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RESUMEN

Lepidium virginicum L. es una planta herbdcea perteneciente a la familia de las Brassicaceae, reconocida desde el México
prehispanico y citada a lo largo de la historia por sus propiedades terapéuticas, destacando su efecto antiinflamatorio. El
objetivo del presente trabajo fue determinar la actividad antiinflamatoria del extracto acuoso de Lepidium virginicum L. a
diferentes dosis. Se colectd Lepidium virginicum L. en la Ciudad de México, y se preparo el extracto por infusién acuosa, al
que se le aplico el andlisis fitoquimico. Se determind el efecto antiinflamatorio en dos modelos; el primero un modelo de
inflamacién cronica por el método de implantacion de un objeto extrafio y el segundo un modelo de inflamacién aguda
inducida por carragenina, ambos en rata Wistar, se realizo conteo total de leucocitos por cdmara de Neubauer y el
diferencial por tincion de Wright. La actividad antiinflamatoria en el primer modelo se encontr6 a las dosis de 200 y 400
mg/kg de peso, los granulomas presentaron disminucion de peso estadisticamente significativa y disminuy6 el namero de
leucocitos. En el modelo de carragenina la dosis de 400 mg/kg, inhibi6 la inflamacion de forma constante superando al
control negativo (Diclofenaco). Las pruebas fitoquimicas mostraron la presencia de alcaloides, flavonoides, cumarinas y
glicosidos cardiacos. Se evalud el efecto toxico mediante un estudio histologico de estdbmago, higado y rifién, por
hematoxilina- eosina, el estudio histolégico mostro dafio a la dosis de 600 mg/kg de peso, en la mucosa gastrica, mientras a
las dosis de 200 y 400 mg/kg se mantuvo el efecto antiinflamatorio sin efectos toxicos. El estudio demostro que el extracto
de Lepidium virginicum L. es Gtil como agente antiinflamatorio y sin efectos toxicos a nivel de higado, estdbmago y rifion a las
dosis de 200 y 400 mg/kg de peso.

Palabras claves: Inflamacion, extracto acuoso, Lepidium virginicum L., diclofenaco.

ABSTRACT

Lepidium virginicum L. is an herbaceous plant belonging to the Brassicaceae family, recognized since pre-Hispanic Mexico
and cited throughout history for its therapeutic properties, highlighting its anti-inflammatory effect. The objective of the
study was to determine the anti-inflammatory activity of Lepidium virginicum L. aqueous extract at different doses. From
Lepidium virginicum L, collected in Mexico City, the extract was prepared by aqueous infusion, to which the phytochemical
analysis was applied. The anti-inflammatory effect was determined in two models; the first, a model of chronic
inflammation by implantation of a foreign object and the second one a model of acute inflammation induced by
carrageenan, both in Wistar rats, total leukocyte count was performed by Neubauer chamber and differential by Wright's
staining. Anti-inflammatory activity was found at 200 and 400 mg/kg in the first model, granulomas showed statistically
significant decrease in weight at these doses and the number of leukocytes decreased. In the carrageenan model, the 400
mg/kg dose consistently inhibited inflammation, it exceeded the negative control (Diclofenac). Phytochemical tests showed
the presence of alkaloids, flavonoids, coumarins and cardiac glycosides. The toxic effect was evaluated by means of a
histological study of stomach, liver and kidney, by hematoxylin-eosin, the histological study showed damage at 600 mg/ kg
on gastric mucosa, while at doses of 200 and 400 mg/kg there was anti-inflammatory effect without toxic effects. The study
showed that Lepidium virginicum L. extract is useful as an anti-inflammatory agent and has no toxic effects on the stomach,
liver and kidney at doses 200 and 400 mg/kg.

Keywords: Inflammation, aqueous extract, Lepidium virginicum L., diclofenac.
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INTRODUCCION

Lepidium virginicum L., es una planta herbacea perteneciente a la familia Brassicaceae, conocida comunmente
como lentejilla. Es la especie mas comun en el Valle de México (Rzedowski y Rzedowski, 2001), se distribuye
ampliamente desde Estados Unidos hasta Centroamérica y es considerada nativa de México, de origen
Mesoamericano (Rojas, 2010). En México destaca su uso etnobotanico en los estados de Durango, Morelos,
Puebla, Oaxaca, Estado de México, Yucatan, Campeche, Chiapas, y Quintana Roo. Empiricamente se le
atribuye propiedad antiinflamatoria, reportando su uso para el alivio de dolores musculares, enfermedades
periodontales, asma (Waizel y Martinez, 2011). Anteriormente se ha demostrado su actividad antibacteriana,
antifiingica y anti- protozoaria (Osuna, 2005), ademas se han encontrado compuestos quimicos de importancia
bioldgica como benncilglucosinolatos, amidas (macamidas).

La inflamacién es una respuesta de proteccién del sistema inmune ante la exposicion a agentes infecciosos,
estimulos antigénicos o lesiones fisicas (Gonzalez y Gonzalez, 2019). Actualmente los antiinflamatorios no
esteroides (AINESs) constituyen el grupo de farmacos mas frecuentemente prescrito en el mundo para tratar la
inflamacion y el dolor, cada afio se realizan en Estados Unidos mas de 70 millones de prescripciones de AINEs,
en el Reino Unido su consumo supera la cifra de 20 millones y en Espafia esta por encima de los 25 (Sebastian,
2002). La reaccion adversa mas comun de los AINE (con excepcidon de los COX-2 selectivos) es la gastropatia
que se genera debido a la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas gastroprotectoras (PGI2 y PGE2), siendo
el piroxicam y el diclofenaco los que tienen mayor probabilidad de causar sangrado gastrointestinal; el
paracetamol sigue siendo el mas noble en cuanto a su riesgo gastrointestinal, si bien ocupa el segundo lugar con
relacion al dafio hepatico so6lo después de la nimesulida. En el caso de problemas cardiovasculares se ha
demostrado la relacion de un infarto cerebral y al miocardio con la administracién de ibuprofeno y diclofenaco
respectivamente (Rios y Estrada, 2018). En México los AINEs representan el 68% de los medicamentos
adquiridos para aliviar cualquier tipo de dolor, sin tomar en cuenta sus reacciones adversas, el Centro Nacional
de Farmacovigilancia determind que poco mas de la mitad de éstas (60 %) se clasificaron como leves mientras
el resto como graves (De la Luz, 2020).

METODOLOGIA

Obtencion del extracto

Se realiz6 la colecta de la planta completa de Lepidium virginicum L., en el Parque Tezozémoc ubicado en la
alcaldia de Azcapotzalco de la CDMX cuya altura es de 2240 msnm y que presenta un clima templado
subhumedo. La planta se recolecté en edad madura, y fue trasladada a la Escuela Nacional de Ciencias
Biologicas, Unidad Zacatenco, para la separacion manual de partes deterioradas y el lavado con agua corriente.
El secado se llevd a cabo de manera natural a temperatura ambiente y bajo sombra, la molienda se realizd
mediante un molino eléctrico. El extracto acuoso se obtuvo mediante una infusion, se colocé 900 gramos de la
droga vegetal en 5 litros de agua y se llevd a ebullicidén, una vez que el disolvente llegd a ebullicidén se dejéd
reposar durante 15 minutos mas y posteriormente se filtrd el extracto al vacio, después se eliminé el disolvente
por destilacion a presion reducida y se llevd a sequedad.

Ensayo fitoquimico preliminar

Se utiliz6 parte de la muestra vegetal molida con anterioridad y el extracto obtenido, siguiendo la metodologia
adecuada (Garcia et al., 2002), se realizaron las siguientes pruebas: identificacion de alcaloides, flavonoides,
cumarinas, saponinas, glucosidos cardioténicos, quinonas y taninos.

Animales de estudio

Se emplearon un total de 48 ratas adultas de la cepa Wistar con un peso promedio entre 200 y 250 gramos, se
mantuvieron en el Bioterio con temperatura controlada (21 + 1 °C) con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas, con
alimento y agua ad libitum. Los procedimientos realizados en este trabajo se apegaron a la norma NOM-062-
Z00-1999 para el manejo de animales de laboratorio.

Modelo de inflamacion cronica

Se distribuyeron los roedores aleatoriamente en 5 lotes de 6 ratas, a cada lote se le administr6 por via
intragastrica después del proceso quirtrgico los siguientes tratamientos: Vehiculo (agua), Diclofenaco (5
mg/Kg) y el extracto acuoso a dosis de 200 mg/Kg, 400 mg/Kg y 600 mg/Kg. Se realiz6 una adaptacion del
método propuesto por Jayme et al. (2000). Se hizo la implantacién quirdrgica de fragmentos redondos de
cartulina de 5Smm de didmetro y peso promedio de 16 mg en la regién abdominal del cuerpo del roedor, el
mismo dia se inici0 el tratamiento correspondiente, el cual duro 7 dias para inducir la inflamacion cronica
(Garcia et al., 2002); en el octavo dia se sacrificaron los animales y se procedio a la extraccion de granulomas,
rifion, higado y estdmago. Los granulomas se pesaron y se restd el peso promedio del fragmento (16mg),
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obteniendo el peso final del granuloma (Hernandez et al., 2018). Se colectaron las muestras de sangre de los
roedores y se realizé el conteo total de leucocitos en camara de Neubauer.

Procesamiento Histologico

Se realiz6 la fijacion de los tejidos mediante un método quimico de inmersién usando como fijador
Formaldehido al 10%, se llevé a cabo la deshidratacion efectuando cambios de una hora en alcoholes de
concentracion creciente; etanol 35°, 50°,70°,85°, 96° (I, II y III), alcohol absoluto (I, IT y III), alcohol Isobutilico
(I y II). Se transfirieron las piezas a las sustancias intermediarias, Benzoato de metilo, Celoidina y tolueno,
después se coloco en tres parafinas de diferente punto de fusidon. Se efectuaron cortes de 6 um de espesor y se
montaron los cortes en portaobjetos, posteriormente se llevo a cabo la tincidon con la técnica Hematoxilina-
Eosina.

Modelo de inflamacion con Carragenina 2%

Se retird el alimento 12 horas antes del estudio, se distribuyeron los roedores aleatoriamente en 3 lotes de 6
ratas y se administré6 por via intragastrica 1 hora antes de la inyeccidon de carragenina los siguientes
tratamientos: Solucién Salina Isoténica (SSI), Diclofenaco (5 mg/Kg) y el extracto acuoso a una dosis de 400
mg/Kg. A los diez minutos se administrd pentobarbital sddico 35 mg/kg, la inflamacion aguda fue inducida
por inyeccion de 0.1 mL de carragenina al 2% via subcutdnea en la superficie de la aponeurosis de las patas
derechas, mientras en las patas izquierdas se administrd 0.1 mL de SSI. El diametro de la pata inyectada con
carragenina y la contralateral fueron determinados con un vernier a los 0, 50, 80, 120 y 180 minutos, el edema
formado represento el grado de inflamacion.

Analisis estadistico

Para la evaluacion farmacolédgica del modelo de inflamacién cronica, aguda y el conteo total de leucocitos los
resultados se expresaron como la media * el error estandar de la media. Se utiliz6 un ANOVA unifactorial y la
prueba post-hoc Student-Newman-Keuls para determinar las diferencias entre las medias de los grupos testigos,
asi como tratados. Se consider6 una diferencia significativa cuando P < 0.05. Los datos fueron procesados
utilizando el programa estadistico GraphPad Prism version 5.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de las pruebas preliminares se muestran en la tabla 1, el extracto de Lepidium virginicum L. dio
positivo a la mayoria de las pruebas para alcaloides, lo cual indica que contiene una cantidad importante de
estos metabolitos, corroborando lo reportado anteriormente en la literatura (Avila y Saavedra, 2011). También
se detectd la presencia de flavonoides, cumarinas y glucosidos cardiotonicos estos ultimos no reportados con
anterioridad; se propone que puede tratarse de un resultado falso positivo, correspondiente a la presencia de
sesquiterpenlactonas cuya estructura quimica es similar por la presencia del anillo de lactona ya que en el
ensayo biologico el extracto no provocd la muerte de los roedores que corresponderia a la accion de los
glucoésidos cardiotonicos (Kuklinski, 2000).

Tabla 1. Resultados de las pruebas preliminares del extracto de Lepidium virginicum L.

Metabolito secundario Prueba Resultado
Alcaloides Dragendorff +

Mayer +

Ac. Silicontungstico +

Sonnenschain +
Flavonoides Shinoda +

NaOH 10% +
Cumarinas Erlich +
Glucosidos cardiotonicos Baljet +

En la figura 1, se muestra el peso promedio del granuloma para cada tratamiento, el control negativo
(diclofenaco a 5mg/kg) demostré una disminucién significativa del peso del granuloma (0.1281% 0.042 g) en
comparacion con el control positivo (0.3283 + 0.074 g), encontrando correspondencia con estudios anteriores
que evidencian la efectividad de los AINES en dicho modelo experimental (Zamora et al., 2017). Los resultados
mas relevantes después de realizar el analisis estadistico se encontraron en los grupos tratados con el extracto de
Lepidium virginicum L.; a las dosis de 200 y 400 mg/kg los cuales mostraron actividad antiinflamatoria
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evidenciada con una disminucidn estadisticamente significativa (p<0.05) del peso del granuloma, sobresaliendo
la dosis de 400 mg/kg (0.1106 = 0.016 g), se propone en primera instancia que el extracto de Lepidium virginicum
L. tiene actividad antiinflamatoria mediada via inhibicién de la COX puesto que presenta resultados similares
al AINE usado, un estudio realizado sobre el efecto de Lepidium meyenii Walp. demostrd que ésta reduce los
niveles basales de acido araquidonico molécula precursora de prostaglandinas ademas evita la degradacion del
palmitoil etanolamida un endocannabinoide con potencial antiinflamatorio (Alarcon, 2016), otro estudio
realizado por Alzamora et al., 2007, demostro que el ecotipo rojo de Lepidium peruvianum G. Chacdn disminuye
la cantidad de NO producida por macrofagos, relacionado con el efecto antiinflamatorio (Gonzalez et al.,
2005).

04
L
g 0.3 3 Control negativo (Diclofenaco sodico 5 makg)
z B Control posifivo (agua)
‘_g e * * & Extracto acuoso 200 mgikg de peso
§ 0.14 - @@ Exiracto acuoso 400 mg/kg de peso
&,‘? @@ Extracto acuoso 600 mg/kg de peso
0.0-

TRATAMIENTO

Fig. 1. Efecto antiinflamatorio del extracto Lepidium virginicum L. en rata.

En la figura 2 se muestra el conteo total de leucocitos por mm?3, los grupos tratados con Diclofenaco (4500 +
577.35 Leucocitos/mm3), el extracto de Lepidium virginicum L. a 200 mg/kg (3833 = 1693.12 Leucocitos/mm3)
y 400mg/kg (4416 * 1744.03 Leucocitos/mm3), mostraron una menor cantidad de leucocitos estadisticamente
significativa (p<0.05) con respecto al control positivo (7000 * 894.42 Leucocitos/mm3). Se ha reportado que el
extracto de Lepidium peruvianum G. Chacon obtuvo un conteo leucocitario similar (3840 + 1468.30
Leucocitos/mm3) al del extracto de Lepidium virginicum L. a una dosis de 200mg/kg (3833 + 1693.12
Leucocitos/mm3) y proponen que se debe a la presencia de saponinas, alcaloides y flavonoides presentes en el
extracto (Amaro et al., 2018), este aumento ha sido observado tanto en roedores tratados con el extracto como
en individuos (Garcia, 2010).
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s
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Fig. 2. Cuenta total de leucocitos

En la figura 3 se observan los resultados del modelo de inflamacion aguda, donde el control negativo inhibid
significativamente (p<0.05) la inflamacién respecto al control positivo, dicho efecto también se observd con el
extracto a una dosis 400 mg/kg, el cual tuvo un mayor efecto antiinflamatorio y constante en comparacion con
el control negativo; debido a que la formacion del edema por carragenina estd mediada por autacoides
(histamina y serotonina) en una primera fase y en una segunda por prostaglandinas (Barzaga et al., 2005) el
estudio corrobora que el extracto de Lepidium virginicum L. inhibe la liberacion, biosintesis o accién de
prostaglandinas en este caso de manera mas efectiva que el AINE usado. El efecto antiinflamatorio del extracto
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puede deberse a la presencia de los metabolitos secundarios antes descritos, principalmente alcaloides del tipo
imidazélico (Lepidilina A y B) que generalmente tienen un efecto antiinflamatorio y analgésico por otro lado
dichos efectos pueden verse favorecidos por la presencia de sesquiterpenlactonas que tienen un efecto
rubefaciente, antihistaminico y antiinflamatorio (Kuklinski, 2000). Con el fin de evaluar el mecanismo
antiinflamatorio del extracto de manera mas especifica se propone el uso de dextran cuya reaccion inflamatoria
esta condicionada por la liberacién de histamina y serotonina y que depende de las desgranulaciones de los
mastocitos (Barzaga et al., 2005).

——Control positivo (agua)

Control negativo
(Diclofenaco)

Inflamacién (mm)
"
5

——Extracto 400 mg/kg

05

s}

o 20 a0 60 80 100 120 140 150 180
TIEMPO (min)

Fig. 3. Efecto antiinflamatorio del extracto de Lepidium virginicum L. sobre el didmetro del edema inducido por carragenina
al 2%.

En el estudio microscopico fue evidente el dafio a la mucosa gastrica en el control negativo (Fig. 4B) y el grupo
tratado a dosis de 600 mg/Kg (Fig. 4E) por presentar una capa mucosa dafiada y alterada, de superficie
irregular y con desprendimiento de células epiteliales que provocan erosiones profundas. En los modelos que
hacen uso de AINEs este efecto adverso es repetitivo y se debe a la inhibicion de biosintesis de prostaglandinas
gastroprotectoras que causa una ineficiente produccion de moco protector e incremento en la secrecion de acido
gastrico estomacal (Diaz, 2015). El extracto a 200 y 400 mg/kg no produjo dafio gastrico (Fig. 4C, 4D), autores
atribuyen un efecto gastroprotector a flavonoides presentes en los extractos de plantas medicinales (Hernandez
et al., 2018), sin embargo, debido al tipo de extraccion se propone que el efecto gastroprotector del extracto esta
mediado por un antagonismo de receptores de Histamina (H2) logrando un control efectivo en la produccion
del acido clorhidrico (Lara, 2016) a la par que genera una inhibicioén de la inflamacién por antagonismo como
lo hacen los antihistaminicos (Montes, 2005).

En el tejido hepatico se observd un incremento del diametro de la vena centrolobulillar en el control negativo
(Fig. 5B) y los grupos tratados con el extracto a dosis de 400 y 600 mg/Kg de peso (Fig. 5D, 5E), este efecto
puede estar mediado por histamina cuya accion varia segin la especie animal sin embargo predomina la accion
vasodilatadora, por otro lado se ha observado que la histamina puede producir vasoconstriccién en higado
(Flérez, 2001), por lo tanto, se propone que los alcaloides presentes en el extracto de Lepidium virginicum L.
actian como un antagonista de la histamina produciendo el efecto contrario en el higado (vasodilatacion) como
se observo en los cortes histologicos. En los cortes de rifién destaco la presencia de tubulos con abundante
secrecion en el grupo control negativo (Fig. 6B), el grupo tratado a una dosis de 600 mg/Kg (Fig. 6E) presentd
un incremento en la irrigacion del 6rgano. Se ha demostrado que la infusiéon de histamina exdgena o de sus
agonistas producen vasodilatacion renal, lo cual puede explicar la presencia de secreciones en los tubulos y
eritrocitos (Florez, 2001).
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Fig. 4. Cortes histologicos de estomago de ratas; a, mucosa, b, lamina propia; ¢, muscular de la mucosa, d, submucosa; e,
capa muscular. Técnica Hematoxilina-Eosina, 100x.

c B D E

Fig.5. Cortes histologicos de higados de ratas; a, lobulillo hepatico; b, vena centrolobulillar. Técnica Hematoxilina-Eosina,
100X.

S 2 o« % )
2 . . p z
Fig. 6. Cortes histoldgicos de rifion de ratas; a, glomérulo; b, capsula de Bowman, c, célula mesangial; d, tubulo contorneado
distal; e, tubulo contorneado proximal; f, capilares. Técnica Hematoxilina-FEosina, 400X.

CONCLUSION
EL extracto acuoso de Lepidium virginicum L. presentd alcaloides, flavonoides, cumarinas y
sesquiterpenlactonas, demostrd tener un efecto antiinflamatorio en dosis de 200 y 400 mg/kg sin efectos

adversos en la mucosa gastrica, el rifion y el higado, mientras que a dosis de 600 mg/kg presento efectos
adversos en mucosa gastrica y sin efecto antiinflamatorio.
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