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RESUMEN

Introduccidén: Merremia umbellata es ampliamente utilizada en la medicina popular
para tratar multiples enfermedades, incluyendo aquellas que cursan con inflamacion.
Objetivos: evaluar el efecto antiinflamatorio y antioxidante del extracto etandlicototal
obtenido de las hojas de Merremia umbellata.

Métodos: el material vegetal fue extraido por maceracion con etanol. La actividad anti-
inflamatoria se evalud utilizando el modelo murino in vivo de edema auricular inducido
por 13-acetato de 12-orto-tetradecanoilforbol (TPA), determinando la actividad de la
enzima mieloperoxidasa (MPO). Adicionalmente se determind la inhibicion de la produc-
cidén de oxido nitrico (NO) en macréfagos RAW 264.7 estimulados con lipopolisacarido
(LPS). Mientras que la actividad antioxidante se determind aplicando los métodos es-
pectrofotométricos de captacion de los radicales libres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazi-
lo), ABTS (sal diamoénica del acido 2,2’azinobis-(3-etilbenzotiazolin 6- sulfénico), NO y
H,O, (perdxido de hidrégeno).

Resultados: el extracto de Merremia umbellata disminuyé el edema y la actividad de
la enzima MPO en orejas de ratones inflamadas con TPA, asi como la produccion de
NO en macréfagos activados. Ademas presenté significativa actividad captadora de los
radicales libres DPPH, ABTS y H,0,.

Conclusiones: se demostrd actividad antiinflamatoria y antioxidante en el extracto
etandlico total de Merremia umbellata. Rev.Cienc.Biomed. 2013;4(1):13-19
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SUMMARY

Introduction: Merremia umbellata is widely used in popular medicine to treat several
diseases, including those that implicate inflammation.

Objectives: To assess the anti-inflammatory and antioxidant effect of the total ethano-
lic extract obtained from the leaf of Merremia umbellata.

Methods: The vegetable material was extracted by maceration with ethanol. Anti-in-
flammatory activity was evaluated with the in vivo murino model of auricular edema
induced by 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA), determining the activity of
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the myeloperoxidase enzyme (MPO). In addition, the inhibition of the production of ni-
tric oxide (NO) in RAW 264.7 machrophages stimulated with lipopolysaccharides (LPS)
was determined. Whereas the antioxidant activity was determined with the applica-
tion of spectrophotometric methods, which involve the scavenge of free radicals DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), ATBS (2,2'-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid), NO and H,0, (Hydrogen Peroxide).

Results: Merremia umbellata extract decreased the edema and the activity of MPO
enzyme in inflamed ears of mice with TPA, just like the production of NO in activated
macrophages. And besides, it presented significant free radicals scavenging activities
DPPH, ABTS and H,0,

Conclusion: The anti-inflammatory and antioxidant activity in the total ethanolic extract
of Merremia umbellata was demonstrated. Rev.Cienc.Biomed. 2013;4(1):13-19
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INTRODUCCION

Estimulos nocivos para el organismo como:
patdgenos, células dafiadas o irritantes, des-
encadenan una respuesta inflamatoria. Cuan-
do esta respuesta persiste se presenta infla-
macién crénica y aumento exacerbado de es-
pecies reactivas de oxigeno [ROS] (1-3).

Las ROS son radicales libres que al producir-
se en cantidades excesivas generan dafio en
los acidos nucleicos, proteinas, carbohidratos
y lipidos, perturbando la homeostasis celular,
lo que conduce a patologias severas como
osteoartritis, artritis reumatoide, gota, asma,
enfermedad inflamatoria intestinal, diabetes,
cancer, enfermedades cardiovasculares y des-
ordenes neurodegenerativos. La inflamacién
y la sobreproduccion de ROS, son reconoci-
das como dos condiciones criticas asociadas
con la etiologia y la progresién de una serie
de enfermedades humanas(4,5).

Merremia umbellata es una enredadera del-
gada y trepadora que crece en lugares pan-
tanosos y sitios arenosos, cerca de la playa.
Se encuentra distribuida en Africa, Asia y
América tropical. En Malasia sus hojas tier-
nas se comen y se aplica en cataplasmas so-
bre quemaduras, escaras y llagas. Mientras
que en la India se utiliza para el tratamiento
de fistulas, pustulas y tumores. Las semillas
producen un mucilago, que es laxante y util
en enfermedades cutaneas. Una decoccién
de la planta también se utiliza como diuréti-
€O y para tratar reumatismo y dolor de cabe-
za. Ademas se instila en el oido para Ulceras
auriculares y abscesos (6,7).

El objetivo es evaluar la actividad antiinfla-
matoria y antioxidante del extracto etandli-
coobtenido de hojas de Merremia umbellata.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos: 12-O-tetradecanoilforbol-13 ace-
tato [TPA], indometacina, 2,2-difenil-1-picril-
hidrazilo (DPPH), acido ascorbico, sal diamé-
nica del acido2, 2'azinobis-(3-etilbenzotiazolin
6-sulfénico) [ABTS], acido6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico[Trolox], per-
sulfato potasico, nitroprusiato de sodio dihi-
dratado, nitrito de sodio, sulfanilamida, N-
1-(naftil) etilendiaminadihidrocloruro, peroxi-
dasa, guaiacol, lipopolisacarido [LPS], medio
de cultivo DMEM, azul de tripan, bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
[MTT], N-([3-(aminometil) fenil] metil) etani-
midamidadihidrocloruro [1400W], O-dianisi-
dina y acido etilendiaminotetraacético [EDTA],
se obtuvieron de Sigma-Aldrich. Metanol, eta-
nol, acetona y acido fosférico de J.T. Baker.
Peroxido de hidrogeno y bromuro de hexade-
ciltrimetilamonio [HTAB] de Merk.Dimetilsul-
féxido de Carlo Erba. Acido cafeico de Calbio-
chem y suero bovino fetal [SBF]) de GIBCO.
Las células RAW 264.7se adquirieron de la
American Type Culture Collection [ATCC].

Animales de experimentaciéon: como
reactivo biolégico se utilizaron ratones ICR
hembras [6-7 semanas de edad], con pesos
alrededor de 25 gramos, suministrados por
el Instituto Nacional de Salud de Colombia.
Los animales se mantuvieron con ciclos de
12 horas de luz/oscuridad, temperatura de
22+30C y humedad relativa 45+£5%, con



ISSN: 2215-7840, 4(1), enero-junio 2013, Castro-Guerrero Jenny Paola, Ocampo-Buendia Yanet Cecilia, Franco-Ospina Luis Alberto

agua y alimento ad libitum. Los experimen-
tos fueron realizados dando cumplimiento a
lo dispuesto en la Ley 84 de 1989 y a la Re-
soluciéon No. 008430 de 1993 y en concor-
dancia con los lineamientos éticos aprobados
internacionalmente para el uso de animales
de experimentacion.

Preparacion del extracto vegetal: las ho-
jas de Merremia umbellata se recolectaron
en el municipio de Pueblo Nuevo, Departa-
mento de Bolivar, al norte de Colombia. Un
espécimen fue enviado al herbario de la Uni-
versidad de Antioquia para su identificacién
y quedo depositado en sus archivos, bajo el
nimero175331. Las hojas secas vy trituradas
de Merremia umbellata, se maceraron con
etanol al 96% hasta agotamiento y el ex-
tracto obtenido fue concentrado en rotaeva-
poradora temperatura controlada (35-45 °C)
y presion reducida.

Actividad anti-inflamatoria: la actividad
antiinflamatoria del extracto de Merremia
umbellata, se determind utilizando el mode-
lo murinoin vivo de edema auricular inducido
por TPA(8,9). Se utilizaron grupos de 6 ani-
males. La oreja derecha de cada ratdn recibid
una aplicacidn topica de 2.5 pgramos de TPA.
El extracto etandlico de Merremia umbellata,
disuelto en acetona, se aplicé en forma topica
(1 mg/oreja) inmediatamente después de la
aplicacién de TPA. La oreja izquierda, utiliza-
da como control, recibié el vehiculo. La indo-
metacina (0.5 mg/oreja) se utilizd como far-
maco de referencia. Después de 4 horas los
animales se sacrificaron mediante dislocacién
cervical y se extrajeron de cada oreja discos
con un diametro de 7 mm para determinar su
peso. La diferencia de peso entre las orejas
derecha e izquierda se tomé como expresién
del edema. Se calculd el porcentaje de inhibi-
cion del edema en los animales tratados con
respecto al grupo control.

Medida de la actividad de Mieloperoxi-
dasa: el tejido auricular se homogenizo y el
sobrenadante obtenido se empled para eva-
luar la actividad de MPO utilizando el pro-
tocolo descrito por Bradley et al. (10), mo-
dificado para lectura en microplaca. 50 pL
de los sobrenadantes fueron mezclados con
o-dianisidina dihidroclorhidrato (0.067%),
hexadecil trimetilamonio (HTAB 0.5%) y pe-

roxido de hidrégeno (H,0, 0.003%). La OD,_,
fue determinada en lector de placas Multis-
can EX Thermo. Los resultados se presentan
como unidades de actividad de la enzima.
Una unidad de actividad fue definida como
aquella que degrada 1umol de perdxido de
hidrogeno por minuto a 25°C.

Citotoxicidad en macrofagos RAW 264.7:
los macrofagos RAW 264.7 fueron manteni-
dos en DMEM suplementado con Suero Fetal
Bovino (SFB), penicilina y estreptomicina, a
37°C en atmésfera de aire humidificado con
5% de CO,(11). Células en crecimiento ex-
ponencial fueron raspadas y sembradas en
placas de 96 pozos e incubadas, luego se
adiciond soluciones a diferentes concentra-
ciones de la muestra en estudio y se incuba-
ron nuevamente. Posteriormente la viabilidad
celular fue evaluada empleando el ensayo del
MTT(12), determinando la DO, en lector de
placas Multiscan EX Thermo. En cada ensayo
se incluyé un grupo control de células no tra-
tadas y un grupo tratado con Tritén X-100 al
20% como control de maxima toxicidad. Para
cada tratamiento se calculd el porcentaje de
supervivencia relativo al grupo control y se
determiné la CL,,

Inhibicién de la produccion de 6xido ni-
trico: la produccién de éxido nitrico (NO) se
estimo a partir de la acumulacién de nitritos
(NO,), en el medio de cultivo de los macro-
fagos RAW 264.7, utilizando un ensayo ba-
sado en la reaccién de Griess (13). 10 pL del
estimulante LPS (1000 pg/mL) se adiciond
a células incubadas a 37°C en atmosfera al
5% CO, las cuales contenian la muestras en
estudio. En cada ensayo se incluyd un grupo
control de células no estimuladas y un grupo
tratado solo con LPS como control de maxi-
ma actividad. Transcurridas 24 horas 100 pL
de los sobrenadantes de las muestras en es-
tudio y se dejaron reaccionar con igual volu-
men de reactivo de Griess. La OD,,, fue de-
terminada en lector de placas Multiscan EX
Thermo. La concentracion de nitritos en los
sobrenadantes se determind utilizando una
curva estandar de NaNO,,.

Actividad captadora del radical DPPH:
se determind empleando el método descrito
por Silva, et al.(14), con modificaciones. Di-
ferentes concentraciones de las muestras en
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estudio, fueron mezclados en proporcién 1:2
(v/v) con una solucion de DPPHe (100ppm)
en metanol y se incubaron a temperatura
ambiente durante 30 min., luego de los cua-
les se determind la desaparicion del radical
DPPH a OD,,, En cada ensayo se incluy6 un
control, un blanco para cada muestra y un
patrén de referencia (acido ascérbico). Los
valores de IC, fueron determinados median-

50
te analisis de regresion lineal.

Actividad captadora del radical ABTS:
se determind empleando el método descrito
por Re, et al.(15), con modificaciones 10 pL
de las muestras en estudio fueron mezcla-
dos con 190 pL de una solucidn etandlica de
ABTS 3.5 mM y persulfato de potasio 1.25
mM. Posteriormente se incubd durante 5
min. y se determind la desaparicién del radi-
cal ABTSe a OD,,,. En cada ensayo se incluy6
un control, un blanco para cada muestra y
un patrén de referencia (Trolox). Los valores
de IC,, fueron determinados mediante anali-
sis de regresion lineal.

Captacion de perdoxido de hidrégeno
(H,0,): se emple6 método colorimétrico en
el cual el H,0, oxida el guayacol produciendo
una coloracién rojiza que puede ser facilmen-
te cuantificada(16). Soluciones a diferentes
concentraciones de la muestra en estudio,
fueron incubadas con una solucién de H,0O,
(10 mM). En todos los casos se incluyd un
control, un blanco para cada muestra y un pa-
tron de referencia (acido ascérbico). Una vez,
terminado el tiempo de incubacion, se adicio-
nd una solucién de guayacol (10 pL/5mL) y
peroxidasa de rabano (1 mg/200uL), excep-
tuando los tubos del control negativo y se in-
cubd de nuevo. Posteriormente se colocaron
200 pL de estos sobrenadantes en una micro-
placa. La OD,,, fue determinada en lector de
placas Multiscan EX Thermo. Los valores de
IC,, fueron determinados mediante analisis
de regresion lineal.

Analisis estadistico: los resultados corres-
pondientes a tres ensayos independientes
fueron expresados como promedio £ ESM
y analizados mediante varianza de una via
(ANOVA), seguido de Dunnet o Tukey post
hoc para comparaciones multiples. Valores
de P<0.05 fueron considerados significati-
vos. Los valores de IC_, fueron determinados

mediante analisis de regresion lineal y ex-
presados como la media con sus respectivos
intervalos de confianza al 95%.

RESULTADOS

Actividad anti-inflamatoria: el extracto
total de Merremia umbellata, planta que per-
tenece a la familia con volvulaceae presenté
una importante actividad antiinflamatoria,
reduciendo el edema inducido por el TPA (Ta-
bla N° 1).

TABLA N° 1.
ACTIVIDAD ANTI-INFLAMATORIA
DEL EXTRACTO ETANOLICO TOTAL DE
MERREMIAUMBELLATA(n = 6)
DOSIS PORCEN-
GRUPOS (MG/ EFMEg')A TAJE DE
OREJA) INHIBICION
Control
----- +
(TPA+acetona) 13£0.5
Indometacina 0.5 5.8 £ 0.8 52.6*
Merremiaum- | 4 o 192+ 0.3| 25.4%
bellata

Los resultados representan la media = E.S.M.
*P<0.001 ANOVA, estadisticamente significativo frente
al control.

Medida de la actividad mieloperoxidasa:
el tratamiento con TPA induce elevada mi-
gracién de neutrofilos al tejido auricular, lo
cual se evidencia por el elevado incremen-
to de la actividad de MPO. La indometacina,
utilizada como control positivo y el extracto
de Merremia umbellata muestran importante
efecto inhibitorio sobre la actividad de esta
enzima (Grafica N° 1).
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GRAFICA N° 1.

Efecto del extracto de Merremia umbellata, sobre la
actividad de MPO.

Los resultados representan la media £ E.S.M. (n = 6)
**P<0.01; ***P<0.001 ANOVA, estadisticamente signi-
ficativo frente al control.
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Citotoxicidad en macréofagos RAW
264.7: el extracto de Merremia umbellata,
no causo toxicidad en la linea RAW 264.7,
a concentraciones inferiores a 100 pg/mL
(Grafica No 2).
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GRAFICA N° 2.

Efecto del extracto de Merremia umbellata (pg/mL), so-
bre la viabilidad de macréfagos RAW 264.7. Los resulta-
dos representan la media £ E.S.M.

Inhibicion de la producciéon de oxido
nitrico: la estimulacion de los macréfagos
RAW 264.7 con LPS incrementa la produc-
cion de nitritos en el medio de cultivo, esta
produccién fue inhibida significativamen-
te por el extracto de Merremia umbellata;
esta actividad no mostré un comportamiento
concentracion dependiente(Grafica N° 3).
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GRAFICA N°3.

Efecto del extracto de Merremiaumbellata (pg/mL), so-
bre la produccién de NOen macréfagos RAW 264.7 esti-
mulados con LPS.

Los resultados representan la media £ E.S.M.
***P<0.001 ANOVA, estadisticamente significativo fren-
te al control.

Actividad antioxidante: el extracto de Me-
rremia umbellata present6 potente actividad
captadora de los radicales libres DPPH, ABTS
y H,0, de manera de concentracién depen-
diente, presentdandose como un extracto
promisorio para el aislamiento de sustancias
activas con propiedades antioxidantes. Por
otro lado, no presento actividad captadora
del radical NO (datos no mostrados).

TABLA N°2.
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL EXTRACTO
TOTAL OBTENIDO DE LAS HOJAS DE
MERREMIA UMBELLATA. (n = 6)

MUES- CI., (uG/ML)
TRA DPPH ABTS H,0,
Acido As-143 7 4 0.045|2.452 + 0.125(136.15 + 3.450
cérbico
Merremia| 14070 + 2.3 | 199.5+ 1.0 | 136.6+3.5
umbellata

Los resultados representan la media £ E.S.M

DISCUSION

A pesar de los esfuerzos médicos que se han
hecho para tratar las enfermedades inflama-
torias, la eficacia clinica de las terapias an-
tiinflamatorias no es satisfactoria y los me-
dicamentos clinicamente importantes para
controlar estas patologias se asocian con
multiples reacciones adversas sistémicas
que a veces son limitantes para el tratamien-
to (17,18). La busqueda de nuevos agentes
antiinflamatorios continlia, en este sentido,
las plantas han demostrado desempefiar un
importante papel y han sido probadas exito-
samente como una fuente alternativa para
el tratamiento de numerosas enfermedades
que cursan con inflamacién (19-21).

En el presente trabajo, se estudid el efecto
anti-inflamatorio del extracto etandlico total
de Merremia umbellata, empleando el mo-
delo murinoin vivo de edema auricular indu-
cido por TPA, agente ampliamente utilizado
para producir inflamacién a nivel cutaneo. La
aplicacion tépica de TPA provocd una fuerte
respuesta inflamatoria en la oreja del ratén,
con formacion de edema masivo, el cual se
hizo evidente por el aumento de peso en la
oreja, en comparacion con el grupo control
tratado solo con acetona. Ademas, generd
un aumento significativo de la infiltracion de
neutrofilos, en funcién de la elevada activi-
dad de la mieloperoxidasa, la cual es una
medida indirecta de la presencia de este tipo
de células en el lugar de inflamacién(22,23).
El extracto de Merremia umbellata logré dis-
minuir la inflamacion inducida por el TPA,
disminuyendo la infiltracion de polimorfonu-
cleares en el tejido auricular, de forma simi-
lar a la indometacina, compuesto utilizado
como patréon de referencia, por lo que Me-
rremia umbellata se considera una especie
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promisoriateniendo en cuenta que se trata
de un extracto total constituido por numero-
s0s compuestos.

Los macrofagos RAW 264.7 mostraron una
viabilidad del 100%, cuando fueron expues-
tos al efecto del extracto de Merremia um-
bellata, por lo tanto este extracto puede ser
utilizado en el ensayo de liberacién de NO en
la linea celular RAW 264.7 a concentraciones
inferiores a 100 pg/mL, ya que permite ex-
cluir la posibilidad de efectos citotéxicos.El
extracto de Merremia umbellata disminuyd
la liberacion de o6xido nitrico, lo cual podria
ser un mecanismo que contribuye al efecto
antiinflamatorio observado, ya que los ma-
créfagos en condiciones patoldgicas pueden
aumentar considerablemente la produccidn
de este mediadorproinflamatorio. Ademas,
el exceso de 6xido nitrico causa dafio a los
lipidos de la membrana, ADN y proteinas,
perjudicando la correcta funcionalidad ce-
lular. Asi, el desarrollo de sustancias que
eviten la sobreproduccion de este mediador
inflamatorio se ha convertido en el objetivo
de investigaciones que buscan tratar la infla-
macién cronica (24,25).

La potente actividad captadora de los radi-
cales libres DPPH, ABTS y H,O,; mostrada
por el extracto Merremia umbellata mues-
tra a esta especie como una prometedo-
ra fuente para la blusqueda de moléculas
captadoras de radicales libres que podrian
contribuir a contrarrestar el estrés oxidati-
vo asociado a los procesos inflamatorios y
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