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Actividad antiinflamatoria in vitro de los extractos etandlico
y hexanico de tallos de Cuscuta jalapensis Schltdl.

In vitro anti-inflammatory activity of the ethanolic
and hexanic extracts of Cuscuta jalapensis Schltdl.’s stems
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En este trabajo se evalud la actividad antiinflamatoria
in vitro del extracto etandlico y hexdnico de Cuscuta
Jjalapensis Schitdl. mediante el modelo de estabilidad
de la membrana del eritrocito frente a dos agentes
inductores de hemdlisis, que fueron solucion salina
hipotdnica y calor. Se realizd un tamiz fitoquimico
para determinar las familias de metabolitos
secundarios presentes en ambos exiractos, se
encontraron principalmente alcaloides y lavonoides.
Posteriormente se realizd una curva concentracién-
respuesta  de la actividad antinflamatoria,
partiendo de 50, 100, 200 y 400 pg/ml de ambos
extractos, empleando como control farmacolégico
indometacina 100 ug/ml. Los resultados indicaron
que todas las concentraciones ensayadas de 1os
diferentes extractos disminuyeron la hemdlisis v,
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por tanto, produjeron un efecto estabilizador de la
membrana. Para la evaluacion con solucion salina
hipotdnica el extracto etandlico tuvo un efecto igual
a indometacina 100 ug/ml, las concentraciones del
extracto hexdnico mostraron una menor actividad
antiinflamatoria en esta prueba; por ofra parte,
en la hemdlisis con calor ambos extractos tuvieron
efectos antiinflamatorios iguales y fueron mayores
a los de indometacina. Estos resulfados indican que
los extractos de C. jalapensis presentan actividad
antiinflamatoria in vitro siendo mejor el extracto
etandlico, porlo que es factible seguirinvestigdndola
en modelos animales para profundizar en relacion
con sus efectos antiinflamatorios.

ABSTRAC

In this work, the in vitro anti-inflammatory activity of
ethanolic and hexanic extracts of Cuscuta jalapensis
Schitdl. was evaluated by using the erythrocyte
membrane stability model against two agents
inducing hemolysis, the hypotonic saline solution and
heat. A phytochemical sieve was used to determine
the families of secondary metabolites present in both
extracts being alkaloids and flavonoid principally.
A concentration response curve of the anti-
inflammatory activity was drawn, starting from 50,
100, 200 and 400 ug/ml, of both extracts, using 100
ug/mlindomethacin as the pharmacological control.
The results indicated that all tested concentrations
of the different exiracts decreased hemolysis and
therefore produced a membrane stabilizing effect.
For evaluation with hypotonic saline the ethanolic
extract had an effect equal to indimetacin 100 ug/
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ml, the concentrations of the hexane exiract showed
a lower anti-inflammatory activity in this test; on the
other hand, in hemolysis with heat, both extracts
had similar antfi-inflammatory effects and were
greater than those of indomethacin. These results
indicate that the exiracts of C. jalapensis present
anti-inflammatory activity in vitro being better the
ethanolic extract, reason why it is feasible to continue
investigating it in animal models to deepen in relation
to its anfi-inflammatory effects.

INTRODUCCION

Las enfermedades inflamatorias son un problema de
salud a nivel mundial (Gdmez Veldsquez & Posada
Tabares, 2013). Estas se originan por un proceso
bioguimico debido a diversos factores enddgenos
y exdégenos. De hecho, cualqguier fendmeno
inmunoldgico capaz de afectar la estabilidad del
sistema puede ser considerado como estresante
y el proceso que genera es denominado estrés
inflamatorio (Sdnchez, Sirera, Peird, & Palmero, 2008).
Existen diversos medicamentos para la inflamacion;
sin embargo, algunos pueden tener reacciones
indeseadas como irritabilidad gdstrica, lo que puede
limitar su uso (Veldsquez Gémez & Posada Tabares,
2013). Por ello algunas investigaciones buscan
encontrar nuevos tratamientos para la inflamacion
(Kumar, Bajwa, Kuldeep, & Kalia, 2013), en donde
se emplean modelos in vivo e in vitro que permiten
validar nuevas moléculas o plantas con potencial
antiinflamatorio.

Un modelo in vitro utilizado para la investigaciéon
de compuestos antiinflamatorios es el de estabilidad
de la membrana del eritrocito, que induce la
hemdlisis con solucidn salina hipoténica o calor
y evalia la capacidad que tienen los agentes
antiinflamatorios de evitar dicha hemdlisis, mediante
la estabilizacion de la membrana eritrocitaria, y se
les correlaciona con un efecto similar a nivel de la
membrana lisosomal (Gaona Ferndndez, 2011; Mercy
Margaret et al., 2013). Este modelo se ha utilizado en
la mayoria de los procedimientos preliminares de
evaluacién antiinflamatoria (Anilkumar & Johny, 2015;
Mohamed Saleem et al., 2011) y es empleado para
evaluar diversas sustancias con posible actividad
antiinflamatoria (Kardile, Mahajan, Shaikh, Goyal, &
Patil, 2016).

Un ejemplo de ello es Cuscuta jalapensis Schlitdl.,
planta perteneciente a la familia Convolvulaceae,
cuya distribucion es cosmopolita. Algunas de estas
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plantas son arbdreas y ofras arbustivas, con flores
que descuellan por su aspecto infundibuliforme.
La mayoria de las convolvuldceas se encuentran
en hdbitats soleados y abiertos, mientras que muy
pocas sobreviven en bosques muy sombreados. El
género Cuscuta se caracteriza porque posee tallos
anaranjados y/o amarillos, ademds de que son
plantas pardsitas (Oxelman, Kornhall, Olmstead,
& Bremer, 2005; Rzedowski Rotfter & Calderén de
Rzedowski, 2005).Se ha determinado que las cuscutas
tienen cuadlidades diuréticas y laxantes; también
se han empleado para controlar la tos, afecciones
bronquiales y problemas de vias respiratorias; la
decocciéon se utiliza como cicatrizante y en el
tratamiento de afecciones hepdticas (Buck, 1969;
MuUlgura, 1969).

En un frabajo se evalud la actividad antiinfla-
matoria de semillas de C. chinensis Lam en ratas y
se determind que ejercen un efecto antiinflamatorio
(Lico et al., 2014). Por lo anterior y considerando que
es factible que plantas de la misma familia pueden
tener propiedades farmacoldgicas similares, se abre
la posibilidad de investigar a C. jalapensis y validar su
propiedad antiinflamatoria. En este sentido, reportes
verbales refieren que C. jalapensis (figura 1) es em-
pleada con fines medicinales para tratar el dolor e
inflamacion.

Figura 1. C. jalapensis Schitdl.
Fotografia de los autores.
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Dado que existen pocos estudios cientificos
sobre C. jalapensis que avalen o refuten sus propie-
dades curativas y considerando que empiricamente
es utilizada por pobladores de la Sierra Nororiental
del estado de Puebla, es importante realizar
investigaciones que validen sus propiedades
medicinales y/o toxicolégicas; el presente articulo
muestra un estudio in vifro de la capacidad
antiinflamatoria de los extractos etandlico y hexdnico

de C. jalapensis.
RIALES Y METODOS

Obtencién del material vegetal

El material vegetal que se utilizd fue recolectado enla
localidad de Tezhuatepec, en el municipio de Atem-
pan, Puebla, cuyas coordenadas geogrdficas son las
siguientes: 19° 50" 48’ Norte 97° 26’ 42" Occidental
(INEGI, 2016). Los ejemplares recolectados fueron uti-
lizados en fresco.

Preparacion de los extractos

El material vegetal (300 g) se macerd durante 7 dias
con hexano a temperatura ambiente, se separd por
filtracion y al missno material se le adiciond etanol y se
dejoé macerar por un periodo similar. Ambos extractos
fueron concentrados conunrotaevaporador apresion
reducida y temperatura baja (40-45 °C) hasta obtener
los extractos secos, que fueron disueltos en solucién
salina hipoténica a concentraciones de 50, 100, 200 y
400 ug/ml para su evaluacién antiinflamatoria.

Tamizaje fitoquimico

Para cada uno de los extractos de C. jalapensis se
disolvié 1 g en 100 ml de su disolvente madre (etanol
o hexano), para detectar la presencia de diversas
familias de metabolitos secundarios como saponinas,
taninos, esteroides, quinonas, chalconas, auronas,
cumarinas, flavonoides, alcaloides y friterpenoides,
los cuales fueron identificados por pruebas coloridas
(Cseke et al., 2006).

Actividad antiinflamatoria in vitro

La actividad de estabilizacién de la membrana
del eritrocito fue evaluada mediante el uso de
una solucién hipotdénica y calor como agentes
hemoliticos de acuerdo con el método propuesto
por Shinde et al. (1999) y modificado por Sikder et
al. (2011). Se emplearon 5 ml de sangre humana, la
cual fue centrifugada a 3000 r.p.m. durante 10 min;
posteriormente se obtuvo el paquete globular RBC
(red blood cells), con el cual se prepard una solucion
a 10% v/v de la suspension de RBC.
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Hemodlisis inducida con solucién salina hipoténica
Para el experimento se empled una mezcla de
reaccién que consistid6 en colocar 0.5 ml de la
solucién a 10% de RBC, 1 ml de buffer de fosfato pH
7.4y 1 ml de solucién salina hipoténica (0.3% p/v).
A dicha mezcla se le agregd 1 ml de los extractos a
las concentraciones 50, 100, 200, 400 ug/ml. Como
control negativo se empled un tubo conla mezcla de
reaccién al que se le adiciond 1 ml de solucidén salina
isoténica en lugar de los extractos. Para el control
farmacoldgico se empled la mezcla de reaccién y 1
ml de indometacina preparada con solucién salina
isotébnica a una concentracién de 100 yg/ml.

Todos los tubos fueron incubados a 37 °C por 30
min, posteriormente se cenfrifugaron a 3000 r.p.m.
durante 20 min. Los ensayos se realizaron por triplica-
do y fueron leidos en un espectrofotémetro UV-VIS a
560 nm para calcular el contenido de hemoglobina,
el cual fue usado como un indicativo del grado de
hemodlisis (a mayor hemoglobina mayor hemodlisis).

Hemodlisis inducida con calor

Para esta prueba se empled la misma mezcla de
reaccién descrita anteriormente (1 ml de cada una
de las siguientes soluciones; RBC a 10%, buffer de
fosfato pH 7.4) ala cual se le adiciond 1 ml de cada
una de las diferentes concentraciones ensayadas
de ambos extractos (grupos experimentales). Como
control negativo se empledé solamente la mezcla
de reaccién con 1 ml de solucién salina isoténica
en lugar de los extractos. De manera similar al
experimento anterior, el control farmacoldgico fue
indometacina en concentracion de 100 ug/ml con
la mezcla de reaccién. Todas las muestras fueron
realizadas por triplicado e incubadas a 57 °C por
un periodo de 30 min y centrifugadas a 2500 r.p.m.
durante 5 min. Se obtuvieron las absorbancias en
un espectrofotémetro UV-VIS a 560 nm. Para ambas
pruebas (hemdlisis inducidas por solucién salina
hipotdnica y calor) se determind el porcentaje de
hemodlisis sobre RBC (Ec. 1) y se calculd el porcentaje
de estabilizacién de la membrana (Ec. 2) de acuerdo
con las siguientes ecuaciones.

Andlisis estadistico
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Tamizaje fitoquimico de los extractos de C. jalapensis Schitdl.

Familia de metabolitos

Etandlico

Hexanico

Alcaloides

Saponinas

Taninos

Quinonas

Triterpenos
Flavonoides/Flavononas
Chalconas y auronas
Cumarinas

Esteroides

(+)
(+)
*+)
)
)
*)

(+)

Nota: Resultado positivo (+), resultado negativo (-).
Elaboracion propia.

Los datos fueron evaluados mediante andlisis
de varianza (ANOVA) de una via para grupos inde-
pendientes teniendo como factor los tratamientos
y cuando p < 0.05 se empled la prueba de Tukey
como post-hoc. Los resultados se presentan como el
promedio * el error estandar.

RESULTADOS
Andlisis fitoquimico

De acuerdo con el tamizaje fitoquimico, se
determind la presencia de las siguientes familias de
metabolitos secundarios, en el extracto etandlico:
alcaloides, saponinas, taninos, flavonoides/flavonas
y cumarinas. En el extracto hexdnico sélo fueron
enconfrados alcaloides. Los resultados para cada
extracto se muestran en la tabla 1.

Efecto antiinflamatorio in vitro

Porcentaje de hemdlisis inducida con solucion
hipoténica

Al analizar los resultados obtenidos, en relacién con
el porcentaje de hemodlisis inducida con solucion
salina hipoténica, el ANOVA mostrd diferencias es-
tadisticamente significativas entre los grupos [F (v.20=
379.986; p < 0.001]. La prueba post-hoc indicé que
las distintas concentfraciones de los extractos y la in-
dometacina disminuyeron (*p < 0.001) el porcentaje
de hemodlisis con respecto al grupo control (CTRL),
el cual fue considerado como 100% de hemdlisis. Se
determind que la menor hemdlisis se presentd en el
exfracto etandlico (ET) y la indometacina (IND) con
valores por debajo de 5%; por ofra parte, en el ex-
tracto hexdnico (HX) la hemdlisis fue mayor a 5% a
concentraciones de 50, 100, 200 ug/mly de 32% en

la concentracién de 400 ug/ml. Todos los valores del
porcentaje de hemolisis obtenidos con el extracto
hexdnico fueron mayores al control farmacoldgico
indometacina (**p < 0.001). Esto se encuentra en la
figura 2.

Porcentaje de estabilidad

Al analizar el porcentaje de estabilidad de la mem-
brana se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos [F .20= 379.975; p <
0.001], la post-hoc indicd que en ambos extractos las
concentraciones probadas aumentaron el porcen-
taje de estabilidad en comparaciéon con el grupo
control, en el que se obtuvo 0% de estabilidad (*p <
0.001).

Figura 2. Porcentaje de hemodilisis, la cual disminuyd por efecto
de los extractos etandlico y hexdnico. El extracto etandlico y la
indometacina tuvieron valores similares y menores al resto de los
grupos ensayados [F ¢.20= 379.986; p < 0.001].

Elaboracion propia.
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El extracto etandlico mostré porcentajes simila-
res a los del control farmacoldgico, con valores su-
periores a 90%. En confraste, las diferentes concen-
traciones del extracto hexdnico tuvieron una estabi-
lidad menor comparado con la indometacina (**p
< 0.001). Finalmente, el menor porcentaje de la va-
riable se obtuvo con la concentracién de 400 ug/ml
del extracto hexdnico, cuyo valor fue aproximada-
mente de 70%. Esto puede observarse en la figura 3.

Figura 3. Porcentaje de estabilidad de la membrana por efecto
de la administracion de los extractos etandlico y hexdnico. La
mayor estabilidad se obtuvo con el extracto etandlico y fue similar
a la indometacina [F 1.20= 379.975; p < 0.001].

Elaboracion propia.

Porcentaje de hemodlisis inducida con calor

Al analizar los resultados obtenidos de esta variable,
el ANOVA indicd diferencias significativas [F 9.20=
37.645; p < 0.001], la prueba de Tukey mostrd que los
extractos (etandlico y hexdnico) y la indometacina
tuvieron valores significativamente mds bajos
comparados con el control, donde se obtuvo 100% de
hemdlisis (*o < 0.001). Las diferentes concentraciones
de ambos extractos tuvieron valores de hemdlisis
menores a 90%. La indometacina mostré 95% de
hemodlisis y fue mayor a lo obtenido con las diferentes
concentraciones evaluadas de ambos extractos
(**p <0.001). Esto puede consultarse en la figura 4.

Porcentaje de estabilidad

Finalmente, al analizar el porcentaje de estabilidad
para la hemdlisis inducida con calor, el ANOVA
indicd que existieron diferencias estadisticamente
significativas [F p20= 37.645; p < 0.001]. La prueba
post-hoc mostrd que al evaluar el porcentaje de
esta variable se determind que las concentraciones
ensayadasde ambosextractos (etandlicoyhexdnico)
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Figura 4. Porcentaje de hemdlisis, la cual disminuyd por efecto
de los extractos etandlico y hexdnico en comparacion con la
indometacina, cuya hemdlisis fue mayor a la obtenida con los
extractos [F 1.20= 37.645; p < 0.001].

Elaboracién propia.

y la indometacina aumentaron el porcentaje de
estabilidad de la membrana del eritrocito en relacién
con el control, cuya estabilidad fue de 0% (*p <
0.001). Ambos extractos mostraron porcentajes de
estabilidad estadisticamente similares, mientras que
la indometacina tuvo un porcentaje de estabilidad
(5%) mds bajo en relacion con ellos (*p < 0.001),
como puede verse en la figura 5.

Figura 5. El porcentaje de estabilidad aumentd de manera similar
por efecto de la administracién de los extractos etandlico y
hexdnico y su efecto fue mayor al de la indometacina [F . 20=
37.645; p <0.001].

Elaboracion propia.
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DISCUSION

Uno de los modelos empleados para evaluar
efectos antiinflamatorios in vitro se realiza partiendo
de que las enzimas lisosomales son liberadas
durante procesos inflamatorios, por lo que algunos
mecanismos de respuesta conllevan la estabilizacién
de la membrana lisosomal, lo que evita la liberacion
de dichas enzimas que pueden ocasionar activacion
de factores y procesos inflamatorios (Kardile et al.,
2016; Mercy Margaret et al., 2013). La membrana de
los eritrocitos es andloga a la membrana lisosomal;
por tanto, evitar la ruptura de la membrana del
erifrocito se considera como efecto anfiinflamatorio
in vitro, de esta manera aquellas sustancias que
inhiben la hemdlisis también evitan y/o protegen ala
membrana lisosomaly en este modelo de estabilidad
de la membrana del eritrocito es considerado como
efecto tipo antiinflamatorio (Kardile et al., 2016). En
este modelo los agentes antiinflamatorios disminuyen
el porcentaje de hemdlisis y aumentan el porcentaje
de estabilidad de la membrana, esto quiere decir
gue a mayor hemolisis menor estabilidad de la
membrana vy, por consiguiente, un menor efecto
antiinflamatorio y viceversa.

Por otra parte, se han realizado evaluaciones
para encontrar compuestos Utiles en el tratamiento
de enfermedades inflamatorias; para ello son
empleados diferentes modelos in vivo e in vitro en
donde se trata de simular la inflamacién, uno de ellos
se basa en lainflamacién producida por la liberacion
de histaminas generada por el rompimiento de
la membrana lisosomal, lo cual da lugar a una
inlamacion en el drea lesionada (Mercy Margaret et
al., 2013; Susunaga-Notario et al., 2014).

Los resultados de nuestro frabajo indicaron que
ambos extractos de C. jalapensis modificaron las
variables evaluadas de manera similar a agentes
antiinflamatorios, tal es el caso de la indometacinag,
farmaco antiinflamatorio que se empled para este
estudio. Por consiguiente, en la hemdlisis inducida
con solucién salina el extracto etandlico tuvo un
efecto similar al antiinflamatorio confrol, ya que
redujo el porcentaje de hemdlisis y aumentd el
porcentaje de estabilidad de la membrana. Lo
anterior se fraduce como un potencial efecto
antiinflamatorioigual alque produjo laindometacina.
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Por el contrario, en el extracto hexdnico se encontré
un efecto antiinflamatorio menor, puesto que hubo
mayor hemodlisis, lo que tuvo como consecuencia
una baja estabilidad de la membrana en relacién
con el extracto etandlico y con la indometacina.
En confraste, en la hemdlisis inducida con calor
los resultados mostraron que ambos extractos
disminuyeron de manera similar la hemdlisis, con una
mayor estabilizacién de la membrana eritrocitaria
con un efecto antinflamatorio mejor al de la
indometacina para esta prueba.

El efecto antiinflamatorio in vitro en el extracto
etandlico de C. jalapensis se atribuye a la presencia
de flavonoides, si se considera que en ofras plantas,
como la Ipomoea batatas, los compuestos fendlicos
son los responsables del efecto estabilizador de la
membrana (efectos antiinflamatorios in vitro) (Mercy
Margaret et al., 2013). También los alcaloides podrian
estar implicados en dicho efecto, lo que explicaria
la estabilidad mostrada por el extracto etandlico vy
hexdnico, ya gque en diversas plantas estos son los
compuestos activos responsables de la actividad
anfiinflamatoria (Barbosa-Filho et al., 2006; Souto
et al., 2011), cuyo mecanismo estd asociado a su
capacidad antioxidante (Torres Cruz, Soto Ojeda,
Palomino Asencio, & Garcia Herndndez, 2017).

Los resultados obtenidos en la evaluacion de la
hemdlisis producida con solucién salina hipotdnica
y calor, asi como la estabilidad de la membrana
obtenida con los exfractos ensayados, indicaron
gue C. jalapensis ejercid un efecto protector de la
membrana del eritrocito y que Unicamente en el
caso de la hemdlisis con solucién hipotdnica fue
mayor el extracto etandlico comparado con el
hexdnico. Estos resultados indican que el efecto
de los extractos puede ser similar en la membrana
lisosomal, lo que evita su ruptura vy la liberacion de
mediadores de inflamaciéon (Mercy Margaret et
al., 2013; Susunaga-Notario et al., 2014). Dichos
resultados abren las perspectivas para el estudio de
extractos de C. jalapensis en modelos animales y
es posible correlacionar los resultados encontrados
en este frabajo con resultados de modelos in vivo.
Ademds, abre la posibilidad de encontrar un uso
terapéutico a esta planta que estd considerada
como pardsita y de la gue hay pocos estudios sobre
sus propiedades farmacoldgicas.
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CONCLUSIONES

En este trabagjo fueron estudiados los exiractos
etandlicoyhexdnicode C. jalapensis para determinar
su efecto antinflamatorio. Se determind mediante
el tamiz fitoquimico que los extractos mostraron la
presencia de familias de metabolitos relacionadas
con efectos antiinflamatorios, como los flavonoides
y alcaloides, compuestos bioactivos responsables
de dicho efecto en ofras plantas evaluadas de
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manera similar. Ambos extractos mostraron efecto
estabilizador de la membrana del eritrocito y sélo en
una prueba fue mayor el etandlico con respecto al
hexdnico; no obstante, el efecto de ambos extractos
puede ser interpretado como antinflamatorio en
este modelo in vifro. El presente trabajo abre las
perspectivas para realizar estudios de evaluacion
de C. jalapensis en modelos animales e in silico para
poder determinar su potencial farmacoldgico en el
fratamiento de la inflamacién.
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