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Objetivo. Determinar la actividad antinflamatoria in vitro de los extractos etandlicos de Croton lechleri,
Chenopodium ambrosioides L., Peperomia congona Sodiro y Perezia coerulescens, mediante el método
de estabilizacién de la membrana de glébulos rojos. Materiales y métodos. Se emplearon muestras de
sangre humana, donde se evaluaron cuatro diluciones seriadas, 200, 100, 50 y 10 pg/mL de los diferentes
extractos, usando una solucién isosalina (0,85%, pH 7,2) como medio de dilucion, y como farmaco de
referencia dexametasona (200 ug/mL). Se determinaron los porcentajes de hemdlisis y proteccién de la
membrana del glébulo rojo. Resultados. Se encontraron diferencias significativas entre los promedios de
porcentajes de proteccion y las concentraciones en el caso de Ch. ambrosioides L (p<0,001), P. coerulescens
(p<0,001) y C. lechleri (p<0,001). Se encontrd correlacion lineal entre los porcentajes de proteccion y la
concentracion en el caso de Ch. ambrosioides L (R*= 0,795; p<0,001), C. lechleri (R*= 0,631; p<0,001) y
P. coerulescens (R?= 0,899; p<0,001). Los extractos de C. lechleri a 100 y 200 ug/mL; y el extracto de P.
coerulescens a 200 ug/mL no presentaron diferencias significativas en sus porcentajes de proteccion en
comparacion al uso de dexametasona 200 ug/mL (p>0,05) Conclusién. Los extractos etandlicos de P.
coerulescens, Ch. ambrosioides Ly C. lechleri, presentan actividad antinflamatoria mediante la inhibicién
de la lisis de la membrana celular en glébulos rojos. En el caso del extracto de C. lechleria 100y 200 ug/mL,
asi como el extracto de Ch. ambrosioides L a una concentracion de 200 ug/mL, mostraron un desempefio
similar al fdrmaco de referencia (dexametasona).

Palabras clave: Extractos Vegetales, Técnicas In vitro, Eritrocitos, Antiinflamatorios, Terapéutica.
(fuente: DeCS BIREME)

In Vitro Anti-Inflammatory Effect Of Four Peruvian
Medicinal Herbs Ethanolic Extracts

ABSTRACT

Objective. To determine in vitro anti-inflammatory activity of Croton lechleri Chenopodium
ambrosioides L, Peperomia congona Sodiro, and Perezia coerulescens ethanolic extracts, by stabilization
method of red blood cells membrane. Materials and methods. Human blood samples were used and
was evaluated in four serial dilutions, 200 100, 50, and 10 ug/mL of the different extracts, using an
isosaline solution (0.85%, pH 7.2) as dilution medium and dexamethasone as reference drug (200 ug/
mL). Results. The extracts of Croton lechleri and Chenopodium ambrosioides L., showed the highest
protection (43.2 + 0.9%) and (41.8 + 2.2%), and a lower hemolysis percentage (56.8 + 0.9% and 58.2
+ 2.2%, respectively) at a concentration of 200 ug/mL. Conclusion. The ethanolic extracts of the
evaluated plants have an anti-inflammatory effect in vitro by the method of stabilization of the red
blood cell membrane and its effect is dependent on its concentration.

Keywords: Plant Extracts, In Vitro Techniques, Erythrocytes, Anti-imflammatory Agents, Therapeutics.
(source: MeSH NLM).
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Introduccion

La inflamacién es una respuesta bioldgica compleja de los
tejidos vasculares a los estimulos nocivos y también una
parte de la respuesta inmune no especifica que se produce
en la reaccién a cualquier tipo de lesiones corporales.
También es un intento de un organismo para eliminar los
estimulos perjudiciales e iniciar el proceso de curacién ®. El
proceso de inflamacion se inicia con la activacién y liberacion
de diferentes tipos de mediadores, tales como: histamina,
serotonina, sustancias de reaccion lenta de la anafilaxis
(SRS-A), prostaglandinas, algunos sistemas enzimaticos
plasmay el sistema de cinina .

El dolor e inflamacidn representan sintomas y signos muy
frecuentes en numerosas enfermedades, lo que conlleva
al aumento del consumo de farmacos analgésicos, como
antinflamatorios no esteroideos (AINE) o esteroideos (AIE),
con los consecuentes efectos adversos ©. El tratamiento
clinico del dolor crénico por antinflamatorios no esteroideos
(AINE), esteroides, antidepresivos, antiepilépticos, y/o
medicamentos opioides, sigue siendo insatisfactorio en
la mayoria de los casos, y es un reto para los médicos e
investigadores que se han comprometido a buscar nuevos
analgésicos con gran potencia analgésica, con nulos efectos
secundarios o que sean relativamente menores .

El tratamiento con plantas medicinales, utilizado desde
tiempos ancestrales, es una alternativa para el alivio de estos
sintomas ©). Algunas plantas medicinales han demostrado
ser Utiles para el tratamiento de muchas enfermedades
inflamatorias y, generalmente, estan desprovistas de efectos
adversos graves ©. Dentro de los mecanismos de accidn
estudiados, se han demostrado efectos inhibitorios sobre
enzimas como la COX-1, COX-2, y 5-LOX, las cuales tienen un
papel fundamental en las principales vias implicadas en los
procesos inflamatorios . Asimismo, con el aumento en el
conocimiento de la neurobiologiay la fisiopatologia del dolor,
se han encontrado nuevos mecanismos antinflamatorios
y analgésicos, como receptores del potencial transitorio
vanilloid tipo 1 (TRPV1), receptores de cannabinoides (CB2),
inhibidores de la amida de acido graso hidrolasa (FAAH), los
receptores del subtipo GABA-A o receptores de imidazolina
12, que también se encuentran en plantas medicinales
tradicionalmente usadas “10%%),

En nuestro pais se han encontrado muchas plantas oriundas
utilizadas, tradicionalmente, para el tratamiento del dolor e
inflamacion; dentro de las mas usadas se encuentran: Croton
lechleri “sangre de drago” “?; Chenopodium ambrosioides
L. “paico” **), Peperomia congona Sodiro “congona” 'y
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Perezia coerulescens “mancharisga” ), las cuales son objeto
de estudio en esta investigacion.

En el caso de Croton lechleri, sus efectos antinflamatorios
han sido reportados en modelos in vivo e in vitro, como
inhibidores neurogénicos, pero los estudios aun son muy
escasos 19, Asimismo, se encontraron pocas investigaciones
con resultados alentadores sobre el efecto antinflamatorio
de Chenopodium ambrosioides L, sugiriendo la inhibicion de
mediadores como bradiquininas, éxido nitrico, prostaglandina
E, TNF-a, etc. *7. Con respecto a Peperomia congona Sodiro
y Perezia coerulescens, solo hay estudios etnobotdnicos y
evidencia de uso ancestral que podria sustentar su posible
efecto antinflamatorio &%),

La presente investigacion informa sobre la actividad
bioldgica de cuatro extractos etandlicos de plantas peruanas
sobre los glébulos rojos de sangre humana expuestos a la
lisis hipotdnica inducida. Este modelo permite estimar si el
efecto antinflamatorio de estos extractos podria ser debido a
la estabilizacion de la membrana de los lisosomas, de forma
similar a los antinflamatorios no esteroideos 9. Por ello, el
objetivo del presente estudio es evaluar comparativamente
la actividad antinflamatoria de estos extractos, mediante la
estabilizacion de la membrana de glébulos rojos de sangre
humana para futuros estudios especificos.

Materiales y métodos

Material vegetal

Los especimenes empleados en el presente estudio se
recolectaron, para taxonomia de la planta y para el estudio
farmacoldgico, durante el periodo de abril a junio de 2016
en diversas zonas del territorio peruano. Cada planta fue
identificada taxondmicamente en el Museo de Historia
Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos
(UNMSM). Este trabajo fue autorizado por la Facultad de
Medicina de la UNMSM y fue exonerado de ser presentado
al Comité de Etica en Investigacion debido a que los
investigadores fueron los voluntarios sanos para el presente
estudio (Tabla 1).

Preparacion del extracto

Las muestras fueron traidas al Laboratorio de Farmacologia
de la Facultad de Medicina de la UNMSM vy se secaron por
24 h en una estufa a 40 °Cy luego se molieron. Los productos
secos se homogenizaron con etanol al 96% en una relacién
1:10 (p/v) a temperatura ambiente por 14 dias a agitacion
constante, y luego se filtraron en papel Whatman # 2.
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Tabla 1. Nombre cientifico, nombre comun y partes usadas para la preparacion de los extractos etandlicos

Nombre cientifico Nombre comun

Lugar de recolecciéon

Partes usadas Mes de recoleccion

Croton lechleri Sangre de drago Puerto M Resina Mayo
Chenopodium ambrosioides L Paico Cusco Hojas Abril
Peperomia congona Sodiro Congona Huaraz Hojas Junio
Perezia coerulescens Mancharisqa Huancayo Raiz y hojas Mayo

Después, se procedid a secarlos durante 24 h en una estufa
a 40 °Cy se almacend a 4 °C hasta el momento de su uso @,

Preparacion de la solucién de glébulos rojos

Se empled la técnica de Arroyo y Cisneros modificada ??. Con
la colaboracién de los cinco voluntarios sanos, quienes no
habian consumido medicamentos antinflamatorios o drogas
anticonceptivas, por lo menos, por una semana, y contaban
con un certificado médico para corroborar su estado de salud;
se procedid a tomar cinco muestras de sangre venosa. Estas
muestras de sangre humana entera fresca se mezclaron con
un volumen igual de solucion de alsever esterilizada (2%
de dextrosa, 0,8% de citrato de sodio, acido citrico 0,05% y
0,42% de cloruro de sodio en agua). La sangre se centrifugd
a 3000 rpm durante 10 min y las células empaquetadas se
lavaron tres veces con una solucion isosalina (0,85%, pH 7,2).
El volumen de la sangre se midid y se reconstituyé al 10% v/v
con solucién isosalina. Como solucién estandar se empled
una solucion de dexametasona (200 ug/mL) debido a su
actividad antinflamatoria. Cada uno de los tratamientos se
evalué en cuatro diluciones seriadas, 200, 100, 50 y 10 pg/mL
usando una solucién isosalina (0,85%, pH 7,2) como medio
de dilucién.

Ensayo de estabilizacion de la membrana del glébulo rojo

La mezcla de ensayo contiene tampdn de fosfato 250 uL [pH
7,4, 0,15 M]; 500 uL de solucién hiposalina [0,36%]; 125 uL
de suspension de gldbulos rojos [10% v/v] con 125 ul de los
tratamientosy el control (agua destilada en lugar de solucion
hiposalina para producir 100% de hemdlisis) todo se incubd
a 37 oC durante 30 min y se centrifugd respectivamente.

Densidad dptica de la

muestra de prueba
% de hemoélisis= ——————— X 100
Densidad dptica

de control

El porcentaje de estabilizacién de la membrana de los glébulos
rojos se calculé como sigue:

% Proteccion = 100 - % hemdlisis.

El contenido de hemoglobina en la suspension se estimé
utilizando espectrofotémetro de microplacas (BioTek, U.S.A)
a 420 nm. El porcentaje de hemdlisis de la membrana de los
gldbulos rojo se calculd de la siguiente manera @3;

El analisis estadistico se realizd calculando la media y la
desviacion estandar de los porcentajes de proteccidn
y hemolisis de los cuatro extractos. La evaluacion de
la diferencia de los porcentajes de proteccion por
concentracién en cada uno de los grupos experimentales
se realizé mediante el uso de ANOVA, previa comprobacién
del supuesto de igualdad de varianzas con el test de Barlett
(p>0,05), y el andlisis de la relacién dosis-proteccion
mediante el uso de regresion lineal simple. La comparacion
con el grupo control se hizo mediante el uso de T de
Student. Se realizaron las pruebas con ayuda del programa
STATA v. 12 ® y los resultados se presentan en tablas y
graficos elaborados con el programa Microsoft Excel 2016 ©.
Se considerd un p<0,05 como estadisticamente significativo.

Resultados

El extracto de P congona Sodliro tiene el mayor porcentaje de
hemdlisis, y el extracto de C. lechleri tiene el menor porcentaje
de hemdlisis en las concentraciones de 200 ug/mL; 100 ug/mL,
y 50 ug/mL, respectivamente (Tabla 2).

Mientras que, con respecto al porcentaje de proteccion
de los diferentes extractos, se observa que el extracto de
C. lechleri tiene mayor porcentaje de proteccién en un
43,2+0,9%; seguido de Chenopodium ambrosioides L., en un
41,8+2,2% a la concentracion de 200 ug/mL, mientras que
el grupo control dexametasona, la actividad antiinflamatoria
representa el 42,8+1,4% a la concentracion de 200 ug/mL
(Tabla 3).

Se observa que existen diferencias significativas entre
los promedios de porcentajes de proteccion y las
concentraciones en el caso de Ch. ambrosioides L (p<0,001),
P. coerulescens (p<0,001) y C. lechleri (p<0,001). Se encontrd
correlacion lineal entre los porcentajes de proteccion y la
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Tabla 2. Porcentaje de hemolisis de diferentes extractos sobre la membrana de los gldbulos rojos

Concentracion (+)

Muestra
200 ug/mL 100 ug/mL 50 ug/mL 10 ug/mL
P. congona Sodiro 65,2 +0,7% 65,310,8% 66,1+1,0% -
P. coerulescens 6210,3% 65,2+0,9% 68,8+0,9% -
Ch. ambrosioides L. 58,2+2,2% 62,4+1,8% 62,9+2,0% -
C. lechleri 56,8+0,9 % 58,1+1,5% 59,9+1,4% 66,5+0,6%

(+) Resultados expresados en medias + DE

concentracion en el caso de Ch. ambrosioides L (R*= 0,795;
p<0,001), C. lechleri (R*= 0,631; p<0,001) y P. coerulescens
(R?=0,899; p<0,001); porlo que los porcentajes de proteccion
son directamente proporcionales a la concentracion en
estas tres especies vegetales (Gréfico 1).

Discusion

La inflamacién es una respuesta biolégica compleja de
los tejidos vasculares a los estimulos nocivos. También se
define como un intento de proteccidn por el organismo para
eliminar los estimulos perjudiciales e iniciar el proceso de
curacién ?¥; se desencadena por la liberacién de mediadores
quimicos o moléculas de sefializacion de tejido lesionado y
la migracion de célula, produciéndose la inflamacién 2.

La membrana de los eritrocitos se asemeja a la membrana
lisosomal, como tal, el efecto de los farmacos sobre la
estabilizacion de los eritrocitos podria extrapolarse a la
estabilizacion de la membrana lisosomal. Por lo tanto, se
estabiliza la membrana que interfiere en la liberacién y
0 accién de mediadores como la histamina, serotonina,
prostaglandinas, leucotrienos, etc. ?.

La estabilidad de la membrana lisosomal es muy importante
ya que puede limitar la respuesta inflamatoria, inhibiendo la
liberacidn de los constituyentes lisosomales de neutrofilos
activados tales como enzimas proteasas y bactericidas,
que causan la inflamacion adicional ?%?). Es asi que la

estabilizacion de la membrana de glébulos rojos humanos
(HRBC) puede ser tomado como una medida in vitro de la
actividad antinflamatoria de los farmacos o extractos de
plantas 2630,

Se observa que tres de los cuatro extractos evaluados
presentan actividad antiinflamatoria a dosis dependiente. El
extracto etandlico de Croton lechleri a las concentraciones
de 100 y 200 ug/mL presentd una actividad antinflamatoria
similar al farmaco de referencia (dexametasona), por lo que
se puede considerar a C. lechleri como una sustancia que no
dafia la membrana. Esta actividad antiinflamatoria se atribuye
a la presencia de metabolitos activos como flavonoides y
terpenos, lo que se ha corroborado en estudios previos con
concentraciones alrededor de 200 pg/mL *2.

La actividad antiinflamatoria de Chenopodium ambrosioides L.,
a una concentracidon de 200 ug es similar a la actividad
antinflamatoria del farmaco de referencia (42,8+1,4%);
estos resultados son similares a lo obtenido por Ibironke
y Ajiboye ™3 en el estudio de Chenopodium ambrosioides
| donde se concluye que el efecto antinflamatorio
encontrado es dosis dependiente, pero que necesita altas
concentraciones para tener un efecto significativo.

En el caso de Perezia coerulescens, también se encontrd
actividad antinflamatoria relacionada a la concentracién, pero
con un desempefio por debajo de lo encontrado en el farmaco
de referencia. Si bien un estudio previo ? encontré efectos
antinflamatorios relacionados a la inhibicién de las enzimas

Tabla 3. Porcentaje de proteccion de los diferentes extractos y solucidn estandar sobre la membrana de los glébulos rojos

Concentracién

Muestra

200 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL 10 pg/mL
P.congonas Sodiro 34,8+0,7% 34,7+0,8% 33,9+1,0% -
P. coerulescens 38,0+0,3%" 34,8+0,9% 31,2+0,9 ---
Ch.ambrosioides L. 41,8+2,2%") 37,6+1,8% 37,1+2,0% -
C. lechleri 43,2+0,9 %" 41,9+1,5%") 40,1+1,4% 33,5+0,6%
Dexametasona 42,8+1,4%

(+) Resultados expresados en medias * DE. ' Se us6é U de Mann-Whitney para comparacién con el control por no haber homogeneidad de varianzas. ) No

tuvieron diferencias significativas con el grupo control.
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Grafico 1. Porcentaje de proteccion de los diferentes extractos etandlicos de cuatro plantas

medicinales peruanas a diferentes concentraciones

COX-1 y/o 5-LOX en un medio in vitro, quizas el efecto
antinflamatorio encontrado no se atribuya totalmente a
esta via y se podria sugerir que estudios proximos puedan
evaluar otras explicaciones como la inhibicion de la
produccién de radicales libres como los peréxidos de lipidos y
superoxidos, que también contribuyen a la desestabilizacion
de la membrana celular ®. Futuros estudios clinicos (Fase
1), podrian explorar la verdadera farmacodinamia de estos
extractos en modelos in vivo con seres humanos.

Los resultados de la actividad antiinflamatoria de P. congona
Sodiro pueden ser explicados por un aspecto mencionado
por Mutee et al."® en un estudio previo, donde se encontrd
que solo el extracto de éter de petréleo demostré una
significativa accion antinflamatoria respecto a los otros
extractos cloroférmico y metandlico.

Estudios previos postulan que el posible modo de accién del
extracto, sus fracciones y los farmacos antinflamatorios estandar
podrian estar relacionados con la unién a las membranas de los
eritrocitos con la posterior alteracion de las cargas de superficie
de las células *2”%9), Esto podria haber impedido la interaccion
fisica con los agentes de agregacidn o promover la dispersion por
repulsion mutua de las cargas eléctricas que estan implicadas en
la hemolisis de los gldbulos rojos.

Cabe mencionar que este estudio preliminar sobre el
efecto antiinflamatorio de estos extractos tiene algunas
limitaciones. En primer lugar, el método usado (in vitro) hace
que las conclusiones de este estudio no sean categoricas,
por lo que se sugiere ampliar el andlisis del efecto
antinflamatorio usando otros métodos, considerando el
uso de modelos de experimentacién animal. En segundo
lugar, el andlisis preclinico de los extractos etandlicos de
Chenopodium ambrosioides L. “paico”, Peperomia congona
Sodiro “congona” y Perezia coerulescens “mancharisqa”;
requieren de la complementacidn con estudios de toxicidad
aguda y crdénica que cuenten con una caracterizacion
fitoquimica mas amplia, con ayuda de cromatografia de
gases con espectrometria de masas, con el objetivo de
completar los estudios necesarios para la realizacion de
futuros ensayos clinicos en situaciones especificas.

Se concluye que los extractos etandlicos de P. coerulescens,
Ch. ambrosioides L y C. lechleri, presentan actividad
antinflamatoria mediante la inhibicion de la lisis de la
membrana celular en glébulos rojos. En el caso del extracto
de C. lechleri a 100 y 200 ug/mL, asi como el extracto de
Ch. ambrosioides L a una concentracién de 200 ug/mlL,
mostraron un desempefio similar al farmaco de referencia
(dexametasona).
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