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Abstract

Context: There are reports in the literature of species belonging to the
genus Tabebuia with pharmacological potential as anti-inflammatory:
Tabebuia avellanedae, Tabebuia chrysanta, Tabebuia rosea, Tabebuia
ochracea, among others; however, about of the species Tabebuia
hypoleuca no studies demonstrating this activity so far.

Aims: To determine the anti-inflammatory activity in the acute phase of
the methanolic extracts of T. hypoleuca.

Methods: Leaves and stems of T. hypoleuca were collected. The anti-
inflammatory activity was assessed using the carrageenin-induced paw
edema models and the croton oil induced auricular edema in mice. The
qualitative identification of secondary metabolites present in the
methanolic extracts was performed by a preliminary phytochemical
screening.

Results: The anti-inflammatory activity assessments showed that
methanol extract of the leaves do not have anti-inflammatory activity at
doses tested, while the methanol extract of the stems at the dose of 500
mg/kg showed a significant anti-inflammatory activity in the model of
carrageenan-induced paw edema. In the model of croton oil induced
auricular edema the methanol extract of the stems administered orally
and intraperitoneally showed a significant anti-inflammatory activity at
all doses tested. The anti-inflammatory activity found could be due to the
presence of metabolites such as tannins, phenols and alkaloids.

Conclusions: These studies demonstrate the anti-inflammatory activity
of the methanol extract of the stems of Tabebuia hypoleuca, and
constitute the first report about this species as anti-inflammatory.

Keywords: Anti-inflammatory; carrageenan; croton oil; phytochemical
screening; Tabebuia hypoleuca.

Resumen

Contexto: Existen reportes en la literatura de especies que pertenecen al
género Tabebuia con potencial farmacologico como anti-inflamatorio:
Tabebuia avellanedae, Tabebuia chrysanta, Tabebuia rosea, Tabebuia
ochracea, entre otras; sin embargo, de la especie Tabebuia hypoleuca no se
encuentran estudios hasta el momento que demuestren esta actividad.

Objetivos: Determinar la actividad anti-inflamatoria en la fase aguda de
los extractos metandlicos de T. hypoleuca.

Meétodos: Hojas y tallos de T. hypoleuca fueron colectados. La actividad
anti-inflamatoria se evalu6 utilizando los modelos de edema plantar por
carragenina y el edema auricular por aceite de croton en ratones. Se
realizo la identificacion cualitativa de los metabolitos secundarios
presentes en los extractos metanolicos mediante un tamizaje fitoquimico
preliminar.

Resultados: Las evaluaciones de la actividad anti-inflamatoria
mostraron que el extracto metanolico de las hojas no posee actividad anti-
inflamatoria a ninguna de las dosis evaluadas, mientras que el extracto
metanolico de los tallos a la dosis de 500 mg/kg, mostré una actividad
anti-inflamatoria significativa en el modelo de edema plantar por
carragenina. En el modelo de edema auricular por aceite de croton el
extracto metanolico de los tallos, administrado por via oral e
intraperitoneal, mostré una actividad anti-inflamatoria significativa en
todas las dosis evaluadas. La actividad anti-inflamatoria encontrada
podria deberse a la presencia de metabolitos como taninos, fenoles y
alcaloides.

Conclusiones: Estos estudios demuestran la actividad anti-inflamatoria
del extracto metandlico de los tallos de Tabebuia hypoleuca y constituyen
el primer reporte dado a la especie como anti-inflamatorio.

Palabras Clave: Aceite de croton; anti-inflamatorio; carragenina;
Tabebuia hypoleuca; tamizaje fitoquimico.
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INTRODUCCION

La inflamacién surge como un mecanismo de
defensa del organismo y se produce ante
estimulos perjudiciales. Puede ser originada por
factores externos o internos como lesiones por
agentes mecanicos (corte, etc.), fisicos (quemadu-
ras), quimicos (corrosivos), bioldgicos (microor-
ganismos), inmunoldgicos (reacciones de hiper-
sensibilidad), fracturas de huesos, distension
muscular, etc. (Vane y Botting, 1995). Sin embargo
bajo determinadas condiciones cuando el
organismo es incapaz de completar el ciclo
agresidon-recuperacion, la inflamaciéon se desata
de manera inapropiada y excesiva, se extiende a
células y tejidos normales convirtiéndose en un
proceso patolégico que puede danar las células y
promover el desarrollo de muchas de las
enfermedades (Menendez et al., 2010). Dentro de los
farmacos utilizados para controlar y limitar las
secuelas nocivas de la inflamacién se encuentran
los anti-inflamatorios esteroideos (AIES) y no
esteroideos (AINES). Sin embargo, la presencia
de efectos adversos como resultado del consumo
de estos farmacos ha incentivado la busqueda de
nuevos agentes anti-inflamatorios mas seguros y
eficaces (Gomez et al., 2011).

Tabebuia hypoleuca (C. Wright) Urb. también
conocida como “Roble macho” es una especie
endémica de Cuba, originaria de la Sierra
Maestra. Pertenece a la familia Bignoniaceae que
comprende mds de 120 géneros y 650 especies
distribuidas en los bosques montanos, secos y de
tierras bajas (Olmstead et al., 2009). Es un arbol de
ramas densamente lepidotas, hojas simples,
desiguales en cada par, eliptico-oblongas a elip-
ticas, de 3 a 13 cm, agudas a obtusas o emar-
ginadas y micronuladas en el apice, redondeadas
en la base, algo lepidotas en el haz cuando
jovenes, densamente albolepidotas y con nervios
prominentes en el envés, flores de 1-3 en racimos
terminales cortos, pedicelos cortos, caliz lobu-
lado, de 1 cm, densamente pardo-lepidoto, corola
purptirea, de 3-5 cm, lobulos redondeados,
pubérulos por dentro, capsula algo angulosa,
acuminada, de 7-8 cm, lepidota, de valvas 3-
nervias (Alain, 1957).
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Existen informes en la literatura cientifica de
especies que pertenecen al género Tabebuia con
potencial farmacoldgico como antifingico, anti-
parasitario, antineopldsico, analgésico, antibacte-
riano, anti-inflamatorio y antitumoral (Hofling et
al., 2010; Higa et al., 2011; Sichaem et al., 2012; Suo et al., 2012;
2013). Sin embargo, no se encuentran estudios
hasta el momento sobre la especie Tabebuia
hypoleuca.

El objetivo de este trabajo fue determinar la
actividad anti-inflamatoria aguda de los extractos
metandlicos de las hojas y de los tallos de la
especie Tabebuia hypoleuca, mediante los mode-
los de edema plantar por carragenina y edema
auricular inducido por aceite de croton e
identificar cualitativamente los metabolitos
secundarios que, posiblemente presenten esta
actividad.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal y preparacion de los
extractos

El material vegetal (hojas y tallos) se colectd
en el Jardin Botanico Nacional (JBN), cuidad de la
Habana, fue identificado por el doctor Eldis R.
Bécquer y una muestra se depositd en el herbario
de la estacién experimental con el nimero de
registro HFC-88204.

Las hojas y tallos se secaron en una estufa a
47°C, se molieron hasta un tamafo de particula
de 40 mesh, y se almacenaron en sacos de
polietileno en un lugar fresco con una tempe-
ratura promedio de 25°C y humedad relativa de
50%. Se tomaron 400 g de las hojas y 330 g de los
tallos, a los cuales se les realizd una extraccion
solido-liquido en Soxhlet con metanol calidad
comercial (temperatura de 70°C, con un régimen
de sifonadas cada 20 min durante 12 horas).
Posteriormente los extractos totales en metanol
se filtraron y se concentraron por rotovaporacion
hasta sequedad.

Animales

Se utilizaron ratones Balb/c machos, que
fueron suministrados por el Centro Nacional para
la Produccién de Animales de Laboratorio
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(CENPALAB, Santiago de Las Vegas, Habana,
Cuba). Antes del experimento, los animales se
adaptaron a las condiciones de laboratorio
durante siete dias (temperatura controlada 23 + 2
°C, humedad relativa 60 + 10%, ciclos de 12 horas
de luz/oscuridad con comida y agua ad libitum).

Diseio experimental

Todos los estudios se realizaron cumplimiento
las normas de Buenas Practicas de Laboratorio.
Los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo
con las directrices éticas para las investigaciones
en animales de laboratorio y fueron aprobadas
por el Comité Etico de Experimentaciéon Animal
del Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria
(CENSA), Mayabeque, Cuba.

Actividad anti-inflamatoria
Edema plantar inducido por carragenina

El modelo de edema plantar inducido por
carragenina se llevd a cabo mediante el método
descrito por Winter et al. (1962), modificado pos-
teriormente para ratones por Sugishits et al. (1981).
Se formaron ocho grupos de seis animales cada
uno (peso corporal promedio de 23 + 2 g) selec-
cionados aleatoriamente. Se midid el edema de la
pata posterior derecha de los ratones con un
cdliper digital. Posteriormente se trataron los
grupos experimentales (via oral) siendo: control
negativo (salina 0,9% + tween 80%), control
positivo (indometacina 10 mg/kg), y grupos trata-
dos (extractos metanolicos de las hojas y de los
tallos en las dosis de 150, 300 y 500 mg/kg),
administrados a un volumen de 0,02 mL/g.

Transcurrida una hora, se administraron 40
pL de una solucién de carragenina al 3% en la
aponeurosis plantar derecha de todos los
animales. El edema de la pata inflamada se midio
a las 1,5; 3; 4,5; 6 y 24 horas después de adminis-
trada la carragenina. El porcentaje de reduccion
del edema se calculd6 mediante la siguiente
férmula:

{ C.- Cu) Control - { C. - C. ) Tratado
% de inhibicion = X 100
[ Ci - C.) Control
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Donde:

C. = Media del edema de la pata en cada
tiempo.

C, = Media del edema de la pata en el tiempo
cero.

Edema auricular inducido por aceite de croton

El modelo fue conducido segun el método
descrito por Nuifiez et al. (2007) con algunas modi-
ficaciones. Se formaron grupos de seis animales
cada uno (peso corporal promedio de 25 + 2 g),
seleccionados aleatoriamente. Se prepar6 una
disolucion al 5% de aceite de croton en etanol de
95°, como agente irritante. En este estudio se
emplearon las vias de administracion oral e
intraperitoneal segtin el esquema siguiente:

Via oral: un grupo control positivo al que se le
administré6 indometacina 10 mg/kg, un grupo
control negativo que recibi6 agua destilada y dos
grupos problema que recibieron el extracto
metanolico de los tallos a la dosis de 300 y 500
mg/kg.

Via intraperitoneal: un grupo control positivo
al que se le administr6 indometacina 10 mg/kg,
un grupo control negativo que recibié agua
destilada y un grupo problema que recibio el
extracto metandlico de los tallos a la dosis de 50
mg/kg.

En todos los casos el volumen administrado
fue de 0.02 mL/g. Transcurrida una hora (grupos
tratados via oral) y media hora (grupos tratados
via intraperitoneal) se administraron 50 pL del
agente irritante (disoluciéon de aceite de croton)
en la superficie interna de la oreja derecha del
ratén con una micropipeta automatica (Humape-
tte - Wiesbaden, Alemania), en la oreja izquierda
solo se le aplicd el vehiculo (etanol) constitu-
yendo el control. Transcurridas seis horas
después de la aplicacidon del agente irritante, se
sacrificaron a los animales por dislocacion
cervical y se procedio a cortar con un sacabocado
porciones circulares de 5 mm de la oreja
inflamada y la no inflamada, pesandolas
inmediatamente. La diferencia de peso entre la
oreja derecha e izquierda se tomdé como
expresion del edema. Se calculd el porcentaje de
inhibicién del edema en los animales tratados
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con respecto al grupo control por la siguiente
formula:

A peso (mg) = Peso de la oreja inflamada - Peso de la oreja no inflamada

A Peso del grupo tratado
% de inhibicion = 100 - X 100

A Peso del grupo control

Estudio fitoquimico

En la identificacién cualitativa de los
principales grupos quimicos se procedio segun el
método de tamizaje fitoquimico descrito por
Rondina y Coussio (1969), basado en el fracciona-
miento de un extracto inicial (extractos metand-
licos de las hojas y los tallos) y la realizacion de
reacciones de coloracion y/o precipitacion sobre
las diferentes fracciones obtenidas.

Anadlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé mediante el
software SPSS 21.0. Los datos se expresaron como
media + error estandar de la media (ESM), y se
analizaron por ANOVA (andlisis de varianza de
una via) seguido del test de Duncan para
determinar las diferencias significativas entre los
grupos tratados y el control. Un valor de p < 0,05
se considero estadisticamente significativo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad anti-inflamatoria

Las especies del género Tabebuia se utilizan en
la medicina popular por sus propiedades anti-
inflamatorias (Maistro et al., 2010), encontrandose
reportes que validan este uso en las especies
Tabebuia avellanedae (Suo et al., 2012), Tabebuia
chrysanta (Ospina et al, 20u), Tabebuia rosea y
Tabebuia ochracea (Franco et al., 2013), entre otros.

Edema plantar inducido por carragenina

El modelo de inflamacién inducido por carra-
genina es comunmente utilizado para evaluar el
efecto de los AINES. En ratones este modelo
presenta dos fases distintas: una fase inicial, que
comienza inmediatamente después de adminis-
trada la carragenina y permanece hasta las 6 h; y
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una fase tardia que se inicia después de las 6
hasta las 72 horas. En este estudio se evalud la
actividad anti-inflamatoria solo en la fase inicial,
en estas primeras seis horas participan la
serotonina, PLA2, histamina, cininas, metabolitos
derivados del 4cido araquidonico (leucotrienos y
prostaglandinas) y éxido nitrico; mientras que en
la fase tardia se produce un edema dependiente
de la movilizacion de neutroéfilos, aumento de la
expresion de COX-2, disminucién de la produc-
cion de oOxido nitrico, con la migracion de
monocitos y macrc')fagos (Frode et al., 2001; Posadas et
al., 2004; Nunes et al., 2007; Pedernera et al., 2010).

Los resultados muestran que el extracto
metanolico de los tallos de Tabebuia hypoleuca a
la dosis de 500 mg/kg, redujo significativamente
el edema inducido por carragenina en ratones a
partir de las tres horas, el resto de los grupos
tratados (extracto metandlico de los tallos a 150 y
300 mg/kg, y de las hojas a 150, 300 y 500 mg/kg)
no mostraron diferencias significativas a las dosis
evaluadas con respecto al grupo control negativo.
En el grupo tratado con la indometacina (10
mg/kg), farmaco de referencia para este ensayo,
se observo también una disminucion del edema a
partir de las tres horas (Fig. 1). Los mayores
porcentajes de inhibiciéon del edema se obser-
varon con el extracto metanolico de los tallos a la
dosis de 500 mg/kg (Tabla 1).

Edema auricular inducido por aceite de croton

El modelo de edema auricular inducido por
aceite de croton, es un modelo de inflamaciéon
local o tépica ampliamente utilizado para evaluar
la actividad anti-inflamatoria en extractos y
fracciones de productos naturales. Se utiliza
farmacolégicamente para provocar una inflama-
cion localizada en las orejas de los animales de
laboratorio, inflamacion que responde a los anti-
inflamatorios no esteroidales (Hetter, 2000).

Los resultados obtenidos con este modelo
indican que el extracto metanolico de los tallos
administrado oralmente en dosis de 300 y 500
mg/kg, inhibe significativamente el edema en la
oreja del ratén, y no se observa una relacion
dosis/efecto. La indometacina empleada como
control positivo también disminuyo6 significativa-
mente el edema auricular inducido por aceite de
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croton en ratones. El extracto metanolico de los
tallos administrado por via intraperitoneal en
dosis de 50 mg/kg, y la indometacina en dosis de
10 mg/kg, reducen significativamente el edema en
la oreja del raton (Fig. 2).

El porcentaje de inhibicion del edema en los
animales tratados con el extracto metandlico por
via oral en dosis de 300 y 500 mg/kg, disminuyo
de manera significativa con relacién al grupo

Actividad anti-inflamatoria de Tabebuia hypoleuca

control negativo que recibio agua destilada por la
misma via y no existieron diferencias entre los
grupos tratados y control positivo. Asi mismo, el
porcentaje de inhibicién del edema en los
animales tratados via intraperitoneal en dosis de
50 mg/kg presentd diferencias estadisticamente
significativas con relaciéon al grupo control
negativo (Fig. 2).

—&— Control negativo
—8— Indometacina (10 mg/kg)
———T. hojas (150 mg/kg)

T. hojas (300 mg/kg)
—#=—T. hojas (500 mg/kg)
—+—T. tallos (150 mg/kg)
——T. tallos (300 mg/kg)
—a—T. tallos (500 mg/kg)

4,50 7
)
E 400
8
]
o
= 350
]
-~
]
g
_g 3,00
25|
2,50 T T T T T 1
o 1,5 3,0 4,5 6,0
Tiempo (horas)

Figura 1. Efecto de los extractos metandlicos de las hojas y de los tallos de Tabebuia hypoleuca (T) a diferentes dosis
e indometacina por via oral, en el edema plantar por carragenina al 3% en ratones.
Los valores se presentan como media + ESM, (n=6), *p<0.05 comparado con el control negativo (Test de Duncan).

Tabla 1. Porciento de reduccién del edema plantar inducido por carragenina en ratones de los
extractos metandlicos de las hojas y los tallos de Tabebuia hypoleuca (T) e indometacina,
administrados por via oral y observado durante 24 h.

Dosis (% de Inhibicion)
Tratamiento

(mg/kg) 1,5h 3,0h 45h 6,0h 24h
Control - (o) (o) (o) (o) (o)
T. hojas 150 2,42 SE 7,42 1,33 6,33
T. hojas 300 SE 0,13 SE SE SE
T. hojas 500 SE 3,81 5,23 SE SE
T. tallos 150 0,69 8,39 11,01 6,53 SE
T. tallos 300 1,18 9,15 15,16 8,62 6,82
T. tallos 500 5,02 20,33 25,30 33,22 28,87
Indometacina 10 7,09 20,97 34,15 26,02 32,64

Se define como criterio de selecciéon un porcentaje de inhibicién del edema mayor o igual a 20%,

n=6 (Gonzalez et al., 2007). SE = Sin efecto.
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B Control negativo
O Indometacina (10 mg/kg)
AT. tallos (50 mg/kg)

6,0 -

5,0 1

4,0 A

1,0 -

O Indometacina (10 mg/kg)

/
80,0 - AT. tallos (50 mg/kg)

73,65

75,0 1
70,0 1
65,0

60,0 -

55,87

55,0 1

50,0

45,0 A

40,0
Grupos

Figura 2. Efecto del extracto metandlico de los tallos de Tabebuia hypoleuca (T) e indometacina, en el edema auricular
inducido por aceite de croton administrado por via oral (A) e intraperitoneal (B) en ratones. Los valores se presentan como
media = ESM (n=6), *p < 0.05 comparado con el control negativo (Test de Duncan). Porciento de inhibicion del edema
auricular en ratones (n=6), del extracto metanolico e indometacina administrado por via oral (C) e intraperitoneal (D); se
define como criterio de seleccion un porcentaje de inhibicion del edema mayor al 30% (Gonzélez et al., 2007).

En el edema auricular por aceite de croton se
liberan mediadores de tipo eicosanoides y se
induce la degranulacidon de mastocitos, es por ello
que los compuestos inhibidores de la biosintesis
y/o liberacién de prostaglandinas y leucotrienos o
los farmacos antagonistas de sus respectivos re-
ceptores, pueden atenuar el proceso inflamatorio
inducido (Nuifiez et al., 2007).

Los resultados obtenidos en los modelos de
edema plantar inducido carragenina al 3% y el
edema auricular inducido por aceite de croton en
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ratones, pudiesen estar relacionados e indican un
posible efecto esteroidal, inhibidor de la ciclo-
oxigenasa y/o lipoxigenasa, o antagonismo de los
receptores de los metabolitos pro-inflamatorios
liberados.

Es importante destacar que algunos agentes
terapéuticos anti-inflamatorios disminuyen los
sintomas de la inflamaciéon al interrumpir la
cadena metabolica de los prostanoides y pueden
causar lesiones gastricas colateralmente. En este
estudio, con la administracion del extracto meta-
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nolico de Tabebuia hypoleuca no se observaron
lesiones macroscopicas en la mucosa gastrica de
los ratones, presentando un aspecto normal,
comparable al grupo control.

Estudio fitoquimico

El estudio fitoquimico preliminar sugiere que
en el extracto metandlico de las hojas de Tabe-
buia hypoleuca, podrian estar presentes metaboli-
tos como taninos, fenoles, alcaloides, triterpenos
y esteroides; y en el extracto metandlico de los
tallos taninos, fenoles y alcaloides (Tabla 2).

Este estudio da una idea de los metabolitos
secundarios que se podrian encontrar en esta
especie, ayudando a buscar los principios activos
presentes. Metabolitos como fenoles, taninos,
alcaloides, triterpenos y esteroides; pueden estar
relacionados con la actividad anti-inflamatoria
encontrada entre otras (Cabrera et al., 2012).

En el género Tabebuia los principales constitu-
yentes incluyen furanonaftoquinonas (Zani et al,
1991; De Oliveira et al, 1993; Diaz y Medina, 1996),
naftoquinonas (Manners y Jurd, 1976; Girard et al., 1988),
acido benzoico y derivados del benzaldehido
(Wagner et al, 1989), quinonas (Sharma et al., 1988),

Actividad anti-inflamatoria de Tabebuia hypoleuca

ciclopenteno dialdehidos (Koyama et al, 2000;
Sichaem et al., 2012), flavonoides (Blatt et al., 1996) Yy
glicésidos (Warashina et al., 2006; Suo et al., 2013).
Dentro de las naftoquinonas, el lapachol y la beta
lapachona se han estudiado intensivamente
dadas sus propiedades anti-inflamatorias y
anticancerigenas (De Almeida et al., 1990; Dolan et al.,
1998; Renou y cols., 2003). Por ejemplo, de la especie
Tabebuia impetiginosa se han aislado compuestos
como quinonas, furanonaftoquinonas, lapachol y
naftoquinonas, y se ha demostrado que dichos
compuestos tienen actividad antitumoral y anti-
inflamatoria (De Santana et al., 1968).

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos demuestran que el
extracto metanolico de los tallos de Tabebuia
hypoleuca posee efecto anti-inflamatorio, que no
ha sido informado previamente para esta especie.

Futuros estudios fitoquimicos y farmacolé-
gicos ya en marcha nos permitiran identificar los
principios activos responsables del efecto, asi
como determinar el mecanismo de accién por el
que estos compuestos ejercen sus propiedades
anti-inflamatorias.

Tabla 2. Resultados de la identificacion cualitativa en los extractos metanolicos de las hojas y los tallos de Tabebuia hypoleuca.

Compuesto Prueba Hojas Tallos
Taninos Gelatina + +
Aminas Ninhidrina - -
Fenoles FeCl3 + +
Triterpenos y Esteroides Lieberman-Burchand + -
Quinonas Borntrager - -
Flavonoides Shinoda - -
Leucoantocianidinas Rosenheim - -
Mayer + +
Alcaloides l\;l\/aaggerfer : :
Dragendorf + +

+: Prueba positiva
-: Prueba negativa
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