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Resumen

Equisetum arvense (Equisetaceae) es una planta que posee efectos antiinflamatorios debido a sus
compuestos fitoquimicos como los flavonoides, los cuales actian anivel de citocinas proinflamatorias,
principalmente el TNF-a. Sin embargo, se conocen otras especies de Equisetum en el Perd, de las
cuales no se ha demostrado dichos efectos. Una de estas especies es Equisetum bogotense, de la cual
se extrajeron los flavonoides y fueron inoculados en Mus musculus BALB/c. Estos flavonoides
actuaron sobre los niveles de TNF-a producidos en la inflamacién inducida experimentalmente en
Mus musculus BALB/c mediante la inoculacién de carragenanos. Para la cuantificacion de los niveles
de TNF-a se realiz6 la prueba de ELISA, obteniéndose que los flavonoides redujeron ligeramente los
niveles de TNF-a, sin embargo, no hubo diferencia significativa entre las concentraciones utilizadas.
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Abstract

Equisetum arvense (Equisetaceae) is a plant that has anti-inflammatory effects due to its
phytochemical compounds such as flavonoids, which act at the level of proinflammatory cytokines,
mainly TNF-a. However, other species of Equisetum are known in Peru, of which these effects have
not been demonstrated. One of these species is Equisetum bogotense, from which the flavonoids
were extracted and inoculated in Mus musculus BALB / c. These flavonoids acted on the levels of
TNF-a produced in the inflammation experimentally induced in Mus musculus BALB / c by the
inoculation of carrageenans. For the quantification of TNF-a levels the ELISA test was performed,
obtaining that the flavonoids reduced the levels of TNF-a, however there was no significant
difference between the concentrations used.
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Introduccion 4cido ascoérbico, acidos fendlicos, acidos

Las plantas han sido utilizadas desde polienicos, acidos dicarboxilicos (acidos

la antigtiedad en la asistencia medicinal y
sanitaria, por lo cual se han llevado a cabo
estudios a nivel mundial para verificar su
eficacia, dando lugar a la produccién de
medicamentos a base de plantas. Dentro
de las especies de plantas utilizadas para
este fin, se encuentran las pertenecientes
a la familia Equisetaceae (Smith-Hall,
Larsen, & Pouliot, 2012; Sofowora et
al., 2013). Las especies de esta familia
se caracterizan por contener diversos
compuestos fitoquimicos, y mas del 10%
de sustancias inorgénicas (dos tercios
de los cuales son sales de &cido silicico
y potasio). Ademads, contiene esteroles,
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equisetdlicos) y flavonoides (Carneiro et
al., 2014; D’Agostino et al., 1985; Mimica-
Dukic et al., 2008).

Asi por ejemplo, la especie Equisetum

arvense contiene altas cantidades de
polifenoles, como los flavonoides (Corti et
al.,2004; L.D.,M.A.,]., & D.L., 2012), lo cual
ha despertado el interés por sus actividades
antiasmaticas, antiinflamatorias (Mazzon
etal., 2008; Ramer et al., 2011), antioxidante,
hepatoprotectora; ademas
propiedades moduladores

funcion de las células inmunocompetentes

inflamatorias (Hassimotto et al., 2013).

presenta
sobre la
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En el Perd, se reconocen tres especies
que son Equisetum bogotense, E. giganteum 'y
la escasamente reportada E. myriochaetum.
Equisetum  bogotense ~ se  encuentra
ampliamente distribuido en el Pery,
ocupando ambientes hiimedos y alterados
desde el nivel del mar hasta los 4200 m de
altitud. Sin embargo, hasta la fecha, no hay
estudios sobre el efecto de esta planta en el
proceso inflamatorio (Bhattacharyya et al.,
2013).

La inflamacién se define como un
proceso dindmico en el que participan
diversas citoquinas proinflamatorias tales
como la interleucina (IL) -1, el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF)
y el factor de necrosis tumoral TNF-a, el
cual es producido fundamentalmente por
los macréfagos y monocitos activados, y
desempefia una funcién importante en la
inflamacion, lo cual se ha demostrado en
varios estudios llevados a cabo utilizando
lineas celulares, modelos animales y seres
humanos (Pereda et al., 2006; Shen &
Pervaiz, 2006; Warren & Ward, 1988).

Elextracto hidroalcohélico de Equisetum
bogotense tiene por finalidad disminuir los
niveles de TNF-a que seran inducidos
por carragenanos; para la evaluacion de
los niveles de TNF-a, ya sea en plasma o
en suero sanguineo, frecuentemente se
realiza el ensayo por inmunoabsorcién
ligado a enzimas (ELISA), para lo cual se
utiliza un Kit especifico para la especie
de experimentacion, que en este caso es
Mus musculus BALB/c.
los antecedentes mencionados, el estudio
realizado proporciona una alternativa
natural y efectiva en el tratamiento de
la inflamacion,

De acuerdo con

sin producir efectos
algunos de los
medicamentos utilizados actualmente
(Kiasalari, Khalili, Roghani, Heidari, &

Azizi, 2013). Por esta razén, se evalud el

secundarios como

efecto de las concentraciones de 0.2, 0.4 y
0.8 ng/mL de flavonoides extraidos de las
hojas y tallo de Equisetum bogotense sobre
los niveles de TNF-a en la inflamacién
inducida por
carragenanos en Mus musculus BALB/c.

experimentalmente

Materiales y métodos

Se recolecté plantas de 8 a 10 meses
de edad de Equisetum bogotense en el
Fundo “Las Tallas” del distrito San Benito,
departamento

provincia ~ Contumazd,

Cajamarca, Pert. Su identificacién
taxonémica se realiz6 en el herbarium
(HUT)
Nacional de Trujillo. Se colocaron las
plantas seleccionadas sobre papel kraft

en un lugar fresco y seco, y se llevé a la

Truxillensis de la Universidad

estufa a 40° C por un periodo de 48 horas.
Las plantas secas fueron tamizadas, con
la finalidad de separar las particulas
uniformes.
ambar en un lugar libre de humedad y sin
exposicion directa a la luz.

Se almacenaron en frascos

Obtencion del extracto hidroalcohdélico
de Equisetum bogotense

Se pes6 1000 g entre tallos y hojas de
E. bogotense, siendo éstas posteriormente
humectadas con alcohol de 70°, hasta cubrir
la muestra. Se colocé el material vegetal
en el equipo de percolacién con alcohol
de 70° dejandose macerar por un periodo
de 48h. Pasado el periodo de maceracién
se percolé a velocidad constante de 10-
20 gotas /min el equivalente al 75% del
extracto fluido Total (750mL), guarddndose
en frasco dmbar. Se percol6 hasta que
el ensayo de tricloruro férrico realizado
a una alicuota del extracto de negativo
(Fig.). El volumen obtenido se concentrd
en un rotaevaporador a una cantidad
equivalente al 25% (250 mL) del extracto
fluido total, lo cual se retine con la primera
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fraccion, obteniendo asi una cantidad total
de 1000 mL del extracto (Pereira et al., 2014;
Winter, 1965).

Extraccion y
flavonoides

purificacion  de

Se midi6 100 mL del extracto madre en
un balén de 250 mL y se llevé a sistema
de reflujo durante dos horas con 100 mL
de acido sulfdrico al 10%. Se concentré el
extracto hidrolizado ala mitad del volumen
utilizando un rotaevaporador a 80°C. Se
llevé a refrigeracion el concentrado a una
temperatura de 2-8 °C, durante 1 hora.
Se filtr6 al vacio el extracto refrigerado
utilizando papel filtro WATMAN # 1
previamente tarado y se lavé el residuo
con 3 volimenes sucesivos de 100 mL de
agua destilada helada. Se llevé el papel
filtro con los cristales de flavonoides
totales, a la estufa a 40°C durante 2 horas.
Los cristales se pulverizaron y se realizé
la preparacion de las soluciones de
flavonoides en Solucion salina fisiolégica,
a las concentraciones de 0.2, 0.4 y 0.8 ng/
mL. Las soluciones obtenidas se guardaron
en frascos ambar.

Distribucion e induccion de
la inflamacién en los animales de

experimentacion Mus musculus BALB/c

Se obtuvieron 16 ejemplares de Mus
musculus BALB/c procedentes del Bioterio
de la Universidad Cayetano Heredia, de 28
g de peso y 2 meses de edad. Estos fueron
distribuidos en 1 grupo control y 3 grupos
experimentales, cada uno con 4 ejemplares.

Se inyect6 via intraperitoneal, 1 mL de
solucion de carragenanos al 2%, en cada
uno de los ejemplares de Mus musculus
BALB/c (Beall et al., 1992).

Inoculaciéon de la solucion de
extraidos de Egquisetum
bogotense en Mus musculus BALB/c

flavonoides
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Después de 3 dias de la inoculacion de
carragenanos, se inoculdé via intraperito-
neal: 1 mL de Solucién Salina al 0,85% de
NaCl en el grupo de control; y ImL de la
solucién de flavonoides de Equisetum bo-
gotense a concentraciones de 0.2, 0.4 y 0.8
ug/mL, respectivamente para cada grupo
experimental. Después de 3 dias, se obtuvo
una muestra de sangre periférica de cada
ejemplar, se centrifugé a 5000 rpm por 10
minutos y se conservo a 4°C.

Determinacion de la produccion de
TNF -a

Para la evaluacién de los niveles de
TNF-a se utiliz6 el suero obtenido de cada
ejemplar de Mus musculus BALB/c y se
realizé la prueba de ELISA, siguiendo el
protocolo indicado en el inserto del Kit
de Elisa Mouse Tumor TNF-a (Sigma-Al-
drich, RAB0477), con una sensibilidad me-
nor a 60 pg / mL y se procedi6 las lecturas
a 450 nm en un lector de Elisa (Charo et al.,
1994; Luster & Rothenberg, 1997; Rollins
et al., 2006; Williams et al., 2017)including
bone remodeling and injury. These cells
appear at early stages of bone formation
and repair and persist throughout the la-
ter stages. In experiments described here,
unstimulated normal human osteoblastic
cells did not produce detectable levels of
monocyte chemotactic activity. However,
interleukin-1 (IL-1.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos de la experimenta-
cién se analizaron con el programa estadis-
tico SPSS, mediante el anéalisis de varianza
ANOVA, para saber el efecto de las dife-
rentes concentraciones de flavonoides vy,
para determinar si hay diferencias estadis-
ticas (p<0.05) entre los grupo de control y
experimentales ( Leiva ef al., 2019).

26 (3): Septiembre- Diciembre, 2019



Quiniones et al.: Efecto lavonoides de Equisetum bogotense sobre el niveles de TNF-a en la inflamacion en Mus musculus BALB/c

Resultados

Tabla 1. Niveles de TNF-a en suero extraido de Mus musculus BALB/c después de 3 dias

de la inoculacién de flavonoides.

Grupos experimentales
Repeticiones Control (pg/mL) I 1 I
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
1 1108 583.75 856.75 588.25
2 1034 616.25 1049.75 1059
3 1566.5 1158.75 1025.25 1853

Tabla 2. Datos obtenidos luego de realizar la prueba estadistica ANOVA con un grado

de significancia de 0.05

Suma de . - L .
cuadrados GL [ Media cuadratica F Significancia
Entre grupos | 3241896698 3 1080632233
Dentro de
erupos 2456293422 8 307036677,7 3,520 0,069
Total 5698190120 11

Segin los resultados obtenidos al
analizar los datos experimentales con la
prueba estadistica ANOVA (Tabla 2), estos
mostraron que no hay relacion directa
entre el aumento de la concentracion
de flavonoides extraidos de Equisetum
bogotense y la disminucién de los niveles
de TNF- a en la inflamacién.

Discusion

Se utilizaron carragenanos como
estimulo de la inflamacién, debido a que
se ha demostrado que éstos inducen una
respuesta inflamatoria y pueden activar
las respuestas inmunes que son medias
por las células B (Bcl10) y los receptores
Toll (TLR4) (Borthakur et al, 2006;
Griindemann ef al., 2014). En los animales
experimentales se ha demostrado que
inducen una inflamacion coldnica, con la
produccién de infiltrados inflamatorios,

ulceraciones y evidencias clinicas de colitis

(Bhattacharyya et al., 2008; Joanne, 2001)

Los carragenanos inducen la activaciéon
de la respuesta inmune innata en las
células epiteliales del colon, para lo cual
interacttian con sus receptores de tipo Toll
(TLR4); de esta manera activan el factor
nuclear NF-kB, el cual induce la activacién
de los genes responsables de la produccién
de interleucinas proinflamatorias,
principalmente la IL-8 y el TNF- «a
(Bhattacharyyaet al., 2011). Los flavonoides
presentes en Equisetum bogotense, inhiben
la proliferaciéon de linfocitos asi como la
polifuncionalidad de los mismos, que se
relaciona directamente con los cambios
en la producciéon de TNF-a, ademaés
inactivan el factor nuclear NF-kB, por lo
que los niveles de TNF- a en un proceso
inflamatorio disminuyen (Bhattacharyya
et al., 2010).
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Segtin los resultados obtenidos, se
observo que, en promedio, el efecto de
los flavonoides a las concentraciones
de 0,2 ug/mL; 0,4 ug/mL y 0,8 ug/mL
ocasionaron una ligera disminucién en
los niveles de TNF- a producido como
respuesta a la inflamacién inducida por
carragenanos en Mus musculus BALB/c
(Tabla 1), sin embargo, no se evidencia una
diferencia significativa (p > 0.05) entre el
aumento de dichas concentraciones y la
disminucién de TNF-a. Estos resultados
difieren a los reportados en el articulo
publicado por Griindemann et al. (2014),
en el cual detalla que los flavonoides
presentes en el extracto obtenido de la
especie Equisetum arvense presentd un
efecto antiinflamatorio,
significativamente los niveles de TNF- a
(Bhattacharyya et al., 2010).

disminuyendo

Consideraciones éticas

En este estudio, el manejo de los
ratones Mus musculus BALC/c para la
experimentacion en el laboratorio, se
aplicaron durante el proyecto las normas
y los procedimientos éticos segtin el Guia
de manejo y cuidado de animales de
Laboratorio propuesto por el Instituto
Nacional de Salud (Fuentes et al., 2008)
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