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RESUMEN

El objetivo ha sido determinar la actividad antiinflamatoria in Vitro en gldébulos rojos de ratas y saber la seguridad en
ratas del extracto acuoso atomizado de la raiz de Krameria lappacea (ratania), asimismo el marcador de estrés oxidativo
(malondialdehido MDA). La actividad antiinflamatoria in vitro (Hernandez et al. 2006) fue en glébulos rojos de rata
enfrentados a 10, 50, 100 y 200 ug/mL de extracto, una solucién control (agua destilada 1mL) y solucién de referencia
hidrocortisona a 400 ug/mL; la seguridad se realizo en ratas albinas cepa Holtzmann distribuidas en tres grupos: nor-
mal con suero fisiologico 5 mL/kg, un grupo con inoculacién via subcutanea de un compuesto constituido por dieti-
lamina y nitrito de sodio en tres glandulas mamarias, y el tercero ademas del indculo recibié 300 mg/kg del extracto
administrado por via oral una vez al dia durante 30 dias, luego se les extrajo muestra de sangre por puncion cardiaca,
sientdo sacrificados por dislocacion cervical, se determiné el marcador de estrés oxidativo por el método de Buege &
Aust (1978) y parametros bioquimicos. Se observd mayor eficacia antiinflamatoria al utilizar ratania en concentracion
de 50 y 200 ug/mL; disminucion del MDA (p<0.404); colesterol total (p<0.003); triglicéridos (p<0.043); proteinas totales
(p<0.0001} albOmina (p<0.203); TGO (p<0.093); TGP (p<0.023); Fosfatasa alcalina{p<0.670). Concluyéndose que en las
condiciones experimentales se ha demostrado que Krameria lappacea (ratania) tiene actividad antiinflamatoria in vitro.
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SUMMARY

The objetive has been to determine the antiinflammatory activity in Vitro in red globules of rats and to know the secu-
rity in rates of the watery extract atomizado of Krameria’s lappacea root (ratania), also the marker of oxidativo stress
(malondialdehido MDA). The antiinflammatory activity in vitro (Herndndez et al. 2006) was in red globules of rat faced
10, 50, 100 and 200 ug/mL of extract, a solution control (distilled water ImL) and solution of reference hidrocortisona
to 400 ug/ml.; the security was realized in albino rats Holtzmann distributed in 3 groups: normal with physiological
whey 5 mL/kg, A group with inoculation subcutaneous route of a compound constituted by dietilamina and nitrito of
sodium in three mammary glands, and the third in addition to inoculate received 300 mg/kg of the extract adminis-
tered by oral route to the day for 30 days, then it extracted sample of blood to them by cardiac puncture, being sacri-
ficed by cervical dislocation, the scoreboard of stress decided oxidativo for the method of Buege and Aust (1978) and
biochemical parameters. Greater antiinflammatory efficiericy was observed when using ratania in concentration of 50
and 200 ug/mL; decrease of the MDA (p < 0.404); total cholesterol (p < 0.003); triglicéridos (p < 0.043); total proteins (p
<0.0001) albumen (p <0.203); TGO (p < 0.093); TGP (p <0.023); alkaline Fosfatasa (p < 0.670). It Conclused wath in the

experimental conditions there has been demonstrated that Krameria lappacea (ratania) has antiinflammatory activity
m vitro.
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INTRODUCCION

Los compuestos fendlicos son agentes protectores
de las celulas vegetales bajo condiciones estresan-
tes tales como lesiones, infecciones, excesiva expo-

- sicion a la luz UV (Harborne et al. 1999; Williams
et al. 2004)'

Muchos estudios indican que se vienen ensayan-
do variados compuestos fenolicos como son los
flavonoides con gran actividad quimioprotectora,
y al parecer estarfan actuando en todas las etapas
de la carcinogénesis, por presentar actividad an-
Hangiogeénica (Middleton et al. 2000)?, actividad
antioxidante (Kameoka et al. 1999); actividad an-
tiproliferativa (inhibicién del dafio en el ADN y
enzimas implicadas en la transduccidn de sefiales
como kinasas, fosfolipasas, fosfodiesterasas, etc
(Erhart et al. 2005)°. En animales de experimenta-
cion se reporta que algunos flavonoides presentan
capacidad para reducir el nimero de las metasta-
sis pulmonares y aumentar la supervivencia de los
animales, aunque su mecanismo de accién atin no
es claro (MacGregor ef al. 1978, Brown 1980)%

Recientemente se han relacionado con su capaci-
dad para inhibir las metaloproteinas (Menon et
al. 1998)"; asi como, en su capacidad para originar
enlaces de hidrégeno que estabilizan las proteinas
- de la membrana basal, especialmente el colageno
haciendolas menos susceptibles a la degradacién
proteolitica (Caltagirone et al. 2000)8

Los compuestos fenodlicos ocurren en los alimentos

de origen vegetal; poseen varios grupos hidréfilo
(OH), los que servirian para atrapar los radicales
libres.

La presente investigacion se realizé con la finali-
dad de demostrar la actividad antinflamatoria in
vitro en globulos rojos de ratas y saber la seguridad
en ratas del extracto acuoso atomizado de la raiz
de Krameria lappacea (ratania), asimismo determi-

nar el marcador de estrés oxidativo (malondialde-
hido MDA).

MATERIALES Y METODOS

Material

Ratas albinas cepa Holtzmann machos de 200 + 20
gramos de peso corporal.

Extracto acuoso atomizado de raiz de Krameria la-
ppacea (ratania).

Dietilamina QP Sigma.
Nitrito de sodio QP Sigma.

Acido clorhidrico QP Sigma.

Metodos

Determinacion la actividad antiinflamatoria me-
diante la estabilizacion de la membrana de gié-
bulos rojos. Herndndez et al. 2006.°

Se ha recolectado sangre de ratas albinas cepa Hol-
tzmann sanas, se mezclo con igual volumen de so-
lucion de Alsever estéril, se centrifugé a 3000 rpm,
se retiro el sobrenadante y se lavé los globulos rojos
con solucion isosalina (0.85%, pH=7.2) por tres ve-
ces, inmediatamente después se llevéd los eritrocitos
al 10% v/v con solucién isosalina, obteniendo asi la
suspension de gldbulos rojos. Se ensayé el extracto
atomizado de la raiz de Krameria lappacea (ratania)
en cuatro niveles de concentracion 10, 50, 100 y 200
ug/mL, frente a una solucion control (agua destila-
da 1ml) y solucién de referencia hidrocortisona a
400 ug/ml en una cantidad de 1 ml.; en medio de
buftfer fosfato 7.2 (0.15 M) con solucién isosalina
(0.85% pH=7.2) 2ml; se incub6 en bafio maria a 37 °C
durante 30 minutos, para luego centrifugar, extraer
la solucion sobrenadante y estimar su contenido de
hemoglobina en el espectrofotémetro UV - visible a
una longitud de onda de 560 nm.

El porcentaje de hemolisis se calculé asumiendo
que la hemodlisis producida por agua destilada que
fue 100%. Se puede calcular e] porcentaje de estabi-

lizacion o proteccion de membrana de los globulos
r0jos.

Preparacion de las ratas para la evaluacion del
marcador de estrés oxidativo™ ! en sangre de ra-
tas y la seguridad 2.

Se utilizaron ratas previamente preparadas con un
inoculd aplicado via subcutanea en tres glandulas
mamarias en un volumen de 0.1 mL de un ién ni-
trosoamino como resultado de la mezcla (2.0 mL
de dimetilamina + 0.5 g de NaNQ, + dos gotas de
HCL, en aceite de oliva csp 20 mL).

Se dispuso de un grupo control normal, grupo con
aplicacion del ion nitrosoamino y un grupo con el
i0n nitrosoamino mas tratamiento con el extracto
acuoso atomizado de la raiz de Krameria lappacen
300 mg/kg, administrado por via oral una vez al
dia durante 30 dias. Luego se procedid a extraer
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sangre por puncion cardiaca a todos los animales,
para determinar algunas enzimas, lipidos, protei-
nas y el marcador de estrés oxidativo.

Determinacion del marcador del estrés oxi-
dativo (actividad antioxidante)

Segun la técnica de Buege & Aust (1978)'% Sudrez
5. (1995)", midiendo la produccién de malondial-
dehido (MDA) que al reaccionar con el acido tio-

barbitirico (TBA), forma un complejo coloreado
que se lee a 535 nm.

Procedimiento: en un tubo de centrifuga de tapa
rosca pipetear 0.05 ml de suero en buffer fosfato 50
mM/L pH 7.0, adicionar 1 mL de &cido tricloroacé-
tico (TCA) al 20%. Se mezcld, se llevd a bafio maria
hirviente por 10 minutos; se enfrié y agregd 1.5 mL
de TBA al 0.67% en HCI 0.25N, se llevé otra vez
a bano maria hirviente por 30 minutos; se enfrid,
centrifugo a 4,000 rpm por 10 minutos; se separd el
sobrenadante a otro tubo con ayuda de una pipeta
pasteur; se hizo las lecturas de los sobrenadantes
en el espectrofotdmetro a 535 nm. Para los cdlculos
se utilizo el coeficiente de extincién molar 1.56 x
105 mmol-1cm-1 del complejo coloreado formado
por el malondialdehido-tiobarbitirico.
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Determinacion de algunas enzimas, lipidos
y proteinas (Gonzalez, 2004 en sangre de
ratas tratadas

Se determind en sangre el nivel de colesterol to-
tal, triglicéridos, proteinas totales, albtimina, TGO,
TGP y Fostatasa alcalina. |

RESULTADOS

. 5e observo mayor hemolisis en el grupo control,
siendo mucho menor en los grupos tratados (ta-
bla 1); y siendo la eficacia antiinflamatoria, me-

jor al utilizar ratania en concentracion de 50 y
200 ug/mL (Fig. 1).

. Bn la figura 2, se muestra una disminucién del
malondialdehido (MDA) en ratas con induccién
de cancer de mama que utilizaron ratania, aun-
que los resultados no indican diferencia signifi-
cativa (p<0.404).

. Se encontrd una reduccion en los niveles de co-
lesterol total (p<0.003); triglicéridos (p<0.043);
TGO (p<0.093); TGP (p<0.023); un incremento de
proteinas totales (p<0.0001) albimina (p<0.203);
aumento de fosfatasa alcalina (p<0.670) pero
dentro de los valores permitidos (tabla 2).

Tabla 1. Datos de la actividad antiinflamatoria por estabilizacién de la membrana de glébulos rojos

de ratas normales (in vitro)

Teatamiento nj? di EIF'I'DI.'_ Intervalo confianza 95:?6_
variacion Estandar
_Cﬂntr-::rl 3 1.86 C 0.17 1.13 2.59
Ratania 10 ug 3 0.20 89.2 | 0.07 -0.12 U.52
Ratania 50 ug 3 0.23 87.6 0.10 -0.20 0.65
Ratania 100 ug 3 0.11 94.1 0.04 -0.08 0.29
Ratania 200 ug 1 3 0.25 36.6 0.08 -0.08 (.59
Hidzmrtisnna ED ug _I_i 0.08 95.7 0.02 -0.[.}_1_ 0.17 |

La diferencia de medias indica que el grupo control es estadisticamente significativo al comparatlo con los
diferentes tratamientos (p<0.000001). % de variacién = ((Control - tratarmuento/control) 100)
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Tabla 2. Parametros bioquimicos evaluados en ratas tratadas, y que recibieron por via oral 300 mg/kg del
extracto acuoso atomizado de Krameria lappacea (ratania), durante 30 dias.

A 3 0
, C . _ 1o de varia- Error Intérvalo confianza 95%
Parametro bioquimico Tratamiento n | Media . Estind
cion standar Bajo ] Alto

Colesterol total Normal 0 4.7 179.7 201.8
Control i6n nitroscamino 104 7.0 155.3 186.6
Ratania y ion nitrosoamino 19.4 . 5.6 140.0 167.4_
Triglicéridos Normal 155.0 0 . 20.9 105.7 204.3 )
| - . CnntrﬂTitﬁn nitroscamino 1019 34.3__[_ 11.2 77.0
B . Ratania y i6n nitroseamino 102.3 34 16.4 62.2
Prnteinz:s totales . Normal ) 4.4 B 0 . 0.1 4.1
[ . Control ion nitrosoamino 11 5.6 | Sube 27.3 0.2 52 5.9
__Ratania y cénc: 7 5.4 . | Sube 22.7 0.1 5.1 5.6 -
Albvimina Normal 8 2.7 0 0.2 22 3.2
B - C;-n-trcrl ion nitroscamino 11 3.2 Sube 18.5 0.2 2.8 3.6
Ratania y cancer 7 3.2 Sube 18.5 0.2 2.8 3.6
TGO Normal 8 20.8 0 | 3.7 12.0 29.5
Contrel i0n nitrosoamino 11 13.3 36.1 1.3 10.4
Ratania y 16n nitrosoamino 7 184 11.5 2.5 12.2 247
TGP 8 | 243 0 3.5 16.0
: | - Control idn nitrosoamino 11 119 | 51.0 1.8 7.9
R Ratania y idn n-itr_{};;minu 7 21.6 11.1 49 9.5
Fostatasa alcalina Normal &8 167.8 0 -1_’3:'5 135.7 199.8
. T Cnntm-l-i-én nitrosoamingo 11 168.3 Sube ;‘E—} 14.8 13-571- - 201.2
l Ratania y idn nitrosoamino 7 188.7 | Sube 125 255 126.2 251.2 |

Colesterol total (p<0.003); Triglicéridos (p<0.043); Proteinas totales (p<0.0001) Albumina (p<0.203); TGO (p<0.093); TGP {p<0.023);
Fosfatasa alcalina(p<0.670)

40,00_
35,8 359 . 0,000 000 25 _]
L 5 0,000 0002
30,00 5
&
— "
9 o 000000015
"E 20,00.. : 0,000 0001
@
o
E £ 0,000 000 05 -
A
=
10,00.. 0- ;
Normal Ién nitroscamino I6n nitrosoaming
+ Ratania
Tratamiento
0,0
(0,00 1 p < 0,404
Control Ratania 50 ug Ratania 200 ug
Ratania 10 ug Ratanja 100 ug  Hidrocortisona 400 ug
Tratamiento Figura 2. Nivel de marcador de estrés oxidativo
p < 0,0001
DISCUSION

Figura 1. Porcentaje de proteccion de la membrana de

los gldbulos rojos de ratas normales por el extracto acuo- . .
S0 agtgmizadg clie ratania. P Una prueba de utilidad en el estudio y desarrollo

de un farmaco es precisamente la determinacién
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de su actividad hemolitica. Un candidato a farma-
co debe atravesar la membrana celular. e interac-
tuar con la hemoglobina intracelular evitando que
en este proceso se atecten la proteina y el globulo
rojo, estructural y funcionalmente (Valdés 1997) .
Un agente quimico extrafno, en dependencia de su
concentracion, puede alterar el equilibrio idnico
del medio, provocar la deshidratacién, aumentar
la fragilidad y la destruccion celular. Ademas cada
muesira posee caracteristicas reologicas propias,
como por ejemplo el envejecimiento celular. El
tiempo de vida medio de los glébulos rojos nor-
males es de 120 dias y se conoce que en el torrente
sanguineo circulan células con variabilidad en la
edad, de las cuales las mas préximas al tiempo de
vida medio son las mas propensas al dano y la lisis
celular.( Junqueira et al. 1996)"

S5e ha buscado inducir cancer de mama al inocu-
lar en la glandula mamaria 0.1 ml. de una mezcla
conteniendo dietilamina, nitrito de sodio y acido
clorhidrico concentrado con la finalidad de formar
un ion nitrosoamino, porque las aminas secunda-

rias reaccionan con acido nitroso para producir N-
nitrosoaminas:

HNO3

R
Rél\‘J:
)

Amina secundaria N-nitrosoamino

Estos compuestos que se forman han demostrado
ser carcinogenos, por ejemplo: N-Nitroso-N-metila-
mina. Se ha demostrado que pequenas cantidades
de N-nitrosoaminas causan cancer en animales de
laboratorio (Caret 1984; Wade 2000)!> * Muchas ni-
trosaminas son sintetizadas probablemente dentro
de nuestro cuerpo, en vez de haber entrado por con-
taminacion ambiental. La reduccidn catalizada por
enzima de nitrato (NO3-) produce nitrito (NO2-),
el cual se combina con las enzimas presentes en el
cuerpo para formar N-nitrosaminas, las que son al-
tamente reactivas. Se debe mencionar que para la
génesis de un cancer efectivo se requiere mucho
tiempo de exposicion al agente inductor que aproxi-
madamente estaria sobre los cuatro meses.

El método para determinar la actividad antiinfla-
matoria mediante la estabilizacidon de la membra-
na de globulos rojos se fundamenta en la estabili-
zacion de la membrana de los glébulos rojos por
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un efecto protector del corticoide y extracto acuoso
atomizado de Krameria lappacea (ratania) en estu-
dio.

Los esteroides antiinflamatorios estabilizan la
membrana de los lisosomas, particulas intracelula-
res que contienen proteasas y enzimas hidroliticas,
las que forman los mediadores quimicos de la in-
flamacion de manera que asi pueda evitarse la des-
integracion de dichos lisosomas que se producen
en los procesos inflamatorios y son responsables
del dano y otros fenémenos inflamatorios que asi
son impedidos. (Brunton et al. 2006'7).

La raiz de Krameria lappacea (ratania), por el estu-
dio fitoquimico ha revelado la presencia de com-
puestos fenodlicos (flavonoides), que son agentes
protectores de las celulas vegetales bajo condicio-
nes estresantes tales como lesiones, infecciones, ex-
cesiva exposicion a la luz UV (Harborne et al. 1999;
Williams et al. 2004) 2,

Muchos estudios indican que se vienen ensayan-
do variados compuestos fendlicos como son los
flavonoides con gran actividad quimioprotectora,
y al parecer estarian actuando en todas las eta-
pas de la carcinogenesis, por presentar actividad
antiangiogénica (Fotsis et al. 1997)%, actividad
antioxidante (Burda ef al. 2001)",; actividad an-
tiproliferativa (inhibicion del dafio en el ADN vy
enzimas implicadas en la trasduccion de seniales
como kinasas, fosfolipasas, fosfodiesterasas, etc
(Casagrande et al. 2001)*. En animales de expe-
rimentacion se reporta que algunos flavonoides
presentan capacidad para reducir el numero de
las metastasis pulmonares y aumentar la supervi-
vencia de los animales, aunque su mecanismo de
accion aun no es claro (Mendn, 1998)’; la activi-
dad antiinflamatoria Fig. 1 y Tabla 1, ha sido con-
firmada en la presente investigacion; asi como la
actividad antioxidante, al disminuir el marcador
de estrés oxidativo (Fig. 2).

La actividad antiinflamatoria de Krameria lappacen
(ratania) evidenciado en este estudio podria estar

relacionado con un potencial quimioprotector del
cancer.

Al evaluar algunos parametros bioquimicos eva-
luados en ratas tratadas con el idn nitrosoamino,
y que ademas recibieron por via oral 300 mg/kg
del extracto acuoso atomizado de Krameria lappacen
(ratania), durante 30 dias, se encontré una reduc-
cion en los niveles de colesterol total (p<0.003); tri-
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gliceridos (p<0.043); TGO (p<0.093); TGP (p<0.023);
un incremento de proteinas totales (p<0.0001) al-
bumina (p<0.203); aumento de fosfatasa alcalina

(p<0.670) pero dentro de los valores permitidos
(tabla 2).

El extracto acuoso atomizado de Krameria lappacea
(ratania) en las condiciones experimentales ha de-
mostrado tener actividad antiinflamatoria y redu-
cir el marcador de estrés oxidativo.
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