
55

Rev Peru Med Exp Salud Publica

Artículo Original

1 Facultad de Medicina Humana, Universidad Católica de Santa María. Arequipa, Perú. 
2 Facultad de Ciencias Biólogicas, Universidad Nacional de San Agustin. Arequipa, Perú.
3 Facultad de Ciencias Naturales y Formales, Universidad Nacional de San Agustín. Arequipa, Perú.
a M.Sc. en biologia molecular y biomedicina; b médico cirujano; d doctora en química; e estudiante medicina; f doctor en medicina
 Recibido: 08/05/2017  Aprobado: 07/03/2018   En línea: 05/04/2018 

Citar como: Arenas-Chavez CA, Wiche-Salinas T, Valencia-Mercado I, Calle-Valdez R, Vera-Gonzales C, Malaga-Contreras S, Huanqui-Guerra C. Efecto 
antiiflamatorio de la fracción flavonoide de Lepechinia meyenii (Walp.) Epling (Salvia) sobre leucocitos de pacientes con artritis reumatoide. Rev Peru Med Exp 
Salud Publica. 2018;35(1):55-61 doi: 10.17843/rpmesp.2018.351.3600.

EFECTO ANTIIFLAMATORIO DE LA FRACCIÓN FLAVONOIDE 
DE Lepechinia meyenii (Walp.) Epling (SALVIA) SOBRE LEUCOCITOS DE 

PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDE
 

Carlos Alberto Arenas-Chavez1,2,a, Tomas Wiche-Salinas1,b, Ignacio Valencia-Mercado1,b, Ronald Calle-Valdez1,b, 
Corina Vera-Gonzales3,d, Stephanie Malaga-Contreras1,e, Fernando Flores-Rivera1,e, Carlos Huanqui-Guerra1,f

RESUMEN

Objetivos. Evaluar el efecto antiinflamatorio de la fracción flavonoide de Lepechinia meyenii (Walp.) Epling sobre leucocitos 
de pacientes con artritis reumatoide (AR). Materiales y métodos. Se recolectaron plantas de la especie Lepechinia meyenii 
(Walp.) Epling extrayendo diferentes fracciones flavonoides por cromatografía de columna y de capa fina. Se evaluó la 
producción de anión superóxido mediante la técnica de ensayo reducción nitroblue tetrazolium, en neutrófilos obtenidos de 
sangre de pacientes con AR, separados en tres grupos: control negativo, que consistió de neutrófilos (5x105 células), control 
positivo, formado por neutrófilos activados con PMA (phorbol myristate acetate) (150 ng/mL) y los tratamientos, formados 
por neutrófilos activados y tratados con diferentes concentraciones de la fracción flavonoide LM8 (60, 120 y 180 ug/mL). La 
expresión de genes proinflamatorios se estudió por RTqPCR, en leucocitos mononucleares obtenidos de pacientes con AR 
separados en tres grupos: control negativo, que consistió de leucocitos mononucleares (5x105 células), control positivo formado 
por leucocitos mononucleares activados con fitohemaglutinina (PHA) (150 ug/mL) y el tratamiento formado por leucocitos 
mononucleares activados y tratados con la fracción flavonoide LM8 (120 ug/mL). Resultados. Se purificaron varias fracciones 
flavonoides, resultando la fracción LM8 con el mejor efecto inmunomodulador. Dicha fracción disminuyó la producción de 
anión superóxido en una manera dependiente de la concentración. Por otro lado, disminuyó la expresión de TNFα, IL8 e IL17 
en leucocitos mononucleares Conclusiones. Estos resultados son alentadores respecto al efecto inmunomodulador de esta 
planta medicinal peruana y justifican continuar su estudio para una posible aplicación clínica. 

Palabras Claves: Leucocitos; Neutrófilos; Flavonoide; Inmunomodulador; Salvia; Artritis reumatoide. (fuente: DeCS BIREME).

ANTI-INFLAMMATORY EFFECT OF THE FLAVONOID FRACTION OF 
Lepechinia meyenii (Walp.) Epling (SAGE) ON LEUKOCYTES OF PATIENTS WITH 

RHEUMATOID ARTHRITIS

ABSTRACT

Objectives. to assess the anti-inflammatory effect of the flavonoid fraction of Lepechinia meyenii (Walp.) Epling on leukocytes of 
patients with rheumatoid arthritis (RA). Materials and Methods. Plants of the species Lepechinia meyenii (Walp.) Epling were 
collected and then different flavonoid fractions were extracted by column and thin layer chromatography. The superoxide anion 
production was evaluated by means of the reduction of nitroblue tetrazolium assay technique in neutrophils obtained from the 
blood of patients with RA, divided into three groups: negative control, which consisted of neutrophils (5x105 cells); positive control, 
made up of PMA (phorbol myristate acetate)-activated neutrophils (150 ng/mL), and the treatments, comprised of neutrophils 
activated and treated with different concentrations of the flavonoid fraction LM8 (60, 120, and 180 ug/mL). The expression of pro-
inflammatory genes was studied by RTqPCR in mononuclear leukocytes obtained from patients with RA, divided into three groups: 
negative control, which consisted of mononuclear leukocytes (5x105 cells); positive control, made up of phytohaemagglutinin 
(PHA) (150 ug/ml)-activated mononuclear leukocytes, and the treatment, comprised of mononuclear leukocytes activated and 
treated with the flavonoid fraction LM8 (120 ug/mL). Results. Several flavonoid fractions were purified, with fraction LM8 showing 
the best immunomodulating effect. Said fraction diminished the superoxide anion production dependent on concentration. On the 
other hand, it diminished the expression of TNFα, IL8, and IL17 in mononuclear leukocytes. Conclusions. These results are 
encouraging in terms of the immunomodulating effect of this Peruvian medicinal plant and justify the continuation of their study 
for a potential clinical application. 

Keywords: Rheumatoid Arthritis; Salvia; leukocytes; Anion superoxide; Proinflammatory genes (source: MeSH NLM).
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Motivación para realizar el estudio. Lepechinia meyenii también 
llamada salvia andina, podría tener efectos antiinflamatorios 
mediado por la regulacion de moléculas como las especies reactivas 
de oxígeno y genes proinflamatorios.

Principales hallazgos. La fracción flavonoide LM8 purificada a partir 
de Lepechinia meyenii tuvo un efecto antiinflamatorio, reduciendo la 
producción de anión superóxido en neutrófilos activados así como 
disminuyendo la expresión de citoquinas proinflamatorias tales 
como TNFα, IL8 e IL17 en leucocitos mononucleares de sangre 
periférica de pacientes con artritis reumatoidea.

Implicancias. El tratamiento de la artritis reumatoide implica el 
uso de anti-inflamatorios no esteroideos, a pesar de las terapias 
existentes muchos pacientes desarrollan complicaciones, por lo que 
es pertinente la búsqueda de nuevas formas de tratamiento para una 
posible aplicación clínica. 

MENSAJES CLAVE
INTRODUCCIÓN

En la medicina tradicional son utilizadas diferentes especies 
del género Lepichinia, como antidiabético, emenagogo, 
abortivo y para el tratamiento de tumores uterinos (1). 
En el caso de la especie Lepechinia meyeni (Walp.) es 
utilizada como digestivo, carminativo, para el tratamiento 
de bronquitis, alteración del ciclo menstrual y tratamiento 
de heridas (2,3).

En esta especie se ha identificado compuestos polifenólicos 
como el carnosol, ácido ursólico, diosmetina, ácido cafeico 
y ácido 2-hidroxicafeico, reportándose una excelente 
actividad antioxidante debida principalmente al ácido 
2-hidroxicafeico y al carnosol (4).

Igualmente se ha identificado derivados de flavonas como 
naringenina, derivados de ácido hidroxicinamico como 
el ácido cumarico y ácido clorogénico, demostrándose 
que las hojas de L.meyeni tienen una elevada actividad 
antioxidante (5,6).

Los compuestos polifenólicos incluyen una gran variedad 
de flavonoides que son abundantes en frutas, verduras, 
semillas y bebidas (té y vinos) y son referidos como 
nutrientes semiesenciales en humanos. Los efectos 
beneficios de los flavonoides han sido atribuidos a sus 
propiedades antioxidantes y antinflamatorias (7). Estudios 
epidemiológicos han demostrado que poblaciones que 
consumen alimentos ricos en polifenoles tienen baja 
incidencia de enfermedades inflamatorias (8).

Una de las principales enfermedades que implica un 
proceso inflamatorio es la artritis reumatoide (AR) (9) donde 
se ha descrito que hay una inflamación de la sinovia por 
los siguientes agentes: Macrófagos, que actúan mediante 
la secreción de citoquinas (Factor de Necrosis Tumoral alfa 
(TNFα), Interleucina 1, etc.), especies reactivas del oxígeno 
y de nitrógeno; derivados del ácido araquidónico, fagocitosis 
y presentación de antígenos (9). Otra célula muy importante 
son los linfocitos T colaboradores 17 (LTh17) un subtipo 
de linfocitos T que producen interleucina 17A (IL17A), 17F, 
21, 22 y TNFα, contribuyendo con el proceso inflamatorio 
(10,11). Por último, están los neutrófilos que favorecen a la 
sinovitis, por medio de producción de radicales libres, 
prostaglandinas y proteasas (12).

En la actualidad el tratamiento de la AR implica el uso de 
anti-inflamatorios no esteroideos (AINE) inhibiendo 
la producción de prostaglandinas, el metrotexate 
disminuyendo la proliferación de leucocitos hasta la terapia 
biológica contra la IL1 y el TNFα (13,14). Sin embargo, a pesar 
de las terapias que se tienen, muchos pacientes desarrollan 
complicaciones, por lo que es pertinente la búsqueda de 
nuevas formas de tratamiento (13,15–17).

Un área de interés es la búsqueda de nuevas alternativas 
de tratamiento, mediante la investigación de principios 

activos de diversas plantas que han demostrado tener 
efectividad in vitro como antioxidantes o disminuyendo 
la expresión génica de proteínas relacionadas a la 
patogénesis de la enfermedad (11,18,19). El Perú posee una 
alta diversidad vegetal y representa una fuente importante 
para el descubrimiento de nuevas variedades de plantas 
para el tratamiento de AR, siendo una de ellas, Lepechinia 
meyenii (Walp.) Epling, también llamada salvia andina (20). 
Si bien, se ha reportado estudios sobre la composición 
química y actividad antioxidante de esta especie, existe 
escasa información del efecto antiinflamatorio mediado por 
la regulación de moleculas inflamatorios como las especies 
reactivas de oxígeno y genes proinflamatorios. 

Considerando lo mencionado anteriormente, el objetivo del 
presente estudio fue determinar el efecto antiinflamatorio 
de la fracción flavonoide de Lepechinia meyenii (Walp.) 
Epling en leucocitos sanguíneos de pacientes con artritis 
reumatoide.

MATERIALES Y MÉTODOS

DISEÑO DEL ESTUDIO

Se recolectaron plantas de la especie Lepechinia meyenii 
(Walp.) Epling a partir de la cual se separaron diferentes 
fracciones flavonoides por cromatografía de columna y 
de capa fina, eligiendo a la fracción LM8 para realizar las 
pruebas de actividad biológica. 

Para la evaluación de la producción de anión superóxido, se 
purificaron neutrófilos a partir de sangre entera de pacientes 
con artritis reumatoide, los cuales fueron separados en tres 
grupos: el control negativo, que consistió de neutrófilos 
(5 x 105 células/pozo), el control positivo formado por 
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neutrófilos activados con PMA (phorbol myristate acetate) 
(150 ng/mL) y los tratamientos formados por neutrófilos 
activados y tratados con diferentes concentraciones de la 
fracción flavonoide LM8 (60, 120 y 180 ug/mL).

Para la evaluación de la expresión génica de genes 
proinflamatorios, se realizó la purificación de leucocitos-
mononucleares a partir de sangre entera de pacientes 
con artritis reumatoide, las que fueron cultivadas en medio 
RPMI1640 y separados en tres grupos: un primer grupo 
control negativo que consistió de leucocitos mononucleares 
(5 x 105 células/pozo), el control positivo formado por 
leucocitos mononucleares activados con fitohemaglutinina 
(150 ug/mL) y el tratamiento formado por leucocitos 
mononucleares activados y tratados con la fracción 
flavonoide LM8 a una concentración de 120 ug/mL. 

RECOLECCIÓN Y CLASIFICACIÓN TAXONÓMICA DE 
LA ESPECIE VEGETAL 

La especie fue obtenida del Centro Poblado Jallihuaya, distrito 
Salcedo, provincia Puno, departamento Puno, ubicado 
en las siguientes coordenadas geográficas: 15°50′36″S 
70°01′25″. El proceso implicó la colecta de plantas basadas 
en sus características botánicas como forma, color de hoja, 
y tamaño de la planta. La recolección se realizó utilizando 
prensas botánicas, tijeras y bolsas. Los especímenes fueron 
depositados en el Herbario de la Universidad Nacional de 
San Agustín de Arequipa (HUSA), para la correspondiente 
clasificación taxonómica. La clasificación taxonómica de las 
especies vegetales recolectadas fue llevada a cabo por una 
bióloga certificada, basado en las características fenotípicas 
de cada especie y utilizando una clave taxonómica (21). 

PREPARACIÓN DEL EXTRACTO

Luego de la recolección de la especie vegetal, se separaron 
las hojas y se lavaron con agua destilada. La muestra 
vegetal (hojas) fueron rápidamente congeladas 
sumergiéndolas en nitrógeno líquido, las que fueron 
reducidas a polvo fino usando un mortero. A partir de esta 
muestra pulverizada se realizó la extracción con metanol, 
durante 15 minutos a temperatura ambiente (25 °C) 
utilizando un agitador magnético, luego fue centrifugada 
a 5000 rpm por cinco minutos y el sobrenadante obtenido 
fue transferido a un tubo Eppendorf y secado por completo 
en una estufa a 40 °C (22,23).

OBTENCIÓN DE LA FRACCIÓN FLAVONOIDE POR 
CROMATOGRAFÍA 

CROMATOGRAFÍA DE COLUMNA

La columna fue empacada con silica gel G-60, y la elusión 
se realizó en gradiente utilizando solventes como acetato 
de etilo y metanol en las siguientes proporciones: 100% de 

acetato de etilo , acetato de etilo metanol 75/25 v/v, acetato 
de etilo metanol 50/50 v/v , metanol 100%, Los eluatos 
fueron concentrados y secados a temperatura de 40°C (24). 

CROMATOGRAFÍA EN CAPA FINA 

Se hizo el seguimiento de las fracciones eluidas por 
cromatografía en capa fina. Se preparó la cámara 
cromatografica conteniendo fase móvil acetato de etilo/ 
metanol/ agua (6: 4: 2 v/v). Fueron visualizados con lámpara 
ultravioleta de 365 nm, se seleccionaron la fracciones de 
color azul que fueron eluidas con el 100 % de acetato de 
etilo, seguidamente se realizaron las pruebas biológicas (25).

PACIENTES Y OBTENCIÓN DE MUESTRAS

El estudio se realizó de acuerdo a las normas éticas 
concordantes con la Declaración de Helsinki (actualizada 
al 2013), fue aprobado por el Comité Institucional de 
Ética de la Investigación de la Universidad Católica de 
Santa María (UCSM) (Dictamen número 2017-10) y fue 
obtenido el consentimiento informado por escrito de todos 
los participantes. Entre los criterios de inclusión se tomó 
en cuenta a pacientes con artritis de reciente diagnóstico 
sin tratamiento previo, de sexo femenino y mayores de 
18 años. Los criterios de exclusión fueron: pacientes que 
hayan recibido algún tipo de tratamiento contra la AR, con 
diagnóstico de otras enfermedades autoinmunes y que 
presenten más de dos comorbilidades. Se obtuvo 15 mL 
de sangre venosa de pacientes con artritis reumatoide 
activa, diagnosticados por médico especialista del Hospital 
Regional Honorio Delgado de Arequipa. 

AISLAMIENTO Y CULTIVO CELULAR

El aislamiento de los neutrófilos y de los leucocitos 
mononucleares se realizó utilizando dextrano (3 %) seguido 
de una centrifugación en gradiente de densidad con Ficoll. 
Ambos tipos celulares se cultivaron en medio RPMI1640 
(Invitrogen) suplementado con 10 % de suero fetal bovino 
(Gibco) y 1 % con penicilina estreptomicina (Invitrogen) a 
una densidad de 5 x 105 células/ml en placas de cultivo 
Coastar de 24 pozos a 37 °C y 5 % de CO2 (26).

DETERMINACIÓN DE LA PRODUCCIÓN DE ANIÓN 
SUPERÓXIDO (ENSAYO DE REDUCCIÓN NBT 
NITROBLUE TETRAZOLIUM) 

Se prepararon tres grupos, el control negativo, que 
consistió de neutrófilos (5 x 105 células /pozo), el control 
positivo formado por neutrófilos activados con PMA 
(phorbol myristate acetate) (150 ng/mL) y los tratamientos 
formados por neutrófilos activados tratados con diferentes 
concentraciones de la fracción flavonoide LM8 (60, 120 y 
180 ug/mL) ,estos grupos fueron incubados en RPMI 1640 
a 37 °C y fue adicionado 100 uL de solución de NBT (1 
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mg/mL) a todos los grupos, para determinar la producción 
de anión superóxido. Terminada la incubación se realizó 
una centrifugación a 15 000 rpm por dos minutos, luego 
los sobrenadantes fueron removidos y el “pellet” celular 
fue lavado dos veces con metanol al 70 % para luego ser 
solubilizado con 200 uL de DMSO (dimetilsulfóxido) y 200  uL 
de hidróxido de potasio (KOH) para disolver el precipitado 
de NBT; esta reacción se llevó a cabo en oscuridad porque 
la luz puede desnaturalizar el reactivo. La magnitud de 
reducción del NBT fue cuantificada por espectrofotometría 
a 570 nm (27–29).

EVALUACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA 

La evaluación de la expresión génica, se realizó en 
leucocitos mononucleares los que fueron cultivadas en 
medio RPMI1640 y separados en tres grupos; un primer 
grupo de control negativo que consitió de leucocitos 
mononucleares (5 x 105 cel/pozo), el control positivo 
formado por leucocitos mononucleares activados con 
fitohemaglutinina (PHA) (150 ug/mL) y los tratamientos 
formados por leucocitos mononucleares activados tratados 
con la fracción flavonoide LM8, a una concentración de 120 
ug/mL (26). 

EXTRACCIÓN DE RNA Y RT-QPCR

Los niveles de expresión de RNAm fueron medidos por 
RT-PCR. El RNA total se aisló usando el reactivo TRIzol 
(ThermoFisher) de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante. La transcripción reversa de RNA a cDNA se 
hizo utilizando el kit SuperScript III Reverse Transcriptase 
(ThermoFisher) de acuerdo a las instrucciones del 
proveedor. Para la preparación de la PCR se utilizó el kit 
Platinum PCR Supermix (ThermoFisher) y la reacción se 
realizó en el termociclador Mastercycler pro (Eppendorf) 
para la amplificación de los genes INF gamma, TNF-
alfa, IL-17 e IL-8 y como gen house keeping se utilizó la 
beta actina. La secuencia de los primers utilizados fue la 
siguiente: INF gamma R: 5`- tag ctg ctg gcg aca gtt ca-3`; 
F: 5`- aaa aat aat gca gag cca aat tg -3`; TNF-alfa R: 5` -ggt 
gtg ggt gag gag cac at- 3`; F: 5` - cga gtg aca agc ctg tag 
c-3`; IL-17 R: 5` - aga ttt agt ccg aaa tga ggc tg 3`; F: 5`- tca 
acc cga ttg tcc acc at- 3`; IL8 R: 5`- ttg gca gcc ttc ctg att tc 
-3`F: 5`- aac ttc tcc aca acc ctc tg -3`.

Las condiciones para la amplificación por PCR fueron; 
desnaturalización 95°C por dos minutos seguidos de 
40 ciclos de desnaturalización a 95°C por 30 segundos, 
hibridación de 55°C por 30 segundos, y extensión a 72°C 
por un minuto, con un volumen total por muestra de 35 uL. 
Para el análisis de la cuantificación comparativa del PCR 
en tiempo real se usó el método delta delta Ct’ (∆∆Ct) (24) 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Los resultados de anión superóxido fueron analizados por 
un ANOVA, con una prueba de especificidad de Tukey. Para 
los resultados de RTqPCR, se realizó el análisis estadístico 
usando la prueba de T de student. Todas las pruebas se 
realizaron por triplicado y se consideró una significancia 
estadística si p<0,05. El análisis se realizó utilizando el 
programa SPSS ver. 21. 

RESULTADOS

OBTENCIÓN DE LA FRACCIÓN FLAVONOIDE

Luego de realizar la cromatografía de columna se obtuvieron 
40 fracciones a partir del extracto metanólico de Lepechinia 
meyenii (Walp.) Epling rotuladas con el código LM. Dichas 
fracciones fueron analizadas por cromatografía en capa 
fina y visualizadas con luz ultravioleta para la identificación 
de los flavonoides

En la Figura 1 se muestra el resultado de cromatografía 
de capa fina correspondiente a un cromatograma 
representativo de cuatro fracciones, eluidas a partir de la 
fase móvil acetato de etilo 100% (LM2,3,4 y 8), donde 
se aprecia que la fracción LM8 presenta una fluorescencia 
azul correspondiente a una fracción flavonoide pura sin 
presencia de otra fluorescencia contaminante. Esta fracción 
resultó más eficaz para la reducción de especies reactivas 
de oxígeno y fue utilizada en las siguientes pruebas. 
 
INHIBICIÓN DE LA PRODUCCIÓN DE ANIÓN 
SUPERÓXIDO

En la Figura 2 , se muestran los resultados de producción de 
anión superóxido en neutrófilos activados con PMA y tratados 
con diferentes concentraciones de la fracción LM8 (60,120 
y 180 ug/mL). Los resultados muestran la concentración 

Figura 1. Cromatografía de capa fina de cuatro fracciones 
obtenidas por separación en cromatografía de columna diluidas con 
fase móvil acetato de etilo 100% (LM 2,3,4 y 8). 
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de anión superóxido expresada en absorbancias (Abs), se 
observa que la fracción LM8 produjo una disminución en la 
concentración de anión superóxido en un 32,4 %, 37,6 % 
y 70,5 % para las concentraciones de 60, 120 y 180 ug/
mL respectivamente, en una manera dependiente de la 
concentración, resultando significativo, (ANOVA, p<0,008) 
para la concentración de 180 ug/mL. 

REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE GENES 
PROINFLAMATORIOS

En la Figura 3 , se muestra los resultados de la expresión 
de genes proinflamatorios en leucocitos mononucleares 
activados con PHA y tratados con la fracción flavonoide 
LM8. Se observa que la fracción LM8 disminuyó 
significativamente la expresión de TNFα en un 87,8 % 
(p<0,002), IL8 en un 47,7 % (p=0,003) y de IL17 en un 50,1 % 
(p=0,001) respecto a las células tratadas sólo con PHA. 
Por otro lado, la fracción LM8 provocó un incremento en 
la expresión de IFNγ en un 23,4 % respecto a las células 
tratadas sólo con PHA (p=0,11).

DISCUSIÓN 

En este estudio se ha purificado y evaluado la actividad 
antinflamatoria de la fracción flavonoide (LM8), aislada 
a partir del extracto metanólico de hojas de Lepechinia 
meyenii (Walp.) Epling (salvia andina) en leucocitos de 
pacientes con AR. Durante el progreso de la inflamación 
los neutrófilos participan activamente en las respuestas 
inflamatorias a través de la liberación de citoquinas y 
mediadores proinflamatorios (8). Se ha demostrado que 
mediadores inflamatorios de especies reactivas de oxígeno 
(ROS), como el anión superóxido (O2−), juegan un rol clave 
en la patogénesis de muchas enfermedades inflamatorias 
crónicas y agudas. Igualmente se ha reportado que 
las especies reactivas de oxígeno estimulan distintas 
actividades celulares como la secreción de citoquinas y 

Figura 2. Efecto de la fracción flavonoide LM8 sobre la 
producción de anión superóxido en neutrófilos activados 
con phorbol myristate acetate (PMA) (p<0,008)

Figura 3. Niveles de expresión del RNAm de genes proinflamatorios: A) TNFα (Valor p=0,002), B) IL8 (Valor p=0,003), 
C) IL17 (Valor p=0,001) y D) IFNγ (Valor p=0,110), en leucocitos mononucleares activados con fitohemaglutinina (PHA) 
y tratadas con la fracción flavonoide LM8
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proliferación celular, mientras que concentraciones elevadas 
pueden inducir daño y muerte celular (8). Considerando que 
las especies reactivas de oxígeno como el O2− juegan un 
rol crítico en un tipo de enfermedad inflamatoria crónica 
como la artritis reumatoide, se estudió el efecto de la fracción 
flavonoide LM8, sobre la producción de anión superóxido 
O2− en neutrófilos activados. 

El tratamiento de los neutrófilos con la fracción LM8 
redujo la producción de O2− en una manera dependiente 
de la concentración. Recientes estudios han demostrado 
que un extracto soluble lipídico de ginsen rojo y de Salvia 
miltiorrhiza mostraron actividad antiinflamatoria a través de 
la disminución en la producción de ROS (8). Igualmente se 
ha reportado que otros componentes derivados de algunas 
plantas como curcumina, resveratrol e isoflavonas, ejercen 
actividad antiinflamatoria inhibiendo la producción de ROS, 
así como la activación de iNOS y COX en diferentes tipos 
celulares (8).

Las enfermedades inflamatorias se caracterizan entre otros 
eventos por la producción de cantidades significativas de 
radicales libres, así como de citoquinas proinflamatorias 
tales como TNFα, IL1, IL17, IL8, INF gamma (8). Los 
resultados obtenidos demuestran que la fracción LM8, 
disminuyó la expresión de TNFα, IL8 e IL17 en células 
mononucleares activadas con fitohemaglutinina (PHA). 
Una excesiva producción de citoquinas puede ser inducida 
por estímulos inflamatorios como el PHA en células 
mononucleares, lo cual incrementa la respuesta inmune 
simulando una inflamación (7,8,30,31). En este sentido la 
inhibición de citoquinas proinflamatorias ha sido identificada 
como un blanco para terapias antiinflamatorias avalando 
nuestros resultados de que la fracción LM8 posee una 
actividad antiinflamatoria inhibiendo la expresión del TNFα 
e IL8 en células mononucleares (8,30). 

Por otro lado, la fracción LM8 incrementó la expresión de 
interferón gama (IFNγ). Del mismo modo, se ha reportado 
que la quercetina incrementó la producción de IFNγ e inhibió 
la producción de IL4 en células mononucleares de sangre 
periférica (4). Marchi et al. demostró que el IFNγ protege 
del daño estructural en artritis experimental, regulando el 
influjo de neutrófilos hacia las articulaciones dañadas (29). 
Igualmente, en estudios in vitro usando sinoviocitos, el 
IFNγ moduló la producción de TNFα, IL-1β provocando 
una disminución de IL-8. Algunos reportes indican una 

disminución en la capacidad fagocítica y producción de ROS 
después del pre tratamiento con IFNγ, mientras que otros 
estudios demuestran un incremento de estos mediadores 
inflamatorios, estas diferencias pueden ser explicadas por 
diferencias en el tiempo de exposición a IFNγ, concentración 
y tipo de célula (29).

Entre las limitaciones de este estudio se indica que los 
leucocitos sanguíneos obtenidos apartir de los pacientes 
con artritis reumatoide no tuvieron un basal idéntico de 
activación en todas las muestras, por lo que se prefirió 
activar los neutrófilos y leucocitos mononucleares con PMA 
y PHA respectivamente a una concentración estándar. 
La fracción flavonoide LM8 fue una de las fracciones que 
obtuvo un mayor efecto antiinflamatorio pero no fue la única, 
por limitaciones de tiempo y monetarias no se evaluó las 
demás fracciones.

No se purificó el principio activo de la fracción LM8, por lo 
que es poco claro si la actividad de esta fracción es debido a 
la acción de un solo compuesto o al efecto aditivo o sinérgico 
de múltiples compuestos de esta fracción. No se elucidó la 
estructura del principio activo de la fracción LM8 debido a 
limitaciones de tiempo y monetarias.

En conclusión, los resultados sugieren que la fracción 
flavonoide LM8 purificada a partir de Lepechinia meyenii 
(Walp.) Epling tuvo un efecto antiinflamatorio, reduciendo 
la producción de anión superóxido en neutrófilos activados 
así como disminuyendo la expresión de citoquinas 
proinflamatorias tales como TNFα, IL8 e IL17 en leucocitos 
mononucleares de sangre periférica de pacientes con artritis 
reumatoidea.
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