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Efecto antiinflamatorio del extracto
acuoso de oenothera rosea en ratas con
edema subplantar inducido por
carragenina.

Anti-inflammatory effect of aqueous extract of
oenothera rosea in rats with subplantar edema
induced by carrageenan.

Kamila Sihuay-Torres’, Vanessa Pérez-Jimenez', Cristhian Turriate-Vivar', Eder Portillo-Yancachaijlla', Yuri Castro-Rodriguez’

RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto antiinflamatorio agudo del extracto acuoso de Oenothera rosea inducido por
carragenina en ratas. Métodos: Se utilizaron 20 ratas hembras Holtzman de 200 + 15 g de peso, distribuidas al
azar en cinco grupos: Control negativo (CN; suero), control positivo (CP; diclofenaco 10mg/kg) y 3 grupos
experimentales del extracto acuoso de Oenothera rosea a quienes se inyecto por via intraperitoneal las dosis de
50mg/kg (OR1), 250 mg/kg (OR2) y 500mg/kg (OR3). La induccion de inflamacion (edema) se realizé a través de la
inyeccion subplantar de 0.1ml de carragenina al 2%. Los cambios del edema fueron evaluados a través de medidas
milimétricas con el vernier y a través de cambios volumeétricos con el uso del pletismémetro. Los cambios se
registraron luego de una, tres y cinco horas de administrado los medicamentos. Resultados: Luego de cinco horas
el porcentaje de inflamacion para el grupo CN fue de 42,7+2,8%, para el CP de 17,9+6,5%, para el grupo OR1 de
10,4+2,8%, para el grupo OR2 de 13,7+5,5 y para el grupo OR3 fue de 4+1,6% (p<0.05). Los grupos
experimentales evidenciaron un menor volumen del edema siendo de 0,9+0,07ml para el primer grupo (OR1),
0,82+ 0,07 ml (p<0.05) para el segundo y 0,71+0,06ml para el tercero luego de cinco horas de administracion.
Conclusion: Se concluye que el extracto acuoso de Oenothera rosea tuvo un efecto antiinflamatorio dosis-
dependiente durante cada tiempo de evaluacion, siendo este efecto superior al del diclofenaco.
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ABSTRACT

Aim: To evaluate the acute anti-inflammatory effect of aqueous extract of Oenothera rosea induced by carrageenan
in rats. Methods: 20 female Holtzman rats of 200 + 15 g weight were used; they were randomly distributed in five
groups: Negative control (NC; serum), positive control (PC; diclofenac 10 mg / kg) and 3 experimental groups who
were injected intraperitoneally with doses of 50mg/kg (OR1), 250 mg/kg (OR2) and 500mg/ kg (OR3). The induction
of inflammation (edema) was performed by injecting 0.1ml of carrageenan 2% in the subplantar area. Edema
changes were assessed by millimeter vernier measures and through volumetric changes with the plethysmometer.
Changes were recorded one, three and five hours following the administration of drugs. Results: After five hours,
the percentage of inflammation in the CN group was 42.7 + 2.8%, in the CP was 17.9 £ 6.5%, the OR1 group was
10.4 £ 2.8%, the OR 2 group was 13.7 £ 5.5 and in the OR3 group was 4 + 1.6% (p <0.05). Five hours after the
administration, the experimental groups showed a lower volume of edema being 0.9 + 0.07ml for the first group
(OR1),0.82+0.07 ml (p <0.05) for the second and 0.71 £ 0.06ml for third group. Conclusion: Itis concluded that the
aqueous extract of Oenothera rosea had a dose-dependent anti-inflammatory effect during each evaluation and
this effect was better than diclofenac.

Keywords: Oenothera, anti-inflammatory agents, carrageenan, diclofenac, rats.
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a Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima

que una tercera parte de la poblacion mundial no

tiene acceso a los medicamentos esenciales y una
forma de mejorar el estado de salud en estos casos seria a
través dela medicina tradicional.

Parte de la medicina tradicional se fundamenta en la
aplicacion de plantas medicinales a través de la fitoterapia.
El interés por el estudio de estas plantas se sustenta
fundamentalmente en la necesidad que tiene la industria
farmacéutica de encontrar nuevas moléculas prototipo que
sirvan para la sintesis de firmacos con aplicacion clinica’. En
esta linea de investigacion esta fundamentada la actividad
antiinflamatoria de las plantas debido a la presencia de
metabolitos secundarios. Entre ellos pueden citarse
flavonoides, polifenolesyalfa-tocoferol’”.

La Oenotherarosea(OR) esuna planta pertenecienteala
familia Onagraceae, familia botdnica que comprende
alrededor de 124 especies herbaceas de América del Nortey
Sudamérica’, es conocida popularmente como
“chancapiedra”, “chupasangre”, “amapola de campo”,
“arnica”, “cancer lisa”, entre muchas mas denominaciones
segtin la region donde se encuentre y utilice’. Es una planta
herbacea de 15 a 45 cm de alto con hojas alternas y angostas,
flores rosas, fruto seco subgloboso. Habita en regiones de
bosques de pino-encino, usualmente se encuentra entre los
2200 y 2700 m.s.n.m. Se ha estudiado sus propiedades
procoagulantes al disolver la sangre del estomago y de los
moretones (hematomas), ademds como analgésico contra
los dolores de estomago, anginas, dolores de garganta,
dolores musculares, dolor de corazon y cdlico estomacal™.
Ademas es empleado cominmente como desinflamante,
aplicandose 3 veces al dia el macerado de hojas o infusion de
laplantaen casosdeinflamaciones cutaneas’.

Los reportes sobre los constituyentes en el aceite de las
semillas de la especie Oenothera sefialan la presencia de
acidos grasos poliinsaturados, dcido linolénico, flavonoides,
acido gdlico, polifenoles y esteroles. Se ha demostrado
ademds que dicha planta posee actividad antioxidante in
vitroyunaactividad protectora contralaradiacion UV-B”.

Considerando estas caracteristicas de la planta, en esta
investigacion se evaluo la actividad antiinflamatoria aguda
del extracto acuoso de Oenothera rosea en un modelo
preclinico en ratas, teniendo como control positivo al
diclofenaco, uno de los medicamentos mas utilizados para
el control del dolor agudo luego de las intervenciones
quirurgicasen Odontologia.

METODOS
Disefioypoblaciondel estudio

Estudio pre clinico experimental donde se emplearon 20
ratas albinas hembras de la cepa Holtzam de 200 +15 g de
peso, que fueron ambientados porsiete dias en el Bioterio de
la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos. Lima. Pertu. Las ratas estuvieron a una
temperatura ambiente entre 192 a 22° C, con una humedad
de 40% a 50%, en periodos de luz/oscuridad de 12 horas
alternadas iniciando a las 8 a. m., con agua y alimentacion

Noviembre 2016 * Vol 1 « N° 1

Sihuay, Pérez, Turriate, Portillo, Castro

balanceada “ad libitum’, acorde a las recomendaciones de la
guia ética para animales de experimentacion “Guide for the
Careand Use of Laboratory Animals™.

Maniobra

Luego de la semana de ambientacion, las ratas fueron
asignadas en cinco grupos de cuatro integrantes cada una: el
grupo 1(control negativo) no recibi6 ningun medicamento,
el grupo 2 (control positivo) recibié diclofenaco (1omg/kg),
elgrupo 3 (experimental 1- OR1) recibio el extracto (dosis: 50
mg/kg - concentracion: 32mg/ml), el grupo 4 (experimental
2- OR2) recibio el extracto (dosis: 250 mg/kg -
concentracion: 32mg/ml) y el grupo 5 (experimental 3-
OR3) recibio el extracto (dosis: 500 mg/kg - concentracion:
32mg/ml); todos los grupos recibieron los medicamentos
viaintraperitoneal.

Para el tratamiento de la planta primero se recolectaron
las hojas de la especie Oenothera rosea en el departamento
de Ayacucho, provincia de Huamanga (altura 2800
m.s.n.m.). Se secaron las hojas frescas en la zona de
recoleccion bajo el sol a temperaturaambiente (25 + 2°C) por
24 horas. En el laboratorio de trabajo se limpiaron las hojas
con alcohol etilico 96° v/v y algodon medicinal. Se seco las
hojas en una estufa a temperatura de 60 °C por un tiempo de
8 horasconventilado. Finalmentese trituraron las hojas.

Para la obtencion del extracto acuoso se utilizé el
método CYTED (Programa Iberoamericano de Ciencia y
Tecnologia para el Desarrollo)” parael cual se realizaron tres
maceraciones; en la primera maceracion se pesé 0.369 kg, se
adiciond 1800 ml de etanol al 96% y cantidad suficiente de
agua purificada hasta alcanzar 2460 ml (etanol 70% v/v).
Seagitd la maceracion intermitentemente durante 72 horas,
el sobrenadante se filtrd y se guardd en un recipiente. En la
segunda y tercera maceracién se repitié el mismo
procedimiento.

Unavez obtenido el extracto, se dejo en reposo por 8 dias
en un recipiente de vidrio en la estufa a temperatura
ambiente para que se evapore todo el etanol y asi obtener
una “jalea” que luego fue diluida en suero fisiologico (150ml)
parasuadministracion.

Intervencion

Todos las ratas fueron sometidas a anestesia general con
pentobarbital (Halatal) administrado a dosis de 1ml/ 2,5 kg
por via intraperitoneal. Una vez anestesiados se indujo la
inflamaciéonagudaatravés de lainyeccion subplantarde una
suspension de carragenina (o.aml) al 2% en todos los
grupos”. Una vez iniciado la formacién de edema en la
region de la pata derecha trasera se esperd 30 minutos para
administrar los medicamentos (diclofenacoy extractos) por
viaintraperitoneal segtin ladosis indicada paracadagrupo.

Registroy andlisis de las variables
Utilizando un vernier electrénico y un pletismometro

manual”, se midié las longitudes del grosor de la
almohadilla plantary los voliumenes normales e inflamados

WWwWw.appo.com.pe




Articulo Original

Figura 1. A (inyeccion subplantar de carragenina 2%). B (Inflamacién de la region subplantar luego de 30 minutos). C (medicion con
el vernier la maxima longitud de la zona). D (Medicion del volumen de la zona subplantar con el pletismometro).

delapataposteriorderechade cadaratadespuésdeuna, tres
y cinco horas de aplicado los tratamientos (Figura 1). El
volumen del edema se determind a partir de la diferencia
entre los volimenes basales y finales. La actividad
antiinflamatoria se expreso a través del porciento de
inhibicién del edema conrespectoala medicion basal segtin
lasiguiente formula: % de inhibicién de fase aguda = [(X,,
X roptema! Xpasan] 100%.

Las medidas con el vernier se tabularon a través de medias
y desviaciones estandar en milimetros mientras que con el
pletismémetro se obtuvieron mediciones en mililitros. Se
utilizaron pruebas no paramétricas para el contraste de las
hipotesis. Se determino la significacion estadistica entre los
grupos tratados con el extracto, el diclofenaco y el grupo
control con la prueba de Kruskal-Wallis; el analisis
intragrupos a través del tiempo se contrasto a través del
andlisis de Friedman. La distribucion muestral de datos se
evalud a través del andlisis de Shapiro-Wilk. Se aceptd un
p<0.05 para larefutacidon de la hipotesis nula.

asal

RESULTADOS

Una hora después de administrado los medicamentos se
encontré que el gradodeinflamacion delas patas delasratas
medido en milimetros para el grupo control negativo fue de
8,25+0,19mm, para el grupo diclofenaco fue de
7,77+0,17mm; para el primer grupo de OR1 (50mg/kg) fue de
7,7+0,08mm, para el segundo grupo OR2 (250mg/kg) fue de
7,64+0,19mm y para el tercer grupo OR3 (s00mg/kg) fue de
7,79%0,25mm (Tabla1).

El porcentaje inflamacion evaluado en milimetros al
cabo de 5 horas fue menor para el grupo OR3 (4+1,6%) y el
grupo OR1) (10,4%2,8%). Observandose una diferencia
significativa entre los grupos al cabo de cinco horas
(p=0.024, Kruskal-Wallis) (Tabla 2, Figura2).

Los cambios de volumen registrados con el
pletismémetro a nivel de la pata de las ratas evidencié que
luego de una hora de administrado los medicamentos el
menor volumen se encontr6 en el grupo OR2 con
0,77%0,03ml (p>0.05), al cabo de tres horas en el grupo OR3
con 0,63+0,02ml (p>0.05) y en el mismo grupo al cabo de
cinco horascon 0,71£0,06ml (p<o.05) (Tablas).

El porcentaje de cambio volumétrico en la inflamacion
de las patas de ratas evidencio que al cabo de una hora, la
menor inflamacion se encontrd en el grupo control positivo
(30,9+10,2%; p<0.05); al cabo de tres horas el menor
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porcentaje fue para el grupo OR3 (7,6+6,04%; p<o0.05) y al
cabo de 5 horas el mismo grupo evidencié el menor
porcentaje de inflamacidn (20,6+12,03%; p<0.05) (Tabla 4).

DISCUSION

La inflamacién resulta de la interaccién celular y
componentes extracelulares en respuesta a una noxa
externa; se producen especies reactivas de oxigeno, se activa
el metabolismo de ladcidoaraquidonico el cual atravésde la
via de la ciclooxigenasa genera proinflamatorios que
generan el inicio de la inflamacién aguda®. En la presente
investigacion se evalu¢ la efectividad del extracto acuoso de
la planta Oenothera rosea sobre los primeros signos que
aparecen durante la inflamacién aguda (principalmente
edemadurante las primeras cinco horas).

Se conoce que los procesos inflamatorios agudos
aumentan la permeabilidad vascular e inducen la migracion
de leucocitos y la actividad de especies reactivas: peroxido
de hidrégeno (H,0,), anion superdxido (-O,) e hidroxilo (-
OH)*. Elmodelo experimental de induccién de inflamacién
aguda por carragenina se relaciona con la produccion de
histamina, leucotrienos, factor activador de plaquetas y
posiblemente, ciclooxigenasa, mientras que la fase tardia
induce unarespuesta inflamatoria que se harelacionadoala
infiltracion y la produccion de radicales libres, asi como la
liberacion de otros mediadores derivados de neutrofilos™”.
Sobre este modelo experimental, la dosis de 500mg/kg del
extracto acuoso de Oenothera rosea evidencio el mayor
grado de antiinflamacién respecto a los demds
medicamentos; su efecto a las cinco horas de administrado
resultd en una inflamacion del 4% respecto al grupo control
que evidencié una inflamacion del 42% (p<o.05). A
diferencia del resto de grupos, el tercer grupo experimental
pudo obtener la mayor reduccion de la inflamacion por su
alta dosis y quizas por la mayor reduccion de las especies
reactivas propias de la inflamacién. Meckes y cols® acotan
que los estudios sobre el mecanismo farmacologico de
Oenothera rosea son escasos pero que bajo la misma
metodologiaal cabo de 7 horas deadministracion se registré
lamayoractividad antiinflamatoria.

El examen fitoquimico de Oenothera rosea evidencia la
presencia de metabolitos secundarios: Flavonoides,
taninos, cumarinas, quinonas y saponinas. Se sabe que los
flavonoides y triterpenos contribuyen con el efecto
antiinflamatorio debido a inhibicion de la prostaglandina
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Grupo Basal 1hora 3horas Shoras p

Control negativo (suero) 7,22+0,05mm 8,25+0,19 9,26+0.07 10,31+0,2* 0.0001

Control positivo 7,09+0,28 7,77+0,17 7,87+0,33 8,32+0,29 0.9
(diclofenaco)

OR-1 (50mg/kg) 7,1310,21 7,7¢0,08 7,3t0,14 7,86+0,13 0.34
OR-2 (250mg/kg) 7,05+0,78  7,64+0,19 7,62+0,28 8,02+0,41 0.12
OR-3 (500mg/kg) 7,240,19 7,79¢0,25 7,55+0,15 7,48+0,19*" 0.06

*p<0.05 intragrupos " p<0.05 intergrupos OR= Oenothera rosea

Tabla 1. Cambios inflamatorios (mm) a través del tiempo de administrado los medicamentos

Control negativo (suero) 14,3+3,4% 28,340,9 42,7+2,8 0.01
Control positivo 9,81£2,5 11,4154 17,916,5 0.9
(diclofenaco)

OR-1 (50mg/kg) 8,312,8 2,542,2 10,4228 0.02
OR-2 (250mg/kg) 8,5+2,9 8,244,5 13,7455 0.1

OR-3 (500mg/kg) 8,3+1,9 4,9+0,7 4+1,6*" 0.04
*p<0.05 intragrupos " p<0.05 intergrupos OR= Oenothera rosea

Tabla 2. Porcentaje de inflamacién segun el tiempo de administrado los medicamentos.

E

Carragenina - Diclofenado Extracto 50mg/kgExtracto 250mg/kg Extracto 550mg/kg
Control Negativo 10mg/kg - Control
Positivo

Figura 2. Grado de inflamacion (%) entre los grupos luego de
Shoras de administrado los medicamentos.
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Grupo Basal 1hora 3horas Shoras p

Control negativo (suero) 0,63+0,02ml  1,06+0,03 1,32+0,08 1,45+0,02 0.9

Control positivo 0,62+0,06 0,8+0,04 0,81%£0,14 1,06%x1,19 0.3

(diclofenaco)

OR-1 (50mg/kg) 0,59+0,01 0,81+0,01 0,77+0,01 0,9+0,07 0.1

OR-2 (250mg/kg) 0,53+0,02 0,77+0,03 0,75+0,07 0,82+0,07* 0.1

OR-3 (500mg/kg) 0,59+0,14 0,78+0,03 0,63+0,02* 0,71+£0,06 0.2

*p<0.05 intragrupos OR= Oenothera rosea

Tabla 3. Cambios inflamatorios volumétricos (ml) a través del tiempo de administrado los medicamentos.

Control negativo (suero)
Control positivo
(diclofenaco)

OR-1 (50mglkg) 36,242,9
OR-2 (250mg/kg) 44,7+6,9
OR-3 (500mg/kg)

*p<0.05 intragrupos

33,4+7,9

67,5+9,4%
30,9£10,2*

" p<0.05 intergrupos

108,7+£14,25 128,25+8,5 0.9
29,28+13,1 66,6+16,2 0.8

29,5+2,6 51,3+11,9 1.1

40+13,8 54,3+15,9 0.6

7,616,04*" 20,6+£12,03* 0.01

OR= Oenothera rosea

Tabla 4. Porcentaje de inflamacion volumétrica segun el tiempo de administrado los medicamentos.

sintetasa, reduciendo el nivel de prostaglandinas en el
proceso inflamatorio®. También se conoce que las especies
vegetales con saponinas y triterpenoides poseen actividad
antiinflamatoria®. Estos metabolitos de la planta pueden
explicar la reduccion del edema que se visualizé en los
resultados del estudio; esta reduccidn al parecer sigue una
relacion dosis-dependiente: encontrandose que el grado de
inflamaciéon con una dosis de somg/kg es similar a la
encontrada con el grupo control positivo (diclofenaco)
durante las primeras tres horas posteriores a la
administracion.

La actividad antiinflamatoria del extracto Oenothera
rosea concuerda con lo observado por Villena y cols™
quienes acotan que la farmacodinamia se basa en la
inhibicién de la liberaciéon de las prostaglandinas;
principalmente por accion del acido ursélico, compuesto
antiinflamatorio del que se conoce que no solo inhibe la
elastasa en leucocitos humanos, sinoademas lasactividades
delas-lipoxigenasaydelaciclooxigenasa.

El uso de plantas tradicionales permite aprovechar sus
compuestos bioactivos sobre los mecanismosdeacciondela
inflamacién aguda y tardia asi como revertir las vias que
conllevan al dafio celular. En base a evidencias que
respaldan lo anterior®”, se busca alternativas a los
antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), debido a que
éstos presentan efectos secundarios dafinos para el tejido.
Es recomendable seguir realizando estudios con nuevas
alternativas naturales que permitan reemplazar a los
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antiinflamatorios convencionales; asi mismo replicar los
resultados encontrados en el presente estudio en modelos
clinico experimentales con ensayos clinicos controlados que
evidencien ladisminucionantiinflamatoriaaguda.
Podemos concluir que los resultados del edema
subplantar, inducido por carragenina, demuestran que el
extracto acuoso de Oenothera rosea a una dosis de
soomg/kg posee un efecto antiinflamatorio superiorincluso
a la del diclofenaco (10mg/kg). El edema inducido por
inyeccion subplantar de 0,1 ml de carragenina 2% mostro
una disminucion dosis-dependiente por el tratamiento con
las diferentes dosis del extracto acuoso (siendo mayor a
medida que aumenta el tiempo de evaluacion). Se sugiere
aumentar el tamafio muestral para futuros experimentos,
asi como realizar estudios que evaltien marcadores
moleculares proinflamatorios que evidencien un cambio
y/odisminucion del proceso inflamatorioa nivel molecular.
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