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Glosario

Antiinflamatorio: medicamento que reduce o combate los sintomas y los signos de la
inflamacion.

Antiproliferativo: sustancia que impide la reproduccion celular.

Blenorragia: enfermedad infecciosa de transmision sexual que se caracteriza por la
inflamacion de las vias urinarias y los genitales.

CDKI: es una proteina que inhibe la quinasa dependiente de ciclina que funciona como
supresora de tumores.

Disenteria: enfermedad infecciosa que se caracteriza por la inflamacién y ulceracion del
intestino grueso.

Dispepsia: malestar en la parte superior del abdomen.

Diurético: sustancia que al ser ingerida provoca una eliminacién de agua y electrolitos
del organismo, a través de la orina Gnicamente.

DMSO: dimetilsulfoxido usado como disolvente organico industrial.

Dpf: dias pos fecundacion.

Dpt: dias pos tratamiento.

Enteritis: inflamacidn del intestino, especialmente del delgado.

Estomatitis: inflamacion de la mucosa bucal.

Etnomedicina: rama meédica de la antropologia que estudia la medicina tradicional.
Febrifugos: sustancia, medicamento que sirve para reducir la fiebre.

Fitoquimica: parte de la bioquimica que se ocupa de los procesos quimicos de las plantas.
Fosforilacion: es la adicion de un grupo fosfato a cualquier otra molécula.

GFP: siglas en inglés de green fluorescent protein (proteina verde fluorescente).
Hemorroides: venas hinchadas y también inflamadas en el recto y el ano que provocan
incomodidad y sangrado.

Hpf: horas pos fecundacion.

Hpt: horas pos tratamiento.

IgG: la inmunoglobulina G es una de las cinco clases de anticuerpos humorales
producidos por el organismo.

Metabolito secundario: compuestos organicos sintetizados por el organismo que no
tienen un rol directo en el crecimiento o reproduccién del mismo.

Piscicidas: agente utilizado para el control de peces no deseados.
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RB: es la proteina del retinoblastoma, una proteina supresora de tumores gque se encuentra
alterada en muchos tipos de cancer.

Reumatismo: enfermedades que se caracterizan por provocar inflamacion, degeneracion
o alteraciones de los tejidos que forman los musculos y los tendones.

Uretritis: inflamacién de la uretra, generalmente debida a una infeccién por
microorganismaos.

Vermifugos: adj. Med. Que tiene virtud para matar las lombrices intestinales.

13



Resumen

Zanthoxylum rigidum es una planta conocida popularmente en la region amazonica como
“hualaja” y pertenece al género Zanthoxylum, el cual ha sido muy importante en el tratamiento
de enfermedades como la inflamacion y el cancer. Actualmente existe poca informacion sobre
esta especie, sin embargo algunos estudios fitoquimicos sugieren su posible actividad
antiinflamatoria y antiproliferativa. Por este motivo, se evalud la actividad antiinflamatoria y

antiproliferativa de la fraccion de acetato de etilo de Z. rigidum en el pez cebra.

Para analizar la seguridad de la fraccion a 25,5 pg/mL se determinaron los efectos en el
fenotipo en embriones y larvas de pez cebra durante las primeras 72 horas pos fecundacién. La
actividad antiinflamatoria fue estimada utilizando larvas transgénicas Mpx: GFP que expresan
la proteina verde fluorescente y permiten cuantificar el nimero de leucocitos migrantes a una
zona de lesion bajo la influencia del control positivo (DPI), negativo (DMSO) y la fraccion.
Finalmente la actividad antiproliferativa se evalué mediante la inmunolocalizacion de la histona
H3 fosforilada.

Estos resultados no se habian reportado previamente y sugieren que Z. rigidum no induce a
cambios en el fenotipo, efectos letales, subletales o teratogénicos, por lo que brinda posibilidad
de continuar estudios con proyeccién farmacoldgica. Se evidencio que esta fraccion no ejerce
un efecto inhibitorio en la migracion de macréfagos y neutrofilos, de manera que no regula la
migracion leucocitaria, al menos en esa concentracion. Por ultimo las larvas tratadas mostraron
una menor cantidad de células proliferativas con respecto a las larvas sin tratamiento, sugiriendo

una actividad antiproliferativa.

Palabras clave: medicina herbaria, toxicidad, inflamacién, proliferacion.
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Abstract

Zanthoxylum rigidum is a popular plant known in the Amazon region as "hualaja” and
belongs to the genus Zanthoxylum, which has been very important in the treatment of diseases
such as inflammation and cancer. There is currently little information on this species, however
some phytochemical studies suggest its possible anti-inflammatory and anti-proliferative
activity. For this reason the anti-inflammatory and antiproliferative activity of the ethyl acetate
fraction of Z. rigidum in the zebrafish was evaluated.

To analyze the safety of the fraction at 25.5 pug / mL, the effects on the phenotype on embryos
and zebrafish larvae were determined during the first 72 hours after fertilization. The anti-
inflammatory activity was estimated using transgenic larvae Mpx: GFP that express the green
fluorescent protein and allow quantifying the number of migrant leukocytes to an area of injury
under the influence of positive control (DPI), negative (DMSO) and fraction. Finally, the
antiproliferative activity was evaluated by immunolocation of the phosphorylated histone H3.

These results had not been previously reported and suggest that Z. rigidum does not induce
changes in the phenotype, lethal, effects sublethal or teratogenics, so it offers the possibility of
continuing studies with pharmacological projection. It was evidenced that this fraction does not
exert an inhibitory effect on macrophage and neutrophil migration, so that it does not regulate
leukocyte migration, at least at that concentration. Finally, the treated larvae showed a smaller
amount of proliferative cells with respect to the untreated larvae, suggesting an antiproliferative

activity.

Keywords: herbal medicine, zebrafish, toxicity, inflammation, GFP, proliferation, histone H3.
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Marco teorico

Medicina tradicional herbaria

El hombre ha buscado diversas maneras para asegurar su permanencia en el medio ambiente
desde tiempos prehistéricos y para ello ha utilizado productos naturales, como plantas,
animales, microorganismos y organismos marinos Como recursos para mantener su bienestar
(Yuan etal., 2016). Bajo este contexto, las plantas ocuparon un lugar muy importante en la vida
del hombre, ya que ademés de ser fuente de alimentacion, combustible y vestimenta;
constituyeron la base fundamental de la medicina, la cual es considerada una ciencia
enriquecida a partir de los conocimientos de los hombres primitivos y que es tan antigua que se
remonta a la aparicion misma del hombre en la tierra (Esper et al., 2010). Por este motivo, se
considera la medicina tradicional natural como un producto de adaptacién del hombre al
entorno, que con el pasar del tiempo se ha convertido en parte su acervo cultural gracias una la

evolucion lenta, pero avalada por la experiencia (Pascual et al., 2014).

En este sentido, se concibe la medicina tradicional herbaria como una red compleja
entretejida por conocimientos, técnicas y procedimientos basados en teorias, creencias y
experiencias de las poblaciones humanas, en donde se utilizan las plantas para el mantenimiento
de la salud (Arteaga, 2017; Gallegos, 2016). Como resultado de ello, millones de especies a
nivel mundial han salido a relucir por sus valiosas propiedades medicinales y entre ellas se
encuentran las especies pertenecientes al género Zanthoxylum, al cual se le han atribuido

diversas connotaciones etnomédicas (Prieto, 2012).

Género Zanthoxylum

Descripcion botanica.

El nombre Zanthoxylum proviene del término Xanthoxylum que significa "xanthon xylon"
0 "madera amarilla”, para hacer referencia a arboles y arbustos caracterizados principalmente
por presentar espinas curvas a lo largo del eje del tronco; con variedad de hojas (simples o
compuestas), inflorescencias (paniculas, umbelas, axiales o terminales), flores hermafroditas,

de color blanco o verde y frutos en forma de foliculos o esquizocarpos (Prieto, 2012).

Se trata de plantas aromaticas que conforman la familia de las rutaceas y son destacadas por

su alta diversidad, pues comprenden cerca de 549 especies en todo el mundo (Chaaib, citado en
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Prieto 2012), y que en particular han venido ganando bastante interés en el campo de la

investigacion etnomédica, fitoquimica y bioldgica.

Figura 1. Caracteristicas generales de las especies pertenecientes al género Zanthoxylum. A.

Arboles u arbustos. B. Hojas. C. Frutos. D. Inflorescencias. Tomada de Prieto (2012).

Distribucion geografica.

Macias et al., (2007) describe que estas plantas se encuentran distribuidas en gran parte del
continente americano, principalmente en paises como Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Islas
del Caribe, Costa Rica, Estados Unidos, Honduras, México, Panam4, Peru, Puerto Rico,
Venezuela y Colombia, aunque también estdn reportadas en Africa, Asia y Australia
(Guendéhou, 2018)

En Colombia este género esta representado por cerca de 21 especies, que se distribuyen en
23 departamentos, incluido el departamento del Quindio (Patifio y Cuca 2007). Cabe sefialar
que se han descrito variedad de usos asociados a las especies del género, y en términos globales
Prieto (2012) destaca su importancia como materia prima en la obtencion de frutos comestibles,
aceites, madera, vermifugos, febrifugos, piscicidas, en la ornamentacién, la culinaria y la
medicina. Asimismo, la especie Zanthoxylum rigidum de nuestro interés, es conocida
popularmente en la region amazonica como “hualaja” y su madera es utilizada principalmente

en la construccion (Katiuce et al., 2009).
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Propiedades etnomédicas.

Se ha reportado el uso tradicional de distintas especies del género Zanthoxylum para el
alivio de algunas afecciones de la salud, como los problemas dentales, la malaria, trastornos
gastrointestinales, blenorragia, reumatismo, enfermedades pulmonares, de la piel,
genitourinarias, antidiarreico, febrifugo, antihemorradgico, diurético, antitumoral,

anticonvulsivo y antiinflamatorio, entre muchos otros (Tabla 1), (Patifio et al., 2012).

Tabla 1. Principales usos de algunas especies del género Zanthoxylum.

Especie Lugar Uso medicinal

Contra la tos, fiebre, dolor de muela,
Africay mordedura de serpiente, enteritis, disenteria,

Zanthoxylum xanthoxyloide ) ) . N
Camertn  diarrea, uretritis y contra la estomatitis.

Contra la malaria, resfriados, tos, dolor de

Zanthoxylum chalybeum Kenia muela, heridas, resfriados y neumonia.

Tratamiento del reumatismo.

Zanthoxylum usambarense Kenia
Usado como tratamiento de la blenorragia,
Zanthoxylum leprieurii Camerln esterilidad, ulceraciones, anti bacterial.
Remedio en la mordedura de serpiente,
Zanthoxylum integrifoliolum Taiwan dispepsia y tonico contra la fiebre.
Zanthoxylum hyemale Brasil Antiespasmadico, astringente y agente tonico

Dolor de estbmago, amibiasis, anestésico
Zanthoxylum ) ) o )
_ ) México local y parasitos de tipo intestinal.
liebmannianum

Contra el asma, bronquitis, hemorroides,

Zanthoxylum budrunga India diarrea, dolor de cabeza, tos y dispepsia.
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Especie Lugar Uso medicinal

Zanthoxylum fagara, Analgésico, antidiarreico, fiebre,
Zanthoxylum elephantiasis y Cuba enfermedades orales, enfermedades del
Zanthoxylm martinicense pecho.

Zanthoxylum culantrillo China Anestésico.

) . Diarrea, antihemorragico, dolor de oido y
Zanthoxylum coriaceum Hawai ) )
tratamiento contra la mordedura de serpiente.

Adaptado de Macias et al. (2007)

En este sentido, los aportes de la ethomedicina constituyen un tipico soporte para encaminar
las investigaciones relacionadas con la evaluacién de las distintas actividades biolégicas de las
plantas, siendo de mayor interés actividades como la antimicrobiana, insecticida,
antiinflamatoria, antioxidante, antiparasitaria, antitumoral, antihelmintica y antiviral (Patifio et
al., 2012).

Actividad antiinflamatoria.

La diversa actividad bioldgica del género Zanthoxylum y sus usos, estan en concordancia
con la variedad de metabolitos secundarios presentes principalmente en hojas, tallos y raices.
Dentro de estos compuestos quimicos, se destaca principalmente los alcaloides (del tipo
benzofenantridinicos, quinolinicos, aporfinicos, bishoderninilterpenos, y canthin-6-ona),
lignanos, (especialmente del tipo furofuranicos y diarilbutirolactona), amidas, cumarinas,
flavonoides, terpenoides, esteroles, cromonas e indolopiridoquinazolinicos, los cuales han sido

aislados a partir de algunos estudios fitoquimicos realizados al género (Macias et al. 2007).

Asimismo, Patifio, Prieto y Cuca (2012) describen algunos bioensayos realizados con
extractos etandlicos de la corteza de Z. elephantiasis, Z. fagara, Z. martinicense y Z. coriaceum,
y otros realizados con fracciones de hexano, acetato de etilo y extractos etandlicos de hoja de
Z. chiloperone que han mostrado resultados prometedores con relacion a la actividad
antiinflamatoria de estas plantas en el raton como modelo animal. Estos investigadores también
mencionan analisis fitoquimicos en los que se informa el aislamiento de varios metabolitos
secundarios que podrian presentar dicha actividad biolégica, como el lignano

dibencilbutirolactonico extraido a partir de Z. naranjillo, los alcaloides de benzofenantridina y
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quinolona, y cumarinas aislados de Z. nitidum, y los fenilpropenoides, encontrados en Z.

integrifoliolum y Z. avicennae.

De igual modo Cebrian-Torrejon, et al. (2010); Ferreira et al. (2007); y Gonzalez-Garcia et
al. (2008) sefialan que el alcaloide canthin-6-ona ha sido aislado de varias especies del género
Zanthoxylum, y que dada su abundancia en los extractos, se le puede considerar como un
marcador taxondémico. Mientras que Gonzalez-Garcia et al. (2008) establecié la idea de que
dicho alcaloide podria ser una de las moléculas responsables de la actividad farmacolégica
antiinflamatoria, pues parece actuar sobre la de granulacion mastocitica, la liberacion de
serotonina y bradiquinina, y la modulacion de citoquinas pro inflamatorias como la Interleucina
1 (IL-1) y el Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNF-a).

Por todo lo anterior, se presume que Z. rigidum podria conservar propiedades
antiinflamatorias, teniendo como soporte la informacién etnomédica reportada y los analisis

fitoquimicos realizados al género.

Actividad antiproliferativa.

Las especies del género Zanthoxylum han sido consideradas tradicionalmente como fuentes
potenciales para el desarrollo de nuevos agentes antitumorales, por este motivo, encontrar un
tratamiento para el cancer se ha convertido en un objetivo importante para el hombre, que es

una de las principales causas de muerte en el mundo actual (Barrios y Garau, 2017).

Algunas evidencias de la posible actividad antiproliferativa conservadas en el género son los
derivados de feoforbidos de la fraccion soluble en cloroformo de Z. ailanthoides, los derivados
de acridona extraidos de raices y frutos de Z. leprieurii, los alcaloides de piranoquinolina
citotoxicos (zantosimulina y huajiaosimulina) provenientes de la corteza de la raiz de Z.
simulans, la berberina aislada de la corteza de Z. monophyllum, los alcaloides de la
benzofenantridina (fagaronina, nitidina, cloruro de nitidina y 6-metoxi-5,6-dihidronitidina) y
los de hexahidrobenzofenanthridine; los cuales son metabolitos que tras distintos ensayos han
mostrado una actividad antitumoral prometedora frente a diferentes lineas de células tumorales
(Kuetea et al., 2011; Ngoumfo et al., 2010; Chou et al., 2011).

Generalidades sobre la respuesta inflamatoria

La inflamacion es el proceso tisular constituido por una serie de fenémenos moleculares,
celulares y vasculares que cumplen una finalidad defensiva, principalmente frente agentes

infecciosos como bacterias, virus y parasitos o agentes irritantes como sustancias quimicas,
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radiaciones térmicas o emanaciones radiactiva (Bordés et al.,2010; Jaimes, 2009). En este
sentido, la inflamacion constituye un mecanismo a través del cual se destruye, diluye o aisla el
agente nocivo permitiendo la recuperacion del mismo tipo de células o cicatrizacion del tejido
lesionado (Cotran et al., citado en Jaimes 2009). Por ello, se considera un mecanismo de defensa
vital para la salud (Fang et al., 2017).

En el plano del tejido la inflamacion aguda se caracteriza por el enrojecimiento, dolor, ardor,
rubor, calor, hinchazon y pérdida funcional por incapacidad del 6rgano alterado (Le6n-Regal
et al., 2015), y durante este proceso los eventos principales son: 1) los macrofagos tisulares
reconocen determinados patrones moleculares del agente patdégeno (PAMP), quimicos o
lesionales (DAMPs), 2) liberan citocinas (proteinas encargadas de la vasodilatacion, exudacion
de liquidos y expresion de moléculas de adhesién), 3) inducen a la migracion y adhesion de los
leucocitos en el tejido lesionado para realizar funciones de fagocitosis y apoptosis

principalmente (Pefiaherrera et al., 2016).

Fang et al. (2017) afirman que por lo general en las respuestas inflamatorias agudas, las
interacciones celulares y moleculares acttan para minimizar eficientemente la lesion inminente
o infeccién, como mecanismo para la restauracion de la homeostasis del tejido. Sin embargo,
la inflamacion no controlada puede llegar a ser cronica, convirtiéndose en la patogénesis de
enfermedades cardiovasculares y del intestino, diabetes, artritis, cAncer, asma y trastornos
neurodegenerativos (Ledn-Regal et al., 2015). Por consiguiente, el desarrollo de alternativas
terapéuticas eficaces y seguras es de gran interés para reducir la mortalidad y la morbilidad por
estas enfermedades.

Teniendo en cuenta lo anterior, se han desarrollado diferentes medios para evaluar
compuestos antiinflamatorios de interés, y uno de ellos consiste en la cuantificacion de
leucocitos que migran a un sitio de lesion utilizando modelos animales como el pez cebra

utilizado en esta investigacion.

Generalidades sobre la proliferacion celular

La proliferacion celular es una caracteristica distintiva del cancer, debido a que es esencial
para su progresion y por lo tanto se le considera como un marcador tumoral importante
(Guegués, 2017). Asi, Lopez (2003) destaca que la habilidad de las células normales para
detener el ciclo celular después de sufrir un dafio al ADN, es crucial para el mantenimiento de
la integridad gendmica, pues el cancer representa la pérdida del control de la proliferacion en

un determinado tipo celular como consecuencia de los defectos en cientos o miles de genes que
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controlan la proliferacién celular, la diferenciacion o la apoptosis. Lopez (2003) sugiere que
existen dos grupos de genes que pueden ocasionar cancer: 1) los oncogenes, los cuales son
genes mutados y cuya funcion normal es estimular la proliferacion celular y 2) las proteinas

supresoras de tumores, que restringen el crecimiento.

La mayoria de las enfermedades malignas muestran defectos en al menos una de las
proteinas reguladoras del ciclo celular (Rodriguez et al., 2004), y estas se pueden clasificar en:
Clase 1, que incluye los reguladores negativos clasicos del ciclo como la proteina del
retinoblastoma (RB) y la ciclina dependiente de quinasa 1 (CDK1); la Clase 2, que incluye los
supresores tumorales que no previenen el crecimiento directamente, pero previenen las
mutaciones en los genes de la clase 1 y de los proto-oncogenes, tales como la p53 y genes
reparadores del ADN; y la Clase 3 incluye los reguladores del desarrollo, como el gen wtl, el
cual se encuentra mutado en los tumores de Wilms, tumores embrionarios del rifion (Lépez,
2003).

Es por ello, que entre las moléculas méas usadas en la investigacion para el tratamiento del
cancer se destacan las que pueden inhibir la actividad de las CDK, que estimulan la actividad
supresora de tumores de la proteina p53 y en general aquellas capaces de modular moléculas
que controlan el ciclo celular. Teniendo en cuenta la importancia de la investigacion en este
campo, Guegués (2017) describe que se han venido desarrollado diversos métodos para
cuantificar la proporcion de células proliferantes, como el recuento mitético tradicional y el uso
de los madores inmunohistoquimicos de proliferacion entre los que se destaca el antigeno Ki
67 que se expresa en el ciclo celular completo, el antigeno nuclear de células proliferantes
(PCNA) como marcador de la Fase S, y la histona H3 fosforilada (PHH3) un marcador

especifico de la fase mitética.

En términos generales, el fundamento de utilizar la histona H3 fosforilada como marcador
mitético se debe principalmente a su actividad asociada a la condensacién o cohesion de los
cromosomas, pues segun Hans y Dimitrov (2001) cuando estos ultimos se encuentran
totalmente compactados, exhiben al mismo tiempo patrones uniformes de fosforilacion de dicha
histona. Por este motivo se considera que la fosforilacién de la histona H3 es un proceso

importante de sefializacion para la division celular.

De estas técnicas, la inmunofluorescencia contra la histona fosforilada H3 resulta

particularmente adecuada para realizar ensayos con embriones y larvas de pez cebra, pues la
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transparencia y tamafio de los embriones los convierte en un modelo idéneo para la

inmunotincion (Mendieta-Serrano, et al., 2013).

Descripcion del modelo biologico

En los ultimos afios uno de los modelos bioldgicos mas estudiados y de mayor interés para
la investigacion basica en la biologia genética y molecular, ha sido el pez tropical de agua dulce
pez cebra Danio rerio, el cual segin Armengol (2017) constituye una especie nativa del sureste
asiatico que habita normalmente pequefios y tranquilos cuerpos de agua con abundante

vegetacion en condiciones ambientales no muy exigentes.

Lozada et al., (2012) aseguran que estos peces presentan una coloracién verde aceitunada o
dorada, con tonalidades marrones, y hacia el vientre se intensifica el color blanco; con cuatro
lineas de color azul, que van desde los opérculos hasta la aleta caudal y recorren los costados
longitudinalmente; con dimorfismo sexual marcado: machos con cuerpo delgado y comprimido
de menor tamafio y hembras que exhiben una distintiva papila genital, forma corporal mas

ancha y vientre abultado y redondeado.

Hay que mencionar ademas, que seleccionar al pez cebra como modelo bioldgico trae
consigo diversas ventajas, entre las cuales Rocha et al. (2002) destacan que los peces adultos
presentan un alto potencial reproductivo ya que producen entre 100 y 200 huevos por hembra,
asimismo su pequefio tamafio (4-5 cm) permite mantener alrededor de 25 peces en unos 45
litros de agua, y ademas presentan un corto periodo de tiempo para alcanzar su madurez sexual
(de 5-6 meses). Por otro lado, los embriones se destacan principalmente por su fecundacion y
desarrollo externos, que en conjunto con su traslucidez permiten ver al detalle el desarrollo
embrionario. Finalmente, Harris y Hansen (2012) y, Spirita y Ahila, (2015) expresan que en
general, gracias al rapido desarrollo, bajos costos de mantenimiento y su alta homologia
anatomica y genética con los seres humanos, el pez cebra es un modelo importante para la

investigacion en salud humana.

Antecedentes

Yang et al. (2018), evaluaron la actividad antiinflamatoria del derivado de curamina
bergapten (5-methoxypsoralen) aislado de las raices de Ficus hirta, en un modelo de larvas de
pez cebra de la linea transgénica GFP para visualizar los efectos del reclutamiento de neutrofilos

y macrofagos en un sitio de lesion. Encontraron que el bergapten suprime significativamente el
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reclutamiento de neutrofilos y macréfagos hacia el sitio de la lesion, asi como también su
posterior eliminacion. Ademas, evaluaron la capacidad de inhibicién en la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y d6xido nitrico (NO) en el pez cebra, encontrando que el
bergapten disminuye eficazmente su produccion. Debido a esto, los investigadores plantean que

el bergapten puede ser un candidato potencial para la terapia de la inflamacion.

Arteaga (2017), estudio la actividad antiinflamatoria de compuestos en la dieta mediterranea
usando larvas de pez cebra. Evallo la actividad inhibitoria sobre la migracion de neutrofilos y
el efecto protector sobre el estrés oxidativo. Encontrd que la mayoria de los compuestos
evaluados disminuyeron la migracion de neutréfilos de manera estadisticamente significativa,
prestando de mayor a menor efecto: farmacos antiinflamatorios como la indometacina y el
piroxicam (70%), &cido clorogénico (66,7%), cianidina (62%) y finalmente el sofrito de tomate
con una disminucion del 40%. Asimismo encontrd que todos los compuestos evaluados
disminuyen la letalidad provocada por el inductor de estrés y este mismo efecto protector

también se presentd frente anormalidades morfoldgicas.

Pefiaherrera et al. (2016) emplearon el modelo de pez cebra para valorar la actividad
antiinflamatoria de 36 extractos metandlicos de plantas medicinales utilizadas en las provincias
de Azuay y Loja en Ecuador. Evaluaron su toxicidad para conocer la maxima concentracion
tolerada y estudio la actividad antiinflamatoria mediante el ensayo de migracion leucocitaria.
Obtuvieron que los extractos de Cestrum aff. Peruvianum, Galinsoga parviflora, Galium sp.,
Oenothera tetraptera, Peperomia aff. Galioides, Passiflora ampullaceae y Ambrosia
arborescens, mostré un potencial antiinflamatorio comparable con indometacina y
dexametasona; siendo el extracto mas relevante el de Cestrum aff. Peruvianum (50 g/ml).
Finalmente determinaron que las saponinas y terpenoidoes son los compuestos principales de

tales extractos y podrian ser los responsables de dicha respuesta.

Galindo et al. (2014) analizaron la bioseguridad in vitro e in vivo de extractos de huesos de
aceituna ricos en polifenoles. Evaluaron la citotoxicidad y también la bioseguridad en pez cebra
midiendo los parametros: a) letales (embriones muertos, huevos coagulados), b) subletales
(movimientos espontaneos, pigmentacion, edemas) y c) teratogénicos (malformaciones, retraso
desarrollo). Encontrd que la citotoxicidad esta en concentraciones superiores a 50 mg/l de
extracto (viabilidad 77,5%), calculando una LD50 superior a 800 mg/l y mostro total viabilidad
y ausencia efectos subletales, teratdgenos. Llegando a la apreciacion de que el extracto de

huesos de olivas es altamente bioseguro hasta concentraciones de 100 mg/l.
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Galindo (2013) evalud el efecto bioldgico in vivo e in vitro sobre la neuroproteccion (NP) y
obesidad de un extracto de huesos de aceituna, dirigido al desarrollo de alimentos funcionales,
utilizando el modelo bioldgico del pez cebra. Realizé ensayos de citotoxicidad, anti inflamacion
y bioseguridad del extracto. La solucién evaluada presentd efectos no toxicos a concentraciones
de 50 y 10 ppm y la mortalidad fue nula para todos los casos. Observé que el extracto reduce
la inflamacion a dos concentraciones (10 y 50 mg/l), con efecto terapeutico mayor a 50 mg/I
llegando a reducir la inflamacion en un 35%. Finalmente determind que la muestra presento

capacidad para inhibir la formacion de cuerpos grasos durante la adipogénesis a 50 ppm.

Conrejo (2012) estudio la accion cardiotoxica de extractos de Passiflora edulis f. flavicarpa
en el modelo experimental larvario de pez cebra. Para ello utilizd uso del extracto puro (EP),
acuoso (EA) y etandlico (EE), provenientes de hojas frescas. Estimd la concentracién letal 50
y evallo la disfuncionalidad por el método semi-invasivo de Videocardiograma (VCG) y del
analisis histologico del area cardiaca, haciendo uso ademas de microscopia de fluorescencia,
con la aplicacién de sondas fluorescentes, como la naranja de acridina (NA) y bromuro de etidio
(BE). Obtuvo que el EP, indujo a una mayor reduccion de la frecuencia cardiaca (31%) respecto
al grupo control, EE (12%) y el EA (5%). Concluyd que el extracto de Passiflora edulis f.
flavicarpa promueve la accion cardiotoxica y esta se refleja en una disminucion de la frecuencia
cardiaca y en la formacién de edemas pericardicos. Ademas, recomienda el uso del pez cebra,
como modelo experimental en la investigacion actual debido a todas las ventajas que posee.

Mendieta-Serrano et al. (2013) realizaron un andlisis detallado de los patrones espaciales y
temporales de la proliferacion celular durante el primer dia del desarrollo en embriones de pez
cebra, utilizando técnicas de inmunofluorescencia indirecta contra la histona fosforilada H3 en
embriones de 24 horas pos fecundacién (hpf). Como resultados relevantes encontraron que la
metasincronia de la mitosis entre blastomeros podria comenzar en embriones en etapa de 2 a 4
células y que la sincronia de la mitosis desaparece antes de la transicion de la blastula media
(MBT) y finalmente encontraron un nuevo patrén de agrupaciones mitoticas que coincidié en
el tiempo con las pseudo "ondas" mitoticas que se describen antes del MBT. En conclusion
estos investigadores en su trabajo indican que el desarrollo temprano es menos sincrénico de lo

previsto y que la sincronia no es un requisito adecuado para el desarrollo del pez cebra.
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Planteamiento del problema

En el medio social coexisten varios sistemas de conocimiento e interpretaciones de lo que
son los sintomas de dolencias orgénicas, asi como significados de lo que es el “malestar”, la
“salud” o “bienestar” (Fernandez-LOpez et al., 2010). Asimismo han surgido ideas sobre las
maneras en que se deben utilizar aquellos medios disponibles para tratar las afecciones de la
salud, en muchos de los casos sin tener informacion clara respecto a la seguridad o efectividad

de los mismos, basandose en la replicacion de practicas que otras personas han llevado a cabo.

Por este motivo, la Organizacion Mundial de la Salud (2013) sugiere la utilizacion segura 'y
eficaz de la medicina tradicional y complementaria (MTC) a través de la reglamentacion y la
investigacion, de manera que el papel de los investigadores que exploran las plantas como
recurso terapéutico es estudiar y validar la relacion entre el uso y efecto de las plantas respecto

a la enfermedad de contexto, ademas de evaluar que estas sean seguras.

Colombia no es un caso ajeno a esta problematica, de alli que han surgido diversas
alternativas medicinales que involucran el uso de las plantas para tratar las diferentes afecciones
a la salud. Es por ello, que conviene citar como ejemplo la creencia generalizada de que en las
preparaciones de tallos, hojas y raices de las especies del género Zanthoxylum existen como
alternativas contra la inflamacion y la formacion de tumores. Asi que muchas de estas plantas
se han venido utilizando de manera indiscriminada en diferentes partes del mundo, sin
conocerse si son efectivas y seguras, o si por el contrario no presentan el efecto esperado,

generan reacciones adversas y/o efectos secundarios en algiin modelo bioldgico.

A lo anterior se suma que los desérdenes inflamatorios son reportados a nivel mundial como
grandes problemas de la salud actual y hacen parte de las principales causas de consulta médica,
al estar asociados a enfermedades comunes como la artritis reumatoidea, la gota, el asma, los
trastornos neurodegenerativos, traumas fisicos y alergias (Jaimes, 2009). Asimismo, la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 2018) reporta al cancer como la segunda causa de
muerte en el mundo, pues solo en 2015, ocasiono 8,8 millones de defunciones y se registra que
casi una de cada seis muertes se debe a esta enfermedad. Razon por la cual, la insatisfaccion de
las necesidades terapéuticas para estas dos alteraciones en la salud, han conducido a la basqueda

de nuevas sustancias con aplicaciones medicinales.

En consecuencia, de no llevarse a cabo estudios de este tipo, continta el desconocimiento y
el posible uso desmesurado de las plantas como recurso terapéutico sin informacién clara ni

evidencias que sustenten los efectos esperados por las comunidades. Es por ello, que teniendo
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como base los registros ethomédicos y fitoquimicos del género Zanthoxylum, la pregunta que
orienta esta investigacion gira en torno a: ;cual es el efecto de la fraccion de Zanthoxylum

rigidum en la inflamacion y la proliferacion celular del pez cebra?

Justificacion
Segun la Organizacion Mundial de la Salud (2013) cerca del 80% de la poblacion de la
poblacion mundial utiliza la medicina natural como atencion primaria de la salud, bien sea por
tradicion cultural o simplemente porque no tienen a su alcance otras opciones. En cualquiera
de los casos, estas practicas gozan de gran aceptacion porque se consideran como inocuas,
seguras, de facil de acceso y ademas permiten la automedicacion, pues se comercializa en todo

tipo de presentacion sin requerir una formula médica.

Asi, al igual que en todo el mundo la poblacién colombiana se ha caracterizado por hacer
uso de la medicina tradicional para curar y tratar enfermedades, con la particularidad de que
este pais es reconocido por gozar de una posicién geogréfica privilegiada, con variados climas
y ecosistemas que favorecen la riqueza de especies vegetales y el conocimiento sobre su uso.
Por este motivo se cree que hay variedad de plantas por explorar y, que aun no se han
determinado cientificamente como medicinales pero que siguen siendo utilizadas de esta
manera, como es el caso del género Zanthoxylum, al que se han atribuido varias propiedades
etnomédicas que aun no han sido dilucidadas para cada una de las especies. No obstante, no
basta que una planta sea empleada con este propdsito para considerarse medicinal, sino que es

preciso comprobar su eficacia como agente curativo.

Asimismo es importante mencionar que existen muchos vacios respecto a la informacion
relacionada con la especie Zanthoxylum rigidum, lo que significa que los datos de esta planta
se encuentran de manera limitada, y por ejemplo, para nuestro pais ain no se han registrado
usos medicinales asociados, y unicamente los estudios fitoquimicos apoyan la hipétesis de

encontrar posibles actividades bioldgicas relevantes.

No obstante, con la presente investigacion se pretenden generar resultados que aporten al
conocimiento de esta especie y abran campos al anélisis y desarrollo de farmacos naturales. De
manera que la informacion aqui obtenida es de utilidad para otros investigadores de la medicina
natural y tradicional, para empresas farmacéuticas interesadas en estudiar nuevas opciones de

farmacos y para la comunidad académica en general.
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Objetivos

Objetivo general

= Evaluar la actividad antiinflamatoria y antiproliferativa de la fraccion de Z. rigidum en el

modelo de pez cebra.

Obijetivos especificos

= Analizar los efectos en el fenotipo de embriones de pez cebra expuestos a la fraccion de
acetato de etilo de Z. rigidum.

= Cuantificar la migracion leucocitaria en larvas transgénicas de la linea transgénica Mpx:
GFP de pez cebra expuestas a la fraccion.

= Evaluar el efecto de la fraccion en la proliferacidn celular de larvas de pez cebra.

Metodologia

Colecta del material vegetal

Se realizaron colectas de hojas, cortezas y raices de Z. rigidum en la hacienda el ocaso
ubicada en la vereda “El Laurel” del municipio de Quimbaya, Quindio en las coordenadas
4°34°08” Ny 75°51° 03” S a 970 msnm, dentro de la reserva natural denominada “La montafia

del ocaso” (Figura 2).

Una vez realizada la colecta, se enviaron ejemplares al herbario de la Universidad del
Quindio HUQ y de la Universidad Nacional para su determinacién taxonomica, donde se
registré el nombre cientifico, nombre comun, familia, codigo de ingreso y cédigo de barras
(Anexo 1).
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Figura 2. Ubicacion geografica del punto de colecta en la reserva natural “La montafia del

ocaso” en Quimbaya, Quindio. Elaborado por: Alvaro Botero-Botero

Obtencion de la fraccion

Para la obtencion de la fraccion (Figura 3) se siguié la metodologia de Avilés (2008). Se
secaron las hojas a la sombra durante 10 dias y se realizé la molienda en un molino triturador
de martillos (Triturador Siemens), hasta conseguir un polvo fino homogéneo. Posteriormente
se depositaron 2000 g de material vegetal en un recipiente para su maceracion a temperatura

ambiente empleando una mezcla metanol-agua (70:30).

Como procedimiento final se realizo la extraccion liquido-liquido para el fraccionamiento,

empleando como disolvente acetato de etilo.
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Figura 3. Extracto y fracciones de Z. rigidum. A. Extracto de hojas en metanol-agua y
fracciones de B. Hexano C. Diclorometano D. Acetato de etilo E. Acetona y F. Metanol. En
rojo se encuentra enmarcada la fraccion de acetato de etilo utilizada en esta investigacion.

Tomada por: Andrés M. Rojas-Sepulveda.

Finalmente se prepard una solucion stock partiendo de una concentracion madre de 2,55
mg/mL (DMSO 100%) y se diluyo6 hasta conseguir una solucién prueba de 25,5 pg/mL (DMSO
1%).

Mantenimiento de peces adultos

Instalaciones y condiciones del agua.

Los peces se encontraban ubicados en las instalaciones del bioterio del Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Autonoma de México, en un cuarto iluminado con luz artificial
y ciclos de 14 horas de luz y 10 de obscuridad; estos individuos estaban distribuidos en
animalarios que alimentan de agua las peceras y que ademas cuentan con un sistema de filtrado

UV y mantienen la temperatura del agua dentro de los rangos éptimos.

Cabe mencionar que el agua que circula por el acuario era purificada mediante un sistema
de 6smosis inversa, y por cada 80 litros de agua se afiadian 3 g de Instan Ocean y 4,2 g de
bicarbonato de sodio para mantener un pH ideal entre 7 y 7,8. Asimismo para mantener el
control de la calidad del agua se midieron diariamente los parametros fisicos y quimicos como
la temperatura, la conductividad y el pH (Avdesh et al., 2012; Moreno, 2013).
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Alimentacion.

Los animales se alimentaron cuatro veces al dia, intercalando la dieta viva a base de Artemia

salina (2mL por cada pez) con alimento procesado Zebra Feed, SPAROS Lda., para adultos.

Reproduccion y obtencion de embriones.

Se utilizaron dos métodos para producir embriones de pez cebra:

Un primer método consistio en llenar una pecera grande de agua y colocar una malla de tela
de 30 x 30 hilos por pulgada al interior, luego se ubicaron todas las hembras por encima de la
malla y se colocO otra pecera pequefia de plastico para depositar a los machos. Una vez
separados los grupos de peces, se dejaron toda la noche en obscuridad y al dia siguiente se

juntaron (Figura 4).

Después de 10 y 15 minutos de apareamiento las hembras habian ovopositado y los machos
habian fertilizado los huevos. Posteriormente se recolectaron los embriones y se lavaron con

abundante agua para eliminar los desechos.

En el segundo meétodo se utilizd una paridera comercial cuya division permitio separar peces
machos y hembras, al mismo tiempo aislar a todos los peces del fondo en donde caian los
huevos. Para ello se llend la pecera de agua y con la ldmina de separacion puesta, se ubicaron
hembras de un lado y machos del otro. Estos peces adultos se dejaron durante toda la noche en
obscuridad y al dia siguiente se juntaron, se esper6 entre 10 y 15 minutos hasta observar

embriones en el fondo de la pecera, se lavaron y se depositaron en una caja de Petri de pléastico.

Independientemente del método, una vez recolectados los embriones se realiz6 un protocolo
de limpieza que consistio en eliminar desechos, suciedad, embriones muertos, no fecundados,
amorfos o retrasados en el desarrollo utilizando una pipeta Pasteur de plastico y un
estereoscopio, con el fin de asegurar que los embriones utilizados eran de buena calidad para

los experimentos y evitar sesgos en los resultados.
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Figura 4. Método de reproduccién para la obtencion de embriones. A. Montaje para la
separacion de peces: los machos se ubican en la pecera pequefia y las hembras en el espacio
restante al interior de la pecera grande y por encima de la malla. B. Hembras y machos juntos

en proceso de apareamiento.

Ensayo de toxicidad en el desarrollo

Siguiendo la propuesta metodoldgica de Galindo et al. (2014), se realizaron ensayos para
determinar la existencia de alteraciones en el fenotipo de los embriones de pez cebra expuestos
a la solucion de Z. rigidum y asi estimar la bioseguridad de la fraccion. Se seleccionaron 60
embriones en la etapa de primordio de la cola (tail bud) de la linea wild type del pez cebra
fecundados y que no presentaron ningln tipo de anomalia externa, y se distribuyeron en 12
pocillos de una caja de cultivo 24 pozos, se distribuyeron los embriones colocando 5 de ellos
en cada pozo, con un volumen de 300 ul de la fraccion de Z. rigidum en un grupo y 300 pl de
la solucidn control de DMSO 1% (Figura 5). Las placas se incubaron a 28°C durante las 24, 48

y 72 horas pos tratamiento (hpt).
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una caja de cultivo con 24 pozos cada uno con 5 embriones en etapa de primordio de la cola
para dos tratamientos. En gris se encuentran los embriones expuestos a DMSO 1% y en azul

los embriones tratados con Z. rigidum.

En cada periodo de incubacion, se examinaron los huevos, embriones y larvas
respectivamente mediante un estereoscopio y se tuvieron en cuenta cambios en el fenotipo,
alteraciones letales (coagulacion de huevos fertilizados, falta de formacidn de los somitas, no
desprendimiento de la cola del saco vitelino, y ausencia de latidos del corazon), subletales
(movimientos espontaneos, cambios en la pigmentacion, formacion de edemas o coagulos) y
teratogénicas (malformaciones en érganos y estructuras, escoliosis, raquitismo o retardo

generalizado del desarrollo) durante las primeras 72 horas de desarrollo de los embriones.

Inmunofluorescencia para la deteccidn de leucocitos

Para la actividad antiinflamatoria de la fraccion se utiliz6 como modelo animal al pez cebra
Mpx: GFP (green fluorescent protein), los cuales expresan la proteina verde fluorescente en
macrofagos y neutrofilos, ademas, pertenecen a una linea de peces transgénicos destacada por
ser un modelo prometedor para el descubrimiento de nuevos compuestos bioactivos y
tratamientos de enfermedades inflamatorias (Lieschke y Currie 2007; citado en Ye etal., 2017).
Estos individuos permiten comprobar la capacidad de regulacion en el reclutamiento de
leucocitos a una region de inflamacion por parte de diversos compuestos naturales o sintéticos
de interés (Kadirkamanathan et al., 2012).

En este sentido, los ensayos se realizaron teniendo en cuenta las siguientes fases:
Pre-incubacion.

Se realiz6 una exposicion inicial de las larvas a las soluciones de interés, para ello se

transfirieron 10 individuos de 3 dias pos fecundacion (dpf) a tres pocillos de una caja de cultivo
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de 24 pocillos y se adiciond al primer grupo la fraccion de Z. rigidum, al segundo se le afiadi
la solucion del control positivo DPI1 o Difenileniodonio 1% (inhibidor de las enzimas NADPH
Oxidasas) y al tercero DMSO al 1% como grupo control (Figura 6). Este procedimiento tuvo

una duracion total de 1 hora por ensayo.
Corte de aleta caudal e incubacion final.

Culminada la pre-incubacion, se prepard tricaina al 4,2% (Anexo 3) disuelta en la solucién
stock de Hank’s (Anexo 4) y se depositaron 2 mL en cajas de Petri plasticas pequefias. Las
larvas de trasladaron de los pocillos a las cajas utilizando una pipeta Pasteur plasticay se esperd

entre 1 y 3 minutos hasta evidenciar que estaban completamente anestesiadas.

Terminada la anestesia se dispuso la caja en el estéreo-microscopio y utilizando dos agujas
nuevas de insulina se realizé el corte de la aleta caudal (Figura 7), evitando generar lesion en
tejido que no fuera parte de la aleta. Finalmente se trasladaron las larvas a la caja de pocillos
correspondiente, se retird el medio con tricaina y se expusieron nuevamente a las soluciones

mencionadas por un periodo de incubacion total de 6 horas a 28°C.

Para realizar los montajes de las larvas, nuevamente se inmovilizaron utilizando tricaina al
4,2% y se dispusieron en vista lateral sobre agarosa de bajo punto de fusién al 1%. Se llevaron
al cuarto de microscopia de fluorescencia y se observaron los leucocitos correspondientes a

macrofagos y neutréfilos positivos para la proteina verde fluorescente.

Region de la
aleta caudal

Leucocitos

Larva Mpx:
GPF a 3dpf

DMSO ZR DPI

Figura 6. Representacion esquematica del ensayo de inmunofluorescencia para la deteccion de

leucocitos. Se visualiza una larva transgénica Mpx: GFP a 3 dias pos fecundacion con
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leucocitos representados en color verde y la region de la aleta caudal. También se observa una
caja de cultivo con los tres tratamientos evaluados: DMSO 1%, Zanthoxylum rigidum y DPI
1%.

Figura 7. Técnica de corte de la aleta caudal. Se visualizan larvas de pez cebra de la linea Mpx:
GPF a 3dpf sometidas a corte de la aleta caudal para el modelo de migracion de leucocitos. La
linea roja marca el lugar de incision en la cola y la regién enmarcada en negro representa la

region de inflamacion.

Inmunolocalizacion de la histona H3 fosforilada

Este ensayo se realizé para conocer el efecto de la fraccion de Z. rigidum en la proliferacion
celular, adaptando el protocolo establecido por Mendieta-Serrano et al., (2013). Para este
procedimiento se decorionaron 60 embriones de la linea wild type en etapa larvaria (3 dpf) y se
realizaron dos ensayos por triplicado con DMSO al 1%, y la fraccion de Z. rigidum al 25,5
pg/mL.

Inicialmente las larvas se dejaron incubar durante 6 horas y se fijaron en paraformaldehido
(PFA) al 4% (Anexo 5) durante toda la noche a 4°C y al dia siguiente las muestras se lavaron 3

veces con tampon de blogueo (PBS, BSA 0,1%, TX100 1%) por 10 minutos y se dejaron seis
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horas en este mismo buffer con agitacion constante a temperatura ambiente. Para la
inmunodeteccion de la PH3 se utilizaron dos anticuerpos (Figura 8). EIl anticuerpo primario,
IgG de conejo, histona H3 antifosforilada (sc-8656-R, Santa Cruz Biotechnology Lot # D1312,
se diluyo 1: 100 en tampdn de bloqueo y se utilizd para incubar los individuos 4°C sin agitacion
durante toda la noche. Se lavaron 3 veces en tampon de bloqueo y se incubaron en una solucién
1:100 de anti-conejo de cabra Alexa Fluor 647 (A-21244, MolecularProbes) en amortiguador

de bloqueo durante 8 horas a 4°C con agitacion.

Las larvas se lavaron de nuevo con tampon de bloqueo 3 veces y se realizaron montajes en
agarosa de bajo punto de fusion al 1% para visualizar los nlcleos positivos de la histona H3 en

el microscopio de fluorescencia.

Larvas de la
linea wild type

e e 0
. Anticuerpo IgG anti-conejo

secundario de cabra
~—
O )

1 Anticuerpo IgG

primario de conejo

——

| Antigeno | Histona PH3

Figura 8. Representacion esquematica del ensayo de inmunofluorescencia para la deteccion de

la histona H3 fosforilada. Se visualizan larvas de la linea wild type a 3 dpf y la técnica de

deteccion de la histona PH3 mediante la adicion del anticuerpo primario y secundario.

Microscopia de fluorescencia y analisis de las imagenes.

Se utiliz6 un microscopio ZeissAxioscop objetivo 5X 0.15 N.A., PlanNeofluoar, para tomar
de 5 a 10 imégenes por embridn bajo diferentes focos y empalmarlas en una sola imagen

utilizando el software ImageJ con el stack focuser plugin.

La cuantificacion del namero de leucocitos por larva segln el tratamiento, se realizé con las

fotografias empalmadas y se convirtieron a 8 bits, posteriormente se hizo uso del comando
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analyze y el plugin 3D objects counter, para contar el nimero de sefiales positivas en la imagen
(Figura 9A). Ademas, se utilizdé el comando Analyze y el plugin Measure para calcular y

mostrar estadisticas de area o perimetro ocupado por los leucocitos.

Por otro lado, el conteo los nucleos positivos para la histona H3 fosforilada (PH3) de cada
larva, se realizd procesando las imagenes empalmadas, convertidas a 8 bits y utilizando el

comando analyze en el software de ImageJ, mediante el plugin 3D objects counter (Figura 9B).

A partir de estos procedimientos se obtuvieron los valores numéricos y se ordenaron en dos

matrices de Excel.

Figura 9. Andlisis de las imagenes con el software ImageJ. A. Cuantificacion del nimero de

leucocitos en la region altamente inflamada de larvas con 3dpf. B. Cuantificacion de los nucleos

positivos para la histona H3 fosforilada en larvas de 3dpf.

Analisis estadistico

Para la deteccion de leucocitos realizd el analisis estadistico mediante el software
Statgraphics, en donde se disefi6 una tabla ANOVA con un nivel de probabilidad para la
significacion estadistica de p < 0,05, y un test de comparacion multiple entre tratamientos de
Kruskal-Wallis para determinar la existencia de una diferencia estadisticamente significativa

entre las medianas de los tres tratamientos.

Asimismo con la informacién obtenida del ensayo de la inmunolocalizacion de la histona
H3 fosforilada se realiz6 una tabla ANOVA, teniendo como nivel de probabilidad para la
significacién estadistica un valor p < 0,05. Ademas, para los dos ensayos se determinaron

intervalos con una confianza del 95%.
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Por Gltimo conviene aclarar que cada item de la propuesta metodoldgica fue revisado y
aprobado por el comité de bioética de la Universidad del Quindio (Anexo 2), con lo cual se vela
el cumplimiento de las buenas practicas y el uso adecuado de los animales en condiciones de

laboratorio.

Resultados

Toxicidad en el desarrollo

En los resultados obtenidos se observo que la totalidad de los embriones expuestos a la
fraccion de Z. rigidum a una concentracion de 25,5 pg/mL (DMSO 1%) a partir de la etapa de
primordio de la cola hasta el estado larval a las 72 hpf, presentaron un desarrollo normal vy al
igual que las larvas control, mostraron formacion de aletas y protuberancia bucal, diferenciacion
de los somitas, pigmentacion del cuerpo, circulacion sanguinea, desarrollo de la cola y la
aparicion de la conducta de nado con ausencia de alteraciones visibles o retrasos en el desarrollo
(Figura 10).

Es importante anotar que, la fraccion de la planta en lo que respecta a esa concentracion, no
indujo a cambios en el fenotipo, alteraciones letales, subletales o teratogénicas de los individuos
y la mortalidad de los embriones fue nula para los dos tratamientos. Demostrando que Z.
rigidum podria ser utilizada de forma segura a partir de concentraciones bajas como la evaluada

en este proyecto.
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Figura 10. Efecto de dos tratamientos en el fenotipo de larvas a 3dpf de pez cebra. Se visualizan
larvas del grupo control DMSO 1% y del tratamiento con Z. rigidum a 25,5 pg/mL con ausencia

de alteraciones morfoldgicas.

Deteccién de neutréfilos mediante inmunofluorescencia

En este ensayo se evalud el efecto in vivo antiinflamatorio de Z. Rigidum durante la fase de
reclutamiento de leucocitos mediante el uso del corte cola en larvas de 3 dpf. Como se muestra
en Figura 11 un nimero considerable de neutrofilos fueron reclutados hacia el sitio de la herida
de las larvas tratadas con DMSO 1% y Z. rigidum, mientras que el tratamiento realizado con
DP1 1% evidencia una inhibicién de la migracion de las células fluorescentes al sitio de lesion.
El nimero medio células fluorescentes en las larvas tratadas con DMSO 1% fue de 14,36 +
4,02, mientras que para las larvas tratadas con DPI 1% fue de 1 + 1,05 (Tabla 2). Asimismo,
como era de esperar por resultados reportados previamente por Niethammer et al. (2009), la
solucion de DPI 1% redujo significativamente el nimero de neutrofilos y macrofagos

reclutados en el sitio de lesién en comparacién con el grupo control (Tabla 3).
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Figura 11. Migracidn de leucocitos GFP en respuesta a una lesion aguda en larvas transgénicas
de pez cebra a 3dpf. Los leucocitos migrantes a las regiones altamente inflamadas (dentro de
los recuadros blancos) se visualizan de color verde fluorescente. Tanto en el tratamiento con
DMSO como en el de Z. rigidum se observa una alta migracion leucocitaria, mientras que en el

tratamiento con DPI se evidencia una notable disminucion.

Ahora bien, para el caso del tratamiento de las larvas con Z. rigidum el nimero medio de
células fluorescentes reculadas fue de 15,9 * 7,6 (Figura 12), poniendo en evidencia que no
existe una diferencia significativa con relacion al grupo control DMSO 1% (Figura 13).
Asimismo se encontr6 que el area ocupada por los leucocitos en las larvas para cada uno de los
tratamientos no presentd diferencias estadisticamente significativas (Figura 14). De manera que
estos resultados sugieren que Z. rigidum (ZR) a una concentracion de 25,5ug/mL, no ejerce un
efecto inhibitorio en la migracion de leucocitos al igual que el grupo control; a diferencia del
control positivo (DPI) inhibidor. Esto quiere decir que la fraccion no afectd significativamente
el numero de células positivas EFGP que migraron a la herida, por tanto se genera la idea de
que la migracion de los neutrofilos, que es parte del proceso inflamatorio no puede ser regulada

por la fraccion de la planta al menos en esta concentracion.
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Figura 12. Numero medio de neutréfilos que migraron a la zona de lesion por cada tratamiento.
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Tabla 2. Andlisis de varianza para el nimero de leucocitos por los tres tratamientos evaluados.

Tratamientos Promedio Desviacién estandar Coeficiente de variacién

DMSO 14,3636 6,81576 47,4515%
DPI 1,0 1,78885 178,885%
ZR 15,9091 12,8332 80,6658%

Total 10,4242 10,6391 102,061%

Tabla 3. Prueba de Kruskal-Wallis de leucocitos por tratamientos.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
DMSO - DPI * 13,3636 7,36088
DMSO - ZR -1,54545 7,36088
DPI - ZR * -14,9091 7,36088
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Figura 14. Medida de las unidades relativas de intensidad de los leucocitos por tratamientos.
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Inmunolocalizacion de la histona H3 fosforilada

La observacion de los nacleos mitéticos en las larvas enteras de pez cebra por
inmunofluorescencia contra la histona H3, revel6 que los individuos tratados con Z. rigidum
mostraron una disminucion notable en el nimero de nicleos mitoticos en contraste con el grupo
control de DMSO (Figura 15) (Tabla 4). Asi, teniendo como referencia el nimero medio de
nacleos positivos se encontrd que para el tratamiento con la fraccion este valor fue de 228,2 +
30,1, en contraste con los individuos del grupo control, con 652,8 + 87,2 (Figura 16). De esta
manera el analisis de varianza entre grupos y dentro de grupos (Tabla 5) demostré que el valor
P de la prueba F es inferior a 0,05, por lo tanto existe una diferencia estadisticamente
significativa entre el nimero medio de ndcleos positivos entre los dos tratamientos, con un nivel

de confianza del 95%.

En consecuencia, estos resultados sugieren que Z. rigidum (ZR) a la concentracion evaluada,
presenta una accion antiproliferativa en las larvas de pez cebra, pues demuestra una disminucion
significativa en el nimero de células que estan pasando por una fase mitotica (Figura 17) de
manera que se presume que los metabolitos presentes en la fraccion pueden detener el ciclo

celular, modulando las moléculas que controlan este ciclo.

DMSO Z. rigidum

Figura 15. Andlisis de la proliferacion celular en larvas con 3dpf en tratamientos con DMSO

1% y Z. rigidum. Los nucleos positivos para el marcador de PH3 se visualizan de color verde
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fluorescente. Se puede observar que el tratamiento con DMSO presenta un mayor nimero de

sefiales positivas en contraste con el tratamiento de Z. rigidum.

Tabla 4. Analisis de varianza para el nimero de nacleos mitéticos por tratamiento.

Factor Promedio Desviacién estandar Coeficiente de variacién
DMSO 652,8 147,684 22,6232%
ZR 228,2 67,4366 29,5515%
Total 440,5 248 584 56,4323%
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Figura 16. Numero medio de nucleos positivos para la histona H3 fosforilada por tratamiento.
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Figura 17. Namero de células fluorescentes positivas para la histona H3 fosforilada en los dos
tratamientos. Se visualizan diferencias estadisticamente significativas entre los valores

obtenidos en ambos tratamientos.

Tabla 5. Analisis de varianza entre grupos y dentro de grupos.

Fuente Suma de Df Cuadrado Relacion  Valor
cuadrados medio F P
Entre grupos 450713, 1 450713, 34,20 0,0004
Dentro de grupos 105434, 8 13179,2
Total (Corr.) 556147, 9
Discusion

Seguridad de la fraccion

Los efectos de los extractos y fracciones de plantas en la salud humana se atribuyen a la

presencia de una variedad de compuestos bioactivos que en muchos casos ejercen una accion
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beneficiosa en el organismo (Montoya et al., 2011). Dada su importancia en el sector
farmacéutico y el de la medicina tradicional herbaria, actualmente existe un gran interés en la
identificacion de nuevos compuestos bioactivos y/o en la identificacion de nuevas propiedades

de los mismos, analizando su bioseguridad y efectividad (Galindo et al., 2014).

Pese a ello, existen limitaciones en la busqueda de estos tratamientos y estan relacionadas
con la fuerte accion citotdxica in vivo de algunos extractos vegetales, que se manifiesta con
dafos u alteraciones en el fenotipo (Fernandez-Calienes, et al., 2009). Asi por ejemplo, se han
demostrado riesgos de toxicidad asociados al uso de plantas como Artemisia absinthium L,
Melaleuca leucadendron L, Simarouba glauca DC., Melia azedarach L., Luffa cylindrica
(Mendiola y Monzote, 2009), Passiflora edulis f. flavicarpa (Conrejo, 2012), y Piper
tuberculatum Jacq (Campos et al., 2016), y han llevado a los investigadores a descartar la
posibilidad de continuar estudios farmacoldgicos en esas especies (Fernandez-Calienes, et al.,
2009), o en su defecto, a realizar protocolos de extraccion mucho méas complejos, selectivos y

especificos para determinados metabolitos.

En este estudio se demostro la total viabilidad de los embriones y larvas de pez cebra a las
24, 48 y 72 hpf expuestos a la fraccion de Zanthoxylum rigidum, asimismo se registro la
ausencia de mortalidad y el desarrollo de embriones con efectos subletales, teratbgenos o
retrasos en el desarrollo. Estos resultados parecen demostrar que la fraccion no presenta
metabolitos secundarios capaces de inducir a alteraciones observables en el modelo animal, de
manera que se puede considerar como una solucion altamente biosegura, al menos en lo que

respecta a la concentracion de 25,5 pg/mL.

Por lo anterior, a partir de esta investigacion resaltamos la necesidad de realizar estudios
toxicoldgicos a las plantas del territorio colombiano, asi como de contribuir a la divulgacion
sobre los efectos obtenidos, pues de esta manera se disminuye el desconocimiento y consumo
indiscriminado de las plantas, y en casos particulares, se ayudara a lograr una reduccion en la
morbilidad y mortalidad de las personas por ingesta o uso de plantas toxicas (Macias et al.,
2009). De esta manera, comunicar la informacion sobre la validacion del uso seguro de Z.
rigidum es importante no solo para la industria sino también para las comunidades que

posiblemente incluyan esta planta dentro de sus recursos terapéuticos u alimentarios.

Ensayo de la actividad antiinflamatoria

En los Gltimos afos, algunos estudios han sugerido que varias especies del género

Zanthoxylum poseen un potencial notable en la lucha contra la actividad inflamatoria (Prieto,
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2012; Patifio, Prieto y Cuca, 2012; Gonzalez-Garcia et al., 2008), sin embargo, ninguna
investigacion habia evaluado dicha actividad in vivo analizando su efecto sobre el reclutamiento
de los neutrdfilos y macréfagos. En el presente estudio, se encontré que esta solucion no
suprimid el reclutamiento leucocitario hacia el sitio de la lesion en las larvas de pez cebra, de
manera que los analisis aqui realizados no respaldan el conocimiento etnomédico reportado

para el género, ni las ideas planteadas por los analisis fitoquimicos.

A pesar de ello se ha reportado el aislamiento de alcaloides de diversos tipos, lignanos,
cumarinas, amidas, flavonoides, esteroles y terpenos, que resultan prometedores para la
actividad antiinflamatoria del género (Patifio et al., 2012), y otros de gran interés como la
benzofenantridina, quinolona y el lupeol (Lucetti et al., 2010), los cuales han sido facilmente
extraidos de la mayoria de las especies del género Zanthoxylum. Sin embargo es posible que
estos metabolitos presenten una accion biologica dependiente de la concentracion del extracto
o la fraccion (Patifio et al., 2012), por lo que en este estudio consideramos que si bien estos
compuestos pueden estar presentes en la fraccion, es posible que se encuentren en muy baja

disponibilidad y por lo tanto no generen la respuesta bioldgica esperada.

Por tanto, se recomiendan concentraciones estandar que van desde los 10 a 300 mg/mL o
mas, (Cebrian-Torrejon et al., 2011), teniendo como referencia la hipétesis de que un aumento
de la concentracion podria estar relacionado con el incremento de su actividad bioldgica
(\Valdes-lzaguirre et al., 2018). Por todo lo anterior, los resultados aqui presentados no se
consideran concluyentes respecto a la actividad antiinflamatoria mencionada, pues continta
abierta la posibilidad de explorar la fraccion en concentraciones mas altas. No obstante, el
conocimiento de la actividad de Z. rigidum a 25,5 pg/mL brinda la posibilidad de plantear
nuevas alternativas experimentales que aporten una mayor informacion relacionada con su

efecto en los procesos inflamatorios.

Actividad antiproliferativa

En este bioensayo las larvas de pez cebra tratadas con la fraccion de Zanthoxylum rigidum
mostraron una menor cantidad de células proliferativas con respecto a las larvas sin tratamiento
y este efecto fue evidente en la concentracion de 25,5 pg/mL (Figura 15). De igual modo las
larvas tratadas con el extracto conservaron su morfologia normal sin mostrar algun dafio
fenotipico aparente. Por esta razon, las diferencias observadas en el nimero de células en fase
mitotica fueron corroboradas mediante la inmunolocalizacion de la histona H3 fosforilada como

marcador de la proliferacion celular, en donde los resultados confirmaron la posible detencion
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del ciclo celular en las larvas tratadas con Z. rigidum y demostraron que este efecto es

estadisticamente significativo.

Conviene sefialar ademas, que en el presente estudio se encontré que la fraccion de acetato
de etilo de la planta afecta la proliferacion pero no la viabilidad de las células de los embriones
y larvas, pues anteriormente autores como Fernandez (2015) han reportado las propiedades
anticancerigenas de varios extractos de plantas en diferentes lineas celulares de céancer
principalmente a través de un mecanismo citotoxico. En este sentido nuestro estudio es uno de

los primeros reportes para la especie de Z. rigidum de una actividad citostatica.

De manera simultanea con esta investigacion Ocampo (2019) evalud la actividad biologica
de las distintas fracciones de las hojas de Z. rigidum en un ensayo con Fibroblastos de Prepucio
Humano (HFF) y células de cancer de colon humanas (SW480), encontrando que la Unica
fraccion que mostro inhibir la proliferacion celular en cualquiera de sus concentracion fue la
fraccion de acetato de etilo; ademas, de esta misma fraccion se aislaron metabolitos secundarios
como umbeliferona y el cafeato de etilo, los cuales segun este autor, han demostrado tener una
actividad farmacoldgica importante sobre células cancerigenas. Estos resultados estan en
concordancia con lo reportado en el presente estudio donde la fraccion de acetato de etilo
present6 una disminucién en las células proliferativas en fase la mitética, con la diferencia de

que en este proyecto no se realizaron estudios fitoquimicos.

A este respecto Patifio, Prieto y Cuca (2012) han descrito diferentes ensayos que demuestran
las propiedades antitumorales de especies del género Zanthoxylum, que actuan contra células
tumorales en diferentes tejidos y lineas celulares. Por lo que Z. rigidum parece preservar dichas

propiedades.

Finalmente esta fraccion presenta un papel terapéutico relacionado con su capacidad de
disminuir el nimero de células que se encuentran en mitosis, como resultado de la actividad de
algunos de estos metabolitos mencionados. Sin embargo, consideramos son necesarios mas
estudios para determinar el mecanismo molecular por el cual la fraccion induce la inhibicion
del crecimiento en estas células y su posible participacion en la regulacién de las proteinas
implicadas en el control del ciclo celular; ademas de evaluar su efectividad en otras lineas

celulares de cancer y modelos animales.
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El pez cebra como modelo de bioensayos

Los modelos experimentales basados en el uso del pez cebra se caracterizan entre otras cosas,
por generar resultados rapidos y reproducibles, lo que hace de ellos organismos de eleccién
para una amplia variedad de pruebas preliminares, como lo son las pruebas de toxicidad (Gasca
E., 2015). Convencionalmente las formas embrionarias han sido estandarizadas como una
alternativa prometedora para analizar los efectos toxicos de ciertas soluciones, debido no sélo
por la flexibilidad de restricciones legales o a la reduccion de costes y residuos (Braunbeck et
al., 2005; citado en Yebra-pimentel, 2014) sino también, porque son consideradas como el
estado mas sensible en el ciclo de vida de un tele6steo, permitiendo llevar a cabo pruebas de
sensibilidad respecto a algunas soluciones que despiertan el interés de los cientificos, como el
realizado en este estudio, donde se utilizaron embriones en la edad del primordio de la cola,

para identificar cambios significativos en el fenotipo, hasta la etapa larval.

Asi, Saraceni (2017) describe que otra de las caracteristicas méas apreciada del pez cebra es
la transparencia de sus embriones y larvas, pues la claridad Optica de las larvas y la
disponibilidad de lineas transgénicas que expresan genes fluorescentes Utiles para identificar
especificamente leucocitos o citoquinas / quimioquinas, permiten el seguimiento, in vivo y en
tiempo real, de los procesos inflamatorios mediante técnicas de microscopia de fluorescencia,
y de este modo, por ejemplo, el uso de patdgenos fluorescentes acoplado a las técnicas de
imagen de alta resolucion permite la observacion de todas las interacciones entre el patdgeno y

el hospedador.

Por otro lado, Gacha-Garay et al. (2017) resalta su alta viabilidad para realizar estudios
moleculares y genéticos, pues gracias a su facil manipulacién genética, permite manejar/alterar
los genes implicados en este procesos importantes como el cancer, a través de técnicas como
recuento mitotico tradicional y el uso de los madores inmunohistoquimicos de proliferacion.
Por este motivo, se le considera como una buena alternativa para el estudio de cancer humano,
siendo un sistema que simula las condiciones y los aspectos moleculares relacionados con esta

patologia.

En este estudio consideramos al pez cebra como un modelo experimental adecuado para
comprobar la toxicidad, efectos antiinflamatorios y antiproliferativos, dado que cada ensayo en
particular permite un acercamiento a la comprensién de los fenémenos biolodgicos, moleculares

y genéticos que ocurren bajo la influencia de ciertas soluciones.
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Conclusiones

» La fraccion de Zanthoxylum rigidum a 25,5 pg/mL no indujo a cambios en el fenotipo, ni
generd efectos letales, subletales o teratdgenos en las larvas de pez cebra durante las primeras
72 horas del desarrollo, de manera que se determindé como una solucién segura y bien
tolerada por el modelo bioldgico.

= Zanthoxylum rigidum no ejerce un efecto inhibitorio en la migracion de leucocitos en la
concentracion evaluada, de modo que no regul6 los desérdenes inflamatorios.

= Se encontré que la fraccion de Zanthoxylum rigidum 255 pg/mL disminuye
significativamente el nimero de ndcleos mitéticos marcados contra la H3 fosforilada en las
larvas de pez cebra, por lo que podria modular las moléculas que controlan y regulan el ciclo
celular.

= Se exploraron dos actividades bioldgicas importantes de la planta Zanthoxylum rigidum, y
se generd informacién que no habia sido reportada antes para esta especie.

= Finalmente, esta investigacion constituye un respaldo cientifico para la medicina herbaria y
la industria farmacéutica en la busqueda de tratamientos alternativos para la inflamacion y

la proliferacion celular.

Observaciones finales

Teniendo en cuenta que no se observd una disminucién significativa del ndmero de
leucocitos que migraron a la zona de lesion por parte de las larvas expuestas a la fraccion de
Zanthoxylum rigidum, y que la literatura menciona reiteradamente el potencial antiinflamatorio
de las especies de este género, resulta interesante conocer el efecto de la fraccion aumentando
su concentracion. Por lo tanto se recomienda realizar ensayos futuros con concentraciones

superiores a 25,5 ug/mL.

Con relacién a la proliferacion celular sugerimos realizar ensayos en otros modelos animales
que permitan ampliar el conocimiento de la capacidad de Z. rigidum para detener el ciclo celular
y asi analizar a profundidad su potencial anti proliferativo y antitumoral. Asimismo sugerimos
realizar ensayos que permitan dilucidar los mecanismos moleculares por los cuales la fraccion

induce la inhibicion de la proliferacion de las células.

Por ultimo consideramos pertinente determinar la concentracion maxima tolerable (CMT)
por los embriones y larvas de pez cebra expuestos a la fraccion de Z. rigidum, con el fin de
determinar la concentracion mas alta en la que no induce a la muerte de los individuos y asi

generar mas informacion con respecto a la seguridad de esta solucion.
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AnNexos

Anexo 1. Ficha de ingreso de Zanthoxylum rigidum al Herbario de la Universidad del Quindio

HERBARIO UNIVERSIDAD DEL QU-I»NDiO— ;lUQ

Zanthoxylum rigidum (Hum & Bonpl.ex). Doncel

- Rutaceae
Arbol de 10m de altura y 24cm de diametro. De corteza aspera con

muchas fisuras longitudinales de color pardo. Tronco recto. Las hojas
son apareadas y pinnadas de gran tamano de color verde oscuro.

Reserva Natural & Montafa Del Ocaso. Departamento de Quindio,

Quimbaya, Quindo.

Alt. 970 m

N° 0016 11/07/2014

G. Ramos.
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Anexo 2. Aval ético y bioético de la Universidad del Quindio.

UNIVERSIDAD
DEL QUINDIO S

Armenia, julio 04 de 2019.
Profesora: Marleny Salazar — Facultad de Ciencias de la Educacion

Asunto: Concepto del CEBIUQ al proyecto de Investigacion

Estimada profesora: cordialmente le informo que una vez revisados los aspectos
Eticos y Bioéticos del proyecto de investigacion titulado: “EVALUACION DE LA
ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE UNA FRACCION DE PLANTA
(Zanthoxylum rigidum) EN EL PEZ CEBRA (Danio rerio)", estos se encuentran bien
sustentados al interior del mismo y se evidencia su pertinencia. Por lo anterior, el
Comité decidié otorgarle el aval para la convocatoria en mencion.

Aval ético y bioélico otorgado y registrado en el Acta Nro 03 de marzo 14 de 2019,

Cordial saludo,

C 32

Enf. Mg. Carmen Aydé Fernandez Rincon

Presidente Comité de Etica y Bioética de Investigacion - CEBIUQ
Creado mediante Resolucion 0546 del 17 de junio de 2014
e-mail: cebiug@uniquindio.edu.co

Jlaboxs: Yaneth Couz €

60



Anexo 3. Protocolo de preparacion de la tricaina.

La tricaina (éster etilico del &cido 3-aminobenzoico, también llamado 3-aminobenzoato de
etilo) viene en forma de polvo, y se preparo siguiendo las indicaciones de la 4ta edicion de The

Zebrafish Book, en donde se requieren:
-400 mg de polvo de tricaina

-97,9 ml de agua DD

-2,1mlde Tris1 M (pH 9).

Estos reactivos se mezclaron, se ajusté el pH a 7 y una vez preparada esta solucién, se almacen6
en el congelador a —20°C. Por otro lado, para utilizarla como anestésico, se combinaron 4,2 ml

de tricaina en 100 ml de agua o solucion stock de Hank’s (4,2%).

Anexo 4. Protocolo de preparacion de la solucién stock de Hank's.

La Solucion stock de Hank’s o medio de embriones (ERM) contiene buffer y sales que permiten

el metabolismo y desarrollo normal del embrién.
Inicialmente se deben realizar las siguientes diluciones:

-Stock 1: 8,0 g de cloruro de sodio (NaCl), 0,4 g de cloruro de potasio (KCI), en 100 ml de

agua.

-Stock 2: 0,358 g de fosfato disddico (Na2HPO4), 0,60 g de fosfato monopotasico (KH2PO,),
en 100 ml de agua.

-Stock 4: 0,72 g de cloruro de calcio (CaCl,) en 50 ml de agua.
-Stock 5: 1.23 g de sulfato de magnesio (MgSOa4) en 50 ml de agua.
-Stock 6: 0,35 g de Bicarbonato de sodio (NaHCO3), 10 ml de agua

Una vez realizadas las soluciones stock iniciales, se procedi6é a mezclar en un tubo falcon™ de

50 mL los siguientes volimenes:
-95,9 mL de agua doble destilada (dd),
-1,0 ml de Stock 1

-0,1 ml de Stock 2
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-1,0 ml de Stock 4
-1,0 ml de Stock 5
-1,0 ml de Stock 6.
-0,24 g de HEPES

Por altimo se afiadio hidroxido de sodio (NaOH) 1M para completar un pH de 7,2.

Anexo 5. Protocolo de preparacion de paraformaldehido (PFA) 4%.

Inicialmente se prepar6 el amortiguador fosfato salino (PBS) 10X con pH de 5,5. Para ello se
realiz6 la mezcla en una botella de vidrio con tapon de rosca, afiadiendo 10,8 g de fosfato
disédico (Na;HPOs), 6 g de fosfato monosddico (NaH2PO4), 80 g de cloruro de sodio (NaCl) y
2 g de cloruro de potasio (KCI) disueltos en 1 litro de agua.

Posteriormente se utilizé una solucion de PBS 1X, la cual se calenté hasta alcanzar los 60°C, y
se le disolvieron 4g de PFA en polvo. Se mezcld con el agitador magnético hasta que la solucién

se tornara trasliicida y se realizaron alicuotas de 1 mL para almacenar a —20°C.
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