis transmural y la infiltracién de células inflamatorias. Estos resultados
fueron confirmados bioguimicamente a través de la disminucion de la
actividad de la enzima MPO colonica, y la reduccién de los niveles de TNF-a e

IL-1B, mientras que el IFN-y, la IL-4, IL-6 e IL-10 no se modificaron.

Los calices de Physalis peruviana constituyen una fuente prometedora de
metabolitos que podrian ser utilizados para el tratamiento de la enfermedad
inflamatoria intestinal. Corroborando el uso de esta especie como

antiinflamatoria en la medicina popular.
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2. INTRODUCCION

La enfermedad intestinal inflamatoria (Ell), es un desorden inflamatorio
cronico del tracto gastrointestinal que incluye la enfermedad de Crohn (EC),
colitis ulcerosa (CU) y colitis indeterminada (CI); las cuales tienen como
comun denominador la inflamacion cronica y recurrente del tracto
gastrointestinal, producto de alteraciones en la activacion del sistema inmune
de la mucosa intestinal. Su tasa de incidencia ha sufrido un notable
incremento, convirtiéndose en una patologia que representa una importante

causa de morbilidad a nivel mundial (1-3).

La EIll se caracteriza por la presencia de edema, incremento de la
permeabilidad epitelial y una excesiva infiltracion de células inmunes
activadas, representadas principalmente por neutrofilos, macréfagos y células
T citotoxicas. Estas células contribuyen significativamente a la necrosis del
tejido y disfuncionalidad de la mucosa, lo cual puede ocurrir directamente
mediante contacto fisico o indirectamente a través de la liberacion de
especies reactivas de oxigeno (ERO) y especies reactivas de nitrogeno
(ERN), proteinas citotoxicas, enzimas o citocinas como el factor de necrosis
tumoral-alfa (TNF-a) y la interleucina IL-1 que tienen un importante papel en
el desarrollo de esta patologia. Aparentemente la IL-1B es el principal
causante de la diarrea, que es a su vez el principal sintoma de la inflamacion
intestinal, aunque se piensa que IL-2, IL-6, IL-8 y la IL-4 también puedan estar

implicadas (4, 5).

Debido a que no se cuenta con terapias curativas para la colitis ulcerosa, el
alivio de los sintomas y el mantenimiento de la calidad de vida se han
convertido en el objetivo del tratamiento. Las terapias utilizadas actualmente
para tratar la EIl incluyen: glucocorticosteroides, 5-aminosalicilatos,
sulfasalazina, inmunosupresores y anticuerpos monoclonales anti-TNF-q, los
cuales presentan importantes efectos secundarios para el paciente, y en

ocasiones pueden incrementar el costo de la terapia debido a la necesidad de
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un tratamiento adicional, ademas algunos pacientes presentan resistencia,
incluso a la utilizacibn combinada de estos agentes. Estas razones convierten
en prioridad la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas mas seguras y
eficaces para el tratamiento de esta patologia (6, 7). En este sentido la
especie Physalis peruviana (uchuva), se perfila como una promisoria fuente
de moléculas activas, por su extenso uso en la medicina popular para el
tratamiento de enfermedades inflamatorias y cancer. Lo cual ha dado lugar al
desarrollo de diversos estudios realizados en esta planta alrededor de estas

actividades bioldgicas, que ratifican su potencial antiinflamatorio.

Los productos naturales han servido de fuente de inspiracion para una gran
fraccion del arsenal terapéutico con que se cuenta en la actualidad. A pesar
de las diferentes estimaciones en la definicion de lo que es considerado un
farmaco derivado de un producto natural, se estima que entre el 25 — 50% de
los productos farmacéuticos usados actualmente se derivan de productos
naturales (8, 9). La busqueda de moléculas bioactivas mantiene su vigencia,
por lo que hoy en dia las investigaciones encaminadas al desarrollo de
nuevos y potentes agentes terapéuticos se centran en el estudio de las
plantas utilizadas en la medicina tradicional. Sin embargo en el tema
especifico de la Ell, se han realizado muy pocas investigaciones encaminadas
a aprovechar las propiedades terapéuticas de las plantas como una fuente
potencial de nuevos agentes terapéuticos. Por tanto, este proyecto de
investigacién contribuye a explorar el potencial farmacoldgico de las plantas
medicinales, a través del estudio de la actividad antiinflamatoria de Physalis
peruviana como una herramienta que contribuird al desarrollo de nuevas

terapias para tratar la EIl.

Physalis peruviana, debido a su alto valor nutricional por su contenido de
vitaminas (A, C, K y del complejo B), minerales (calcio y fosforo),
antioxidantes y a las diversas propiedades medicinales que se le atribuyen, se
ha convertido en una especie de gran importancia comercial en muchos

paises del mundo, incluyendo Colombia, donde su produccién presenta una
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alta demanda de los mercados europeos (97%), seguidos de Asia y Estados
Unidos (3%). Esta planta es ampliamente utilizada en la medicina popular
como diurética, antiséptica, antifingica, antibacteriana, anticancerigeno,

antimalarico y antiinflamatorio (10-13)

Actualmente existen varios estudios tanto in vivo como in vitro, que
corroboran la actividad antiinflamatoria de Physalis peruviana, sin embargo
hasta la fecha no se cuenta con ningun reporte, donde se evalle el efecto del
extracto total etéreo de los célices de Physalis peruviana en un modelo animal
de Ell (14-17).

En este proyecto se evaluo el efecto antiinflamatorio del extracto total etéreo
de célices de Physalis peruviana L, en un modelo animal de Ell, llevado a
cabo durante quince dias. En el transcurso del ensayo se evalué la variacion
de peso y consumo de alimento por parte de los animales. En el ultimo dia del
ensayo los animales fueron sacrificados y se extrajo el intestino grueso, al
cual se le determino la severidad del dafio coldnico, la extension de las areas
lesionadas y la relacién de peso / longitud del colon. Ademas se le realizé un
andlisis histolégico. En sobrenadantes de tejido colonico, se determiné la
actividad de la enzima MPO y el efecto sobre los mediadores inflamatorios:
TNF-a, INF-y, IL-18, IL-6, IL-8, IL-4 e IL-10.

Los resultados obtenidos en este proyecto mostraron la actividad
antiinflamatoria del extracto total de los calices de Physalis peruviana en un
modelo de colitis inducida por TNBS y su efecto sobre algunos marcadores

inflamatorios relacionados con la Ell.
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3. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE
3.1.ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL (EII)

3.1.1. Definicién

El termino enfermedad inflamatoria intestinal (EIl) hace referencia a
aquellos procesos inflamatorios crénicos e idiopaticos que afectan el
tracto gastrointestinal, cuyas dos formas principales son la colitis
ulcerosa (CU) y la enfermedad de Crohn (EC). Cuando a partir del
diagnéstico no es posible distinguir entre CU y EC, se aplica el término
de colitis indeterminada (Cl). La enfermedad de Crohn puede afectar
cualquier parte del tracto digestivo, desde los labios hasta el margen
anal, aunque con mas frecuencia se localiza en el ileon distal y en el
colon; ademas la inflamacién se extiende a toda la pared intestinal,
desde la mucosa hasta la serosa. En contraste, la colitis ulcerosa
afecta solamente el intestino grueso. Ambas enfermedades estan
asociadas a manifestaciones extraintestinales que pueden afectar la
piel, los ojos, el esqueleto, el higado, el pancreas y raramente otros

o6rganos como pulmones y corazén (1, 18, 19).

3.1.2. Epidemiologia de la enfermedad inflamatoria intestinal

La incidencia de la enfermedad inflamatoria intestinal varia entre las
diferentes zonas geogréficas. Tradicionalmente, se ha considerado a la
Ell como una patologia frecuente en paises industrializados y las
incidencias mas altas se encuentran en Europa y Norteamérica, lo que
sefiala la importancia de factores ambientales, dietéticos y genéticos en
la patogénesis de la enfermedad. Los paises de Europa Oriental,
Africa, Suramérica y Asia; tienen incidencia mas baja, por lo que a
estas regiones del mundo se les denomina tradicionalmente zonas de
bajo riesgo. Sin embargo, revisiones realizadas por pineda et. al. 2010
y Cosnes, et al. 2011, muestran un cambio en la tendencia de estos
patrones tradicionales de incidencia, puesto que regiones que

habitualmente se consideraban de bajo riesgo presentan un incremento
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progresivo alcanzando en algunas areas niveles comparables a los de
los paises desarrollados (20, 21). Estos datos indican que la brecha
epidemiolégica convencional norte-sur cada dia se esta cerrando mas 'y
gue los paradigmas epidemioldgicos previos deben ser reevaluados.
Ademas este cambio rapido de incidencia sugiere que factores como
estilo de vida, dieta, urbanizacién y otros cambios ambientales tienen

un papel etiolégico importante en la Ell (Figura 1) (1, 19, 22, 23).

En general los datos de paises en desarrollo son escasos y carecen de
calidad metodolégica, pero la mayoria sugieren bajas tasas de
incidencia. Tal es el caso de Colombia, donde no se disponen de datos
concluyentes acerca de la incidencia de EIl; sin embargo, algunos
estudios sugieren una tendencia similar a la mundial registrando un
significativo incremento del numero de pacientes que padecen esta

enfermedad en los Ultimos afios (20, 24).
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Figura 1: Mapa global de la Enfermedad Inflamatoria Intestinal. Los colores indican la
clasificacion por incidencia anual. Rojo (10/105), naranja (5-10/105), verde (>4/105). El color
amarillo representa paises con baja incidencia que crece continuamente. La ausencia de
color indica la ausencia de datos. Cosnes, et al. 2011, (21).

La edad mas frecuente para el comienzo de la enfermedad esta situada

entre los quince y treinta afos. Se produce un segundo pico entre los
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sesenta y ochenta afios. La proporcién entre varones y mujeres es de
1:1 parala CU y de 1:2 para la EC. Los estudios epidemiolégicos de
susceptibilidad a Ell, indican una relacion entre factores genéticos y
ambientales. En Estados Unidos, Europa y Sudafrica se ha descrito
una incidencia dos a cuatro veces mayor de ambas enfermedades en
la poblacion judia. Ademas, la enfermedad difiere entre las diferentes
poblaciones judias. La prevalencia de Ell entre los judios asquenazi es
alrededor del doble que entre los nacidos en Israel, los sefardies y los
judios orientales. La prevalencia disminuye progresivamente en
caucasicos no judios, afroestadounidenses, hispanos y asiaticos. Las
zonas urbanas tienen prevalencia mas alta de Ell que las rurales, al
igual que las clases socioeconémicas mas altas en comparacion con

las mas bajas (19).

Se sabe, que inmigrantes de paises en vias de desarrollo tienen un
riesgo mas alto de Ell en su pais desarrollado adoptivo, comparado al
gue tendrian si se hubieran quedado en su lugar de origen, lo que
sugiere que existe un factor ambiental precipitante muy importante en
los paises desarrollados. Se ha postulado que estos factores
ambientales estan relacionados con cambios en la ecologia microbiana
del tracto digestivo inducidos por cambios en la dieta y otros habitos
adquiridos en el pais de destino, pero esta hipotesis aun no se ha
probado. Adicionalmente, se especula que exposicién a infecciones
entéricas con bacterias, parasitos o virus a una edad temprana podria

inducir tolerancia inmunologica y disminuir el riesgo futuro de Ell (1).

Otro aspecto asociado con la aparicion de Ell es la apendicectomia,
siendo un factor que disminuye el riesgo de padecer colitis ulcerosa,
pero no de enfermedad de Crohn. Los mecanismos que podrian
explicar esta observacién epidemiolégica ain no se conocen (25, 26).

El consumo de tabaco es un factor de riesgo para la enfermedad de

Crohn. Fumadores tienen un curso clinico peor que no fumadores. Sin
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embargo, dejar de fumar es un factor de riesgo para colitis ulcerosa.
Esta observacion dio lugar a que se trataran pacientes con colitis

ulcerosa con nicotina transdérmica (27, 28).

Existe un gradiente norte-sur en la incidencia de la EIll. Regiones
geogréficas de latitudes altas en Norteamérica tienen mayor
prevalencia e incidencia de EIll y el mismo patron existe en Europa.
Una posible razdn para explicar este patrén de incidencia podria ser la
diferencia de exposicion ambiental al sol y la diferencia que ello genera
en la suficiencia de sintesis cutanea de vitamina D. La deficiencia de
vitamina D es comun en latitudes nordicas debido a que la radiacién
solar ultravioleta B (UVB) tiene suficiente energia solamente seis
meses al afio para generar sintesis cutanea de vitamina D debido a
factores climaticos. Adicionalmente, el uso de lociones con bloqueador
solar no deja que pasen los rayos UVB, incluso en el verano. En
modelos experimentales de colitis cronica se ha demostrado que la
deficiencia de vitamina D agrava la inflamacion, mientras que la
suplementacion de vitamina D alivia la inflamacion intestinal en este
modelo (29).

3.1.2.1. Epidemiologia de la enfermedad inflamatoria intestinal
en Colombia
En Colombia no se disponen de datos concluyentes sobre la
incidencia y prevalencia de la enfermedad inflamatoria intestinal;
actualmente solo se cuenta con dos estudios, uno realizado en el
Hospital Pablo Tobén Uribe, entre agosto de 2001 y julio de 2009 y
otro realizado en la ciudad de Cartagena en el 2010. En el estudio
realizado en la ciudad de Cartagena, Yepes et al. 2010, estudiaron
26 pacientes con EIl para calcular su prevalencia en esta ciudad.
Seis individuos tenian EC y 20 CU. La prevalencia general estimada
para la Ell fue de 29 x 10° (22). Otro estudio de tipo observacional

descriptivo realizado por Juliao et al. 2010, en el Hospital Pablo
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Tobdn Uribe, de la ciudad de Medellin, entre agosto de 2001 y julio
de 2009, mostré el comportamiento clinico de 202 pacientes que
presentaban diagnostico de Ell, con una relacion de CUy EC de 5:1

y una distribucién similar por géneros (30).
3.1.3. Clasificacion

3.1.3.1. Enfermedad de Crohn

Se puede definir como un proceso inflamatorio crénico que puede
afectar a cualquier region del tubo digestivo, desde la boca hasta el
ano. La lesiéon inflamatoria es transmural, asimétrica y discontinua.
La enfermedad se caracteriza por un curso clinico prolongado y
variable, por la diversidad de las manifestaciones clinicas, por las
complicaciones perianales y sistematicas. Esta enfermedad se
puede clasificar segun la edad de diagndstico, la localizacion y el

comportamiento de la enfermedad (Tabla 1) (31).

Tabla 1: Clasificacion de la enfermedad de Crohn

Clasificacion segun la edad de diagnoéstico (A)

Al 16 ainos o menos
A2 17- 40 afios
A3 > 40afos

Localizacion (L)

L1 lleon terminal

L2 Colon

L3 lleocolonica

L4 Tracto digestivo alto

Patron clinico (B)

Bl No-estenosante, no fistulizante, inflamatorio
B2 Estenosante
B3 Fistulizante
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3.1.3.2. Colitis Ulcerosa

La colitis ulcerosa se puede definir como un proceso inflamatorio
ulcerativo agudo, subagudo o cronico de la mucosa recto-colénica
gue se extiende de manera proximal y continua desde el recto hasta
ciego, en diferente grado. Esta enfermedad ha sido clasificada

segun su extension y severidad (Tabla 2) (31).

Tabla 2: Clasificacién de la colitis ulcerosa

Extension (E)

Proctitis ulcerosa (E1): afeccidon limitada al recto (el limite superior de la
inflamacién no supera la unién rectosigmoidea)

Colitis izquierda o colitis distal (E2): afeccidn limitada al colon izquierdo (el
limite superior de la inflamacién no supera el angulo esplénico)

Colitis extensa o pancolitis (E3): afeccién que se extiende mas alla del
angulo esplénico.

Gravedad (S)

Colitis en remision o colitis saliente (S0): no hay sintomas de la enfermedad.

Colitis leve (S1): cuatro o menos deposiciones al dia con sangre, sin fiebre,
leucocitosis, taquicardia y anemia.

Colitis moderada (S2): criterios intermedios entre leve y grave, siempre con
signos de afeccion sistémica leve.

Colitis grave (S3): seis 0 mas deposiciones diarias con sangre, fiebre,
leucocitosis y taquicardia

3.1.4. Manifestaciones clinicas

3.1.4.1. Digestivas

Los principales sintomas de la enfermedad inflamatoria intestinal
son diarrea, rectorragia, tenesmo, secrecion de moco y dolor
abdominal de tipo colico o "retortijon”, fiebre, taquicardia y pérdida
de peso. La intensidad de los sintomas depende de la extension de
la enfermedad. Aunque en general suele tener una presentacion
aguda, los sintomas por lo comun ya han estado presentes durante

semanas 0 meses. En ocasiones, la diarrea y la hemorragia son tan
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intermitentes y leves que el paciente no solicita atencion médica
(19, 31).

3.1.4.2. Manifestaciones extraintestinales

La Ell se asocia a diversas manifestaciones extraintestinales; hasta
un tercio de los pacientes presentan al menos una. Los pacientes
con EC perianal son los que corren mayor riesgo de presentar estas
manifestaciones con respecto a los demas pacientes con
enfermedad inflamatoria intestinal. En  algunos  casos,
manifestaciones extraintestinales pueden ser la carta de
presentacion de la Ell. Casi todos los sistemas del organismo
pueden ser afectados por manifestaciones extraintestinales en la
Ell, encontrandose  afecciones de tipo dermatoldgico,

reumatoldgicas, oculares, urologicas, entre otras (1, 19).
3.1.5. Patogenia

3.1.5.1. Enfermedad de Crohn

Por ser una enfermedad de inflamacién transmural, la pared
intestinal aumenta de grosor involucrando las capas submucosa,
muscular, serosa y la grasa mesentérica, provocando adherencia
excesiva a los o6rganos cercanos. Las lesiones macroscopicas son
aparentes en la capa mucosa y serosa de la pared intestinal. La
apariencia de la mucosa es heterogénea, presentando ulceraciones
de diferente tamafio que pueden alcanzar la capa muscular para
dar lugar a abscesos o fistulas con 6rganos o pliegues intestinales
adyacentes. En el caso de ulceraciones severas, se presenta una
pérdida total de la integridad de la mucosa, con la consecuente
formacion de estenosis. De manera histoldgica, la EC se caracteriza
por la agregacion de macréfagos y formacién de granulomas no
caseificantes, presencia de agregados linfoides transmurales,

hiperplasia de la fibra nerviosa, obliteracion fibromuscular,
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desorganizacion discontinua de la arquitectura de las criptas y la

presencia de fisuras (32, 33).

La enfermedad de Crohn se caracteriza por una respuesta Thl y
Th17. El fenotipo Thl en la enfermedad de Crohn esta mediado por
la IL-12, el factor de crecimiento TGF-f y los factores de
transcripcion STAT-4, STAT-1 y T-bet, lo que desemboca en la
produccion de citoquinas proinflamatorias como TNF-a, IFN-y, IL-2,
e IL-18 que estimula a los macrofagos a la produccién de TNF-q,
IL-1 e IL-6. Por su parte la IL-6, IL-23, TGF-B y RORyt, median la
diferenciacion de linfocitos Th17. (18, 32, 33).

3.1.5.2. Colitis ulcerosa

El aspecto macroscépico varia con la severidad de la enfermedad y
se caracteriza por la presencia de lesiones que usualmente se
limitan a la mucosa. En la forma aguda, la superficie de la mucosa
se observa humeda y brillante por la abundancia de sangre, moco y
hemorragias petequiales. Las ulceras en general son superficiales
con bordes irregulares y socavados. El proceso continuo de dafio y
regeneracion que se presenta en las zonas inflamadas, provoca el
crecimiento de pseudopolipos, caracteristicos de las formas mas
severas de CU. Al presentarse pancaolitis, las haustras desaparecen,
generando acortamiento generalizado del colon. En general, las
ulceras profundas fisurantes no son observadas, a excepcion de los

casos donde se presenta megacolon toxico (34, 35).

Histologicamente, la CU se caracteriza por la presencia de un
proceso inflamatorio agudo asociado con la destruccion de las
células de la mucosa, en particular células epiteliales, e infiltracion
de macréfagos, neutréfilos, eosinofilos y células plasmaticas
(plasmocitosis basal). Es también usual la deplecion de células
mucosas y metaplasia de células de Paneth. La pérdida y

destruccion de la arquitectura de las criptas, asi como la formacion
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de abscesos cripticos, se presentan en todos los estados de la
enfermedad. La inflamacion de las criptas (criptiditis) es también
caracteristico de la EC, sin embargo se considera un criterio de
diagnostico pues se presenta con mayor frecuencia en CU (41%)
que en EC (19%).(34, 35).

La colitis ulcerosa se caracteriza por una respuesta Th2. El fenotipo
Th2 en la colitis ulcerosa esta mediado por la IL-4 y los factores de
transcripcion STAT6 y GATAS; trayendo como consecuencia la
produccién de citoquinas proinflamatorias como IL-5, IL-9 e IL-13
(18, 32, 33).

3.1.6. Diagndstico

No existe una prueba diagnostica Unica para determinar que un
paciente tiene enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa. El diagndéstico
se hace basado en la historia clinica, examen fisico, exdmenes de
laboratorio, imagenes, colonoscopia y estudio patologico de biopsias o

especimenes de reseccion (1, 19).

3.1.7. Etiologia de la Ell

La etiologia de la EIll es desconocida. No obstante, el progreso
alcanzado en el estudio de la EIll en los ultimos afios, ha permitido
identificar el papel importante que juega la interaccion de factores
genéticos, ambientales y alteraciones en la respuesta inmune del
hospedador. En consenso general, se acepta que estos factores no son
independientes, sino que se fusionan en vias funcionales compartidas
gue son necesarias para que la Ell sea clinicamente aparente (19, 36-
38).

3.1.7.1. Consideraciones genéticas
La sospecha de un componente genético que contribuye a la
susceptibilidad a Ell, inicié con la observacién de la historia familiar

como el principal factor de riesgo para su desarrollo.(39) La EIll se
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distribuye por familias. Si un paciente la padece, el riesgo a lo largo
de la vida que tienen los familiares de primer grado de verse
afectados por la enfermedad es de casi 10%. Si los padres tienen
una enfermedad inflamatoria intestinal, cada hijo tiene 36% de
probabilidades de sufrirla también. En los estudios con gemelos,
67% de los monocigotos eran concordantes para la EC y 20% para
la CU, mientras que 8% de los dicigotos lo eran para la EC y
ninguno era concordante para la CU. También existen
concordancias en cuanto a las localizaciones anatdmicas y los tipos

clinicos de EC entre las familias (19, 40, 41).

Busquedas en el genoma han sefialado varios loci de
susceptibilidad para la EIll, a través de Genome wide association
studies (GWAS) o Estudio de asociaciones genéticas en el genoma
completo. GWAS consiste en examinar el ADN de diferentes
individuos de una especie para investigar cuanta variacion existe
entre los genes de diferentes sujetos. Muchos investigadores estan
dedicados a examinar el significado de los marcadores genéticos
identificados a través de GWAS, para relacionarlos con ElI,
identificado mas de 30 loci de susceptibilidad para esta patologia, lo
gue ha permitido expandir el repertorio de vias patogénicas

previamente insospechadas. (1, 19).

3.1.7.2. Consideraciones ambientales

Los factores ambientales juegan un papel importante en el
desarrollo de la enfermedad inflamatoria intestinal. Dentro de estos
factores se encuentran el uso de antibioticos, anti-inflamatorios no
esteroideos (AINES), dieta, infecciones sistémicas, estrés vy
tabaquismo (42). Desafortunadamente, el mecanismo por el cual
estos factores inician o reactivan la Ell no es conocido. Desde una
perspectiva amplia, podria afirmarse que estos factores alteran la

integridad de la barrera mucosa, de la respuesta inmune y del
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microambiente luminal, incrementando la susceptibilidad de la

inflamacién. (43).
3.1.7.3. Consideraciones de larespuestainmune

3.1.7.3.1. Sistemainmunolégico intestinal

El estado normal del sistema inmunitario intestinal es el de
respuestas inmunitarias inhibidas frente a los contenidos
luminales, a causa de la tolerancia oral que se produce en los
individuos normales. En el proceso de tolerancia estan
implicados multiples mecanismos del epitelio intestinal, sistema
innato y adaptativo. En la Ell se altera este estado de supresion
de la inflamacion intestinal regulado, lo que provoca inflamacién
incontrolada. Los mecanismos que mantiene la regulacion de

este estado de supresion inmunitaria todavia no se conocen a

fondo (19).
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Figura 2: Biomarcadores de la mucosa en Ell. A: Citocinas y quemoquinas; B: moleculas de adhesion
(MadCAM, ICAM-1, etc) y activacion de marcadores intracelulares (MAPK y NK-kB); C: células inmunes
(monocitos, células dendriticas, macréfagos, linfocitos, NK,etc); D: células no inmunes (células
endoteliales, plaquetas, etc); E: otros factores (toll-like receptor (TLR), NLRs, mucina(MUC), etc).
Scaldaferri, et al. 2010, (34)
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3.1.7.3.2. Defectos de la regulacién inmunitaria en la
enfermedad inflamatoria intestinal.

En lo que se refiere a la EIll, se puede hablar de cinco

marcadores inflamatorios de la mucosa, que juegan un rol

fundamental en el desequilibrio de la respuesta inmune, que se

presenta en esta enfermedad: Citocinas, células inmunes,

células no inmunes, moléculas de adhesion y otros componentes

de la mucosa ( Figura 2) (34).

El desequilibrio de estos marcadores en la EIl, se debe
basicamente a alteraciones en funcién de las células epiteliales,
defectos en la respuesta inmune innata y defectos en la

respuesta inmune adaptativa.

e Células epiteliales y respuesta inmune innata: El
sistema innato es la primera linea de defensa contra
agresores como bacterias, virus, parasitos, toxinas y
xenobidticos. El sistema innato estad formado por barreras
mecanicas y funcionales que impiden la invasion de
gérmenes. En el intestino, el moco que recubre su
superficie, las células epiteliales, sustancias
antimicrobianas secretadas por las células de Paneth
(defensinas y catelecidina), células dendriticas,
macrofagos y las células NK “natural killer” (“asesinas

naturales”), forman parte de este sistema (1).

La barreara epitelial de los pacientes con EIl tiene menor
resistencia, o que incrementa la permeabilidad. Por el
momento se han propuesto diferentes hipotesis para
explicar este fendmeno como la reduccion de la secrecion
de mucina en pacientes con Ell, quienes frecuentemente
poseen compromiso en el grosor y actividad de la capa

mucosa (34).
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La expresion de TLR, en especial TLR4, se incrementa
significativamente en células epiteliales intestinales y en
células dendriticas, durante la Ell, en comparaciéon con
individuos normales. La activacion de TLR4 aumenta la
secrecion de TNF, IL-18 e IL-6, lo que resulta en la
activacion de NK-kB, STAT-1, MAPKs vy PPAR;
produciendo efectos pro y antiinflamatorios. La
sobreexpresion o inhibicibn de este receptor afecta la

funcidn de la barrera epitelial (35).

Mutaciones en el receptor NOD2 se han asociado con la
EC y no en CU, y esta presente en aproximadamente el
40% de los pacientes. Esta mutacion impiden la habilidad
del NOD2 para reconocer su ligando MDP
(muramildipeptido) (35, 44).

La expresion aberrante de Linfopoietina estromal timica
(TSLP), que es constitutivamente expresado por las
células epiteliales intestinales, en particular en el colon, se
relaciona directamente con ambas formas de EIl.
Alteraciones por aumento o defecto de TSLP, inducen
respuesta adaptativas exageradas Yy conducirad al
desarrollo de EC y CU (43, 45).

Alteraciones en la expresion del HLA (antigenos
leucocitarios humanos), en la N-cadherina, en el gen de
multirresistencia a farmacos y la interaccion entre
integrinas (a4p7) y sus ligandos (MadCAM-1), se asocian
con EIl (19, 34).

Respuesta inmune adaptativa: Los linfocitos B y T
constituyen el sistema inmunoldgico adaptativo, el cual

permite a un individuo desarrollar una respuesta
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especifica a un antigeno y retener memoria de esa
exposicion. La memoria inmunoldgica permite una
reaccion rapida y vigorosa a la reexposicion de antigeno,
lo cual es la base de la vacunacion. Las células B
producen anticuerpos contra el antigeno (inmunidad
humoral) mientras que las células T tienen mecanismos
gue atacan al antigeno directamente o a través de la
activacion de otras células (inmunidad celular). Células
dendriticas, macrofagos y posiblemente otras células
como basdfilos son capaces de presentar antigenos a
células T y determinar su diferenciacién. Segun el
microambiente conformado por citoquinas especificas, la
presentacion de antigeno a células T virgenes (“naive” en
inglés) puede dar lugar a células T efectoras o a células T
reguladoras. Las células T efectoras pueden ser Thl, Th2
o0 Th17 y se diferencian por las citoquinas que producen.
Por ejemplo, Thl produce una gran cantidad de
interferon-y 'y factor de necrosis tumoral-a, Th2
interleucina (IL)-4, IL-5 e IL-13, mientras que Thl7
produce IL-17 (1, 19, 33, 46).

En la enfermedad de Crohn se encuentra una
predominancia de células efectoras Thl y Th17, mientras
qgue la colitis ulcerosa se caracteriza por una respuesta
Th2 modificada, con un papel importante de células NK.
(1, 19, 46). En la Ell los Treg, que son los linfocitos
encargados de mantener homeostasis de la respuesta
adaptativa mediada por células, disminuyen su poblacion
circulante y aumentan en la lamina propia, en periodos
activos de la enfermedad. El predominio de linfocitos Thl
y Th2, sobre la poblacion Treg, causa la acumulacién de

mediadores inflamatorios como 6xido nitrico, radicales
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libres, prostaglandinas, leucotrienos, histamina vy
proteasas, los cuales son directamente responsables de
la destruccion del tejido colénico que se produce durante
la inflamacion (18, 34). Una vez que se inicia en la Ell la
respuesta inflamatoria inmunitaria se perpetda como
consecuencia de la activacion de las células T. y una
cascada secuencial de mediadores inflamatorios actua
para amplificar la respuesta; cada paso es un objetivo

potencial del tratamiento. (19)
3.2.MEDIADORES INFLAMATORIOS EN LA ElI

3.2.1. Mieloperoxidasa (MPO)

La mieloperoxidasa es una enzima ampliamente distribuida en el
organismo, encontrandose en diferentes fluidos bioldgicos (saliva,
liquido sinovial y semen, entre otros) y tejidos (corazon, rifidn, piel,
higado y placenta). Sin embargo su fuente fundamental son los
neutrofilos, donde se encuentra localizada a nivel lisosomal, en los
granulos azurdfilos y constituye del 2-5 % de las proteinas. La MPO
contribuye a la primera linea de defensa del organismo, al liberarse en
vacuolas fagociticas durante la activacion neutrofilos y catalizar la
conversion del peréxido de hidrogeno y del cloruro a acido hipocloroso,
un potente agente oxidante que contribuye al mecanismo de defensa
contra los agentes infecciosos. Sin embargo, en procesos de
inflamacién cronica e incontrolable, presente en algunos procesos
patoldgicos, puede ser capaz de actuar sobre las células del hospedero
y debido a su amplio espectro de reactividad generar especies
reactivas de oxigeno, asociadas con un aumento del riesgo al estrés
oxidativo. En estos casos se reporta un aumento significativo de la
actividad de MPO, relacionado con la concentracion de neutrofilos en el
tejido inflamado; por lo que la medicion de esta actividad enziméatica ha

sido considerada un sensible marcador cuantitativo de la quimiotaxis y
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de la infiltracién de neutrdfilos en el proceso inflamatorio y un indicativo

de estrés oxidativo (36-40).

El sistema MPO-peréxido de hidrégeno (H.O,) — haluro, inicia con la
reaccion de la enzima MPO con el H,O, proveniente de las células
fagocitarias activadas por contacto con particulas extrafias, formando
un complejo enzima-sustrato con una fuerte capacidad oxidativa. Este
complejo se combina con el haluro, generalmente cloruro, que se oxida
para formar el acido hipocloroso. El acido hipocloroso es un potente
agente oxidante que si bien contribuye al mecanismo de defensa contra
los agentes infecciosos, puede actuar sobre las células del hospedero
lo que provocaria inactivacion provocando dafio a nivel de proteinas y
acidos grasos de la membrana. De aqui que el acido hipocloroso es un
candidato a causar mucho del dafio mediado por neutrdfilos en

enfermedades inflamatorias (37, 40).

La inflamacion crénica del intestino grueso inducida por TNBS, produce
la infiltracion de leucocitos, principalmente de neutrofilos y por
consiguiente un aumento en la actividad de la enzima MPO, la cual se
encuentra predominantemente en los granulos primarios de los
neutréfilos y cataliza la formacion de potentes oxidantes citotéxicos
(ERO y ERN), que causan estrés oxidativo en la mucosa intestinal,
dafando las células epiteliales y deteriorando la integridad de la

barrera de la mucosa intestinal (31, 47-49).

La medicion de la actividad de la MPO se puede realizar mediante
inmunoensayos enzimaticos (ELISA), los cuales son altamente
selectivos y sensitivos, ademas permiten medir la actividad MPO en
una gran variedad de lisados celulares y fluidos, siendo de facil
realizacion pero algo costosos. También existen métodos
colorimétricos que a pesar de no ser tan sensibles son confiables, de
facil ejecucion y mucho mas econémicos, uno de los compuestos mas

empleados para este tipo de ensayo es la O-dianisidina. Este ensayo
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se fundamenta en la capacidad que tiene la mieloperoxidasa de oxidar
a la O-dianisidina, al emplearla como un sustrato donador de
electrones. La O-dianisidina al ser oxidada se convierte en un
compuesto cromégeno amarillo anaranjado cuya absorbancia se mide

espectrofotométricamente a 460nm (41)

3.2.2. Citocinas

Las citocinas son un grupo de moléculas mensajeras que transportan
informacion de una célula a otra, son una familia de proteinas
pleiotropicas (que afecta la actividad de mudltiples células) de
relativamente bajo peso molecular, producidas por la mayor parte de
las células del organismo, aunque los linfocitos T y los macréfagos son
las principales fuentes. Son farmacoldégicamente activas mostrando
efectos tanto benéficos como patolégicos sobre las células diana. Se
han identificado méas de 200 citocinas las cuales se encuentran
catalogadas dentro de alguno de los siguientes subgrupos:
interleucinas, factores de crecimiento, quimiocinas, interferones vy
factores estimulantes de colonias. Tradicionalmente las citocinas se
han dividido en funcién de su actividad sobre el proceso inflamatorio en
antiinflamatorias y pro-inflamatorias. Las citocinas que median
funciones proinflamatorias pueden ser inhibidas por citocinas
antiinflamatorias o por antagonismo del receptor especifico de esa
citocina. Este balance entre factores inductores e inhibitorios es
fundamental para el normal funcionamiento celular, de tal forma que la
desbalanceada expresion de citocinas esta implicada en la progresion
de muchas enfermedades. Frecuentemente las manifestaciones
predominantes de la enfermedad (fiebre, shock y pérdida de peso) no
son directamente atribuibles al patégeno invasor o a la célula
neoplasica, sino a algun complejo, redundante, interactivo vy
ocasionalmente derivado de la cascada de los efectos de las citocinas
(45, 50).
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En la enfermedad inflamatoria intestinal (tanto en la CU como en la
EC), células T CD4+ activadas presentes en la lamina propia y en la
sangre periférica secretan citocinas inflamatorias. Las citocinas que se
sinteticen van a depender de si los linfocitos T CD4+ activados son de
tipo Thl (IFN-y y TNF-a) o Th2 (IL-4, IL-6, IL-10). Las citocinas juegan
un papel fundamental en la patogenia de la enfermedad inflamatoria
intestinal, debido a que contribuyen a la respuesta inflamatoria
sostenida al activar otras células inflamatorias (macréfagos y linfocitos),
promover la fibrogénesis, activar metaloproteinasas y la produccion de
otros mediadores inflamatorios, por tanto la regulacion de las citocinas
son un objetivo potencial en la busqueda de agentes terapéuticos para
la Ell (19, 47, 49, 51).

3.2.2.1. Interferon gamma (IFN-Y):

El IFN-Y posee cierta actividad antiviral. Es secretado por casi
todas las células T CD8 y por algunas T CD4 particularmente las del
subgrupo Thl. Es el activador de macréfagos mas potente que se
conoce. La exposicion a IFN-Y aumenta considerablemente la
actividad antimicrobiana de los macréfagos y los induce a secretar
citocinas como IL-1, 6, 8 y IFN-Y, ademas, aumenta la actividad de
las Thl. ElI IFN-Y es una de las citocinas que se elevan en todos los
modelos animales genéticos de Ell y es crucial en el desarrollo de la
respuesta Thl. Clinicamente su expresion en la mucosa es elevada
en la EC, perono en la CU.(33, 48).

3.2.2.2. Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)

Factor de necrosis tumoral alfa es un polipéptido con una amplia
gama de actividades biolégicas, que tiene propiedades citocida o
citostatico para algunas células tumorales en cultivo de tejidos.
Ademas, estudios recientes indican que el TNF-a puede actuar ya
sea como un mediador en los procesos beneficiosos de defensa del

huésped, la inmunidad y la homeostasis de los tejidos o en la
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patogénesis de infecciones, lesion de los tejidos y la inflamacion
(52).

TNF-a es responsable de una variedad de estimulos pro-
inflamatoria, que son cruciales para la amplificacion de la
inflamacién de la mucosa en la Ell. Esta citoquina es principalmente
secretada por monocitos y macréfagos, activa macrofagos
intestinal, neutrofilos, fibroblastos y células de musculo liso,
induciéndolos a secretar prostaglandinas, proteasas, y otros
mediadores solubles de la inflamacion, asi como otras citoquinas
guimiotacticas. TNF-a se incrementa en la mucosa intestinal tanto
en la EC como en la CU, y se correlaciona con una mayor
puntuacion de inflamacion endoscoépica (48). Por otro lado se sabe
gue el TNF-a que se libera de los macréfagos durante la respuesta
inflamatoria temprana desempefia un papel importante en la colitis
inducida por &cido 2,4,6 trinitrobencenosulfonico TNBS- y es
probable que sea un regulador clave de la cascada inflamatoria en
este modelo de EII.(49)

3.2.2.3. Interleuquina 1: (IL-1beta)

La IL-1B es primariamente producida por macréfagos y monocitos,
como también por células no inmunoldgicas, tales como fibroblastos
y células endoteliales activadas durante la lesion celular, la
infeccion, la invasion y la inflamacion. La IL-18 produce una
inflamacién sistémica por medio de la activacion de la
ciclooxigenasa-2, con la formacién de PGE2 en el hipotalamo
anterior causando fiebre. También produce la sustancia-P, oxido
nitrico (activando la enzima 6xido nitrico sintetasa) y moléculas de
adherencia endotelial. Posee una importante funcion en el

desarrollo y en el mantenimiento del dolor postoperatorio (50).

IL-1 posee propiedades pro-inflamatoria y es crucial para la

amplificacion de la respuesta inmune en la Ell. Esta citoquina, es
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principalmente secretada por monocitos, macréfagos intestinales
activados, neutréfilos, fibroblastos y células de musculo liso,
induciéndolos a secretar prostaglandinas, proteasas, y otros
mediadores solubles de la inflamacion y lesiones, asi como otras
citoquinas quimiotacticas (48). Antagonistas del receptor de IL-1
suprimen la infiltracion de células inflamatorias en el intestino
grueso, la actividad de MPO, disminuye el edema y la necrosis de la

mucosa en animales con colitis aguda (49).

3.2.2.4. Interleuquina 4 (IL-4)

Esta citocina es una (glucoproteina, con propiedades
antiinflamatorias y que es producida por linfocitos -T-CD4,
mastocitos, eosinofilos y basofilos. La IL-4 promueve el desarrollo
de células Th2 en la defensa del hospedador siendo la responsable
de la induccién y expansion de esta subpoblacion. Esta citocina
antagoniza los efectos de activacion de macrofagos del IFN-Y', de
esta manera inhibe la respuesta inmunitaria mediada por células,
actuando sobre los macrofagos activados reduciendo los efectos de
las citocinas IL-1, FNTa, IL-6 e IL-8, e inhibiendo la produccion de

radicales libres de oxigeno (33, 50).

La IL-4 es una molécula estimuladora para las células T y B, y tiene
efectos inmunosupresores conocidos en el intestino. Estudios
realizados en ratones sugieren que la IL-4 juega un papel
importante en la induccién de CD4 + de tipo Th2 (47). Un estudio ha
encontrado que la IL-4 se expresa en la mayoria de las biopsias de
los pacientes con CU, pero no en EC, mientras que otros no han
encontrado ninguna asociacion entre los niveles de IL-4 y cualquier

forma de Ell, probablemente debido a cuestiones técnicas (48).

3.2.2.5. Interleuquina 6 (IL-6):
Segregada por muchos tipos de células, como los macrofagos,

monocitos, eosinofilos, hepatocitos y células de la glia, siendo FNT-
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a e IL-1 potentes inductores. La IL-6 es una citocina pro-inflamatoria
gque genera la madurez y la activacion de los neutréfilos,
macrofagos y la diferenciacion/mantenimiento de los linfocitos T
citotoxicos y de las células asesinas naturales NK (50). La
interleucina-6 estimula la quimiotaxis de neutréfilos y se asocia con
necrosis en el colon, lo que, a su vez, conduce a la destruccion del
tejido (49).

3.2.2.6. Interleuquina 10 (IL-10):

La IL-10 es un polipéptido sintetizado por diversas células. La
produccion de IL-10 se perjudica por muchas citocinas, como IL-4,
IL-13 y el IFN-y y también por su propia autorregulacion. Inhibe las
citocinas proinflamatorias, principalmente FNT-a, IL-1 y la IL-6,
producidas por macréfagos y monocitos activados, estimulando la
producciéon enddégena de citocinas antiinflamatorias. Ademas,
aumenta la proliferacion de mastocitos e impide la produccion de
IFN-y por las células NK (50).

El papel fundamental desempefiado por la IL-10 dentro del sistema
inmune de la mucosa ha sido ampliamente estudiado en ratones
knockout y su eficacia terapéutica en varios modelos animales de
colitis. Una inactivacion de IL-10 en ratones resulta en un aumento
de la produccion de IL-12 e IFN-y. La IL-10 disminuye la inflamacién
del intestino y la formacion de granulomas en la EC, por tanto,
recientemente la produccion de IL-10 por las células T reguladoras

se ha implicado como tema importante en la Ell (47).

Se ha demostrado que en los seres humanos, una inyeccion
intravenosa de IL-10 en voluntarios sanos era bien tolerada y tenia
efectos inhibidores sobre las células T y la inhibicion de la

produccion de las citoquinas proinflamatorias TNF-a y la IL-13 (49)
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3.3.PRODUCTOS NATURALES COMO FUENTE DE FARMACOS

Las plantas se han utilizado en los sistemas tradicionales de salud desde
tiempos prehistéricos y siguen siendo las alternativas terapéuticas mas
importantes para la mayoria de la poblacion en todo el mundo. Aunque las
estimaciones varian en funcién de la definicién de lo que se considera una
droga o sustancia de origen natural, es seguro decir que entre el 25 y el
50% de los medicamentos que se comercializan actualmente deben sus
origenes a los productos naturales. Esto se puede presentar por la gran
diversidad bioquimica de las plantas, la cual es evidente si se tiene en
cuenta que por lo menos cuatro quintos de los metabolitos secundarios
conocidos hoy en dia son de origen vegetal. La explicacion de este
fendmeno se encuentra probablemente en el hecho de que las plantas son
organismos inméviles y han desarrollado mdiltiples mecanismos de
adaptacion. La diversidad quimica que caracteriza a las plantas hace la
exploracion de sus caracteristicas bioldgicas no sélo una importante fuente
de nuevos compuestos que potencialmente pueden ser utilizados para la
realizacion de nuevas drogas, sino también una herramienta util para el

descubrimiento de nuevos mecanismos de accion (8, 9, 53).

Investigaciones recientes revelan que entre un 70-80% de las personas en
todo el mundo confian en la medicina tradicional a base de plantas para
satisfacer las necesidades primarias de salud. A nivel mundial, millones de
personas dependen de las plantas medicinales no sélo para la atencién
primaria de la salud, sino también para la generacién de ingresos. Las
ventas anuales de medicamentos a base de plantas se encuentran entre
7,5y 108 billones de ddélares en todo el mundo. Por lo que la medicina
herbaria es ahora la practica médica mas popular entre todas las terapias
complementarias y en muchos paises se ha producido un aumento
constante de la misma. Algunas preparaciones a base de hierbas se
registran de conformidad con las regulaciones de la industria farmacéutica.
En la mayoria de los casos, sin embargo, en ausencia de ensayos clinicos,

la experiencia empirica acumulada en el largo plazo puede ser
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considerada como evidencia aceptable de su utilidad en la medicina (8,
53).

3.3.1. Productos naturales como fuente de farmacos para el
tratamiento de la Ell

La enfermedad inflamatoria intestinal (EIll) involucra un grupo
heterogéneo de enfermedades caracterizadas por inflamacion cronica y
recurrente del tracto gastrointestinal, producto de la activacion
aberrante del sistema inmune de la mucosa intestinal (54, 55). Debido
a que no se cuenta con terapias curativas para esta patologia, el alivio
de los sintomas y el mantenimiento de la calidad de vida se han
convertido en el objetivo del tratamiento. Dentro de los medicamentos
clinicamente importantes para tratar esta enfermedad se encuentran
los aminosalicilatos, antiinflamatorios no esteroideos, glucocorticoides e
iInmunosupresores; los cuales presentan limitaciones por sus
importantes efectos secundarios para el paciente y el incremento
asociado al costo de la terapia debido a la necesidad de un tratamiento
adicional (7). Aproximadamente el 40% de los pacientes presentan
resistencia a la terapia farmacolOgica, incluso a la utilizacion
combinada de estos agentes, y en muchos casos este fracaso conduce
a la necesidad de realizar resecciones quirtrgicas del colon e
ileostomias (6). En este sentido las plantas han mostrado ser una
fuente promisoria en la busqueda de nuevos agentes terapéuticos para
tratar la Ell, ya que diversos estudios han reportado que extractos
derivados de plantas presentan actividad antiinflamatoria mediante el
control de los niveles de diversas citoquinas inflamatorias o mediadores
inflamatorios incluyendo IL-1, IL-6, IL-10, TNF-a, NF-kB, NO, laiNOS y
COX-2. Algunos de estos extractos se emplean empiricamente a nivel
clinico por sus efectos benéficos (56).
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3.3.2. Physalis peruviana

Physalis peruviana L. es originaria de los Andes Suramericanos, y es
de las especies mas conocidas de este género. Esta planta crece de
forma silvestre y semisilvestre en zonas altas entre los 1500 y 3000
m.s.n.m. y actualmente se encuentra en casi todos los altiplanos de los
trépicos y en varias partes de los subtrpicos, incluyendo Malasia,
Chinay el Caribe, entre otros (57-59).

Desde la década de los novena el cultivo del fruto de Physalis
peruviana (comunmente llamado uchuva) ha crecido de forma
acelerada, recaudando solo en el 2007 treinta y cuatro millones de
dolares por su exportacion (10-12). Sin embargo, a pesar de la
importancia econdmica que tiene este fruto, no es la Unica parte de
esta planta que es apetecida por la comunidad, puesto que sus hojas,
flores, tallos y calices tienen un amplio uso en la medicina popular por
su efecto diurético, antiséptico, antifUngico, antibacteriano,

anticancerigeno, animalario y antiinflamatorio (10, 13, 60).

3.3.2.1. Funcidon y constituyentes de los calices de Physalis
peruviana

El caliz que recubre el fruto de Physalis peruviana es una hoja
modificada de mucha importancia puesto que cumple una funcién
fisioldgica muy importante para el fruto a lo largo de su desarrollo y
maduracién, al tiempo que lo protege contra insectos, pdjaros,
enfermedades y situaciones climaticas adversas, prolongando su
vida, la cual es solo de cuatro a cinco dias en ausencia del caliz,
mientras que con este es de mas o menos un mes. Por otra parte,
esta estructura representa una fuente esencial de hidratos de
carbono durante los primeros veinte dias de crecimiento y desarrollo
(Tabla 3) (61, 62).
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3.3.2.2. Actividad antiinflamatoria de Physalis peruviana

La actividad antiinflamatoria de Physalis peruviana ha sido
corroborada por varios estudios tanto in vivo como in vitro. En el
estudio realizado por Wu, et al., en el 2006, el extracto de Physalis
peruviana obtenido por extraccion de fluido supercritico fue capaz
de prevenir la generacion de 6xido nitrico (NO) y la liberacién de
PGE2, asi como la expresion de la 6xido nitrico sintasa inducible
(iINOS) y ciclooxigenasa 2 (COX-2) en células Raw 264.7,

estimuladas con lipopolisacarido (LPS) (14).

En el 2008, Pardo et al., demostraron in vivo la actividad
antiinflamatoria del zumo del fruto de Physalis peruviana en conejos
afectados con pterigion. Los resultados obtenidos por este estudio
asocian la actividad antiinflamatoria del zumo de uchuva, con su

capacidad para inhibir el crecimiento de fibroblastos (15).

Actualmente existen solo dos reportes del efecto antiinflamatorio del
extracto total etéreo de los célices de Physalis peruviana. Un
estudio realizado por Martinez et al., en un modelo de fagocitosis in
vitro, empleando macrofagos infectados por Leishmania
panamensis y otro llevado a cabo por Franco et al., en un modelo
murino de edema auricular inducido por 13-acetato de 12-
tetradecanoilforbol (TPA) (16, 17).
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Tabla 3: Metabolitos secundarios presentes en los célices de Physalis peruviana

Metabolito Prueba Resultado
Dragendorff Negativo

Valser Negativo

Alcaloides Bertrand Negativo
Mayer Negativo

Dragendorff CCD Positivo

Cianidina Positivo

Flavonoides

HCI 10% + Calentamiento Positivo

Nafto y/o Antraquinonas Bortrager — Krauss Negativo
Taninos Gelatina — Sal Negativo
Cloruro férrico Negativo

Saponinas Hemodlisis Negativo
Espuma Negativo

Esteroides y/o

CCD: Lieberman—-Buchard

Positivo: presencia de

Triterpenoides o .
Vainillina acido-O-fosforico manchas de color
café,
violeta, verde y
naranja.
Cumarinas CCD: KOH 5%/EtOH+UV Negativo
336 nm
Lactonas Terpénicas CCD: Vainillina— Positivo: presencia de

acidoortofosforico,
Hidroxamato

férrico y reactivo de

manchas de color
caféy

violeta.

Raymond No revelan con el
reactivo
de Raymond.
Cardiotonicos CCD: Reactivo de Raymond Negativo
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Es importante resaltar que a pesar de que existen estudios donde
ha sido corroborada la actividad antiinflamatoria de los calices de
Physalis peruviana, hasta la fecha no se cuenta con ningun reporte,
donde se haya evaluado el efecto del extracto etéreo de los calices
de Physalis peruviana en colitis ulcerosa empleando un modelo

animal.

3.4.MODELOS ANIMALES PARA EVALUAR ElI

La enfermedad inflamatoria intestinal representa una de las principales
causas de morbilidad, causando deterioro en la salud y calidad de vida de
aquellos que la padecen. Por otro lado los costos de esta patologia en
cuanto a tratamiento, hospitalizacion y pérdida de productividad son
sumamente elevados. A pesar de que se desconoce la etiologia de esta
enfermedad, la implementacién de diversos modelos animales de Ell, han
permitido avances significativos en la comprension de la patogénesis y en
el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas, para esta enfermedad

durante las ultimas décadas (63).

Los modelos de enfermedad inflamatoria intestinal se clasifican
principalmente en modelos inducidos quimicamente, por transferencia de
células, mutacion congénita, modelos de ingenieria genética y
espontaneos. Estos modelos se fundamentan basicamente en tres
principios: desestabilizar la integridad y permeabilidad del epitelio
intestinal, inducir defectos en la respuesta inmune innata e inducir defectos
en la respuesta inmune adaptativa. Para conseguir alguno de los objetivos
anteriormente mencionados la mayoria de estos modelos se basan ya sea
en la administracion de agentes quimicos que dafan directamente el
epitelio intestinal, en la transferencia de células inmunes o en la
manipulacion de los genes que regulan la funcion del epitelio intestinal (63,
64).

Los cientificos involucrados en el estudio de la Ell han debatido durante

mucho tiempo acerca de cual es el mejor modelo animal para el estudio de
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la enfermedad inflamatoria en humanos, lo cual es un verdadero desafio
teniendo en cuenta que hasta el momento se han descrito por lo menos
sesenta y seis modelos, que involucran diversas especies animales,
dentro de las que se encuentran monos, conejos, conejillos de india, rata,
perros, ratones, gusanos, moscas y cerdos. Actualmente no existe ningun
modelo animal que reproduzca con fidelidad la etiopatogenia de la Ell, y
no se puede afirmar que el modelo que mejor mimetice esta enfermedad
es necesariamente el mas adecuado, debido a que esta patologia
involucra factores genéticos, microbianos, ambientales e inmunoldgicos; lo
recomendable es elegir el modelo que sea mas apropiado para abordar los
objetivos especificos de lo que se quiera investigar. En conclusion, es
dificil concebir el desarrollo de un modelo Unico para hacer frente a las
investigaciones relacionadas con EIl, porque cada uno de estos
proporciona una informacion valiosa a los investigadores para conocer la
patogenia de la enfermedad inflamatoria intestinal y asi desarrollar nuevas
estrategias terapéuticas (63, 65-67).

3.4.1. Modelos quimicos para evaluar Ell

El fundamento de este método consiste en la aplicacion de un enema
via rectal de compuestos que tienen la capacidad de producir
inflamacion al contacto con la mucosa intestinal. Dentro de ellos se
destaca el acido 2,4,6-trinitrobencensulfonico (TNBS), sulfato de
dextrano sodico (DSS), oxazolona, iodacetamida, indometacina, acido

acético y polisacarido-péptidoglicano (PS-PG) (68).

3.4.1.1. Modelo inducido por DSS

Este método consiste en la administracion del polimero de DSS
disuelto en agua. A diferencia del TNBS, el DSS se administra con
una concentracion de 1-5% a todos los animales de
experimentacion, sean estos ratones, ratas, cobayos, perros etc.
(69). Este es un modelo simple de colitis, reproducible y que permite

estudiar los mecanismos de reparacion epitelial, pero carece de
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algunas caracteristicas clinicas importantes que se observan en la
Ell humana, como por la falta de inflamacion transmural y la

presencia de ulceras aisladas en el intestino (63).

3.4.1.2. Modelo inducido por Oxazolona

La inflamacion producida por esta sustancia produce un dafio
intestinal que se localiza solo en la parte distal del colon, y afecta
exclusivamente la capa mucosa, mostrando ulceraciones y
disminucion relevante de las células epiteliales. La Oxazolona actua
como un hapteno al igual que el TNBS, sin embargo a diferencia de
este ultimo, la respuesta inmunoldgica que induce es de tipo Th2,
promoviendo la liberacion de IL-4, IL-5 e IL-13 (64, 70).

3.4.1.3. Modelo inducido por iodacetamida

Este modelo se basa en el supuesto efecto protector ejercido por
compuestos enddgenos con grupos sulfhidricos (SH), como el
antioxidante tripéptido glutation (71). Con esto, la administracion de
iodacetamida podria disminuir los componentes implicados en el
mecanismo de defensa antioxidante; y conduce a un estado colitico
caracterizado por diarrea y pérdida de peso, asociado a dilatacion
colénica, adhesion y dafio de la mucosa de diferente intensidad de
la respuesta Th1l con un aumento liberacion de Factor de Necrosis
Tumoral alfa (TNF-a), IL-1B e IL-6 y disminucion de algunas

citoquinas Th2 como IL-4 (72).

3.4.1.4. Modelo inducido por indometacina

A diferencia de los dos procedimientos anteriores, la indometacina
es administrada via peritoneal. Sin embargo, para producir una
reproducibilidad adecuada es necesario conseguir una solubilidad
completa de este compuesto. La indometacina provoca dafio tisular
debido a su efecto inhibidor sobre la sintesis de protaglandinas

protectoras y prostaciclinas. La ventaja de este modelo, es que las
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lesiones que produce en ambos segmentos intestinales son

similares a las producidas por la enfermedad de Crohn (73).

3.4.1.5. Modelo inducido por polisacarido-péptidoglicano

La administracion del componente de la pared bacteriana en la
parte distal del colon de las ratas induce enterocolitis, caracterizada
por engrosamiento del colon, infiltracibn de las células
inmunoldgicas y produccion de citoquinas proinflamatorias como IL-
8, IL-6 y TNF-a (74)

3.4.1.6. Modelo inducido por acido acético

Este modelo se caracteriza por la administracion de acido acético
diluido en roedores, induciéndose entonces necrosis e inflamacion
colénica. Esta colitis se caracteriza por un dafio agudo, donde los
neutrofilos no estan implicados en la fase temprana. Este modelo
no contempla la utilizacion de acido acético concentrado ya que

este producira perforaciones del tejido (75).

3.4.2. Modelo de TNBS

Es un modelo quimico empleado para inducir inflamacién crénica en el
colon de manera dosis dependiente, a partir de la instilacion rectal de
2,4,6-acidotrinitrobencenosulfénico y etanol (64, 67, 76). Actualmente
no hay un protocolo Unico para la induccion de la colitis utilizando este
modelo, puesto que existen diferencias en cuanto a las dosis de TNBS
empleadas, el porcentaje de etanol y el tiempo de duracion del ensayo.
A pesar de que no se cuenta con un protocolo estandar es importante
tener en cuenta que las dosis de TNBS debe generar una inflamacion
significativa y una baja tasa de mortalidad durante los primeros dias del
ensayo. En ratas las dosis recomendadas oscilan entre 5-40 mg (67,
77).

El mecanismo patogénico de este modelo se puede explicar por la

capacidad del etanol de debilitar la barrera mucosa, lo que facilitaria el
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contacto entre antigenos luminales colb6nicos y la lamina propia,
permitiendo la participacién de macréfagos y neutrofilos activados por
una gran variedad de estimulos que generan grandes cantidades de
metabolitos altamente reactivos de oxigeno. Sin embargo el etanol por
si solo no es capaz de inducir la condiciéon patolégica, por lo que un
tema de discusion es si la adicion del etanol se debe considerar como
un diluyente o vehiculo en la preparacién del TNBS, lo que da lugar a
la pregunta de si el grupo control sano debe ser tratado con etanol o
Gnicamente con solucion salina. El porcentaje de etanol recomendado
varia entre 35 y 50%. Siendo 40% el valor mas usado, ya que se ha
reportado que en porcentajes superiores a este las ratas se recuperan
lentamente de la anestesia después de la administracién intrarrectal de
TNBS. Por otro lado el TNBS (hapteno) modifica la estructura de
proteinas de la superficie de la célula por su capacidad de unirse
covalentemente a residuos de lisina y tirosina. Esto provoca una
inmunoreactivacién por parte de macréfagos y linfocitos T semejante a

una reaccion de hipersensibilidad retardada por alergeno (65, 67, 76).

El modelo de induccion de colitis a partir de la administracién de TNBS
guarda mucha relacion con el cuadro clinico, las caracteristicas
morfologicas e histologicas de EIl en seres humanos. Las
caracteristicas clinicas incluyen la falta de apetito y la pérdida de peso;
mientras que a nivel morfolégico se puede apreciar claramente
inflamacion de la mucosa y afeccion trasmural, presencia de ulceras y
engrosamiento del intestino. A nivel histoldgico se observa abundancia
de moco, infiltracibn de leucocitos pilimorfonucleares, macréfagos,
linfocitos, mastocitos, fibroblastos y formaciéon de granulomas. La
respuesta inflamatoria que se presenta en este modelo es de tipo Thi,
con excesiva produccion de citoquinas proinflamatorias (IFN
[interferén]-g, factor de necrosis tumoral [TNF]-a, y la interleucina [IL] -
12) (66, 67, 76).
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A pesar de las diferencias etiopatoldgicas que puedan existir entre el
proceso inflamatorio intestinal inducido por TNBS y la Ell, este es el
modelo animal mas citado en el estudio de los procesos inflamatorios
intestinales, ya que tiene como ventajas la duracion de la inflamacion
por un tiempo significativo, reproducibilidad y economia; lo que permite
una oportunidad para estudiar la fisiopatologia de la enfermedad
inflamatoria del colon de una manera controlada especificamente, y asi
evaluar nuevos tratamientos potencialmente aplicables a la

enfermedad inflamatoria intestinal en humanos (63, 65, 76).

La induccién de colitis por TNBS se puede llevar a cabo en ratas,
ratones, conejos y cerdos. Sin embargo los roedores son los que se
usan con mayor frecuencia, puesto que su epitelio intestinal presenta
las mismas células que la de los seres humanos (enterocitos, paneth,
enteroendocrinas y caliciformes). Por otro lado, entre los roedores se
prefiere el uso de ratas, ya que un sélo enema de TNBS llega a
provocar una colitis de hasta ocho semanas de duracion en las lineas
de ratas mas susceptibles, mientras que los ratones se muestran mas
resistentes a la induccion de la lesion intestinal, la cual solo perdura

entre dos y tres semanas (63-65, 67).
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4. METODOLOGIA

4.1.0btencion del extracto total etéreo de los célices de physalis
peruvianalL.

El extracto total etéreo de los cdlices de Physalis peruviana fue

suministrado por el Grupo de Investigacion de Principios Bioactivos de

Plantas Medicinales de la Universidad Nacional de Colombia. EI material

vegetal fue recolectado en La Mesa, Cundinamarca (Figura 3). La planta

fue enviada al Herbario Nacional Colombiano de la Universidad Nacional

de Colombia para su identificacion (Anexo N° 1).

' Ubicacion: 4° 37’ 49,22” Ny 74° 27" 45,60” W
f La Mesa Altitud: 1198 m.s.n.m.

L 4
Clima: 20°C

Departamento de Cundinamarca

Figura 3: Lugar de recoleccion de los célices de Physalis peruviana

Los calices de Physalis peruviana se secaron en horno con flujo de aire a
temperatura constante de 40°C. Posteriormente este material seco, fue
pulverizado y sometido a extraccion por percolacién con éter de petréleo
hasta agotamiento y el extracto total obtenido fue concentrado en

rotaevaporador a temperatura controlada (35-45°C) y presion reducida.

4.2.Preparacion del extracto para su administracion por via
intraperitoneal (IP):
Debido a la baja solubilidad del extracto de Physalis peruviana en agua, se

realiz6 un coprecipitado del extracto en polivinilpirrolidona (PVP) en
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proporcion 1:4, para posteriormente solubilizar el extracto en tampon PBS

(Anexo N° 2) y administrarlo por via intraperitoneal (78).

4.3. Material biol6gico

Se utilizaron ratas Wistar y ratones ICR provenientes del Instituto Nacional
de Salud (INS), de sexo femenino de siete semanas de edad, los cuales
fueron sometidos a un proceso de adaptaciéon de dos semanas, en las
instalaciones del Bioterio del Area de la Salud de la Universidad de
Cartagena y fueron manipuladas segun lo estipulado en el capitulo IV de la
Ley 84 de 1989. Se mantuvieron en un ambiente libre de patégenos y
estrés, con temperatura de 22 + 3°C y humedad relativa 45% + 5%, bajo
un ciclo de doce horas de luz y doce horas de oscuridad, y se les

proporciond aguay alimento ad libitum (Anexo N° 3).

4.4.Determinacién de la Dosis Letal 50 (DL50) del extracto total etéreo
de los célices Physalis peruviana.

La DLsp del extracto de Physalis peruviana, se determind haciendo uso de
protocolos previamente descritos en la literatura internacional, con ligeras
modificaciones (79-81). Los ratones fueron distribuidos aleatoriamente en
siete grupos (n=6). Diferentes dosis del extracto de Physalis peruviana
fueron administradas por via intraperitoneal. Los animales se observaron
constantemente durante veinticuatro horas, registrando cualquier signo
toxico. Inmediatamente después de la muerte de los animales por
toxicidad se tomaron muestras de higado y riiidn, que se conservaron en
formalina tamponada para andlisis histolégico (Anexo N°4). Transcurridas
las veinticuatro horas, los animales restantes fueron sacrificados por
dislocacion cervical y se tomaron muestras de higado y riiion, que se
conservaron en formalina tamponada para andlisis histol6gico. Con el
namero de muertes en cada grupo se calculé la DLso empleando el método
Probit.
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4.5.Andlisis histoldgico

El analisis microscopico se llevé a cabo segun protocolos estandar,(82).
Muestras de tejido hepatico, renal y colénico, fueron conservadas en
formalina tamponada e incluidas en parafina. Se practicaron cortes
histolégicos los cuales fueron teflidos con hematoxilina y eosina, y
analizados por la doctora Lia Barrios, patéloga de la Facultad de Medicina
de la Universidad de Cartagena, en un disefio blindado contra sesgos,
utilizando microscopia optica. Los analisis histologicos se llevaron a cabo
empleando una escala de valoracion correspondiente a cada tejido (Anexo
N° 5).

4.6.Evaluacion del efecto antiinflamatorio del extracto total etéreo de
Physalis peruviana, en un modelo subagudo (quince dias) de
colitis inducida por TNBS.

La colitis se indujo empleando el método descrito por Morris, et al 1989,

con algunas modificaciones (76). Las ratas fueron distribuidas

aleatoriamente en tres grupos (n=10):

Tabla N° 4. Distribucion de los grupos de estudio en el ensayo de colitis subaguda

N° del Grupo en estudio N° de animales
grupo
1 Control sano (SIn de PVP) 10
2 Control TNBS (SIn de PVP) 10
3 Extracto 62.5 mg/Kg via IP + 10
TNBS

Un control sano, un control tratado solo con TNBS y un grupo tratado con
TNBS y con el extracto total de P.p. (62.5 mg/kg, IP), por dos semanas. La
colitis fue inducida el primer dia del ensayo, anestesiando ligeramente los
animales por via IP con una mezcla de ketamina (100 mg/kg) y diazepam
(5 mg/kg). Posteriormente se administr6 por via IP 0.25 mL de una

solucion de TNBS (40 mg/mL preparada en etanol al 50% v/v.), utilizando
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una sonda, que se introdujo a una profundidad de 8 cm. Durante los
siguientes catorce dias se realizd un seguimiento de la variacion de peso y
consumo de alimento de los animales (Anexo N°6). El ultimo dia de
tratamiento los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical y se
extrajo un segmento del intestino grueso que va aproximadamente desde
el ciego hasta lo mas cercano posible al recto. Secciones de tejido
colénico de aproximadamente de 1 cm? higado y rifiones, fueron

conservadas en formalina tamponada para analisis histolégico.

4.7.Evaluacion macroscopica del tejido colénico

Se determind cualitativamente el dafio macroscopico del tejido coldnico,
haciendo uso de la escala de Bobin-Dubigeon et. al., 2001, la cual va 0-10,
donde: 0 (sin dafio), 1 (hiperemia focal), 2 (ulceracion sin hiperemia o
engrosamiento de la pared intestinal), 3 (ulceracién con inflamacion en un
sitio), 4 (igual o mayor a dos sitios de ulceracion e inflamacion), 5 (muchos
sitios de inflamacion mayor de 1 cm a través del 6rgano), 6-10 (muchos
sitios de inflamacion mayor de 2 cm a través del 6rgano) (Anexo N° 7)
(83). Ademas se cuantifico el dafio a nivel macroscépico, midiendo el largo
y el ancho de cada zona lesionada en el tejido y calculando el &rea dafiada
en mm? (la suma de todas las areas corresponde al dafio total). Ademas,
se calculd la relacién entre el peso del segmento colénico y su longitud,
como una medida del edema intestinal. Durante todo el analisis
macroscoépico, el tejido colénico permanecio refrigerado y al finalizar el
andlisis fue almacenado a — 80°C, para su posterior utilizacion en la

cuantificacién de los mediadores inflamatorios.

4.8.Medida de la actividad de la enzima Mieloperoxidasa (MPO)

Homogenizados de tejido coldnico se prepararon con tampon fosfato (pH:
7.4). Las muestras se centrifugaron durante sesenta minutos a 4000 rpm a
4°C, posteriormente se retird el sobrenadante y el pellet obtenido fue
resuspendido en una solucién de hexadeciltrimetilamonio (HTAB) 0.5% vy

acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0.3% en tampon fosfato (pH:6) y
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sometido inmediatamente a ciclos rapidos de congelamiento-
descongelamiento, con nitrégeno liquido. Las muestras fueron sonicadas
por 10 segundos y luego centrifugadas durante de 10 minutos a 4000 rpm
a 4°C. El sobrenadante recuperado se empled para evaluar la actividad de
la enzima MPO utilizando el protocolo descrito por Bradley, 1982,
modificado para lectura en microplaca (84). 50 uL de los sobrenadantes
fueron mezclados con 50 pL de o-dianisidina dihidroclorhidrato 0.067%, 50
UL de HTAB 0.5% y 50 pL de peroxido de hidrogeno (H,O,) 0.003%. La
DO4s0 fue determinada en lector de placas Multiscan EX Thermo. Los
resultados se presentan como unidades de actividad de la enzima. Una
unidad de actividad fue definida como aquella que degrada 1umol de

peroxido de hidrogeno por minuto a 25°C.

4.9.Evaluacion de los niveles de citocinas, en el tejido coldnico.

Se cuantifico la presencia de las citocinas TNF-a, INF-y, IL-1B, IL-6, IL-8,
IL-4 e IL-10 en los sobrenadantes del homogenizado de tejido coldnico,
por el método descrito por Whittle, et al. 2008 (85). El tejido coldnico se
homogenizé en tampdn Greenburger. EI homogenizado obtenido se sonico
por diez segundos al 50% de amplitud y posteriormente se centrifugd
durante veinte minutos a 10000 rpm a 4 °C. El sobrenadante recuperado
se empled para evaluar el nivel de las citocinas TNF-a, INF-y, IL-13, IL-4,
IL-6, e IL-10 utilizando kit de ELISA de invitrogen. El kit fue desarrollado de

acuerdo a las instrucciones dadas por el fabricante.

4.10. Analisis estadistico

Los resultados correspondientes al ensayo fueron expresados como el
promedio + ESM y analizados mediante analisis de varianza de una via
(ANOVA), seguido de Tukey post hoc para comparaciones multiples.

Valores de P<0.05 fueron considerados significativos.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.Material vegetal

La identificacibn taxondémica realizada por el Herbario Nacional
Colombiano, confirmé que la muestra enviada correspondia a la especie
Physalis peruviana identificada previamente con el nimero de coleccion

512200 (Anexo No.1) que se resume a continuacion.

Nombre: Physalis peruviana
Familia: Solanaceae
No. COL 512200

Determiné: C.1.0rozco

5.2.Determinacion de la dosis letal 50 (DLsp) del extracto de Physalis
peruviana L.

Debido a que en la literatura no se cuenta con ningun reporte sobre la
toxicidad del extracto total etéreo de los calices de Physalis peruviana, fue
necesario calcular la DLso del mismo, para poder seleccionar una dosis
gue no provocara efectos toxicos sobre los animales empleados en el
ensayo de EIll inducida por TNBS. Para determinar los Dosis Letal 50 del
extracto de Physalis peruviana, este fue administrado en dosis entre 300-
450 mg/kg (dosis seleccionadas a partir de ensayos preliminares) via IP a
ratones, los cuales, fueron observados por veinticuatro horas (Tabla 5).
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Tabla 5: Toxicidad aguda en ratones veinticuatro horas después de la administracion del
extracto total etéreo de los cdlices de Physalis peruviana.

Dosis .
(M/T) Mortalidad (%) Signos de toxicidad
(mg/kg)
300 0/6 0.0 No se observaron signos de toxicidad
310 1/6 16.6
Contracciones abdominales leves.
325 1/6 16.6
Hipoactividad en las primeras dos horas
340 216 33.3
350 4/6 66.6 _ . _ o
Contracciones abdominales. Hipoactividad
400 6/6 100.0 prolongada, cianosis periférica y dificultad
respiratoria antes de morir
450 6/6 100.0

* M: nimero de ratones muertos, T: niUmero total de ratones tratados en el grupo.

Los datos de mortalidad para cada dosis del extracto de Physalis
peruviana se muestran en la Tabla 5, como se puede observar solo las
dosis superiores a 350 mg/kg presentan porcentajes de mortalidad
superiores al 50%, calculandose una DLsy de 345,49 mg/kg, limites de
confianza entre 329,82 — 361,15 mg/kg, como se puede apreciar en la
Figura 4. En funcion de estos resultados en el ensayo de colitis subaguda

(quince dias) se empled una dosis de 62.5 mg/kg.

El estudio realizado por Arun et al. 2007, reporta que el extracto de acuoso
de las hojas de Physalis peruviana tiene una DLsg superior a 1250 mg/kg
P.O en ratas (86). Estos resultados son consistentes con la funcion
protectora que tienen los célices en la planta, por lo que es de esperarse la
presencia de potentes metabolitos que permitan resguardar al fruto contra
insectos, péjaros y plagas (61, 62). Hasta el momento en la literatura no se

cuenta con ningun reporte de toxicidad de extractos realizados con los
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calices de Physalis peruviana, ni para ninguna otra especie de este

género.

Percent
3]

200 300 400 500 600
Dosis (mg/Kg)

Figura 4: Dosis letal 50 del extracto total etéreo de los célices de Physalis peruviana

Con el fin de seguir indagando acerca de la toxicidad del extracto total
etéreo de los calices de Physalis peruviana, se tomaron muestras de
higado y rifiones de los ratones y enviadas para analisis histologico, el
cual reveld, que en el tejido hepético ninguno de los grupos tratados con el
extracto, presentd inflamacion, lesiones celulares, cambios regenerativos,
congestién vascular y neoplasia (Figura 5). Por otra parte, en el tejido
renal no se observd edema, tubulitis, cambios regenerativos, necrosis,
distalizacion ni fibrosis (Figura 6). Estos parametros fueron medidos
utilizando una escala de 1-3, que fue disefiada por el patdlogo, donde: O,
ninguno; 1, leve; 2, moderado y 3, severo. Los hallazgos histopatoldgicos
indican que el extracto de Physalis peruviana a dosis iguales e inferiores a
450 mg/kg no induce toxicidad hepdética y renal, lo que es evidente al
compararlo con el grupo control sano, con el cual no existe diferencia

significativa.
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Control sano

P.p. 300 mg/kg Pp. 350 mg/kg

304
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S

-
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Puntuacion (0-27)

Control Sano ISN 350 400 450
P.p. (mg/kg)

Figura 5: Analisis histolégico de tejido hepatico de ratones tratados con extracto total de los
célices de Physalis peruviana (P.p) calificado por un patélogo. Ampliacion original 10X. Los
resultados representan la media + E.S.M. (n = 6).

Control sano P.p. 300 mg P.p. 350 mg/kg

P.p. 400 mg/kg P.p. 450 mg/kg

s

Puntuacion (0-24)

0_
Control Sano 300 350 400 450
P.p. (mg/kg)

Figura 6: Andlisis histolégico de tejido renal de ratones tratados con extracto total de los
calices de Physalis peruviana (P.p), calificado por un patdlogo. Ampliacion original 10X. Los
resultados representan la media £ E.S.M. (n = 6).
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5.3.Evaluacién del efecto antiinflamatorio del extracto total etéreo de
Physalis peruviana, en un modelo subagudo (quince dias) de
colitis inducida por TNBS en ratas.

Durante los quince dias del ensayo se midié el consumo de alimento y la

variacion de peso de las ratas, ya que, es sabido que la Ell inducida por

TNBS, disminuye el apetito y consecuentemente induce pérdida de peso

por parte de los animales, lo que guarda relacién con las caracteristicas

clinicas de esta patologia (66, 67, 76).

Los resultados del seguimiento a los animales durante los dias del ensayo,
en cuanto a variacion de peso y consumo de alimento, se presentan en la
Figura 7. El consumo de alimento para cada grupo se presenta como los
gramos de alimento consumido por cada animal por dia de tratamiento
(g/rata/dia). La variacion de peso se determiné comparando el peso del
animal el dia final del ensayo contra el peso que tenia al momento de

iniciar el estudio.

g/ rata/ dia

Grupo N° Consumo alimento Variacion de peso en
P (g/rata/dia) @)
Control Sano 10 10,5+0,3 29,4+29
Control TNBS 10 7,4 +1,1* 6,1 10,4 *
TNBS + P. p. 10 7,2+0,8* 72+32*
15+
A 40+ B
10+ 30 i
* *
3
E 201
5 5 .
104
O T )
Control TNBS TNBS + P. p. Control TNBS TNBS +P. p.

Figura 7: Medida del consumo de alimento y la variacion de peso durante la administracion
subaguda (quince dias) de P.p. (extracto total etéreo de los célices de Physalis peruviana) en
ratas con colitis inducida por instilacién intrarectal de TNBS (40mg/mL): (A) Consumo de
alimentos y (B) Variacion de peso. Los resultados representan la media + E.S.M. (n=10).
(*P<0.05; ANOVA, estadisticamente significativo frente al control).
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El estado de inflamacion, producto del dafio intestinal ocasionado por el
TNBS, se asocia con pérdida de apetito, notable en la reduccién
significativa de consumo de alimento por parte del grupo control TNBS en
comparacion con el grupo control sano. Por otro lado, entre el grupo
tratado con el extracto de Physalis peruviana y el control TNBS, no existen
diferencias importantes, es decir que el tratamiento con el extracto de
Physalis peruviana, no mejora la pérdida de apetito, durante el transcurso
del ensayo. Consecuentemente y como se esperaba el grupo control
TNBS vy el tratado con el extracto de Physalis peruviana, no presentaron
un aumento de peso similar al mostrado por el grupo control sano (Figura
7).

5.4. Evaluacion macroscopica del tejido colénico

La Figura 8 muestra segmentos colénicos representativos de los grupos
incluidos en el estudio de colitis inducida por TNBS. En el control sano no
se presentan lesiones como era de esperar, ya que se trata de un grupo
no tratado, mientras que en el control TNBS se observa un importante
dafio de la mucosa intestinal y afeccién transmural, presencia de ulceras,
acompafado de engrosamiento del tejido; hallazgos morfoldégicos que
estan acorde a lo referenciado en la literatura para este modelo (76). Por
otro lado, en el grupo tratado con Physalis peruviana, se nota una
importante mejora del dafio colénico, con menos tejido lesionado en

comparacion con el control TNBS.
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Figura 8: Segmentos col6nicos de los grupos incluidos en el estudio de colitis inducida por
TNBS: (A) Control sano, (B) Control TNBS y (C) Control TNBS + Extracto total etéreo de los
calices de Physalis peruviana (62.5 mg/kg IP) durante quince dias.

Los resultados de la evaluacién macroscépica del dafo intestinal de los
segmentos colénicos extraidos de los grupos incluidos en el estudio de

colitis inducida por TNBS, se presentan en la Figura 9.

A pesar de que el extracto de Physalis peruviana no mejoré el apetito ni el
peso de los animales a lo largo del ensayo, el andlisis macroscépico del
colon revel6 un evidente efecto antiinflamatorio, causando una reduccion
significativa de las lesiones presentes en el tejido coldnico, lo cual se vio
reflejado en una puntuacion inferior en comparacion con el grupo control
TNBS (Figura 9: A)

La administracion del TNBS (40 mg/mL) produce una fuerte respuesta
inflamatoria de la mucosa intestinal, con formacion de edema y ulceracion,
produciendo en algunos sectores necrosis del tejido. El extracto de
Physalis peruviana reduce significativamente la extension y severidad del
area lesionada, mejorando el dafio causado por la instilacién rectal del
TNBS (Figura 9: B).
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Una de las caracteristicas macroscoépicas de la enfermedad inflamatoria
intestinal es el engrosamiento del colon, producto de la fibrosis que se
presenta como consecuencia del constante proceso de cicatrizacion que
se da en la mucosa intestinal, lo cual es mediado por citocinas
proinflamatorias como IL-1, IL-6 y el TNF (19). El engrosamiento del tejido
colénico se ve reflejado en un aumento de peso del mismo. Otra
caracteristica macroscépica de la EIl detectable en los estudios
radiograficos, es el acortamiento del colon con pérdida de los haustros
normales. El acortamiento del colon puede ser extremo en algunos casos
y se debe a la presencia de edema y al engrosamiento y la contractura de
la capa muscular de la pared intestinal. Por tanto, la relacién peso/longitud
del colon, se considera un indice fiable de dafio tisular (50, 51). El extracto
total etéreo de los calices de Physalis peruviana redujo significativamente
la relacion peso/longitud, indicando una mejora del edema asociado al
proceso inflamatorio inducido por TNBS después de la instilacion rectal
(Figura 9: C).

Puntuacién del dafo Area Dafiada Peso/Longitud
Grupo
P (0-10) (mm2) (mg/cm)
Control 0.0 0.0 62.62+2.1
TNBS 7.7 £0.8%& 1527.2 +380.3%& | 450.6 +101.87%
TNBS + P. p. 4.4 +0.405% 630.02 + 41.35* 192.0 + 9.6*
25001
10+
- - A NE 2000- T B 6007 s C
g 81
r;; N % 15004 4004
§ 4 = ltg 1000+
*E © hd 200 >
5 2- \g 5001
TNBS TNBS +P. p. O INeS TNBS+P, p. O Control TNBS TNBS +P. p.

Figura 9: Analisis macroscépicos de los segmentos coldnicos obtenidos de ratas con colitis
inducida con TNBS (40mg/mL via IP) y tratadas con 62.5 mg/kg de P.p (Extracto total etéreo
de los calices de Physalis peruviana). (A) Apreciacion de dafio en el tejido colonico,
empleando una escala de 1-10, (B) medida del area dafiada y (C) Relacion peso-longitud
(mg/cm). Los resultados representan la media + E.S.M. (n=10). (*P<0.05; **P<0.01;
**P<0.001 ANOVA, estadisticamente significativo frente al control TNBS). (**P<0.01;

P<0.001 ANOVA, estadisticamente significativo frente al control Sano).
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5.5.Analisis microscoépico del ensayo de colitis

La evaluacién microscépica de las muestras de tejido colénico corrobora el
efecto antiinflamatorio del extracto de Physalis peruviana. Las
caracteristicas histolégicas del colon de ratas del grupo control sano eran
tipicas de una estructura normal. Sin embargo, las muestras de colon del
grupo control TNBS mostraron intensa interrupcion transmural, con una
extensa ulceracion, inflamacion y edema intestinal, como consecuencia de
una infiltracion masiva de neutrofilos principalmente en la capa de la
mucosa, distorsion de las criptas y deplecion de células caliciformes. Por el
contrario, la evaluacion histolégica del colon de las ratas tratadas con el
extracto de Physalis peruviana mostré una significativa recuperacion del
tejido, acompafiada de una restauracion del epitelio y una reduccion de la
infiltracion de neutrofilos (Figura 10). (87).

Control sano Control TNBS

P.p. 62,5 mg/kg

30+

20+

Puntuacion (0-28)

0-
Control Sano 62.5 mg/Kg

Figura 10: Andlisis histol6gico de los segmentos coldnicos obtenidos de ratas con colitis
inducida con TNBS (40mg/mL via IP) y tratadas con 62.5 mg/kg de P.p (Extracto total etéreo
de los célices de Physalis peruviana), calificado por un patélogo. Ampliacién original 10X. Los
resultados representan la media + E.S.M. (n = 6).
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Los parametros para el andlisis histologico del colon fueron medidos
segun la escala de valoracion de dafio histolégico descrita por Stucchi et
al. 2000 con algunas modificaciones. La escala presenta una puntuacion

de 1-4 (0, ninguno; 1, ligero; 2, leve; 3, moderado; 4, severo)

Un el estudio realizado por Pinto et al. 2010, revelo que el compuesto
Physalin E, aislado de la especie Physalis angulata mejoro las
caracteristicas histologicas de forma similar a Physalis peruviana en el

colon, en orejas inflamadas con 12-O-tetradecanoil-forbol-13 acetato (35).

Con el objetivo de indagar sobre los posibles efectos toxicos que pudiera
tener la administracion del extracto de Physalis peruviana sobre las ratas,
durante los quince dias del ensayo de la colitis, inducida por TNBS
(40mg/mL, IP.), en el tltimo del ensayo se tomaron muestras de higado y
riflones para andlisis histolégico, el cual reveld, que a nivel hepatico
ninguno de los grupos en estudio presento inflamacion, lesiones celulares,
cambios regenerativos, congestion vascular y neoplasia (Figura 11). En
cuanto al tejido renal no se observd edema, tubulitis, cambios
regenerativos, necrosis, distalizaciéon ni fibrosis (Figura 12). Estos
parametros fueron medidos utilizando una escala de 1-3, que fue disefiada
por el patélogo, donde: 0, ninguno; 1, leve; 2, moderado y 3, severo. Los
hallazgos histopatolégicos muestran que el extracto de Physalis peruviana
no induce toxicidad hepatica y renal, a una dosis de 62.5 mg/kg via IP.,

cuando se administré de manera continua durante quince dias.
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Control sano Control TNBS

10

Puntuacion (0-27)

Control Sano TNBS 62.5 mg/Kg

Figura 11: Analisis histologico de tejido hepético obtenidos de ratas con colitis inducida
con TNBS (40mg/mL via IP) y tratadas con 62.5 mg/kg de P.p (Extracto total etéreo de los
célices de Physalis peruviana), calificado por un patdlogo. Ampliacion original 10X. Los
resultados representan la media + E.S.M. (n = 10).

Control sano

=

P.p. 62,5 mg/kg

204

154

104

Total Score (0-24)

Control Sano TNBS 62.5 mg/Kg

Figura 12: Andlisis histolégico de tejido renal obtenidos de ratas con colitis inducida con
TNBS (40mg/mL via IP) y tratadas con 62.5 mg/kg de P.p (Extracto total etéreo de los
calices de Physalis peruviana), calificado por un patélogo. Ampliacion original 10X Los
resultados representan la media + E.S.M. (n = 10).
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5.6.Medida de la actividad de la enzima Mieloperoxidasa (MPO)

El efecto anti-inflamatorio del extracto de Physalis peruviana, fue
confirmado bioquimicamente midiendo la actividad de la enzima MPO,
encontrandose que este extracto presentd un significativo porcentaje de
inhibicién de esta enzima, como se puede ver en la Tabla 6.

Tabla 6: Actividad de la enzima MPO observada en los segmentos coldnicos obtenidos de los
grupos incluidos en el estudio de colitis inducida por TNBS.

Grupo MPO (U/mg de tejido) % de Inhibicion
Control sano 0.09+0.029
Control TNBS 6.059+0.43***

TNBS + P. peruviana 2.448+0.75*%% 59.590

Los resultados representan la media + E.S.M. (n=10).
(*P<0.05; ***P<0.001 ANOVA, estadisticamente significativo frente al control sano). (&&P<0.01
ANOVA, estadisticamente significativo frente al control TNBS).

La mieloperoxidasa es una enzima ampliamente distribuida en el
organismo, sin embargo su fuente principal son los neutréfilos, donde se
encuentra localizada a nivel lisosomal, en los granulos azurofilos. Por
consiguiente, la actividad de esta enzima se emplea como una medida
indirecta de la infiltracion de neutrdfilos en el sitio de la inflamacion. La
MPO cataliza la conversion del peréxido de hidrogeno y del cloruro a acido
hipocloroso, un potente agente oxidante que en procesos de inflamacion
cronica e incontrolable, actlia sobre las células del hospedero causando
dafo a nivel de proteinas y acidos grasos de la membrana y debido a su
amplio espectro de reactividad genera ERO y ERN, asociadas con un
aumento del riesgo al estrés oxidativo. Siendo considerada la actividad de
esta enzima como un indice para medir la gravedad de la inflamacion (88,
89).

La Ell se caracteriza por una elevada actividad de la enzima MPO, como
consecuencia del reclutamiento de neutrofilos en la mucosa intestinal por
guimiocinas como la CXCL5, desempefiando un importante papel en la
patogénesis de esta enfermedad (34).
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Como se puede observar en la Figura 13 el extracto de Physalis peruviana
disminuyd significativamente la actividad de la enzima MPO, indicando una
disminucion de la infiltracion de neutréfilos en la mucosa intestinal,
resultados que son consistentes con los hallazgos histolégicos.
Compuestos aislados de la especie Physalis angulata, también han

mostrado tener un efecto inhibitorio sobre esta enzima (35).
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Figura 13: Efecto del extracto de P. peruviana, sobre la actividad de la MPO. Los resultados
representan la media £ E.S.M. (n = 10).

(*P<0.05; ***P<0.001 ANOVA, estadisticamente significativo frente al control sano).
(““P<0.005 ANOVA, estadisticamente significativo frente al control TNBS)

5.7.Medida de los niveles de citocinas.

En la enfermedad inflamatoria intestinal (tanto en la CU como en la EC),
las células T CD4+ activadas presentes en la lamina propia y en la sangre
periférica secretan citocinas inflamatorias, por lo que estas juegan un
papel fundamental en el desarrollo de esta patologia, debido a que
contribuyen a la respuesta inflamatoria sostenida al activar otras células
inflamatorias (macrofagos y linfocitos), promueven la fibrogénesis, activan
metaloproteinasas y aumentan la producciéon de otros mediadores
inflamatorios (4, 49, 51).
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Los resultados de la Figura 14 muestran que el extracto de Physalis
peruviana reduce de manera significativa en la expresion de TNF-a e IL-
18, mientras que las IL-4, IL-6, IL-10 e IFN-Y no se modificaron (Figura
14).
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Figura 14: Efecto del extracto de P. peruviana, sobre la actividad de la TNF-a, INF-y, IL-1B,
IL-4, IL-6, e IL-10.

Los resultados representan la media £ E.S.M. (n = 10).

(*P<0.05; *P<0.005 ANOVA, estadisticamente significativo frente al control TNBS).

70



Es sabido que el TNF-a es responsable de una variedad de estimulos pro-
inflamatoria, que son cruciales para la amplificacién de la inflamacion de la
mucosa en la Ell. Este se incrementa en la mucosa intestinal tanto en la
EC como en la CU, y se correlaciona con una mayor puntuacion de
inflamacion endoscopica (48). EI TNF-a que se libera de los macréfagos
durante la respuesta inflamatoria temprana desempefia un papel
importante en la colitis inducida por acido 2,4,6 trinitrobencenosulfonico
TNBS- y es probable que sea un regulador clave de la cascada

inflamatoria en este modelo de EIl.(49).

Por su parte la IL-1, al igual que el TNF-a, promueve la respuesta inmune
sobre la mucosa intestinal (48). Estudios han demostrado que
antagonistas del receptor de IL-1 suprimen la infiltracibn de células
inflamatorias en el intestino grueso, asi como la actividad de MPO,
contribuyendo a la disminucion del edema y la necrosis de la mucosa en
animales con colitis aguda (49). Por lo tanto la inhibicién del TNF-a y de la
IL-1 por parte del extracto total de Physalis peruviana se considera un
resultado promisorio teniendo en cuenta que estas dos citocinas
comparten una multitud de propiedades pro-inflamatorias, y son cruciales
para la amplificacién de la inflamacién de la mucosa en la Ell, por tanto su
regulacion son un objetivo potencial en la blusqueda de agentes

terapéuticos para esta patologia (4, 90).

En este sentido, la inhibicion del TNF-a y de la IL-1 por parte del extracto
total de Physalis peruviana se considera un resultado promisorio teniendo
en cuenta que el desarrollo de sustancias que regulen la produccién de
estas citocinas se considera una alternativa para prevenir o tratar
complicaciones de la Ell. Otros estudios realizados por Soares et al. 2003
y Vieira et al. 2005; en Physalis angulata, demostraron que compuesto
aislados de esta especie también disminuye los niveles de TNF-a (43, 44).
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6. CONCLUSION

e El extracto total etéreo de los célices de Physalis peruviana presento
una dosis letal 50 (DLsp) de 345,49 mg/kg.

e El extracto total etéreo de los calices de Physalis peruviana no
presentd toxicidad hepatica ni renal cuando fue administrado durante
quince dias a dosis de 62,5 mg/kg via IP, a ratas con colitis inducida por
TNBS.

e El extracto total etéreo de Physalis peruviana L. disminuy6 el dafio de
la mucosa y la relacion peso/longitud del tejido coldnico de ratas con colitis
inducida por TNBS, indicando un efecto antiinflamatorio, el cual fue

confirmado a partir de un analisis histoldgico.

e El extracto total etéreo de los célices de Physalis peruviana presento
disminucion de la produccion de TNF-a, IL-1B y de la actividad de la
enzima MPO. Lo cual podria contribuir significativamente al efecto anti-

inflamatorio observado en esta especie.

e El extracto total etéreo de los calices de Physalis peruviana no

presentd ningun efecto sobre los niveles de INF-y, IL-4, IL-6, e IL-10
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7. RECOMENDACIONES

e Realizar ensayos que permitan profundizar en los conocimientos
toxicolégicos que se tienen acerca del extracto total etéreo de los célices
de Physalis peruviana, con el fin de conocer los riesgos o peligros a los que
pueda estar expuesta la salud humana al exponerse de manera cronica a

este extracto.

e Realizar un ensayo de colitis por un periodo de tiempo minimo de dos
meses, empleando diferentes dosis del extracto total etéreo de los célices

de Physalis peruviana. Debido a que la Ell es una patologia de tipo crénico.

e Realizar ensayos que permitan conocer el comportamiento
farmacocinético del extracto total etéreo de los calices de Physalis

peruviana.
e Realizar estudios de protedmica y gendmica que permitan elucidar los

mecanismo(s), por los cuales el extracto total etéreo de los calices de

Physalis peruviana ejerce su efecto antiinflamatorio.
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9. ANEXOS

9.1.Anexo N°1. Identificacién taxondmica de Physalis peruviana.

LUIS FRANCO OSPINA
Bogots
Asunie. identificacion Taxonamica,

Cordizd Safudo:
Mo permilo dar respoesty 5 su solcilud relerente 3 & identificactn mhii; r

muastra(s) botdnicals): ]
w3 Nombre Physalis peraviana 1. » AR
Famika Solanncea
No. CCL. 512200
No. Colecern Luis Ospina s.n
Determing C. | Orozco

El (Los) phegols) testigods) quedard(n) coma mucsira permanente en



9.2. Anexo N°2. Equipos, reactivos y preparacion de reactivos

EQUIPOS

e Horno de secado

e Rotaevaporador Buchi

e Termohigrometro

e Autoclave

e Agitador Vortex (Velp Scientifica)
e Microscopio

e Balanza gramera

e Balanza analitica (Ohaus)

e Revco

e Sonicador

e Centrifuga refrigerada (Eppendorf 5702 RM o Kubota 2100)

e Lector de placas (Multiscan ex Thermo)

REACTIVOS

e Eter de petréleo

e Polivinilpirrolidona (PVP)

e Tampon PBS

e Formalina tamponada

e Hematoxilina

e Eosina

e Acido trinitrobencenosulfénico (TNBS)
e Etanol grado reactivo

e Ketamina

e Diazepam

e Tampon fosfato (pH: 7.4).



e Hexadeciltrimetilamonio (HTAB)

e Acido etilendiaminotetraacético (EDTA)
e Nitrégeno liquido

e Tampon fosfato (pH:6)

e Tampon Greenburger

PREPARACION DE REACTIVOS

e PBS
Solucién Salina Tamponada con Fosfatos (PBS) estéril
(Sin calcio y sin magnesio) pH 7.4
Reactivo Cantidad Concentracion
Na;HPO4 1.16 g/L 8.09 mM
NacCl 8.00 g/L 137 mM
KH,PO, 0.20 g/L 2.94 mM
KCI 0.20 g/L 2.68 mM

Agitar para homogeneizar y almacenar en frasco tapa rosca a 4 °C.

e Tampon fosfato (pH: 7.4).

Tampodn fosfato (pH: 7.4).

Reactivo Cantidad Concentracion
KH,PO, (Solucién A) 13.6 g/L 0.1M
NaOH (Solucion B) 4 g/lL 0.1 M

Preparar 500 mL de solucion A + 390 mL de solucién B. Medir el pH y ajustar

con solucién B hasta pH = 7.4. Completar con agua desionizada a 0.5 L.
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e Tampon fosfato (pH:6)

Tampon fosfato (pH: 6.0).

Reactivo Cantidad Concentracion
KH2;PO, (Solucién A) 13.6 g/L 0.1 M
NaOH (Solucién B) 4 g/L 0.1M

Mezcla 500 mL de solucion A + 50 mL de solucién B. Medir el pH y ajustar

con solucién B hasta pH = 6.0. Completar con agua desionizada a 0.5 L.

e Tampdn Greenburger

Tampon Greenburger

Reactivo Cantidad Concentracion
Cloruro de Sodio (NaCl). 17.5¢g/L 300 mM

Tris 0.9¢g/L 15mM
Cloruro de Magnesio 0.4g/L 2 mM
(MgCly).

Triton X-100® 1.23 mL/L 2 mM
cOmplete Mini, Inhibidor 100 MI (SIn 7X). 1X

de proteasas. 10 Tabletas

Agitar para homogeneizar y almacenar en frasco tapa rosca a 4 °C.
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9.3. Anexo N°3. Cuidado de animales

Registro de control

experimentacion.

de humedad vy temperatura de animales de

U

UNIVERSIDAD DE CARTAGENA

FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

GRUPO EVALUACION BIOLOGICA DE SUSTANCIAS PROMISORIAS | p, e NS,

o
Version: 01
Fecha: Registrd de control de humedad y temperatura de animales Pagina 1 de 1
2011/08/22 de experimentacidn.
Fecha Hora Temperatura (°C) | Humedad relativa (%) observaciones

Elaborado por:

Jenny Castro Guerrero

Revisado por:

Yanet Ocampo Buendia

Aprobado por:
Luis A France O
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Comité de ética

' Universidad de Cartagena
@ Vice-Rectoria de Imvestigaciones

EL PRESIDENTE DEL COMITE DE ETICA EN INVESTIGACIONES DE LA
UNIVERSIDAD DE CARTAGENA

CERTIFICA QUE:

Bl provecto fitulodo “IDENTIFICACION DE LAS DIANAS MOLECULARES
IMPLICADAS EN EL EFECTO ANTLINFLAMATORICO E INMUNOMODULADOR
PRODUCIDO POR COMPUESTOS AISLADOS DE PHYSALIS PERUVIANA L., EN UN
MODELO DE COLITIS ULCEROSA", prasantodo por LUIS ALBERTO FRANCO
OSPINA, docente Invesfigador de la Facultad de Ciencics Farmocauticas. de
la Universidad de Carlagendss, ne presanta mpedimenios Slices, de acuerdo o
lo contemplado en la Resokicién 8430 de 1993 del Ministerio de Salud y en &l
Reglamento de Efica de lo Universidad de Cartagena, tal como consta an o
Acta N* 23 det Comité de Etica en Investigacionss del 14 de octutre de 2010,

Para constancio sa firma eén ks Cludad de Cartagena. alos catorce (14) das
del mes de cctubre del ano dos mil diez (2070).

N |
/| |
[& [ l““."&'\,n
ALVARO ERA DIAZ, MD

Predidente
e Tl N
Jlevyre ¢ (o alturs & los tompes
Sedke {levuren dc (s Marced Contrs, Thocs e 5 Memnd, Cra. 4 A" 8-, Sopunds T, Telefax 660857
Lol cécomestonadpmmmesigniner@geal ave g msafyce

Coviagena e Indlos, 0. 720 y €
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9.4.Anexo N°4. Test de toxicidad empleado para la evaluacién de la

toxicidad del extracto etéreo de los calices de Physalis peruviana

L.
UMIVERSIDAD DE CARTAGEMA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
o GRUPO EVALUACION BIOLOGICA DE SUSTANCIAS PROMISORIAS | ;Mo e®.
Version: 01
Fecha: Test de Toxicidad. Paginalds 1
2011,/08/22
Muestra:

Drasis, Viade administracion y Vehicule:

Hora de administracion:

Fecha:

Responsable:

Parametros:

Tiempo de repuesta

SNC

Actividad motora

Rezccion de alarma

Temblores

OREIAS

Palidez

Hiperemia

Cianasis

EFECTOS GEMERALES

Salivacion

Pilo ereccion

Miccian

Diarrea

EFECTOS SUBJETIVOS

Agrasivo

Pasivo

Temeroso

OBSERVACIONES

Elzborado por:
lenny Castro Guerrero

Revisado por:
Yanet Ocampo Buendia

Aprobado por:
Luis A Franco O
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9.5.Anexo N°5. Registros de andlisis histolégicos

UMIVERSIDAD DE CARTAGENA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

GRUPO EVALUACION BIOLOGICA DE SUSTANCIAS PROMISORIAS

EB-RE-21: Analisis Histopatoldgico Higado

FECHA (Dia /Mes/ ARD):
MUESTRA:

ANALIZADO POR:

ANALISIS HISTOPATOLOGICO DE MUESTRA HEPATICA

Hallazgos Histopatologicos

Criterios de Evaluacion

0 1
(Ninguno) | [Leve)

(Moderado)

2

3
(Severa)

Observaciones

Inflamacidn y Necrosis/Apoptosis

1 Espacio Porta

2 Zonade Interfase

3 Lobulillar

Lesiones Hepatocelular

1 Degeneracion Balonizante

2 Vacuolizacion

3 Colestasis

Cambios Regenerativos

Congestion Vascular

Neoplasias

UNIVERSIDAD DE CARTAGENA

FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

GRUPO EVALUACION BIOLOGICA DE SUSTANCIAS PROMISORIAS

EB-RE-21: Analisis Histopatolégico Rifién

Pagina 1de 1

FECHA (Dia /Mes/ Afio):
MUESTRA:

ANALIZADO POR:

ANALISIS HISTOPATOLOGICO DE MUESTRAS RENAL

Criterios de Evaluacién

0 1 2 3
Hall Histopatolégi Ob i
allazgos Histopatologicos (Ninguno)| (Leve) |(Moderado) KSevero} servaciones
Edema
Tubulitis

Cambios Regenerativos

Necrosis Tubular Aguda

Distalizacion

Fibrosis
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UNIVERSIDAD DE CARTAGENA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
GRUPO EVALUACION BIOLOGICA DE SUSTANCIAS PROMISORIAS

EB-RE-19: Analisis Histopatologico Tejido Colénico Pagina 1 de 2
FECHA (Di= /Mas/ Afio):
MUESTRA:
ANALIZADO POR:
ANALISIS HISTOPATOLOGICO DE MUESTRA DE COLON
Capa Criterio de analisis . 0 . 1 2 3 4
(Ninguno) | (Ligero) (Leve) | (Moderado) | (Severo)
Ulceracién
Infiltracién polimorfonucleares
Infiltracion mononucleares
MUCOSA Fibrosis
Edema
Actividad mitdtica
Dilatacién
Deplecidn de células caliciformes
Infiltracion de polimorfonucleares
SUBMUCOSA | Infiltracion de mononucleares
Edema
CAPA Infiltracion de polimorfonucleares
MUSCULAR | Infiltracién de moncnucleares
SEROSA Infiltracion de polimorfonucleares y
menenucleares
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9.6.Anexo N°6. Registro de peso e ingestion de alimento de animales

en el ensayo de colitis inducida por TNBS.

.1 %
@

EB-RE-07: Registro de peso e ingestién de alimento de animales en el ensayo de colitis inducida por TNBS.

. imal Fecha: Fecha: Fecha: Fecha: Fecha: Fecha:

Tratamiento Anima C C C C P C C
1
Control Sano (PVP) 2
3
1
TNBS (40 mg/kg) 2
3
. . 1
Physalis peruviana )
(62.5 mg/kg) 3

NOTA: El registro del peso de los animales (P) y de la comida (C) debe realizarse en gramos.
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9.7.Anexo N°7. Registro de dafio macroscoOpico de colon en el ensayo

de colitis inducida por TNBS.

m
2=}

7: Registro dafic macroscopico ensayo de colitis inducida por TNBS.

Tratamiento Animal Colon Dafio total Dafio real Adherencia | Ulceracion
(cm) (cm?)
1 Largo (cm) | Peso (mg) | Largo | Ancho
Control Sano (PVP) 2
3
1
TNBS (40 mg/kg) 2
3
1
Physalis peruviana >
(62.5 mg/kg) 3

Nota: se sigue el criterio establecido por robin-dubegion et al, 2001. La adherencia es relativa a la cantidad de tejido que se
acumula alrededor del colon (0: no adhesion; 1 adherencia menor; 2 adherencia mayor) ulceracion (0 sin dafio; 1 hiperemia
focal;, 2 ulceracion sin hiperemiac o engrosamiento de la pared intestinal; 3 ulceracion con inflamacion en un sitio; 4=o0>a2
sitios de ulceracion e inflamacion; 5 muchos sitios de inflamacion > 1 cm a traves de | organo ; 6-10: muchos sitios de

inflamacion > Zcm a traves del organo).
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