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Resumen. Los peces cebra son utilizados como modelo biolégico para screening primario de
extractos de plantas con potencial bioactividad, aprovechando sus similitudes: genética, fisiolégica
y respuesta farmacolégica con los mamiferos. En el estudio se empled este modelo para valorar
la actividad antiinflamatoria de 36 extractos metandlicos de plantas medicinales utilizadas en las
provincias de Azuay y Loja (Ecuador). Parte del material vegetal fue recolectado con el aporte de
una hierbatera de etnia Saraguro. Los extractos fueron preparados por percolacién y su toxicidad
fue evaluada en peces cebra en concentraciones variables de 400 a 3,125 pg/ml, determindndose la
méxima concentracién tolerada para cada uno de éstos. La actividad antiinflamatoria se evalué a
través del ensayo de migracion leucocitaria inducida por lipopolisacarido de Sallmonella typhi. Los
extractos de: Cestrum aff. peruvianum, Galinsoga parviflora, Galium sp., Oenothera tetraptera,
Peperomia aff. galioides , Passiflora ampullaceae y Ambrosia arborescens, correspondientes al
18,92 % de los analizados, mostraron un potencial antiinflamatorio comparable con indometacina
y dexametasona; siendo el extracto metandlico de Cestrum aff. peruvianum el mas relevante a
50 g/ml. El anélisis fitoquimico bdsico de los extractos se realizé por cromatografia de capa fina,
evidenciandose la presencia de saponinas y terpenoidoes como compuestos principales en la mayoria
de los extractos.

Palabras claves. actividad antiinflamatoria, inflamacién, peces cebra, plantas medicinales.

Abstract. The biological model of zebrafish has been widely used in primary screening of plant
extracts for antiinflammatory effect, due to its genetic, physiological and pharmacological response
similarities to mammals. The present study evaluated the antiinflammatory activity of 36 met-
hanol extracts prepared from medicinal plants used by communities in the provinces of Azuay
and Loja (Ecuador). The plant material was collected with the support of a Saraguro herbalist.
The extracts were prepared by percolation and the toxicity was evaluated in zebrafish model at
concentrations ranging from 400 to 3,125 pug/ml; determining the maximum tolerable concentra-
tion. The antiinflammatory activity was analyzed by using the leukocyte migration test induced
by lipopolysaccharide of Sallmonella typhi. Extracts of: Cestrum aff. peruvianum, Galinsoga par-
viflora, Galium sp., Oenothera tetraptera, Peperomia aff. galioides , Passiflora ampullaceae and
Ambrosia arborescens, equivalent to 18,92 % of the analyzed ones, have antiinflammatory poten-
tial comparable with the positive controls indomethacin and dexamethasone; being the methanol
extract of Cestrum aff. Peruvianum (50 ug/ml), the most relevant. The phytochemical analysis
of the extracts by Thin Layer Chromatography showed the presence of saponins and terpenoids as
the principal components in most of the extracts.
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1. Introduccion

El estudio de principios activos provenientes de productos del reino vegetal re-
quiere, entre otros, el empleo de modelos animales para la determinacién de activi-
dades farmacolégicas [1]. El modelo de peces cebra (Danio rerio) es una herramienta
importante en investigacion biomédica por las ventajas que presenta el mismo: su
similitud con mamiferos, la alta tasa de fecundidad, el pequeno tamano y trans-
parencia 6ptica de embriones y larvas y el rapido desarrollo extrauterino [2]. Estas
caracteristicas permiten realizar un gran ntimero de ensayos empleando cantidades
(microgramos) pequenas de compuesto y visualizar los efectos sobre los érganos y
tejidos internos de los animales. Se destacan tres areas de particular aplicabilidad
de este modelo en el descubrimiento primario de compuestos naturales: inmunidad
e inflamacién, epilepsia y cardiotoxicidad [3].

La inflamacién es uno de los mecanismos a través de los cuales el organismo trata
de mantener sus condiciones homeostaticas frente a amenazas de agentes externos
como patogenos o lesiones, implicando fenémenos celulares, vasculares y mediadores
derivados de los mismos. En este proceso, los macréfagos tisulares reconocen de-
terminados patrones moleculares del agente patdgeno o lesional y liberan citocinas
como inteleucina-1 (IL-1), factor de necrosis tumoral o (TFN-«) y varias quimioci-
nas. Las citocinas producen dilatacion vascular, exudaciéon de liquido y expresiéon de
moléculas de adherencia; posteriormente, los leucocitos (principalmente neutréfilos)
se adhieren y migran a través del endotelio vascular hacia el tejido lesionado o lugar
en el que se encuentra el patégeno, produciéndose fagocitosis del mismo, apoptosis
y resolucién del proceso [4, 5.

La actividad antiinflamatoria de principios activos puede ser evaluada a través
de modelos in vitro [6] e in vivo; siendo estos ultimos més relevantes debido a la
dindmica celular envuelta en el proceso [7]. El modelo de peces cebra ha sido vali-
dado para el estudio primario de la inflamacién a través de la cuantificacién de los
granulocitos neutréfilos migrados al sitio de la lesiéon [3, 8, 9].

Por otro lado, Ecuador es considerado un pais megadiverso por su riqueza
biolégica. Algunos compendios etnomédicos reportan mas de 150 especies vegetales
para tratar procesos inflamatorios de diversa indole como: dolores articulares, “infla-
macion de calor”, inflamacion de los rinones, etc. Dentro de las plantas reportadas
estan: sauco negro, pacunga, shullo cdpsula, congona amarga, gullin y altamisa,
entre otras [10, 11]. Sin embargo, no se conocen estudios farmacolégicos que valo-
ren cientificamente este potencial, razén por la cual el objetivo del presente estudio
fue determinar la actividad antiinflamatoria de 36 especies vegetales empleando el
modelo de peces cebra, partiendo de la hipétesis de que algunas de las plantas repor-
tadas en la literatura etnobotanica o empleadas en medicina tradicional presentan
actividad antiinflamatoria que puede ser comprobada farmacolégicamente.

2. Materiales y métodos

2.1 Materiales

Para el ensayo de migracion leucocitaria fueron empleados los siguientes reactivos
de Sigma-Aldrich (St. Louis, USA): etil 3-aminobenzoato metanosulfonato sal (tri-
caina), n-feniltiourea (PTU) (98 %), lipopolisacaridos de Sallmonella typhi (LPS),
formaldehido wt. 37 % en agua (grado histolégico), solucién salina de buffer de fos-
fatos (PBS), monolaurato de polioxietilenosorbitano (Tween 20). El etanol absoluto
para analisis y kit para detecciéon de la reaccion de la peroxidasa en leucocitos
Leucognost®POX fue obtenido de Merck (Darmstadt, Germany). La Indometacina

Indocid®]I.V. liofilizado 1 mg) proviene de Ovation Healthcare International Ltd.
Dublin, Irlanda) y la dexametasona (Decadrén, vial 8 mg/ml) de Tecnoquimicas
S.A.(Cali, Colombia). El agua deionizada empleada para los ensayos fue obtenida
en un equipo de 6smosis inversa Barnstead”™ RO (D12651, Thermo Scientific®),
2008) y el agua tipo II fue obtenida en un equipo Elix 3 Millipore Corporation,
Francia. Las sustancias de referencia correspondientes a acidos fendlicos, flavonoi-
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des, cumarinas, taninos, alcaloides y terpenoides, fueron de Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, (Steinheim, Germany).

2.2 Meétodos
2.2.1 Material vegetal

La seleccién de plantas con potencial antiinflamatorio estuvo basada, tanto en
la informacion etnomédica reportada en “Plantas Utiles del Ecuador: Aplicaciones,
Retos y Perspectivas” [10], y en la “Enciclopedia de las Plantas ttiles del Ecuador”
[11], como en la proporcionada por Luisa Gualdn (hierbatera de etnia Saraguro).
Criterios complementarios de seleccion fueron: plantas empleadas por algunas co-
munidades de Azuay y Loja en procesos inflamatorios, abundancia de las especies,
y ausencia de estudios farmacoldgicos previos sobre las mismas. Las plantas colec-
tadas fueron sometidas a procesos de lavado, secado y almacenamiento hasta su
andlisis segun los protocolos normalizados de trabajo del Proyecto VLIR de Plantas
Medicinales, basados en normativas internacionales y estudios locales [12, 13]. La
identificacién de cada planta se llevé a cabo en el Herbario de la Universidad del
Azuay, lugar en el cual reposan los vouchers de cada una.

2.2.2  Extractos vegetales

Los extractos vegetales metandlicos se obtuvieron por el método de percolacion
[14, 15]. El solvente de los extractos se eliminé a presién reducida a través de un
rota-vapor Laborata 4000 Heidolph Instruments®D-91126 (Schwabach, Germany) y
corriente de nitrégeno (Ny). Posteriormente, se prepararon las muestras de extractos
para liofilizacién mediante la disoluciéon del material extraido en una solucién de
agua/metanol en proporciéon 80/20 v/v y congelamiento a 80 °C durante 6 horas.
Las muestras asi tratadas se liofilizaron (Labconco®ZFree Zone 2.5 64132, USA)
durante 20 horas a -50 °C y a una presion de 0,080 mBar. Los extractos secos fueron
almacenados a 4 °C hasta su anélisis.

2.2.8 Animales de experimentacion

Los peces cebra adultos de la linea AB fueron mantenidos a 28 +/- 2 °C en tan-
ques con capacidad de 40 y 100 litros con una densidad poblacional de 25 peces/10
litros, con un ciclo luz/oscuridad de 14/10 horas segin los protocolos normalizados
de trabajo establecidos en el laboratorio de peces cebra del Proyecto VLIR de plantas
medicinales, protocolos adaptados de los lineamientos estandarizados de manteni-
miento de peces cebra en laboratorios de experimentacién [16]. Los peces adultos
fueron alimentados 3 veces al dia con alimento seco (hojuelas Sera®) y alimento
vivo (Artemia salina ). La coleccién de los huevos se realizé en trampas pldsticas
dispuestas al fondo de cada tanque. Luego de la clasificacion de los huevos embriona-
dos, éstos se mantuvieron en medio de mantenimiento (Danieau’s) durante 24 horas
post-fertilizacién (hpf). Desde el dia 1 hasta el 3 post-fertilizacion se adicioné una
solucién 2 mM de feniltiourea (PTU) en relacién 1:10, PTU: medio embrionario.

2.2.4  Fvaluacion toxicolégica en peces cebra

La evaluacién toxicolégica (alteraciones cardiacas, deformacion de cola, altera-
cion del eje antero-posterior y muerte) se realizé con la finalidad de determinar la
concentraciéon maxima tolerada (MTC) de cada extracto a ser evaluado en el ensayo
antiinflamatorio. El rango de concentraciones probado fue de 400 a 3,125 pug/ml.
Las larvas de peces cebra de 4 dpf se incubaron durante 8 horas a 28 °C, luego de lo
cual al valorarlas, se establecié como MTC la concentracion a la que no se observé
los signos de toxicidad antes descritos en ninguna de las diez larvas probadas.
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2.2.5 FEnsayo de actividad antiinflamatoria en peces cebra

El ensayo de migracién leucocitaria inducida por lipopolisacérido (LPS) en larvas
de peces cebra de 4 dpf se realiz6 en base a los trabajos de [7, 17, 18]. Para el andlisis
se utilizaron placas de 24 pocillos con tapa (COSTAR, Corning Incorporated, USA).
La concentracién de extracto evaluada fue la MTC en el caso de las muestras, y 200
uM y 100 M para los controles positivos que correspondieron a dexametasona e
indometacina respectivamente. Se incubaron diez larvas por pocillo durante 1 hora
a 28 °C: un pocillo con 1 ml de medio embrionario (control negativo), un pocillo
con 1 ml de extracto (muestra) y un pocillo con 1 ml de la solucién de los controles
positivos. Tanto los controles como las muestras contenfan 1% de dimetilsulféxido
(DMSO). Las larvas se anestesiaron usando una solucién 15 mM de tricaina para
proceder al corte de la cola con una hoja de bisturi No.23, luego se lavaron con
medio embrionario y se anadié 1 ml de la soluciéon de extracto o control positivo,
segin el caso, conteniendo 0,1 pg/ml de LPS, y se incubaron por 7 horas més. Las
larvas se fijaron con una solucién de paraformaldehido al 4 %, se lavaron con buffer
de fosfatos (0,1 % Tween20) y se tineron usando el reactivo Leucognost®Pox Merck
[19]. Se realizaron tres repeticiones de cada experimento. Los leucocitos migrados se
cuantificaron segin la escala que se muestra en la Figura 1.

Leucocitos
migrados
Escala

0as 6al0 11als 16a20 >20

Represen-
tacion visual
de la escala

Figura 1. Escala para cuantificacion de leucocitos migrantes hacia el sitio de lesion.

2.2.6  Cromatografia de capa fina (TLC)

El analisis de la composicion fitoquimica general de los extractos que mostraron
actividad antiinflamatoria se llevé a cabo mediante la técnica de cromatografia de
capa fina (TLC). Se emplearon placas de gel de silice (10 x 5 cm; Merck, Darmstadt,
Alemania) provistas de un indicador de fluorescencia (254 nm). Se prepararon tres
fases moviles: a) acetato de etilo/metanol/agua (100/13,5/10); b) n-hexano/acetato
de etilo (85/15) y ¢) n-propanol/4cido férmico/agua (90/3/9). El corrimiento en
placa incluyo los extractos a analizar y sustancias de referencia correspondientes
a: compuestos fendlicos, flavonoides, cumarinas, saponinas, terpenoides, alcaloides,
lignanos y taninos. Luego del corrimiento las placas fueron valoradas bajo radiacion
UV de onda corta (254 nm) y larga (365 nm), y fueron reveladas con: una solu-
cién al 10 % de KOH en etanol para la determinacién de cumarinas; cloruro férrico
al 1% en etanol para taninos; el reactivo PEG Productos- Naturales (difenilboril-
oxietilamina 1% en metanol absoluto y PEG 4000 5% en etanol absoluto) para
flavonoides y acidos fendlicos; una soluciéon de Dragrendorff para deteccién de al-
caloides; vainillina en acido fosférico para la evaluacién de saponinas, lignanos y
terpenoides; y, con una solucion de anisaldehido en acido sulfirico para compuestos
terpenoides, propilpropanoides y saponinas.

2.2.7 Andlisis estadistico

En el diseno experimental del estudio las variables independientes fueron: dia,
muestra de extracto vegetal y concentraciéon (MTC) expresada en ug/ml; y, la varia-
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ble dependiente medida fue el indicador de migracion leucocitaria. Para el andlisis
estadistico se considerd un disefio completamente aleatorizado de un factor, el cual
fue realizado por medio del programa R [20]. La validacién de la metodologia se
la realizé a través de la deteccion de diferencias entre las repeticiones del ensayo
empleando un procedimiento ANOVA. Para el analisis de actividad de los extractos
vegetales se empled el procedimiento de comparaciones multiples de Tukey [21] entre
las muestras y los controles positivo y negativo. En cada dia de anélisis se inclu-
yeron controles (positivo y negativo) a fin de eliminar variaciones en el proceso asi
como las relacionadas con el comportamiento de las larvas. Para la comparaciéon se
empled la libreria de R “agricolae” que permite realizar las comparaciones multiples
con el test HSD Tukey con un nivel de confianza family-wise de 95% y que como
resultado agrupa los tratamientos similares. Adicionalmente, se estimé el porcentaje
de migracion leucocitaria escalado de 0 a 100, teniendo por 0 el valor promedio del
indicador de migracién leucocitaria de los controles positivos dexametasona (200
uM) e indometacina (100 pM); y siendo 100 el indicador de migracién leucocitaria
del control negativo (medio embrionario Danieus/DMSO 1% v/v).

3. Resultados y discusion

3.1 Resultados

Se recolectaron 36 plantas, de las cuales 32 especies fueron nativas, 2 endémicas
y 2 introducidas. Del total de plantas recolectadas, 30 se identificaron hasta especie
y 6 hasta género. De las 20 familias botanicas a las que pertenecen dichas plantas,
las mas representativas fueron: Asteraceae, Lamiacea, Oenotheraceae y Piperaceae
(Tabla 1). Se obtuvieron 37 extractos metandlicos a partir de las 36 especies recolec-
tadas; pues de Peperomia aff. galioides se prepararon 2, correspondientes a partes
botanicas diferentes (tallo y parte aérea completa).

Como primer punto de analisis se considerd la validacién del experimento por
posibles diferencias entre repeticiones, rechazandolas con un valor p de 0,3014; im-
plicando que no existen diferencias entre repeticiones del ensayo.

El ensayo antiinflamatorio de migraciéon leucocitaria inducido por LPS se llevo a
cabo con los extractos metandlicos de cada planta a concentraciones de MTC para
cada uno de ellos. El andlisis posterior de los datos permitié identificar 7 extractos
con actividad equivalente a los controles positivos indometacina y dexametasona. El
porcentaje de migracién leucocitaria fue calculado de manera escalada: de 0 (para
controles positivos: dexametasona 200 M e indometacina 100 pM) a 100 (para el
control negativo); resultados que se presentan en la Tabla 2.

De conformidad con el andlisis realizado, el resultado mas relevante corresponde
al extracto metandlico de Cestrum aff. peruvianum Willd. ex Roem. & Schult. (50
ug/ml) cuyo potencial antiinflamatorio es comparable a los resultados obtenidos en
este ensayo con indometacina y dexametasona. A nivel referencial, en la Figura 2,
se incluye una ilustracion de la migracion leucocitaria obtenida.

A fin de complementar el estudio, se realiz6 una marcha fitoquimica de cada
uno de los extractos farmacoldgicamente activos utilizando TLC. Los resultados se
presentan en la Tabla 3, siendo las saponinas y terpenoides los principales grupos
quimicos presentes en los extractos activos.

3.2  Discusion

Los resultados expuestos anteriormente respaldan el conocimiento etnomédico
reportado. De la Torre y col., mencionan que Cestrum peruvianum es utilizado por
algunos grupos étnicos aborigenes y mestizos de la Sierra ecuatoriana para tratar
procesos inflamatorios de amigdalas, fiebre, dolores articulares, reumatismo, hemo-
rroides, resfriados, entre otros [11]. Otras especies del género Cestrum como: Cestrum
parqui, extracto metanol:agua (1:1), evidencié actividad antiinflamatoria a través del
ensayo de inhibicién del edema plantar inducido por carragenina en roedores, y por
la prueba de agregacion plaquetaria inducida por adenosin difosfato (ADP) [22].
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Tabla 1. Plantas

colectadas en Azuay y Loja (Ecuador) con potencial actividad antiinflamatoria

Nombre comin  Familia Género Especies Parte usada  Origen
Aliso BETULACEAE Alnus acuminata Kunth HF N
Altamisa ASTERACEAE Ambrosia arborescens Mill HF N
Tilo 6 sauco CAPRIFOLIACEA Sambucus mexicana C. Presl ex DC. HF N
Gullan PASSIFLORACEAE Passiflora ampullacea (Mast.) Harms PA E
Salvia real LAMIACEAE Salvia corrugata Vahl HF N
RUBIACEAE Galium sp. PA N
Garial PROTEACEAE Oreocallis grandiflora (Lam.) R.Br. H,F Fr N
Chulchul ELAEOCARPACEAE  Vallea stipularis L.f. N
Virgenchilca ASTERACEAE Ageratia sp. HFT N
Zapatito CALCEOLARIACEAE Calceolaria Sp. PA N
Congona PIPERACEAE Peperomia rotundata Kunth HF N
nachag ASTERACEAE Bidens andicola Kunth HF,T N
Calaguala POLYPODIACEAE Niphidium crassifolium (L.) Lellinger R N
E— ASTERACEAE Baccharis Caespitosa HF,T N
Karipoleo LAMIACEAE Mintostachis — sp. PA N
Congona amarga PIPERACEAE Peperomia aff.galioides Kunth PA N
Congona amarga PIPERACEAE Peperomia aff.galioides Kunth T N
Zhalshon LAMIACEAE Lepechinia heteromorfa (Briq.) Epling B N
Duco CLUSIACEAE Clusia aff.elliptica Kunth H N
Huarmihuahuel ~ MYRTACEAE Persea brevipes Meisn B E
Karihuahuel MYRTACEAE Myrcianthes rhopaloides (Kunth) McVaugh B N
Piquimuro ROSACEAE Margyricarpus  pinnatus (Lam.) Kuntze PA N
Shullogrande OENOTHERACEAE Oenothera laciniata Hill TP N
Shulloamarillo OENOTHERACEAE Oenothera multicaulis Ruiz & Pav TP N
Shullocépsula OENOTHERACEAE Oenothera tetraptera Cav. C N
Shullo rosado OENOTHERACEAE Oenothera rosea L'Hér.ex Aiton TP N
Ataco AMARANTACEAE Amaranthus caudatus L. PA N
Canayuyo ASTERACEAE Sonchus oleraceus L. PA 1
San Antonio FABACEAE Desmodium molliculum (Kunth) DC TP N
Sauco negro SOLANACEAE Cestrum peruvianum Willd. ex Roem. & Schult. PA N
Cancer sacha GERANIACEAE Geranium chiloense Wild ex Kunth PA N
Prenadilla URTICACEAE Pilea sp. TP N
Pacunga ASTERACEAE Galinsoga parviflora Cav. PA I
Mishki congona ~ PIPERACEAE Peperomia Sp. PA N
Trigopichana LAMIACEAE Clinopodium — mutabile (Epling)Harley & Schult. PA N
Trinitaria FABACEAE Otholobium mezicanum (L.f.) J.W. PA N
Laurel de cera MYRICACEAE Myrica parvifolia Benth. PA N

H:hoja; B:brote; C:cdpsula; F:flor; Fr:fruto; PA:parte aérea; R:rizoma; T:tallo; TP:toda la planta. E:endémica; L:introducida; N:nativa

Cestrum auriculatum y Cestrum hediundinum exhibieron su actividad antiinflama-
toria mediante un ensayo in vivo de la inhibicién de prostaglandinas E1-E2 [23].
En el presente estudio se ha demostrado la actividad antiinflamatoria de Cestrum
peruvianum a través del ensayo in vivo de inhibicién de la migracién de leucocitos
en peces cebra, corroborando su uso etnomédico en condiciones inflamatorias, seme-
jante a lo reportado para las otras especies. El analisis Cromatograﬁco de Cestrum
peruvianum evidencié la presencia de cumarinas, terpenoides, saponinas y compues-
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Tabla 2. Extractos metandlicos activos, segun el ensayode migracion leucocitaria inducida por li-
popolisacdrido (LPS)

Nombre cientifico MTC( pg/ml) %ML

Ambrosia arborescens Mill 100 21.20%
Passiflora ampullaceae (Mast.) Harms 400 20.00 %
Peperomia aff. galioides Kunth?® 6.25 17.30 %
Oenothera tetraptera Cav. 300 16.70 %
Galium sp. 300 15.20 %
Galinsoga parviflora Cav. 400 13.30 %
Cestrum aff. peruvianum Willd. ex Roem. &amp Schult. 50 2.60 %

2 parte aérea

Figura 2. Ensayo de actividad antiinflamatoria inducida por LPS en peces cebra.

Tabla 3. Composicion fitoquimica de los extractos metandlicos con potencial antiinflamatorio.

Nombre cientifico CF FL CU SA T AL L AT
Cestrum aff. peruvianum  + - ++ A+t H+ - -
Galinsoga parviflora Cav. - - - + - - -
Oenothera tetraptera Cav. +  + - + 4+ + - 4+
Peperomia aff. galioides - - - + + - + -
Galium sp. + 4+ 4+ - - - -
Passiflora ampullaceae ++ + - - + - -
Ambrosia arborescens - - - + 4+ - -

CF:compuestos fendlicos; FL:flavonoides; CU:cumarinas; SA:saponinas;
T:terpenoidess; AL: alcaloides; L: lignanos; AT: dcido ténico.
# escopoletina

tos fendlicos, composicién comparable a lo reportado para Cestrum nocturnum, que
posee saponinas esteroidales [24]. Dada la importante actividad registrada en el pre-
sente trabajo, seria conveniente realizar estudios complementarios para determinar
el grupo de compuestos responsables de la actividad, asi como su mecanismo de
accion. Galinsoga parviflora, especie utilizada en LOJa—Ecuador para tratar dolores
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articulares, también mostré buena actividad antiinflamatoria; la misma que ha sido
estudiada a través del ensayo in vitro de inhibicién de la 5-lipoxigenasa [25]; mientras
que en el presente estudio se utiliz6 un ensayo in vivo de valoracién de migracién
leucocitaria. Su actividad antioxidante ha sido estudiada in wvitro, habiéndose de-
mostrado que posee un efecto antioxidante significativo, lo que justifica su uso en
enfermedades inflamatorias [26]. Estos resultados validan su uso popular como una
hierba antiinflamatoria; sin embargo no son completamente comparables debido a
que se trata de ensayos in vitro versus un ensayo n vivo. En relacion a los resultados
obtenidos por cromatografia de capa fina, se encontré la presencia de saponinas y
terpenoides, en tanto que trabajos similares citan a los flavonoides como los princi-
pales compuestos activos de esta planta [26].

Un resultado interesante obtenido en este estudio fue para el extracto metandlico
crudo de Galium sp., que mostré un 15,2 % de inhibicién de migracién leucocitaria,
lo que signific6 un efecto antiinflamatorio comparable con los controles positivos
utilizados. Este resultado se ve respaldado por el reporte del efecto antiinflamatorio
de una fracciéon metandlica de Galium mezicanum al inhibir el efecto inflamatorio
producido por lipopolisacarido (LPS) de Escherichia coli sobre macréfagos, mediante
medicién de la secrecién de interleucina-6 [27]. El andlisis fitoquimico de este extracto
en el presente estudio evidencié la presencia de flavonoides, compuestos fendlicos y
cumarinas, similar a lo reportado por otro estudio para Galium spurium, cuyos
grupos constitutuvos fueron: flavonoides y compuestos fenélicos [28].

El género Oenothera ha sido usado en medicina ancestral por muchas poblaciones
del mundo debido a sus numerosas aplicaciones, de entre las cuales destacan la
antiinflamatoria. La etnia Kichwa de la Sierra-Loja utiliza la coccién de la raiz de
Oenothera multicaulis para tratar la “inflamacion de calor”; una etnia no especificada
de Canar usa la infusién de la planta para tratar la “inflamacién de los rifiones”; la
comunidad de Saraguro, por otro lado, usa Oenothera rosea y otras especies para
curar también “la inflamacién de los rifiones” [10, 11]. Luego de haber probado:
Oenothera laciniata, Oenothera multicaulis, Oenotera roseay QOenothera tetraptera,
solo los resultados de la dltima, fueron comparables con los controles positivos.

Existen evidencias de actividad antiinflamatoria de las otras especies, asf:
Oenothera laciniata, demuestra su actividad antiinflamatoria a través de la inhi-
bicién en la produccién de éxido nitrico [29]; Oenothera biennis y paradoza, a
través del ensayo de inhibicién de hialuronidasa y lipoxygenasa [30]; y esta ultima
especie, a través de la inhibicién de mieloperoxidasa en neutréfilos humanos [31]. En
relacion a los constituyentes quimicos del género Oenothera, se han reportado como
los principales: lipidos, flavonoides, taninos, esteroides y triterpenos. En este trabajo
se encontr6 para Oenothera tetraptera: compuestos fendlicos, saponinas, taninos y
alcaloides, correspondiéndose a lo citado. A su vez para esta especie, en otros tra-
bajos, se ha aislado ya ciertos ellagitaninos como Oenotheina A y B con potencial
inmunomodulador [32].

En Ecuador, algunos grupos poblacionales usan Peperomia galioides para proce-
sos inflamatorios como: lavados post-parto (Azuay), paperas (Canar), dolor de oido
(Chimborazo y Canar), célicos (Kichwa de la Sierra-Pichincha), fiebre (Imbabura) e
“inflamacion de calor” (hinchazén) en forma de decoccién (Saraguro) [10, 11]. En el
Per se considera el zumo de Peperomia (congona) como una alternativa para preve-
nir y tratar desérdenes relacionados con la secrecién dcida géstrica [33]. Aunque no
se han encontrado estudios recientes de actividad antiinflamatoria como la demos-
trada en el presente, Villegas y col. reportan la actividad relacionada a cicatrizacion
de heridas con el extracto de ésta y otras plantas, estudio en el cual el compuesto:
(+)-epi-alfa-bisabolol es el terpenoide responsable de dicha actividad [34]. También
se ha estudiado la actividad antiinflamatoria de otra especie, Peperomia pellucida,
en el modelo de edema plantar en ratas exhibiendo actividad antiedematégena [35].

Por otro lado, el anélisis fitoquimico (TLC) de Peperomia galioides senala que
los grupos de compuestos constitutivos fueron: saponinas, terpenoides Y hgnanos
sugiriendo se continten con los estudios para relacionar el compuesto quimico res-
ponsable de la actividad en cuestion.

El género Passiflora, dependiendo de la estructura de la planta utilizada tiene
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diferentes aplicaciones, de entre ellas las medicinales. Por ejemplo, la etnia Tsachi
(Pichincha) usa las hojas de Passiflora auriculata para tratar el sarpullido e hincha-
zones; aplicaciones similares tiene Passiflora mixta. Passiflora ligularis es utilizada
por comunidades de la Sierra ecuatoriana para tratar inflamaciones intestinales y de
las vias urinarias [11]. Los resultados de actividad antiinflammatoria de Passiflora
ampullaceae, obtenidos en el presente trabajo, corroboran su uso tradicional repor-
tado en la bibliografia y por las comunidades de Azuay y Loja. No se encontraron
estudios de la misma especie, pero si de otras como Passiflora edulis que inhibe la
migracion celular y mediadores de la inflamacion en los modelos de edema plantar
[36], comparable con el aplicado en este estudio.

En la cromatografia en capa fina realizada se observé que los constituyentes
principales del extracto metandlico de Passiflora ampullaceae fueron: compuesto
fendlicos y flavonoides, lo que coincide con los compuestos aislados de Passiflora
edulis (heC-glucosylflavones), a los cuales se les atribuye el efecto antiinflamatorio
a través de varios mecanismos de acciéon como por ejemplo, inhibicién de citoci-
nas, expresion de moléculas de adhesion, inhibicion de la via de las ciclooxigenasas,
influencia en la migracién de leucocitos, etc. [37].

Ambrosia arborescens presentd actividad antiinflamatoria en peces cebra, pro-
bablemente por la presencia de terpenoides, compuestos reportados en el presente
estudio como constitutivos del extracto metandlico obtenido por percolaciéon. No
hay reportes especificos de esta planta que valoren directamente la inflamacion, sin
embargo si se ha estudiado la actividad de 2 terpenoides aislados de esta planta:
damsin y coronopilin sobre el factor nuclear B (NF-B), pues la desregulacién de este
forilplejo puede inducir a patologias como inflamacion, inmunodeficiencia y cancer
38].

Finalmente, es importante recordar que la actividad farmacoldgica es funcién de
la concentracion de la sustancia estudiada, en el caso de los extractos de plantas, las
concentraciones de dosis maxima tolerada se dio en un rango muy amplio de 400 a
3,125 ug /ml, lo que sugiere que hay que valorar el potencial riesgo de toxicidad en
su uso etnomédico.

4. Conclusiones

El modelo de peces cebra es un modelo novedoso dentro de nuestro medio, pues
constituye un modelo de bajo costo que permite el andlisis de extractos de plantas
para diferentes actividades farmacoldgicas como la antiinflamatoria.

De los 37 extractos probados, el 18,92 % presenta un potencial antiinflamato-
rio farmacoldgicamente comparable con indometacina y dexametasona, destacando
Cestrum aff. peruvianum a concentracién de 50 ug/ml.

Existen plantas actualmente usadas por la poblacion que dada su baja MTC
presentan un riesgo de toxicidad en el uso tradicional, tal es el caso de Cestrum aff.
peruvianum (50 ug /ml) y Peperomia aff. galioides (6,25 pg/ml).

Los resultados de este estudio, confieren un respaldo cientifico al uso tradicional
de algunas de las plantas empleadas por las comunidades aborigenes y mestizas del
Ecuador como alternativas de tratamiento para procesos inflamatorios.

Adicionalmente, con la finalidad de comprender mejor el perfil farmacoldgico
de los extractos positivos, se requiere el analisis de la curva dosis-respuesta conjun-
tamente con la separacion de los diferentes compuestos presentes en los extractos
mediante diferentes técnicas analiticas.
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