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RESUMEN

Las plantas medicinales se encuentran ampliamente distribuidas lo cual ha
facilitado la utilizacién por la poblacion del Austro ecuatoriano, sin necesidad de

una prescripcién médica y mucho menos de que demuestren seguridad y eficacia.

El presente proyecto de investigacion se centr6 en determinar la actividad anti-
inflamatoria de los extractos hidroalcohélicos y cloroférmicos de Matricaria
recutita, Rosmarinus officinalis, Aristeguietia glutinosa, Urtica urens, Cestrum sp,
Cestrum aff. peruvianum, y Uncaria tomentosa usando el modelo de peces cebra
(Danio rerio), debido a la homologia genética, fisiolégica y farmacoldgica con el
ser humano, con la finalidad de dar un respaldo cientifico del uso de estos
procederes ancestrales por la poblacion. Resulta de singular relevancia sefialar
qgue las investigaciones del Dr. David Achig, respecto a la utilizacién terapéutica
de distintos vegetales, segun los conocimientos y criterios ancestrales de la
medicina tradicional china, constituyeron una guia importante, en la seleccion de

las plantas utilizadas para el desarrollo de esta investigacion.

Se procedio a iniciar el estudio con la seleccién de 7 plantas medicinales que de
acuerdo a la informacion bibliografica poseen propiedades anti-inflamatorias. Las
muestras vegetales fueron recolectadas, caracterizadas botanicamente,
seleccionadas, lavadas, secadas, almacenadas y concentradas hasta obtener el

extracto seco.

Luego se realiz0 el ensayo de toxicidad de los extractos para determinar la
concentracion maxima tolerable (CMT). Posteriormente se realizé el ensayo in vivo

de migracion leucocitaria para determinar la actividad anti-inflamatoria.

El andlisis estadistico de los resultados experimentales se llevé a cabo con el
software de libre distribucion “R” version 2.15.2 de 64 bits, empleandose un
analisis ANOVA vy el procedimiento de comparaciones multiples de Tukey, con lo
que se concluy6 que los extractos hidroalcohdlicos y cloroférmicos de Matricaria
recutita, Rosmarinus officinalis, Aristeguietia glutinosa, Urtica urens, Cestrum sp,
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Cestrum aff. peruvianum, Uncaria tomentosa (hojas) y solo el extracto
hidroalcohdlico de Uncaria tomentosa (tallo herbario), presentan una actividad
anti-inflamatoria igual al control positivo Piroxicam (Feldene®) y el extracto
hidroalcoholico de Uncaria tomentosa (mezcla: hojas y tallo herbario) y los
extractos cloroformicos de Uncaria tomentosa (mezcla: hojas y tallo herbario) y
Uncaria tomentosa (tallo herbario) presentan una actividad anti-inflamatoria parcial

comparada al control positivo Piroxicam (Feldene®).

Palabras claves: Austro ecuatoriano, Medicina Tradicional China, anti-
inflamatorio, Danio rerio, plantas medicinales, Piroxicam.
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ABSTRACT

Ecuador is a mega-diverse country where plants are widely distributed and used by
Ecuadorian people with different purposes, being the medicinal one the most
common in our country. This abundance has enabled the widespread use of plants
unfortunately, most without a prescription, or studies which support its safety or

efficacy.

The present research project was focus on the analysis of the pharmacological
potential as anti-inflammatory products of the hydro-alcoholic and chloroform
extracts from Matricaria recutita, Rosmarinus officinalis, Aristeguietia glutinosa,
Urtica urens, Cestrum sp, Cestrum aff. peruvianum, and Uncaria tomentosa using
the zebrafish as a model (Danio rerio). The use of zebrafish can be explained due
to its genetic homology, physiological and pharmacological similarity on responds

as humans.

It is of particular importance to mention the fact that this research was based on
previous experience of Dr. David Achig, regarding to the therapeutic use of various
plants, according to concepts present in the traditional Chinese medicine. One
objective of this particular research is to give scientific support to this ancient

knowledge.

For the present study, seven plants were selected according to Dr. Achig criteria
and ethnomedical information. Plant samples were collected, botanically
characterized, rinsed, dried, and stored until analysis. Hydro-alcoholic and
chloroform extracts were obtained. The toxicity of obtained extracts was assayed
on zebra fish larvae of 7 days post fertilization in order to determine the maximum
tolerable concentration (MTC). Subsequently, in vivo assay was developed in order
to evaluate the leukocyte migration and determine the extract anti-inflammatory

activity.

Statistical analysis was performed with the free software "R" version 2.15.2 64-bit,

using ANOVA analysis and multiple comparison procedure Tukey. Results allowed
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us to conclude that hydroalcoholic and chloroform extracts of Matricaria recutita,
Rosmarinus officinalis, Aristeguietia glutinosa, Urtica urens, Cestrum sp, Cestrum
aff. peruvianum, Uncaria tomentosa (leaves) and the hydroalcoholic extract of
Uncaria tomentosa (stem herbal), exhibit anti-inflammatory activity like the positive
control Piroxicam (Feldene ®). Hydroalcoholic extract of Uncaria tomentosa
(mixture: herbal leaves and stem) and the chloroform extracts of Uncaria
tomentosa (mixture: herbal leaves and stem), and Uncaria tomentosa (stem
herbal) exhibit partial anti-inflammatory activity compared to the positive control
Piroxicam (Feldene ®).

Keywords: Ecuadorian Austro; Traditional Chinese Medicine; anti-inflammatory;

Danio rerio, medicinal plants, Piroxicam
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INTRODUCCION

Desde hace algunos afos, tanto paises altamente desarrollados como aquellos en
vias de desarrollo, han retomado el uso de plantas medicinales con fines
terapéuticos, lo que se conoce como la “Revoluciéon Verde de la Medicina” (1). A
partir de 1976 la Organizacion Mundial de la Salud (O.M.S) promueve el uso de
procederes ancestrales que demuestren seguridad y eficacia. La medicina
tradicional se basa precisamente en el uso de plantas, estando esta presente en la
mayoria de los paises junto con sus saberes y practicas. En funcion de lo
expuesto, la OMS ha adoptado resoluciones que ponen de manifiesto la necesidad
de racionalizar el empleo de los productos derivados de las plantas medicinales,
con el objetivo de limitar la prescripcion de aquellos productos de fitoterapia que
carezcan de estudios previos para avalar el uso de los mismos, o de plantas de las

gue no se conocen suficientemente los riesgos de su utilizacion. (2)

Uno de los componentes de ciertas patologias que despierta gran interés en las
investigaciones actuales es la inflamacion a pesar de la gran variedad de anti-
inflamatorios no esteroidales (AINES) y esteroidales disponibles en el mercado
farmacéutico para tratarla, debido a factores culturales y socioeconémicos, entre
los que destacan el conocimiento empirico del potencial terapéutico anti-
inflamatorio de diferentes vegetales y su bajo costo, determinan en muchos casos

la predileccién de su uso por la sociedad. (3) (4) (5).

Las investigaciones por parte del Dr. David Achig, respecto a la utilizacion
terapéutica de distintas plantas, segun los conocimientos y criterios ancestrales
de la Medicina Tradicional China con homologia a la medicina Andina constituy6
una guia de importante utilidad , pues tomando en consideracién esta similitud, y
la bibliografia disponible, en este estudio se han escogido plantas medicinales
utilizadas por grupos poblacionales de la zona Austral Ecuatoriana para diferentes
dolencias, siendo la inflamacién una de las principales sintomatologias en las que
se emplea preparaciones topicas o infusiones con fines medicinales (anti-

inflamatorio).
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El presente trabajo se realizé con el objetivo de determinar la actividad anti-
inflamatoria de los extractos hidroalcohélicos y cloroférmicos de Matricaria
recutita, Rosmarinus officinalis, Aristeguietia glutinosa, Urtica urens, Cestrum aff.
peruvianum, Cestrum sp. y Uncaria tomentosa usando el modelo de peces cebra

(Danio rerio), con el fin de dar un respaldo cientifico de su uso por la poblacién.
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CAPITULO 1
1 MARCO TEORICO
1.1 PLANTAS MEDICINALES
1.1.1 DEFINICION

Se denomina planta medicinal a todo vegetal que contiene en uno o mas de sus
organos, sustancias que pueden ser utilizados con fines terapéuticos o preventivos

0 como prototipo para nuevos farmacos por sintesis 0 hemisintesis farmacéutica.

(6)

La parte de la planta que contiene el principio activo y que se utiliza con fin
terapéutico se conoce como droga vegetal y puede ser suministrada a traves de
diferentes alternativas: céapsulas, comprimidos, emplastos, cremas, elixires,

decocciones, infusiones, jarabes, pomadas, tinturas, entre otras. (5)

1.2 DESCRIPICION BOTANICA Y FARMACOLOGICA DE LAS ESPECIES
UTILIZADAS

1.2.1 Matricaria recutita (Manzanilla)

Figura 1: Matricaria recutita
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1.2.1.1 Familia
Asteraceae.
1.2.1.2 Nombres comunes

Manzanilla, manzanilla de Castilla, manzanilla oficial. (7)
1.2.1.3 Descripcidén Botanica

La manzanilla es una planta anual, de 50 cm de alto. El tallo es muy ramificado es
algo erecto, redondo y hueco. Las hojas son alternas y finamente divididas. Las
flores son hermafroditas, asociados en capitulos con largos pedunculos puestos
sobre un receptaculo vacio y las flores externas tienen la ligula blanca mientras las

flores interiores son tubulosas con corola amarilla. (8)
1.2.1.4 Fitoquimica

Contiene aceite esencial (camazuelo, matricina y azuelo o azuleina),
sesquiterpenos ciclicos (6xidos de alfa-bisabolol y de alfa-bisabolona), cumarinas
(umbeliferona, herniarina y camilina), glucosidos derivados del apigenol
(cosmosiodsido), del luteolol (luteolosido), y del quercetol (quercetomeritrésido) y
flavonoides (derivados de la apigenina, del quercetol, de la luteolina), fitosteroles,
principios amargos (acido anthémico), mucilagos, taninos (tanatos), malatos y

alcaloides (anthemidina). (9)
1.2.1.5 Usos Tradicionales

Se usa toda la planta en infusion, para dolores estomacales, cdlicos intestinales,
indigestion, irritacion de la vista y para el lavado de Ulceras y heridas, en las
provincias de Imbabura, Pichincha y Tunguragua. Tiene propiedades

antibacterianas, cicatrizantes, anti-inflamatorias y anti-fungicas. (7) (10)
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1.2.1.6 Partes usadas
Capitulos florales y toda la planta. (11)

1.2.2 Rosmarinus officinalis (Romero)

Figura 2: Rosmarinus officinalis

1.2.2.1 Familia
Lamiaceae.
1222 Nombres comunes

Romero, romero de cerro. (7)
1.2.2.3 Descripcién botanica

El romero es una especie arbustiva de pequefo porte, muy ramificado, de hojas
perennes, que puede alcanzar hasta 1 m. de altura. Posee hojas lanceoladas,
espesas, coriaceas, verde oscuro, de pequefios tamafios y muy abundantes. Las
flores son pequefias, de color azul vivo o violeta claro, de 5 mm de largo. La planta

desprende un fuerte olor alcanforado. (12)
1.2.2.4 Fitoquimica

Las hojas y los frutos contienen un aceite esencial, representando 1.9% del peso
de la planta desecada. Se han identificado en este aceite al menos veinte
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sustancias, que representan el 99.93% del volumen total. Las hojas de romero
contienen principios amargos, constituidos por diterpenos (picrosalvina, carnosol,
isorosmanol, rosmadial, rosmaridifenol, rosmariquinona) y triterpenos (acidos
oleandlico y ursdlico, y sus 3-acetil-ésteres). Asimismo, en su composicion se
encuentran flavonoides (cirsimarina, diosmina, hesperidina, homoplantiginina,
fegopolina, nepetina y nepitrina) y polifenoles (acido rosmarinico, &acido

clorogénico, acido cafeico y acidos fenolicos derivados del acido cinamico). (13)
1.2.2.5 Usos tradicionales

La infusién de hojas o de la planta entera de romero se usa para la irritacién de la
vista, lavados vaginales, problemas estomacales y de los nervios, infecciones de
la piel, afecciones del abdomen y del higado, en las provincias de Bolivar,
Chimborazo y Pichincha, para la menstruacion retrasada, y el célico menstrual, en
la provincia de Loja. (7) (10)

1.2.2.6 Partes Usadas
Se puede usar las flores, hojas y toda la planta en diferentes preparaciones. (12)

1.2.3 Aristeguietia glutinosa (Matico)

* il

Figura 3: Aristeguietia glutinosa
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1.2.3.1 Familia
Asteraceae.
1.2.3.2 Nombres comunes

Matico, hierba del soldado, matico silvestre, melga, migla. (7)
1.2.3.3 Descripcién botanica

Se trata de un arbusto perenne que alcanza una altura de 2 a 3 metros. Presenta
ramas grises, hojas aromaticas opuestas de color verde brillante, de 7 a 10 cm de
largo por 2.5 -3.5 de ancho con bordes dentados y envés claro. Las flores son
tubulares, en espigas solitarias, de tonalidad morada. El fruto es de color negro y
contiene una semilla pequefa oscura en su interior. Esta planta es nativa de la
sierra del Ecuador, crece al borde de caminos, entre los matorrales y plantaciones
de piretro en la region interandina del Ecuador, entre 3000 a 3700 m sobre el nivel
del mar. (14)

1.2.4 Fitoquimica

El componente activo mas importante del matico es el tanino que se encuentra en
una concentracion del 5.7%, al cual se le atribuye las propiedades cicatrizantes.
También contiene cumarinas, flavonoides, esteroides, alcaloides, triterpenos,

saponinas y fenoles. (15)
1.2.4.1 Usos tradicionales

Las hojas en infusion se usan para tratar inflamaciones, infecciones, heridas,
desordenes del sistema digestivo, contra venenos, desordenes de la piel, del
sistema respiratorio, del sistema urogenital, del sistema musculo esquelético,
gestacion, parto, postparto, del sistema nervioso y del sistema circulatorio, en las

Provincias de Tungurahua, Azuay y Cafar (7)
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1.2.4.2 Partes Utilizadas
Se puede utilizar las hojas, las flores, los tallos de la planta.

1.2.5 Urtica Urens (Ortiga)

Figura 4: Urtica urens
1.2.5.1 Familia
Urticaceae.
1.2.5.2 Nombres comunes
Ortiga, ortiga blanca. (7)
1.2.5.3 Descripcién botanica

Hierba anual puede llegar a medir hasta un metro. El tallo es erecto y lefioso
cubierto de pelos urticantes. Posee hojas pequefas, ovales, dentadas, cubiertas

de pelos. Flores de color verde en inflorescencia. (16) (17)
1.2.5.4 Fitoquimica

Contiene aceite esencial (cetonas, esteres y alcoholes libres), carotenoides
(betacaroteno, xantofilos, xantofila epoxido, licopeno, violaxantina), vitaminas
(acido pantoténico, vitamina B12, vitamina K1 y &cido fdlico), sitosterol, mucilago,

taninos, enzimas, glucocininas (secretina), nitratos y sales de hierro. Los pelos
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urticantes contienen acetilcolina, histamina, colina, acido acético y acido formico el
cual es responsable de la irritacion cutdnea. La raiz contiene una considerable

cantidad de taninos y es astringente. (9)
1.2.5.5 Usos tradicionales

La infusién de las hojas se usa para lavar el tracto urinario, para aumentar la
produccion de leche y para tratar el asma, hemorroide y diarrea. Se usa para
tratar dolores fuertes, desordenes digestivos, afecciones del higado, renales y piel,

en las provincias de Imbabura y Loja. (7)
1.2.5.6 Partes usadas
Se puede utilizar toda la planta o solo las raices, hojas.

1.2.6 Cestrum

Figura 6: Cestrum aff. peruvianum (salco negro)
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1.2.6.1 Familia

Solanaceae.

1.2.6.2 Nombres comunes

Sauco, sauco blanco, sauco negro. (7) (10)
1.2.6.3 Descripcion botanica

Arbusto de dos metro de alto, hojas alternadas enteras, lanceoladas, frutos en

bayas negros a maduracion. (10)
1.2.6.4 Fitogquimica

Las hojas contienen saponinas, triterpenos, ademas contienen pequefias

cantidades de un glucoalcoloide llamado salanina. (10)
1.2.6.5 Usos tradicionales

La infusién de las hojas se usa para tratar afecciones de rifiones y la tos, en la
provincia de Chimborazo, se usa para tratar el dolor de muela, en la provincia de
Azuay. Las hojas y las flores se usan para tratar la fiebre y la inflamacién, en las

provincias de Azuay, Cafar y Loja. (7)
1.2.6.6 Partes usadas

Se puede usar las hojas, las flores.
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1.2.7 Uncariatomentosa (Ufia de gato)

Figura 7: Uncaria tomentosa

1.2.7.1 Familia
Rubiaceae.
1.2.7.2 Nombres comunes

Uia de gato, Eygawe (wao tededo), kenkuk (shuar chicham). (7)
1.2.7.3 Descripcién botanica

Es un arbusto trepador o enredadera de hasta 20 m de longitud con ramas
cuadrangulares y tallos con espinas lefiosas de unos 20 cm de largo hacia abajo,
las hojas son oblongo-ovadas, de hasta 15 cm de longitud y la mitad de ancho,
pecioladas y de color verde amarillento, mas pélido en el envés, que es tomentoso
en la especie Uncaria tomentosa. Las flores son sésiles, amarillentas, con una
corola infundibuliforme pentalobulada, y se agrupan en inflorescencias axilares

racimas, con 4 o 5 cabezuelas de flores de unos 2 cm.

El fruto es oblongo o discretamente aovado, con dos valvas. La Uncaria

tomentosa tiene el liber rojizo, y se denomina “garabato colorado”. (9)
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1.2.7.4 Fitoquimica

Alcaloides oxiddlicos (pteropodina, rinchofilina, isorinchofilina, isomitrafilina,
dihidrocorinanteina y uncarinas), glucosidos del &acido quindvico, esteroides
vegetales (beta-sitosterol, estigmasterol y campesterol), polifenoles vy
triterpenoides. (9)

1.2.7.5 Usos tradicionales

La infusion de la corteza se usa para tratar el dolor de cabeza, fortalecer el
sistema inmune, gastritis, Ulcera y cancer de préstata, en la provincia de Zamora
Chinchipe. La corteza se usa para tratar la diabetes y afecciones de los rifilones,

en la provincia de Orellana. (7)
1.2.7.6 Partes usadas

Se puede utilizar las hojas, la corteza. (7)

1.3 INFLAMACION

La inflamacion es una respuesta defensiva, inespecifica del organismo ante una
lesion tisular. Entre las causas tenemos: gérmenes patégenos, abrasiones,

irritacién quimica, trastornos celulares, entre otros. (18)

Es una respuesta rapida y ampliada, controlada humoral y celularmente (cininas,
coagulacion, leucotrienos y complemento) y desencadenada por la activacion
conjunta de fagocitos y células endoteliales. En ella se activan una secuencia de
procesos bioquimicos que producen vasodilatacion, aumento de la permeabilidad

vascular, activacién/adhesion celular e hipercoagulabilidad. (18)

Historicamente la inflamacién ha sido identificada mediante la observacion de los

signos y sintomas que la caracterizan: rubor, dolor, calor, tumefaccion y pérdida
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de la funcion, signos y sintomas debidos a la vasodilatacién y al el incremento de

la permeabilidad microvascular en el lugar de la inflamacion. (19)

Los cambios que tienen lugar en los tejidos durante la respuesta inflamatoria se

dividen en fendmenos vasculares y celulares. (20)
1.3.1Fen6menos Vasculares
1.3.1.1 Cambios en el flujo sanguineo y en el calibre de los vasos:

e Vasoconstriccion transitoria que suele durar pocos segundos.

e Vasodilatacion que inicia posteriormente y afecta inicialmente las arteriolas
y que da lugar a la apertura de nuevos lechos capilares en la zona de la
lesion.

e Aumento del flujo sanguineo, lo cual produce el aumento del calor en la
zona y el eritema de la misma.

e Lentificacion o retraso de la circulacion, esta se debe al aumento de la
permeabilidad de la microvasculatura con salida de liquido rico en
proteinas desde la circulacién hasta los tejidos extravasculares. (20)

1.3.1.2 Aumento de la permeabilidad vascular:

Ocasiona la salida de un flujo rico en proteinas (exudado) y mediadores del
plasma hacia el intersticio es la caracteristica principal y de mayor especificidad de
la inflamacién aguda. La pérdida de las proteinas del plasma reduce la presién
osmotica intravascular e incrementa la presion osmotica del liquido intersticial.
Junto al aumento de la presion hidrostatica secundaria a la vasodilatacion, este
mecanismo conduce a una importante salida y acumulacién de liquido en el tejido

intersticial constituyendo el edema. (20)
1.3.2Fendmenos Celulares

De las células que participan en el proceso inflamatorio tenemos unas que se

encuentran en el mismo tejido (células endoteliales vasculares, mastocitos y

AUTORES:
ANDREA BUESTAN O.
ANITA GUARACA M.

34



vliruos é%‘l_

UNIVERSIDAD DE CUENCA

macrofagos tisulares) y otras procedentes de la sangre que acuden a la zona de la

inflamacion (plaguetas y leucocitos). (20)
1.3.2.1 Leucocitos

La extravasacion de los leucocitos esta orquestada por la accion conjunta de
receptores de adhesion celular y factores quimiotacticos, e implica cambios
morfologicos drasticos tanto en leucocitos como en células endoteliales. De este
modo, constituye un proceso activo para ambos tipos celulares que promueve la
rapida y eficiente llegada de los leucocitos a los focos inflamatorios sin

comprometer la integridad de la barrera endotelial. (20)
1.3.2.2 Basofilo

Contribuye, junto con el mastocito, a la liberacion de mediadores. Al estimularse
se degranula y excreta el contenido de sus granulos al entorno, por ejemplo
histamina, que provoca una reaccion inmediata: vasoconstriccion, y promueve la
permeabilidad vascular, por lo que mas neutrofilos y eosindfilos podran llegar alli

al sitio de la inflamacion. (21)
1.3.2.3 Neutrofilo

Son los primeros leucocitos en llegar a la zona de inflamacion, este proceso se

controla mediante la activaciéon sucesiva de moléculas de adhesion.

Elimina al germen mediante fagocitosis o liberando factores toxicos que contiene
en sus granulos citoplasmaticos y produciéndole, asi, una muerte extracelular.
Muchos de los neutréfilos mueren en los lugares de inflamacion liberando las
enzimas que pueden desestabilizar las células o las proteinas de la matriz
extracelular. (22) (23)
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1.3.2.4 Monocito/Macro6fago

Células que llegan varias horas después a las zonas inflamadas. EI monocito,
presenta idénticas funciones a las sefialadas para el neutrdéfilo. Actia ademas,
como célula presentadora del antigeno a las células especificas T y B, iniciando,
de esta forma, la respuesta especifica. (24)

El macréfago sintetiza un péptido inespecifico, la interleucina 1 (IL-1) y determina
la aparicion de fiebre, probablemente induciendo la sintesis de Prostaglandina E
en las células endoteliales que revisten los vasos sanguineos del hipotalamo,
también activa la proliferacion de fibroblastos y producciéon de colageno,

fendmenos incluidos en la fase de reparacion de la inflamacion. (20)
1.3.2.5 Linfocitos Ty B

Potenciados por el macréfago inician la respuesta especifica. Las células B
procedentes de los tejidos linfoides asociados a tejidos 0 mucosas sintetizan IgE,
qgue unidas al mastocito o basdfilo pueden potenciar la inflamacion. Por otra parte,
las células T comienzan a producir linfoquinas, sustancias que prolongan la

inflamacion en una respuesta inmune mas elaborada. (25)
1.3.2.6 Eosindfilo

Son ceélulas fagocitarias que demuestran especial afinidad por los complejos
antigeno-anticuerpo, por lo que la mayoria de los eosinofilos son atraidos
por quimiotaxis. Ayudan a la defensa del huésped frente a microorganismos no
fagocitables, poseen una funcidén citotdxica (por sus proteinas granulares),
inmunoreguladora (por las citocinas que libera) y son capaces de participar en la

reparacion y remodelacion tisular. (20)
1.3.2.7 Mastocitos o células cebadas

Son células productoras y almacenadoras de histamina, heparina, leucotrienos y
Factor Activador de Plaquetas, presentando receptores para una clase especial de
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anticuerpos, inmunoglobulina E y para los componentes del complemento C3ay
Cbha. (20)

1.3.2.8 Plaquetas

Son unas de las primeras células que se acumulan en los sitios de dafio tisular,
liberando factores que inician una cascada inflamatoria que atrae a leucocitos,

activa células blanco y estimula el crecimiento y reparacion del vaso dafado. (26)
1.3.2.9 Neuronas

Las neuronas ante un estimulo adecuado liberan neuropéptidos en concreto las
taquicininas (Neurocinina A y sustancia P) y el péptido relacionado con el gen de
la calcitonina (CGRP). (20)

1.3.2.10 Células endoteliales vasculares

Las células endoteliales de las arteriolas pequefias secretan 6xido nitrico, el cual
causa relajacion del musculo liso adyacente, aumentando la permeabilidad
vascular. Intervienen en la angiogénesis la cual determina la posterior conclusion

de la inflamacion. (20)

1.3.3 Mediadores de la Inflamacion

Entre las sustancias que participan en el proceso inflamatorio se destacan:
1.3.3.1 Histamina

Es liberada por los mastocitos, basofilos, neuronas histaminérgicas u otras células,
gue unido a cierto receptor de histamina: H1, H2, H3 o H4, presentaran los efectos
en los diferentes tejidos, entre ellos producen vasodilatacion y aumento de la
permeabilidad vascular, los farmacos que aumentan la sintesis de AMPc inhiben la

secrecion de histamina. (27)
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1.3.3.2 Cininas

Son originadas en el plasma a partir de los cinindgenos, al final el metabolito
principal en cual se transforman es la bradicinina cuyos efectos principales son la
contraccion de diferentes tipos de musculo liso, vasodilatacion, aumento de la
permeabilidad vascular, activacién de la fosfolipasa A2 y la posterior activacion
del &cido araquidonico formador de prostaglandinas y sirven de agentes
quimiotacticos para los fagocitos (28), también estimula receptores del dolor en la

piel, para que el individuo proteja el area dafiada. (20)
1.3.3.3 Prostaglandinas

Hormonas de origen lipidico, derivadas del acido graso esencial linoleico, el cual

se convertird por reaccion en prostanoico y de alli a prostaglandina.

Potencializan los efectos de las cininas y de la histamina, debido a su efecto
vasodilatador e hipotensor, al mismo tiempo participan de esta manera en la
migracion fagocitica a través de las paredes capilares. Estas pueden ser de

distinto tipo:
- PGE1: efecto antiagregante plaquetario y vasodilatadora coronaria.

- PGEZ2, D2 e 12: potentes vasodilatadores, moduladores en la hemodinamia
renal. (20)

1.3.3.4 Leucotrienos

Originados a nivel de mastocitos y basdfilos, los cisteinil leucotrienos regulan la
contraccion del mauasculo liso, vasodilatacion consecuente, aumento de
permeabilidad vascular y quimiotaxis de neutréfilos. Los leucotrienos estimulan el
movimiento de todos los subgrupos de leucocitos hacia los diferentes tejidos del
organismo Y la respuesta inflamatoria mediada por células Th2, participando en la
adhesién de los fagocitos a los patdégenos. (29)
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1.3.3.5 Factores del complemento

Cuando el complemento, siguiendo una u otra via, alcanza la via comun produce
la lisis del germen o la célula extrafia inductora de la inflamacion. Los factores C3a
y Cbha, actuando sobre receptores de membrana, activan al mastocito y basofilo
induciendo la liberacion de mediadores y amplificando, de esta forma, el fenémeno
inflamatorio. EI C5a es un potente factor quimiotaxico, mientras que el C3b,

uniéndose a receptores de membrana de los fagocitos, potencia la fagocitosis (21)
1.3.3.6 Oxido nitrico

Se genera mediante la accién de la 6xido nitrico sintasa (NOS), enzima de la que
existen tres formas. Dos de ellas, son formas constitutivas (cCNOS) que se
expresan normalmente en las células endoteliales y en las células nerviosas, y
una de ellas, el 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS), se induce en los tejidos en
respuesta a los estimulos inflamatorios. La induccién de la iINOS en los tejidos
puede conducir a la produccion sostenida de altas concentraciones de NO, que
puede ejercer efectos proinflamatorios como vasodilatacion, edema y citotoxicidad,

asi como mediar en procesos dependientes de citoquinas. (20)
1.3.3.7 Factor activador de las plaquetas (FAP)

Es un mediador derivado de fosfolipidos, que puede producir efectos a dosis
extremadamente bajas Se encuentra en plaquetas, mastocitos, baséfilos, PMN,
monocitos, macréfagos y células endoteliales, se sintetiza a partir de su precursor,
acil - PAF . Sus acciones principales son:

e Participa en la agregacion plaquetaria.

e Vasodilatacion local y aumento de la permeabilidad

e Activacion de la sintesis de eicosanoides. (20)
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1.4 MODELOS ANIMALES UTILIZADOS PARA ESTUDIO DEL PROCESO
ANTI-INFLAMATORIO

El empleo etnofarmacoldgico de plantas en el manejo de procesos inflamatorios,
promueven la evaluacion de actividad anti-inflamatoria de sustancias en modelos
in vivo. (30)

Entre los modelos mas utilizados para evaluar esta actividad farmacoldgica in vivo

se reportan los siguientes:

e Edema subplantar inducido por carragenina en ratas Wistar para procesos
agudos. (31)

e Edema auricular inducido por acetato de tetradecanoilforbol (TPA) en raton
albino ICR. (30) (32)

e Granuloma inducido por algodén en ratas Wistar para procesos cronicos.
(31)

e Determinaciéon IL-10, iINOS o Apc COX-2 que permiten estudiar el
comportamiento de ciertas proteinas en el proceso inflamatorio o tumoral.
(33)

e Agregacion Plaquetaria. (34)

e Migracién Leucocitaria en el modelo biolégico de pez cebra (Danio rerio).
(35)

1.4.1MODELO DE PEZ CEBRA (Danio rerio)

El pez cebra (Danio rerio) es un pez pequefio y activo nativo de la India que suele
habitar los rios de Asia central, que hace poco mas de 30 afios fue introducido
como especie modelo para la investigacion en el campo de la biologia del
desarrollo y genética. Genéticamente, el pez cebra es mas similar a la especie
humana que la mosca del vinagre o el gusano y es mas facil de manipular,

mantener y criar que el raton. (36)
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Figura 8: Danio rerio

1.4.1.1 Familia

Cyprinidae (37)

1.4.1.2 Genero

Danio

1.4.1.3 Especie

Rerio

1.4.1.4 Nombre comun
Cebra, Danio cebra, Cebrita
1.4.1.5 Dimorfismo sexual
Macho con forma alargada, hembra mas redondeada. (37)
1.4.1.6 Mantenimiento

Entre las condiciones ideales para el mantenimiento de los peces cebra tenemos:

temperatura del agua de 26-28°C y del aire entre 27-29°C para evitar la
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condensacion; pH alrededor de 6.8-7.5; iluminacion ciclo luz/oscuridad: 14/10
horas. (38)

1.4.1.7 Alimentacion

Son omnivoros, los adultos deben alimentarse de 1-2 veces al dia con toda clase
de alimentos, como comida comercial para peces tropicales, para peces

carnivoros y herbivoros, comida viva como artemia. (37)
1.4.1.8 Reproduccion

Es uno de los oviparos mas sencillos de reproducir, dos hembras por cada macho.
Las hembras depositan los huevos entre las plantas del acuario, generalmente al
inicio de la mafiana, e inmediatamente los machos depositan el esperma para

fecundarlos (37)
1.4.1.9 Genoma

El genoma del pez cebra tiene un tamafio de 1.7 gigabases de ADN, que es
aproximadamente la mitad del tamafio de los tetrapodos, como los humanos y los
ratones. Tiene 25 cromosomas haploides (1n), no se conoce todavia el nimero

de genes totales del pez cebra (39) (38)

1.4.1.10 Desarrollo

1.4.1.10.1 Dial

Periodo de Cigoto O - 3/4 horas post-fertilizacion (hpf)

Inicia con la fertilizacién del ovocito y termina con la primera division celular. (38)
Periodo de Division (3/4 - 2 Y4 hpf)

Empieza con la primera division celular hasta la etapa embrionaria de 64 células.
Los blastomeros se dividen sincronicamente. (38)
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Periodo de Blastula (2 ¥ - 5 % hpf)

Inicia con la etapa embrionaria de 128 células y termina al iniciar la gastrulacion,
incluye la transicion Midblastula (MBT) en torno a la etapa embrionaria de 512

células. (38)
Epibolia

Inicia tras el periodo de blastula, aqui las células internas del blastodermo migran
para cubrir las células superficiales completamente. La CSV (Capa Sincitial
Vitelina) y la capa de la envoltura provocan este movimiento al expandirse. Un
lado del blastodermo se engrosa, marcando el sitio de la futura superficie dorsal
del embrion. (38)

Periodo de Gastrula

Caracterizada por movimientos morfogenéticos de la célula en involucién,
convergencia y extension, generando tres capas germinales primarias y los ejes
embrionarios. Comienza la formacion de la placa neural en el lado dorsal del

embrion, lo que originara el cerebro. (38)
Periodo de Segmentacion

Se forman los somites y se visualizan los primeros rudimentos de érganos
internos y un esbozo de cola. Al final de este periodo las primeras células terminan
de diferenciarse y aparecen los movimientos corporales, el cerebro aun no esta

adecuadamente estructurado. (38)
1.4.1.10.2 Dia?Z2

Periodo Faringeo (24 — 48 hpf)

El periodo debe su nombre a los siete arcos faringeos, los dos primeros dan lugar
a la mandibula, y los cinco posteriores forman las branquias. EI embrién tiene bien
desarrollado el SNC (sistema nervioso central), el cerebro muestra todas las
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subdivisiones principales (cinco l6bulos) y se ha completado la somitogénesis, la
cola del embrion se endereza y crece rapidamente, la cabeza se acorta y el angulo
entre la cabeza y el cuerpo es de sélo aproximadamente 50°. Las caracteristicas
adicionales incluyen: células pigmentadas melanoforos (negro), xantéforos
(amarillo), y iridi6foros (pececillo de plata iridiscente), aletas, el sistema
cardiovascular (se detectan los primeros latidos y se puede ver circular la sangre
por las arterias y venas), asi como los primeros rasgos de comportamiento, como

movimientos de natacion. (38)
1.4.1.10.3 Dia3

Periodo de Eclosién (48 — 72 hpf)
La mayoria de organos rudimentarios casi han terminado la morfogénesis y su
desarrollo se ralentiza considerablemente. Se desarrolla la mandibula, los arcos

branquiales y las aletas pectorales. (38)
1.4.1.10.4 Periodo de Larva Temprana 3 - 7dpf (dias post-fertilizacion)

La mayor parte de la morfogénesis en el pez cebra en desarrollo estd completa, y
comienza a aumentar de tamafio. Al cuarto dia se infla la vejiga natatoria; la boca,
sigue creciendo mas dorsal y anterior. La pigmentacion iridiéfora aumenta en la
superficie. El intestino se traslada mas ventralmente. Las larvas comienzan a
nadar activamente, mostrando sus primeros movimientos activos de las aletas
pectorales, la mandibula, aletas operculares y los ojos. Ademas se observan
respuestas de escape, movimientos de respiracion, y comienzan a buscar y comer

su alimento (38)
1.4.1.11 Ventajas del Pez Cebra como Modelo Biolégico
Entre las ventajas de usar este modelo biolégico tenemos:

e Homologia genética, fisioldgica y farmacologica entre pez cebra y humanos.
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e Tamafo pequefio y transparencia, lo cual facilita tanto el mantenimiento

como la visualizacion de los ensayos.
e Alta tasa de reproductibilidad.
e Bajo costo (35)
Las ventajas de usar el pez cebra en inflamacion son:

e Poseer un sistema inmune parecido al de los mamiferos, incluido la
presencia de macréfagos, eosindfilos y neutrdfilos. (40)

e Presencia temprana de varios tipos de células hematopoyéticas (linfocitos,
monocitos/macréfagos y neutrofilos) en el desarrollo embrionario de peces
cebra. (41) Los neutrofilos (heterdfilos) en el pez cebra son identificables a
partir de aproximadamente 48 horas después de la fertilizacion y el sistema
inmune innato existe en forma aislada de cualquier sistema adaptativo,
cosa que no se plantea hasta aproximadamente 4 semanas después de la
fecundacion. (42)

e La facil identificacion de los neutréfilos en peces cebra mediante la enzima
mieloperoxidasa (MPO). (41)

AUTORES:
ANDREA BUESTAN O.
ANITA GUARACA M.

45



i w.;‘m}.n-w e

vliruos ég

i
UNIVERSIDAD DE CUENCA

CAPITULO 2
2 MATERIALES Y METODOS
2.1 MATERIALES
Solventes: Los solventes utilizados fueron etanol al 70% y cloroformo.
Reactivos:

. Danieau’s 0.3X

. PTU 10X (feniltiourea)

. DMSO (dimetilsulféxido)

. Piroxicam 50 uM

. LPS 1mg/ml (lipopolisacéarido)

. Tricaina 50X

. PFA 4% (paraformaldehido)

. PBST 1X (buffer fosfato salino + Tween 20)
. Kit Leucognost® Pox (Merck)

Equipos:

. Horno de secado Pro 3

. Rotavapor Laborota 4000 Eficient HB digit
. Bafio ultrasonico Cole-Palmer 8893-21

. Biofreezer Dairei Freezeer

. Concentrador al vacio RapidvVap LABCONCO

. Estufa
. Estereomicroscopio
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2.2 METODOS
221 MUESTRAS VEGETALES

Algunas muestras fueron compradas en puestos especificos de plantas
medicinales del Mercado 10 de Agosto de la ciudad de Cuenca (Matricaria
recutita, Urtica urens); otras, fueron colectadas en las Parroquias de Molleturo
(Latitud:-2.70Longitud: 79.43) (Aristeguietia glutinosa) y Miraflores (Rosmarinus
officinalis, Cestrum aff. peruvianum, Cestrum sp) y en la ciudad de Macas (Uncaria
tomentosa). El material vegetal fue enviado al Herbario Azuay (HA) para su

caracterizacion botanica, cuyos vouchers reposan en el mismo.
2.2.1.1 Seleccion

Para iniciar el procesamiento del material vegetal se procedio a la seleccion del
mismo de acuerdo a las Directrices de la OMS sobre buenas practicas agricolas y
de recoleccion de plantas medicinales. (43)

2.2.1.2 Lavado

Una vez seleccionadas las estructuras vegetales a ser utilizadas, se procedio al
lavado con agua potable para remover cualquier residuo de tierra, polvo o
sustancia extrafia presente en la superficie de las mismas, se coloc6 en un
recipiente con agua destilada cubriéndolas por completo por 10 minutos y

finalmente se escurrié cada una de las plantas en cernidores plasticos.
2.2.1.3 Secado

El secado se llevé a cabo combinando dos métodos: al aire libre y con la
utilizacion de un horno de secado. Se colocé la droga vegetal en capas delgadas
sobre una malla metélica cubierta con papel periddico, previamente sanitizada con
alcohol al 70%. Se secé por 24 horas a temperatura ambiente. Para el segundo
método el material vegetal se coloco en el interior del horno de secado Pro 3 en
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bandejas semejantes a las anteriormente descritas a 37 = 1°C hasta obtener peso

constante, tiempo variable de acuerdo a la estructura vegetal.
2.2.1.4 Almacenamiento

La droga vegetal seca se guardé en fundas de papel periddico con su respectiva
etiqueta: nombre cientifico, nombre comun, fecha, peso y codigo.

2.2.2 OBTENCION DE EXTRACTOS VEGETALES

Se peso exactamente entre 10 y 15g de droga vegetal seca, se triturd (triturador
Oster409) hasta obtener un tamafio homogéneo en toda la muestra. Se colocé
en un vaso de vidrio sanitizado y seco, se humectd con el solvente de extracciéon
(etanol y cloroformo), se dejé reposar por un periodo de 24 horas y se transfirio al
percolador para obtener los extractos hidroalcohodlicos y al embudo de decantacion

para el caso de los extractos cloroférmicos.

Extractos hidroalcohdlicos: una vez colocada la muestra vegetal en el
percolador se coloco el papel filtro, esferas de cristal y el solvente (etanol/agua
70/30 V/V) sobre la muestra. La cantidad de solvente utilizada fue variable hasta
observar que cubra la misma entre 2 a 3 cm. Se tap6 con papel aluminio y se
procedio a la maceracion por 24 horas. Transcurrido el periodo de tiempo
establecido se procedi6 a la percolacion con una velocidad de salida de XX por
minuto, se adicion6é nuevamente pequefias alicuotas del disolvente empleado
hasta obtener un volumen total de 250 ml y se colocé directamente en el balon de
fondo redondo para su posterior concentracion. (44)

Extractos cloroférmicos: una vez colocada la muestra vegetal en el embudo de
decantacion se coloco el papel filtro, esferas de cristal y el solvente (cloroformo)
sobre la muestra. La cantidad de solvente utilizada fue variable hasta observar
que cubra la misma entre 2 a 3 cm. Se tapo con papel aluminio y se procedi6 a la
maceracion por 24 horas. Transcurrido el periodo de tiempo establecido se

procedié a la decantacion con una velocidad de salida de XX por minuto, se

AUTORES:
ANDREA BUESTAN O.
ANITA GUARACA M.

48



vliruos AE;
: i =]

UNIVERSIDAD DE CUENCA

adicion6 nuevamente pequefias alicuotas del disolvente empleado hasta obtener

un volumen total de 250 ml y se colocé directamente en el balén de fondo redondo

para su posterior concentracion.
2.2.3 CONCENTRACION DEL EXTRACTO VEGETAL

Los extractos vegetales hidroalcohdlicos y cloroférmicos se transfirieron a balones
de fondo redondo, los cuales se adaptaron al Rotavapor Laborota 4000 Eficient
HB digit (Alemania), se esper0 hasta que el solvente se haya eliminado
completamente. Posteriormente se redisolvié el residuo seco adherido en la pared
con la menor cantidad de solvente. Se transfirié a un tubo tapa rosca debidamente

etiquetado.

El solvente restante se elimind con una corriente continua de N, en un bafno
ultrasonico Cole-Palmer 8893-21 (Vernon Hills, lllinois), a 40°C, hasta obtener un

volumen de 4 - 5ml.
2.2.4 Liofilizacion

Los extractos hidroalcohdlicos secos obtenidos se re-disolvieron en
aproximadamente 20 ml de agua destilada, se transfirieron a tubos de liofilizacién
previamente pesados y rotulados, se llevaron a congelacion (-80°C) en el
biofreezer Dairei Freezeer, girando los tubos constantemente para permitir la
formacion de una pelicula uniforme alrededor del tubo por aproximadamente 15-20

minutos.

Se procedid a cargar las muestras en el Liofilizador Labconco 7670520 (Labconco,
Kansas, Missouri) a una presion de 0.080 milibar y a una temperatura de -48°C y
se dejo por 22-24 horas hasta obtener el extracto seco, transcurrido este tiempo
se retiraron los tubos. El extracto seco obtenido se pesé y transfirié a un tubo tapa
rosca debidamente etiquetado. Los pesos obtenidos se relacionaron con el peso
de droga seca (15 g) para el posterior calculo del rendimiento de los extractos
secos.
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2.2.5 Concentracion al vacio

Los extractos cloroformicos obtenidos se transfirieron a tubos de tapa rosca
previamente sanitizados, secos y debidamente etiquetados, se colocaron en el
concentrador al vacio RapidvVap LABCONCO (velocidad de 58%, temperatura de
40+1°C y presion de vacio de 684 milibar) de forma paralela y de par en par,
durante 5-6 horas; luego de este tiempo se retiraron los extractos secos, se

taparon y almacenaron en el biofreezer a -80°C hasta su utilizacion.

2.3 TOXICIDAD DE LOS EXTRACTOS DE PLANTAS CON ACTIVIDAD ANTI-
INFLAMATORIA EN LARVAS DE PECES CEBRA

2.3.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION
2.3.1.1 Pre-tratamiento

Se colectaron los embriones de peces cebra y bajo luz del estereo-microscopio se
seleccionaron aquellos fértiles, colocandolos en una caja de petri con un volumen
adecuado de 0.3X Danieau’s (caja 90mm: maximo 150 embriones con 30 ml de
medio: caja 150mm: maximo 250 embriones con 50 ml de medio) y se incubaron
por 24 horas a 28°C. Al dia siguiente (larvas 1dpf) se revisaron, se retiraron
aguellas larvas no viables y se procedié al cambio de medio de mantenimiento
(Danieau’s 0.3X), esta vez con adicion de feniltiourea 10X (concentracion de PTU
en el medio 100uM). Desde el dia 2 al dia 4 se repitié el proceso realizado el dia
1. Una larva tratada de esta manera se muestra en la figura 15 .El dia 5 (larvas
5dpf) se llevd a cabo el ensayo de toxicidad.
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Figura 9: Larva 5 dpf pre-tratada con PTU

2.3.2 PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA EL ENSAYO DE
TOXICIDAD

Se prepararon soluciones stock de cada uno de los extractos a analizar partiendo
de una concentracion madre de 20 mg/ml (100% DMSO). Se prepararon
soluciones de prueba desde 200 ug/ml diluyéndolas a la mitad sucesivamente
hasta 6.25 ug/ml (1% DMSO).

2.3.2.1 Ensayo de toxicidad de los extractos

El presente ensayo se realiz6 con el fin de determinar la concentracibn maxima
tolerable (CMT), definiéndola como la concentracion de extracto a la cual no se
observaron signos de toxicidad en las 6 de las 6 larvas de cada pocillo, tras

incubacién de 24 horas.

Se colocaron en cada uno de los pocillos de la placa de cultivo (24 pocillos) 6
larvas de peces cebra 5 dpf pre-tratadas, se retir6 todo el liquido (0.3X Danieau’s)
presente en cada pocillo evitando maltratar a las larvas, y se colocé 1 ml de las
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concentraciones del extracto a probar. También se coloc6 un control negativo o
referencia, para ello se utilizaron también 6 larvas 5dpf pre-tratadas pero se
adicion6é 1ml de 0.3X de Danieau’s con 1% DMSO. Se incubd la placa por 24

horas a 28°C, revisandola cada hora durante las primeras 8 horas para observar

sefales de toxicidad:

e Deformacion de cola y/o eje antero-posterior
e Aumento/disminucién del latido cardiaco

e Aumento/disminucién del movimiento normal
e Edema pericéardico

e Muerte
2.3.3 ENSAYO IN VIVO DE MIGRACION LEUCOCITARIA
2.3.3.1 Animales de experimentacion

Para realizar este ensayo se prepararon las larvas de igual forma que para el

ensayo de toxicidad.

2.3.3.2 Ensayo de migracion leucocitaria

Dicho ensayo se divide en 3 etapas descritas a continuacion:
2.3.3.2.1 Pre-incubacion (1hora)

Una vez determinada la concentracion méxima tolerable de cada uno de los
extractos se procedio a probar su actividad anti-inflamatoria a través del ensayo de
migracion leucocitaria inducido por lipopolisacarido de Salmonella typhosa.

Se transfirieron 10 larvas 5dpf a cada uno de los pocillos de la caja de cultivo de
24 pocillos. Se retird todo el liquido del primer pocillo de la caja de cultivo y se
adicion6 1 ml de la solucion Control Negativo (0.3X Danieau’s, 1% DMSO). Se
anoto la hora de incubacion. Transcurridos 10 minutos se retird todo el liquido del

segundo pocillo y se adicioné 1 ml de solucién de Control Positivo (Piroxicam 50
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UM preparado en 0.3X Danieau’s). Nuevamente, luego de 10 minutos se retiro el
liguido del tercer pocillo y se adicion6 1 ml de extracto hidroalcohdlico o
cloroférmico (segun el caso) de la concentracion maxima tolerable determinada
anteriormente. Se repitid el proceso hasta completar con todos los extractos

disponibles para el dia.
2.3.3.2.2 Corte de las colas e incubacion final (7 horas)

Completada la pre-incubacion en el primer pocillo, se retiraron todas las larvas y el
liguido colocandolas en una tapa de caja petri. Se adicion6 1 a 2 gotas de Tricaina
50X, se agito ligeramente con movimientos circulares y se esperé un minuto. Se
coloco la caja en la platina del esterio-microscopio y con ayuda del bisturi se
realizd el corte de cola en la zona terminal del cordén de circulacion interno cada

una de las 10 larvas como se indica en la Figura 10.

Figura 10: Larva 5 dpf pre-tratada con PTU, después del corte
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Terminado el corte se colocaron todas las larvas nuevamente en el primer pocillo y

se retird todo el liguido remanente (con tricaina). Se adiciond 1 ml de 0.3X

Danieau’s para lavar el exceso de tricaina, agitando levemente la placa con

movimientos circulares y al cabo de unos minutos se retird el volumen de 0.3X

Danieau’s y se lavd nuevamente (este paso se repite tres veces).

Se adicion6é 1 ml de las concentraciones de los controles negativo, positivo y de
los extractos usados anteriormente pero esta vez tanto los controles como los
extractos contenian 10 ul de LPS 1mg/ml. Se procedi6 a incubar por 7 horas. Se
repiti6 nuevamente el proceso hasta concluir con todas las muestra a probar ese

dia.
2.3.3.2.3 Tincion de mieloperoxidasa y evaluacion de los resultados

Completadas las 7 horas de incubacién en cada pocillo, se trasfirieron las larvas
desde los pocillos de la placa a viales eppendorf. Se retiré todo el liquido y se
adicion6 500 pyL de una solucion de para-formaldehido (PFA) al 4% para fijar las
larvas durante 15 minutos. Se retird todo el PFA y se procedio a tres lavados
usando 1 ml de una solucion 1X de buffer fosfo-salino adicionada tween 20 (0.1%
PBST) en cada uno. Se retird6 todo el PBST de cada vial y se adiciono
cuidadosamente por los bordes del vial 1 ml de la solucién de tincién. Se incubd
15 minutos a temperatura ambiente sin agitar. Al cabo de 15 minutos, se pasaron
las 10 larvas de cada vial a una tapa de una caja Petri, se las organizo y realizé el
conteo de los leucocitos migrantes en la zona del corte de cola de cada larva
como se presenta en la Figura 11. Finalmente se registraron los resultados para

proceder a la evaluacion estadistica.
Preparacién de la Solucién de Tincion

Disolver el contenido de un frasco del reactivo 1 (4-cloro-1-naftol) en 15 ml de
etanol y afiadirlo a la cubeta de tincion redisolviendo, afiadir 45 ml de agua

destilada, 10 gotas del reactivo 2 (tampon tris (hidroximetil-aminometano)-HCI) y
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dos gotas del reactivo 3 (solucién de peréxido de hidrogeno); y homogenizar. La

solucién reactiva es incolora y es estable durante 3 horas.

Control Positivo

Control Negativo

Figura 11: Tincién de la mieloperoxidasa de un control positivo y

negativo.
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2.4 ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico estuvo orientado a determinar la existencia de inhibicion de
migracion leucocitaria con los extractos vegetales seleccionados. En el disefio
experimental se consideré como unidad experimental al grupo de diez larvas de 5
dpf sometido a los diferentes tratamientos (control positivo Piroxicam 50 pM,
control negativo DMSO 1% y extracto vegetal a una determinada concentracion).
Como variables independientes se consideraron: dia del experimento, muestra del
extracto vegetal y concentracion maxima tolerable expresada en pug/ml; la variable
dependiente fue la migracién leucocitaria, medida en numero de neutrdfilos
migrados a la zona de inflamacién. En cada dia de andlisis fue necesaria la
inclusion de 1 control negativo y 1 control positivo a fin de eliminar variaciones en
el proceso y operador, asi como las relacionadas con la temperatura del agua,
temperatura del ambiente, tratamiento, tiempo de proceso que podrian influenciar

en la variacion de las larvas de dia a dia.

El andlisis estadistico de los resultados experimentales se llevdé a cabo con el

software de libre distribuciéon “R” versién 2.15.2 de 64 bits.

Como primer punto de andlisis se considerd la validacion de la técnica de
medicion de migracién leucocitaria para la cual se consideraron las posibles
diferencias entre las repeticiones del ensayo, empleandose un analisis de ANOVA.
La determinacién de la actividad de los extractos vegetales fue evaluada mediante
el procedimiento de comparaciones multiples de Tukey entre las muestras y los
controles positivo y negativo para cada dia del analisis; para lo cual se empleé el
test HSD (Honestly Significant Difference) implementado en la libreria de R
“agricolae” con el nivel de confianza de 95% y que como resultado agrupa los

tratamientos similares.
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3.1 Evaluacién de la Concentracion Maxima Tolerable (CMT) in vivo

Seis larvas 5 dpf fueron incubadas a 28°C (£0.5), con varias concentraciones de

los extractos vegetales a analizar (rangos desde 200 pg/ml a 6.25ug/ml), en este

ensayo también se incluyé un control negativo (DMSO 1%).

Las larvas fueron observadas en el estereomicroscopio durante las primeras 8 y

24 horas de incubacién, para observar cambios en la morfologia y fisiologia

normal de las larvas.

Los resultados obtenidos se observan en la siguiente tabla:

Tabla 1: Concentracion Maxima Tolerable (CMT) de los extractos hidroalcohélicos y cloroférmicos.

Plantas

Extractos
Hidroalcohdlicos

Concentracion (ug/mil)

Extractos
Cloroférmicos

Concentracion (ug/mil)

Matricaria recutita 150 25

Rosmarinus officinalis 50 12.5
Aristeguietia glutinosa 125 125
Urtica urens 100 200
Cestrum sp. 12.5 100
Cestrum aff. Peruvianum 100 200
Uncaria tomentosa (hojas y tallo

herbario) e 200
Uncaria tomentosa (tallo herbario) 25 200
Uncaria tomentosa (hojas) 50 200

AUTORES:
ANDREA BUESTAN O.
ANITA GUARACA M.

57



vliruos éE}_

UNIVERSIDAD DE CUENCA

3.2 Ensayo in Vivo de Migracion Leucocitaria

El ensayo de migracion leucocitaria, se realizé en dias diferentes empleando para

cada dia un control positivo, un control negativo y el extracto vegetal por triplicado.

Este estudio permiti6 clasificar las muestras de los extractos vegetales
hidroalcohdlicos y cloroférmicos en tres grupos segun su actividad (migracion
leucocitaria): Grupo (a) no diferente al control negativo: sin actividad anti-
inflamatoria; Grupo (b) no diferente al control positivo: activo; Grupo (c) diferente a
los controles positivo y negativo: con actividad parcial. En este estudio no se

clasificd ningun extracto hidroalcohdlico ni cloroférmico en el grupo a.

Tabla 2: Clasificacion de los extractos hidroalcohdlicos segun el ensayo de migracion leucocitaria
inducida por lipopolisacarido.

Grupo a Grupo b Grupo c
No se clasifico | Matricaria recutita Uncaria tomentosa (hojas y
ningun extracto tallo herbario)
hidroalcohdlico  en | Rosmarinus officinalis
este grupo.

Aristeguietia glutinosa

Urtica urens

Cestrum sp.

Cestrum aff. peruvianum

Uncaria tomentosa (tallo
herbario)

Uncaria tomentosa (hojas)

Grupo (a) no diferente al control negativo: sin actividad anti-inflamatoria; Grupo (b) no diferente al control positivo:

activo; Grupo (c) diferente a los controles positivo y negativo: con actividad parcial.
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Tabla 3: Clasificacion de los extractos cloroférmicos segin el ensayo de migracién leucocitaria
inducida por lipopolisacarido.

cloroférmico en este
grupo.

Grupo a Grupo b Grupo c
No se clasificé | Matricaria recutita Uncaria tomentosa (hojas y
ningdn extracto tallo herbario)

Rosmarinus officinalis

Uncaria
herbario)

tomentosa  (tallo

Aristeguietia glutinosa

Urtica urens

Cestrum sp.

Cestrum aff. peruvianum

Uncaria tomentosa (hojas)

Grupo (a) no diferente al control negativo: sin actividad anti-inflamatoria; Grupo (b) no diferente al control positivo:

activo; Grupo (c) diferente a los controles positivo y negativo: con actividad parcial.
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Plantas Control Control Extracto
negativo positivo

Y c 7 c Y c
Urtica urens 18.2 | 22010 |3.7 |2.7908 |5.36 |3.7553
Cestrum aff. Peruvianum 17.2 | 2.4855 |58 |1.7511 |7.03 |1.7904
Aristeguietia glutinosa 179 | 45570 |3.6 |23664 |7.26 |3.3418
Matricaria recutita 14.7 | 25407 |5 1.1547 | 7.53 | 2.7634
Cestrum sp. 195 (45521 |83 |23593 |7.7 2.3915
Rosmarinus Officinalis 147 | 2.5407 |5 1.1547 |8.26 | 2.6643
Uncaria tomentosa (hojas) 18.3 (39171 |4.7 |1.6363 |8.26 |2.2273
Uncaria tomentosa (tallo herbario) | 18.3 | 3.5916 |4.3 | 2.5407 |85 3.7393
Uncaria tomentosa (hojas y tallo 154 |3.7178 |53 | 24060 |10.43|2.4869
herbario)

( X) media aritmética de migracién leucocitaria inducida por lipopolisacérido; (o) desviacién estandar de migracién

leucocitaria inducida por lipopolisacarido.

De acuerdo con el analisis realizado, los resultados mas relevantes corresponden a los
extractos hidroalcohdlicos de Urtica urens y Cestrum aff. peruvianum en concentraciones
de 100 pg/ml, los mismos que presentaron un potencial anti-inflamatorio comparable a la

actividad farmacologica probada del Piroxicam (Feldene®) en concentracion de 50 pM,

como se indican a continuacion en la figura 12:
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(A)Control Positivo (B)Control Negativo

(C)Urtica urens (D)Cestrum aff. peruvianum

Figura 12: Ensayo de actividad anti-inflamatoria en peces cebra. (A) Control Positivo (Piroxicam
50) uM (B) Control Negativo, Muestras Positivas (C) Urtica urens 100 pug/ml (D) Cestrum aff.
peruvianum .100 pg/ml.
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Urtica urens 100 pg/ml
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Grafico 1: Ensayo de Migracidn Leucocitaria inducida por lipopolisacarido en peces cebra del
extracto hidroalcohdlico de Urtica urens 100 pg/ml
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Grafico 2: Ensayo de Migracion Leucocitaria inducida por lipopolisacarido en peces cebra del
extracto hidroalcohdlico de Cestrum aff. peruvianum (sauco negro) 100 pg/ml.
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Tabla 5: Ensayo de Migracion Leucocitaria inducida por lipopolisacarido de los extractos

cloroférmicos.

Plantas Control Control Extracto
negativo positivo

X c X c X c
Rosmarinus Officinalis 18.3 | 35916 |4.3 | 25407 |6.63|1.2726
Aristeguietia glutinosa 16 22110 |44 |1.6465 |7 1.7419
Matricaria recutita 18.3 | 35916 |4.3 |25407 |7.4 |1.8519
Cestrum aff. Peruvianum 16 6.6164 | 4.7 |1.8885 |7.53|1.7759
Urtica urens 164 |3.6878 |4.6 |1.0749 |7.73|1.5521
Uncaria tomentosa (hojas y tallo 146 |1.6465 |39 |15238 |7.73|1.4367
herbario)
Uncaria tomentosa (hojas) 17.8 |3.7653 | 4.7 |1.0593 | 7.83|1.8210
Cestrum sp. 173 [ 48085 |4.7 |1.8885 |7.96|1.7515
Uncaria tomentosa (tallo herbario) | 14.6 | 1.6465 |3.9 |15238 |81 |1.3733

(X)) media aritmética de migracion leucocitaria inducida por lipopolisacarido; (c) desviacién estadndar de migracion

leucocitaria inducida por lipopolisacarido.

Segun el estudio realizado, los resultados méas relevantes corresponden a los extractos

cloroférmicos de Rosmarinus officinalis y Aristeguietia glutinosa en concentraciones de

12.5 pg/ml, los mismos que presentaron un potencial anti-inflamatorio comparable a la

actividad farmacologica probada del Piroxicam (Feldene®) en concentracion de 50 pM,

como se indican a continuacion en la figura 13:
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(A)Control Positivo (B)Control Negativo
(C)Rosmarinus officinalis (D)Aristeguietia glutinosa

Figura 13: Ensayo de actividad anti-inflamatoria en peces cebra. (A)Control Positivo (Piroxicam 50
uM) (B) Control Negativo, Muestras Positivas (C) Rosmarinus officinalis 12.5ug/ml (D)
Aristeguietia glutinosa 12.5 pug/ml.
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Rosmarinus officinalis 12.5 p¢
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Grafico 3: Ensayo de Migracidn Leucocitaria inducida por lipopolisacarido en peces cebra del
extracto cloroférmico de Rosmarinus officinalis 12.5 pg/ml.
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Aristeguietia glutinosa 12.5 ¢
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Grafico 4: Ensayo de Migracidn Leucocitaria inducida por lipopolisacarido en peces cebra del
extracto cloroférmico de Aristeguietia glutinosa 12.5 pg/ml.
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3.3 Discusioén

Al estar la medicina tradicional presente en todo el mundo, despierta gran interés
por sus aplicaciones y posibilidades de investigacion debido a la enorme demanda
de obtener informacion etnobotanica y etnomédica para el posterior analisis y

aislamiento de productos quimicos activos.

El uso de plantas medicinales por la poblacién del Austro ecuatoriano con fines
terapéuticos es cada dia mayor, lo que ha llevado al estudio de diferentes
especies vegetales para el tratamiento de diversas patologias, entre ellas la
inflamacion. (45)

Debido a la similitud entre la medicina tradicional china y la medicina andina, en
este estudio se seleccionaron 7 plantas que se reportan como anti-inflamatorias
por la poblacion austral ecuatoriana, entre las que tenemos Matricaria recutita,
Rosmarinus officinalis, Aristeguietia glutinosa, Urtica urens, Cestrum sp, Cestrum
aff. peruvianum, y Uncaria tomentosa Yy de las cuales se obtuvo extractos
hidroalcohdlicos y cloroférmicos a fin de evaluar su efecto en el modelo de peces

cebra.

La inflamacion es una respuesta defensiva, inespecifica del organismo ante una
lesion tisular, que se produce por la presencia de gérmenes patdgenos,
abrasiones, irritaciones quimicas y trastornos celulares. ElI organismo
desencadena una respuesta inflamatoria que consiste en vasodilatacion o
incremento de la permeabilidad, migracién de los fagocitos y reparacion tisular. La
migracion de los fagocitos al sitio de la lesion, entre ellos los neutrofilos es lo que
ha permitido determinar la actividad anti-inflamatoria de los extractos vegetales

usando el modelo biologico de peces cebra (Danio rerio). (20)

Se observd que ocho extractos hidroalcohdlicos vy siete extractos cloroférmicos
expresaron una actividad equivalente al control positivo para el que se utilizé un
medicamento de probada eficacia, disponible en el mercado como es el

Piroxicam (FELDENE ®), el cual inhibe la sintesis de las prostaglandinas, al
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causar la inhibicion de la Ciclooxigenasa. (46). Un extracto hidroalcohélico y dos
extractos cloroformicos utilizados, presentan una actividad parcial, comparada al

control positivo seleccionado.

La Matricaria recutita o Manzanilla, usada comunmente en enfermedades
estomacales, irritacion de la conjuntiva ocular y como anti-inflamatorio mostré una
importante actividad en el modelo de peces cebra, como extracto hidroalcéholico a
una concentracion de 150 pg/ml presentd un migracion leucocitaria con una
media de 7.53 y como extracto cloroférmico a una concentracién de 25 pg/ml
evidenci6 una migracién leucocitaria representada por una media de 7.4,
presentando estos extractos actividad semejante al control positivo (Piroxicam
50uM). Diversos estudios han demostrado que los flavonoides-7-glucosidos
constituyentes principales de las flores de manzanilla y el azuleno son los
principales responsables de la accién anti-inflamatoria (47) (12) (48), otros
estudios han probado que la matricina, el alfabisabolol, guaiazuleno y o6xido

alfabisabolol tienen actividad anti-inflamatoria y analgésica (49).

Rosmarinus officinalis 0 Romero es una especie utilizada por habitantes del Austro
ecuatoriano para el tratamiento de infecciones de la vista, infecciones
estomacales, problemas de la piel y célicos menstruales. (10). Al referirse a su
accion anti-inflamatoria, los resultados mostraron que a una concentracion de 50
pug/ml el extracto hidroalcohdlico demostré una migracién leucocitaria con un
media de 8.26 y de 6.63 como extracto cloroférmico a una concentracién de 12.5
pg/ml lo cual pone de manifiesto que los extractos de esta planta tienen actividad
semejante al control positivo en el modelo de Danio rerio. Diversos estudios
experimentales parecen demostrar las propiedades anti-inflamatorias de derivados
o partes de Rosmarinus officinalis. En estudios realizados en la Universidad
Federal de Santa Maria se demostro la accion protectora y anti-inflamatoria del
extracto etandlico de Rosmarinus officinalis contra la Ulcera gastrica inducida por
etanol al 70% en ratas Wistar. (50) Tales autores Chae Ig, Yu Mh y otros probaron
los efectos de los componentes de romero, acido carndsico (CA), y el carnosol
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(CAR), sobre la migracion celular que se evalué mediante un ensayo de migracion

de Matrigel en células vasculares del musculo liso (51).

En el caso de la Aristeguietia glutinosa o Matico, esta planta es nativa de la Sierra
del Ecuador, la medicina tradicional le atribuye propiedades variadas puesto que
las hojas en infusion se utilizan para aliviar o curar enfermedades del tracto
respiratorio (anti-inflamatorio, expectorante, antitusigeno), para inflamaciones,
reumas o artritis. (7). Los estudios aqui presentados nos permitieron mostrar que a
una concentracion baja de 12.5 pg/ml tanto el extracto hidroalcohdlico vy
cloroférmico mostraron una inhibicion en la migracién de neutrdéfilos hacia la zona
de la lesion, registrando resultados con una media de 7.26 y de 7 para el extracto
hidroalcohdlico y cloroférmico respectivamente, presentando actividad semejante
al control positivo. No se han registrado estudios cientificos que corroboren su
propiedad anti-inflamatoria, por lo que seria necesario realizar mas estudios sobre

esta planta.

Urtica urens u Ortiga, es de distribucion universal aunque su origen seria de
Euroasia, se usa para tratar dolores fuertes, afecciones del higado y sistema
digestivo y en afecciones inflamatorias del intestino. (7) . Al realizar el estudio de
esta planta se evidencio que posee actividad anti-inflamatoria representada por
una media de 5.36 a una concentracion de 100 pg/ml para el extracto
hidroalcohdlico y una media de 7.73 a una concentracién de 200 ug/ml para el
extracto cloroformico. Un estudio del extracto etandlico de la parte aérea de Urtica
urens en edema inducido por carragenina en la pata trasera de la rata (41,5% de
inhibicion a una dosis de 300 mg / kg ip), ha demostrado su actividad anti-
inflamatoria, determinandose ademas el acido clorogénico (670 mg/1000 g de

peso seco) como responsable de esta actividad. (52)

Los Cestrum sp y Cestrum aff. peruvianun, conocidos cominmente como sauco
blanco y negro, son utlizados en infusion por comunidades nativas de
Sudamérica para inflamacién, fiebre, tos y afecciones de rifiones. (7). En el

presente estudio tanto el extracto hidroalcoholico y cloroformico de Cestrum sp. a
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una concentracion de 12.5 ug/ml y 100 pug/ml respectivamente, presentaron una
actividad semejante al control positivo (Piroxicam 50 uM), que se evidencia por la
migracion leucocitaria de 7.7 y de 7.96 para el extracto hidroalcohdlico y
cloroférmico respectivamente. Cestrum aff. peruvianum mostré0 una importante
actividad en el modelo de peces cebra, como extracto hidroalc6holico y
cloroférmico a una concentracion de 100 pg/ml y 200 pg/ml respectivamente,
presentando un migracion leucocitaria con una media de 7.03 para el extracto
hidroalcohdlico y 7.53 para el cloroférmico, presentando estos extractos actividad
semejante al control positivo (Piroxicam 50uM). Estudios en especies del género
Cestrum como Cestrum parqui en metanol: agua (1:1) mostro inhibicion de edema
inducido por carragenina en la pata de rata, asi como inhibicion de la agregacion
de plaquetas sanguineas humanas inducidas por difosfato de adenosina y del

factor activador de plaquetas. (34)

En cuanto a la Uncaria tomentosa o uiia de gato, se usa habitualmente para el
dolor de cabeza, fortalecer el sistema inmune y en afecciones de rifiones. (7). En
el presente trabajo se demostrd0 que los extractos hidroalcohdlicos del tallo
herbario y hojas a concentraciones de 25 pg/ml y 50 pg/ml respectivamente,
presentaron una migracion leucocitaria de 8.5 y 8.26 para los extractos
hidroalcoholicos del tallo herbario y hojas respectivamente, lo que evidencia que
estos extractos tienen actividad semejante al control positivo; el extracto
hidroalcohdlico de la mezcla (hojas y tallo herbario) a una concentracion de 12.5
png/ml presentd una actividad parcial, diferente al control positivo y negativo con
una migracion leucocitaria de 10.43. En cuanto a los extractos cloroformicos, el
extracto de las hojas a una concentracion de 200 pg/ml presentd una actividad
anti-inflamatoria semejante al control positivo, con una migracién leucocitaria
representada por una media de 7.83; los extractos cloroformicos del tallo herbario
y mezcla (hojas y tallo herbario) a una concentracion de 200 pg/ml para ambos
casos, presentaron una migracion leucocitaria de 8.1 y 7.73 respectivamente, lo
cual pone de manifiesto que los extractos de esta planta tienen actividad parcial
diferente al control positivo y negativo en el modelo de peces cebra. Estudios
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realizados por investigadores estadounidenses valoraron la propiedad anti-
inflamatoria de Uncaria tomentosa, in vivo, al inducirse inflamacion intestinal
cronica en ratas inyectando indometacina (7.5 mg/kg) via subcutanea vy
administrandose en el agua de beber ufia de gato (5 mg/ml), la cual atendo
notoriamente la enteritis inducida por indometacina. (53). Estudios realizados en
Canada mostraron que un tratamiento con extractos de Uncaria tomentosa, inhibio
la produccién de la citoquina pro-inflamatoria (TNF-alfa), que es un mediador

critico de la respuesta inmune. (54)
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4. CONCLUSIONES

La tesis desarrollada se baso en las investigaciones realizadas por parte del Dr.

Achig, respecto a la utilizacion terapéutica de distintas plantas medicinales segun

los conocimientos y criterios ancestrales de la Medicina Tradicional China con

homologia a la Medicina Andina, valorando la actividad anti-inflamatoria de

extractos vegetales hidroalcohélicos y cloroformicos de: Matricaria recutita,

Rosmarinus officinalis, Aristeguietia glutinosa, Urtica urens, Cestrum sp, Cestrum

aff. peruvianun, y Uncaria tomentosa, usando el modelo biolégico de peces cebra

(Danio rerio), concluyéndose lo siguiente:

Se pudo corroborar que el conocimiento ancestral andino con bases en la
medicina tradicional china sobre el uso de Matricaria recutita, Rosmarinus
officinalis, Aristeguietia glutinosa, Urtica urens, Cestrum (sp. y aff
peruvianun), y Uncaria tomentosa en procesos anti-inflamatorios es
correcto, ya que 8 extractos hidroalcéholicos y 7 cloroférmicos de estas
plantas medicinales, presentaron una actividad anti-iinflamatoria semejante
al control positivo y el resto de extractos tanto hidroalcohdlicos como
cloroférmicos presentaron una actividad anti-inflamatoria parcial, en el
modelo biolégico Danio rerio.

Ademas se determind las concentraciones maximas tolerables (CMT) para
cada uno de los extractos hidroalcoholicos y cloroférmicos, sin que estos

causen signos de toxicidad en los peces cebra.
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5. RECOMENDACIONES

e Se debe tomar en consideracion, la realizacion de mas estudios
farmacoldgicos que contribuyan a una valoracion general del uso de las
especies vegetales utilizadas en este proyecto, contribuyendo a obtener
drogas adecuadas para el tratamiento de patologias relacionadas con

procesos inflamatorios.

e Realizar procesos que permitan identificar y aislar los principios activos de
estas especies vegetales para determinar qué compuestos son los

responsables de la actividad anti-inflamatoria.

e Probar el efecto anti-inflamatorio de los extractos hidroalcohdlicos y
cloroférmicos realizando combinaciones (férmulas herbolarias) para

determinar si presentan o no mejores resultados.
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7. ANEXOS

ABREVIATURAS

e CMT: Concentracion Maxima Tolerable
e DMSO: Dimetil sulféxido

e dpf: dias post fertilizacion

e Q: gramos

e LPS: lipopolisacarido

e HA: Herbario Azuay

e OMS: Organizacion Mundial de la Salud
e PAF: para formaldehido

e PBS: buffer fosfo-salino

e PBST: buffer fosfo salino méas tween 20
e PGe: Prostaglantina E

e PTU: Feniltiourea

e POX: Leucognost® pox

e UM: micro molar

e ug/ml: microgramos/mililitro

e FAP: factor activador de plaquetas

e NOS: oxido nitrico sintasa

e INOS: 6xido nitrico sintasa
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EQUIPOS

Anexo 1: Horno de Secado

Anexo 2: Concentracion de Extractos vegetales en Rotavapor.

AUTORES:
ANDREA BUESTAN O.
ANITA GUARACA M.

82



R
vliruos
) -

SHARING MINDS, CHANGING LIVES

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Anexo 5: Concentracion al vacio de los extractos cloroférmicos.
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Anexo 6: Ensayo de Migracién Leucocitaria inducida por lipopolisacarido en peces cebra del
extracto hidroalcohdlico de Matricaria recutita 150 pg/ml.
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Anexo 7: Ensayo de Migracién Leucocitaria inducida por lipopolisacarido en peces cebra del
extracto hidroalcohdlico de Rosmarinus officinalis 50 pg/ml.
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Anexo 8: Ensayo de Migracién Leucocitaria inducida por lipopolisacarido en peces cebra del
extracto hidroalcohdlico de Aristeguietia glutinosa 12.5 pug/ml.
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Anexo 9: Ensayo de Migracién Leucocitaria inducida por lipopolisacarido en peces cebra del
extracto hidroalcohdlico de Cestrum sp. (Sauco blanco) 12.5 pug/ml.
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Anexo 10: Ensayo de Migracién Leucocitaria inducida por lipopolisacarido en peces cebra del
extracto hidroalcohdlico de Uncaria tomentosa (hojas y tallo herbario) 12.5 pug/ml.
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Anexo 11: Ensayo de Migracién Leucocitaria inducida por lipopolisacarido en peces cebra del
extracto hidroalcohdlico de Uncaria tomentosa (tallo herbario) 25 pg/ml.
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Anexo 12: Ensayo de Migracién Leucocitaria inducida por lipopolisacarido en peces cebra del
extracto hidroalcohdlico de Uncaria tomentosa (hojas) 50 pg/ml.
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Anexo 13: Ensayo de Migracién Leucocitaria inducida por lipopolisacarido en peces cebra del

extracto cloroférmico de Matricaria recutita 25 pg/mil.
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Urtica urens 200 pg/ml

[%2]
(@)
©
g -
= |
S |
[7)) |
2 ] !
8 n i
3 .
>
Q@
[}
©
o n
[ —
S
S
Z T
N
o
— ]
-
|
T
- \
Lo : —'—I
.
| | |
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Anexo 14: Ensayo de Migracién Leucocitaria inducida por lipopolisacarido en peces cebra del
extracto cloroférmico de Urtica Urens 200 pg/ml.
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Anexo 15: Ensayo de Migracién Leucocitaria inducida por lipopolisacarido en peces cebra del
extracto cloroférmico de Cestrum sp (sauco blanco) 100 pg/ml.
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Negativo Positivo Cestrum aff. peruvi

Anexo 16: Ensayo de Migracién Leucocitaria inducida por lipopolisacarido en peces cebra del
extracto cloroférmico de Cestrum aff. Peruvianum (sauco negro) 200 pg/ml.
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Anexo 17: Ensayo de Migracién Leucocitaria inducida por lipopolisacarido en peces cebra del
extracto cloroférmico de Uncaria tomentosa (hojas y tallo herbario) 200 pg/ml.
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Anexo 18: Ensayo de Migracién Leucocitaria inducida por lipopolisacarido en peces cebra del
extracto cloroférmico de Uncaria tomentosa (tallo herbario) 200 pg/ml.
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Anexo 19: Ensayo de Migracién Leucocitaria inducida por lipopolisacarido en peces cebra del
extracto cloroférmico de Uncaria tomentosa (hojas) 200 pg/ml.
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