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Resumen

La elevada incidencia de los efectos ad-
versos provocados por el uso crénico de anti-
inflamatorios, ha dirigido la bisqueda de te-
rapias alternativas o coadyuvantes basadas en
la utilizacion de plantas medicinales. En Bolivia
las especies vegetales Xanthium spinosum L.y
Urtica urens L.son empleadas tradicionalmen-
te en procesos inflamatorios.

En este trabajo se investiga el efecto anti-
inflamatorio y analgésico de diferentes tipos
de extractos: extracto acuoso, etandlico, di-
clorometanico, etéreo de las especies vegeta-
les Xanthium spinosum L.y Urticaurens L.y la
asociacion de los extractos acuosos y etanoli-
cos de las mismas especies vegetales, en mo-
delos murino. Los mayores efectos de inhibi-
cién de la inflamacién a una dosis de 1,5 g/kg
de peso corporal se registraron a las siete ho-
ras del proceso inflamatorio para los extractos
acuoso (64,8%) y etandlico (68,7%) de X. spi-
nosum L.; el porcentaje de inhibicién para el
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Abstract

The high incidence of adverse effects
caused by the chronic use of anti-inflamma-
tory drugs has led to the search for alterna-
tive therapies or coadjuvants based on the
use of medicinal plants. In Bolivia, the plant
species Xanthium spinosum L. and Urtica
urens L. are traditionally used in inflamma-
tory processes.

In this work the antiinflammatory and
analgesic effect of different types of ex-
tracts is investigated: aqueous, ethanolic, di-
chloromethane, ethereal extract of the plant
species Xanthium spinosum L. and Urtica
urens L. and the association of aqueous and
ethanolic extracts of the same plant spe-
cies, in murine models. The highest effects
of inhibition of inflammation at a dose of
1.5 g/kg of body weight were recorded sev-
en hours after the inflammatory process for
the aqueous (64.8%) and ethanolic (68.7%)
extracts of X. spinosum L .; the percentage
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extracto acuoso y etandlico de U. urens L. fue
de 57% y 51,5% respectivamente. La inhibi-
cién de la algesia fue observada en los extrac-
tos diclorometanico y etandlico de ambas es-
pecies, llegando a un maximo de inhibicion de
72,8% con el extracto etandlico de U. urens L.

La evaluacién de la asociaci6n de extrac-
tos acuosos de ambas especies, a una dosis
de 0,75 g/kg de peso corporal de cada extrac-
to, mostro un efecto antiinflamatorio con un
porcentaje de inhibicion de la inflamacion de
68,95% y un porcentaje de inhibici6n de la al-

of inhibition for the aqueous and ethano-
lic extract of U. urens L. was 57% and 51.5%
respectively. The inhibition of algesia was
observed in the dichloromethane and eth-
anolic extracts of both species, reaching a
maximum of 72.8% inhibition with the etha-
nolic extract of U. urens L.

The evaluation of the association of
aqueous extracts of both species, at a dose
of 0.75 g/kg of body weight of each extract,
showed an anti-inflammatory effect with a
percentage of inhibition of inflammation

of 68.95% and a percentage of inhibition
of algesia of 54.8%; whereas the associa-
tion of the ethanolic extracts of these spe-
cies showed only anti-inflammatory effect.

gesia de 54,8%; en tanto que la asociaci6n de
los extractos etandlicos de estas especies mos-
tré solo efecto antiinflamatorio.

KEY WORDS
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activity
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INTRODUCCION

El niimero de nuevos principios activos aprobados en la industria farma-
céutica y su relacion con los principales grupos de enfermedades da a cono-
cer que la mayoria de ellos estan relacionados con las enfermedades infec-
ciosas, cancer, antihipertensivos y enfermedades inflamatorias (Emea, 2017).
Para el tratamiento de procesos inflamatorios y el control del dolor agudo y
cronico, el uso de antiinflamatorios no esteroideos (AINES) esta muy exten-
dido en todo el mundo, donde aproximadamente treinta millones de perso-
nas los consumen a diario alcanzando mas de cien millones de prescripcio-
nes cada ano (Samuelsen y col., 2015; Thomas y col., 2004; Villa y col., 1999).

Aunque la prevalencia de efectos adversos por el consumo de AINES va-
ria ampliamente, al menos de 10 a 20 % de los pacientes presentan dispep-
sia durante su consumo; de 15 a 25% de los pacientes que consumen AINES
desarrollan ulcera gastroduodenal y 1,5% de los pacientes con artritis reuma-
toide que toman AINES, durante un afo, presentan complicaciones gastroin-
testinales graves (Soriano y col., 2000). La investigacion de nuevas alternati-
vas de tratamientos en base a plantas medicinales, que presenten menores
efectos adversos en la salud, toma gran importancia en el tratamiento de los
procesos inflamatorios (Jail y col., 2003; Okoli y col., 2005; Laupattarakasen y
col., 2006).

El empleo de las plantas medicinales permite en muchos casos mejorar
el proceso patolégico y en otros resolverlo sin llegar a producir efectos ad-
versos (Cafavate, 1995). Actualmente los medicamentos antiinflamatorios de
origen vegetal constituyen un segmento importante entre los productos far-
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macéuticos, siendo en los paises mas desarrollados donde se observa un ma-
yor incremento de su uso, respecto de los medicamentos farmacéuticos con-
vencionales.

La idea de asociar dos o mas extractos de plantas en una sola combina-
cion mas eficaz, se remonta a muchos siglos atras. Existen numerosos ejem-
plos de formulaciones complejas ampliamente utilizadas en la medicina tra-
dicional en todo el mundo. El concepto de sinergia se basa en la suposicion
de que combina dos sustancias, que actian sobre diferentes objetivos mole-
culares en las células y pueden dar como resultado respuestas aditivas o su-
pra aditivas en células u organismos, debido a las interacciones sinérgicas de
objetivos moleculares dentro de una red molecular (Wagner, 2006; Efferth y
Koch, 2011).

En este trabajo se investiga la actividad farmacolégica de las especies ve-
getales Xanthium spinosum L. (Amor seco) y Urtica urens L. (Itapallo) que son
empleadas en la medicina tradicional como antiinflamatorias, asi como sus
asociaciones de acuerdo a la informacion proporcionada por médicos tradi-
cionales y hierberos que expenden estas plantas en la calle Sagarnaga de la
ciudad de La Paz, con el objetivo validar su uso y brindar alternativas para la
atencion en salud.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

La especie vegetal X. spinosum L. fue recolectada del municipio de Taraco,
provincia Ingavi del Departamento de La Paz, se halla ubicado entre las coor-
denadas 16°26°08” latitud sur y 68°56°43” longitud oeste, limita al Norte y al
Oeste con el Lago Titicaca y la Republica de Perd; al Sur con el municipio de
Guaqui y al Este con el municipio de Tiahuanaku.

La especie vegetal U. urens L. fue recolectada en el departamento de La
Paz, provincia Ingavi, sexta seccion Jests de Machaca, cantén Chama a 110
km de la ciudad de La Paz ubicada a 68° 50°00” longitud Oeste, 16°4500” la-
titud Sur.

La autentificacion de las dos especie vegetales, U. urens L. (Voucher N°1)
y X. spinosum L. (Voucher N°2), se realiz6 en el Herbario Nacional de Bolivia
(LPB) a cargo del botanico Javier Quisbert.

Preparacion de los extractos: etéreo, diclorometanico y etanélico de ambas
plantas

Los extractos organicos fueron obtenidos por percolacién en frio median-
te el procedimiento de polaridad creciente, por extraccion sucesiva con éter
de petréleo, diclorometano y etanol. Se emplearon 300g de material vegetal
seco y pulverizado de cada especie. El total de los liquidos extractivos se con-
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centraron en un rotaevaporador (Heidolf Labarota 4000 digital) a presion re-
ducida y temperatura controlada hasta la obtencion de un extracto de consis-
tencia pastosa que se dej6 secar a temperatura ambiente. Para la obtencion
de los extractos acuosos, se procedié a verter agua destilada sobre el reci-
piente que contiene la planta pulverizada libre del tltimo solvente (etanol),
se tap6 y se mantuvo asi por un periodo de dos horas, posteriormente se fil-
tré y se someti6 a un proceso de liofilizacién en el equipo Christ ALPHA2-4
LO plus.

Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones machos Swiss albinos con un peso de 22+2 g pro-
porcionados por el Bioterio de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bio-
quimicas de la UMSA mantenidos ad libitum hasta el inicio de la experiencia.

Evaluacion de la actividad Antiinflamatoria

Para la determinacién de la actividad antiinflamatoria de los diferentes
extractos se seleccion6 el modelo edema plantar agudo inducido por ca-
rragenina en ratones (Almasirad y col., 2014; Winter y col., 1962), este mo-
delo consiste en la administracion subcutdnea de una pseudodisolucién de
y-carragenina a nivel de la aponeurosis plantar del ratén, los animales fue-
ron separados en lotes de seis. Los extractos etéreo, diclorometanico, etan6-
lico y acuoso, fueron administrados via oral previamente disueltos en una so-
lucion de Tween 1%, etanol 1% y agua, a una dosis de 1,5g de extracto/kg de
p. ¢; la indometacina fue administrada via oral a una dosis de 10mg/kg de p.
c.; la dexametasona fue administrada via intraperitoneal a una dosis de 4mg/
kg de p.c.

Inicialmente se mide el espesor plantar basal de la pata trasera izquier-
da de todos los animales mediante un Vernier (Metrology Fowler). A conti-
nuacion se administré por via oral el vehiculo, la indometacina y la solucion
de extracto mediante una canula a cada lote de experimentacién, la dexa-
metasona se administré 30 minutos antes de la inoculacién de la carrageni-
na. Transcurrida una hora de la administracion del vehiculo, la indometacina
y la solucién de extracto, se inocula la carragenina (0,05 ml al 1%), mediante
la inyeccion subcutdnea en la aponeurosis plantar de la pata izquierda de to-
dos los animales.

La medida de la evolucién del edema se realizo a las 3, 5, 7 horas después
de la administracion de la carragenina mediante la medicion del espesor de
la pata, luego se determiné el incremento del espesor de la pata para cada
raton.

Evaluacion de la actividad analgésica
Para la determinacion de la actividad analgésica se seleccion6 el mode-

lo de induccién de contorsiones con acido acético en ratones (Nwafor y col.,
2010; Collier y col., 1968). Este modelo consiste en la administracion intrape-
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ritoneal de dcido acético que produce un dolor de tipo visceral el cual se mi-
di6é contando el nimero de contorciones que presento el animal cada 5 mi-
nutos por un periodo de 30 minutos, post inyeccion del acido acético. Los
animales fueron separados en lotes de seis, los extractos se administraron por
via oral a una dosis de 1,5g de extracto/kg de p.c., la indometacina se admi-
nistro6 via oral a una dosis de 10mg/kg. Como agente algésico se emple6 una
solucién acuosa de acido acético; al grupo control se le administr6 solucién
salina fisiologica (NaCl 0,9 %).

Una hora después, se administr6 la disolucion de acido acético 0.2 ml (1%)
por via intraperitoneal a todos los lotes, inmediatamente después de la admi-
nistracion del agente algésico, cada animal se aislé en una caja individual para
observar el niimero de contorsiones o estiramientos durante 30 minutos.

Analisis estadistico
Los resultados obtenidos se expresaron en porcentajes, promedios y erro-
res de la media, se consider6 como significativo un p < 0.05. Se utilizé la

prueba de Tukey, Anova, t de student, el analisis se realiz6 usando el progra-
ma computacional estadistico Graph Pad Prism Version 6.

RESULTADOS

Evaluacion de la actividad antiinflamatoria de los extractos de
Xanthium spinosum L. y Urtica urens L.

Para la evaluacion del efecto antiinflamatorio se emplearon 4 tipos de ex-
tractos a una dosis de 1,5 g/kg de p.c., y la asociacién de extractos, uno acuo-
so y otro etanélico a una dosis de 0,75 g/kg de p.c.

Los resultados de la disminucién de la inflamacién en la pata de los ani-
males de experimentacion con los extractos de X. spinosum L. se expresan en
la figura 1, en el grupo tratado con el control positivo indometacina (utiliza-
do como farmaco de referencia) se observo una inhibicion de la inflamacion
maxima de 60,7% a las siete horas después de haber administrado el agen-
te irritante, el control positivo dexametasona, mostro una inhibicién de la in-
flamacién en un 95,2%, siendo estas estadisticamente significativas p<0,05.
Asimismo, los extractos acuoso, etandlico y diclometanico de X. spinosum
L. mostraron un efecto antiinflamatorio de moderado a alto (64,8%, 66,7%,
53%, respectivamente) con una tendencia ascendente al cabo de siete horas.
El extracto etéreo, a diferencia de los demas extractos mostro el efecto inhi-
bitorio de la inflamacién sélo al cabo de las siete horas, con 49,5%.

cccccccccc
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Figura 1. Disminucién de la inflamacion mediante la medida del espesor en
mm de las patas de los ratones para los diferentes extractos de X. spinosum
L. alas 3, 5y 7 horas del proceso inflamatorio.

* Diferencia significativa frente al control (p < 0,05).
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La disminucion de la inflamacion con de los extractos de U. urens L. se ex-
presan en la figura 2. Los controles positivos empleados presentaron valores
significativos de actividad antiinflamatoria. Los extractos étandlico y acuo-
so presentaron un efecto inhibitorio de la inflamacién estadisticamente sig-
nificativo (p<0,05) a las siete horas con porcentajes de inflamacién de 57,4%
y 51,1% respectivamente. Por otra parte, si bien el extracto diclorometanico
presento cierto efecto inhibitorio de la inflamacién, no alcanzé valores esta-
disticamente significativos. Finalmente, el extracto etéreo presenté un efecto
inflamatorio, agravando la condicion del proceso.

Figura 2. Disminucién de la inflamacién mediante la medida del
espesor en mm de las patas de los ratones para los diferentes extractos
de U. urens L. alas 3, 5y 7 horas del proceso inflamatorio.

* Diferencia significativa frente al control (p < 0,05).
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En la figura 3 se observan los resultados del efecto de la asociacién de los
extractos acuosos a una dosis de 0,75 g de X. spinosum L.y 0,75 g de U. urens
L. por kg de p. c., a las tres horas el efecto antiinflamatorio fue leve, en tanto,
que tras las cinco y siete horas de haberse administrado el agente irritante, el
efecto fue significativo (p<0,05), el extracto present6 un de porcentaje de in-
hibicién de 50,8% a las 5 horas, y 68,9% a las 7 horas.

Figura 3. Disminucién de la inflamacion mediante la medida del
espesor en mm de las patas de los ratones evaluadas con la
asociacion de los extractos acuosos de X. spinosum L. y U. urens L.
alas 3, 5y 7 horas del proceso inflamatorio.
*Diferencia significativa frente al control (p < 0,05)
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Para evaluar el efecto antiinflamatorio de la asociacion de los extractos eta-
nélicos se administré una dosis de 0,75 g de X. spinosum L.y 0,75 g de U. urens
L. por kg de p.c. En la figura 4, se puede observar que la asociacién de los ex-
tractos tuvo un efecto antiinflamatorio significativo (p < 0,05) a las tres, cinco
y siete horas del proceso inflamatorio, siendo mayor el efecto a las cinco y sie-
te horas con un porcentaje de inhibicion de 48,5% y 58,6% respectivamente.

Figura 4. Disminucién de la inflamacion mediante la medida del
espesor en mm de las patas de los ratones evaluadas con
la asociacion de los extractos etanélicos de X. spinosum L. y
U. urens L. alas 3, 5y 7 horas del proceso inflamatorio.
*Diferencia significativa frente al control (p < 0,05)
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Evaluacion de la actividad analgésica de los extractos de
Xanthium spinosum L. y Urtica urens L.

Los medicamentos antiinflamatorios presentan también efectos analgé-
sicos, razdn por la que los estudios de actividad antiinflamatoria se comple-
mentan con estudios de actividad analgésica.

De acuerdo con los resultados de la figura 5, la administracion de todos
los extractos de X. spinosum L. registraron un efecto analgésico de modera-
do a alto, siendo el extracto diclorometanico el que mostr6é una mayor inhibi-
cién con un 61%, seguido del extracto etandlico con 53.5% de inhibicién de
las contorciones abdominales.

Figura 5. Inhibicion de las contorciones inducidas por acido
acético en los ratones para los extractos de X. spinosum L.
*Diferencia significativa frente al control (p < 0,05)
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Los resultados del efecto analgésico de los distintos extractos de U. urens
L. (figura 6) fue significativo frente al control (p<0,05), el extracto etanélico
inhibié la produccién de contorsiones en un 72,8%, seguido del extracto di-
clorometanico con un 58,3% de inhibicion.

Figura 6. Inhibicién de las contorciones inducidas por acido acético
en los ratones para los extractos de U. urens L.
*Diferencia significativa frente al control (p < 0,05)
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Para estudiar el efecto analgésico de la asociacion de los extractos acuo-
sos se administro una dosis de 0,75 g de X. spinosum L.y 0,75 g de U. urens L.
por kg de p.c. En la figura 7, se puede apreciar que la asociacién de extractos
presenta un efecto analgésico significativo (p<0.05) con un porcentaje de in-
hibicion de 54,8%.

Figura 7. Inhibicion de las contorciones inducidas por acido
acético en ratones para La asociacion de extractos acuosos de
X. spinosum L. y U. urens. L.

*Diferencia significativa frente al control (p < 0,05)
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El efecto analgésico de la asociacion de los extractos etandlicos se realizo
administrando a cada ratén una dosis de 0,75 g de X. spinosum L.y 0,75 g de
U. urens L. por kg de p.c. En la figura 8, se observa que la asociacién de los ex-
tractos presenta un efecto analgésico bajo y no significativo (20,8%) respecto
de los extractos administrados individualmente (53,5% para X. spinosum L.y
72,8% para U. urens L.).

Figura 8. Inhibicion de las contorciones inducidas por acido acético
en los ratones para la asociacion de extractos etandlicos de X.
spinosum L. y U. urens L.

*Diferencia significativa frente al control (p < 0,05)
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DISCUSION DE RESULTADOS

El efecto antiinflamatorio de los extractos se evalué a través del edema indu-
cido por carragenina, la formacion de edema a nivel de la aponeurosis plantar del
raton provoca una reaccién de caracter inflamatorio agudo, no especifico, que re-
sulta de la accion secuencial de varios mediadores, como la histamina, la serotoni-
na, la bradiquinina y las prostaglandinas (Di Rosa y col., 1971; Heller y col., 1998).

En ratones, la inyeccion intraplantar de carragenina produce una respuesta
edematogenica, que posee un perfil bifasico, con pico a las 6 y 72 horas (Levy,
1969; Sugishita y col., 1981; Henriques y col., 1987; lanaro y col., 1994; Posadas
y col., 2004). El edema de pata inducido por carragenina en el raton, se asocia
también con los cambios nociceptivos en la pata y la migracion de células in-
flamatorias al sitio de la inyeccion (Posadas y col., 2004; Cunha y col., 2005). Re-
cientemente, se ha demostrado que la segunda fase de la respuesta inflamatoria
después de la inyeccion de carragenina en la pata de los ratones se asocia con la
produccion de la ciclooxigenasa 2 (COX-2), una elevada produccién de prosta-
glandinas (por la accién de las ciclooxigenasas 1y 2, COX-1y COX-2), radicales
libres oxigenados (NO derivados de eNOS y iNOS) e infiltracion de neutréfilos
(Posadas y col., 2004; Bucci y col., 2005; Morris, 2003). De acuerdo con la partici-
pacion de estos mediadores de la inflamacion, se observa tres fases diferenciadas
en el edema: Fase primaria: (1* hora) debida principalmente al efecto traumati-
co de la inyeccion y liberacion simultanea de histamina y serotonina que ejer-
cen un efecto maximo. Fase secundaria: (1 a 2,5 horas) se debe en gran parte a
la liberacion de cininas. Fase tardia: (2,5 a 6 horas) caracterizada principalmen-
te por la liberacion de prostaglandinas, NO (6xido nitrico), radicales superoxi-
do, posiblemente neuropéptidos y por una maxima migracioén leucocitaria de
células polimorfonucleares (70%) y mononucleares (30%) (Garcia y col., 2000).

Estudios realizados in vitro demostraron que el extracto acuoso del géne-
ro Xanthium disminuyo el nivel de NO y el factor de necrosis tumoral (TNF)-a
asociados con la inflamacién (Ming y col., 2011; In-Tae y col., 2005).

Segtn los resultados obtenidos el extracto etandlico de X. spinosum vy el
extracto acuoso de U. urens fueron los mas activos frente a la inflamacion
provocada por la carragenina en fase tardia lo que indicaria que el efecto ob-
servado puede deberse a la capacidad de los extractos para inhibir, la libera-
cién y/o actividad de las prostaglandinas o inhibiendo la formacion de radi-
cales libres, provocando asi una disminucién de la inflamacién, por la accion
de flavonoides y/u otros compuestos fendlicos.

Se hareportado que el acido acético es un promotor de hiperalgesia, por cau-
sar la liberacion de sustancias endogenas como las prostaglandinas, leucotrie-
nos, 5-HT, histamina, cininas, H+, K+ que han sido implicadas en la medici6n de
la percepcion del dolor (Amico y col., 1984; Forth y col., 1986; Rang y col., 1999).

Los extractos con mayor actividad analgésica fueron el extracto diclorometa-
nico y etandlico de las dos especies vegetales. La inhibicion significativa del nd-
mero de contorciones en los ratones (p<0,05) podria deberse a la accion de los
flavonoides de los extractos administrados, que actuarian sobre receptores y/o
a su accion sobre los nociceptores aferentes mediante la reduccion de la sintesis
de prostaglandinas a nivel periférico relacionado con el sistema de prostanoides.

24



Evaluacion del efecto antiinflamatorio y analgésico de la asociacion de los extractos
de Xanthium spinosum L. y Urtica urens L. en modelo murino

conciencia

Por otra parte, los estudios preliminares del efecto antiinflamatorio de ex-
tractos acuosos y etanolicos empleando una dosis menor de 0,75 g/kg de
p.c. por extracto no mostré efecto significativo, sin embargo el empleo de la
asociacion de extractos (dosis de 0,75 g/kg de X. spinosum y 0,75 g/kg de U.
urens), induciria una probable actuacion sinérgica antiinflamatoria y analgé-
sica hasta alcanzar valores significativos, a excepcion de la asociacion de ex-
tractos etandlicos en la evaluacién analgésica de estos extractos.

Los mecanismos de accidon exactos que producen los efectos de sinergia
son desconocidos, se podria explicar por una accién mdltiple de los com-
puestos a nivel molecular, una mejor absorcién o un cambio farmacocinéti-
co. La combinacion de estos extractos podria tener éxito activando diferentes
mecanismos que actden sobre la inflamacion.

En este estudio se ha demostrado que los extractos acuoso y etandlico
que resultan de la asociacion o combinacion de los extractos individuales de
X. spinosum L.y U. urens L. desempenan un papel activo en la actividad anti-
inflamatoria y analgésica probablemente inhibiendo la liberacion de prosta-
glandinas, NO, y/o radicales superoxido. La administracién conjunta de ambos
extractos acuosos permitio una eficacia terapéutica mayor a menor dosis ya
que aumento el porcentaje de actividad antiinflamatoria y analgésica, mien-
tras que la asociacion de extractos etanélicos produjo un efecto antiinflama-
torio similar a la administracién de los extractos individuales a menor dosis.

CONCLUSIONES

Los extractos acuoso y etanélico de X. spinosum L. presentaron una inhibi-
ci6n maxima de la inflamacion de 64,8% y 66,7% respectivamente. El extracto
acuoso de U. urens L. present6 una inhibicion de 57,4% y su extracto etanoli-
co un 51,1% de inhibicién. Estos extractos poseen un efecto antiinflamatorio
y analgésico similar al de la indometacina.

La administracion en ratones de una asociacién de los extractos acuosos
de X. spinosum L.y U. urens L. muestra un significativo efecto antiinflamato-
rio y analgésico, con una inhibicién de la inflamacién de 68,9% y una inhibi-
cion de la algesia de 54,8%, en tanto que la asociacién de los extractos eta-
nolicos de X. spinosum L.y U. urens L. presenta sélo efecto antiinflamatorio,
con una inhibicién de la inflamacion de 58,6%.

Los resultados obtenidos en los ensayos antiinflamatorios y analgésicos
permitirian validar la utilizacion de las especies vegetales X. spinosum L.y U.
urens L. como medicina tradicional para el tratamiento de procesos inflama-
torios y analgésicos y, la cual podria potenciarse con el uso ambas especies.
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