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Resumen

El objetivo principal de este estudio fue evaluar
la actividad antiartritica de dos firmacos: La
Fenilbutazona (antiinflamatorio no esteroideo)
y Ciclofosfamida (inmunosupresor), el primero
utilizado en casos de inflamacién cronica en
humanos, el segundo como parte de los trata-
mientos para diversos tipos de cancer, inmuno-
supresor en trasplantes y enfermedades autoin-
munes como la artritis reumatoide. La evalua-
cion antiartritica de estos firmacos fue probada
sobre un modelo murido artritico inducido con
Adyuvante Completo de Freund. La Fenilbuta-
zona se administr6 a la dosis de 80 mg/kg y la
Ciclofosfamida a 10 mg/kg.

La administracion oral de fenilbutazona en
animales con artritis no establecida registré una
actividad significativa de inhibicion del edema
formado dentro del periodo de la fase aguda a
las 5 y 8 horas y para la fase cronica a partir del
dia 9 y hasta el término del experimento (dia
30). La ciclofosfamida solo mostr6 inhibicion
del edema dentro de los dias 15-19.

Palabras Clave

Adyuvante completo de Freund; Ciclofosfamida; fenilbutazona; ratas wistar; inmunosupresor; antiinflamatorio

Abstract

The main objective of this study was to evaluate
the antiarthritic activity of two drugs: Phenyl-
butazone (non-steroidal anti-inflammatory)
and Cyclophosphamide (immunosuppressant),
the first used in cases of chronic inflammation
in humans, the second as part of treatments for
various types of cancer, immunosuppressant in
transplants and autoimmune diseases such as
rheumatoid arthritis. The antiarthritic evalua-
tion of these drugs was tested on an arthritic
murine model induced with Freund's Complete
Adjuvant. Phenylbutazone was administered at
the dose of 80 mg / kg and Cyclophosphamide
at 10 mg / kg.

Oral administration of phenylbutazone in
animals with non-established arthritis registe-
red a significant edema inhibition activity
formed within the period of the acute phase at
5 and 8 hours and for the chronic phase from
day 9 and until the end of the experiment (day
30). Cyclophosphamide only showed inhibition
of edema within 15-19 days.



Introduccion

La artritis reumatoide, poliartritis inflamatoria
mdas comun del adulto, que afecta cerca del 1 %
de la poblacion mundial, predomina mas en
mujeres que en hombres, se presenta con
mayor frecuencia entre los 30 y 50 anos, y con-
lleva a una gran discapacidad del paciente. Se
caracteriza por una sinovitis erosiva simétrica,
en la cual el tejido conjuntivo prolifera (pan-
nus), invade y erosiona el cartilago y el hueso
de las articulaciones [1]. Se utilizan analgésicos
y antiinflamatorios, incluyendo los esteroides,
para suprimir los sintomas. Se han propuesto
nuevas terapias, como las dirigidas al factor de
necrosis tumoral alfa (infliximab) o la terapia
anti-CD20 (rituximab), que inhibe el proceso
inmunologico subyacente. Sin embargo, todos
estos farmacos tienen varios efectos no desea-
dos. Investigaciones recientes buscan descubrir
farmacos antiinflamatorios de accion prolonga-
da con minimos efectos secundarios [2]. Mode-
los animales han sido extensamente usados en
estudios de patogénesis de artritis reumatoide.
A pesar de las inherentes limitaciones de todos
los modelos animales, numerosos modelos de
roedores han hecho progresar significativa-
mente nuestro entendimiento en lo fundamen-
tal acerca de los mecanismos cruciales de la
artritis reumatoide y contribuido en el avance
actual del tratamiento [3]. La Fenilbutazona
fue introducida en la medicina humana en 1949
como un agente novedoso, siendo una droga
tipo antiinflamatorio no esteroideo (AINE)
para uso en el tratamiento de dolor inflamatorio
agudo y cronico, en particular diversas formas
de artritis (Von Rechenberg, 1962). Probd ser
un excelente analgésico y, por 30 afios ha sido
extensamente utilizado, por ejemplo, como la
droga de eleccion para el tratamiento de artritis
[4]. El uso de drogas inmunosupresoras para el
tratamiento de la artritis reumatoide ha sido
defendido por décadas. La ciclofosfamida es un
agente antineoplasico ampliamente usado en el
tratamiento de pacientes con cancer. Es una
droga alquilante, con un efecto citotéxico mar-
cado en células mononucleares y otros leucoci-
tos. Esos efectos resultan en la supresion de las
respuestas inmunes que se cree, estan involu-
cradas en la patogénesis de la artritis reumatoi-
de [5].

Materiales y métodos

Farmacos

Las sustancias empleadas fueron: Adyuvante
completo de Freund, Fenilbutazona y Ciclofos-
famida (Sigma Aldrich).

Vehiculo

Para realizar la administracion de los compues-
tos (Ciclofosfamida y Fenilbutazona), fue
empleado como vehiculo aceite de maiz
(0.1ml/100g), y

DMSO al 5% en referencia al volumen total del
aceite para cada dosis correspondiente.
Animales

Los experimentos efectuados fueron hechos
conforme a los estandares éticos para la investi-
gacion experimental del dolor en animales que
marca la Norma Oficial Mexicana para el cuida-
do y manejo de animales
(NOM-062-Z00-1999).

Se utilizaron ratas macho Wistar consanguineas
(173-235.5 g), éstas fueron obtenidas del Biote-
rio de la Divisién de Ciencias Naturales y Exac-
tas de la Universidad de Guanajuato. Los anima-
les se alojaron en 5 grupos, conteniendo 3
ratas/grupo: Vehiculo, Fenilbutazona A (Artri-
tis no establecida), Fenilbutazona B (Artritis
establecida), Ciclofosfamida A (Artritis no
establecida), Ciclofosfamida B (Artritis estable-
cida). Al término del experimento (30 dias),
todos los animales fueron sacrificados por
sobredosis de anestésico.

Actividad anti-inflamatoria

El estado de artritis fue inducido mediante una
inyeccion intradérmica plantar (con el empleo
de una aguja calibre 20) en la pata trasera dere-
cha de cada animal con un volumen de 0,05 ml
de adyuvante completo de Freund (Sigma
Aldrich).

La presente metodologia, descrita por New-
bould (1963) [6], ha sido extensamente utiliza-
da para detectar firmacos antiinflamatorios con
posible actividad antiartritica. Elegido de entre
multiples tipos de adyuvantes disponibles, el
adyuvante completo de Freund (CFA) es el que
mdas cominmente se emplea en la experimenta-
cion con animales, su contenido consiste en
micobacterias muertas (generalmente Mycoba-
terium bovis BCG) con una concentraciéon >
1mg/ml.

El avance del edema inducido fue valorado
mediante el método de desplazamiento volu-



métrico, bajo el empleo de un pletismémetro
digital PAN LAB. El desplazamiento del volu-
men fue valorado a las 3, 5, 8 y 24 horas poste-
rior a la inyeccién con CFA. Con el fin de eva-
luar la actividad en la induccidén de la artritis, el
avance del volumen de la pata de cada animal
fue registrado diariamente por 30 dias. En el
caso de los grupos de artritis no establecida la
Ciclofosfamida (10 mg/kg) y la Fenilbutazona
(80 mg/kg) fueron administradas via oral
previo una hora a la inyeccion de CFA y diaria-
mente hasta el dia 14. En el caso de los grupos
de artritis establecida la administracion de
Ciclofosfamida (10 mg/kg) y la Fenilbutazona
(80 mg/kg) se realizo a partir del dia 17 hasta el
dia 30, previo la inyeccion de CFA desde el dia
1, teniendo en ambos casos 14 dias de trata-
miento, y un previo ayuno de 1 h. Adicional-
mente, se observo la aparicion y avance de
lesiones secundarias en las patas no inyectadas,
orejas o cola de los animales de ensayo.

Las desigualdades entre los grupos de fairmacos
y el vehiculo fueron estadisticamente analiza-
das mediante la prueba estadistica de Tukey en
el software GraphPad Prism 7.

Resultados y discusion

El efecto observado en la artritis establecida
(Fenilbutazona B y Ciclofosfamida B) en las
ratas en las primeras horas post-induccion de la
inflamacion, empleando el adyuvante completo
de Freund, nos indicé que a las 3 horas hay una

Mediciones ternporales de artritis establecida
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IMAGEN 1: Artritis establecida (administracion del
farmaco del dia 17 al 30). Efecto de inhibicién del
edema posterior a la administracion (p.o.) de fenil-
butazona (80 mg / kg) y ciclofosfamida (10mg/kg)
en ratas wistar machos durante la fase aguda (3, 5, 8
y 24 horas). Cada punto en el curso del tiempo
muestra la media de tres mediciones. Los datos se
analizaron mediante la prueba de Tukey.

pequena inhibicion del edema en la ciclofosfa-
mida (Imagen 1), y en las horas posteriores se
observa una tendencia muy similar de el volu-
men del edema en los tres grupos pero en
ningun caso son resultados significativos de
inhibicion del edema para la fase aguda.
Respecto a la artritis no establecida (Fenilbuta-
zona A y Ciclofosfamida A), en las 3 horas pos-
teriores a la induccion de la inflamacion se
muestra una marcada inhibiciéon del edema por
parte de la Fenilbutazona, pero no es hasta las
horas 5 y 8 donde se registra un efecto de inhi-
bicion del edema estadisticamente significativo
respecto a los dos grupos adicionales evaluados
(Imagen 2), caso contrario de la Ciclofosfami-
da, que en ningin momento de la fase aguda
mostr6 un efecto significativo de inhibicion del
edema.

Mediciones temporales de artritis no establecida
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IMAGEN 2: Artritis no establecida (administracién
del farmaco del dia 1 al 14). Efecto de inhibicion del
edema posterior a la administracion (p.o.) de fenil-
butazona (80 mg / kg) y ciclofosfamida (10mg/kg)
en ratas wistar machos durante la fase aguda (3, 5, 8
y 24 horas). Cada punto en el curso del tiempo
muestra la media de tres mediciones. Los datos se
analizaron mediante la prueba de Tukey.
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IMAGEN 3: Artritis establecida (administracion del
farmaco del dia 17 al 30). Efecto de inhibicion del
edema posterior a la administracion (p.o.) de fenil-
butazona (80 mg / kg) y ciclofosfamida (10 mg /
kg) en ratas wistar machos durante la fase cronica.
Cada punto en el curso del tiempo muestra la media



de tres mediciones. Los datos se analizaron median-
te la prueba de Tukey.

En lo que respecta a la fase cronica, de los
grupos con la artritis establecida, la administra-
cion de Ciclofosfamida registré una inhibicion
de edema estadisticamente significativa los dias
15, 16, 17, 19 y 21, siendo el tratamiento con
esta droga el que presenta un comportamiento
mas favorable pues mantiene el desplazamiento
del volumen por debajo ligeramente de la Fenil-
butazona que so6lo presento

tres puntos relevantes al dia 14, 15 y 20 del
experimento, lo cual es un poco confuso, pues
no se administr6 medicamento hasta el dia 17
para estos grupos de artritis establecida, se
esperaba su comportamiento al inicio del expe-
rimento muy similar al control, mas tom6 una
tendencia a no inflamarse.

La respuesta favorable ante el uso de la ciclofos-
famida en la artritis establecida (Imagen 3) es
comprensible, tomando en cuenta la conocida y
empleada accidon inmunosupresora que contro-
la el nivel de inflamacion ya establecido evitan-
do un incremento de la respuesta inmune en la
extremidad, dejando el nivel de desplazamiento
en un area con poca variabilidad.

En la artritis no establecida (administracion de
ambos farmacos del dia 1 al 14), en la fase
cronica, se puede observar que el firmaco
Fenilbutazona muestra una inhibicion del
edema estadisticamente significativo para los
dias 9-23, 25, 26, 27 y 29 (Imagen 4). Siempre
manteniendo un nivel de inflamacién bajo y
favorable relativo al control y a la Ciclofosfami-
da. En el caso de la ciclofosfamida, ésta presen-
t6 una tendencia muy similar a la de la fenilbu-
tazona, registrandose una inhibicion del edema
estadisticamente significativa los dias 9, 13-17 y
19.
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IMAGEN 4: Artritis no establecida (administracion
del firmaco del dia 1 al 14). Efecto de la administra-

cion (p.o.) de fenilbutazona (80 mg / kg) y ciclofos-
famida (10 mg / kg) en ratas en la artritis no esta-
blecida crdnica (30 dias), induciendo con CFA la
fase de inflamaciéon en la pata trasera del muarido
(rata.). Cada punto en el curso del tiempo muestra
la media de tres mediciones. Los datos se analizaron
mediante la prueba de Tukey.

Ambos medicamentos mostraron una accion
eficaz desde los primeros dias, e inclusive mas
alla del cese de su administracion, manteniendo
esta tendencia hasta finalizado el experimento.
La Fenilbutazona debido a su toxicidad no se
emplea como analgésico o antipirético general.
Es efectiva en la mayoria de los trastornos mus-
culo esqueléticos (espondilitis anquilosante,
osteoartritis, artritis reumatoide, gota), pero
so6lo debe usarse en aquellos trastornos reuma-
ticos agudos que no han respondido a otras
terapias con drogas menos toxicas [7].

La Ciclofosfamida es un potente inmunosupre-
sor que puede disminuir la respuesta inmune
bloqueando la produccion de DNA en las célu-
las, es utilizada para severas complicaciones de
lupus, esclerosis sistémica, algunas formas de
vasculitis, miopatias, asi como polimiositis y
dermatomiositis; y algunas veces para artritis
reumatoide [8].

Es relevante mencionar que en el experimento
solo se utilizaron ratas macho, la razén es que
existen estudios que aseguran la interferencia
de los ciclos hormonales de las hembras y asi
los efectos que pueden ocasionar en los resulta-
dos, de aqui que el género influye en la preva-
lencia, curso y la gravedad de las enfermedades

[9].

Conclusion

Dentro de la fase aguda (artritis no establecida),
la fenilbutazona mostré un efecto significativo
de inhibicion del crecimiento del edema a las 5
y 8 horas.

En la fase cronica (artritis no establecida), la
fenilbutazona tuvo un efecto significativo de
inhibicion del edema a partir del dia 9 y practi-
camente hasta el término del experimento (dia
30). En el caso particular de la administracion
de ciclofosfamida, s6lo mostré un efecto signifi-
cativo de inhibiciéon del edema dentro del
periodo 15-19 dias.

Los resultados registrados para la fase cronica
(Artritis establecida), no son muy contunden-
tes, debido a que trabajamos con ratas de peso
corporal mayor a 200 g, mismas que muestran

4



cierta resistencia al proceso de inflamacion, sin
embargo es posible observar en los resultados
que la administracion de la fenilbutazona con-
trola en cierta manera mejor la formacién del
edema.
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