Efecto analgésico y antiinflamatorio del extracto
acuoso de cestrum buxifolium kunth

Analgesic and anti-inflammatory effect of Cestrum buxifolium
Kunth aqueous extract

JuaN VICENTE GOMEZ-BARRIOS!”, CARLOS CIANGHEROTTIZ, MARIiA G MATOs!,
MARIELLA PASTORELLOZ, DIOLIMAR BUITRAGO?, ANITA ISRAEL2
Y MARGARITA SALAZAR-BOOKAMAN!

Resumen

El Cestrum buxifolium Kunth es una planta perteneciente a la familia Solanaceae, la cual incluye especies con un
amplio potencial toxicologico y farmacoloégico. En el presente trabajo se evalué la posible actividad analgésica y an-
tiinflamatoria del extracto acuoso de las hojas de C. buxifolium. La dosis toxica 50 (DTsq) fue determinada por el
calculo de dosis-efecto a través del método grafico de Litchfield y Wilcoxon. El efecto analgésico fue evaluado a tra-
vés del ensayo de retirada de la cola por induccién de nocicepcién térmica a través de un analgesimetro digital,
mientras que la actividad antiinflamatoria fue determinada empleando un modelo de edema agudo de pata en ratas,
inducido por A-carragenina tipo IV, utilizando un pletismémetro digital. Para las pruebas de toxicidad y analgesia se
emplearon ratones macho balb-c, y para la actividad antiinflamatoria se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-
Dawley. La DT5q determinada fue de 45 mg/kg. El extracto de C. buxifolium, a una dosis de 22,5 mg/kg,i.p, produjo
un efecto analgésico estadisticamente significativo, comparado con el grupo control (p<0,01), similar al observado
en el grupo tratado con morfina (3 mg/kg, i.p), opiaceo de potente efecto antinociceptivo. Asimismo, este extracto
inhibio significativamente el edema de pata de la rata, en comparacién con el grupo control (p<0.05), tanto a los 30
(70%), 60 (25%) y 180 min. (36.97%), postcarragenina. Este efecto es comparable con el de la fenilbutazona (AINES
usado de referencia). Nuestros resultados demuestran que el extracto acuoso de C. buxifolium posee un importante
efecto analgésico y antiinflamatorio. Se requieren estudios adicionales para establecer el o los compuestos presen-
tes en este extracto, asi como los posibles mecanismos de accién involucrados en estos efectos.
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Abstract

Cestrum buxifolium Kunth is a plant from the Solanaceae family, which includes species with wide range toxicologi-
cal and pharmacological activities. The aim of the present study was to evaluate the possible analgesic and anti-in-
flammatory activity of the aqueous extract of C. buxifolium leaves. Litchfield and Wilcoxon dose-effect method was
used to determine TDsy. To evaluate analgesic and anti-inflammatory effects, the tail-flick and inhibition of carragae-
nin-induced edema were used, respectively. Analgesic and anti-inflammatory effects were studied in mice and rats,
respectively. TD5q value was 45mg/kg. C. buxifolium aqueous extract (22.5 mg/kg) i.p. produced statistically signifi-
cant analgesic effect respect to control group (p<0.001) and a similar effect to that observed in morphine treated
group (3 mg/kg). In carrageanin test, it was observed that C. buxifolium aqueous extract (22.5 mg/kg) suppressed
inflammatory response at 30, 60 and 180 min post treatment respect to control (p<0.05). On the basis of these
results we can conclude that Cestrum buxifolium Kunth aqueous extract has analgesic and anti-inflammatory effects.
A possible mechanism to explain these effects warrants additional studies.
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Introduccion

Las plantas pertenecientes a la familia Solana-
ceae han sido ampliamente estudiadas desde el
punto de vista farmacoloégico y toxicologico (Grun-
berg, 2007; Khalil y col., 2000; Pérez-Saad y Buz-
nego, 2008). De esta familia se han encontrado en
Venezuela algunos géneros de importancia biologi-
ca, tales como Datura, Solanum, Nicotianay Ces-
trum (Benitez de Rojas y D’Arcy, 1998; Jauregui y
col., 2001), cuyas especies, contienen algunos me-
tabolitos secundarios de reconocida actividad toxi-
ca, como la escopolamina de Datura stramonium L.
(Halpern, 2004), la solanina del Solanum tuberosum
L. (Dalvi y col., 1983), la nicotina del Nicotiana taba-
cum L. (Buisson y Bertrand, 2002; Picciotto y col.,
2000) y algunos glicésidos de varias especies del
Cestrum (Chennaiah y col., 2007; Mimaki y col.,
2002).

La familia Solanaceae se divide en dos subfa-
milias: Solanoideae, formada por siete tribus, 36
géneros y cerca de 1.400 especies, y la Cestroideae,
formada por cinco tribus, 24 géneros y aproximada-
mente 413 especies (Hunziker, 1976). En Venezuela,
el género Cestrum esta representado por 32 especies
distribuidas en los estados Amazonas, Aragua, Apu-
re, Barinas, Bolivar, Carabobo, Cojedes, Distrito Ca-
pital, Falcon, Guarico, Lara, Mérida, Miranda, Nueva
Esparta Portuguesa, Sucre, Tachira, Trujillo, Mona-
gas, Yaracuy y Zulia (Benitez y William, 1998; Cian-
gherotti y col., 2004). Cestrum buxifolium estéa
distribuida en los paramos andinos de Venezuela,
donde es conocida como «uvito morado» (Benitez y
William, 1998). Los miembros del género Cestrum
tienen en comun la presencia de numerosas saponi-
nas esteroidales y triterpenos de importancia toxico-
légica y farmacolégica (Begum y Goyal, 2007). Es
conocido que muchos compuestos que poseen este
tipo de estructura quimica han exhibido potencial
actividad analgésica y/o antiinflamatoria (Pastorello
y col., 2007; Moharram y col., 2007; Gepdiremen y
col., 2007; Kimy col., 1999; Safayhi y col., 1997). El
C. diurnum contiene derivados de la vitamina D3
como el glicésido 1,25-dihidroxi, de conocida activi-
dad calcinogénica (Wasserman y col., 1976; Premay
Raghuramulu, 1994); y el C. nocturnum contiene sa-
poninas esteroidales citotéxicas (Mimaki y col.,
2001), sin embargo los extractos acuosos y organi-
cos de esta especie ha mostrado significativa activi-
dad analgésica en modelos murinos (Buznego y col.,
2005a,b). Otras especies son empleadas en la medi-
cina popular, tales como C. Auriculatum, cuyas ho-
jas son utilizadas para el tratamiento de infecciones
y alergias cutaneas (Rojas y col., 2003), se ha emplea-
do como agente antihemorroidal y antirreumatico
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(De Feo, 1992), y para aliviar el dolor de cabeza
(Hammond y col., 1998). Asimismo, el C. parqui ha
sido utilizado como antifebril y antiinflamatorio
(Backhouse y col., 1996).

En anos recientes se estudiaron los componen-
tes quimicos de las hojas de Cestrum buxifolium
Kunth, aislandose el acido epi-ursolico a partir del
extracto isopropandlico (Ciangherotti y col., 2004).
Un estudio posterior demostré que esta molécula
posee una importante actividad antiinflamatoria
(Pastorello y col., 2007). Sin embargo, atin no se co-
nocen los componentes quimicos presentes en el
extracto acuoso del C. buxifolium, y tampoco si éste
posee alguna actividad biologica de importancia
terapéutica. Por esta razon, en el presente trabajo se
evaluo la posible actividad analgésica y antiinflama-
toria del extracto acuoso de C. buxifolium Kunth
(Cb), como un aporte a la caracterizacion farmacol6-
gica del género Cestrum, que a su vez nos conduzca
al aislamiento de nuevas moléculas con potencial
actividad terapéutica.

Materiales y métodos
MATERIAL BOTANICO

La especie C. buxifolium Kunth fue recolectada
en el paramo de «La Culata», estado Mérida, Vene-
zuela. Un ejemplar voucher fue depositado bajo el
numero N° DBBOO7 en la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, Mérida,
Venezuela. El material botanico fue secado en una
estufa a 60 °C por siete (7) dias y posteriormente se
realiz6 la decoccién en agua a 70 °C durante una
hora. Luego, el extracto acuoso fue liofilizado para la
realizacion de las pruebas farmacologicas.

ANIMALES

Para los ensayos de toxicidad aguda y analgesia
se emplearon ratones macho de la cepa Balb-c, con
un peso de 22 * 2 g. Para la prueba de actividad an-
tiinflamatoria se emplearon ratas macho de la cepa
Sprague-Dawley, con un peso entre 150 + 20 4. Am-
bas especies provenientes del Bioterio del Instituto
Nacional de Higiene «Rafael Rangel», Caracas-Vene-
zuela. Los animales se mantuvieron con libre acceso
al alimento y agua antes de los experimentos.

DETERMINACION DE LA DT5q DEL EXTRACTO ACUOSO
DE CESTRUM BUXIFOLIUM KUNTH

Para determinar la dosis toxica 50 (DT5g) del ex-
tracto acuoso de C. buxifolium se utilizé el método
observacional descrito por Irwin (1962) y Campbell

43



JUAN VICENTE GOMEZ-BARRIOS, CARLOS CIANGHEROTTI, MARIA G MATOS, MARIELLA PASTORELLO, DIOLIMAR BUITRAGO, ANITA ISRAEL Y MARGARITA SALAZAR-BOOKAMAN

y Ritcher (1967). Los animales fueron divididos en
seis grupos (N=6) y se les aplicaron los siquientes
tratamientos: control (NaCl al 0,9%, i.p.), y C. buxifo-
lium (Cb) (4, 16, 64, 128, 256 mg/Kg, i.p.). Sequida-
mente, los ratones fueron observados a los 10, 30,
60 y 90 minutos, con el fin de identificar el efecto
toxico mas frecuente. La DTsq fue calculada a través
del método grafico de curva dosis-efecto toxico de
Litchfield y Wilcoxon (1949).

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANALGESICA DEL
EXTRACTO ACUOSO DE CESTRUM BUXIFOLIUM KUNTH

Para determinar el posible efecto analgésico del
Cb se empled la prueba de la retirada de la cola en
ratones (Davies y col., 1946). Los animales de expe-
rimentacion fueron seleccionados de acuerdo con el
tiempo de respuesta (retirada de la cola) al estimulo
de calor radiante, descartandose aquellos animales
que tenian un tiempo de respuesta mayor que seis
(6) segundos. Los animales seleccionados se dividie-
ron en cuatro grupos (N=7 c/u) y recibieron los
siguientes tratamientos: 1. Control (NaCl 0,9%, i.p.);
2. extracto acuoso de C. buxifolium (1/2DTsq (22,5
mg/kg, i.p.)); 3. Acido acetilsalicilico (ASA) (Bayer,
Venezuela; CAS A 3160) (200 mg/kg, p.o.); y 4. Mor-
fina (MOR) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) (3
mg/kg, i.p.). El estimulo nociceptivo de tipo térmico
fue aplicado en la cola de los ratones utilizando un
analgesimetro (LETICA, Scientific Instruments, LE
7106, Espana), para determinar el tiempo que tarda
el animal en retirarla (periodo de latencia) (Davies y
col., 1946). El ASA, un analgésico y antiinflamatorio
no esteroideo (AINE) y la MOR, un opioide, se utiliza-
ron como analgésicos de referencia. El periodo de
latencia fue medido a los 10, 30, 60 y 90 minutos
después de la administracion de los tratamientos. El
tiempo maximo de exposicion al estimulo térmico
fue de 15 segundos.

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DEL
EXTRACTO ACUOSO DE CESTRUM BUXIFOLIUM KUNTH

Para determinar la posible actividad antiinflama-
toria de extracto acuoso del Cestrum buxifolium
Kunth se empled el método de induccion del edema
por carragenina en la pata de la rata (Winter, 1962;
Bhatt, 1977). Para ello, los animales fueron divididos
en tres (3) grupos experimentales: Control (carboxi-
metilcelulosa al 2%, p.o.), fenilbutazona (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO; 80 mg/Kg, p.o.), usada
como antiinflamatorio de referencia; y extracto
acuoso de Cb (22,5 mg/Kg, p.o.). El edema fue indu-
cido por 0,1 mL de A-carragenina tipo IV al 1% (en
solucién salina, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)
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inyectada en la aponeurosis plantar de la pata trase-
ra de la rata. Una vez transcurrido el tiempo de efec-
to pico para cada tratamiento (30 min. para el C.
buxifoliumy 1h para la FBZ), el edema desarrollado
fue medido por desplazamiento de volumen de la
pata, usando un pletismometro digital (Ugo Basile
7140, Italia) antes, 30, 60 y 180 min. después de la
administracién de la carragenina.

Analisis estadistico

Los resultados de la prueba de la actividad anal-
gésica fueron expresados como la media + el error
estandar de la media (EEM), y los resultados fueron
analizados mediante el analisis de varianza de una
via (ANOVA), seguido de la prueba de Newman-Keul
para determinar la significancia estadistica. Los
resultados de la actividad antiinflamatoria fueron
expresados como la media + el error estandar de la
media (EEM) del volumen desplazado y como por-
centaje de inhibicion del edema, calculado median-
te la formula (1-Vt/Vc) x 100, donde Vty Vc son el
volumen medio de la pata de los animales tratados
y control, respectivamente. La diferencia entre el
grupo control y los tratados fueron analizados uti-
lizando una prueba de t de student no pareada; un
valor de p<0,05 fue considerado como estadistica-
mente significativo.

Resultados

OBTENCION DE LA DT3q

Las alzadas fueron el signo to6xico mas frecuente-
mente observado en los animales tratados con el
extracto acuoso del C. buxifolium. Este efecto se
observo a partir de la dosis de 16 mg/kg y se presen-
té en el 50% de los ratones estudiados a la dosis de
64 mg/kg; encontrandose que el tiempo de efecto
pico para el extracto fue 30 min y la DT5q del C. buxi-
folium determinada fue de 45 mg/kg.

ACTIVIDAD ANALGESICA

El tiempo de latencia de retirada de la cola en
los animales tratados con el extracto de C. buxifo-
lium fue significativamente mayor en todos los tiem-
pos evaluados, con respecto al control (Fig. 1), y
comparables con los obtenidos en los grupos trata-
dos con ASA y MOR, sin observarse diferencias esta-
disticamente significativas entre los resultados
obtenidos con el C. buxifolium y la MOR, demos-
trando asi que este extracto posee una potente acti-
vidad analgésica.
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Figura 1. Efecto analgésico del extracto acuoso de C. buxifo-
lium en ratones. La nocicepcién térmica fue determinada
por el ensayo de retirada de la cola. Los animales fueron pre-
tratados con solucidn fisiolégica (Control) (NaCl al 0,9%,
i.p.), sulfato de morfina (3 mg/kg, i.p.), acido acetilsalicilico
(ASA) (200 mg/Kkg, i.p.) y extracto acuoso de C. buxifolium
(22,5 mg/kg i.p.). Los resultados se expresan como la media
+ EEM de un N=7 para cada grupo (**p<0,001 comparado con
el grupo control).

ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

La inyeccion intraplantar de la carragenina provo-
c6 un edema significativo en la pata de la rata del
grupo control. La administracion i.p. del extracto
acuoso de C. buxifolium suprimio significativamente
la respuesta inflamatoria a los 30, 60 y 180 minutos
posteriores a la induccién del edema comparados
con el grupo control (Fig. 2); mostrando una potente
y temprana inhibiciéon del edema del 70% a los 30
min, la cual se mantiene a los 60 (25%) y 180 min
(37%). El efecto antiinflamatorio observado a los 30
min en el grupo tratado con el extracto fue superior
al obtenido con la FBZ (droga de referencia), sin
embargo no hubo diferencias estadisticamente signi-
ficativas entre estos dos grupos en los tiempos de
estudio restantes. Estos resultados demuestran que
el extracto acuoso del C. buxifolium Kunth posee una
importante actividad antiinflamatoria.

Discusion

Los estudios realizados en las plantas del género
Cestrum han mostrado una amplia gama de efectos
farmacologicos, entre los cuales destacan la activi-
dad antiinflamatoria, antipirética, citotoxica, antioxi-
dante, antimalarica, antibi6tica, entre otras (Begqum
y Goyal, 2007). Asimismo, las plantas de este géne-
ro son consideradas toxicas, en parte por los com-
puestos aislados de algunas especies como el 1q,
25-dihidrocolecalciferol presente en C. diurnum,
Vol. 71 + N° 1
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cuyo consumo produce calcinosis (Wasserman y
col., 1976; Prema y Raghuramulu, 1994); o la parqui-
na y la carboxiparquina, kaurenos téxicos aislados
de las hojas de C. parqui (McLennan y Kelly, 1984;
Pearce y col., 1992). Nuestros resultados muestran
que el extracto acuoso de las hojas de C. buxifolium
Kunth, al igual que otras especies de Cestrum (Van
der Lugt y col., 1992), induce un efecto téxico agudo
que se manifiesta a nivel de la locomocioén, princi-
palmente por enlentecimiento de los movimientos y
dificultad para la marcha.

El uso etnobotanico como antiinflamatorio es el
mas comun, entre las especies pertenecientes al gé-
nero Cestrum, tales como el C. nocturnum, C. par-
qui, C. auriculatumy C. laevigatum (Begum y Goyal,
2007). A pesar de no haber estudios etnofarmaco-
légicos de C. buxifolium Kunth, recientemente en
nuestro laboratorio se demostré que el principal
componente de la hoja de esta especie, el acido
epi-ursolico, produce un potente efecto antiinflama-
torio en el modelo del edema agudo de la pata de la
rata inducido por carragenina, sugiriendo la inhibicién
de la enzima fosfolipasa A, como el mecanismo
antiinflamatorio responsable de este efecto (Pasto-
rello y col., 2007). Cabe destacar que el extracto
acuoso también produjo un importante efecto antiin-
flamatorio (figuras 2 y 3). Al tratarse del extracto acuo-
so, el efecto antiinflamatorio no podria ser atribuido
al acido epi-ursdlico, ya que éste es insoluble en agua.
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Figura 2. Edema inducido por carragenina en la pata de las
ratas. Desplazamiento de volumen medido a través del ple-
tismémetro en los diferentes grupos de tratamiento: control
(CMC al 2%, p.o.), fenilbutazona (FBZ) y C.buxifolium, a los
30, 60 y 90 min postcarragenina. Los resultados se expre-
san como la media * EEM de un N=6. (*p<0.05 y **p<0.01
comparado con el grupo control).
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Figura 3. Efecto inhibitorio del extracto del C. buxifoliumy
la fenilbutazona (FBZ) sobre el edema de pata inducido a los
30, 60 y 180 min postcarragenina. Los resultados son ex-
presados como la media * EEM del porcentaje de inhibicién
de la inflamacién. (*p<0.01 comparado con la FBZ).

Otras moléculas hidrosolubles estarian involucradas
en este efecto, tal como se observa en otras especies
de Cestrum. El C. parqui ha mostrado actividad en es-
te mismo modelo de inflamacion, y ésta ha sido atri-
buida a los paquinosidos Ay B presentes en las hojas
de la planta (Backhouse y col., 1996; Shehnaz y col.,
1999). Asimismo, tanto el C. parqui como el C. diur-
numYy el C. Kunthii contienen acido ursoélico (Bianchi
y col., 1963; Catalan y col., 1992; Begum y Goyal,
2007), el cual se ha descrito como un potente antiin-
flamatorio (Recio y col., 1995a; Recio y col., 1995b).

Al igual que lo reportado para la especie C. noc-
turnum (Buznego y col., 2005; Pérez-Saad y Buzne-
go, 2008), también el C. buxifolium Kunth posee
actividad analgésica. Interesantemente, los efectos
obtenidos con este extracto son comparables con la
morfina en este modelo de nocicepciéon térmica de
retirada de la cola en ratones. Estos resultados su-
gieren que posiblemente estemos en presencia de
uno o varios compuestos de alto valor farmacologico,
desde el punto de vista analgésico. Se hacen nece-
sarios entonces, estudios adicionales a fin de obtener
y caracterizar los compuestos responsables de esta
actividad.

En conclusion, el extracto acuoso del C. buxifo-
lium Kunth posee un importante efecto analgésico y
antiinflamatorio, de forma comparable con diversos
farmacos de referencia, sugiriendo la presencia de
compuestos hidrosolubles de relevancia farmacolo-
gica que deberian ser aislados e identificados para
su mejor aprovechamiento terapéutico.
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