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RESUMEN 

Las funciones del cartílago articular se realizan gracias a la homeostasis 

entre sus componentes: los condrocitos, embebidos en una matriz extracelular 

(compuesta en su gran mayoría por agua, además de proteoglicanos y colágeno). 

La pérdida de ésta homeostasis se observa en el cartílago osteoartrítico donde el 

evento catabólico excede al anabólico culminando con la degeneración y pérdida 

de la matriz. Por tanto, el citoesqueleto establece una estrecha relación con la 

matriz extracelular en el que los cambios en la organización de estas proteínas de 

citoesqueleto están asociados a numerosos estados patológicos como es el caso 

de la Osteoartritis (OA). Dentro del tratamiento de la OA la medicina tradicional ha 

tenido efectos benéficos por vía tópica como es el caso de Arnica mexicana 

(Asterácea)  que por sus propiedades farmacéuticas atribuidas a sus aceites 

esenciales  y otros componentes, decidimos estudiar el efecto del aceite esencial 

sobre los patrones de distribución de las proteínas de citoesqueleto en explantes 

de cartílago. Para poder realizar esto, se inició con la obtención y posterior 

caracterización estructural del aceite esencial que nos reveló la presencia de 

monoterpenos, sesquiterpenos e hidrocarburos como componentes mayoritarios. 

Con esto,  iniciamos los ensayos de viabilidad (cytotox 96) los cuales indicaron 

que a las menores concentraciones (10-50 µg/ml) del aceite esencial utilizadas no 

tienen efecto citotóxico a las 48 y 96 h sobre los explantes tratados. El análisis 

inmunohistoquímico demostró que el aceite esencial mantuvo organizadas las 

proteínas de citoesqueleto y aún en presencia de disgregantes. Interesantemente 

este efecto se observó  muy evidente en vimentina lo que nos llevó a evaluar el 

efecto del componente mayoritario del aceite esencial sobre vimentina sin mostrar 

modificaciones sobre ésta. Finalmente, evaluamos la interacción del aceite 

esencial y acrilamida a diferentes tiempos y en diferente orden, observándose 

reorganización de los filamentos intermedios de vimentina en condrocitos 

inicialmente expuestos al aceite esencial y posteriormente a acrilamida. En 

conclusión, la interacción del aceite esencial y acrilamida al mismo tiempo 

muestran la reorganización de los filamentos de vimentina. 
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ABSTRACT 

 

Articular cartilage plays an important role because of their components: 

chondrocytes embebed in extracellular matrix, the last one composed by water, 

proteoglycans and collagen. The imbalance of the homeostasis between these 

compounds have been observed on osteoarthritic cartilage and the catabolic 

events exceed the anabolic one permiting the matrix degeneration. Therefore, the 

cytoskeleton establishes a intimate relationship with the extracellular matrix within 

the alteration of the cytoskeleton proteins are associated a several pathologic 

conditions as in the case of the osteoarthritis (OA). Among the multitude of AO 

therapies, traditional medicine have demonstrated beneficial effects topically as in 

the case of A. mexicana that their pharmaceutic essential oils properties and other 

compounds, we decided to study the effects of essential oils on the cytoskeleton 

proteins distribution of cartilage explants. To make this possible, we initiated with 

the essential oil obtaining and characterization that provided us the existence of 

monoterpenes, sesquiterpenes and hydrocarbon such mayor compounds. 

Therefore, we continued with viability essays (cytotox 96) which demostrated that 

the minor essential oils concentrations (10-50 µg/ml) don´t have cytotoxic effects at 

48 and 96 h on the treated explants. Immunohistochemical analysis demonstrated 

that the essential oil kept the cytoskeleton proteins organizated even with the 

disgregant. Particulary, this effect was observed on vimentin protein that led us to 

think to evaluate the mayor component of the essential oil on vimentin without 

modification on it. Finally, we evaluated the interaction between essential oil and 

acrylamide on different times and order, showing us the reorganization of vimentin 

on chondrocytes previously exposed to the essential oil and acrylamide later. In 

conclusion, the interaction between essential oil and acrylamide shows re-

organization of intermediate filaments of vimentin at the same time.   
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   1. INTRODUCCIÓN 

El cartílago articular es un tejido conectivo especializado, avascular, aneural 

y alinfático que recubre las superficies de los huesos en las articulaciones 

diartrodiales [1]. Estas están constituidas por una cavidad delimitada por la 

cápsula articular y la membrana sinovial, además del sistema ligamentario, 

tendones, superficie condral y hueso subcondral (Figura 1). 

Las funciones del cartílago articular incluyen la distribución de la carga, la 

resistencia a las fuerzas de compresión, y la facilidad de movimiento libre de 

fricción de los huesos. Estas propiedades del cartílago derivan de una estructura 

cuya base es una matriz extracelular (MEC), y un único tipo de células 

denominadas condrocitos. Estos son los responsables de la síntesis y degradación 

de los diferentes componentes de la MEC [2,3]. Ya que el cartílago desarrolla sus 

funciones en concentraciones bajas de oxígeno (1-7%), los condrocitos se 

adaptan a las condiciones de hipoxia a través de la glicólisis anaeróbica [4], 

obteniendo sus nutrientes por difusión a partir del líquido sinovial [5]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Figura 1. Articulación normal de la rodilla [6]. 

La MEC está compuesta por una fase líquida y una fase sólida. La fase líquida 

está conformada de agua (75-80%) en la cual se encuentran disueltos solutos 

iónicos y no iónicos [6]. La fase sólida está constituida por condrocitos en un 10%, 
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1.1 COMPONENTES DEL CARTILAGO ARTICULAR 

1.1.1 MATRIZ EXTRACELULAR 

1.1.1.1 Agua 

El agua ocupa del 65 al 80 % del peso total del cartílago, contribuye al 

mantenimiento de la elasticidad, la lubricación y el transporte de nutrientes desde 

el líquido sinovial. La mayor cantidad de agua (80%) se encuentra en la zona 

superficial y disminuye hasta un 65% en la zona profunda [8]. 

1.1.1.2 Proteoglicanos 

Los proteoglicanos están constituidos por glucosaminoglicanos de largas 

cadenas de polisacáridos no ramificados que consisten en unidades repetidas de 

disacáridos y un grupo sulfato (SO4 
2–). La presencia de disacáridos sulfatados 

junto a grupos iónicos de COO- (alejados de 1-1.5 nm) proporcionan una carga 

negativa a los glucosaminoglicanos y favorecen la hidratación del cartílago [9]. 

Glucosaminoglicanos como el condroitin sulfato (100 cadenas) y el queratán 

sulfato (60 cadenas) unidos a una proteína central constituyen el agrecano, el cual 

a su vez se une al ácido hialurónico a través de una proteína de unión (Figura 2). 

El agrecano es el principal proteoglicano del cartílago articular. La carga negativa 

de los agrecanos atrae cationes de la fase líquida dando como resultado una 

diferencia en la concentración de iones, incremento en la presión osmótica e 

hidratación de la matriz [9]. Otros proteoglicanos presentes en la MEC 

comprenden la decorina, biglicano y fibromodulina. 
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Figura 2. Estructura del agrecano [9]. 

 

1.1.1.3 Colágena 

 

La colágena representa el 50-60% del peso seco del cartílago, el tipo II es la 

más abundante (90-98%) y en menor proporción se encuentran colágena tipo VI, 

IX, X y XI [8]. Las colágenas se subdividen en fibrilares (tipo II y XI) y no fibrilares 

(tipos VI, IX y X). 

Las fibras de colágeno tipo II contribuyen en la fuerza tensil del cartílago [10]. El 

grosor de éstas es influenciado por otros tipos de colágeno y varían de acuerdo a 

la profundidad del cartílago [9]. Estas fibras de tipo II se asocian con fibras de tipo 

XI, las cuales controlan el diámetro fibrilar, para formar una red. Las fibras de 

colágeno tipo VI son microfibrillas que forman fibras elásticas localizadas en la 

región pericelular de los condrocitos [11]. Las fibras de colágeno tipo IX son 

clasificadas como fibrillas asociadas a colágeno con triples hélices interrumpidas, 

y que actúan como un puente entre las fibrillas y los agrecanos [12, 13]. Las fibras 

del tipo X son clasificadas como una red formadora de colágeno y su función aún 
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no se conoce [9]. Las fibras de colágeno son estabilizadas por proteínas de matriz  

acídica oligomérica (COMP) presentes en cartílago y tendones [14]. 

 

1.1.2 CONDROCITOS 

Los condrocitos son células de alrededor de 5 a 15 μm de diámetro [15], con 

una elevada actividad biosintética [16], provenientes de células mesenquimales 

(condroblastos) y usualmente dispuestas en grupos dentro de las denominadas 

lagunas. Estas células sintetizan factores catabólicos y anabólicos, los cuales 

actúan de manera autocrina-paracrina para mantener el equilibrio entre la 

degradación y síntesis de los componentes de la MEC. Entre los factores 

anabólicos se encuentran: factor de crecimiento transformante β (TGF-β), 

proteínas morfogenéticas óseas (BMPs), proteínas morfogenéticas derivadas de 

cartílago (CDMPs), factores de crecimiento similar a insulina (IGFs), factor de 

crecimiento de tejido conectivo (CTGF), factor de crecimiento hepatocítico (HGF) y 

factor de crecimiento de fibroblastos (FGF). Los factores catabólicos incluyen 

proteasas (metaloproteasas, serin proteasas y tiol proteasas), fibronectina, 

neuromediadores (leptina y neuropéptidos), factores inflamatorios (citocinas 

proinflamatorias, óxido nítrico, eicosanoides y receptores activados de proteasas 

[8]. 

El citoesqueleto de los condrocitos es una red tridimensional en el citoplasma que 

actúa como una interfase física con la MEC, censando los estímulos mecánicos y 

el inicio de las respuestas biosintéticas [8]. La función principal del citoesqueleto 

es condicionar el movimiento de los organelos y proporciona un andamiaje para 

los procesos metabólicos. Los tres sistemas primarios de proteínas que componen 

el citoesqueleto de los condrocitos son: microfilamentos de actina, microtúbulos de 

tubulina y filamentos intermedios de vimentina [16] (Figura 3). 
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Figura 3. Proteínas del citoesqueleto en condrocitos. 

http://saharaair.blogspot.com/2011/06/organelles-cytoskeleton.html 

 

1.1.2.1 ACTINA 

Los microfilamentos de actina tienen un espesor de 6 nm, una longitud 

variable y están involucrados en el fenotipo celular [17], movimiento de organelos 

[18], migración celular [19], endocitosis [20], secreción [21, 22] y ensamblaje de la 

MEC [23]. Estos filamentos de 43 kDa comprenden 3 diferentes monómeros (α, β 

y γ), los cuales conforman dos cadenas de subunidades globulares, actina G -que 

se polimeriza para formar una proteína filamentosa-, y actina F, que da origen a 

una espiral doble, soporte del filamento de actina. Los filamentos de actina se 

localizan en el citoplasma, son corticales y predominantemente distribuidos en la 

periferia del condrocito [24-27] (Figura 4a).   

 

 

 

 



F.S.M.D.	

 

 
7 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Citoesqueleto de condrocitos bovinos primarios visualizados por 

microscopía láser confocal: (a) microfilamentos F-actina, (b) microtúbulos de 

tubulina y (c) filamentos intermedios de vimentina [27]. 

 

1.1.2.2 TUBULINA 

Los microtúbulos de tubulina participan en motilidad y división celular, 

transporte de organelos, morfogénesis celular, y ensamblaje de estructuras 

esenciales como el retículo endoplásmico y el aparato de Golgi; forman una red 

laxa parecida a un cesto, distribuida en todo el citoplasma del condrocito [25, 28] 

(Figura 4b). La pared del microtúbulo se compone de 13 fibras lineales 

denominadas protofilamentos formadas por tubulina. Esta proteína está constituida 

por 2 polipéptidos, la α- tubulina y la β- tubulina, que se unen para formar 

heterodímeros y en presencia de GTP se polimerizan formando los 

protofilamentos [16]. 

 

1.1.2.3 VIMENTINA 

 

Los filamentos intermedios de vimentina tienen un diámetro de 10-12 nm, 

son el componente más estable del citoesqueleto y su función principal es conferir 

fuerza mecánica. Se encuentran distribuidos en todo el citoplasma desde la 

periferia de la célula hasta la membrana nuclear [29]. (Figura 4c). La vimentina 

consta de 2 polipéptidos que conforman una hélice alfa y se enroscan entre sí 

(“coiled coil”). Dos dímeros forman un tetrámero que se polimeriza extremo a 
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extremo dando lugar a un protofilamento. Ocho de éstos se unen lado a lado y se 

enrollan para formar una estructura cilíndrica que da origen al filamento 

intermedio. Existen 5 clases de filamentos, de los cuales solo se han demostrado 

los de clase III en condrocitos [16]. 

 

1.1.3 INTERACCION CITOESQUELETO-MEC 

Los condrocitos son expuestos a una variedad de fuerzas mecánicas 

incluyendo extensión, tensión o compresión in vivo. Para reconocer algunas de 

estas formas de estimulación mecánica los condrocitos deben expresar 

mecanorreceptores membranales que traduzcan los estímulos mecánicos en 

señales bioquímicas intracelulares (Figura 5); entre los cuales se encuentran los 

canales iónicos, discoidina (DDR), anexina V, receptor CD44, ancorina II (receptor 

de colágeno tipo II) y receptores de integrinas [30]. Las integrinas son las 

encargadas de modular la señalización que regula el crecimiento, diferenciación y 

mantenimiento de la homeostasis del cartílago [31].     

 

Figura 5. Interacción citoesqueleto-MEC en condrocitos. 
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Las integrinas son glucoproteínas transmembranales que comprenden 16 

subunidades α y 8 subunidades β, que al combinarse forman más de 20 

variedades, como son: fibronectina (a5b1, anb3, anb5), laminina (a6b1), colágena 

(a1b1, a2b1, a10b1) [32-34] y los ligandos específicos de cada receptor. El 

dominio citoplásmico de las integrinas interactúa con la actina del citoesqueleto del 

condrocito, permitiendo la transducción de señales mecánicas secundarias a 

respuestas bioquímicas [35]. Paxilina, talina y α-actina son proteínas adaptadoras 

que permiten la interacción de la integrina con la actina del citoesqueleto, 

formando un complejo (complejo de adhesión focal) de unión con cinasas, 

fosfatasas y otras moléculas de señal [36, 37]. Este complejo permite a los 

condrocitos sensar y responder a los estímulos mecánicos [34]. 

Otros receptores en los condrocitos son los de dominio discoidina (DDR) que 

pertenecen a la subfamilia de los receptores tirosin cinasa con ligandos para 

colágena [38, 39].  

La anexina V es también un receptor de colágena [40] específicamente con 

colágena tipo II y está involucrado en la regulación de apoptosis y mineralización 

de la placa de crecimiento [41]. Por último, CD44 es una glicoproteína de 

superficie que actúa como un receptor para colágena y hialuronato, la cual 

establece y organiza la matriz pericelular en los condrocitos y su disrupción puede 

alterar la sobrevivencia del condrocito [42].  

 

1.1.4 OSTEOARTRITIS 

La osteoartritis (OA) es una enfermedad articular progresiva y degenerativa, 

caracterizada por degradación y pérdida del cartílago articular, remodelación del 

hueso subcondral e inflamación de la membrana sinovial. La etiología se 

desconoce pero existen factores de riesgo intrínsecos como la edad, 

polimorfismos genéticos, el sexo y el estado hormonal; y factores de riesgo 

extrínsecos como defectos cartilaginosos, obesidad, traumatismos, pérdida de la 

alineación articular, hiperlaxitud ligamentaria y tabaquismo. La OA se presenta con 
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mayor frecuencia en personas mayores de 40 años, con una distribución del 18% 

en mujeres y 9.6% en varones, y en el 80% de los casos cursa con limitaciones 

del movimiento [43]. 

Las articulaciones más afectadas son las interfalángicas distales, seguidas de las 

proximales, rodilla y cadera [44]. La prevalencia de OA sintomática en rodilla y 

manos es de aproximadamente 30% en sujetos mayores de 65 años [45]. En 

México, de acuerdo al método AVISA (años de vida saludable) con registro en el 

año 2000, la OA se ubica en el segundo lugar de la consulta externa en el IMSS 

[46].  

Las alteraciones del cartílago osteoartrítico incluyen pérdida de la homeostasis 

donde el evento catabólico excede al anabólico culminando con la degeneración y 

pérdida de la matriz. Los condrocitos disminuyen la expresión de genes anabólicos 

específicos como agrecanos y colágeno de tipo II, y sobreexpresan colágeno tipo 

I, III y V [47]. Citocinas inflamatorias como IL-1, TNF-α, IL-17 e IL-18 actúan 

incrementado la síntesis de metaloproteasas (MMP-1, MMP-3, MMP-13), 

disminuyendo enzimas inhibidoras de MMPs y así la degradación de la MEC. Las 

citocinas anabólicas IGF-I, TGF-β1, 2 y 3, los factores de crecimiento de 

fibroblastos (FGFs) 2, 4 y 8, y las proteínas morfogéneticas del hueso (BMPs) 

actúan estimulando la síntesis de los componentes de la MEC (Figura 6). 

Los mecanismos fisiopatogénicos de la OA pueden resumirse en: 1) proliferación y 

muerte celular, 2) cambios en la actividad de síntesis y degradación de 

componentes de la MEC, 3) modulación fenotípica del condrocito, y 4) formación 

de osteofitos [47]. 
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Figura 6.  Desequilibrio de los procesos catabólicos y anabólicos del cartílago  

articular en OA [8b]. 

 

1.2 ANTECEDENTES 

1.2.1 Cambios del citoesqueleto en OA 

La organización y características del citoesqueleto en condrocitos normales 

han sido ampliamente estudiadas [25], sin embargo, los cambios que suceden en 

procesos de OA, se siguen investigando.  

Estudios comparativos de cartílago humano normal y cartílago osteoartritico, han 

evidenciado una elongación de la distribución de vimentina por microscopia 

confocal (Figura 7) [48] y una ruptura de 56 kDa a 46 kDa mediante Western-Blot y 

proteómica [49, 50].  
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Figure 8. Efecto de la IL-1β en la distribución de actina en cultivo de condrocitos 

humanos. Izquierda cultivo sin IL-1 β , derecha con IL-1 β  [54].  

 

Por último, se ha confirmado la disrupción de proteínas del citoesqueleto en cultivo 

de condrocitos por efecto de la adición de agentes disgregantes como la 

colchicina, la citocalacina D y acrilamida. En particular se reportó que la adición de 

5 mM de acrilamida en cultivo de condrocitos articulares bovinos causó el colapso 

de los filamentos de vimentina a los 7 días de tratamiento, así como también 

cambios menos evidentes para actina y tubulina (Figura 9) además de disminución 

en la síntesis de los proteoglicanos de la MEC, característica de la OA [55, 56]. 

 

Figura 9. Efecto de acrilamida sobre vimentina, tubulina y actina en condrocitos 

bovinos. (A, C, E) vimentina normal; (B, D, F) vimentina en presencia de 

acrilamida; (G, I) actina y tubulina normales; (H, J) actina y vimentina en presencia 

de acrilamida [55]. 
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1.2.2 Tratamiento de la OA 

El manejo habitual de la OA se divide en terapias farmacológicas, no 

farmacológicas, y tratamientos quirúrgicos (osteotomía, artrodesis y artroplastia). 

La terapia farmacológica se basa únicamente en el manejo sintomático del dolor y 

la inflamación, por ejemplo antiinflamatorios no esteroideos (AINES), inhibidores 

de la ciclooxigenasa 2 (celecoxib), glucocorticoides y opioides [4]. Las terapias no 

farmacológicas comprenden el uso de glucosamina, condroitin sulfato, S-adenosil-

metionina y ácido hialurónico, así como la reducción de peso y el ejercicio. 

Dentro de la terapia no farmacológica, la terapia alternativa incluye la acupuntura, 

la termoterapia, la estimulación nerviosa-eléctrica y el uso de diferentes plantas 

medicinales como el aguacate, árnica, ciprés, eucalipto, pino, romero, sauce, 

tomillo, ajo, entre otras.  

Particularmente Arnica montana (proveniente de Europa) perteneciente al género 

Arnica de la familia Asterácea, tiene una amplia tradición medicinal en forma de 

linimento en golpes, contusiones, torceduras, esguinces, traumatismos y procesos 

inflamatorios [57]. Se ha descrito que la helenalina compuesto presente en esta 

especie es el responsable de la actividad antiinflamatoria en afecciones 

reumáticas [57].  Adicionalmente, se sabe que el uso de geles de A. montana en 

articulaciones interfalángicas de pacientes con OA disminuye la intensidad del 

dolor y mejora la funcionalidad de la articulación [58]. In vitro, Arnica montana en 

tintura y gel sobre cultivo de condrocitos bovinos y humanos estimulados con 20 

ng/ml de IL 1β suprime la expresión del mRNA de MMP1 y MMP13, principales 

proteasas de la MEC en OA [59]. 

La especie de Arnica mexicana (Heterotheca inuloides), originaria de México, 

perteneciente al género Heterotheca igualmente de la familia Asterácea, es una 

especie que también se utiliza en infusiones aplicadas por vía tópica en 

traumatismos y problemas artríticos  sugiriendo que las sustancias volátiles 

apolares y de bajo peso molecular (aceites esenciales) presentes en la planta, 

podrían atravesar fácilmente el estrato corneo de la piel.  
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Los aceites esenciales tienen propiedades de ser líquidos a temperatura ambiente, 

volátiles, incoloros, con una densidad inferior a la del agua, poseen un índice de 

refracción elevado, la mayoría desvían la luz polarizada, son liposolubles y 

solubles en los disolventes orgánicos habituales. 

Aunque existen algunos reportes de la toxicidad de A. mexicana para sus 

componentes polares [60], la actividad biológica de los componentes apolares en 

procesos artríticos no ha sido estudiada hasta el momento. 

 

2. JUSTIFICACION 

 

La OA es la enfermedad articular crónico degenerativa más frecuente a nivel 

mundial y es el principal problema de discapacidad. Debido a que el tratamiento 

de la OA está limitado al alivio de los síntomas, la búsqueda de nuevas 

alternativas terapéuticas es necesaria. Dentro de la medicina tradicional mexicana, 

el uso de A. mexicana en el manejo de la OA ha proporcionado resultados 

sintomáticos satisfactorios, sin embargo, se desconocen los mecanismos de 

acción. Por otro lado, se sabe que la organización del citoesqueleto en condrocitos 

está asociada a modificaciones en la mecanotransducción, y las fuerzas de alto 

impacto sobre las articulaciones, (factor para el desarrollo de OA), alteran las 

proteínas del citoesqueleto. Por lo anterior, resulta de interés evaluar el efecto de 

A. mexicana sobre la organización de las proteínas de citoesqueleto en 

condrocitos, como parte de la investigación de los mecanismos moleculares de 

acción de esta especie en OA. 
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3. HIPÓTESIS 

 

El aceite esencial de Arnica mexicana tiene efecto sobre los patrones de 

distribución de las proteínas del citoesqueleto en explantes de cartílago articular. 

 

4.  OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar el efecto del aceite esencial de Arnica mexicana sobre los patrones 

de distribución de las proteínas del citoesqueleto en condrocitos.  

 

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 

1. Obtener y caracterizar químicamente el aceite esencial de Arnica mexicana. 

2.  Evaluar el efecto del aceite esencial de Arnica mexicana sobre la 

inmunoreactividad de proteínas del citoesqueleto (actina, tubulina y 

vimentina) en explantes de cartílago articular mediante microscopia láser 

confocal. 
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6. MATERIAL Y METODOS 

 

6.1 Material vegetal 

A. mexicana se adquirió en la central de abastos de la Ciudad de México, en 

los meses de Junio- Julio del 2010. Después de la limpieza se seleccionó la parte 

aérea (flores y hojas) para obtener 7 Kg del material vegetal. Para la identificación 

taxonómica se tomaron cuatro ejemplares limpios, secos y prensados en papel, 

que se depositaron en el Herbario Medicinal del IMSS-Centro Médico Nacional 

Siglo XXI, con número de registro: 15791 

 

6.2 Obtención del aceite esencial de A. mexicana  

Siete kilogramos de la parte aérea de A. mexicana se molieron y se 

mezclaron con agua. Mediante hidrodestilación al vacío se obtuvieron 1.2 mL de 

aceite esencial con una densidad de 0.9 g/mL. El aceite esencial se almacenó a -

20˚C para los posteriores ensayos. 

6.3 Caracterización química del aceite esencial de A. mexicana.  

La identificación de los principales componentes del aceite esencial de A. 

mexicana (AEAM) se realizó en un Cromatógrafo de Gases Hewlett Packard HP 

(Palo Alto, California, E.U.) serie II, 5890 acoplado a un Espectrómetro de Masas 

de flujo de electrones Hewlett Packard modelo 5972. Se utilizó 1 µL del aceite 

esencial diluido en 49 µl de diclorometano para su posterior inyección en el 

cromatógrafo, se utilizó una columna capilar HP- FFAP (Free Fatty Acids Phase) # 

19091F-112 de 25 m de longitud y espesor de película de 0.52 mm, apolar y con 

intervalo de temperatura de 60-240 oC, el radio de la columna fue de 150:0.32 mm.  

 

6.4 Obtención del cartílago articular 

Los explantes de cartílago articular se obtuvieron de acuerdo a los 

lineamientos de la Norma Oficial Mexicana NOM-069-ZOO-1999, especificaciones 

técnicas para la producción, cuidado y uso de los animales de laboratorio. Se 

utilizaron ratas Wistar machos adultos con peso de 130-150 g, se sacrificaron en 
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cámara de CO2 y previa asepsia y antisepsia de la región, se disecaron las 

articulaciones de rodilla y cadera. Posteriormente, en condiciones de esterilidad se 

obtuvo el cartílago articular de la cabeza, cóndilos femorales, y platillos tibiales, 

cuidando de no lesionar vasos sanguíneos y evitar contaminación. Una vez 

removidas las muestras, se lavaron en PBS estéril y se estabilizaron en medio de 

cultivo completo (DMEM [Dubelco´s Modified Eagle Medium, Gibco] + F12 

[Nutrient mixture]), suplementado con 10% de suero fetal bovino (Invitrogen) y 100 

U/mL de penicilina/estreptomicina (Gibco) y se mantuvieron en incubación durante 

48 h, a temperatura de 37°C, en condiciones de humedad constante (CO2/95%). 

Entonces, los explantes se colocaron en medio basal (DMEM + F12 suplementado 

con 1% de suero fetal bovino, 100 U/mL de penicilina/estreptomicina), y se 

iniciaron los tratamientos correspondientes. 

 

6.5 Ensayos de viabilidad 

La viabilidad de los condrocitos de los explantes (previa a los tratamientos 

con AEAM y posterior a cada uno de los mismos) se evaluó mediante el kit Cyto 

Tox96® (Non-Radioactive Cytotoxicity Assay, Promega), que consiste en una 

técnica colorimétrica no radioactiva que mide cuantitativamente la liberación de la 

enzima citosólica deshidrogenasa láctica (DHL), la cual es liberada al medio de 

cultivo en condiciones de lisis celular. La liberación de DHL convierte las sales de 

tetrazolio en rojo formazan, cuya absorbancia es analizada a una longitud de onda 

de 490 nm. 

La proporción de células viables se determinó cuantificando la liberación de DHL 

en el medio de cultivo de los explantes de cartílago incubados por 48 y 96 h en 

placas de 96 pozos, utilizando la siguiente fórmula: 

 

 

% citotoxicidad= Liberación de DHL problema - Liberación de DHL medio de cultivo x 100 

           Liberación de DHL máxima - Liberación de DHL medio de cultivo 
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6.6 Tratamiento de los explantes de cartílago articular con AEAM  

Previa estabilización y con una viabilidad mínima de 90%, se colocaron 30 

mg de explantes de cartílago articular por pozo en medio basal, y se dividieron de 

acuerdo a los siguientes grupos: 

 

1. AEAM a concentraciones de 10, 20, 30 µg/mL 

2. Alcanfor S y R (Sigma-Aldrich) a concentraciones de 2.8 y 8.4 

µg/mL en DMSO al 0.1% 

3. Acrilamida 40 mM 

4. Celecoxib (principal AINE utilizado en el tratamiento de la OA) 30 

µg/mL en DMSO al 0.1% 

 

5. AEAM (10, 20 y 30 μg/mL) / Acrilamida (40 mM) 

6. Alcanfor (R) (2.8 y 8.4 µg/mL) / Acrilamida (40 mM) 

7. Alcanfor (S) (2.8 y 8.4 µg/mL) / Acrilamida (40 mM)  

8. Celecoxib (30 µg/mL) / Acrilamida (40 mM) 

 

 

Los explantes en cada uno de los ensayos se incubaron durante 144 h con 

recambios de medio basal cada 48 h y se realizaron por triplicado. 

Con la finalidad de descartar una posible interacción entre el AEAM y la 

acrilamida, se realizaron dos ensayos en los cuales 30 mg de explante se 

incubaron a diferentes tiempo de exposición con AEAM y a las 48 h se adicionó 

acrilamida 40mM y viceversa.  

 

6.7 Ensayos de inmunohistofluorescencia  

Las alteraciones en los patrones de distribución de las proteínas del 

citoesqueleto se evaluaron mediante ensayos de inmunohistofluorescencia, los 

cuales se basan en la unión específica de los antígenos a anticuerpos acoplados a 

un fluoróforo y fueron visualizados mediante análisis de microscopia láser 

confocal. 

Controles 

Problemas 
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Los explantes de cartílago articular tratados se fijaron en una solución de 

paraformaldehído al 4% PBS y se mantuvieron a 4°C hasta ser utilizados. Previa 

inmersión en sacarosa al 10% durante toda la noche (como crioprotección), se 

realizaron cortes de 5 µm de espesor (SM2000 R Sliding Microtome, Leica, 

Heidelberg, Germany), se colocaron en portaobjetos previamente gelatinizados y 

se almacenaron a -20°C. 

Previo a los ensayos de inmunohistofluorescencia, los explantes se trataron con 

cloruro de amonio (50 mM) por 10 minutos y ácido clorhídrico (1M) por 2 horas con 

la finalidad de eliminar el RNA citoplasmático.  

Posteriormente, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia indirecta, para los 

cuales los cortes se hidrataron en PBS, se permeabilizaron con Tritón X-100 al 

0.2%, y se incubaron  con albumina bovina libre de IgG (A2058, Sigma-Aldrich) 

durante 20 minutos para bloquear el marcaje inespecífico. Entonces, se incubaron 

con anticuerpos primarios específicos para vimentina (sc-7558, Santa Cruz 

Biotechnology, Inc.) y β-tubulina (sc-9935, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) en 

forma independiente, por 1 h a temperatura ambiente y a una dilución de 1:50. 

Posteriormente se incubaron con el anticuerpo secundario (305-095-003, Jackson 

ImmunoResearch) acoplado a FITC (isotiocianato de fluoresceína) por 2 h, 

protegidos de la luz y en cámara húmeda.  

Otros ensayos incluyeron inmunofluorescencia directa, en los cuales, las 

criosecciones se incubaron con faloidina (sc-202763, Santa Cruz Biotechnology, 

Inc.) durante 40 min a una dilución de 1:150.  

Los núcleos en todas las muestras se contratiñeron con ioduro de propidio (25535-

16-4, Sigma-Aldrich) a una dilución de 1:500 por 5 min, se cubrieron con medio de 

montaje Vectashield (H-1000, Vector-laboratories) y se sellaron con barniz de 

uñas para su posterior análisis microscópico. Como controles positivos y negativos 

se utilizaron cortes de hígado, con omisión del anticuerpo primario e incubación 

con el anticuerpo secundario a las mismas diluciones. 
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6.8 Microscopía láser confocal 

Las muestras se analizaron en un microscopio láser confocal (Confocal Laser 

Scanning Microscopy, LSM 710, Carl Zeiss, Germany) que se encuentra en el 

Centro de Nanociencias y Micro y Nanotecnologías del Instituto Politécnico 

Nacional. Las condiciones para la obtención de las imágenes fueron: Modo Best 

Signal, Modo de escaneo Plane (2D), objetivo Plan-Apochromat 63x/1.40 Oil DIC 

M27, Pinhole de 48 µm, lásers Track 1, 488 nm al 3% de poder y  Track 2, 514 nm 

al 2% de poder, filtros 493-523 nm. 

6.9 Métodos estadísticos 

Para los ensayos de viabilidad los datos fueron expresados como la media ± 

el error estándar. La verificación de las diferencias significativas entre las 

concentraciones se determinó utilizando el análisis de varianza (ANOVA) de una 

vía y la prueba de Tukey (P<0.05). La verificación de las diferencias entre los 

tratamientos con respecto al tiempo, se determinó utilizando el análisis de varianza 

(ANOVA) de dos vías y la prueba de Bonferroni (P<0.05).  
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7. RESULTADOS  

 

7.1 Identificación y caracterización química del aceite esencial de A. 

mexicana 

Después de la identificación taxonómica de A. mexicana como Heterotheca 

inuloides, se depositaron dos ejemplares en el Herbario Medicinal del IMSS- Siglo 

XXI con el número de registro 15791. La identificación taxonómica fue realizada 

por la Maestra en Ciencias Abigail Aguilar Contreras.  

Siete kilogramos de la parte aérea de A. mexicana se sometieron a 

hidrodestilación al vacío dando como resultado 1.2 ml de aceite esencial. La 

densidad del AEAM se determinó con el método del picnómetro y fue de 0.9 g/ml. 

El aceite se almacenó a -20˚C para los posteriores ensayos. En la Figura 10 se 

muestran el cromatograma obtenido para el AEAM y en la Tabla 2, la identificación 

de los compuestos correspondientes a cada pico del cromatograma.   

 

 

Figura 10. Cromatograma para el aceite esencial de A. mexicana. 
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Tabla 2. Composición química del aceite esencial de A. mexicana. 

 

Compuesto 
Tiempo de 
retención 

Abundancia* 
(%) 

PM 

β-Mirceno 4.77 1.27 136  
Eucaliptol 5.64 2.45 154  
1-Hexanol 10.17 8.31 102  
3-Hexen-1-ol 11.03 2.91 100  
Tujona 11.6 3.31 152  
Terpineol 12.7 1.91 154  
Alcanfor 13.94 27.73 152  
Compuesto no 
identificado 

14.35 1.32 ? 

Terpineol 14.61 2.41 154  
4-Terpineol 15.71 11.45 154  
Cariofileno 15.88 4.39 204  
1-Metoxy-4-(2-
propenil),benzeno 

17.52 1.18 148  

Germacreno 18.57 8.09 204 
α-Cariofileno 19.08 1.28 204 
α-Farneseno 19.21 3.1 204 
Naftaleno 19.89 2.5 204 
Óxido de cariofileno 26.52 1.7 220 
Cadalina 30.7 1.26 198 
Compuesto no 
identificado 

33.19 1.22 ? 

Total de 
Hidrocarburos 

 11.22 
 

Total de 
Monoterpenos 
oxigenados 

 54.92 
 

Total de 
Sesquiterpenos 
hidrocarbonados 

 9.32 
 

Total de 
Sesquiterpenos 
oxigenados 

 6.06 
 

Compuestos 
Aromáticos 

 3.65 
 

Total  85.2 
 

*Compuestos con abundancia mayor al 1% 
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El AEAM contiene por lo menos 62 compuestos, de los cuales 19 tienen una 

abundancia mayor al 1% y suman el 85.2% del total. De estos 19 compuestos, los 

monoterpenos oxigenados son el grupo más abundante sumando un 54.9 % del 

total. En proporción decreciente se encontraron los hidrocarburos tipo alcohol con 

una contribución del 11.2%, los sesquiterpenos no oxigenados con un 9.3%, los 

sesquiterpenos oxigenados con un 6% y por último los compuestos aromáticos 

con una contribución del 3.7%. Los cuatro compuestos mayoritarios en el AEAM 

en orden decreciente son: el alcanfor en un 27.7 %, el 4-terpineol en un 11.4 %, el 

1-Hexanol en un 8.3% y el germacreno en un 8 % (Figura 11), los cuales suman el 

55.4% de la composición total.  

 

 

Figura 11. Representaciones moleculares de los cinco compuestos más 

abundantes en el AEAM. 
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7.3 Efecto del AEAM sobre proteínas del citoesqueleto  

El efecto del AEAM sobre los patrones de distribución de las proteínas del 

citoesqueleto en condrocitos se evaluó mediante inmunofluorescencia y 

microscopia láser confocal en criosecciones de explantes de cartílago.  

La organización de los filamentos de actina en condrocitos de explantes de 

cartílago normal se distribuyó predominantemente en la porción cortical 

delimitando el borde celular (Figura 13 C-E). La exposición de los explantes a 

acrilamida modificó la organización de la actina, mostrando condensación de la 

marca e inmunolocalización paranuclear (Figura 13 F-H). Comparativamente, en 

las muestras tratadas con AEAM y acrilamida simultáneamente, no se observaron 

cambios en el patrón de distribución de la actina, conservando una disposición 

similar a la referida en condrocitos normales (Figura 13 I-N). Por otra parte, la 

apariencia de la actina en muestras de cartílago control tratadas únicamente con 

AEAM (10, 20 y 30 µg/ml) no se modificó (Figura 13 O-T). Como control, los cortes 

de parénquima hepático mostraron inmunomarcaje de actina en un patrón difuso 

en todo el citoplasma de los hepatocitos (Figura 13 A-B).  
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Figura 13. INMUNOREACTIVIDAD DE MICROFILAMENTOS DE ACTINA. A-B 

Control positivo (hígado); C-E cartílago articular normal; F-H acrilamida (40 Mm); I-

J AEAM (10 µg/mL); K-L AEAM (20 µg/mL); M-N AEAM (30 µg/mL); O-P AEAM 

(10 µg/mL) y acrilamida (40 mM); Q-R AEAM (20 µg/mL) y acrilamida (40 mM); S-

T AEAM (30 µg/mL) y acrilamida (40 mM). 
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La inmunoreactividad de los microtúbulos en condrocitos de cartílago articular 

normal se observó con un patrón punteado distribuido en todo el citoplasma y 

formando compartimientos (Figura 14 C-E). En contraste, los microtúbulos de 

explantes tratados con acrilamida mostraron condensación y pérdida de la 

compartamentalización, con un patrón granular, fino y difuso (Figura 14 F-H). 

Mientras que los microtúbulos en explantes expuestos a la combinación de AEAM  

(10, 20 y 30 µg/mL) y acrilamida (40mM) muestran una apariencia similar a las 

células normales con un patrón punteado difuso (Figura 14 I-N). Como controles, 

la inmunodetección de los microtúbulos en explantes tratados con el AEAM sin 

acrilamida no mostró cambios en la distribución normal de la proteína (Figura 14 

O-T). La inmunoreactividad de los microtúbulos en hepatocitos control se observó 

difusamente en todo el citoplasma (Figura 14 A-B). 
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Figura 14. INMUNOREATIVIDAD DE MICROTUBULOS DE TUBULINA. A-B 

control positivo (hígado); C-E cartílago articular normal; F-H acrilamida (40 Mm); I-

J AEAM (10 µg/mL) y acrilamida (40 mM); K-L AEAM (20 µg/mL) y acrilamida (40 

mM); M-N AEAM (30 µg/mL) y acrilamida (40 mM); O-P AEAM (10 µg/mL); Q-R 

AEAM (20 µg/mL); S-T AEAM (30 µg/mL). 
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Los filamentos intermedios de vimentina en las secciones de cartílago normal se 

confinaron a la región paranuclear con un patrón moteado (Figura 15 C-E). El 

cartílago tratado con 40 mM de acrilamida, mostró desensamble de los filamentos 

de vimentina, colapso y redistribución desde la periferia celular al núcleo (Figura 

15 F-H). En contraste, el tratamiento con AEAM y acrilamida no afectó la 

organización de la red de filamentos, la cual mostró una disposición similar a la 

observada en el cartílago no tratado (Figura 15 I-N). Análogamente, los cortes de 

cartílago control tratados con AEAM únicamente conservaron la 

inmunolocalización de la proteína (Figura 15 O-T). Secciones de parénquima 

hepático como control mostraron inmunoreactividad para vimentina difusa y 

ampliamente distribuida en el citoplasma de los hepatocitos (Figura 15 A-B). 
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Figura 15. INMUNOREACTIVIDAD DE FILAMENTOS INTERMEDIOS DE 

VIMENTINA. A-B control positivo (hígado); C-E cartílago articular normal; F-H 

acrilamida (40 Mm); I-J AEAM (10 µg/mL) y acrilamida (40 mM); K-L AEAM (20 

µg/mL) y acrilamida (40 mM); M-N AEAM (30 µg/mL) y acrilamida (40 mM); O-P 

AEAM (10 µg/mL); Q-R AEAM (20 µg/mL); S-T AEAM (30 µg/mL). 



F.S.M.D.	

 

 
33 

 

7.4  Efecto de los monoterpenos sobre filamentos intermedios de vimentina 

de condrocitos. 

Dado que el alcanfor fue el compuesto mayoritario obtenido de la 

caracterización del extracto de AM, decidimos evaluar el efecto de los 

enantiómeros S y R de alcanfor sobre los filamentos intermedios de vimentina en 

los explantes de cartílago. Interesantemente, los condrocitos de las muestras 

tratadas con los enantiómeros S o R y acrilamida, no mostraron modificaciones en 

la organización de la red de filamentos de vimentina, y las células conservaron el 

patrón de inmunomarcaje de la proteína similar a los condrocitos normales (Figura 

16 A-C y G-I). Asimismo, el uso de cualquiera de los enantiómeros sin 

combinación con la acrilamida, no indujo cambios en la disposición ni la 

organización de la vimentina (Figura16 D-F y J-L). Como control, utilizamos el 

compuesto celecoxib (ampliamente usado en el manejo de la OA) en combinación 

con acrilamida, observándose mantenimiento del fenotipo de los filamentos 

intermedios de vimentina (Figura 16 M-O). 
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Figura 16. Efecto del alcanfor y celecoxib en los filamentos intermedios de 

vimentina en condrocitos. A-C Alcanfor (S) (30 µg/mL) y acrilamida (40mM); D-

F Alcanfor (S) (30 µg/mL); G-I Alcanfor (R) (30 µg/ml) y acrilamida (40Mm); J-L 

Alcanfor (R) (30 µg/ml); M-O celecoxib (30 µg/mL) y acrilamida (40mM). 
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7.5  Interacción de AEAM y acrilamida  

Finalmente, los explantes de cartílago expuestos inicialmente a acrilamida 

durante 48 h, y posteriormente a AEAM por 72 h no mostraron cambios fenotípicos 

del patrón de inmunoreactividad de la vimentina (Figura 17 G-I). Este resultado fue 

similar a lo observado en explantes tratados con acrilamida sin aceite esencial 

durante 48 h y sin exposición al compuesto por las siguientes 48 h (Figura 17 A-

C). Contrariamente, los condrocitos expuestos inicialmente a AEAM por 48 h y 

posteriormente a acrilamida mostraron reorganización de los filamentos 

intermedios de vimentina y condensación de la marca (Figura 17 D-F). 
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Figura 17. Interacción de acrilamida y AEAM sobre los filamentos intermedios 

de vimentina. A-C Acrilamida (40mM); D-F AEAM (30 µg/ml) por 48 h más 

acrilamida (40 mM) por 48 h más. G-I Acrilamida (40 mM) por 48 h y AEAM (30 

µg/ml) por 72 h más. 
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8. DISCUSION 

La parte aérea (hojas y flores) de A. mexicana (Heterotheca inuloides) ha 

sido ampliamente utilizada en la medicina tradicional mexicana para el tratamiento 

de enfermedades inflamatorias y afecciones reumáticas debido a sus propiedades 

anti-inflamatorias y analgésicas [61-63]. A pesar de su uso popular, hasta el 

momento, no hay evidencia científica sobre los mecanismos de acción de A. 

mexicana en afecciones reumáticas inflamatorias, lo que hace de este tema, un 

área de interés. Aunque la OA no es una artropatía inflamatoria clásica, 

frecuentemente está asociada con dolor en articulaciones, inflamación, rigidez e 

incapacidad de movimientos [64]. Este trastorno se caracteriza por la 

degeneración progresiva del cartílago articular, sinovitis limitada, cambios en el 

tejido periarticular y la exposición del hueso subcondral [65]. En OA se describe un 

desequilibrio entre los eventos catabólicos y anabólicos que culminan en perdida 

de la MEC. Se sabe además que el metabolismo del condrocito (único 

componente celular del cartílago articular) está influido por la morfología y la 

organización del citoesqueleto [66]. Así, como parte de la investigación completa 

de los mecanismos de acción de A. mexicana en OA, en este trabajo se evaluó el 

efecto del AEAM sobre la organización del citoesqueleto en condrocitos.  

Debido a que en la medicina tradicional, A. mexicana ha sido utilizada tópicamente 

en el dolor articular con resultados de mejoría sintomática, se sugiere que las 

propiedades farmacéuticas de esta especie pueden atribuirse a sus compuestos 

volátiles (aceite esencial) que por ser apolares y de bajo peso molecular puedan 

permear con facilidad a través de la piel [60]. Los aceites esenciales son mezclas 

de compuestos biosintetizados por las plantas que dan el aroma característico a 

las especies vegetales y a ciertos extractos de origen animal. Estos compuestos 

se caracterizan por ser volátiles, apolares y de bajo peso molecular. Los 

compuestos que forman la parte principal de los aceites esenciales son 

específicamente de tipo terpeno, formados por unidades de isopreno unidas en 

estructuras de 10 carbonos (monoterpenos) y 15 carbonos (sesquiterpenos) 

(Figura 18). En menor cantidad se encuentran compuestos de bajo peso molecular 
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como hidrocarburos con funcionalidad tipo cetona, aldehído, alcohol, etc. y 

compuestos aromáticos.  

 

Figura 18. Estructuras químicas de terpenos. En color se marcan las unidades de 

isopreno. 

 

Un total de 62 compuestos fueron observados en el AEAM, sin embargo para la 

discusión sólo se tomaron en cuenta aquellos que presentaron una abundancia 

mayor del 1%, éstos suman el 85.2 % del total.  

La caracterización química del AEAM fue comparada con una identificación 

realizada previamente para el aceite esencial de las hojas de A. mexicana [70], de 

dicha comparación puede resaltarse dos puntos principales: La naturaleza química 

de la mayoría de los compuestos es similar, sin embargo existen diferencias entre 

sus abundancias y el alcanfor fue el compuesto mayoritario en este estudio, 

siendo este uno de los cinco compuestos más abundantes previamente 

identificados. Con el objetivo de dar una idea de los compuestos identificados en 

estudios previos, en la Tabla 3 se muestra una comparación de los cinco 

compuestos más abundantes en ambas caracterizaciones. 
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La variabilidad en la abundancia de los compuestos químicos entre ambos 

estudios, puede explicarse en términos de que la composición química de un 

aceite esencial puede variar de acuerdo al clima, composición de la tierra, órgano 

de la planta, edad y ciclo vegetativo [67-69]. 

Tabla 3. Comparación de la caracterización química del AEAM de este trabajo y la 

reportada en la literatura [70]. 

Compuesto  Abundancia (%) 

  En este trabajo  Descrita 

Alcanfor  27.73  5.58 

4‐Terpineol  11.45  1.60 

1‐Hexanol  8.31  ‐ 

Germacreno  8.09  4.10 

Cariofileno  4.39  3.10 

Α‐cubebeno  <1  22.50 

Borneol  <1  8.80 

Epoxido  de 
cariofileno 

1.70  6.58 

Mirceno  1.27  6.61 

Alcanfor  27.73  5.58 

 

8.1 Efecto del AEAM sobre la viabilidad en condrocitos 

El ensayo de viabilidad empleando la evaluación de la enzima LDH en el medio de 

cultivo, demostró mediante análisis estadístico que el AEAM a concentraciones de 

10-50 μg/ml no es citotóxico para las condrocitos a los tiempos de 48 y 96 h. De 

estos resultados se decidió utilizar las tres primeras concentraciones no citotóxicas 

para los ensayos posteriores.  
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8.2 Efecto del AEAM sobre el citoesqueleto 

El citoesqueleto de los condrocitos comprende una red de microfilamentos de 

actina, microtúbulos de tubulina y filamentos intermedios de vimentina [50]. Cada 

componente tiene una distribución y una participación específica dentro del 

condrocito, además de interaccionar con elementos de la MEC en respuesta a 

procesos de mecanotransducción y mantenimiento de la homeostasis.  

La acrilamida es un compuesto ampliamente utilizado para inducir el desensamble 

de los filamentos intermedios de vimentina; en condrocitos articulares, está 

descrito que provoca disrupción y pérdida de la organización de la red de los 

filamentos. Los cambios de reorganización de la vimentina generalmente son 

observados en condrocitos después de las 24h de exposición, con un pico entre 

los 3 y 7 días [27]. 

Aun cuando está reportado que la acrilamida no induce cambios sobre actina y 

tubulina en condrocitos [26], nuestros resultados mostraron cambios en el patrón 

de inmunolocalización de las proteínas actina, tubulina y vimentina bajo el efecto 

de este compuesto. El efecto de la acrilamida mostró condensación de la actina, 

contracción y pérdida de la compartamentalización de la tubulina, colapso y 

redistribución de los filamentos intermedios de vimentina.  

Interesantemente, el tratamiento simultáneo de AEAM y acrilamida no indujo 

modificaciones en la distribución de la vimentina, y el patrón de inmunolocalización 

de la proteína en los condrocitos fue similar al de las células no tratadas. De 

acuerdo a estos resultados, se plantearon dos posibilidades: 

1. El AEAM podría tener un papel condroprotector que proteja la organización 

de la red de filamentos intermedios de vimentina, o bien 

2. La interacción entre el AEAM y la acrilamida podrían bloquear la disrupción 

de la red de filamentos de vimentina. 

Al respecto, los explantes expuestos inicialmente a AEAM y posteriormente a 

acrilamida, mostraron colapso y redistribución de los filamentos de vimentina, con 



F.S.M.D.	

 

 
41 

 

un patrón de inmunoreactividad similar al observado con el uso de acrilamida 

solamente. Lo cual, sugirió que el AEAM no tuvo efecto condroprotector preventivo 

y por lo tanto la acrilamida indujo el desensamble de la vimentina después de las 

24 h de exposición. Por el contrario, los explantes tratados inicialmente con 

acrilamida durante 48 h y posteriormente con AEAM mostraron una distribución 

del inmunomarcaje de la proteína similar al observado en condrocitos no tratados. 

De acuerdo a estos resultados, es posible que el efecto del AEAM sobre el 

citoesqueleto de vimentina promueva la reorganización de vimentina posterior al 

desensamble provocado por la acrilamida y que no se deba a la interacción con 

este compuesto. 

Por otra parte, los resultados de la caracterización del AEAM mostraron que el 

componente mayoritario fue el alcanfor; por lo tanto, es probable que el efecto 

observado en los ensayos de inmunohistofluorescencia, pudiera deberse a este 

compuesto. Es bien conocido que el alcanfor consta de dos enantiómeros (S y R), 

surge por lo tanto el planteamiento de que el efecto del compuesto pudiera 

deberse a uno u otro isómero.  

La inmunodetección independiente con cada uno de estos enantiómeros en 

explantes de cartílago no mostró diferencias sobre la apariencia de la vimentina, 

sin embargo, en ambos casos el patrón de inmunomarcaje fue similar al 

observado con el tratamiento de AEAM.  

Aun cuando son necesarios otros estudios que permitan comprobar estos 

resultados, estas aseveraciones plantean diversas perspectivas que podrían 

dilucidar los posibles efectos del AEAM como tratamiento en la OA. 
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9  CONCLUSIONES 

 

 El alcanfor es el compuesto mayoritario encontrado en el AEAM. 

 Las concentraciones de 10-30 µg/ml de AEAM no son citotóxicas a las 48 y 

96 h en cultivos primarios de condrocitos. 

 La acrilamida induce cambios en los patrones de inmunoreactividad de las 

proteínas del citoesqueleto (actina, tubulina y vimentina) en condrocitos de 

explantes de cartílago articular. 

 El AEAM no tiene efecto protector sobre la organización de las proteínas 

del citoesqueleto en condrocitos cuando se induce disgregación con 

acrilamida.  

 El AEAM promueve posiblemente la reorganización de los filamentos 

intermedios de vimentina en condrocitos expuestos a acrilamida.  

 El efecto del AEAM sobre el citoesqueleto en explantes de cartílago 

articular podría atribuirse al alcanfor. 
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10  PERSPECTIVAS 

 

 Confirmar por la técnica de tinción negativa por microscopía electrónica, la 

actividad observada en este trabajo del el aceite esencial de A. mexicana 

sobre los filamentos intermedios de vimentina en condrocitos.  

 

 Determinar mediante ensayos de Western Blot, la actividad observada en 

este trabajo del aceite esencial de A. mexicana sobre los filamentos 

intermedios de vimentina, en condrocitos.  

 

 Evaluar el efecto de A. mexicana sobre los patrones de distribución de 

proteínas de citoesqueleto en condrocitos en el modelo de osteoartritis 

inducida en rata. 
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