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RESUMEN

La Artritis reumatoide es una enfermedad degenerativa que actda sobre las articulaciones,
afectando las rodillas, los dedos de las manos y/o pies provocando asi rigidez y dolores
fuertes. En el Per(, el 1% de la poblacion poseen esta enfermedad y las cifras van en
aumento. El objetivo principal de este trabajo fue evaluar la actividad toxica aguda y el
efecto antiinflamatorio del pulverizado de coledptero Ulomoides dermestoides “gorgojo
del mani” para el tratamiento alternativo de artritis reumatoide utilizando un modelo
animal de artritis en ratas macho cepa Lewis (MCH haplotipo RT?) a las cuales se les
indujo la artritis con el Colégeno tipo Il de bovino.

Se determind la Toxicidad aguda utilizando la Guia OECD 423, y para la evaluacion de
la actividad antiinflamatoria los animales fueron sometidos a un tratamiento a diferentes
dosis del pulverizado de coledptero (UD1000 mg/kg, UD500 mg/kg, UD250mg/q),

teniendo un grupo control con agua destilada y uno con Metotrexato 0.2 mg/kg.

Los resultados muestran que el pulverizado tiene una toxicidad aguda (DLso) mayor de
5 g de pulverizado/kg de peso de animal. Asi mismo, las tres dosis ensayadas del
pulverizado presentan un efecto antinflamatorio. Los cortes histoldgicos de los
tratamientos mostraron que la inflamacién del tejido sinovial y erosion del hueso fue
significativamente menor (p<0.01) que el grupo de artritis inducida por colageno, sin
tratamiento (CIA). Ademas, se observé que las tres dosis tienen un efecto similar a la del
farmaco Metotrexato (0.2 mg/kg) ya que se pudo ver que la erosién de hueso y presencia
de células inflamatorias fue similar, a diferencia de los controles en el caso del grupo
CIA, en el cual se observd deterioro del hueso, la formacién del pannus y el infiltrado
celular. El grupo control negativo mostré un hueso sano y un tejido sinovial limpio. Con
el presente trabajo concluimos que el pulverizado de coledptero Ulomoides dermestoides
tiene un efecto antiinflamatorio sobre este modelo animal probado a las dosis UD1000

mg/kg, UD500 mg/kg, UD250mg/kg y ademas no presento efecto toxico.

Palabras claves: Ulomoides dermestoides, cepa Lewis (MHC haplotipo RT?), artritis

reumatoide



ABSTRACT

Rheumatoid arthritis is a degenerative disease that acts on the joints, affecting the knees,
the fingers and / or toes, causing stiffness and severe pain. In Peru, 1% of the population
has this disease and the numbers are increasing.Tthe main objective of this work was to
evaluate the acute toxic activity and the anti-inflammatory effect of the pulverized
coleoptera Ulomoides dermestoides "peanut weevil" for the alternative treatment of
rheumatoid arthritis using an animal model of arthritis in male Lewis strain rats (MCH
haplotype RT1) to which arthritis was induced with bovine Type Il Collagen.

Acute Toxicity was determined using the OECD Guide 423, and for the evaluation of the
anti-inflammatory activity, the animals were subjected to a treatment at different doses of
the coleopter spray (UD1000 mg / kg, UD500 mg / kg, UD250mg / g), a control group
with distilled water and one with Methotrexate 0.2 mg / kg.

The results show that the spray has an acute toxicity (LD50) greater than 5 g of pulverized
/ kg animal weight. Likewise, the three tested doses of the spray present an anti-
inflammatory effect, the histological sections of the treatments showed that the synovial
tissue inflammation and bone erosion was significantly lower (p <0.01) than the collagen-
induced arthritis group, without treatment (INC). It was also observed that the three doses
have an effect similar to that of the drug Methotrexate (0.2 mg / kg) since it was possible
to see that bone erosion and presence of inflammatory cells was similar, unlike the
controls in the case of the group CIA, in which bone deterioration, pannus formation and
cellular infiltration were observed. The negative control group showed healthy bone and
clean synovial tissue. With the present work we conclude that the pulverized coleoptera
Ulomoides dermestoides has an anti-inflammatory effect on this animal model tested at
doses UD1000 mg / kg, UD500 mg / kg, UD250mg / kg and also has no toxic effect.

Key words: Ulmoides dermestoides, Lewis strain (MHC haplotype RT1), rheumatoid

arthritis



1.

INTRODUCCION:

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune de tipo degenerativa
que afecta a las articulaciones del cuerpo provocando dolor, rigidez, hinchazén y
movimiento limitado. Se puede producir en cualquiera de las articulaciones, pero
es mucho mas frecuente en las rodillas, caderas y dedos de las manos *2. Es una
enfermedad que tiene una etiologia misteriosa pero una serie de estudios indican
que puede ser una mezcla de factores genéticos y ambientales® 2 3; predominando
mas entre mujeres que entre hombresl3. Los pacientes pueden presentar
manifestaciones extra-articulares y la expectativa de vida es muy corta. Las
personas con AR presentan un sistema inmunologico hiperactivo, los linfocitos se
aglomeran en la membrana que cubre las articulaciones afectadas, conduciendo a
la inflamacion (hinchazon) que contribuye al dafio del cartilago y hueso. Los
mensajeros quimicos entre las células, llamados citoquinas, son proteinas que
juegan un papel clave en la inflamacion y el dafio al cartilago y hueso debido a
que ellas permiten que las células del sistema inmune se comuniquen. Una de las
citoquinas mas importantes es la llamada factor de necrosis tumoral (TNF-a) que
interviene en la comunicacion directa de célula a células, y la interleucina-6 (IL-
6) también es una proteina producida por las células T que contribuyen al dolor y
la hinchazdn que ocurre en las articulaciones inflamadas ya que es una célula
proinflamatorial?.

En el Peru cerca del 1% de la poblacion sufre este terrible mal, las personas que
presentan esta enfermedad van desde entre los 40 a los 60 afios*>®. No hay un
tratamiento especifico conocido que cure la AR, sin embargo existen métodos
alternativos, los cuales disminuyen el dolor y la inflamacion. Estos son muy
variados y van desde analgésicos, antiinflamatorios de venta libre hasta los
medicamentos antirreumaticos, esteroides, pero el uso de estos farmacos pueden
producir problemas en el sistema digestivo, hepatico, renal, entre otros, por lo cual
hay otros productos naturales como plantas medicinales entre las mas conocidas
tenemos a Uncaria tomentosa “Ufia de gato” 7 .Otras alternativas, que se tiene es

la medicina tradicional china, como la acupuntura y masajes de relajacion.


http://www.arthritis.org/espanol/dolor.php

Dentro de los métodos alternativos para el tratamiento de la AR esta el uso de
Ulomoides dermestoides, conocido como “gorgojo del mani”. Es un
escarabajo perteneciente a la familia Tenebrionidae de color marrén oscuro que
se considera una plaga para algunos granos como maiz, trigo, arroz y soya, pero
posee una gama de caracteristicas muy interesantes como secreciones volatiles
como las benzoquinonas y alquenos 8.Se han realizaron estudios in vivo e in vitro
para probar su efecto antiinflamatorio en modelos animales que poseian
inflamaciones agudas mostrando la disminucién de leucocitos y PMN por la
reduccion de los exudados en los edemas provocados por la inflamacion®, ademas
de una tasa nutricional la cual consta de una alta cantidad de proteinas y baja en
grasas®. Son originarios de China y todo el sudeste asiaticol!, y vienen siendo
utilizados de manera empirica por una parte de la poblacién como remedio casero
para una serie de enfermedades, incluyendo trastornos neoplasicos inflamatorios,
respiratorios y el asma. Esta especie de coledptero posee un ciclo de vida muy
corto y su mantenimiento requiere un esfuerzo minimo. Ademas, que su tipo de
alimentacion no es costosa'®, sin embargo ain no se ha demostrado que los
tratamientos con este coledptero tengan algun asidero cientifico en la mayoria de

los casos.

Con este estudio se busca comprobar que el pulverizado de Ulomoides
dermestoides no es toxico y que tiene efectos antinflamatorios en un modelo
animal de artritis ratas macho de la cepa Lewis MHC haplotipo RT?). Esto podria
ayudar a mejorar la calidad de vida en pacientes que sufren la enfermedad AR,
sobre todo para aquellas personas que no cuentan con recursos suficientes para

comprar un farmaco.



2. MARCO TEORICO

2.1 Artritis reumatoide.

La palabra artritis proviene del griego “arthros” que significa
“articulacion” y el sufijo “itis” que significa inflamacion .

La AR es una de las enfermedades reumaticas mas comunes que ataca al
sistema inmune cuyo origen es desconocido. Se han realizado estudios
sobre los sucesos que desencadenan la enfermedad, el desarrollo de esta,
asi como los mecanismos que se activan. Desgraciadamente no se ha
podido encontrar la forma de detener de manera parcial o definitiva.
Estudios suponen que la presencia de agentes endogenos, algunos agentes
virales, y bacterianos presentes en la membrana sinovial, el aumento de
anticuerpos especificos en la sangre; en el caso de los agentes enddgenos
que pueden ser proteinas del tejido conectivo inmunoglobulinas alteradas.
En el caso de los animales el colageno tipo 11 es la principal causa de artritis
reumatoide, por ello es usado para estudios en animales. En caso de los
humanos el colageno tipo Il puede contribuir al deterioro de las
articulaciones, entonces se podria decir que la respuesta del sistema
inmune frente al deterioro del cartilago son la formacion de
inmunocomplejos y factores reumatoides en la sinovia, por otro lado en
los afios ochenta se realiz6 un estudio en pacientes con artritis reumatoide
donde en el 80% se encontrd anticuerpos especificos para el virus Epstein
Barr y la respuesta de auto-anticuerpo en la artritis reumatoide. A este
virus se le conoce por ser un activador policlonal de los linfocitos B
ocasionando una sobre produccion de inmunoglobulinas que incluyen el
factor reumatoide que puede ser considerado el exacerbador del proceso

inflamatorio. 4 1213



2.2. Inflamacidn y Patogénesis de la Artritis Reumatoide

La inflamacion es una respuesta de nuestro organismo ante el dafio a los
tejidos, ocasionando que mediadores celulares y humorales tengan una
reaccion de defensa ante este dafio, ddndose los signos de respuesta que
son rubor, dolor, calor y tumor. La inflamacién se puede dar de manera
aguda y crénica donde la primera tiene un periodo de duracion corto
produciéndose la exacerbacion de los neutrofilos principalmente. En
cuanto a la inflamacién cronica es de mayor duracion donde intervienen
los linfocitos y macréfagos, siendo un proceso en el cual se produce una
vasodilatacion, permeabilidad vascular y adhesion de leucocitos en el
endotelio, los linfocitos y plaquetas, rompiendo y liberando mediadores
proinflamatorios. Existen mediadores como por ejemplo los lipidicos
leucotrienos que son producidos por neutrofilos, eosinéfilos y basofilos
que producen vasoconstriccion, por otro lado las citoquinas

proinflamatorios como las interleuquinas, IFN-y y TNF-q, 12

Los macrdfagos o células dendriticas sinoviales detectan, procesan y
presentan los antigenos a las células T que forman el 30% al 50% del total
de células sinoviales siendo las méas predominantes los CD4 que expresan
marcadores de activacion HLA-DR . Esto desencadena una respuesta
inmune provocando que las células B que forman el 1% al 5% de las
células sinoviales, * su funcion es importante porque se diferencian en
células plasmaticas para secretar anticuerpos como el Factor reumatoide
FR 14 La AR se produce en personas que portan una determinada carga
genética (antigenos de clase Il de complejo mayor de histocompatibilidad
MHC), que le confiere susceptibilidad a la respuesta inmune ante un
Antigeno ¥, en su mayoria las personas que sufren esta enfermedad son
portadores de los alelos HLA-DR4, que se divide en cinco sub tipo
(Dw4,Dw10,Dw13,Dw14 yDw15) y HLA-DR1,' esta interaccion entre
las células T y los antigenos ocasionan la sinovitis, donde se desarrolla una
red de vascularizacién que es inducida por los macréfagos y mediada por
las citoquinas, entonces el endotelio de estos nuevos vasos envian

activadores de plasmamindgeno y metaloproteinas para la nutricion de



estas células y asi puedan proliferar. Los linfocitos viajan por estos nuevos
vasos adhiriéndose al endotelio de las venas sinoviales, los IFN-y, las IL-
1y TNF-a, pasan por las paredes de los capilares formando agregados. Los
linfocitos B activados por los linfocitos T mediante las IL-2 comienzan la
secrecion de auto-anticuerpos contra la porcion Fc de la Ig G llamada
factor reumatoide que estudios han demostrado que contribuyen a la
sinovitis °. Otros estudios han encontrado en los is6topos alfa, beta, gamma
y épsilon de las Ig puede formar complejos grandes y precipitar en la
superficie del cartilago y dar origen a la formacién del pannus formado
cuando las células sinoviales, las células inflamatorias y proteinas se
proliferan por la sinovia, ocasionando la destruccion del tejido y la erosion
del cartilago.*®

Existen muchos modelos animales de artritis que son usados por tener
similitud con la artritis humana, que por cuestiones de ética estudios que
impliquen la mutilacion de parte de las articulaciones seria imposible
realizar en individuos con la enfermedad. Uno de los modelos mas
utilizados es el de artritis inducido por colageno tipo Il (CIA), donde las
ratas desarrollan una poliartritis. La inmunoreactividad por colageno tipo
Il se puede ver en la AR humana por lo que varias caracteristicas se
encuentran en el modelo CIA cepa knockout haplotipo MHC. Esto se debe
a la susceptibilidad asociada al gen MHC clase Il lo que nos demuestra
que este gen es importante para el desarrollo de la enfermedad. Gracias a
este modelo se ha demostrado que el bloqueo de la TNF- o, como el
bloqueo de IL-1 ocasiona un retroceso de la enfermedad. Como ya se
menciono anterior mete estos estudios no se pueden realizar en humanos,
y gracias a este modelo se pueden realizar ensayos clinicos para el

tratamiento de esta enfermedad.'’18



2.3 Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones mas comunes al inicio se dan en mas del 50% de los
casos observandose una relacion de 1:2 a 1:4 donde los hombres se ven
menos afectados que las mujeres * 1219 |os sintomas pueden ser
sistémicos o articulares, en muchos de ellos el dolor general, fatiga, en
algunos casos malestar a nivel de las articulaciones como la rigidez
articular o debilidad articular, estos se pueden dar en semanas 0 meses. Las
manifestaciones méas agudas se puede dar entre 8 a 15% de la poblacion
afectada donde la AR se puede evidenciar en tan solo dias con dolor
profuso en las articulaciones volviéndolas rigidas e impedimento el
movimiento.* 2, y en el 15 al 20% de la poblacion el inicio de la
enfermedad puede ser con manifestaciones intermedias a la enfermedad *.
Al inicio de la enfermedad, las zonas que se ven mas comprometidas son
los falanges, mufiecas, para luego darse en articulaciones de mayor
amplitud, pero hay casos especiales donde las articulaciones pueden
presentar poliartritis en las articulaciones de las manos ocasionando
destruccion, también comprometiendo las articulaciones metacarpianas
1221 Otras manifestaciones pueden ser los pacientes que no desarrollan
nodulos subcutaneos donde el FR y los anticuerpos no se encuentran
presentes, lo que se observa es eritrosedimentacion acelerada, linfocitosis,
y neutrofilia, la forma palindrémica donde la inflamacién puede darse solo
en una articulacion aumenta en cuestion de horas *'2. Cuando la
enfermedad ya se esta desarrollando, se caracteriza por el retroceso de las
afecciones a pocas articulaciones. Esto le suceda entre el 20 al 30% de los
pacientes, otro grupo de pacientes tiene un apaciguamiento de la
enfermedad de manera prolongada entre 10 a 30 afios, por ultimo hay un
grupo de pacientes que no corren con la misma suerte y desarrollan la
enfermedad de manera progresiva que puede terminar en invalidez porque
hay destruccion de huesos.

El compromiso puede ser de dos formas: los particulares que comprometen
desde las manos hasta los pies, por otro lado tenemos al compromiso extra

articular que pueden ser cutaneas, nddulos reumaticos, neuropatias,



compromiso pulmonar, cardiaco, ocular, vasculitis, sindrome de Felty y

sindrome de sjogren. # 122122

2.4. Diagnostico clinico para Artritis reumatoide

El diagndstico de la AR es importante realizar en una fase inicial. Cuando
la enfermedad ya esta establecida, consiste en ver la historia clinica y
comprobar si hay sinovitis como minimo 6 semanas, con cuanta frecuencia
se manifiesta el dolor, la simetria de la articulacion, si el tratamiento con
AINEs produjo un alivio y el estudio de las articulaciones comprometidas,
por otro lado se debe tomar en cuenta las manifestaciones extra articulares
como disnea, problemas oculares.??

Como se menciona anteriormente es muy importante el diagnostico en la
etapa inicial de la enfermedad para que asi se pueda evitar la erosion del
cartilago y hueso. En caso que la enfermedad esté en progreso, los criterios

para el diagnostico son 24

Rigidez matutina que dure mas de una hora.
Artritis de 3 0 mas articulaciones.

Artritis de las articulaciones de las manos.
Artritis simétrica.

Nodulos reumatoides.

Presencia de factor reumatoide.

N o a k~ w nh e

Alteraciones radioldgicas compatibles.

Los criterios 1 a 4 deben estar presentes por lo menos 6 semanas y los
criterios 2, 3,4 son a criterio del médico %

Para el diagnostico también es necesario recurrir a pruebas de laboratorio,
como las pruebas de sangre donde se puede encontrar trombocitosis,
leucocitosis y eosinofilia. La eritrosedimentacion que se puede ir
exacerbado en mas de 30 mm/hora, las proteinas C reactiva (PCR) también
pueden estar elevadas, el factor reumatoide, Inmunoglobulina M (Ig M)

presente en méas del 80%, se pueden medir por latex o Waaler Rose, otros



indicadores son la presencia de alfa 1 y alfa 2 globulinas, la presencia de
inmunocomplejos, anticuerpos antinucleares, crioglobulinas, entre otros. 4
12 | a presencia de CMH, HLA clase 11, DR4, DR, entre otros. Por otro
lado, la toma de muestra del liquido sinovial tiene un color xantocromico
por la presencia de hematies y el aumento de leucocitos en mas de 5000
mm? donde lo polimorfonucleares (PNM) son mayoria. 12 La radiologia se
realiza para poder ver el avance de la enfermedad en donde se puede
observar los cambios, otros exadmenes pueden ser gammagrafia, las
ecografias para examinar partes blandas extra articulares, tomografias y
resonancias magneticas. Para el diagnostico es muy importante la historia
clinica donde se tienen que manifestar los sintomas como rigidez, dolor,
etc, para que asi se pueda hacer un diagnostico diferencial de otras
enfermedades que pueden confundirse con la Artritis reumatoide, siendo

las mas comunes pueden ser Osteoartritis, Gota, etc. 1?

2.5. Epidemiologia de la Artritis Reumatoide

La AR afecta aproximadamente al 1% de la poblacion 4, es una enfermedad
reumatica que no tiene un patrén homogéneo. Desde 1958 The American
Rheumatism Association propuso los primeros criterios de evaluacion y
diagndstico para los pacientes que sufren de esta enfermedad 2°. Esta
pueden darse por diversos factores como la edad, sexo, peso, raza, el
material genético, adicional a estos factores propios de cada individuo, el
medio ambiente juega un papel importante en el desarrollo de la artritis
reumatoide y en algunas ocasiones podria darse por un agente infeccioso
(como es el caso de la artritis infecciosa o reactivas). Las enfermedades
reumaticas estan entre las causas mas comunes de mortalidad en la
poblacion adulta ?®. La AR estd ampliamente distribuida por lo que no hay
ningun grupo étnico que esté excluido. Puede manifestarse a cualquier
edad pero se puede observar que hay un aumento de la enfermedad entre
los 40 - 60 afios. +?°

El factor genético, la heredabilidad de AR es poligénica y no sigue las

3

patrones leyes mendelianas °, por lo cual es la prevalencia de la



enfermedad en personas de una misma familia conocida como
agrupamiento familiar. Segun el doctor P. Stastny existe una relacion entre
la AR y HLA-DR (antigenos especificos leucocitarios humanos) del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Las HLA cumplen la
funcién de llaves por medio de las células presentadoras de antigenos
(APC) al presentar al antigeno con las células T, las cuales dan la sefal
inicial para que la respuesta inmune adaptativa o especifica se origine, en
la actualidad se cree que la AR es de tipo mutagénica y que el sistema HLA
puede representar el 40% del componente genético que esta asociado con
esta enfermedad >’ Por lo general, la manifestacion de esta enfermedad
se da en parientes mas cercanos es de 0.24% al 1% 3. Entre gemelos
monocigotos (los que son genéticamente idénticos) existe una
concordancia con la artritis reumatoide de 12 a 15% %, en otros estudios
se dice que tienen una concordancia entre 15-30% 3, a diferencia de los
gemelos dicigdticos y hermanos de pacientes afectados es entre 2 a 4% “°
y otros estudios dicen 5 a 10 % 3. Existen otros factores como los
hormonales como ya se menciond, las mujeres estan entre uno a cuatro
veces mas propensas a sufrir de esta enfermedad en relacion en los
hombres #2°. Una de las razones podria deberse al estrogeno que tiene un
efecto estimulante sobre el sistema inmune # ocasionando que este inhibe
la funcién de los linfocitos T y estimulando la maduracion de los linfocitos
T helper 22 pero las manifestaciones de esta enfermedad puede variar
con las diferentes etapas del ciclo reproductivo *. Diversos estudios han
observado que los anticonceptivos actian como proteccion del desarrollo
de esta enfermedad, en caso de embarazo las mujeres que tiene AR ven
aliviados sus sintomas pero esto no dura mucho porque en la fase de post
parto los sintomas se exacerba #. Otros factores son los ambientales como
el clima, que de manera empirica se piensa que los sintomas de la AR
pueden empeorar en determinadas condiciones como en climas frios y
himedos, pero se realizaron estudios de la prevalencia de AR en lugares
tropicales como Jamaica y Puerto Rico cuyos resultados arrojaron que la
prevalencia de esta enfermedad no es significativamente diferente de
paises Europeos y del Norte de América como Alaska °3!, El cambio

climético podria tener algin papel en el aumento de la sintomatologia de

9



la enfermedad por el aumento de las temperaturas y el aumento de la
humedad 3% .Otro factor ambiental es el consumo del tabaco se asocio
significativamente con el aumento y la manifestacion de la enfermedad
porque podria ocasionar que la destruccidn articular sea mayor, porque se

asocio a la mayor produccion de FR. (factor reumatoide) 433

La AR es una enfermedad que provoca la disminucion de la actividad
fisica, laboral, las interacciones sociales, incrementado asi el estrés
psicolégico en los que la padecen. Ademas, la expectativa de vida se
encuentra en 3 a 18 afios. Las principales causas de mortalidad son los
problemas cardiacos, afecciones renales, infecciones, estrés entre otros. La
AR es muy agresiva, se va agravando con un diagndstico tardio, ademas
la mortalidad en personas que sufren esta enfermedad es mayor entre 3 a

18 afios. 3.

Al verse afectada las funciones fisicas y psicoldgicas se produce un
aumento de costo de vida, ya que el afectado debera adaptarse desde el
inicio de la enfermedad a la reduccion de sus facultades. Se sabe que entre
los 10 afios del inicio, de la enfermedad méas de la mitad de las personas
afectadas presentara la disminucion fisica grave, después de los 15 afios
solo el 40% se desempefian laboralmente. 3> El costo que implica tratar a
un paciente con esta enfermedad es tres veces mas que una persona sana,
ademas de mayor esfuerzo en la hospitalizacion del paciente 3* . Segin la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se dice que la AR tiene una
prevalencia entre 0.3% y 1%, donde los resultados positivos son 41
pacientes de 100,000 casos. En muchos paises de America, esta
enfermedad es catalogada como un problema de salud publica, un ejemplo
de ello es México, donde tiene una prevalencia de 1.6% generando un
impacto socioecondémico, el gasto médico anual es de aproximadamente
$2,334 dolares y de los pacientes $610 ddlares. Es por eso la importancia
del diagndstico temprano para un tratamiento mas eficaz y asi no limitar

al paciente en su vida laboral y social. %

10



En el Peru se brinda atencidn a nivel primario, pero si los casos son mas
complejos el tratamiento se realiza en hospitales especializados y que
cuentan con la tecnologia adecuada como el Hospital Nacional Guillermo
Almenara. En el 2004, este hospital contaba con 13 centros de atencion
que comprendia de una posta, dos centros médicos, cuatro policlinicos, dos
hospitales de atencion nivel I, dos de atencion nivel Il y uno de atencion
nivel 111. Se realizé un estudio en 2740 pacientes donde se encontré que la
edad media era 54 afios aproximadamente. Se observd que las
manifestaciones extra- articulares fueron de un 61.72% donde la
queratoconjuntivitis y ndédulos reumaticos fueron los mas comunes. En los
paises en desarrollo la epidemiologia es muy poco estudiada por lo que se
usa el modelo establecido por la Organizacion Mundial de la Salud y la
Liga Internacional de Asociaciones de Reumatologia llamada COPCORD
con el cual se podria tener herramientas para prevenir y controlar esta
penosa enfermedad. Este modelo tiene tres fases. La primera es la
recoleccion de informacion de las comunidades en, la segunda fase se debe
dar capacitacion tanto a las comunidades como al sector salud de atencion
primaria, y en la tercera fase se establecen programas de prevencion

observadas en las primeras fases.®

2.6. Tratamiento de la artritis reumatoide

La AR es una enfermedad muy compleja, por esta razon su tratamiento
tiene un alto costo, es un enfermedad inflamatoria cronica, por lo tanto los
principales tratamientos buscan la disminucion del dolor, el dafio articular

y aumentar la capacidad funcional de las extremidades. 2

Los tratamientos para esta enfermedad dependeran de la caracteristica y la
evolucion de la misma??, si la deteccion es temprana se puede aplicar
antirreumaticos modificadores de la enfermedad (DMARD); * los
Farmacos Modificadores de la enfermedad (FAME), los antiinflamatorios

no esteroideos (AINE) y corticoides.?®
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Entre los cuales se encuentran el Metotrexato (MTX), Leflunomida y
Sulfasalizina, también estan los farmacos como Anakinra que es un

antagonista de las 1L-1 23

2.6.1. Tratamiento clasico

El tratamiento convencional consiste en disminuir la inflamacién y
amenorar el deterioro de las articulaciones, por lo cual los medicamentos
que pueden modificar los efectos de la enfermedad son los llamados
FAME: el Metotrexato (MTX), Leflunomida y Sulfasalacina. Es
importante un diagndstico temprano ya que si estos farmacos son
administrados en las primeras etapas de la enfermedad los sintomas y

desarrollo de la enfermedad es menor. 2°

2.6.2. Antirreumaticos moduladores de la enfermedad: Metotrexato,
Sulfasalacina y Leflunomida.

Estos farmacos han sido sometidos a ensayos clinicos demostrando tener

una accion répida y efectiva.

En el caso de Metotrexato puede actuar como inmunosupresor, se usa por
la via intramuscular, subcutanea y también oral en dosis menores a 25mg
por semana 22. Las Sulfasalacina inhiben las funciones de los neutréfilos,
reducen los niveles altos de inmunoglobulinas, y disminuyen la funcion de

los linfocitos T. Las Leflunomida es un inmunomodulador enzimatico. 22

12



2.6.3. Terapia bioldgica en la Artritis reumatoide

La terapia biologica consta de anticuerpos Ig G que se pueden conseguir
mediante el ADN recombinante. EI mecanismo de accion es tener un
efecto antagonista del factor de necrosis tumoral, disminuyendo los
procesos inflamatorios, la destruccion y reabsorcion del tejido
osteoarticular.

Se clasifican en, Infliximab, Adalimumab y Etanercept, los dos primeros
son anticuerpos monoclonales anti TNF y el Gltimo es un receptor de
TNF.%

2.7. Terapias alternativas para el tratamiento de AR

Muchas de las terapias alternativas son tratamientos que no tienen los
ensayos adecuados a diferencia de los tratamientos convencionales, pero
hay muchas areas que han sido poco estudiadas y que se deben estudiar

para comprobar su efectividad. '

Las terapias alternativas son empleadas entre 28 a 90 % por personas con
enfermedades reumaticas, como ayuda a los tratamientos convencionales
sugeridos ¥, Algunas terapias alternativas pueden ser la dieta, factor
importante en el control de una enfermedad. La ciencia esta poniendo mas
atencion en el tipo de alimentacion ya que se necesita de cantidades
adecuadas de proteinas, carbohidratos, grasas, minerales y vitaminas. Otra
terapia alternativa puede ser la ingesta de suplementos vitaminicos. Para
controlar sus sintomas, algunos estudios estiman que 18.4% de personas
con la enfermedad usaron medicina tradicional (plantas medicinales) %’. El
sulfato de glucosamina y el sulfato de condroitina son usados como
tratamiento alternativo desde la década de los 80’s esto debido a que el

sulfato glucosamina es el precursor de glucosaminoglucano y el sulfato de
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condroitina es el glucosaminoglucano mas abundante en el cartilago
algunos estudios sugieren que la glucosamina puede ser un agente
modificador de la enfermedad ", pero otros estudios dicen que solo puede
tener un efecto placebo. La dehidroepiandrosterona (DHEA) es un
esteroide androgeno ¥’ que también puede ser empleado como tratamiento
alternativo para la artritis, pero su uso a largo plazo puede aumentar el
riesgo de desarrollo de cancer 3. También, existen terapias poco ortodoxas
como la acupuntura, terapia muy usada en la medicina tradicional china
que consiste en la aplicacion de agujas en la piel (transcutaneas) en puntos
especificos para el alivio del dolor producido por la enfermedad. Otros
pueden ser la quiropréactica, la terapia con imanes, terapia de movimientos

y masajes, también tenemos las terapias de meditacion. '

2.7.1 Ulomoides dermestoides “Gorgojo del Mani”

Los insectos son uno de los grupos mas diversos del reino animal. Poseen
un esqueleto externo quitinoso con los apéndices articulados que estan
divididos en cabeza, térax y abdomen, se caracterizan por tener, una
cabeza con 6 segmentos, un par de apéndices en la cabeza a manera de
antenas y otros que forman la boca, su tdrax posee 3 segmentos que estan
fusionados cada uno con un par de patas, tienen 2 pares de alas, tiene un
sistema circulatorio abierto, respiran a través de las aberturas traqueales,
pueden tener ojos simples o compuestos, se reproducen por huevos fértiles

0 por partenogenesis, experimenten metamorfosis.

El nimero de Coleopteros que se han descrito son alrededor 360.000 y
400.000 especies convirtiéndolo en el orden animal mas diverso, siendo
sus principales caracteristicas sus élitros (un par de alas endurecidas). Para

la proteccidon de su par de alas membranosas, su cuerpo es rigido con
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diversas formas haciendo que este orden sea versatil en cuanto a su
diversidad de habitat. 3% 4041

La familia Tenebrionidae es considerada muy importante porque muchas
de sus especies son plagas para muchos granos como maiz, trigo, avena 'y
arroz, entre otros. Es oriundo de China y el Sudeste Asiatico, llegando
hasta Latinoamérica donde es usado como un tratamiento alternativo

llamado Coledpteroterapia. 1042

El gorgojo del mani tiene una clasificacion taxonomica:

Reino: Animalia.
Sub Reino: Eumetazoa.
Rama: Bilateria.
Grado: Coelomata.
Serie: Protostomia.
Phylum: Artropoda.
Subphylum: Mandibulata.
Clase: Insecta.
Subclase: Holometabola.
Orden: Coleoptera.
Suborden: Polyphaga.
Familia: Tenebrionidae.

Género: Ulomoides.

Especie: Ulomoides dermestoides.
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2.7.2. Descripcion del Gorgojo del mani

a) Huevos

Los huevos son de color blanquecino, luego se torna transparente, tiene

una forma oblonga cuya longitud es alrededor de 0.82 mm. (Figura 1) 4?

FIGURA 1. Huevos de Ulomoides dermestoides, que se de color blanquecino, cuyo tamafio es
menos a 1mm, tomada con un estereoscopio fuente: fotografia de Katherine Campos Perez

b) Larva

Las larvas tienen una cuerpo alargado llamada elateriformes, que pueden
llegar a tener un tamafo entre 1-11 mm, son de color marron claro o

amarillo, tienen un cuerpo segmentado esclerotizado, ver figura 2 4243
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FIGURA 2. Larva de Ulomoides dermestoides, a diferentes estadios de crecimiento
tomada con un estereoscopio fuente: fotografia de Katherine Campos Perez.

c) Pupa

La pupa de tipo exarata (pupa libre ya que todas las partes de la pupa pueden ser
diferenciadas, como las antenas, las piezas bucales, patas y las alas estan libres).
Ademas, poseen dos ojos bien desarrollados en la parte anterior - ventral, estan
segmentadas y cada uno de los segmentos tienen dos proyecciones laterales
(figura 3). En la parte posterior de su abdomen contiene un par de urogonfos (que
es una estructura en la parte lateral del abdomen en forma de ganchos) las
diferencias sexual del Ulomoides dermestoides se puede observar en la parte
posterior. Los apéndices genitales en el caso de los machos se observan dos
protuberancias globulares (figura 4), por otro lado las hembras presentan dos

protuberancias mucho més pronunciadas en punto (figura 5) 424
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FIGURA 3. La Pupa de Ulomoides dermestoides donde se observar los ojos bien
desarrollados tomada con un estereoscopio fuente: fotografia de Katherine
Campos Perez

FIGURA 4. Las Papilas genitales del macho del cole6ptero Ulomoides dermestoides,
por la parte posterior de la pupa tomada con un estereoscopio fuente: fotografia de
Katherine Campos Perez.
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Protuberancia
prominentes

FIGURA 5. Las Papilas genitales de la hembra del coledptero Ulomoides dermestoides,
por la parte posterior de la pupa tomada con un estereoscopio fuente: fotografia de
Katherine Campos Perez.

d) Adulto

La forma adulta es de tipo oblonga y aplanada, la cabeza tipo prognata (coincide
con el eje longitudinal del cuerpo y sus piezas bucales se dirigen hacia adelante).
Miden aproximadamente 5 mm de largo y 1mm de ancho, sus antenas tienen
flagelos marcados, con ojos compuestos faciles de diferenciar. Su aparato
masticador es muy fuerte tipico de los coledpteros. Los élitros son longitudinales
estriados, y sus patas estan desarrolladas, su abdomen es bien diferenciado por
segmentos, cuando son jovenes tienen un coloracién café y cuando son mas

adultos pueden ser de color negro (figura 6). 42
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FIGURA 6. Coledptero adulto del Ulomoides dermestoides, por la parte anterior y posterior
tomada con un estereoscopio fuente: fotografia de Katherine Campos Perez

Cuando el coledptero Ulomoides dermestoides es adulto presenta un abdomen
dividido por 6 segmentos en el Gltimo de estos se forma una placa alargada y dura
Ilamada placa subgenital que tiene una membrana que se modifica formando hasta
un octavo segmento que puede replegarse es en este lugar donde se encuentra el
ovipositor, en caso de las hembras terminan en dos cerdas “>*3, y en los machos
esta modificado para terminar en punta para que facilite la copula > 4344 (figura
7)

FIGURA 7.Aparato genital de Ulomoides dermestoides hembra donde se observa dos
bifurcaciones en la parte terminal tomada con un estereoscopio fuente: fotografia de
Katherine Campos Perez
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2.7.3. Ciclo de vida del Ulomoides dermestoides

El ciclo de vida del Ulomoides dermestoides puede tomar entre 67 a 68 dias en
laboratorio, las hembras, pero diversos estudios han reportado que esto depende
de la temperatura y la humedad. Como es caracteristico en los insectos su
metamorfosis es completa también [lamada holometabola, consta 4 etapas que son
huevos, larva, pupa y el adulto. La primera fase tenemos a los huevo la cual dura
aproximadamente entre 3-4 dias pero como se dijo anteriormente dependeré de la
condiciones ambientales como el estudio realizado por el entomdlogo Dr.Yoshida
el cual dice que el tiempo de incubacion es entre 5 a 9 dias ** ,en la segunda fase
es la formacion de la larva que tiene 7 estadios de crecimiento tardando en total
entre 59 a 61 dias siendo los dos ultimos estadios los mas largos, como tercera
fase tenemos a la pupa la cual tarda aproximadamente 4 a5 dias y como fase final

tenemos al adulto que se lleva entre 4 a 5 dias. (Figura 8) 4344
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FIGURA 8. Ciclo de vida del Ulomoides dermestoides “gorgojo del mani” comprenden 67.6 dias y consta de
cuatro etapas: 1) huevo, 2) larva (siete instares), 3) pupay 4) adulto., tomada de Jennifer Morillo, 20164

2.7.4. Alimentacion

Diversos estudios han demostrado que los Ulomoides dermestoides tiene
un mayor éxito cuando son alimentados con cascaras o semillas. Estos
insectos son utilizados para tratamientos alternativos contra muchas
enfermedades por lo que las personas que utilizan a estos coledpteros
recomienda alimentarlos con pan de molde (integral), germen de trigo
mezclandolos con céscara de platano o de manzana dos veces por semana.

42,45
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2.7.5. Tratamiento empirico con el Ulomoides dermestoides

La ingesta de Ulomoides dermestoides es conocido como
coleopteroterapia, una practica muy usada en la medicina tradicional en
paises Asiaticosy latinoamericanos para tratar afecciones como el cancer,
asma, artritis reumatoide u otros procesos inflamatorios y enfermedades
renales. Este tratamiento alternativo consiste en ingerir entre uno a setenta
y cuatro coleopteros, las personas que lo consumen explican que el primer
dia se debe tomar un insecto, el segundo dia dos coledpteros asi
sucesivamente hasta que en el tltimo dia se tomaran los setenta y cuatro
coleopteros de golpe, y se repetirad el proceso desde los setenta y cuatro
hasta el dia final que se tomara solo un insecto. Luego de finalizar este

proceso se descansa dos semanas para volver a reiniciar el tratamiento. 1%
42,46
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3. HIPOTESIS

El tratamiento con

el pulverizado de coledptero Ulomoides dermestoides no es toxico y

tendra un efecto antiinflamatorio sobre la artritis inducida por colageno tipo Il en el

modelo in vivo ratas macho cepa Lewis.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo p

rincipal

Determinar la actividad toxica aguda y el efecto antiinflamatorio sobre la artritis inducida

por colageno tipo Il en el modelo animal ratas macho de la cepa Lewis (MHC haplotipo

RT1) del pulverizado seco del coledptero Ulomoides dermestoides.

4.2. Objetivos especificos

Preparacion de pulverizado de coledptero Ulomoides dermestoides en
una solucidn de Carboximetil celulosa al 5%.
Determinar la toxicidad aguda oral ( Dosis letal media ) del

pulverizado seco de Ulomoides dermestoides

Determinar el efecto antiinflamatoria evaluando el grado de
inflamacion en las articulaciones de ratas macho inducidas con

colageno tipo Il con el pulverizado seco de Ulomoides dermestoides.

Determinar el efecto antiinflamatorio evaluando el tejido sinovial a
través de scores en las ratas macho cepa Lewis con artritis tratadas con
el pulverizado Ulomoides dermestoides y las ratas macho con artritis

no tratadas.

Determinar el efecto antiinflamatorio evaluando el grado de erosion de

hueso a través de scores en las ratas macho cepa Lewis con artritis
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tratadas con el pulverizado Ulomoides dermestoides y las ratas macho

con artritis no tratadas.

o Realizar el analisis proximal para determinar el contenido proteico y

calorifico del Ulomoides dermestoides.

5. JUSTIFICACION

Ulomoides dermestoides es un coledptero cuyo ciclo de vida es corto
obteniéndose un ndmero considerable en poco tiempo, ademas su
reproduccion es rapida y el costo de alimentacidn y mantenimiento es bajo.
Estos animales son consumidos de manera empirica, siendo esta terapia
conocida como “coleopterapia” por muchas personas. El presente trabajo
se realiz6 con el fin de dar a conocer si estos insectos tienen efecto toxico
y antiinflamatorio y asi poder evidenciar esta terapia alternativa para
mejorar la calidad de vida de las personas que sufren de Artritis
reumatoide, debido a que el tratamiento con los fa&rmacos convencionales
tiene un costo muy alto.

Por otro lado, el tratamiento de Artritis reumatoide uno de los farmacos
mas conocido es el Metotrexato que puede causar efectos adversos en la
salud de las personas que lo consumen, un ejemplo de ello es el dafio
hepatico y renal. Por esta razdn este trabajo busca encontrar una alternativa
para el tratamiento y asi mejorar la calidad de vida de las personas que

padecen esta penosa enfermedad.
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6. MATERIALES Y METODO

El presente trabajo de investigacion se Ilevo a cabo en las instalaciones de los
laboratorios: Laboratorio Servicio Control de Calidad-Laboratorios de
investigacion y Desarrollo, Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales in Vitro,
Laboratorio de Inmunologia 108 de la Facultad de ciencias y Filosofia ,LID de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia, Lima, Per(.

6.1. Materiales

Termo higrémetro. (Control Company EQ-TX-20) Batidor Magnético (Magnetic
stirrer),Vernier MARCA Caliper y calibrado por la empresa etalon s.a.c, CAmara
fotografica marca Canon EOS Rebel T4i, Estufa THELCO, Balanza KERN,
Balanza Pioner TM analitica, Vortex Mixer model VM-1000, Estereoscopio
stemi DV4, Pro pipeta EPENDORF, Micropipeta EPPENDORF 10, 200,1000 ul,
Pipetas graduadas Fortuna Germany de 1y 10 ml, jaulas de polipropileno con
tapas de acero inoxidable, Bebederos, Alimento balanceado para ratas de la
Universidad agraria la molina, Viruta de pino procesada, Matraz CES, Jeringas de
1ml, Sonda nasogastrica de acero inoxidable para administracion oral, Equipo de

diseccion , Frascos de vidrio.

6.1.1. Reactivos

Colageno tipo Il de bovino (Fco x 5 mg) cddigo (cédigo C7806 sigma),
Adyuvante incompleto de Freund (Vial X10ml (codigo F5506 sigma), Acido

acético, Carboximetil celulosa
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6.2 Disefo de estudio

6.2.1 Operacionalizacion de variables

Las variables para el presente trabajo estan descritas en la Tabla 1.

posteriores del modelo
animal ratas macho

cepa Lewis

tabulacién de los scores. Ver
tabla 4 y el grado de erosion
en el hueso mediante los

scores. ver tabla 5

Tipo de | Variables Dimensiones Indicadores
variables
Variable Pulverizado del | Tratamiento de la Artritis | Dosis
independiente | coledptero Ulomoides | reumatoide en el modelo | 1000 mg/kg
dermestoides animal ratas macho cepa | 500 mg/kg
Lewis mediante Pulverizado | 250mg/kg
del coledptero Ulomoides
dermestoides
Variable | Determinacion de la | Evaluacion de la DLso en | Dosis
independiente | Toxicidad aguda oral | ratas cepa Lewis inducidas | 2000 mg/kg
(DLso), Meétodo de | por colageno tipo Il.
clases (Anexo 2d),
norma OECD test 423.
Variable Efecto del pulverizado | Tipo: nominal Duracion
dependiente de coledptero | Semiquantitativa 6 semanas
Ulomoides Medicion de la inflamacion
dermestoides en las | mediante, la presencia de
articulaciones células inflamatorias en el
anteriores y | liquido sinovial mediante la

Tabla 1.Variables independientes y dependientes del estudio con el pulverizado de
coledptero Ulomoides dermestoides.
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6.2.2. Tamano de la muestra

Se procedi6 con el célculo del tamarfio de los grupos experimentales, el cual dio

un valor de 7 ratas por grupo, como se muestra en la formula abajo indicada. 4’

Zo*p*q
d* n= (1.96%* 0.99*0.01)/0.075°

n=(3.8416 * 0.0099)/ 0.075?

b

n=6.76088

n="7

n= numero de ratas

Za= seguridad del 95%

p= proporcién esperada 99%

q=1-p

Para la seleccion de grupos se tomé como referencia que sean ratas albinas
(Rattu albinus) macho cepa Lewis, cuyo peso corporal estaba entre 200 g

a 300 g, con una edad estimada de dos a dos meses y medio

Para la exclusion de grupos se tomé como referencia que las ratas albinas
sean hembras o0 que estuvieran en proceso de gestacion, que las ratas no
fueran usadas en otros estudios y que presentaran algun sintoma de

enfermedad o deficiencia.

6.3. Crianza de los coledpteros Ulomoides dermestoides

La colecta fue realizada en septiembre del afio 2011 en el distrito de
Pozuzo de la provincia de Oxapampa ubicado en el departamento de Pasco,
para luego ser llevados al Laboratorio de Cultivos Vegetales in vitro del
LID en la Universidad Cayetano Heredia. Fueron clasificados por la
Entomologa Paola Dioses Nufiez de la Universidad Peruana Cayetano
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Heredia. Estos animales tienen mejor actividad reproductiva si se

encuentran en frutos abiertos como céscara de platano y pan integral. 248

6.4. Animales de laboratorio

Se utilizaron 51 ratas machos cepa Lewis (Dr. Lewis, 1950), los cuales
derivaron de animales que fueron importados de EEUU (Laboratorio,
Charles River),ya que estos animales de esta cepa no se encuentran
disponibles en Per(, debido a que es un modelo animal experimental
(MHC haplotipo RTY) y este modelo ha demostrado gran susceptibilidad
al desarrollo de artritis aguda seguida de artritis progresiva y erosiva, que
es similar a los cuadros de artritis reumatoide en humanos, % se
mantuvieron en el bioterio de la Universidad Peruana Cayetano Heredia
partiendo de dos machos y tres hembras de 3 meses.

Para su aclimatacion al nuevo entorno, donde se mantuvieron un
fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de noche, con la temperatura y
humedad adecuada (22° C y 70%), para su alojamiento se usaron 12 jaulas
donde se colocaron de 3 a 4 ratas por jaula para su mayor comodidad y
adecuado manejo. Tuvieron agua ad libitum y alimento balanceado en
pellets para roedores proveniente de la Universidad Agraria de la Molina.
La tabla de composicion de valor nutricional se encuentra anexo 2. El
estudio cumplié con los estandares requeridos por el Comité Institucional
de Etica para el uso de Animales (CIEA) de la Universidad Peruana

Cayetano Heredia, con el cddigo de inscripcion n°100745.

6.5. Evaluacién Biologica

6.5.1. Preparacion del pulverizado del coleoptero Ulomoides
dermestoides

Para la preparacion del pulverizado del coledptero se escogié a los adultos
con el color mas oscuro (la cantidad fue variada porque esta en funcion a

la dosis y peso de los animales en cada grupo), luego se sacrificaron a los
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insectos vertiéndose agua caliente, posterior a esto se paso a secar a los
insectos en una estufa a 40°C, para luego realizar la trituracion con la
ayuda de un mortero, por Ultimo se mezcla con Carboximetil celulosa al
5% 28 que es un aditivo alimentario inocuo que solo busca una mejor
adhesion de las particulas trituradas para que puedan ser absorbidas de
mejor manera por los animales. Este proceso se repitio durante todo el
tiempo que durd el tratamiento (aproximadamente 22 dias) “8

6.5.2 Prueba de toxicidad aguda oral del pulverizado del coledptero
Ulomoides dermestoides

La prueba de Toxicidad aguda via oral (DL50) °! del pulverizado del
coleoptero  Ulomoides dermestoides, se realizd siguiendo los
procedimientos descritos en el protocolo OECD- TEST 423 — método de
clase (anexo 4 (2d)), para determinar si la muestra era toxica, esto formo
parte importante en todo estudio.

Se llevd a cabo el control del peso corporal de los animales antes del inicio
del tratamiento, como al finalizar el mismo (14 dias)

El ensayo (con una repeticion) con tres ratas cada una tuvo un peso
promedio 200 a 300 gr de 8 - 12 semanas y un grupo control con las
condiciones Optimas siguiendo los protocolos de control de calidad (12
horas luz y 12 horas oscuridad). El area de trabajo estuvo a 22°C y 70% de
humedad, se emplearon tres ratas por grupo. La dosis para el ensayo fue
de 2000 mg/kg de peso corporal de rata °X. EI volumen de administracion
del pulverizado fue de 1 ml El tiempo de observacion para ver si hay
mortalidad, fue de 14 dias donde en las primeras 72 horas las ratas fueron
monitoreadas constantemente. Los grupos ensayados se muestran en la
tabla 2.
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Grupo NuUmero de Dosis del pulverizado de coledptero (1mg /kg de
animales rata)
1 3 2000
2 3 2000 (repeticion)
3 3 control

Tabla 2.Prueba de toxicidad aguda oral del pulverizado del coledptero  Ulomoides

dermestoides.

6.6. Induccion de artritis reumatoide en ratas macho cepa Lewis

Para la induccidn de artritis reumatoide se hizo la aplicacion del antigeno
(solucién de colageno tipo Il de bovino X 5 mg (codigo C7806 sigma), ya
que es un modelo experimental susceptible al colageno tipo Il. Las ratas
cepa Lewis hicieron una reaccion autoinmune en contra de colageno 2,
también se necesitd adyuvante incompleto de Freund 10 ml (codigo F5506

sigma), que aumenta la respuesta inmune. 13

Previo a la induccion de artritis reumatoides se hizo la dilucion del
colageno tipo Il de bovino 5 mg en 5 ml de acido acético 0.01 molar y se
conservaron a - 20°C. Luego, se mezcl6 con el adyuvante incompleto de
Freund en partes o volimenes iguales obteniéndose una emulsificacion
%54 Todo el proceso se realizo sobre una cama de hielo para evitar la

desnaturalizacion de los reactivos.

Se usaron cuarenta y dos ratas macho de la cepa Lewis, las cuales fueron

distribuidas como se indica en la tabla 3.
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Grupo Numero de animales Dosis Volumenes de induccion (ul)
1 7 Control |
2 7 Control MTX 100
3 7 Control CIA 100
4 7 (UD1000 mg/kg) 100
5 7 UD 500 mg/kg 100
6 7 UD 250mg/kg 100

Tabla 3.Distribucion de grupos inducidos para el tratamiento con el pulverizado de
Ulomoides dermestoides.

La inoculacion se realizo por via intradérmica un volumen de 100 ul de la

emulsificacion en la base de la cola. El tiempo de induccién de la artritis

reumatoide fue de 3 semanas donde se hizo el seguimiento utilizando un

registro de scores de inflamacion con valores de evaluacion entre 0 a 4.

(Ver tabla 4)

Score de inflamacién

Interpretacion

0 no presenta nada (hinchazoén o enrojecimiento de la piel)
1 hinchazo6n o inflamacion de un dedo de la articulacion
2 hinchazo6n de dos articulaciones dos dedos

3 hinchaz6n en mas de dos articulaciones

4 artritis severa en la pata completa

Tabla 4.Scores de inflamacion de las ratas inducidas con colageno tipo I1.
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Estos score ya se han evaluado anteriormente en otras publicaciones, son

variable semicuantitativas >**°

Adicionalmente se midié el grosor de las patas anteriores y posteriores con

la ayuda del vernier.

6.7. Tratamiento con el pulverizado de coledptero Ulomoides
dermestoides

Para el tratamiento con el pulverizado de Ulomoides dermestoides se
separaron a los animales en cinco grupos de siete animales cada uno *? . El
primer grupo fue en grupo control CIA, al cual solo se le dio el
Carboximetil celulosa al 5% como placebo 1 ml/ kg. Al segundo grupo
denominado control inducido MTX se le administro 0.2 mg/kg de
Metotrexato un antirreumatico conocido, dos veces por semana, a este
grupo se le hizo un seguimiento de 2 a 6 semanas °°. Los tres grupos que
inducidos restantes se les administré por via oral tres dosis previamente
establecidas, al primer grupo (T1) se le administr6 UD 1000 mg/kg, al
segundo grupo (T2) UD 500 mg/kg y el tercer grupo (T3) UD 250 mg/Kkg.
Este tratamiento se aplicd con la ayuda de una sonda nasogastrica por un
periodo de 20 dias. Al sexto grupo control no inducido negativo (-), solo

se les administré Carboximetilcelulosa al 5%.

Durante este periodo de tratamiento también se llevé un control de los
scores de inflamacion con valores a evaluar de 0-4 como se describio
anteriormente, acompafiado de la medicion del grosor de las patas

anteriores y posteriores con la ayuda de un vernier. Ver tabla 5
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Grupo Numero de animales Dosis (mg/kg)
Control 7 Carboximetil celulosa 5%
Control (CIA) 7T
Control (MTX) 7 0.2
Tratamiento 1 UD 7 1000
Tratamiento 2 UD 7 500
Tratamiento 3 UD 7 250

Tabla 5.Dosis en mg/kg de los tratamientos con el pulverizado de  Ulomoides
dermestoides, del Metotrexate, Carboximetil celulosa 5% en las de las ratas macho

cepa Lewis.

6.7.1. Evaluacion histologica de las patas de las ratas macho de la cepa

Lewis

Se procedi6 a sacrificar a los animales anestesiandolos con una
concentracion asociacion de Xiloxina con Ketamina, y luego realizando la
eutanasia por el método de dislocacion cervical y evitando el sufrimiento
de los animales. El proceso fue realizado por personal del Laboratorio de
control de calidad con una amplia experiencia en estos procedimientos. Se
determind este método ya que otros métodos podrian alterar los tejidos
para su uso posterior °’ .La necropsias se realiz6 de manera inmediata para
evitar el deterioro de los tejidos, este procedimiento se realizo en el
bioterio de la Universidad Peruana Cayetano Heredia en el area de control
de calidad en una zona estéril siguiendo las normas de bioseguridad, previo
a este procedimiento se prepar6 los materiales necesarios como tijeras de

diseccion, formol al 10%, frascos debidamente codificados, entre otros.
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Cortes histoldgicos de las patas de las ratas Lewis

De cada grupo se extrajo las patas anteriores y posteriores para que se
realizaran los respectivos cortes histologicos de las articulaciones
anteriores y posteriores de cada animal por grupo, en donde se espero ver
presencia de células inflamatorias en el tejido sinovial, la erosion de hueso
y la formacion del pannus *8. Estas muestras fueron procesadas para el

diagnostico histopatoldgico.

Descalcificacion de la porcion de hueso solida (hueso)

Se realizé la fijacion de las piezas anatdmicas por 24 horas con formol.
Posterior a esto se realizd la descalcificacion del hueso con 700cc OH
absoluto, 200cc H20, 100cc de Acido nitrico concentrado. Luego de esto
se realiz6 la inclusion en la parafina para que se pudiera cortar las ldminas

de 3 um de espesor en el micrétomo.

Coloracion de laminas con Hematoxilina Eosina-Floxina

Después de que la muestra se llevo al microtomo para cortar las laminas

con 3 um de espesor, se debia desparafinar la muestra:

Xileno 2 veces x 10 min

Etanol 100° 2 veces x 10min

Etanol 96° x 5 min

Etanol 80° x 5 min

Etanol 50° x 5 min

Agua destilada x 3min

Hematoxilina de Harris x 1-4 min ( es una hemateina)

Agua x 10 min

© 0o N o g Bk~ wbhPE

Agua destilada 2 veces x 1 min

=
o

. Eosina- floxina x 1 min (colorante acido que se une a los elementos
citoplasmaticos y matriz extracelular)

11. Etanol 70° x 2 min

12. Etanol 96° x 20 s
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13. Etanol 100° 2 veces x 3 min

14. Xileno 2 veces x 10 min

15. Montaje (mercoglass).

Para la determinacion de los pardmetros del dafio articular se tomé como

referencia los score de inflamacion del tejido sinovial y erosion de hueso

utilizado por Georg Schett, Marina Stolina y Brad Bolon en el 2005.

Inflamacién en el tejido Sinovial

La Inflamacion en el tejido sinovial fue evaluada utilizando valores en la

escala del 0 al 4 en las muestras histolégicas. Mencionada en la Tabla 6

59

Score de inflamacién en el Interpretacion
tejido sinovial
0 Normal ( no hay presencia de células inflamatorias
y osteoclasto)
1 Presencia de algunas Células inflamatorias en el tejido
sinovial
2 Inflamacion leve( poca presencia de
células inflamatorias y osteoclastos en el tejido
sinovial)
3 Inflamacion moderado (presencia moderada de células
inflamatorias y osteoclastos en el tejido sinovial)
4 Inflamacion agresiva ( alta presencia de células
inflamatorias y osteoclastos en el tejido sinovial)

Tabla 6.Score de inflamacion en el tejido sinovial de ratas Inducidas por colageno

tipo I1.
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Erosion del hueso

La erosion del hueso en las muestras histologicas fueron evaluadas

utilizando valores en la escala del 0 al 5. Como se menciona en la tabla 7
59

Score de erosion de Interpretacion
hueso

0 Normal ( no hay presencia de osteoclastos)

1 Minima erosion (erosion superficial en 1-2 zonas del
hueso)

2 Erosion leve(erosion poco profunda en 1-4 zonas del
hueso)

3 Erosion moderada(erosion profunda que se extienden

en mas de 5 zonas del hueso)

4 Erosion marcado (destruccion parcial del hueso)

5 Erosion extensiva ( fragmentacién de hueso)

Tabla 7.Scores de erosion de hueso de ratas inducida con colageno tipo I1.

6.8. ANALISIS ESTADISTICO

La medicion del peso corporal se realizd la medicion por cada animal. Para hacer
la comparacion estadistica y ver si hay diferencias entre los grupos se emple6 la
prueba de Kruskal- wallis utilizando el software GraphPad Prism version 4
(GraphPad Software, San Diego, CA) un ANOVA para datos no paramétricos,
Todos los resultados se expresan como la media £ SEM, posteriormente se realizo
la prueba de test Dunn una prueba post hoc para saber que grupos tenian las
diferencias, considerando las diferencias estadisticamente significativas p<0.05

en caso la Prueba de Comparacion de Kruskarl — Wallis y el test post hoc Dunn.
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7. RESULTADOS

7.1. Prueba de toxicidad aguda oral del pulverizado del coledptero
Ulomoides dermestoides (pLso)

Se determind la toxicidad Aguda por via oral del pulverizado de coleoptero
Ulomoides dermestoides mediante el protocolo de la OECD test 423 anexo 2d en
el laboratorio de  control de  calidad  del LID- UPCH

Se registro el peso de los animales al inicio del ensayo, a los siete dias y a los
catorce dias del ensayo tabla 10 (ver anexo 2), los animales no presentaron
disminucion de su peso corporal durante y hasta el final de la prueba. (\Ver grafico
1)

300
250
200

150

Peso (Kg)

100

50
D1 D7 D14
Dias

control G-UD2000mg/kg R-UD2000mg/kg

Grafico 1.Peso corporal de Ratas Macho de la cepa Lewis durante la prueba de toxicidad
aguda pLso.

38



En cuanto los parametros abioticos, los animales no presentaron un
comportamiento anormal como la alteracion en la actividad motriz, irritabilidad,
confusion, jadeo; ni presentaron signos de intoxicacion como salivacion, vomitos,
diarrea, dificultad para respirar, convulsiones, durante los catorce dias que durd la

prueba.

El pulverizado de coledptero Ulomoides dermestoides no produjo mortalidad en
la dosis administrada con la respectiva repeticion, incluyendo el control. Se hizo
una primera evaluacién durante las primeras 72 horas hasta los 14 dias de
observacion, para determinar posibles efectos adversos o signos de toxicidad. Al
termino del ensayo se concluy6 que a DL50 por via oral de la pulverizado de
coledptero Ulomoides dermestoides es mayor a 5000 mg de pulverizado por
kilogramo de pesos de ratas (> 5 g/kg de rata).

(Segun Anexo 2d de la guia), Ver tabla 8

Dosis Mortalidad Machos
(mg/kg ratas) Muertos/Totales
2000 0/3
2000 (repeticion) 0/3
Control 0/3

Tabla 8.Mortalidad de Ratas Macho cepa Lewis -Toxicidad Aguda Oral piso.
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7.2. Efecto del pulverizado de coleoptero Ulomoides dermestoides en
ratas inducidas con Artritis reumatoide

Modelo ratas Lewis sometidas al tratamiento con el pulverizado
del coledptero Ulomoides dermestoides

A las ratas cepa Lewis (n=7/ grupo) se les indujo la AR con colageno tipo Il y se
hizo un control por tres semanas donde todos los grupos, con la excepcion del
grupo control negativo mostraron una severa inflamacion en las articulaciones de
las patas posteriores, seguida de las patas anteriores. Después de que se observo
el compromiso de las articulaciones en todos los grupos, el tratamiento comenzé
administrandoles un farmaco conocido grupo MTX (Metotrexato) y las tres dosis
del pulverizado de coleoptero Ulomoides dermestoides (UD 1000mg/kg,
UD500mg/kg y UD250mg/kg). Por altimo, un grupo control negativo cuyas patas

tenian un espesor promedio de 4.5 mm.

Se inicid el tratamiento con el pulverizado de coledptero, y el Metotrexato por via
oral con la ayuda de una sonda nasogastrica. La semana 1, el espesor de las pata,
con excepcion de grupo control negativo se encontraba entre 8.5 a 9.5 mm (ver
grafico 2). Las diferencias significativas (p<0.01) se empezaron a ver en la
semana 2 entre los grupos MTX con un p= 0.0097 y UD1000mg/kg con un
p=0.0037 contra el grupo CIA. Las dosis UD 500 mg/kg y UD250mg/kg tuvieron
una disminucion del espesor de las patas pero no fueron significativas. De la
semana 2 a la semana 3 se presentd una disminucion en todos los grupos, fue
significativa (p<0.05). La dosis UD1000mg/kg con un p=0.0230, entre la semana
3 a la semana 4 se presentd una disminucion significativa (p<0.01) en el espesor
de las patas de en los grupos =, UD1000mg/kg con un p= 0.0037 UD250mg/kg
con un p= 0.0078 y también presento una disminucion en el espesor de las patas
(p<0.05) en el grupo UD 500mg/kg con un p=0.0479. Desde las semanas 5y 6,
todos los grupos mostraron una disminucion significativa (p<0.01) contra el grupo
CIA que con el paso de las semana fue aumentado la hinchazén y el edema por
ende el espesor de las patas (ver grafico 2)
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Gréfico 2. Espesor de patas (mm) durante las semanas de tratamiento
con el pulverizado del coledptero Ulomoides dermestoides en las ratas
inducidas con artritis reumatoide (p<0.0s, *p<0.01, *** p<0.001)

Los resultados fueron normalizados colocando como el valor maximo de
hinchazon el 100%, donde se puede observar también la disminucion de la
hinchazon de las patas en comparacion con el grupo CIA, el grupo MTX mostro
una disminucion desde la semana 2, pero su mayor disminucion se observo desde
la semana 4 hasta la semana 6 donde finalizo el tratamiento que fue por debajo de
un 80%. EI grupo UD1000 en la semana 2 se ve que el porcentaje de hinchazén
fue por debajo de 80%, y se mantuvo constante hasta la semana 4 donde se vio
una ligera diminucion. En el caso del grupo UD500 se observé una disminucion
de la hinchazon durante las 6 semanas pero se vio una disminucién mayor desde
la semana 5 donde también tuvo un porcentaje menor al 80% manteniéndose hasta
la semana 6, el grupo UD250 mostro una disminucion de la hinchazén desde la
semana 4 donde bajo por debajo del 80% hasta la semana 6, en conclusion se ve
que todos los tratamientos mostraron un efecto antiinflamatorio a partir de la
semana 5 hasta la semana 6 sin mostrar un efecto dosis dependencia (ver grafico
3)
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Grafico 3.Porcentaje de disminucién de la hinchazon de las patas (mm) del
modelo de artritis animal ratas cepa Lewis.

Por otro lado tenemos también los scores de inflamacion donde el grupo control
negativo se encuentra con un score de 0, son los animales sanos. Los grupos con
artritis tuvieron un scores de inflamacion entre 4 y 3 donde 4 representaba artritis
severa en toda la pata y el 3 hinchazén de més de dos articulaciones en la semana
1. Se les administro los tratamientos con el pulverizado de coledptero y el
Metotrexato, el primer grupo presento una disminucién del edema de inflamacion
fue el grupo UD1000 con un p<0.01 donde se observd que el score disminuye de
3 a2 esto nos indico que habia presencia de inflamacion de dos articulaciones en
un dedo en la semana 2, los demas grupos también presentaron una disminucién
pero esta no fue significativa, la semana 3 también muestra un reduccion de la
inflamacién siendo el grupo UD1000 el significativo con un p<0.01, a la semana
4 los grupos UD1000 y UD250 mostraron un disminucién significativa contra el
grupo CIA con un p<0.001, las semanas 5 y 6 mostraron una disminucion
significativa de todos los grupos tratados contra el grupo CIA con un p<0.01 ,

mostrando un efecto antiinflamatorio en los grupos del ensayo (ver grafico 4).
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Gréfico 4.Scores de inflamacién de las patas durante las semanas de
tratamiento con el pulverizado del coleéptero Ulomoides dermestoides
en las ratas inducidas con artritis reumatoide (p<o.05, *p<0.01, ** p<0.001).

A estos resultados también se les realizo una normalizacion colocando al 100%
como el valor maximo del score de inflamacién donde se observo que el grupo
UD1000 tuvo un reduccién debajo del 80 % en la semana 2, todos los demas
grupos presentaron una disminucion pero no menor de 80%, la semana 3 nos
mostro que los grupos UD1000 y UD250 evidenciaron un mayor disminucion de
la inflamacion donde el enrojecimiento de las patas fue menor, la semana 4 se vio
una reduccion de la inflamacion, pero las semana donde se vio un diferencia
mayor entre los grupos tratados contra el grupo CIA fue el la semana 5 y 6 donde
todos los grupos mostraron una reduccion de mas del 60% donde se puede

evidenciar un efecto antiinflamatorio en las ratas tratadas. (Ver gréfico 5)
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Grafico 5.Porcentaje de disminucion de la hinchazén del scores de inflamacién
de las patas del modelo de artritis animal ratas cepa Lewis.

7.3. Andlisis histoldgicos del tejido sinovial y la erosion del hueso del
modelo animal rata cepa Lewis sometidas a un tratamiento con el
pulverizado de coledptero Ulomoides dermestoides.

Después de las seis semanas de tratamiento con el pulverizado de coledptero
Ulomoides dermestoides se sacrificaron a las ratas Lewis, para realizar los cortes
histologicos de las patas y asi ver la dimension de las lesiones, se utilizaron los
scores de inflamacidn en el tejido sinovial (membrana sinovial) de 0 a 4 donde 0
significa tejido sinovial limpio (ver figura 9 a), sin engrosamiento y sin presencia
de celulas inflamatorias, 1 significa presencia de lagunas células inflamatorias, 2
significa inflamacion leve poca presencia de células inflamatorias en la membrana
sinovial, 3 significa inflacion moderada donde hay presencia de células
inflamatorias en la membrana sinovial y presencia de osteoclastos, por ultimo 4
significa inflamacién generalizada del tejido sinovial donde hay gran cantidad de

células inflamatorias y osteoclastos.

Los resultados arrojaron un diferencia significativa (p<0.01) entre el grupo CIA

y los demas grupos, este tuvo un score 4 que nos indica inflamacion agresiva del
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tejido sinovial, esto también se puede observar en el corte histoldgico, donde el
infiltrado celular (células inflamatorias como linfocitos) es sumamente agresiva,
también se observo presencia de osteoclastos que son los que se encargas de
degradar el hueso. Por otro lado la membrana sinovial se ve engrosada y formando
vellosidades que forman el pannus que ocasiona la rigidez en las articulaciones
ver (figura 10 b) , el grupo MTX tuvo un comportamiento diferente ya que tuvo
un score de 2 que nos indica una inflamacion leve con presencia de células
inflamatorias y algunos osteoclastos, se ve engrosamiento de la membrana
sinovial con formacion de vellosidades y pannus pero es significativamente
menor (p<0.001) ver (figura 11 c). Los grupos tratados con el pulverizado de
coledptero  Ulomoides dermestoides tuvieron resultados similares, en
comparacion con el grupo CIA. Los grupos UD tuvieron una disminucion
significativa (p<0.05). Los tres grupos tuvieron un score aproximado de 3 que nos
indica una inflamacion moderada, el Grupo UD1000 mg/kg engrosamiento de la
membrana sinovial, donde se observaron celulas inflamatorias ademés de
formacion del pannus ver (figura 12 d), el grupo UD 500 mg/kg presento una
membrana sinovial engrosada y células inflamatoria con formacion de
vellosidades y la presencia de pannus ver (figura 13 e), el grupo UD 250 mg/kg
también presento un cuadro similar al grupo UD 500 mg/kg ver (figura 14 f). Ver

(grafico 6)
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Grafico 6.Score del tejido sinovial de las ratas tratadas con el
pulverizado de Ulomoides dermestoides (p<0.05, *p<0.01, ** p<0.001)-

También se utilizaron scores de erosion de hueso de 0 a 5 donde 0 significaba
hueso conservado y sano (ver figura 9 a), el score 1 significa minima erosion del
hueso con poca presencia de osteoclastos, 2 significa erosion de hueso leve esto
quiere decir que la erosion no es tan profunda con presencia de algunos
osteoclastos, 3 significa erosion moderada donde la erosién en mas profunda y
esta més extendida, 4 significa erosion marcada Osea destruccion parcial del
hueso, 5 significa destruccion total del hueso.

Los resultados mostraron una diferencia significativa (p<0.01) entre el grupo
CIA y los otros grupos tratados, el grupo CIA tuvo un score entre 5y 4, en este
grupo el hueso se observa altamente fragmentado, el grupo que mostro una menor
erosion del hueso con un score entre 1 a 2 que significa erosién minima del hueso
con una diferencia significativa de (p<0.001) (ver figura 10 b), el grupo MTX tuvo
un score de 2 que nos indica que la presencia de erosion del hueso fue minima,
algunos osteoclastos, con una mejor conservacion del hueso, significativamente
menor (p<0.001) ver (figura 11 c), los tres tratamientos con el pulverizado de
Ulomoides dermestoides mostraron comportamientos parecidos, el grupo UD
1000 mg/kg contra el grupo CIA tuvo una diferencia significativa (p<0.05) donde
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su score fue entre 3 a 2 en este corte histoldgico se observa el hueso erosionado y
presencia de osteoclastos ver (figura 12 d), el grupo UD 500 mg/kg tiene una
diferencia significativa (p<0.01) con el grupo CIA, donde tiene un score de 2 esto
debido a que el hueso si bien se encontrd erosionado se veia mejor conservado a
diferencia del hueso fragmentado en el grupo CIA ver (figura 13 e), el grupo UD
250 mg/kg tienen una diferencia significativa (p<0.01) contra el grupo CIA,
presento un score entre 3 a 2 que nos muestra un hueso erosionado pero

conservado ver (figura 14 f).

Esto nos hace concluir que los tres tratamientos a pesar de no funcionar como el
farmaco Metotrexato puede permiten que el hueso no se deteriore rapidamente y
que la inflamacion en la membrana sinovial con formacion de pannus sea mas

lenta. (Ver grafico 7)
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Gréafico 7.Score de la erosion del hueso de las ratas tratadas con
el pulverizado de Ulomoides dermestoides (p<0.0s, *p<0.01, ** p<0.001)
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FIGURA 10.Histologia de la pata trasera a.1) control negativo rata sanas las flechas verde muestra
un cartilago normal, cuadrado azul muestra la cavidad articular limpia, muestra un hueso
conservado, a.2) las flechas rojas muestran una articulacién normal, cuadrado azul muestra la
cavidad articular limpia, muestra un hueso conservado.

FIGURA 9.b.1) Grupo CIA ratas enfermas, las flechas negras erosion total del hueso, cuadrado verde
punteado, pérdida total del cartilago, sin revestimiento de la articulacién b.2) las flechas rojas
presencia de fibrosis, engrosamiento de la membrana sinovial y formaciéon de vellosidades,
presencia de pannus donde se muestra infiltrado celular de células inflamatorias como linfocitos,
etc. presencia de y osteoclastos en el tejido sinovial.

48



FIGURA 11.c.1) Grupo Metotrexato ratas tratadas con un farmaco conocido, cuadrado azul muestra
mejor conservacion del hueso y el cartilago, presenta una erosién menor del hueso, flechas negras
muestran conservacién del hueso, c.2) el cuadrado negro indica presencia de algunas células
inflamatorias en el tejido sinovial, también hay engrosamiento leve de la membrana sinovial y

FIGURA 12. d.1) Grupo UD1000mg/kg, las flechas negras muestran hueso erosionado, cuadrado
negro muestra mejor conservacion del hueso y del cartilago presencia de osteoclastos, mayor
espacio articular, d.2) en el cuadrado amarillo se observa engrosamiento de la membrana sinovial
donde hay formacion de vellosidades y formacién de pannus, hay presencia de células

inflamatorias.
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FIGURA 13.e.1) Grupo UD500 mg/kg, las flechas negras muestran hueso erosionado pero mejor
conservado, cuadro verde muestra cartilago conservado presencia de osteoclastos, mayor
conservacion hueso, e.2) en el cuadrado amarillo muestra engrosamiento de la membrana sinovial
y formacion de vellosidades, presencia de pannus, infiltrado de células inflamatorias en el tejido
sinovial.

FIGURA 14.f.1) Grupo UD 250 mg/kg, las flechas negras muestran partes de hueso erosionado,
cuadro negro muestra conservacién del hueso, f.2) en el cuadrado naranja muestra engrosamiento
de la membrana sinovial, formacion de vellosidades, presencia de células inflamatorias en el tejido
sinovial.
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8. DISCUSION

Como se sabe la Artritis reumatoide es una enfermedad degenerativa que sufren
en su mayoria personas a partir de los 40 afios, en el Peru alrededor del 1%
padecen de esta enfermedad * es por ello que se han realizado diversas
investigaciones en la blsqueda de tratamientos alternativos, 24> dado que en
algunos paises los pacientes gastan alrededores de 12 mil ddlares anuales en
terapias bioldgicas y alrededor de 100 dolares mensuales con farmacos

reconocidos como es el caso del Metotrexate, Leflunomida, etc. 34

Para el tratamiento de una enfermedad se debe garantizar la seguridad e inocuidad
del compuesto, es decir no debe ser toxico, la determinacion de la toxicidad aguda
(Drso) como primer parametro de evolucion es indispensable, por lo que este
parametro fue uno de los objetivos principales en este trabajo, la prueba de
toxicidad aguda Diso por via oral de la pulverizado de coledptero Ulomoides
dermestoides fue mayor a 5000 mg de pulverizado por kilogramo de pesos de ratas
(> 5.0 g/kg de rata), durante los 14 dias del ensayo, la tasa de mortalidad fue nula
(segun la Guia de la OECD que en su nimero 423 anexo 2d plantea la evolucion
toxicoldgica aguda). Lo cual nos permite hacer una comparacion entre los
productos alternativos Yy de los farmacos convencionales usados en el tratamiento
de AR, como es el caso de Metotrexate que en estudios anteriores se realizaron
pruebas en ratas donde se observé que la Diso por via oral era de 180mg/kg ®° si
hacemos una comparacion de cudl podria ser més nociva al ser usada con mas
frecuencia, la toxicidad aguda Dyso del Metotrexate es 10 veces mas toxica que
el pulverizado de Ulomoides dermestoides, esto es avalado por diversos estudios
donde se muestra que el Metotrexate tienen una serie de efectos adversos como
gastrointestinales, erupcion cutanea, hepatotoxicidad, toxicidad pulmonar,
hematoldgica y pérdida de cabello. EI Metotrexate es un analogo del &cido fdlico
que se usa en el tratamiento de neoplasias ,como inmunomodulador y
antinflamatorio, pero el Metotrexate y sus metabolitos inhiben enzimas como
dihidrofolato reductasa, una enzima que se encuentra presente en la sintesis de
purinas y pirimidinas, que son indispensables para la formacién de ARN y ADN,
al provocar estrés oxidativo en el reticulo endoplasmico, acumulando proteinas

mal almacenadas por la disrupcion del anillo de disulfuro implicado en procesos

51



de transcripcién como las proteinas que regulan los esteroles que son importantes
para la sintesis de lipidos en la membrana del reticulo endoplasmico, generando
esteanosis hepética, ademas podria producir apoptosis. De la misma forma,
pueden generar la inhibicion de la hematopoyesis causando anemia, leucopenia,
trombocitopenia, por otro lado los efectos toxicos pulmonares se pueden presentar
después de semanas de consumir el Metotrexate, presentandose en el 0.3% - 7.5%
de los pacientes con artritis reumatoide®®°.Por otro lado se han realizado
evaluaciones en plantas medicinales, un ejemplo de ello fue la U. tomentosa
conocido empiricamente como “Ufia de gato” donde se encontrd que su Dyso fue
de 16g/kg, esto nos sugiere que tanto la U. tomentosa y el pulverizado Ulomoides
dermestoides con un Diso de 5g/kg son mucho més bajas en comparacion a los
farmacos convencionales®®, en un ensayo previo se realizd analisis quimico
proximal del pulverizado de coledptero Ulomoides dermestoides, donde los
carbohidratos con un 67,85% fueron el componente mayor encontrado en este
coledptero utilizando el método antrona método rapido y sensible a bajos niveles
de concentracion de carbohidratos.®® El siguiente compuesto encontrado fueron
las proteinas totales con un 20,124% usando el método de Kkjeldahl, otro
componente encontrado fue acidos grasos con el método Soxhlet con un 20,124%
, esto nos indica que este coledptero puede ser usado como un suplemento
dietético, en estudios previos se ha demostrado que el orden coledptera posee un
alto valor nutricional como es el caso del coledptero Rhynchophorus palmarum L
, en donde se encontraron aminoacidos esenciales para el ser humano. % (ver anexo
5)

Otro objetivo principal del estudio fue ver si estos coledpteros tenian capacidades
antinflamatorias , se realiz6 un ensayo con ratas Lewis inducidas con artritis CIA
a las cuales se les trato con el pulverizado por un periodo de 42 dias posterior a
este ensayo se realizaron cortes histologicos donde se observd que las tres dosis
de pulverizado (UD 1000mg,500mg y 250mg ) de Ulomoides dermestoides
presentaron un efecto antiinflamatorio, como se sabe la artritis provoca una
inflamatoria cronica donde se puede ver inflamacion, hiperplasia, el infiltrado de
celulas inmunologicas (citoquinas, TNF-a, interleuquinas) en el tejido sinovial, y
erosion del hueso ® | durante este ensayo los cortes histoldgicos de las patas de
las ratas inducidas con artritis con colageno tipo Il tratadas con las tres dosis de
Ulomoides dermestoides fueron comparadas observando los Cortes histoldgicos
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del tejido sinovial y el hueso con el grupo CIA (sin tratamiento) (ver figura 9)
también observo las vellosidades que forman el pannus en la sinovia esta no fue
cronica, como el del grupo CIA sin tratamiento donde la formacion del pannus fue
grosera, ademas durante el ensayo estos tres grupos de animales si podian
moverse, lo que no sucedié con el grupo CIA donde al finalizar el ensayo las patas
posteriores ya no las podian mover corroborando a lo visualizado en los cortes. La
presencia de osteoclastos conocido por su funcién remodeladora del hueso, pero
también se han encontrado indicios donde los osteoclastos comparten un origen
comun con las células del sistema inmune, por lo que su papel en las enfermedades
inmunoldgicas que afectan las articulaciones gana una mayor relevancia donde se
les atribuyen funciones como la secrecion de citoquinas y células presentadoras
de antigeno.®® Estudios previos también evaluaron los efecto antinflamatorio del
Ulomoides dermestoides en ratas con pleuritis inducidas con una inyeccién
intrapleural de carragenina produciendo la migracién de leucocito (PMNS), por
otro lado se realiz6 el tratamiento con el extracto acuoso de U. dermestoides (8
mg / kg y 16 mg / kg), donde se vio un disminucidn significativa del infiltrado
celular y la disminucion de leucocitos totales (PMNSs) en la cavidad pleural y la
reduccion del edema.®

Este coledptero es ampliamente usado en la medicina tradicional de paises como
Chinay Japon para tratar problemas en las articulaciones, problemas respiratorios
como asma, por otro lado este coledptero es usado en Brasil para el tratamiento
de asma de manera empirica, en América Central y Sudamérica se tiene otro
coledptero llamado ““ Palembus ocularis”, que es usado para tratar asma por lo
cual se le realizaron estudios que buscaban encontrar una explicacion logica para
Su uso, se encontraron sustancias quimicas en las glandulas piggiales que este
coledptero las usa como secreciones de defensa, las quinonas como
hidroquinona, 2-etilhidroguinona y 2-metilhidroquinona, terpenos, acidos grasos,
colesterol, lactonas y 1- pentadecenos fueron las sustancias encontradas ,se
realizaron ensayos con el extracto acuoso e hidroquinonas usando la 5-
lipoxigenasa enzima que forma parte de la patologia sintomatologia del asma,
ademas de eso esta enzima esta presente en las células inflamatorias como PMNS,
mastocitos, eosindfilos y basofilos, también estd implicada en el shock
anafiléctico, encontrandose que esta enzima era inhibida por estas sustancias

quimicas, llegando a tener evidencia de que el Palembus ocularis tiene
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propiedades antiinflamatorias 6--67%8  estos estudios también fueron realizados en
el Ulomoides dermestoides encontrando que tenian gran cantidad de quinonas que
son secreciones de defensa contra sus depredadores para repelerlos, como el metil-
1,4-benzoquinonas y etil-1,4-benzoquinonas, alquenos y terpenos &7 . Por otro
lado también se ha demostrado que la capacidad antioxidante del Ulomoides
dermestoides por la presencia de otros metabolitos presentes en el cuerpo de este
coledptero como compuestos hidrofébicos en posicion C4 del renorcitol
antioxidante que puede inhibir la actividad tirosinasa, que es una enzima
catalizadora de la oxidacion de fenoles, también se encontrd la presencia de acido
oleico un compuesto que tiene propiedades antioxidantes, se ha reportado
beneficios para el tratamiento de enfermedades inflamatorias ®° ,ademas el acido
oleico podria influenciar en el metabolismo del acido araquidonico, disminuyendo
la produccion de eicosanoides proinflamatorios °, todos estos hallazgos nos dan
una muestra del enorme potencial etnofarmacoldgico del coledptero Ulomoides
dermestoides, pero hay una falta de estudios en modelos animales, ya que todos
estos estudios se han realizado en ensayos con enzimas o células epiteliales del
carcinoma del  pulmén (células A549) para probar la citotoxicidad vy
genotoxicidad de las secreciones de defensa de este coledptero donde se pudo ver
que la inhibicion de la proliferacion de estas células y el dafio en su ADN cuando
se las enfrentd con las 1,4-benzoquinona que fueron extraidos de este coledptero,
dando una punto de partida para poner mas énfasis a estudios en compuestos
volatiles del coledptero Ulomoides desrmestoides’® . En otros estudios con células
Hacat que son células de queratinocitos extraidas de las piel humana que tienen
como caracteristica su capacidad de diferenciarse y proliferarse a gran velocidad
observandose que los extractos fenolicos extraidos de este coledptero muestran
una citotoxicidad y genotoxicidad muy baja por lo que se sugiere que este insecto
podria ser sujeto de mayor investigacion de interés biomédico.”

Con este trabajo podemos observar los efectos del coledptero U. dermestoides en
un modelo animal de artritis inducido con colageno tipo Il de la cepa Lewis (MHC
haplotipo RT?) donde al tener un ciclo de vida mas rapido se puede observar como
esta afeccion evoluciona de manera similar a la producida en las afecciones en
humanos si bien no se puede hacer una comparacion exacta si se puede hacer una
extrapolacion y asi tener mas puntos de referencia para poder hacer méas estudios,

este modelo de artritis nos permitié ver como el pulverizado de coledptero
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Ulomoides dermestoides si bien no curo de la artritis inducida a las ratas macho
de la cepa Lewis, si se observd que el deterioro de las articulaciones fue menos
que el grupo donde no se les realizo el tratamiento con las dosis del pulverizado
observandose que el hueso estaba muy comprometido y que el infiltrado celular
en el tejido sinovial era bastante alto de forma macroscopica ese grupo ya no podia
caminar al término de la prueba, a diferencia de los otros grupos que si bien tenian

dificultades para movilizarse esta no fue una limitante.
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9. CONCLUSIONES

La prueba de toxicidad aguda Dyso por via oral de la pulverizado de coledptero
Ulomoides dermestoides es mayor a 5000 mg de pulverizado por kilogramo
de pesos de ratas (> 5.0 g/kg de rata).

Se ha determinado el efecto antiinflamatorio en la ratas macho cepa Lewis
tratadas con el pulverizado de Ulomoides dermestoides a tres dosis de UD1000
mg/kg, UD500mg/kg, UD250mg/kg, donde se observo la disminucion de la
hinchazon de las patas anteriores y posteriores.

Se determind que el grado de infiltracién celular fue significativamente menor
en los tres tratamientos con el pulverizado Ulomoides dermestoides, UD1000
mg/kg, UD500mg/kg, UD250mg/kg a diferencia del grupo CIA (ratas
inducidas con artritis reumatoide sin tratar) donde se observo la presencia de
osteoclastos, células inflamatorias como leucocitos en el tejido sinovial, donde
también se vio la formacion del pannus que es uno de los principales
problemas en la artritis reumatoide, que es la rigidez en las articulaciones

causando discapacidades.

Se determiné que la erosion del hueso tuvo un rango significativo menor en
las tres dosis de 3 con el pulverizado Ulomoides dermestoides, UD1000
mg/kg, UD500mg/kg, UD250mg/kg, ya que la conservacion del hueso
significativamente mejor ((p<0.05) a diferencia del grupo CIA (ratas
inducidas con artritis reumatoide sin tratar) donde de observo que la

destruccién del hueso.

56



10. RECOMENDACIONES

Este trabajo es una ventana para posteriores estudios donde se podria indagar con
mayor cuidado los efectos del coledptero Ulomoides dermestoides no solo en la
AR sino en otros procesos inflamatorios como el asma una afeccion muy comun

en estos dias.

Se sugiere que los compuestos acido oleico y 4-etil-resorcinol pueden ser los
responsables de la actividad antioxidante del extracto metabolico de Ulomoides
dermestoides; sin embargo, es necesario investigar otros compuestos que todavia

no se han estudiado.

Al utilizar este modelo animal de artritis se pudo observar cdmo se dan los efectos
de la Artritis y como el tratamiento puede tener un efecto de reducir el dafio que
produce esta condicion, por lo que nos sugiere mayores estudios a nivel de
marcadores tumorales para citoquinas como, (TNF-a), IL1,2,6 y asi mismo como

es que las células de sistema inmune actdan a un nivel mas especifico.
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12. ANEXO

Anexo 1

Valor nutricional

E.Metabolizable (mcal/kg) 2,9
Proteina (% min) 17
Lisina (% min) 0,92
Met-Cist (% min) 0,98
Grasa (% min) 6
Calcio(% min) 0,63
Fosforo disponible (% min) 0,37
Fibra (% max.) 4
Humedad (% max.) 12

Tabla 9.Valor nutricional de los pelet con que se aliment6 a los animales del ensayo.

Anexo 2
G- R-
Dias control UD2000mg/kg | UD2000mg/kg

210 220 215
D1 220 210 210
230 215 210

220 215.00 211.67
235 225 230
D7 230 230 220
250 230 225

238.33 228.33 225.00
240 230 235
D14 235 240 230
260 250 245

245.00 240 236.67

Tabla 10. Control de pesos de las ratas usadas para la prueba de toxicidad aguda piso.
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Anexo 3

PROMEDIO DE PESOS DE RATAS

238

225

220/

212

D1 D7 D14

= = control G-UD2000mg/kg — —R-UD2000mg/kg

Gréfico 8. Promedio de pesos de las ratas durante la prueba de toxicidad Aguda piso.

Anexo 4

GHS

LD5D cut -off
mglkg b.w

ANNEX 2d: TEST PROCEDURE WITH A STARTING DOSE OF 2000 MG/KG BODY WEIGHT

bmglkg
3 animals

50mg/kg
3 animals

300maglkg
3 animals

2000mgl/kg
3 animals

5malkg 50mgrkg 300ma/kg 2000mg/kg
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
1
GD GD GD
Category Category 2 Category 3 Category 4 Category 5 Category 5 or
> 05 > 5-50 > 50-300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000 Unclassified

v

y

3(at50)
at 1 step

3[at300}

2#&

(at 2000) |_2VeT

at 1% step|

-per step three animals of a single sex | normally females | are used
-0.1.2,3: Numberof moribund or dead animals at each step
-GHS: Globally Harmonized Classification System (mghkg b.w.)

- == : unclassified

- Testing at 5000 mgikg b.w.: see Annex 3

FIGURA 15.procedimiento de prueba con una dosis inicial de 2000 mg / kg de peso corporal.
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Anexo 5

Analisis proximal
80,0%
70,0%
60,0%
50,0%
40,0%
30,0%
20,0%

10,0%

0,0%
COMPONENTES

H Grasas Carbohidratos ™ Proteinas totales M Cenizas ™ Humedad

Gréfico 9.Composicion quimica proximal del pulverizado de coledptero Ulomoides
dermestoides.
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Anexo 6

Induccion de Artritis en ratas cepa Lewis

FIGURA 16. Control negativo (ratas Lewis sin induccién por de artritis por colageno
tipo I1.

FIGURA 17. Grupo CIA modelo animal ratas cepa Lewis inducidas por colageno tipo Il

68



Anexo 7

Tratamiento de las ratas cepa Lewis con un farmaco conocido Metotrexate 0.2mg/kg
y el pulverizado de coledptero Ulomoides dermestoides a diferentes concentraciones
UD1000mg/kg, UD500mg/kg y UD250mg/Kg.

FIGURA 18. Ratas cepa Lewis tratadas con un farmaco conocido Metotrexate INICIO DEL
ENSAYO DIA 1.

FIGURA 19. Ratas cepa Lewis tratadas con un farmaco conocido Metotrexate FINAL
DEL ENSAYO DIA 42.

69



FIGURA 20. Ratas cepa Lewis tratadas con el pulverizado de Ulomoides dermestoides
(UD1000mg/kg) INICIO DEL ENSAYO DIA 1.

FIGURA 21. Ratas cepa Lewis tratadas con el pulverizado de Ulomoides dermestoides
(UD1000mg/kg) INICIO DEL ENSAYO DIA 42.
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FIGURA 22. Ratas cepa Lewis tratadas con el pulverizado de Ulomoides dermestoides
(UD500mg/kg) INICIO DEL ENSAYO DIA 1.

FIGURA 23. Ratas cepa Lewis tratadas con el pulverizado de Ulomoides dermestoides
(UD500mg/kg) FINAL DEL ENSAYO DIA 42.
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FIGURA 24. Ratas cepa Lewis tratadas con el pulverizado de Ulomoides dermestoides
(UD250mg/kg) INICIO DEL ENSAYO DIA 1

FIGURA 25. Ratas cepa Lewis tratadas con el pulverizado de Ulomoides dermestoides
(UD250mg/kg) FINAL DEL ENSAYO DIA 42.
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