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Resumen

En articulo previo se evaluo el efecto analgésico de Rosmari-
nus officinalis como alternativa terapéutica para enfermedades,
cabe mencionar que el modelo de evaluacion de la formalina al
5% es un modelo que se describe como modelo de dolor
inflamatorio, sabemos que el uso de plantas medicinales.

Rosmarinus officinalis se le han encontrado efectos antiinfla-
matorios (Caballero G.L. et al. 2016), el objetivo del presente
estudio fue evaluar el efecto antiinflamatorio, ya que en el arti-
culo anterior se emiten resultados de la evaluacion exclusiva-
mente analgésica utilizando el extracto acuoso de romero (Ros-
marinus officinalis) en esta parte del reporte de nuestros resul-
tados se utilizo la prueba de ELISA para identificar ILs (inter-
leucinas-6 y 9) como indicadores de inflamacién. Dentro de la
metodologia, el extracto acuoso de romero, se administréo “ad
libitum” como agua de uso a diferentes concentraciones al 100,
70, 35,20 y 10 mg /kg por 2 semanas en grupos de rata macho
Wistar de 6 + 2 animales, se realiza sangrados al inicio y cada
semana para la obtencidén de suero para la identificacién de
IL-6 y 9. Como resultado se encontr6é una disminucién de las
interleucinas IL-9 e IL-6 proporcional con el incremento de la
dosis de Rosmarinus officinalis.
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Romero's analgesic effect
(Rosmarinus officinalis)
in the 5% formalin model.
Part 11

Summary

In the previous article the analgesic effect of Rosmarinus offici-
nalis was evaluated as a therapeutic alternative for diseases, it is
worth mentioning that the 5% formalin evaluation model is a
model that is described as a model of inflammatory pain, we
know that the use of medicinal plants.

Rosmarinus officinalis has been found anti-inflammatory
effects (Caballero GL et al. 2016), the objective of the present
study was to evaluate the anti-inflammatory effect, since in the
previous article results of the exclusively analgesic evaluation
are emitted using the rosemary aqueous extract (Rosmarinus
officinalis) In this part of the report of our results, the ELISA
test was used to identify ILs (interleukins-6 and 9) as indicators
of inflammation. Within the methodology, the aqueous extract
of rosemary, “ad libitum” was administered as water of use at
different concentrations at 100, 70, 35, 20 and 10 mg / kg for 2
weeks in groups of male Wistar rat of 6 & 2 animals, bleeding is
performed at the beginning and every week to obtain serum for
the identification of IL-6 and 9. As a result, a decrease in inter-
leukins IL.-9 and IL-6 was found proportional to the increase in
the dose of Rosmarinus officinalis.
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Introduccion

La inflamaciéon es un proceso tisular
constituido por una serie de fendmenos
moleculares, celulares y wvasculares de
finalidad defensiva frente a agresiones
fisicas, quimicas o bioldgicas. Los aspec-
tos basicos que se destacan en el proceso
inflamatorio son en primer lugar, la foca-
lizacion de la respuesta que tiende a
circunscribir la zona de lucha contra el
agente agresor. La respuesta inflamatoria
es inmediata, de urgencia y, por tanto, pre-
ponderantemente inespecifica, aunque
puede favorecer el desarrollo posterior de
una respuesta especifica. El foco inflama-
torio atrae a las células inmunes de los teji-
dos cercanos. Las alteraciones vasculares
van a permitir, ademas, la llegada desde la
sangre de moléculas inmunes (Gallin, JI.
1989; Roitt, IM et al., 1992).

Los aspectos basicos que se destacan en el
proceso inflamatorio son la focalizacion
de la respuesta, que tiende a circunscribir
la zona de lucha contra el agente agresor,
la respuesta inflamatoria es inmediata, de
urgencia y por tanto, preponderantemente
inespecifica, aunque puede favorecer el
desarrollo posterior de una respuesta espe-
cifica. El foco inflamatorio, por lo que lo
anterior y las alteraciones vasculares per-
mitirdn la llegada desde la sangre de
moléculas inmunes, y mediadores de la
inflamacion. La inflamaciéon se ha consi-
derado integrada por los cuatros signos:
calor, rubor, tumor Yy dolor, Ila
inflamacion es producida por la actuacion
de determinados mediadores incluyendo
IL-6. IL-9 (interleucina 6 y 9), ademas
otras ILs, que actuan sobre las termina-
ciones nerviosas del dolor interleucina- 6
(IL-6) sus acciones promueven diferencia-
cion de monocitos, aumenta nimero de
plaquetas circulantes y proteinas reac-
tantes de fase aguda. La IL-6 es la princi-
pal estimuladora de la produccion de la

mayoria de las proteinas de fase aguda,
proteina C-reactiva, amiloide sérico A,
ceruloplasmina, haptoglobina, hemopexi-
na, ferritina, algunas proteinas del sistema
del complemento, diferentes proteinas de
la cascada de la coagulacion y del sistema
fibrinolitico, etc. (11). La IL-6 es, junto
con IL-1, TNF-a e interferon gamma, un
regulador importante de la termogénesis
corporal y su papel como pirdogeno
endogeno esta ampliamente demostrado
(Saavedra Ramirez et.al., 2011) IL-9 una
linfocina polipeptidica glucosilada, con
un peso molecular de 30.000 a 40.000.
Secretada por células T activadas por
IL-2, y tiene efectos in vitro promotores
de crecimiento sobre las células cebadas.
La comunicacién entre células inmunes e
inflamatorias es mediada en gran parte
por proteinas llamadas interleucinas, que
promueven crecimiento, diferenciacion y
activacion celular (Oppenheim, J.J. et al.,
2002).

I1. Rosmarinus officinalis

El Rosmarinus officinalis, es una planta
muy aromatica que pertenece a la
divisiéon: Embriophyta, clase: Dicotile-
doneae, orden: Tubifloreae, familia: La-
biatae (Koschier EH y Sedy, KA, 2003),
género: Rosmarinus y especie: officinalis
(Brouk, 1975). En nuestro pais la conoce-
mos comunmente como Romero.

El romero es un arbusto perenne con hojas
de unos 3.5 cm de longitud y 2-4 mm de
anchura, rigidas, opuestas, sésiles, con los
bordes doblados de color verde obscuro
por el haz y plateado por el envés y de
aspecto lanoso. El romero es nativo del
Mediterraneo, pero puede crecer en cual-
quier lugar, especialmente en regiones
con poca cantidad de agua, soleadas y con
terrenos bien drenados. Se han sido aisla-
dos numerosos compuestos de la planta,

tales como carnosol, rosma-
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nol, isorosmanol, epirosmanol, rosmariqui-
nona, acido carnédsico, acido ursolico y
miltirona; aceite volatil esencial compuesto
por monoterpenos tales como el 1,8-cineol
(eucaliptol), borneol, pineno, canfeno, al-
canfor, limoneno inalol, isobutilacetato,
3-octanona, terpineol, verbenol, etc. El con-
tenido en aceites esenciales varia entre 1 a
2.5%. (Boutekedjiret, 2003).

Los efectos atribuidos al romero son multi-
ples, pudiéndose citar entre ellos los si-
guientes: antiasténico, antimigrafioso, anti-
tusigeno, particularmente en tos rebelde,
antiespasmodica, diurética, colerético,
colagogo, eminagogo, antigonadotrépico,
estimulante, hepatoprotector y hepatocura-
tivo y estimulante de la memoria (Guerin et
al., 1988). Es conocida la actividad antioxi-
dante y antiinflamatoria de otras especias
empleadas masivamente en la cocina, como
la canela, pimienta, clavos de olor, orégano,
romero, llantén; sin embargo, el efecto es
dosis dependiente, donde la tolerancia es un
factor de importancia en la adherencia al
tratamiento. El reto estd en incorporar el
conocimiento generado, en el disefio de
intervenciones dietarias, que permitan el
logro de los objetivos asociados a la antiin-
flamacion. (Caballero G.L. et al. 2016).

En este trabajo se plantea un modelo de
dafio experimental en rata inducido por
formaldehido al 5% como estimulo de
dolor-inflamatorio. Después, establecer la
respuesta terapéutica utilizando una emul-
sion a diferentes concentraciones de un
extracto acuoso de extracto total o a dife-
rentes concentraciones de Rosmarinus offi-
cinalis y evaluar si la emulsion modula el
proceso doloroso e inflamatorio con la
identificacion de las IL-s 6 y 9 mediante la
técnica de ELISA analizando los sueros de
los grupos con Rosmarinus officinalis a
diferentes concentraciones y comparando-
los con el grupo control e identificar una
mejoria en el proceso inflamatorio poste-
30

rior a la administracidén del romero.
III. Objetivos

General: Evaluar la eficacia de Rosmari-
nus officinalis como analgésico-antiin-
flamatorio en rata en el modelo de la
formalina al 5%.

Especificos:

1. Obtener el extracto acuoso total de
romero y preparar las emulsiones a dife-
rentes concentraciones 100, 70, 35, 20, 10

y mg/kg.

2. Evaluar el efecto de la emulsion del
extracto acuoso de romero como analgési-
co-antiinflamatorio en suero identifican-
dolo por la presencia de IL-6 e IL-9 en los
diferentes grupos de ratas evaluadas.

IV. Material y métodos

Preparacion del extracto acuoso de Ros-
marinus officinalis

Inicialmente se realizara la obtencién de
extracto acuoso del romero y se dispondra
a hacer las emulsiones a diferentes con-
centraciones. El romero fue adquirido en
un mercado local de la ciudad de México,
D.F. identificado y clasificado como Ros-
marinus officinalis. Las hojas se secaron
en estufa convencional a temperatura de
37 + 0,2°C durante 48 h. Al obtener las
hojas se secaran a la sombra, a temperatura
ambiente, y el extracto acuoso de hojas de
romero se obtuvo sometiendo material
vegetal seco a un proceso de extraccidén
con etanol al 95% durante 48 h. Posterior-
mente fue concentrado en un rotavapor
(Biichi R-124) y por altimo se liofiliz6 y
almaceno a 4 + 0,2°C. El aceite esencial de
romero se extrajo de las hojas deshidrata-
das, por destilacion de arrastre con vapor
de agua. El aceite obtenido se almaceno en




refrigeracién a una temperatura de 4 =+
0,2°C hasta el momento de su uso. Para
preparar los extractos acuosos, se tomaron
50 g de hojas verdes de las diferentes plan-
tas adultas, se cortaron en trozos de 0,5 cm
y se depositaron en un vaso de precipitado,
luego se mezclaron con 200 ml de agua
destilada y se dejaron remojar por 24 h. Al
transcurrir el lapso, se trituraron en una
licuadora durante 30 seg. La solucion se
filtro dos veces a través de papel de filtro
N° 1. La solucion obtenida fue consi-
derada como estandar (100%); partiendo
de esta solucion y agregando agua destila-
da en cantidades adecuadas, se prepararon
las siguientes concentraciones de 10, 20,
35, 70 y 100 mg. Adicionalmente se
incluyo un testigo con agua destilada sola-
mente. El extracto puro obtenido fue
envasado en un frasco ambar y colocado
en un refrigerador (4 °C) para su posterior
uso (Vallejos Campos, 2017).

La metodologia se establecio sobre la base
del estudio del efecto antiinflamatorio, del
extracto acuoso de romero, en un modelo
de la formalina inducida con formaldehido
al 5%, en donde se evaluara el patron anal-
gésico en la pata de la rata y la fase rapida
aguda de dolor y la fase de dolor inflama-
toria, para comprender el comportamiento
de una planta con propiedades analgésicas
y antiinflamatorias.

Se realizo el estudio, de manera compara-
tiva con emulsiones de diferente concen-
tracion para evaluar la mejor concen-
tracion de extracto a utilizar.

Al investigar esto comparativamente, el
resultado nos permitié elegir, en su caso,
el tratamiento con mayor ventaja analgési-
ca antiinflamatoria.

Administracion de la emulsion del
extracto acuoso de Rosmarinus officina-
lis por via Oral por dos semanas a
diferentes contracciones

A grupos de rata macho Wistar de 6 sema-
nas de edad con un peso aproximado de
400 g, en grupos de 6 + 2 animales, man-
teniendo cada grupo en una caja indepen-
diente, en el Bioterio del Area de Ciencias
de la Salud de la UAZ, a temperatura
ambiente, con ciclos de luz oscuridad de
12 h por 12 h.

Grupo Rosmarinus Tiempo de tratamiento | Evaluacion

1 Salina 0.9 % Por 2 semanas Evaluacion con formalina 5 %

2 Rosmarinus 10 mg/kg Por 2 semanas Evaluacion con formalina 5 %

3 Rosmarinus 20 mg/kg Por 2 semanas Evaluacion con formalina 5 %

4 Rosmarinus 35 mg/kg Por 2 semanas Evaluacion con formalina 5 %

5 Rosmarinus 70 mg/kg Por 2 semanas Evaluacion con formalina 5 %

6 Rosmarinus 100 mg/kg Por 2 semanas Evaluacion con formalina 5 %

Modelo de la formalina

Posterior a la administracioén por 2 sema-
nas de Rosmarinus officinalis, se evalu6
con el modelo de la formalina es un
modelo de dolor inflamatorio. La rata se
coloca en una camara de observacion
transparente de acrilico (Plexiglas) de 20
cm de diametro y 30 cm de altura, durante
30 min para permitirle adaptarse al nuevo
ambiente. Una vez transcurrido este
tiempo se administran 50 pL de formalde-
hido al 5% via subcutanea en la region
dorsal de la pata posterior derecha,
utilizandose una jeringa de 1 mL., con
aguja calibre 30G. Posteriormente la rata
se coloca nuevamente en el interior de la
camara de observacion. En la parte trasera
del cilindro se colocaron dos espejos de
30 X 30 cm formando un angulo de 90°
entre ellos para facilitar la observacion de

la pata inyectada. Inmediatamente,
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después de la inyeccion del formaldehido,
la rata mostrard una conducta nociceptiva
manifestada como sacudidas de la pata. El
numero de sacudidas se registra por perio-
dos de 5 minutos durante una hora. La
formalina induce una respuesta bifasica,
una Fase I aguda (del min O al min 10) o
neurogénica seguida de un periodo corto de
quiescencia (del min 10 al min 15), el cual
es seguido de una respuesta inflamatoria
tonica prolongada (del min 15 al min 60) o
Fase II. La nocicepcién se evaltia como el
numero de sacudidas y como el area bajo la
curva (ABC) del curso temporal en cada
fase. En este modelo la disminucién en el
numero de sacudidas y en el valor de ABC
se interpreta como efecto analgésico (Tjol-
sen et al., 1992). La aplicacion de las dife-
rentes concentraciones de romero en grupos
independientes.

Valorar la actividad antiinflamatoria
identificando IL-6 y 9 por el método de
ELISA, Identificacion de IL-s por
método de ELISA

Los niveles de IL-6 e IL-9 se determinaron
por un ensayo tipo ELISA mediante el
siguiente proceso:

1.- Preparar todos los reactivos, la dilucion
estandar.

2.- Retire con tiras desecantes absorbibles
de las micro-placas excesos de la placa y
volver a precintar.

3.- Anadir 50uL. del diluyente de ensayo
RD1-54 a cada pocillo.

4.- Anadir 50 pL. de estandar, control o
muestra por pocillo. Mezclar golpeando
suavemente el marco de la placa durante 1
minuto. Cubrir con la tira adhesiva sumi-
nistrada. Incubar durante 2 horas a tem-
peratura ambiente.

5.- Aspirar cada pocillo y lavar, repitiendo
el proceso cuatro veces para un total de
cinco lavados. Lave llenando cada pocillo
con buffer de lavado (400 pl.) utilizando
32

una jeringa, dispensador de colector o
autolavador. La eliminacién completa del
liquido en cada paso es esencial para un
buen rendimiento. Después del ultimo
lavado, eliminar cualquier resto de buffer
de lavado por aspiracién o decantacion.
Invierta la placa y borrar contra papel de
secado.

6.- Anadir 100 pl. de conjugado de rata
IL-9 e IL-6 a cada pocillo. Cubrir con una
nueva tira adhesiva. Incubar durante 2
horas a temperatura ambiente.

7.- Repetir la aspiracion / lavado como en
el paso 5.

8.- Anadir 100 pul. soluciéon de sustrato de a
cada pocillo. Incubar durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Proteger de la luz.
9.- Anadir 100 pl. de solucioén de parada a
cada pocillo. Golpee suavemente la placa
para que se mezcle bien.

10.- Determinar la densidad optica de cada
pocillo en 30 minutos. Usando un lector de
microplacas ajustado a 450 nm. Si la cor-
reccion de longitud de onda esta
disponible. Ajustado a 540 nm o 570 nm.
Si la correccion de longitud de onda no
esta disponible. Restar la lectura a 540 nm.
0 570 nm. de las lecturas a 450 nm. Esta
resta corregira la imperfeccion optica en la
placa. Lectura hecha directamente a 450
nm., sin correccion puede ser mas alta y
menos precisa (Quantikine ELISA Rat
IL-9 immunoassay R&D Systems). La
absorbancia a 450 nm se determind por
espectrofotometria con lector de placas
(Sensident Scan, Merck, Alemania). El
limite de deteccion del ensayo fue de 25
pg/mL, por lo que los valores inferiores a
esta concentracidon se consideraron inde-
tectables.

Analisis estadistico

Los resultados seran evaluados estadisti-
camente, en donde todos los datos se
expresaran como media = ESM. Se realiza
la regresion lineal con las lecturas de la




interpolacion con regresion Lineal

densidad optica de los sueros analizados y
se realiza el calculo para la concentracion
de IL-6 e IL-9 obtenidas en los sueros de
los grupos tratados con Rosmarinus offici-
nalis y hacer la correlacion clinica con el
proceso inflamatorio.

V. Resultados

La evaluacién de la inflamacion se realizo
con la técnica arriba descrita de ELISA.
En la Grafica 1, se muestran los datos de
interpolacion de lectura de la técnica para
identificacion de IL-9, el numero 1
corresponde al grupo control, de 2 al 9
corresponde a las concentraciones admi-
nistradas de romero dosis desde 10 hasta
100 mg/kg con incrementos de (10, 20, 35,
70 y 100 mg/kg).

Determinacion de IL- 9 e IL-6 en sueros de ratas administradas con diferentes

34.00 - concentraciones de Rosmarinus officinalis, mediante la prueba de ELISA
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Grafica 1. Datos de interpolacion de lectura de la
técnica de ELISA para identificacion de IL-9, el
numero 1 corresponde al grupo control, de 2 al 6
corresponde a las concentraciones administradas
de romero dosis desde 100 hasta 10 mg/kg con
incrementos de (100, 70, 35, 20 y 10 mg/kg). Las
columnas 7, 8 y 9 corresponden a los valores de
IL-6, muestras de suero de los grupos de ratas con
romero a concentracion de 100, 70 y 35 mg, anali-
zados por la técnica de ELISA, donde se observa
un incremento de la lectura de D.O. y sometida a
regresion lineal.

En los resultados de la prueba de ELISA,
Para IL-6 se encontraron diferencias,
entre las muestras del grupo control con
respecto a los sueros de los grupos de
ratas que se les administré romero a dosis
desde 35 hasta 100 mg/kg con dosis espe-
cificas de (100, 70, 35 mg/kg) barras 7, 8
y 9 de la grafica 1. Para IL-9, en la grafica
1 barras de 1 a 6, los niveles de IL- 9 se
fueron incrementando conforme
disminuy¢6 la concentracion administrada
de Rosmarinus officinalis, 1o que habla de
un incremento de la IL-9 inversamente
proporcional a la concentracién de Ros-
marinus officinalis, interpretada como un
efecto antiinflamatorio de la planta en
relacion a su concentracidén y la partici-
pacion de la IL-9 en el proceso inflamato-
rio.

V1. Discusion

Emami F. y cols., describen que el
extracto hidroalcoholico de Rosmarinus
officinalis y su constituyente carnosol
inhiben el dolor inducido por formalina y
la inflamacion en los ratones. Describen
propiedades anti-inflamatorias y antinoci-
ceptivos de ambos en ratones machos
NMRI, se han evaluado en su presente
estudio, resultados similares a los datos
mostrados en este trabajo, Emami F. y
cols.

Takaki I. y cols., describen los efectos
antiinflamatorios y antinociceptivos (a-
nalgésicos) del aceite esencial de Ros-
marinus officinalis en modelos animales
experimentales, las hojas de romero se
utilizan para la condimentacion de
alimentos y se han utilizado en la medici-
na popular para muchas condiciones;
tienen antiespasmodico, analgésico, antir-
reumatico, carminativo, colagogo,
diurético, expectorante, y los efectos
antiepilépticos. El objetivo de este

estudio fue evaluar los efectos del
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aceite esencial de romero en modelos
experimentales de la nocicepcion y la
inflamacion en animales. El efecto antiin-
flamatorio de romero se evalu6 por volu-
men de exudado inflamatorio y la
migracion de leucocitos en la pleuresia
inducida en el modelo de prueba de edema
inducido por carragenina en ratas. La anti-
nocicepcion se evalud utilizando la con-
torsiéon inducida por acido acético y las
pruebas de la placa caliente en ratones. Ros-
marinus officinalis (500 mg/kg) redujo
significativamente el volumen de exudado
pleural y disminuy6 ligeramente el nimero
de células que habian migrado en compara-
cion con los animales de control. A dosis de
250, 500 y 750 mg/kg, Rosmarinus offici-
nalis inhibe significativamente el edema
inducido por carragenina 1 a 4 horas
después de la inyeccion del agente phlogis-
tic. En la prueba de la placa caliente, la
administracion de romero (125, 250, y 500
mg/kg) mostrd efectos anodinos sobre la
latencia de respuesta, mientras que la inye-
ccion de control de la meperidina indujo
efectos antinociceptivos significativos, la
dosis de 70, 125 y 250 mg/kg tuvo un efecto
antinociceptivo significativo en el ensayo
de retorcimiento abdominal inducida por
acido acético en comparacién con los
animales de control. Estos datos sugieren
que Rosmarinus officinalis posee actividad
antinociceptiva antiinflamatoria y periféri-
ca.

Se conoce ampliamente segun se refiere en
el articulo de Vila y cols., la IL-6 como
marcador de inflamacion sistémica en algu-
nas patologias, refiere a los en pacientes
con enfisema por deficiencia de alfa-1-anti-
tripsina, Vila y cols., mencionan la impor-
tancia de la cuantificacion de la interleucina
6 en suero como mediador de inflamacion
sistémica en pacientes con deficiencia de
alfa-1-antitripsina. Comparando los resul-
tados en nuestro trabaja al realizar la prueba
de ELISA para la determinacion de IL-6
34

como marcador de inflamacién no se
encontré identificacién diferente a los
valores normales de IL-6, por lo que IL-6
no se identifica como un mediador impor-
tante de inflamacion sistémica (Graficas
no mostradas) por lo que se concluye que
Rosmarinus officinalis, no tiene al menos
en este protocolo de administracion un
efecto antinflamatorio, solo analgésico en
base a los resultados, No asi con la IL-9
que se muestra un incremente dependiente
de la dosis que nos habla de la partici-
pacion de la IL.9 en el proceso inflamato-
rio generado por el modelo de la formalina
al 5% .

Mercado-Mercado y cols., mencionan que
las especias tienen actividad antinflamato-
ria, tanto en estudios in vitro e in vivo han
demostrado que tanto extractos de espe-
cies picantes como los compuestos puros
(curcumina, eugenol y capsaisina) presen-
tan actividad antinflamatoria. Diferentes
estudios has demostrado que la adminis-
tracién de una dosis Unica de estos com-
puestos reduce hasta en un 52% la
inflamacion inducida por carragenanos en
ratas. Actualmente estos compuestos son
utilizados de manera comercial en la
formulacién de cremas y pastillas para el
tratamiento de artritis, dolores musculares
y como analgésicos odontolégicos.

VII. Conclusiones

Se concluye que, si existe participacion de
las interleucinas IL-6 e IL-9, en el proceso
analgésico-antiinflamatorio y que existe
una remision de las interleucinas arriba
mencionadas en animales tratados con
Rosmarinus officinalis, por lo que se
corrobora lo que otros autores mencionan
en relacidon a el efecto analgésico antiin-
flamatorio de la planta en el modelo
utilizados en este trabajo.
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