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RESUMEN

Introduccion: Partes aéreas de la planta Caesalpinia pulcherrima L. (Swartz) han sido usadas en medicina
tradicional al sur del Departamento de Cundinamarca para el tratamiento de afecciones inflamatorias.
Objetivos: Evaluar la actividad antiinflamatoria de flores, hojas y frutos verdes de Caesalpinia
pulcherrima para cuantificar su actividad antiinflamatoria en modelos murinos de inflamacién aguda y
subcronica. Metodologia: Este estudio cuantifico la actividad antiinflamatoria de diferentes extractos
de tejidos aéreos de esta especie encontrada en Colombia por dos modelos de inflamacion aguda, el
edema auricular inducido por TPA (acetato de 12-O-tetradecanoil-forbol) y el edema plantar inducido por
carragenina; asi como el modelo de inflamacién sub-crénico de granuloma inducido por pellet de algodon.
Resultados: Los extractos de flores mostraron la mayor actividad antiinflamatoria en el modelo del TPA,
en tanto que las hojas fueron mas efectivas en disminuir el granuloma, en el modelo del pellet de algodon.
No se observo ninguna actividad antiinflamatoria de ningtin extracto en el modelo de carragenina. Los
frutos verdes no mostraron actividad en ningiin modelo. Conclusiones: Los resultados demostraron la
efectividad que el uso etnobotanico le atribuye a esta planta. Los extractos activos obtenidos mostraron
el potencial uso de esta planta en la fabricacion fitoterapéuticos efectivos. Salud ULS 2011; 43 (3):
281-287
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SUMARY

Introduction: Aerial parts of Caesalpinia pulcherrima L. (Swartz) have been used in traditional medicine in
southern Cundinamarca Department for the treatment of inflammatory diseases. Objectives: Evaluate the anti-
inflammatory activity of flowers, leaves and green fruits of the plant to quantify inflammatory activity of acute and
subchronic murine inflammation models. Methodology: This study quantified the anti-inflammatory activity of
different extracts of aerial tissues of this species for two models of acute inflammation, the ear edema induced by
TPA (12-O-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate) and plantar edema induced by carrageenan, as well as the sub-chronic
inflammation model of granuloma induced by cotton pellet. Results: The flower extracts proved to have the largest
anti-inflammatory activity in the TPA model, while the leaves were more effective in reducing the granuloma in the
cotton pellet model. There was no anti-inflammatory activity of any extract carrageenan model. The green fruits
showed no activity in any model. Conclusions: The results demonstrated the effectiveness of the ethnobotanical
use attributed to this plant. The active extracts obtained showed the potential use of this plant in making safe and
effective phytomedicines. Sadud ULS 2011; 43 (3): 281-287

Keywords: Caesalpinia, antiinflammatory agents, phorbol esters, carrageenan, granuloma

INTRODUCCION

Caesalpinia pulcherima L. (Swartz), es un arbusto
originario de la América tropical, ampliamente
distribuido en la region tropical de Africa y Asia,
empleado tanto como planta ornamental como por sus
propiedades terapéuticas en medicina tradicional'. En
Colombia se le conoce como clavellina. Numerosos
trabajos han reportado diversas actividades bioldgicas,
entre ellas actividad antituberculosa en extractos de
raices?, actividad antiviral contra varios tipos de herpes
y adenovirus®, moderada actividad antiespasmodica’,
y antiinflamatoria y analgésica en extractos de éter de
petroleo de hojas™. Actividad antioxidante mediada por
sistemas enzimaticos y no enzimaticos fue reportada
en flores de esta especie’. Estudios fitoquimicos han
reportaron la presencia de [-sitosterol, lupeol, acido
galico, quercetina, rutina y sacarosa®’, diterpenoides,
cesaldecarina A, espatulenol, cariofileno y fitol'*!"7.
También se han aislado varios metoxibenzoatos y
flavonoides, algunos activos contra diversas bacterias
y hongos!®2°.  Pulcherrinas con posible actividad
antiinflamatoria han sido aisladas de las raices®..
Varios elagitaninos encontrados en la corteza podrian
explicar las propiedades abortivas y emenagogas que se
atribuyen a la especie®. Peltoginoides aislados del tallo
demostraron actividad citotoxica®®. Adultos mayores
del municipio de Agua de Dios, sur del Departamento
de Cundinamarca, usan tradicionalmente flores y
hojas de esta especie en infusion alcoholica aplicadas
topicamente para el tratamiento sintomatico del dolor
y la inflamacion producidos por la artritis reumatoidea.
Esta actividad se confirm6é empleando modelos
bioldgicos in vivo agudos y subcronicos de actividad
antiinflamatoria, encontrando resultados que convierten
a esta planta en muy promisoria para el desarrollo de
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fitopreparados eficientes y seguros en el tratamiento de
la inflamacion.

MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Aproximadamente 2000 gramos de flores, hojas y frutos
inmaduros de C. pulcherrima fueron recolectados en el
municipio de Agua de Dios. Un voucher del espécimen
(COL-493856) fue depositado en el Herbario Nacional
Colombiano. Cien gramos de cada material vegetal
material seco y pulverizado de cada organo fueron
extraidos por maceracion con etanol al 96% y luego
concentrados hasta una consistencia pastosa; con el fin
de confirmar la actividad antiinflamatoria empleando el
modelo murino de edema auricular inducido por TPA.
Una vez confirmada tal actividad, nuevo material (de la
misma colecta) fue sometido a sucesivas extracciones
por maceracion exhaustiva usando cuatro solventes de
polaridad incremental: Eter de petroleo (EP), cloroformo
(CHCI13), metanol (MeOH) y agua (Liof), con el fin
de separar los componentes por polaridad, y evaluar
cada fraccion separadamente. Los extractos organicos
se concentraron mediante rotacvaporacion a vacio,
siempre a una temperatura inferior a 35°C hasta obtener
un material pastoso. El extracto acuoso fue liofilizado.
Cuatro fracciones fueron obtenidas de las flores (CPF-
EP, CPF-CHCI3, CPF-MeOH, CPF-liof) y cuatro de las
hojas (CPH-EP, CPH-CHCI3, CPH-MeOH, CPH-liof).
Durante la concentracion de las fracciones CPF-EP y
CPF-MeOH, se produjeron sendos precipitados (CPF-
PEP y CPH-PMeOH), los cuales fueron separados y
evaluados.
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Reactivos

12-O-tetradecanoil-forbol-13-acetato, indometacina,
carragenina y polivinil-pirrolidona (PVP-K30) fueron
obtenidos de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
USA). Eter de petréleo, cloroformo y metanol fueron
adquiridos de Mallinckrodt Baker, Inc. (Phillipsburg,
NY, USA). Todos los solventes y reactivos eran de
calidad analitica.

Animales de experimentacién

Los experimentos se desarrollaron empleando ratones
machos y hembras ICR (10-12 semanas; 25-35 g) y
ratas Wistar machos (10-12 semanas; 200-250 g). Los
animales fueron mantenidos permanentemente bajo
condiciones controladas de temperatura y fotoperiodo
(luz entre las 06:00 y las 18:00 horas). Agua y alimento
estuvieron disponibles ad libitum. Durante la crianza
y los ensayos, los animales fueron tratados de acuerdo
con lineamientos descritos en la Ley 84 de 1989 y
la Resolucion N° 8430 de 1993 sobre el manejo de
animales de laboratorio.

Evaluacion de la actividad antiinflamatoria

Edema auricular inducido por TPA

Tres grupos de 6 ratones privados de alimento 12 horas
antes del ensayo, se colocaron separadamente en cajas
que correspondieron al Control (TPA), Referencia
(indometacina) y Ensayo (extractos y fracciones). De
acuerdo con el método descrito por Young et al 2 y Lapa
et al*, todas las aplicaciones se hicieron topicamente
en las superficies interna y externa de la oreja derecha
segun el siguiente esquema: Para el grupo Control 2,5
ng de TPA disueltos en 20 puL de acetona; el grupo de
Referencia se administrd con 1,0 mg de indometacina
disuelto en 20 pL de acetona, seguido de la misma dosis
de TPA aplicada al grupo control. Los extractos y/o
fracciones disueltos en 20 pL de acetona o una mezcla
etanol-acetona fueron aplicados a diferentes dosis
(seglin ensayo) entre 0.06 y 1.0 mg por oreja, seguido
de la aplicacion de la misma dosis de TPA descrita para
el Control. Cuatro horas después del tratamiento, los
animales fueron sacrificados por dislocacion cervical.
De cada uno se obtuvieron secciones circulares de cada
oreja (tratada y no tratada) empleando un saca-bocados,
las cuales fueron pesadas en balanza analitica (Sartorius
BP 2215). El edema fue medido como la diferencia
de peso entre la oreja tratada y la correspondiente no
tratada. Los porcentajes de inflamacion y de inhibicion
fueron calculados con las siguientes ecuaciones:

L W =Wy
% Inflamacion = TxlOO
)
I Ie = Iy
% Inhibicion = i x100
c

Donde Wt es el peso de la seccion de la oreja tratada
con el agente irritante, Wo el de la oreja no tratada, Ic
equivale al porcentaje de inflamacion media del grupo
Control, e It el porcentaje de inflamacion media de cada
grupo tratado.

Edema plantar inducido por Carragenina

Tres Grupos de 6 ratas fueron puestas separadamente
privadas de alimento y agua 12 horas antes del
experimento®?¢. Los animales fueron inyectados
con carragenina en solucion al 2% (100 pL) en la
region sub-plantar de la pata trasera derecha. Los
grupos de evaluacion fueron administrados oral o
intraperitonealmente con 50, 100 o 200 mg/Kg de los
extractos 1 hora antes de la inyeccion de la carragenina.
Debido a la baja solubilidad de los extractos, se
prepararon co-precipitados de estos con PVP-K30 a fin
de facilitar su dispersion. El grupo Control recibi6é una
dispersion acuosa de PVP-K30 (40 mg/Kg) y el grupo
de Referencia fue tratado con indometacina (10 mg/
Kg co-precipitada con PVP-K30; proporcion 1:4). El
volumen de la pata inflamada fue medido a las 3 y 5
horas después de la administracion de carragenina por
el método de desplazamiento de volumen usando un
pletismémetro electronico Ugo Basile 7140, y luego
calculando la diferencia de volumen entre la pata tratada
y la no tratada. Para la administracion oral, se empleo
un catéter para depositar los extractos o la indometacina
directamente al estdémago. Los coprecipitados fueron
elaborados dispersando los extractos y la PVP-K30
(proporcion 1:4) en etanol, y luego secando por
rotavaporacion a 35°C hasta obtener un material seco.
Los co-precipitados fueron dispersados en cantidades
medidas de agua justo antes de la administracion, para
suministrar a los animales la cantidad de extracto del
respectivo ensayo en 1 mL de dispersion por kilogramo
de peso.

Granuloma inducido por pellet de algodén

Tres grupos de 6 ratas ordenadas por peso fueron
colocadas separadamente en cajas y en ayuno durante
la noche anterior al ensayo(27)*. Los grupos de
evaluacion fueron tratados con administracion oral de
50, 100 o 200 mg/Kg de extractos (coprecipitados) 1
hora antes de la implantacion del pellet. Los animales
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fueron anestesiados por inyeccién intraperitoneal
de una mezcla ketamina (100 mg/Kg) y diazepam (5
mg/Kg)(28)». Bajo condiciones de asepsia, 1 pellet
de algodon estéril de 10 mg de peso fue introducido
subcutaneamente hasta el nivel escapular a través
de una incision de 1 cm aproximadamente realizado
en la espalda baja del animal. El grupo de referencia
fue tratado con indometacina (5 mg/Kg coprecipitada
con PVP-K30; proporcion 1:4) y el grupo control con
una dispersion de PVP-K30. Durante los siguientes
6 dias posteriores al implante, se administraron las
mismas dosis diarias de coprecipitados de extractos,
de indometacina, y dispersion de PVP-K30 a los
respectivos grupos. Se dejaron desarrollar los
granulomas por espacio de 7 dias. En el dia 8§, los
animales fueron sacrificados con un exceso de anestesia
(ketamina-barbital). Los granulomas fueron removidos,
despojados de tejido suelto, secados por 48 horas a 40°C
y pesados en balanza analitica. La diferencia entre el
peso del granuloma y el peso original del pellet (10 mg)
se consider6 como la cantidad de tejido granulomatoso
formado.

Analisis de Datos

Los datos se presentan como la media = ESM (error
estandar de la media) del edema producido en cada
grupo experimental. El analisis de realizo empleando
ANOVA de una via seguida de la prueba de diferencia
significativa de Dunnet. La diferencia significativa se
establece en funcién de la probabilidad ("p<0.05 y
“p<0.01)(29)*.

RESULTADOS

Edema auricular

El efecto de los extractos etanolicos totales de C.
pulcherrima sobre el edema inducido por TPA, se
presenta en la Figura 1. Los extractos de flores y hojas
muestran una reduccién significativa en el edema
producido por el agente irritante en el grupo control, lo
que constituye la evidencia preliminar de su actividad
anti-inflamatoria. De forma opuesta, el extracto
etandlico de frutos inmaduros fue inactivo en este
modelo (datos no presentados), razén por la cual este
organo se excluy6 de las siguientes etapas del estudio.
En la Tabla 1 se presentan los resultados obtenidos por
todas las fracciones, donde se destacan los resultados
las fracciones CPF-PEP, CPF-CHCL3 y CPH-CHCL3
que alcanzaron niveles de inhibicion de la inflamacion
del 95.15, 91.52 y 76.52% respectivamente. Con base
en estos resultados, se disefid una nueva prueba para
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evaluar especificamente estas fracciones a diferentes
concentraciones (0.06, 0.30, 0.60 y 1.00 mg/oreja), con
el fin de establecer el efecto de la dosis sobre la actividad
antiinflamatoria. Los resultados se presentan en la Tabla
2. Sobresale la elevada actividad anti-inflamatoria de
las fracciones CPF- CHCI3 y CPF-PEP, que a dosis
tan bajas como 0.3 mg/oreja, alcanzan protecciones del
79.51 y 70.20% respectivamente, mayores al 69.23%
de inhibicion alcanzado por la indometacina a la dosis
de 0.5 mg/oreja.
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Figura 1. Ensayo preliminar de actividad anti-inflamatoria
de extractos etanolicos totales de C. pulcherrima. Los datos
representan el porcentaje de inflamaciéon media + ESM.
En el modelo de edema auricular por TPA.”p< 0.01, es la
significancia comparada con el control. 1-Grupo Control,
2-Indometacina, 3-Extracto etandlico total de flores 4-
Extracto etandlico total de hojas.

Tabla 1. Actividad anti-inflamatoria de fracciones de flores y
hojas de Caesalpinia pulcherrima.

Tratamiento DOSiS. Edema+ESM % Iy
(mg/oreja) (mg) Inhibicion

Control - 17,93+0,53 ---
Indometacina 0,50 8,27+0,85%* 55,33
CPF-EP 1,00 10,7742,56 24,35
CPF-PEP 1,00 1,10+0,41%** 95,15
CPF-CHCI3 1,00 1,71£0,39** 91,52
CPF-MeOH 1,00 11,44+2,52* 46,47
CPF-PMeOH 1,00 21,22+1,02 -
CPF-Liof 1,00 14,16+0,72 5,69
CPH-EP 1,00 13,53+1,71 19,34
CPH-CHCI3 1,00 4,77+1,54%* 76,52
CPH-MeOH 1,00 17,36+0,65 16,56
CPF-Liof 1,00 15,36+0,96 -

Los datos representan la media + ESM. de 6 ratones. ™ p<0,01,
"'p<0,05, corresponden a la significancia al compararse contra
el control (ANOVA seguido de prueba de Dunnett).
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Tabla 2. Actividad anti-inflamatoria de las fracciones activas
de Caesalpinia pulcherrima en el modelo de edema inducido
por TPA a cuatro dosis.

Tabla 3. Actividad anti-granuloma de las fracciones CPF-
CHCL3 y CPH-CHCLS3 de C. pulcherrima en el modelo de
induccion por pellet de algodon.

Tratamiento Dosis (mg/ Edema+ESM % Tratamiento Dosis Edema+ESM %
oreja) (mg) Inhibicion (mg/Kg) (mL) Inhibicion
Control - 18,04+0,26 -—- Control - 40,53+2,71 -
Indometacina 0,5 6,09+1,48" 69,23 Indometacina 5 18,52+2,07 54,30
0,06 15,00+0,53 - 50 23,02+2,70%** 43,20
0,3 3,34+0,38 79,51 CPF-CHCI3 100 24,57+0,93** 39,37
CPE- CHCI3 0,6 3,64+0,21" 78,30 200 21,71£0,78** 46,42
1,0 1,97+0,23" 88,65 50 20,93+3,54%* 48,37
0,06 16,18+0,55 - CPH-CHCI3 100 18,90+1,88%%* 53,36
0,3 8,20+0,49" 46,36 200 24,13+1,55%* 40,47
CPH-CHCI3 0,6 2,88+0,30" 82,47 “p<0,01 comparado con el control (ANOVA seguido de
1.0 4,00+0,62" 79,79 prueba 'de Dunnettt). Cada valor representa la media + ESM
0.06 15.25£0.62 — de 6 animales.
CPF-PEP 0,3 4,57+0,37" 70,20 )
0,6 6,04£0,73" 69,64 DISCUSION
1,0 0,81+0,61" 94,95

Los datos representan la media + ESM. de 6 ratones. “"p<0,01,
corresponden a la significancia al compararse contra el control
(ANOVA seguido de prueba de Dunnett).

Edema plantar

Dado que las fracciones con mayor actividad en el
modelo del TPA fueron CPF-CHCI3 y CPH-CHCI3,
estas fueron las elegidas para ser evaluadas en el modelo
plantar. No obstante los resultados muy promisorios del
modelo con TPA, tales fracciones no presentaron ningtin
nivel de proteccion en el modelo de edema plantar

Granuloma por pellet de algodén

En la Tabla 3 se muestra que todas las fracciones
evaluadas inhiben significativamente la formacion
de granuloma inducido por el pellet implantado. La
fraccion CPF-PEP no fue evaluada debido a la alta
cantidad requerida para desarrollar la prueba. A pesar
de las altas dosis de extractos administradas (hasta
200 mg/Kg), durante el desarrollo del ensayo, no se
presentaron sefiales de toxicidad (desorientacion,
pérdida del equilibrio, diarrea, etc.) en ninguno de
los grupos que recibieron los extractos CPF-CHCL3
y CPH-CHCL3. Tampoco se observo toxicidad en el
grupo de referencia.

Caesalpinia pulcherrima es una planta conocida por
su actividad antiinflamatoria en la medicina popular,
empleada en muchas regiones tropicales alrededor del
mundo. Este hecho ha motivado el interés de numerosos
investigadores en la busqueda de los compuestos
activos responsables de tal actividad. Rao7 encontro
flavonoides inhibidores de la produccién de oOxido
nitrico (NO) y de las citoquinas (TNF)-a y (factor
de necrosis tumoral) e interleuquina (IL)-12, ambos
mediadores de la inflamacion.

De los tres modelos empleados, el edema inducido por
TPA mostré la mas clara evidencia de la efectividad
de C. pulcherrima contra la inflamacion. Este modelo
parece involucrar o depender de la liberacion y
metabolismo del acido araquidénico, asi como la
interaccion de dicho agente flogistico con la protein-
quinasa C*, por lo tanto, el efecto inhibitorio de las
fracciones evaluadas sugiere la presencia de compuestos
activos que bloquean alguna de estas rutas inflamatorias,
inhibiendo tales mediadores. Ademas, la concentracion
de las fracciones empleadas en este modelo, estan
muy cercanas a las concentraciones empleadas por
compuestos de sintesis usados por via topica, como
piroxicam y diclofenaco, las cuales corresponden a
0.5% y 1% respectivamente. La concentracion de 0.6
mg/oreja de CPH-CHCI3 en 20 uL de solvente, equivale
a una solucion al 1,6%, que produce una inhibicion de
la inflamacion del 80% en el modelo de TPA, lo que
resulta sorprendente para una fraccion tan preliminar.
Por otra parte, el proceso inflamatorio producido por
carragenina inicia con la induccion y liberacion de
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histamina, serotonina y quininas de fase temprana®', asi
como prostaglandinas, proteasas y lisosomas en fases
tardias®. Debido a que la falta de actividad probd no ser
una consecuencia de una baja absorcion intestinal, los
resultados pueden explicarse por la incapacidad de las
fracciones de inhibir la liberacién o neutralizar ninguna
de las dos fases involucradas. El granuloma es una
respuesta tipica de los procesos inflamatorios créonicos,
en los que la reaccion aguda no es capaz de eliminar el
agente flogistico. Durante la formacion del granuloma,
ocurre un incremento en el nimero de fibroblastos y
sintesis de coldgeno y mucopolisacaridos para aislar
dentro del tejido afectado un cuerpo extrafio™-34. Las
fracciones cloroformicas de ambos 6rganos mostraron
una significativa actividad antiinflamatoria frente al
pellet de algodon que actud como cuerpo extrafio
invasor. Esto refleja su eficacia en inhibir la fase
proliferativa de la inflamacion y refuerza la hipotesis
de su accion antiinflamatoria a través de diferentes
mecanismos. Kumar ef al en 200%* reportaron actividad
antiinflamatoria en el extracto etéreo de las hojas de
esta especie, en el presente trabajo también se encontro,
pero de forma mas marcada en flores, y particularmente
en un precipitado de su extracto etéreo.

CONCLUSIONES

Los modelos murinos de inflamaciéon empleados en
este estudio constituyen un sistema util de tamizaje y
evaluacion de potenciales agentes anti-inflamatorios,
que proporcionan una informacidon preliminar acerca
de los probables mecanismos de accion involucrados.
De hecho, fracciones activas de composicion compleja,
pueden tener elementos de actividad aditiva, sinérgica
e incluso antagoénica. Este estudio proporciona un
soporte cientifico para el potencial uso de esta planta en
el disefio de fitomedicamentos efectivos, seguros y de
bajo costo. Estudios complementarios que involucren el
aislamiento de nuevos compuestos y diversas pruebas
de modelos in vivo e in vitro ayudaran a elucidar el
mecanismo de accion y mejorar el uso de esta especie
en la medicina popular.
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