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RESUMEN

Se determind la actividad antiinflamatoria del extracto etandlico de Campyloneurum
amphostenon a tres niveles de dosis. Los rizomas fueron el material de partida sobre los cuéles
se realiz6 el control de calidad, seguidamente se prepard un extracto etanolico a partir de
aquellos, que fue concentrado hasta obtener un extracto blando, este se analiz6 por
cromatografia en capa fina (CCF), posteriormente se cuantificaron los flavonoides totales por el
método de quelacion con Cloruro de Aluminio, fenoles totales mediante el método de Folin-
Ciocalteu y actividad antioxidante in vitro por el método de captacién de radicales libres con
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo. La actividad antiinflamatoria del extracto blando fue evaluada en el
modelo animal Rattus norvegicus, mediante el método de induccion de edema plantar por
carragenina, a las dosis de: 300 mg/kg, 100 mg/kg y 25 mg/kg, considerando como control
positivo diclofenaco sodico 100 mg/kg. En la identificacion de los grupos fitoquimicos
presentes en C. amphostenon se identificé alcaloides, compuestos terpénicos, saponinas,
fenoles, flavonoides y antocianinas. Por CCF se identificaron presumiblemente kaempferol, -
sitosterol y campesterol. La concentracion de flavonoides y fenoles totales presentaron relacion
directa con la capacidad antioxidante del extracto. En la evaluacion de la actividad
antiinflamatoria, se destaca el grupo tratado con la dosis de 100 mg/kg de extracto, presentando
un porcentaje de inflamacion de 49.04%=+0.04; valor ligeramente superior con respecto al grupo
tratado con diclofenaco sodico que present6 un porcentaje de inflamacion de 48.89%+0.05. En
funcion de los resultados se puede establecer que C. amphostenon presenta una actividad
antiinflamatoria representativa, similar a la de diclofenaco sodico (farmaco sintético); y ademas,
es evidente la relacion proporcional de la capacidad antiinflamatoria de C. amphostenon y la
dosis administrada de extracto. Se recomienda ampliar la investigacion tomando como base
otros modelos de inflamacion, para elucidar los mecanismos moleculares de actuacion de los
componentes presentes en el extracto de C. amphostenon y establecer la dosis efectiva de

administracion.

Palabras Clave: <TECNOLOGIA Y CIENCIAS MEDICAS>, <FARMACOLOGIA>,
<FITOQUIMICA>, <CALAGUALA (Campyloneurum amphostenon)>, <EXTRACTO
ETANOLICO>, < FLAVONOIDES TOTALES >, < FENOLES TOTALES >, <RATA (Rattus
norvegicus)>, <ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA>.
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SUMMARY

The anti-inflammatory activity of the ethanol extract of Campyloneurum amphosenon was
determined at three dose levels. The rhizomes were the starting material on which quality
control was carried out, followed by preparation of an ethanol extract from them, which was
concentrated to a soft extract, which was analyzed by thin layer chromatography (TLC). Total
flavonoids were quantified by the method of chelation with aluminum chloride, total phenols by
the Folin-Ciocalteu method and in vitro antioxidant activity by the free radical scavenging
method with 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl. The anti-inflammatory activity of the soft extract
was evaluated in the animal model Rattus norvegicus, using the method of induction of plantar
edema by carrageenan, at doses of: 300 mg/kg, 100 mg/kg and 25 mg/kg, considering as a
positive control diclofenac sodium 100 mg/kg. In the identification of the phytochemical groups
present in C. amphostenon, alkaloids, terpenic compounds, saponins, phenols, flavonoids and
anthocyanins were identified. Presumably kaempferol, pB-sitosterol and campesterol were
identified by TLC. The concentration of flavonoids and total phenols were directly related to the
antioxidant capacity of the extract. In the evaluation of the anti-inflammatory activity, the group
treated with the dose of 100 mg/kg of extract stands out, presenting a percentage of
inflammation of 49.04%z=0.04; a slightly higher value than the group treated with diclofenac
sodium, which presented a percentage of inflammation of 48.89%+0.05. Depending on the
results can be established that C. amphostenon presents representative anti-inflammatory
activity, similar to the diclofenac sodium (synthetic drug); and in addition, the proportional
relation of the anti-inflammatory capacity of C. amphostenon and the administered dose of
extract is evident. It is recommended to expand the research based on other inflammation
models, to elucidate the molecular mechanisms of action of the components present in the

extract of C. amphostenon and to establish the effective dose of administration.

Palabras Clave: <TECHNOLOGY AND MEDICAL SCIENCES>, <PHARMACOLOGY>,
<PHYTOCHEMISTRY>, <CALAGUALA (Campyloneurum amphostenon)>, <ETHANOLIC
EXTRACT >, <TOTAL FLAVONOIDS >, <TOTAL PHENOLS>, <RAT (Rattus
norvegicus)>, <ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITY >.
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INTRODUCCION

Desde hace algunos afios existe una tendencia mundial en la retoma y desarrollo del uso de las
plantas medicinales y terapias alternativas con fines terapéuticos en lo que se ha Ilamado la
Revolucion Verde de la Medicina. (Garcia et al., 2002: pp.214-216) La OMS apoya el uso de estas
medicinas tradicionales y alternativas siempre y cuando éstas han demostrado su utilidad para el
paciente y representen un riesgo minimo, llegando a alcanzar la fitoterapia un 80% de

preferencia para la atencién primaria de salud por parte de los pacientes. (OMS, 2004,

http://www.who.int/mediacentre/news/releases/2004/pra4/es/)

Durante varios afios de investigacion se ha demostrado que diversas plantas poseen distintas
actividades medicinales tales como: antifungicas, antimicrobianas, fotoprotectoras, entre otras.
Si una planta ha sido utilizada tradicionalmente para tratar la tos, bronquitis, reumas o Ulceras
de la piel, puede ser un indicativo de que esta planta tenga propiedades antiinflamatorias y la

misma debe ser analizada para corroborar los saberes ancestrales de los pueblos andinos.

La inflamacion es una de las manifestaciones mas comunes de muchas enfermedades que
afligen a millones de personas en el mundo, implica una compleja matriz de activacion
enzimatica, liberacion mediadora y extravasaciones de fluido, migracién celular,
descomposicion y reparacion de tejidos. (Ramkumar et al., 2012: pp. 947-952) Para mitigar esta
manifestacién los farmacos de eleccidn son los AINES, por sus acciones farmacoldgicas son los
agentes mas vendidos a nivel mundial, se estima que en EE.UU se prescribe al menos 216
millones de dosis al dia, con una media de consumo de 100 comprimidos de aspirina por
persona. (Rodriguez y Valdés, 2014: pp. 4-8) Anualmente cerca de 70 millones de prescripciones se
realizan en los Estados Unidos, 20 millones en el Reino Unido y 25 millones en Espafia, (Salazar
et al., 2009:pp. 47-50) lo que redondea un costo superior a los 1.000 millones de ddlares por afio,
llegando a la totalidad de las ventas mundiales proximas a los 6.000 millones de dolares desde
1995 hasta la fecha. (Rodriguez y Valdés, 2014: pp. 4-8) Estas cifras son subestimadas, ya que estan
basadas en datos de prescripciones dispensadas, que no encierran a los AINEs de venta libre y
de uso comin, como son la aspirina, ibuprofeno y naproxeno, (Salazar et al., 2009:pp. 47-50) ya que

mas de 30.000 millones de tabletas de venta libre son comercializadas anualmente. (Rodriguez y
Valdés, 2014: pp. 4-8)


http://www.who.int/mediacentre/news/releases/2004/pr44/es/

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) han sido el farmaco de eleccion para tratar
inflamaciones, ya que estos inhiben la enzima ciclooxigenasa (COX) facilitando el paso de
acido araquiddnico a endoperéxido PGG2, disminuyendo la sintesis de prostaglandinas y
tromboxanos, como resultado de esta accidn se tiene la reduccion de la concentracion tisular de
compuestos capaces de sensibilizar o activar los nociceptores periféricos. Algunos AINEs
también han mostrado capacidad para inhibir a la enzima lipooxigenasa, con un papel
importante en el metabolismo del acido araquidoénico, que pasa a la sintesis de hidroxiacidos y
leucotrienos (factores quimiotacticos) contribuyendo al dolor y a la inflamacion, entre ellos

sobresalen el diclofenaco y la indometacina. (Ortiz et al., 2007: pp.148-149)

Sin embargo, el consumo de antiinflamatorios no esteroideos (AINES) es la segunda causa mas
frecuente de Ulcera péptica, y representa un riesgo significativo para el desarrollo de
complicaciones gastrointestinales, mismas que constituyen un problema sanitario de primer
orden, si se tiene en cuenta que mas de 30 millones de personas en el mundo consumen estos
farmacos diariamente, a pesar de que los eventos gastrointestinales graves no son comunes,
contindan siendo un problema de salud publica debido al gran nimero de pacientes que
consumen estos medicamentos. (Salazar, 2009:pp. 47-50) Recientemente hay una gran prevalencia
de enfermedades inflamatorias debido a la automedicacion de los pacientes, por lo que se hace
necesario introducir una terapia que sea mas eficaz y fiable. A pesar de los progresos realizados
en la investigacion médica durante las Gltimas décadas, el tratamiento de muchas enfermedades
graves sigue siendo problematico. Las enfermedades inflamatorias siguen siendo uno de los

principales problemas de salud del mundo. (Ramkumar et al., 2012: pp. 947-952)

Desde hace muchos siglos, las drogas de origen vegetal han sido un pilar fundamental para el
tratamiento de enfermedades y dolencias humanas, debido a los problemas suscitados con los
farmacos de sintesis y la gran acogida de la fitoterapia en los Gltimos afios, el farmacéutico ha
optado por brindarle al paciente medicamentos naturales, ofreciendo productos de alta calidad y
con efectos secundarios minimos sobre la salud del mismo. Es asi que se opt6 por estudiar los
compuestos presentes en Campyloneurum amphostenon conocido como calaguala que segin la
medicina tradicional de Per( y Honduras ha sido utilizado ampliamente por sus propiedades
curativas, tales como: antiinflamatorio natural, remedio efectivo para tratar trastornos del
sistema respiratorio como tos, bronquitis, asma y gripe. (Soltieva, 2015, p. 02) Por otra parte, los
campesinos ecuatorianos han utilizado C. amphostenon por su accién antirreumatica,
antisifilitica y sudorifica. Se la emplea por via tépica para lesiones contusas, Ulceras de la piel,
psoriasis y eczemas. (Casapia, 2011,

http://www.casapia.com/Paginacast/Paginas/Menudelnformaciones/PlantasMedicinales/Calaguala.htm)
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Se han realizado estudios para verificar la actividad bioldgica antiinflamatoria de varias especies
emparentadas con C. amphostenon, pertenecientes a la familia Polipodyaceae. Manna y
colaboradores realizaron estudios acerca de los efectos inhibitorios del extracto metandlico de
Polypodium leucotomos sobre la activacion de NF-kB (factor de necrosis tumoral) inducida por
agentes inflamatorios (forbol y lipopolisacarido) demostrando que bloquea la activacion de NF-
kB por la inhibicion de la fosforilacion y degradacion del mismo, lo que a su vez proporciona a
la molécula la capacidad de suprimir la inflamacién y la tumorogénesis, como estudio
complementario realizaron la elucidacidn estructural mediante resonancia magnética nuclear
(RMN), el cual revelé que P. leucotomos contiene un glucésido (kaemferol3-O — B —
xylopyranosyl-(1-2) — R — D-arabinopiranosido), dos glucésidos flavonoides: rutina y

kaempferol 3-O-a-p-arabinopirandsido y el &cido cumarinico. (Manna et al., 2003a: pp.171-180)

Subarnas y colaboradores aislaron la proantocianidina sellegueain A, a partir del helecho
Polypodium feei mediante diferentes técnicas cromatograficas, la cual al realizar un estudio de
la actividad antiinflamatoria y analgésica usando carragenina y acido acético respectivamente,
se determind que posee actividad analgésica y antiinflamatoria gracias a la inhibicion selectiva

gue ejerce este compuesto en la sintesis de prostaglandinas. (Subarnas et al., 2000b: pp. 401-405)

Mientras que Zattra y colaboradores realizaron un estudio in vivo, en el cual demostraron que el
extracto de P. leucotomos inhibe la COX-2 inducida por radiacion ultravioleta, mediante la
exposicion prolongada a la luz UV en ratones, obteniendo como resultado de este ensayo que el
extracto puro de P. leucotomos activa el gen p53 y reduce la inflamacion aguda por inhibicion

selectiva de la Cox-2. (Zattra et al., 2009: pp. 1952-1961)

Por lo mencionado anteriormente, es relevante el hecho de que especies de la familia
Polipodyaceae han sido asociadas con diversas actividades biol6gicas, entre ellas destacable su
potencial antiinflamatorio, y en este sentido la investigacion se torna de interés, no solo en el
ambito cientifico sino de rescate y revalorizacion del conocimiento ancestral sobre el uso de

plantas nativas del Ecuador.

El objetivo de esta investigacion es determinar la actividad antiinflamatoria del extracto
etandlico de Campyloneurum amphostenon mediante inhibicién de edema plantar inducido por
carragenina en ratas (Rattus norvegicus). Para lo cual se sigue un protocolo establecido,
procediendo en primer lugar a obtener el extracto etandlico de C. amphostenon a partir de su
rizoma, seguidamente se evalua la calidad de la materia prima y del extracto etandlico. Luego se

identifican los metabolitos secundarios de tipo flavénico y terpénico provenientes de las drogas

3



vegetales mediante cromatografia en capa fina (CCF). Posteriormente se cuantifica el contenido
de fenoles y flavonoides totales del extracto etanolico de C. amphostenon mediante técnicas
espectrofotométricas y finalmente se evalla la actividad antiinflamatoria del extracto etanolico
de C. amphostenon, a tres niveles de dosis, mediante edema plantar inducido por carragenina,

sobre el modelo animal que es la rata de laboratorio Rattus norvergicus.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. Inflamacion

1.1.1. Definicion

Es la respuesta fisioldgica del organismo al dafio histico que provoca reacciones humorales,
vasculares y celulares en el sitio de la lesion, la inflamacion desencadena complejos
acontecimientos que curan y reconstruyen el tejido dafiado siendo un proceso inmediato y

continuo. (Montero et al., 20001: p.79)

Se define a la inflamacién como una respuesta propia del sistema inmunolégico hacia el dafio
causado a sus tejidos o células vascularizadas por bacterias o cualquier otro agente de naturaleza
fisica, quimica, bioldgica 0 mecanica. A pesar de ser una reaccién dolorosa, la inflamacion es
una respuesta reparadora, misma que implica un gasto de energia metabdlica considerable,
(Garcia, 2008, p. 91) por esta razon cabe destacar que la inflamacion no es una enfermedad, sino
una respuesta inespecifica que da como resultado un efecto favorable y saludable en el

organismo. (Ledn et al., 2015a: p.48)
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Figura 1-1 Proceso inflamatorio como consecuencia de una herida.

Fuente: (Pefia, 2014)

1.1.2. Respuesta Inflamatoria

La respuesta inflamatoria esta relacionada con el proceso de reparacion de células o tejidos
dafados, es de gran utilidad para atenuar, destruir o localizar el agente inflamatorio iniciando
rapidamente una serie de eventos que determinan la cura o reconstruccion de la célula o tejido
lesionado. De no existir esta respuesta inflamatoria las infecciones se propagarian
incontroladamente, las heridas no curarian y los 6rganos que sufran lesiones presentarian
supuraciones permanentes; es por esta razon que la inflamacion es considerada una respuesta de

caracter protector y no una enfermedad. (Leon et al., 2015b: p.48)

El proceso inflamatorio expone al cuerpo a niveles prolongados de especies reactivas de
oxigeno (ROS), dando lugar a la acumulacion de dafio oxidativo en los tejidos. Una clase de
receptores ligados a la regulacion de la inflamacién y la angiogénesis son los receptores
activados por peroxisoma proliferador (PPAR) mismos que regulan la expresion de muchos
genes, incluyendo la COX-2, la 6xido nitrico sintasa y el factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF), entre otros, ademés estimula el crecimiento y el desarrollo de las células
tumorales. La inflamacién también expone al cuerpo a niveles prolongados de ROS, causando
una acumulacion de dafio oxidativo en los tejidos. Los compuestos pro-oxidantes son parte de la

respuesta inmune contra los patdgenos. (Gomes et al., 2013: pp. 1-9)



La respuesta inflamatoria conforma un mecanismo de defensa inespecifico que puede ser

evaluada gracias a los siguientes criterios:

Tabla 1-1: Criterios diagnosticos de Respuesta Inflamatoria

Criterio Valores

Frecuencia Cardiaca Mas de 90 latidos por minuto

Frecuencia Respiratoria | Mas de 20respiraciones por minuto

Temperatura Mas de 38 grados 0 menos de 36 grados

Leucocitos Leucocitosis de mas de 12,000/mm?3o leucopenia menor
de 4,000/mm?, o bien mas de 10% de bandas

Fuente: (Duarte et al., 2009, p. 226)

Realizado por: Nancy Vargas, 2017

1.1.3. Signos Clinicos de la Inflamacion

Celsus (escritor romano del siglo 1 d.c.) fue el primero en definir los cuatro signos principales
de la inflamacion, a lo que Virchow agreg6 el quinto signo clinico, por lo que actualmente se

conocen cinco signos principales para detectar la inflamacion:

e Rubor: coloracion roja por el aumento del flujo sanguineo

e Tumor: hinchazén, debido al aumento del liquido intersticial.

e Calor: se produce por un aumento del flujo sanguineo y por constriccion de las vénulas
en el area de lesion.

e Dolor: se debe a la liberacion de sustancias que activan los receptores, ejemplo: las
prostaglandinas.

e Impotencia funcional: es una respuesta sistémica del organismo estrechamente

relacionada con el estrés, de intensidad variable. (Pefia, 2014)



1.1.4. Mediadores de la inflamacion

La inflamacion estara bajo el control de los mediadores que liberen las células que intervienen

en la respuesta inflamatoria, estos mediadores son los siguientes:

Tabla 2-1: Mediadores de la Respuesta Inflamatoria

Mediador

Accion

Histamina y serotonina (aminas vasoactivas)

Incremento de la permeabilidad

Bradicinina

Incremento de la permeabilidad y dolor

C3a (producto del complemento, anafilotoxinas)

Incremento  de la
opsonina

permeabilidad

C5a (producto del complemento, anafilotoxinas)

Incremento de la permeabilidad,

quimiotaxis, adhesion 'y activacion
leucocitaria
Prostaglandinas ~ (metabolitos  del acido | Vasodilatacion, fiebre, activa a otros
araquidénico) mediadores
Leucotrieno Bs (metabolitos del 4&cido | Quimiotaxis, adhesion y activacion
araquidénico) leucocitaria

Leucotrieno Cs, D4, Es4 (metabolitos del &cido
araquidénico)

Incremento de la permeabilidad,
broncoconstriccién, vasoconstriccion

Metabolitos del oxigeno (radicales libres)

Incremento de la permeabilidad, lesién
endotelial y tisular

Factor activador de plaquetas (PAF)

Incremento de la
broncoconstriccion,
leucocitos

permeabilidad,
cebado de

Interleucina-1 (IL-1) y Factor de necrosis
tumoral (TNF) (citocinas)

Reacciones de fase aguda, activacion
endotelial, Quimiotaxis

Oxido Nitrico

Incremento de la permeabilidad,
vasodilatacion, citotoxicidad

Fuente:(Leon et al., 2015c¢: p.49)

Realizado por: Nancy Vargas, 2017




1.1.5. Tipos de inflamacion

Los dos tipos de inflamacion son: aguda y cronica. La inflamacién aguda presenta una
evolucidn breve con caracteristicas propias como exudacion de proteinas plasmaticas y liquido,
acompafiado de la migracion de leucocitos. La inflamacion cronica es de larga duracion,

caracterizandose por la proliferacion de vasos sanguineos y necrosis tisular. (Leon et al., 2015b: p.48)

1.1.5.1. Inflamacién Aguda

Esta inflamacion es de origen infeccioso, con una evolucion breve y consta de tres fases:

1. Fase inmediata o nerviosa: generalmente esta fase produce dolor patoldgico debido al
aumento de la sensibilidad del sistema nervioso causada por el acimulo de sustancias que
posteriormente producira necrosis. En esta etapa se origina primeramente vasoconstriccion, muy
seguida de vasodilatacién causando calor y enrojecimiento debido al aumento del flujo

sanguineo.

2. Fase intermedia o inmune: una vez producida la vasodilatacion el siguiente paso es el
aumento de la permeabilidad vascular, este es el que origina el edema y a su vez el paso de

leucocitos hacia el foco de infeccidn.

3. Fase tardia o enddcrina: si la evolucion es favorable el tejido lesionado recupera la

normalidad morfoldgica y funcional generalmente por cicatrizacion. (Arias et al., 1999a: pp. 287-295)

1.1.5.2. Inflamacion Crénica

Este tipo de inflamacidn suele iniciar aun cuando no exista lesion alguna y no termina cuando
deberia terminar. (Instituto Nacional del Cancer, 2015) La inflamacion crénica es el resultado del
aumento de la respuesta inflamatoria debido al fracaso de la resolucion de la infeccion, es de

larga duracion en la que se produce simultdneamente destruccidn e infiltracion tisular por parte



de las células inflamatorias y la curacién. Cuando la inflamacidn es causada por la resistencia de
un microorganismo las células que impregnan el tejido seran los linfocitos, macréfagos y
celulas plasmaticas, en tanto si la inflamacién es inducida por un autoantigeno se producira la

infiltracion prolongada de linfocitos T. (Arias et al., 1999b: pp. 297)

La inflamacién crénica puede causar a largo plazo dafios en el ADN y progresivamente causar
cancer, es asi que si una persona sufre de enfermedades inflamatorias cronicas del intestino
como por ejemplo la enfermedad de Crohn ésta tendra un mayor riesgo de desarrollar cancer de

colon. (Instituto Nacional del Cancer, 2015)

1.1.6. Fases de la Inflamacion

Se ha dividido a la inflamacién en cinco etapas:

1. Liberacién de mediadores: son moléculas de estructura elemental que son liberadas o

sintetizadas por mastocitos gracias a la accién de estimulos determinados.

2. Efecto de los mediadores: al ser liberados, los mediadores provocan cambios vasculares y
efectos quimiotacticos, mismos que favorecen la llegada de células inmunes y moléculas al

foco infeccioso.

3. Llegada de moléculas y células inmunes al foco infeccioso: la mayoria procedente de la

sangre y en menor cantidad aquellas que son cercanas al foco.

4. Regulacién del proceso inflamatorio: al igual que la mayoria de las respuestas inflamatorias,
la inflamacion integra un conjunto de mecanismos inhibidores que finalizan o equilibran el

proceso.

5. Reparacion: en esta fase van a participar distintas clases de fendmenos que van a establecer la
reparacion parcial o total de los tejidos dafiados por agentes agresores o por la misma

respuesta antiinflamatoria. (Gonzalez et al., 2010)
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1.2. Antiinflamatorios

1.2.1. Definicion

Son sustancias capaces de aliviar o mitigar las manifestaciones de alarma propiciadas por el
organismo frente a manifestaciones de dolor, fiebre o tumoracién que en conjunto conforman la
inflamacidn. Gracias al avance de la ciencia se ha podido desarrollar farmacos especificos y
selectivos para atenuar este tipo de manifestaciones de la inflamacion, entre los cuales se
destacan dos grupos importantes: los analgésicos antiinflamatorios no esteroideos (AINES) y los
antiinflamatorios esteroideos o glucocorticoides. (Mendoza, 2008a: pp. 290-291)

1.2.2. Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

Son un grupo de farmacos pertenecientes a diferentes clases quimicas como por ejemplo:
derivados del acido salicilico, del indol, del p-aminofenol entre otros, y recientemente se han
sintetizado los inhibidores selectivos de la ciclooxigenasa-2 como los coxibs. Sin embargo, este
tipo de farmacos tienen en comun el ser acidos organicos débiles, presentando un pKa de 3 a5
ademas de inhibir selectivamente a la ciclooxigenasa (COX), sintetasa de tromboxanos o
sintetasa de prostaglandinas lo cual permite apreciar su utilidad terapéutica tanto como

analgésicos, antiinflamatorios o antipiréticos. (Mendoza, 2008b: pp. 291)
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Figura 2-1 Biosintesis de prostaglandinas y leucotrienos e inhibicién de la COX
por los AINEs.

Fuente: (Mendoza, 2008c: pp. 291)

1.2.2.1. Mecanismo de accion

Los AINEs actuan inhibiendo la produccion de prostaglandinas, esto se logra a través de la
inhibicion de la enzima ciclooxigenasa la cual facilita la conversion del &cido araquiddnico en
prostaglandinas. Al ser liberados los farmacos antiinflamatorios no esteroideos en los tejidos
lesionados desaparecen los distintos efectos producidos por la inflamacion como dolor, fiebre y
tumefaccion, esto se debe principalmente a la reduccion de la sintesis de prostaglandinas y a la
activacion de la accion antiinflamatoria sobre las fibras sensitivas por parte de los AINES. (De
Ahumada et al., 2002a: p. 136)
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1.2.2.2. Reacciones adversas mas frecuentes

Los efectos indeseables que representan los AINEs dependen en gran medida del farmaco que
se esté utilizando, sin embargo existen dos riesgos representativos por causa de la medicacion

de estos farmacos:

e Riesgo Cardiovascular: este tipo de medicamentos pueden representar un alto grado de
riesgo de fendmenos trombaticos cardiovasculares, de ictus y de infarto de miocardio que
pueden ser mortales. Este riesgo va aumentando con relacion a la duracion del tratamiento

teniendo un mayor riesgo aquellos pacientes que sufran de enfermedades cardiovasculares.

e Riesgo gastrointestinal: la inflamacion, Glceras, perforacion gastrica e intestinal, hasta
hemorragias son algunos de los riesgos mas representativos que se presentan al ingerir
AINEs, estas manifestaciones clinicas pueden aparecer en cualquier momento del
tratamiento y sin sintomas de alerta. Los adultos mayores son aquellos que presentan un

riesgo elevado de sufrir efectos graves gastrointestinales. (Lorenzo et al., 2008a: p. 518)

1.2.2.3. Uso Clinico

e Los AINEs se utilizan para afecciones leves o moderadas tales como: cefalea,
odontalgia, mialgia. En los ultimos afios se ha desarrollado preparados farmacéuticos
combinando un analgésico opiaceo con un antiinflamatorio, un ejemplo de esta mezcla
es la codeina. En los dolores menstruales no es aconsejable el uso de la aspirina ya que

por su actividad antiagregante plagquetaria puede aumentar o prolongar la hemorragia.

e Se utiliza también en procesos de tipo reumatico como la artritis reumatoide.

e Parael tratamiento de cuadros febriles, sin importar su etiologia.

« Gracias a su accion de antiagregante plaquetaria se utiliza la aspirina como profilaxis
cardiovascular, siempre y cuando se lo administre a dosis bajas. (De Ahumada et al., 2002b: p.
137)
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1.2.2.4. Medicamentos representativos

Los principales AINEs que se conocen en el mercado son:

e Derivados del Salicilato: Acido Acetilsalicilico

o Derivados del p-aminofenol: Acetaminofén

e Derivados del Indol y Acido Indenacético: Indometacina

e Derivados del Acido Arilpropiénico: Naproxeno, lbuprofeno

e Derivados del acido eno6lico: Peroxicam, Meloxicam

1.2.3. Antiinflamatorios esteroideos

También conocidos como glucocorticoides, son hormonas producidas por las glandulas
suprarrenales. Estos farmacos tienen un rol importante en la accion antiinflamatoria debido a
que inhiben la produccién de varios factores celulares como las citocinas o reactantes de la fase
aguda los cuales son criticos en la generacion de la inflamacion, dando como resultado la

disminucién de la liberacidon de factores quimiotécticos y vasoactivos. (Betés et al., 2008a: p. 130)
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1.2.3.1. Mecanismo de accion

Estos farmacos actlian atravesando la membrana citoplasmatica e interactuando con receptores
especificos que se encuentran en el citoplasma de las células de los tejidos diana. La clave para
gue estos farmacos sean potentes antiinflamatorios radica en la induccion de la expresion de la
macrocortina o lipocortina que es una proteina que inhibe la fosfolipasa A; interfiriendo con la
produccion de prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos (sustancias proinflamatorias), de

esta manera se disminuye su sintesis y su liberacidn. (Betés et al., 2008b: p. 130)

1.2.3.2. Reacciones adversas

Debido a la accion de estos medicamentos sobre varios tejidos del cuerpo humano, se presentan

efectos adversos a diferentes niveles, como por ejemplo:

e (Gastrointestinales: Ulcera péptica

e Musculo esquelético: osteoporosis, miopatia

e Cardiovasculares: hipertension

e Metabolicos: diabetes

e Renales: Insuficiencia Renal Cronica, nefritis aguda

» Psiquiaticos: farmaco dependencia, ansiedad. (Betés et al., 2008c: p. 131)

1.2.3.3. Medicamentos representativos

El antiinflamatorio esteroideo mas reconocido es la prednisona.
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1.3. Diclofenaco sédico

El diclofenaco es un AINE perteneciente a la familia de los derivados del acido fenilacético, con
una potencia parecida a la de los derivados de &cidos propidnicos. Ademés de ser
antiinflamatorio es uricosurico y posee una actividad selectiva para inhibir la COX-2. (Lorenzo et
al., 2008b: p.527)
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Figura 3-1 Estructura Quimica del Diclofenaco

Fuente: (Lorenzo et al., 2008, p. 527)
1.3.1. Mecanismo de accion

El principal mecanismo de accién es la inhibicion selectiva de la COX-2, y en menor grado
inhibir la sintesis de las prostaglandinas las mismas que contribuyen en el desarrollo de la

inflamacidn, dolor y fiebre. (Lorenzo et al., 2008c: p.527)
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1.3.2. Farmacocinética

Tras su administracion se acumulara en el liquido sinovial, luego se metabolizara en el higado
gracias a la accion de la enzima CYP2C. Se elimina por la orina en un 65% y por la bilis en un

35% tras sufrir glucoronidacion y sulfacion. (Lorenzo et al., 2008d: p.527)

1.3.3. Posologia

e Antiinflamatorio: para el tratamiento de artritis y artrosis se administra en dosis de 100-200

mg/dia dos veces al dia o cuatro veces al dia dependiendo de la afeccién.

» Analgésico: 50mg cada ocho horas en procesos postoperatorios, para célicos renales se

administra 75mg por via intramuscular. (Lorenzo et al., 2008e: p.527)

1.3.4. Reacciones adversas

Los efectos gastrointestinales son los més frecuentes, cifrando un 20% y hasta un 2% se ven
obligados a abandonar el tratamiento. Ademas se ha reportado que se produce un ligero

aumento de transaminasas hepaticas en el 15% de los pacientes siendo éstas reversibles. (Lorenzo
et al., 2008f: p.527)

1.4. Biodiversidad en el Ecuador

La flora del Ecuador es reconocida desde hace tiempo gracias a varias publicaciones, pero no es
hasta que Jergensen y colaboradores publican en el afio 1999 el Catdlogo de las Plantas
Vasculares del Ecuador donde se da a conocer la gran diversidad de la flora presente en nuestro
pais, reportando mas de 16 000 especies, numero que ha ido incrementandose apreciablemente

gracias a varias investigaciones. (De la Torre et al., 2008a:p.1)

Ecuador ha sido reconocido ultimamente por su riqueza en flora, especialmente porque un gran

nimero de las plantas reportadas han sido registradas como plantas Gtiles (5172), de estas
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aproximadamente un 60% son utilizadas con fines medicinales, el 55% se utiliza como fuente

para la construccion, el 30% son comestibles y un 20% son utilizadas para fines sociales. (De la
Torre et al., 2008b:p.2)

La economia del pais depende en gran medida de la naturaleza debido a que es proveedora de
recursos importantes para el desarrollo y bienestar social, Ecuador ha ocupado el 172*° puesto en
relacion a los paises megadiversos del mundo por lo que es vital saber aprovechar este recurso
natural de manera adecuada mediante su conservacion y uso sustentable, es asi que en el
Programa de Gobierno de la Republica del Ecuador especificamente en el apartado Revolucion
Ecoldgica se propone como prioridad la conservacion y el uso sostenible del patrimonio natural

y los recursos naturales. (SENPLADES, 2009a)

Como se mencion6 anteriormente Ecuador es un pais megadiverso, por lo que se puede utilizar
esta cualidad para transformar la matriz productiva, suponiendo una interaccion con lo
cientifico-técnico y asi produciendo cambios estructurales que encaminen las formas
tradicionales de produccion, diversificando la matriz productiva en nuevos sectores como el de
la Fitoterapia y poniendo énfasis en la conformacion de nuevas industrias con alta

productividad, sostenibles y diversos, y por ende de inclusién econémica. (SENPLADES, 2009b)

1.4.1. Fitoterapia

La Fitoterapia es una ciencia que estudia el uso de productos de origen vegetal que seran
utilizados con fines terapéuticos, gracias al avance cientifico este conocimiento se dej6 de lado,
sin embargo debido a la gran incidencia de efectos adversos de medicamentos de sintesis,
desarrollo de nuevos métodos analiticos para el control de calidad y el desarrollo de nuevas
formas de preparacion y administracion de fitomedicamentos se ha logrado que la Fitoterapia
surja nuevamente, por ejemplo, en Alemania el uso de fitomedicamentos tuvo un aumento

apreciable entre 1970 y 1997 del 4% y un 92% dependiendo de las patologias. (Cafiigueral et al.,
2003, pp. 265-276)

En el Plan Nacional del Buen Vivir, el objetivo 3 establece que el derecho a una vida digna
incluye la salud, una buena alimentacién y un ambiente sano, por lo que al introducirnos en la
Fitoterapia se incluye una buena salud al alcance de todo ciudadano garantizando condiciones
de salud 6ptimas y a la vez conservando la naturaleza intangible cumpliendo a la vez el objetivo

7 de conservacion del patrimonio natural. (SENPLADES, 2009c)
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En nuestro pais la Fitoterapia ain no ha tenido un auge tangible por lo que varias instituciones
publicas y privadas realizan estudios clinicos y pre-clinicos para demostrar su eficacia frente a
diversas patologias, a lo que los pacientes han ido mostrando una excelente aceptacion,

acercando de esta manera a la Fitoterapia a la atencion primaria de salud. (Vanaclocha et al., 200, pp.
1-5)

Como ejemplo se menciona el estudio de la actividad antiinflamatoria y antioxidante de plantas
usadas en la medicina tradicional ecuatoriana, mismo que se realiz6 en la Universidad Central
del Ecuador en convenio con la Universidad Complutense de Madrid (Espafia), Heras y
colaboradores evaluaron los extractos etanolicos de 15 especies de plantas, representando a
ocho familias diferentes, utilizados en la medicina tradicional de Ecuador para actividades
antiinflamatorias y antioxidantes. Los extractos de Conyza floribunda, Eupatorium articulatum,
Eupatorium glutinosum, Bonafousia longituba, Bonafousia sananho, Tagetes pusilla y Piper
lenticellosum mostraron una actividad antiinflamatoria significativa in vivo en el modelo de
edema plantar inducido por carragenina en ratones. Los extractos también se ensayaron in vitro
por su capacidad para inhibir la peroxidacion de lipidos y para eliminar radicales superédxido e
hidroxilo. El extracto de E. articulatum posee ambas actividades. Los extractos de Baccharis

trinervis, E. articulatum y Phytolacca rividoides fueron activos como antioxidantes. (Heras et al,
1998: pp. 161-166)

Se observd que dos especies del género Eupatorium presentaron actividad antiinflamatoria
considerable, este género se ha utilizado por sus propiedades medicinales durante muchas
décadas. Se han descrito varios productos naturales bioactivos en los extractos de spp. y el
género parece ser una fuente bioldgica prometedora para el plomo de nuevos farmacos y
productos de valor agregado. Eupatorium glutinosum, nombre vernaculo 'Matico Serrano' se ha
utilizado durante mucho tiempo en la medicina tradicional. Es un semi arbusto que crece a una
altitud de unos 3000 m en Ecuador y Perd. Una decoccidn de hojas y ramas de la planta se ha
utilizado como astringente, antirreumatico, antimicrobiano, y para curar Glcera estomacal,
diarrea y cefalea, también se ha documentado que las hojas son utilizadas como emplastos para
tratar pequefias heridas, picaduras de insectos e inflamaciones de la piel. (Seedi et al., 2002: pp. 293-
296) La separacion cromatografica del extracto hexandico obtenido a partir de las hojas de
Eupatorium glutinosum dio como resultado la identificacion de Triterpenos dammaradienyl
acetato, a amirenona y unos pocos diterpenos labdanes en curso de investigacion, posiblemente

éstos compuestos son aquellos que le otorgan la actividad terapéutica. (Vidari et al., 1997: pp. 233)
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1.5. Familia Polypodiaceae

Con cerca de 1500 especies, las cosmopolitas Polypodiaceae se encuentran entre las mas
grandes familias de helechos. La mayoria de las especies son epifitas y representan la cuarta
Familia de plantas vasculares epifiticas. La prominencia de la familia fue durante una radiacion
cenozoica en la que los helechos leptosporangiados se diversificaron en diversos nichos y en
distintos bosques dominados por angiospermas, la familia incluye una amplia variedad de
géneros que incluyen: Grammitis (400), Polypodium (150), Pleopeltis (50), Campyloneurum
(50). (Sundue et al., 2014: pp. 4-7)

1.5.1. Campyloneurum amphostenon

Figura 4-1 Rizoma de Campyloneurum amphostenon.

Elaborado por: (Nancy Vargas, 2017)

Campyloneurum amphostenon pertenece a la familia Polipodyaceae, es epifita por excelencia,
constituido por un rizoma rastrero delgado que tiene un sabor dulce-agrio, sin olor que mide de
tres a cinco mm de didmetro, constituido por filopodios separados unos de otros a mas de 5
mm., se caracteriza por las escamas del rizoma dispersas, de base codiforme mayor de 1.5 mm
de ancho y por las hojas que estan constituidas principalmente con menos de 5 aréolas entre la
costa y el margen. Esta especie es de amplia distribucién, principalmente se extiende desde el

sur de México hasta el Per(. (Ledn, 2016a)

1.5.1.1. Habitat
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Este helecho crece en areas montafiosas, hallandose el centro de diversificacion en la region
andina. Crecen en lugares protegidos del sol preferentemente en bosques himedos, medrando la
corteza de los arboles y ramas de otros vegetales o en rocas, sobre un suelo rico en humus,
distribuyéndose desde Costa Rica, Panama, Colombia, Venezuela, Ecuador, Per( y Bolivia.
(Leon, 2016h)

1.5.1.2. Descripcién Botanica

Tabla 3-1: Taxonomia de Campyloneurum amphostenon

Reino Plantae

Phylum Pteridophyta

Clase Polypodiopsida

Orden Polypodiales

Familia Polypodiaceae

Género Campyloneurum
Epiteto especifico amphostenon

Autor (Kunze ex Klotzsch) Fée

Fuente: (Universidad Nacional de Colombia, 2016)

Realizado por: Nancy Vargas, 2017
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1.5.1.3. Usos Medicinales

En Honduras los helechos de la familia Polypodiaceae han sido utilizados tradicionalmente con
fines medicinales tales como: Ulcera péptica, problemas renales entre otras afecciones de dolor

articular. (Liu et al., 1998a: pp. 187-194)

Los indigenas nativos de Honduras han venido utilizando los rizomas de Calaguala,
especificamente la especie Polypodium leucotomos en infusiones para el tratamiento de
tumoraciones malignas (Horvath et al., 1967a: pp. 1256-1258), enfermedades que afectan la piel como

la psoriasis y dermatitis atpica (Portillo et al., 1985, pp. 10-16).

En indonesia el rizoma del helecho Polypodium feei se ha utilizado tradicionalmente para el
tratamiento de la hipertension y reumatismo. (Subarnas et al., 2000a: pp. 401-405)

1.5.1.4. Composicion Quimica

Los estudios para identificar los compuestos quimicos se ha realizado en algunas de las especies

de la familia Polypodiaceae, pero éstos ain son incompletos.

Manna y colaboradores realizaron una elucidacion estructural por Resonancia Magnética
Nuclear en el extracto metandlico de Polypodium leucotomos el cual revel6 que la calagualina

(principio activo de la calaguala) contiene:

e Un glucosido: (kaempferol-O-b-xylopyranosyl-(1-2)-b-D-arabinopyranoside),
o Dos flavonoides glucosidicos: rutina y kaemferol3-O-a-p-arabinopyranoside
e La fraccion de proantocianida selligueain

e Y el &cido cumarinico. (Manna et al., 2003c: pp. 171-180)
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Liu y colaboradores identificaron por medio de la técnica de HPLC compuestos del P.

decumanum:

e Acidos Grasos Poliinsaturados: &cido linoléico, linolénico y araquidénico.
e Triterpenos

o Lafraccion de selligueain. (Liu et al., 1998b: pp. 187-194)

Selligueain

Figura 5-1 Estructura quimica de Selligueain de Polypodium

Fuente: (Liu et al., 1998, p. 189)

Yao y colaboradores realizaron una investigacion fitoquimica de un helecho nativo de China
(Polypodium hastatum), se aislaron tres glucésidos flavonoides, un esteroide y una cumarina
sobre la base de anélisis espectroscépico incluyendo UV, MS, y NMR, y propiedades quimicas

y fisicas:

e [ —sitosterol

e Cumarina

e Juglanina

o kaempferol-7-O-a -L-rhamnopyranoside

e (+)-afzelechin-5-O- B -D-apiofuranoside (nuevo glicésido flavonoide). (Yao et al., 2012:
pp. 275-278)
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1.5.1.5. Experimentos in vitro

Para los estudios quimicos se han preparado dos tipos de extractos de este rizoma: una fraccion
que es hidrosoluble y otra fraccion liposoluble, a la mezcla de estas dos fracciones Horvath lo
denomino calagualina y a su vez le dio el nombre de principio activo de este tipo de helechos
siendo ésta una saponina formada por un cetosteroide y una desoxihexosa. (Horvath et al., 1967b: pp.
1256-1258)

Estudios acerca de los efectos inhibitorios del extracto metandlico de Polypodium leucotomos
sobre la activacion de NF- kB (factor de necrosis tumoral) inducida por agentes inflamatorios
(forbol y lipopolisacarido) han demostrado que bloquea la activacion de NF-kB por la
inhibicion de la fosforilacion y degradacion del mismo, lo que a su vez proporciona a la

molécula la capacidad de suprimir la inflamacidn y la tumorogénesis. (Manna et al., 2003b: pp. 171-
180)

1.5.1.6. Experimentos in vivo

Se han realizado experimentos in vivo que han demostrado la eficacia de especies de la familia

Polypodiaceae como antiinflamatorio, entre las mas importantes tenemos a las siguientes:

En Indonesia se aisld la proantocianidina sellegueain A, a partir del helecho Polypodium feei
mediante diferentes técnicas cromatograficas, la cual al realizar un estudio de la actividad
antiinflamatoria y analgésica usando carragenina y acido acético respectivamente, se determind
que posee actividad analgésica y antiinflamatoria gracias a la inhibicidn selectiva que ejerce este
compuesto en la sintesis de prostaglandinas, concretamente la fraccion de la proantocianidina
ejerce un efecto inhibitorio en la ciclooxigenasa y de este modo inhibe a la vez la progresion de

la inflamacién y calma el dolor producido por la misma. (Subarnas et al., 2000b: pp. 401-405)

Zattra y colaboradores realizaron un estudio in vivo, en el cual demostraron que el extracto de P.
leucotomos inhibe la COX-2 inducida por radiacion ultravioleta, mediante la exposicion
prolongada a la luz UV de ratones, a los cuales se les dividié en dos grupos, al grupo 1 se
administro el extracto de P. leucotomos puro, mientras que al grupo 2 se administré el extracto

de P. leucotomos mezclado con el vehiculo, se obtuvo como resultado de este ensayo que el
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extracto puro de P. leucotomos activa el gen p53 y reduce la inflamacion aguda por inhibicion

selectiva de la Cox-2. (Zattra et al., 2009: pp. 1952-1961)
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Lugar de investigacion

— Comprobacion e identificacion taxondémica: Herbario de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo (ESPOCH).

— Control de calidad de la droga: Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de
Ciencias de la Escuela de Bioquimica y Farmacia de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo (ESPOCH).

— Evaluacién de la Actividad Antiinflamatoria: Bioterio de la Facultad de Ciencias de la
Escuela de Bioquimica y Farmacia de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo
(ESPOCH).

2.2. Materiales, equipos y reactivos para la determinacién de la actividad antiinflamatoria.

2.2.1. Materia prima

La materia prima utilizada fue rizomas de Campyloneurum amphostenon, que se recolectaron en
la parroquia Yaruquies al occidente de la ciudad de Riobamba, a los margenes del rio Chibunga
en la provincia de Chimborazo, verificandose especificamente las coordenadas geograficas
(Latitud: 1°41'12"S ) y (Longitud: 78°39'17"W).
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2.2.2. Reactivo Bioldgico

Para la investigacion de la actividad antiinflamatoria se utiliz6 como reactivo biolégico ratas
albinas (Rattus norvegicus) que segun la Organizacion Panamericana de la Salud expres6 en su
X1 reunioén realizada en 1980 que “los paises que han logrado un gran avance en el control de
las enfermedades humanas y animales son los que han establecido entidades que se dedican al

desarrollo de la Ciencia de los Animales de Laboratorio”. (Barassi et al., 1996a: pp. 531-532).

Para trabajar con los animales de experimentacién se aplicd los “Principios de Técnicas de
Experimentacion Humanitarias” descritas por W. M. Russel y R. L. Burch, para mantener y
utilizar en condiciones dignas y Optimas a los animales de laboratorio, obedeciendo las tres R

gue regulan la experimentacion con animales de laboratorio, y son las siguientes:

1. Reemplazo de aquellos procedimientos que utilizan animales por otros que no sean Utiles.
2. Reduccion en el nimero de animales de experimentacion utilizados.

3. Refinamiento de los métodos utilizados. (Capé, 2005a: p.29)

2.2.2.1. Descripcion de animales de experimentacion

e Peso promedio: 200-250¢g
e [Edad: 2-3 meses
e Sexo: Hembras

e Lugar de nacimiento: Bioterio del Instituto Nacional de Salud Pablica (INSPI).
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2.2.2.2. Condiciones ambientales

e Temperatura: 25+2°C

e Humedad Relativa: 455 %

e Fotoperiodo: 12 horas luz — 12 horas oscuridad

e Aguay comida: ad libitum

e Cama con tamo esterilizado: cambio cada 48 horas.

e Tiempo de ambientacion: 15 dias

2.2.3. Equipos, materiales y reactivos

EQUIPOS

— Molino Arthur H. Thomas

— Balanza analitica Radwag S 220.R2
— Rotavapor BUCHI CH-9230 FLAWIL-SCHWEIZ
— Sonicador Cole-Parmer

— Estufa RE 115

— Mufla SNOL 8,2

— Refractometro de Abbé

— Espectrofotometro Cole-Parmer

— Vortex

— Centrifuga Clay Adams

— Desecador

— Cémara UV

—  pH-metro (HANNA INSTRUMENT)
— Bomba de vacio
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— Cémara fotogréafica (Samsung)
— Computadora HP

— Congelador

MATERIALES

— Vasos de precipitacion de 50, 100,250 y 500 mL
— Pipetasde 1,5y 10 mL

— Cépsulas de porcelana

— Crisoles

— Espétula

— Probetas de 50 y 100 mL

— Balon esmerilado de 500 mL

— Balones aforados de 10, 25, 50, 100 y 250 mL
— Tripode

— Varilla de agitacion

— Reverbero

— Matraces

— Embudo simple

— Termdmetro

— Picnémetro

— Piseta

— Pinzas para capsulas

— Pinzas de tubos

— Desecador

— Cuba cromatografica

— Capilares
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— Micropipeta automética de 100uL
— Micropipeta automatica de 1000uL
— Tubos de vidrio de 10 mL

— Puntas azules estériles

— Puntas amarillas esteriles

— Embudo de separacion de 250mL
— Embudo buchner

— Kitasato de 100mL

— Frascos de vidrio &mbar

— Papel filtro

— Papel aluminio

— Canula

— Jeringuillasde 1, 3,5y 10 mL

— Algoddn

— Guantes, mascarilla, zapatones

— Cémara fotogréfica

— Soporte universal

REACTIVOS

— Etanol 96%

—  Eter dietilico

— Agua destilada

— Agua purificada
— Acido clorhidrico
— Acido sulfurico

— Cloroformo
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Acido formico

Acido acético glacial

Acetato de etilo

Cloruro de Aluminio
Polietilenglicol

Metanol

Soluciones de &cido gélico
Nitrito de Sodio 5%

Tricloruro de aluminio 10%
Hidroxido de sodio 1M
Soluciones de quercetina
Carbonato de sodio al 20%
Reactivo de Folin-Ciocalteu 20%
Solucién de DPPH" (60 uM)
Solucion de carragenina al 1%
Solucion de Diclofenaco Sédico
Solucidn de Carboximetilcelulosa al 10%
Alcohol antiséptico

Vaselina

Placas de Silica gel 60 F254 (Merck)
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2.3. Métodos y Técnicas

2.3.1. Comprobacion Taxonémica

La identificacion taxonémica de los rizomas de Calaguala (Campyloneurum amphostenon) se
realizd en el Herbario de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (ESPOCH) por el Ing.

Jorge Caranqui quién certificé el ejemplar. (Ver Anexo A)

2.3.2. Material vegetal

Se descartd las hojas y los rizomas deteriorados, se lavo el material vegetal recolectado con
abundante agua y luego se procedi6 al secado de los rizomas en una estufa con circulacion de
aire a una temperatura de 40°C durante tres dias, hasta alcanzar una humedad relativa de 11%.
Posteriormente se molié los rizomas secos en un molino con cuchilla giratoria y se almaceno en

una funda plastica a temperatura ambiente.

2.3.3. Obtencion del extracto Etandlico blando para evaluacion antiinflamatoria

Para la obtencion del extracto etandlico blando de Campyloneurum amphostenon se utiliz6
como unico solvente alcohol etilico al 96%. Se pes6 305,2 g del material vegetal seco y molido,
el cual se coloco en un matraz erlenmeyer de 3000 mL con 1750 mL de solvente, luego se dejé
macerar por 48 horas protegido de la luz y a temperatura ambiente con agitacion ocasional (2 o

3 veces al dia), metodologia basada en la Farmacopea Brasilefia.

Transcurrido este tiempo se procedié a filtrar el contenido de la maceracion al vacio con la
ayuda de un kitasato y un embudo Buchner, luego se concentrd la muestra en el rotavapor a una
temperatura no mayor de 60°C, este proceso tiene como finalidad aumentar el contenido de
solidos del extracto ya que a mayor concentracion de éstos se logrard obtener un determinado
contenido del residuo seco. A pesar de ser una técnica Util, la concentracion viene a ser una

etapa con un grado de dificultad elevada debido a que se corre el riesgo de degradacion de
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sustancias termolabiles por lo que la mayoria de extractos son evaporados a temperaturas

relativamente bajas o al vacio. (Sharapin et al., 2000d: p.54).

Una vez obtenido el extracto blando, éste fue recogido en un frasco &mbar y congelado para su

posterior utilizacion.

2.3.4. Control de Calidad del material vegetal

El Control de Calidad se realiz6 para confirmar la identidad y pureza de C. amphostenon, estos
parametros se ejecutaron en base a las técnicas establecidas por la Farmacopea Brasilefia y la
Norma Ramal de Salud Publica (NRSP) 309 de Cuba, realizando las siguientes pruebas:

— Determinacion de Cenizas Totales

— Determinacion de Cenizas Solubles en agua

— Determinacion de Cenizas Insolubles en Acido Clorhidrico

— Determinacion del contenido de Humedad: método gravimétrico

2.3.5. Control de Calidad del extracto Etanélico

El control de calidad del extracto Etandlico se realizé en base a las Normas Ramales de Salud

Publica de Drogas Crudas 312 de Cuba, y se efectuaron las siguientes pruebas:

— Requisitos Organolépticos: color, olor, turbidez, aspecto.

— Determinacion del pH
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2.3.6. Tamizaje Fitoquimico

Este andlisis se realizd en base a las Normas Ramales de Salud Publica de Drogas Crudas 309
de Cuba y a las técnicas descritas por Martinez en su libro Farmacognosia y Quimica de los
Productos Naturales (Martinez, 2001, pp. 170-171), identificando reacciones de coloracion,
precipitacion y fluorescencia, las cuales permitieron identificar determinados compuestos

caracteristicos de la planta (flavonoides, alcaloides, saponinas, terpenos, etc.)

30-50 = MATERIAL VEGETAL

EXTRAER CON S0-150mL DE ETER ETILICD POR MACERACION
DURANTE 4E HORAS A TEM PERATURA AMEBIENTE

FILTRAR

EXTRACTD ETERED RESIDUD SOUIDD
Sacar  pesar

EXTRAER COM 3WECES EL PESD DEL RESIDUD EN WOLUMEN
COM ETANOL POR MACERACION DURSNTE 48 HORAS

RESIDUD S0UDD EXTRACTD ALCOHOLICD
Smcair  pesar

EMTRAER DDN IVECES EL PESD DEL RESIDUD EN WVOLUMEN DDN
AGUA DESTILADA POR MACERACKON DURANTE 48 HORAS
RESIDUD S0UDD EXTRACTD ACUDED

Sacair y pesur

Figura 1-2 Extraccion sucesiva de metabolitos secundarios con solventes de polaridad

creciente

Fuente:(Martinez, 2001, pp. 170-171)

Realizado por: Nancy Vargas, 2017
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Tabla 1-2: Tamizaje Fitoquimico de los diferentes extractos obtenidos

EXTRACTO ETEREO EXTRACTO ALCOHOLICO EXTRACTO ACUOSO
Metabolito Ensayo Metabolito Ensayo Metabolito Ensayo
Aceites y grasas | Sudan Catequinas Catequinas Fenoles y Taninos |ClsFe
Alcaloides Dragendorff Alcaloides Dragendorff Alcaloides Dragendorff
Mayer Mayer Mayer
Wagner Wagner Wagner
Lactonas Baljet Resinas Resinas AzUcares Fehling
Cumarinas reductores
Triterpenos- Liebermann- Triterpenos-Esteroides | Liebermann- Flavonoides Shinoda
Esteroides Buchard Buchard
Lactonas y Cumarinas Baljet Saponinas Espuma
AzUcares reductores Fehling Polisacéridos Mucilagos
Saponinas Espuma Principios Amargos |Principios
Amargos
Fenoles y Taninos ClsFe
Aminoécidos Nihidrina
Quinonas Borntrager
Flavonoides Shinoda
Flavonoides Antocianidina

Fuente: (NRSP, 1991, PP.30-40)

Realizado por: Nancy Vargas, 2017
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2.4. Andlisis Cromatografico en Capa Fina (CCF)

2.4.1. Analisis Cromatografico para Flavonoides

La deteccion de flavonoides se realizo en base al protocolo establecido para Cromatografia de
Capa Fina de Wagner H. 2001.

Muestra: Extracto etanélico de Campyloneurum amphostenon a 20 000ppm.

Adsorbente: Silica gel 60 F254 (Merck)

Sistema de solventes: acetato de etilo-acido formico-acido acético glacial-agua (100:11:11:26)
Revelador: AICI;

Potenciador de fluorescencia: Polietilenglicol (PEG)

Visualizacién: Lampara UV largo (254nm)

Para el analisis cromatogréafico se procedié de la siguiente manera:

— Se pes6 20mg del extracto etandlico blando obtenido y se reconstituyé con 10mL del

solvente utilizado (alcohol etilico al 96%).

— Se aplicd de 20 a 30 uL de la solucion etandlica en una placa de cromatografia de Silica gel

con la ayuda de un capilar.

— Luego se introdujo la placa en la cuba cromatogréafica, hasta que el solvente recorra las tres

cuartas partes de la placa.

— Se retir6 la placa de la cuba cromatogréfica, se dejé secar y luego se observé en la ldmpara

UV, si no se logra apreciar ningn compuesto fluorescente se procede a revelar la placa.

— Si no se observa ningin compuesto fluorescente luego de revelar la placa, se procede a

utilizar un potenciador de fluorescencia, finalmente se calculan los Rf. (Wagner y Bladt, 2001b:
pp.195-196)
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Distancia recorrida de la muestra

Distancia recorrida del solvente

2.4.2. Analisis Cromatogréafico para Terpenos

La deteccion de terpenos se realizd en base al protocolo establecido para Cromatografia de Capa
Fina de Arai y colaboradores, quiénes aislaron Triterpenoides a partir de dos tipos de helechos

pertenecientes a la familia Polipodiaceae. (Arai et al., 1991a: pp. 3369-3377)

Muestra: Extracto etanélico de Campyloneurum amphostenon a 20 000ppm.
Adsorbente: Silica gel 60 F254 (Merck)

Sistema de solventes: n-hexano-acetato de etilo (8:2)

Revelador: Vainillina-Acido Sulfarico

Visualizacion: Vis

Para el analisis cromatogréafico se procedio de la siguiente manera:

— Se pes6 20mg del extracto etandlico blando obtenido y se reconstituy6 con 10mL del

solvente utilizado (alcohol etilico al 96%).

— Se aplicé de 20 a 30 L de la solucion etandlica en una placa de cromatografia de Silica gel

con la ayuda de un capilar.

— Luego se introdujo la placa en la cuba cromatogréfica, hasta que el solvente recorra las tres

cuartas partes de la placa.

— Seretird la placa de la cuba cromatografica, se dejo secar y luego se observo en el Vis, si no
se logra apreciar ningun tipo de coloracion se procede a revelar la placa y calentarla en un

reverbero para apreciar las coloraciones propias de los terpenos.

- Finalmente se calculan los Rf. (Arai et al., 1991b: pp. 3369-3377)
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2.5. Cuantificacion espectrofotométrica de flavonoides totales expresados como

porcentaje de Quercetina.

La cuantificacion de flavonoides totales en extracto etandlico blando fue determinado mediante
espectrofotometria UV-visible utilizando cloruro de aluminio, segin el método propuesto por
Boukhris y colaboradores con ligeras modificaciones.

Primeramente se prepar6 una curva de calibracién utilizando como patrén quercetina en

concentraciones de 20-40-60-80 y 100 ppm.

Una vez realizada esta curva de calibracién se procede a realizar el ensayo:

e Se tomaron 100uL de la muestra (extracto etandlico blando de Campyloneurum

amphostenon de 1000ppm) y de las soluciones patrones de quercetina.

e Se agreg6 300uL de NaNO; al 5% y 4mL de agua destilada.

e Se dejo6 en reposo cinco minutos Yy luego se agrego a la mezcla 300uL de AlClsal 10%.

e Se dejo en reposo por seis minutos y se agregd 2mL de NaOH 1M

e Se dejo en reposo cinco minutos protegido de la luz y registrar la absorbancia a una A
de 510nm.

Los resultados se expresaron como miligramos equivalentes de quercetina por mL de extracto y

en porcentaje. (Boukhris et al., 2012: pp.1-8)
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2.6. Cuantificacion espectrofotométrica de fenoles totales mediante el método de Folin-

Ciocalteu.

La cuantificacion de fenoles totales en el extracto etandlico fue determinado mediante
espectrofotometria UV-visible basado fundamentalmente en una reaccion colorimétrica de

oxido-reduccion utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu como agente oxidante.

Se prepard una curva de calibracion utilizando como patrén una solucion estandar de éacido

galico en concentraciones de 20-40-60-80 y 100 ppm.

Se procedio a realizar el siguiente procedimiento tanto para las soluciones estandar como para la

muestra (extracto etanélico blando de Campyloneurum amphostenon de 1111ppm):

Se mezcld 2mL de las muestras a ensayar con 0,5mL del reactivo de Folin-Ciocalteu al
20%.

e Se dejo6 en reposo cinco minutos y luego se afiadié 0,5mL de solucion de NaCOsal 20%
y 5mL de agua destilada.

e Se dejo6 en reposo la mezcla durante una hora a temperatura ambiente y protegiéndola

de la luz.

e Seregistrd la absorbancia de las muestras de ensayo a una A de 510nm.

Los resultados fueron expresados como miligramos equivalentes de &cido galico por mL de

extracto y en porcentaje. (Shao y Lean, 2012, pp. 122-127)
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2.7. Capacidad captadora de radicales libres in vitro. Método DPPH*

El ensayo de DPPH" es una técnica que permite evaluar la actividad de eliminacion de radicales
libres, este método fue descrito en primera instancia por Blois en el afio de 1958 mismo que con
el tiempo ha sufrido ligeras modificaciones para poder obtener resultados confiables. EI DPPH*
(2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) en su forma radical absorbe a 517nm, pero al reducirse por un
antioxidante o una especie radical su absorcion ira disminuyendo progresivamente, por lo que,
una menor absorbancia de la mezcla de reaccion indica una mayor actividad de eliminacion de

radicales libres. (Oztiirk et al., 2010a: pp. 31-38)

El efecto de eliminacion del radical DPPH* se evalu6 siguiendo el procedimiento descrito por

Oztiirk y colaboradores, con ligeras modificaciones.

El estandar o patron se realizdé con &cido galico a concentraciones de 10-20-40-60-80 y 100
ppm, la solucion de DPPH* se obtuvo a partir de la mezcla de 5,9mg del radical DPPH® +
250mL de metanol al 98%, la muestra se prepard a partir del extracto etandlico blando de

Campyloneurum amphostenon a una concentracion de 1000ppm.

Luego se procedio a realizar el siguiente ensayo:

e Se tom6 100uL de la muestra (extracto etandlico blando de Campyloneurum
amphostenon de 1000ppm) o de la solucién estandar y se mezclé con 3,9mL de DPPH*

en metanol (60 um). Se realizé una curva de calibracién con el patrén.

e Se agitd la mezcla con la ayuda de un vortex y se dejé en reposo protegido de la luz

durante una hora.

e Transcurrido el tiempo establecido se midié la absorbancia a una A de 515nm en el
siguiente orden: a) Metanol (para encerar el equipo), b) Muestra de DPPH*, c)Blanco
(3,9mL Metanol+ 100uL solvente del extracto), d) Patron (estdndares de acido gélico),

e) Muestra de Campyloneurum amphostenon de 1000ppm.
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Los resultados fueron expresados como concentracion inhibitoria media (pg/mL) y porcentaje

de Actividad Captadora de Radicales Libres. (Oztiirk et al., 2010b: pp. 31-38)

2.8. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria

El modelo animal utilizado fueron ratas hembras albinas (Rattus norvegicus) con un peso
corporal (p.c.) entre 200-250g, en una edad comprendida de 2 a 3 meses, las cuales se
ambientaron a las condiciones del Bioterio (temperatura constante de 25+2°C, humedad relativa
de 45+5%, fotociclo de 12 horas luz/oscuridad) para su adaptacion por un periodo de 15 dias.

Los animales de experimentacion fueron alimentados con dieta estandar y agua a libre demanda.

Luego del periodo de ambientacidn, se pesaron las ratas para colocarlas en jaulas individuales y
distribuidas aleatoriamente en los grupos de tratamiento. La induccién de la inflamacion se llevd
a cabo utilizando la prueba de edema plantar inducido por carragenina descrita por Winter
(Winter et al., 1962: pp. 544-547), misma que consiste en la administracion de la solucién de
carragenina por via subcutanea en la aponeurosis de la pata derecha de la rata, provocando de

esta manera una reaccion inflamatoria.

Para la ejecucion de la evaluacién de la actividad antiinflamatoria se utilizaron lotes de cuatro
ratas para cada ensayo, el extracto etanélico blando de Campyloneurum amphostenon a probar
fue administrado en tres diferentes dosis, mientras que el blanco, el diclofenaco sodico vy el
extracto estandar (Eupatorium glutinosum) fueron administrados en una Unica dosis, mismos
que se adaptaron a un vehiculo apropiado que fue la carboximetilcelulosa (CMC) al 10%,
solvente que permitié una dispersion homogénea de los extractos siendo su forma farmacéutica
una suspensién que se administrd por via oral con la ayuda de jeringas adaptadas con una canula

para ser utilizada como sonda géstrica.

Los grupos de tratamiento fueron:

e Blanco: vehiculo, solucion de Carboximetilcelulosa al 10%.
e Grupo Control Positivo 1: Diclofenaco sédico, 100mg/Kg

e Grupo Control Positivo 2: Extracto etandlico blando de Eupatorium glutinosum, 100mg/Kg
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e Grupo experimental 1: Extracto etanolico blando de Campyloneurum amphostenon,
300mg/Kg

e Grupo experimental 2:Extracto etandlico blando de Campyloneurum amphostenon,
100mg/Kg

e Grupo experimental 3:Extracto etandlico blando de Campyloneurum amphostenon,
25mg/Kg

Media hora después de la administracion del extracto, se indujo el edema en la pata derecha de
la rata inyectando 0,1mL de solucién acuosa de carragenina al 1%. Las mediciones de las patas
inflamadas se obtuvieron a partir del programa ImageJ (Anexo Q) el cual proporciona un area
exacta y por lo tanto resultados confiables, para esto se fotografiaron las patas inflamadas de las
ratasala0, 1, 2, 3, 4,5, 6y 7 horas después de la induccion de la inflamacion, utilizando una
cadmara Samsung colocada a la misma altura para cada fotografia de las patas inflamadas y asi

obtener resultados confiables.

Los resultados se expresan como porcentaje de inflamacion utilizando la siguiente formula:

At — Ao

% Inflamacién = X 100

Donde:

At= area de la pata inflamada a un tiempo x
Ao= érea normal (antes de la aplicacion de la carragenina)

A continuacion se explica el modelo experimental utilizado para evaluar la actividad
antiinflamatoria del extracto etandlico blando de Campyloneurum amphostenon, in vivo,

fotografiando para cada hora el area de la inflamacién en la region plantar de la rata.
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Tabla 2-2: Modelo experimental para la evaluacion de la Actividad Antiinflamatoria.

TRATAMIENTOS REPETICIONES
T1 R1 R2 R3 R4
T2 R1 R2 R3 R4
T3 R1 R2 R3 R4
T4 R1 R2 R3 R4
T5 R1 R2 R3 R4
T6 R1 R2 R3 R4

Realizado por: Nancy Vargas, 2017

Donde:

T1= Edema plantar + vehiculo

T2= Edema plantar + Farmaco estandar (Diclofenaco sdico 100mg/kg)

T3= Edema plantar + Extracto etanolico estandar (Eupatorium glutinosum 100mg/kg)
T4= Edema plantar + Dosis equivalente de planta contenida en el extracto: 300 mg/kg
T5= Edema plantar + Dosis equivalente de planta contenida en el extracto: 100 mg/kg

T6= Edema plantar + Dosis equivalente de planta contenida en el extracto: 25 mg/kg

Para la evaluacion de la actividad antiinflamatoria se emplearon un total de 24 animales de
experimentacion, utilizando para cada tratamiento 6 ratas albinas. El estudio se realiz6 con

cuatro réplicas para obtener reproducibilidad.

*Nota: los animales de experimentacion deben cumplir ciertas condiciones antes de ser

sometidos al ensayo:

- Por lo menos 12 horas de ayuno

- Los grupos experimentales deben estar conformados por animales con pesos similares.
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2.8.1. Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realizé con la ayuda del programa SPSS version 22, en el cual se aplico
el test ANOVA de un factor para comprobar si existe diferencia significativa entre los
tratamientos estudiados, en base a este pardmetro se planted la siguiente hipotesis estadistica:

Ho: No existe diferencia entre cada uno de los tratamientos administrados a los animales de

experimentacion tras la induccion de edema plantar. p>= 0,05

Hi: Al menos uno de los tratamientos administrados es diferente. p< 0,05

Si se acepta la hipotesis nula (Ho) se concluye que no existe diferencia entre los tratamientos
administrados, pero si se rechaza ésta se asevera que al menos uno de los tratamientos
administrados es diferente por lo que se procede a aplicar el test de Tukey B que determina si
existe diferencia significativa entre los tratamientos administrados segin su porcentaje de

inflamacion.
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CAPITULO Il

3. MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1. Control de Calidad del material vegetal

El control de calidad es de vital importancia para verificar la identidad y esencialmente la

pureza del material vegetal. Se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 1-3: Resultados del control de calidad del material vegetal de Campyloneurum

amphostenon

PARAMETRO RESULTADO (%) REFERENCIA

FARMACOPEA
ESPANOLA

CENIZAS TOTALES 3.929 +0.2441 Max. 5%
DETERMINACION DE CENIZAS 1.652+0.2377 Max. 2%
SOLUBLES EN AGUA
DETERMINACION DE CENIZAS 0.818 + 0.0694 Max. 1%
INSOLUBLES EN  ACIDO
CLORHIDRICO
DETERMINACION DEL 11.236 + 0.0062 Max. 14%

CONTENIDO DE HUMEDAD

Realizado por: Nancy Vargas, 2017

Se puede apreciar que los valores obtenidos en la tabla 1-3 estdn dentro de los valores
establecidos por la Farmacopea Espafiola, al realizar el ensayo de cenizas totales y obtener un
porcentaje dentro de los limites establecidos es indicativo de que el material vegetal no presenta
contaminacion, las cenizas solubles en agua muestran que el material vegetal no presenta
grandes cantidades de sales minerales, en tanto que el ensayo para determinar cenizas insolubles

en &cido clorhidrico demuestran que el material vegetal no contiene metales pesados u otros

componentes inorganicos que contaminen el material vegetal.
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El porcentaje de humedad obtenido determina el contenido de agua residual en el material
vegetal desecado, éste pardmetro no debe exceder el 14% segun la Farmacopea Espafiola, si se
excede este valor podria ocurrir una reaccion de hidrolisis y consecuentemente degradacién de
la materia prima y contaminacion microbioldgica de la misma. Los resultados obtenidos al
realizar el control de calidad del material vegetal se encuentran dentro de lo establecido por la
Farmacopea Espafiola, por lo que se garantiza la pureza de la droga vegetal y se descarta una

posible contaminacion.

3.2. Rendimiento de extraccion del rizoma de Campyloneurum amphostenon

El porcentaje de rendimiento del extracto etanélico blando de los rizomas de C. amphostenon

fue de 16,978 por ciento, como lo muestra la siguiente tabla:

Tabla 2-3: Extracto obtenido de la droga vegetal (DV) de Campyloneurum amphostenon

g de laDV/mL de Extracto obtenido (9) Obtenidos del Extracto % de rendimiento
etanol al 96%

305,29/1750mL Blando 56.8169 de extracto 16.978%

Realizado por: Nancy Vargas, 2017

El extracto obtenido presenté una consistencia pastosa, se utilizé6 como solvente etanol al 96%
obedeciendo a la técnica descrita por la Farmacopea Brasilefia, ya que en ésta se explica
claramente que para la obtencion de un extracto blando se usa como solventes principalmente el
alcohol etilico 0 agua (Farmacopea Brasilefia, 2010 b: p.43), ademas por extraer grandes cantidades de
sustancias naturales que son de interés para la presente investigacion como flavonoides y

terpenos (Sharapin et al., 2000: p.40) por lo que se justifica la raz6n de usar este solvente.
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3.3. Control de Calidad del extracto etandlico de Campyloneurum amphostenon

3.3.1. Requisitos organolépticos de Campyloneurum amphostenon

Tabla 3-3: Resultados de los requisitos organolépticos del extracto etandlico de

Campyloneurum amphostenon

PARAMETRO DESCRIPCION ORGANOLEPTICA
COLOR Café claro

OLOR Ligeramente a alcohol
TRANSPARENCIA Opaco

PRESENCIA DE PARTICULAS Ausencia

SABOR Astringente

Realizado por: Nancy Vargas, 2017

Los pardmetros obtenidos en el control de calidad del extracto etandlico de C. amphostenon
fueron: un color parecido al material vegetal de partida, el olor fue caracteristico y parecido al
solvente utilizado, el extracto no presentd transparencia esto debido a que se trabajé con los
rizomas, mismos que poseen gran cantidad de latex y azlcares que pueden opacar la
transparencia del extracto, en lo que respecta al sabor fue astringente debido a que este extracto
contiene gran cantidad de compuestos fendlicos como se vera mas adelante al obtener los

resultados del tamizaje fitoquimico.

No se ha registrado referencias estandares para su comparacion, pero se puede establecer que
estas caracteristicas son propias para cada especie que se desee analizar, sin embargo, este
parametro nos ayuda a verificar que el extracto esté debidamente preparado, con ausencia de
particulas extrafias, permitiendo a su vez obtener un extracto de calidad y por ende hallar una
accion terapéutica efectiva ya que no existiran contaminantes que interfieran con la accion del

extracto.
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3.3.2. Parametros fisico-quimicos del extracto etandlico de Campyloneurum amphostenon

Tabla 4-3: Resultado del control de calidad de los pardmetros fisico-quimicos

del extracto etandlico de Campyloneurum amphostenon

PARAMETRO RESULTADO

pH 4.423 + 0.2300
Realizado por: Nancy Vargas, 2017

El pH obtenido fue de 4,423 valor que se encuentra dentro de los limites establecidos por la
Farmacopea Espafiola para materiales vegetales que van de 4 a 9.

3.4. Tamizaje Fitoquimico

Tabla 5-3: Resultados de Tamizaje Fitoquimico de Campyloneurum amphostenon

ENSAYO TIPO EXTRACTO EXTRACTO | EXTRACTO
METABOLITO ETEREO ALCOHOLICO | ACUOSO

Sudan Aceites y Grasas + NA NA
Dragendorff Alcaloides - +++ +
Mayer Alcaloides - - -
Wagner Alcaloides - ++ +

Baljet Cumarinas - +++ NA

Liebermann- Triterpenos- + + NA

Buchard Esteroides

Catequinas Catequinas NA - NA

Resinas Resinas NA - NA
Fehling Az. Reductores NA + -
Espuma Saponinas NA + +
ClsFe Fenolesy NA ++ +

Taninos

Borntrager Quinonas NA ++ NA
Shinoda Flavonoides NA ++ -

Antocianidina | Antocianidinas NA +++ NA

Ninhidrina Aminoacidos NA - NA
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Mucilagos Polisacéridos NA NA -

Principios Principios NA NA -
amargos amargos

Interpretacion:(-) Negativo, (+) Baja evidencia, (++) Evidencia Media, (+++) Alta evidencia, (NA)

No Aplica

Realizado por: Nancy Vargas, 2017

El tamizaje fitoquimico se realiz6 en tres diferentes extractos, obteniendo los mismos con

solventes de polaridad ascendente para lograr un mayor agotamiento de la droga vegetal.

El éter dietilico se utiliz6 para obtener el extracto etéreo, éste extraera principios activos
liposolubles encontrandose como resultado los siguientes metabolitos secundarios: aceites y

grasas, triterpenos y esteroides, en baja evidencia.

Se utilizé el alcohol etilico al 96% para obtener la fraccion etandlica que extraera principios
activos con polaridad intermedia, los metabolitos secundarios que se identificaron fueron:
alcaloides, cumarinas y flavonoides en alta evidencia. Como evidencia media se identificaron
los siguientes compuestos: quinonas, fenoles y taninos. Se reportdé como baja evidencia

triterpenos, esteroides, saponinas y azlcares reductores.

Finalmente el agua se utiliz6 para obtener la fraccion acuosa del material vegetal, este solvente
extraerd compuestos hidrofilicos. Los metabolitos secundarios identificados en este tipo de

extracto fueron: alcaloides, saponinas, fenoles y taninos, todos en baja evidencia.

Como resultado se determing trabajar con la fraccion etandlica debido a que en éste se extrajo
mayor cantidad de metabolitos secundarios, ademas porque el alcohol es antimicrobiano e

impedira la propagacion bacteriana y a su vez permitira estabilidad y conservacion del extracto.

El screening realizado dio como resultado una mayor cantidad de flavonoides en el extracto
etandlico, los tipos de compuestos fendlicos detectados fueron: flavonoides (Reaccién de
Shinoda: coloracion amarilla, presencia de flavonoles), antocianinas y presencia de taninos
(coloracion azul). En cuanto se refiere a la caracterizacion de esteroles y triterpenoides mediante

la prueba preliminar de Liebermann-Buchard dio positivo con la presencia de un anillo rojo
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ladrillo. También se encontré que en el rizoma de C. amphostenon se encuentran cantidades

considerables de alcaloides.

Los resultados obtenidos indican que los compuestos fendlicos en especial los flavonoides son
un grupo de metabolitos secundarios que exhiben los helechos pertenecientes a la familia
Polypodiaceae, ya que segun indica Gudiel quién realiz6 una evaluacion fitoquimica de
Polypodium triseriale (especie emparentada con C. amphostenon) colectadas en dos diferentes
localidades de Guatemala, encontré que los flavonoides y antocianinas, se encuentran en las
especies colectadas tanto en los rizomas como en las frondas de Polypodium triseriale.(Gudiel,
2009: pp.57-60)Mientras que Zuleta quién realizé un estudio sobre el perfil fitoquimico en las
escamas y rizomas de Phlebodium pseudoaureum proveniente de 5 regiones de Guatemala,
hall6 que las especies colectadas en las diferentes regiones contienen: alcaloides, taninos,
flavonoides y saponinas en todos los extractos analizados ya sea de escamas 0 rizomas y en

mayor 0 menor concentracion. (Zuleta, 2005: pp. 24-33)

Estos estudios corroboran los resultados obtenidos en el extracto etandlico de C. amphostenon
ya que se determin6 gran cantidad de compuestos fenolicos gracias a la gran cantidad de
precipitado y coloraciones fuertes formadas durante los ensayos.
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Tabla 6-3: Resultados de Tamizaje Fitoquimico de Eupatorium glutinosum

ENSAYO TIPO EXTRACTO | EXTRACTO EXTRACTO
METABOLITO ETEREO |ALCOHOLICO ACUOSO
Sudan Aceites y Grasas NA NA NA
Dragendorff Alcaloides - - +
Mayer Alcaloides - - -
Wagner Alcaloides - - +
Baljet Cumarinas - - NA
Liebermann- Triterpenos- + + NA
Buchard Esteroides
Catequinas Catequinas NA + NA
Resinas Resinas NA + NA
Fehling Az. Reductores NA - -
Espuma Saponinas NA - -
ClsFe Fenoles y NA + +
Taninos
Borntrager Quinonas NA - NA
Shinoda Flavonoides NA + -
Antocianidina Flavonoides NA ++ NA
Ninhidrina Aminoacidos NA - NA
Mucilagos Polisacaridos NA NA -
Principios Principios NA NA -+
amargos amargos

Interpretacion:(-) Negativo, (+) Baja evidencia, (++) Evidencia Media, (+++) Alta evidencia, (NA)

No Aplica

Realizado por: Nancy Vargas, 2017

En la tabla 6-3 se aprecian los resultados obtenidos del screening fitoquimico de Eupatorium
glutinosum (extracto estandar), en el extracto acuoso se evidencia la presencia de triterpenos y
esteroides, en el extracto alcohdlico se identifica la presencia de metabolitos como: flavonoides
en evidencia media y triterpenos y esteroides, catequinas, resinas y fenoles en evidencia baja.
En tanto que en el extracto acuoso se evidencia la presencia de alcaloides y compuestos

fendlicos en baja evidencia.

Como se puede apreciar anteriormente los compuestos fendlicos son aquellos que se encuentran

en mayor cantidad en el extracto etandlico de Eupatorium glutinosum, especialmente los
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flavonoides, mismos que han mostrado actividad antiinflamatoria in vitro e in vivo, se ha
descrito que no son tan potentes en desérdenes agudos pero son agentes terapéuticos potenciales
en el tratamiento de la inflamacion crénica y producen menos efectos adversos que los

tratamientos alopaticos. (Saudy, 2011: pp. 66)

Los triterpenos también se hacen presentes en esta especie, éstos abundan en los vegetales pero
también se encuentran distribuidos en los animales, a partir de ellos se forman los esteroides que
son compuestos liposolubles; entre sus actividades farmacoldgicas se destaca su accién
antiinflamatoria, aunque en literatura también se reporta su accién estimulante y depresora del

sistema nervioso central. (Cuellar, 2001: pp. 107-113)

3.5. Anélisis Cromatogréafico en Capa Fina (CCF)

Se realiz6 el andlisis cromatografico en Capa Fina de acuerdo a los tipos de metabolitos
secundarios encontrados en el tamizaje fitoqguimico. Como se puede apreciar previamente, se
reportd cuantitativamente gran cantidad de compuestos fendlicos, en los que se destaca a los
flavonoides, por lo que se decidié analizar este tipo de compuestos para poder identificarlos
cualitativamente. Como analisis complementario se realizé la deteccion cualitativa de terpenos y
esteroides ya que bibliografia reporta que en algunas especies pertenecientes a la familia
Polypodiaceae se encuentra gran cantidad de saponinas que pueden ser de naturaleza

triterpénica o esteroidal. (Orozco, 2010: pp.19-22)

3.5.1. Analisis Cromatogréafico para Flavonoides

El estudio previo (Tamizaje Fitoquimico) dio como resultado gran cantidad de flavonoides
reportados cuantitativamente (Shinoda y Antocianinas), para corroborar estos resultados se
procedi6 a realizar un analisis cromatografico para identificar que flavonoide se encuentra
presente en la especie perteneciente a la familia Polypodiaceae (Campyloneurum amphostenon)

y Asteraceae (Eupatorium glutinosum).
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Campyloneurum amphostenon

Figura 1-3 Cromatografia en capa fina de Campyloneurum amphostenon

Realizado por: Nancy Vargas, 2017

Mediante esta técnica cromatogréafica se obtuvo una coloracién que varia de amarillo a café,
esto debido a la presencia de flavonoides. Se puede apreciar la presencia de dos compuestos con
un Rf de: 0,46y 0,92.

Tabla 7-3: Posibles compuestos fenolicos identificados mediante CCF para Campyloneurum

amphostenon
POSIBLE COMPUESTO
MUESTRA COMPUESTO R IDENTIFICADO
Extracto etanolico de Campyloneurum 1 0.46 )
amphostenon
2 0.92 Kaempferol

Realizado por: Nancy Vargas, 2017

Segun el Rf obtenido, el posible compuesto identificado es el Kaempferol con un Rf de 0,92
éste se acerca al valor otorgado por Wagner y Bladt, quiénes establecen que el Kaempferol
presenta un Rf de 0,91 y una tipica coloracion en el UV de zonas fluorescentes que van del

amarillo al verde.
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Cabe destacar que no se han realizado investigaciones previas con esta especie, sin embargo,
existen referencias bibliograficas de algunas especies emparentadas con la del presente estudio,
todas pertenecientes a la familia Polypodiaceae que han realizado diversos estudios y han
logrado identificar diferentes metabolitos de estas especies, Manna y colaboradores al realizar
un estudio de inhibicién de los factores de transcripcion nuclear-kB activado por diversos
agentes inflamatorios y promotores de tumores por parte de Polypodium leucotomos lograron
identificar por la técnica de Resonancia Magnética Nuclear compuestos como: glucdsidos
(kaemferol-O-b-xylopyranosyl-(1-2)-b-D-arabinopyranoside), flavonoides glucosidicos (rutina
y kaemferol 3-O-a-p-arabinopyranoside), la fraccién de proantocianida selligueain y el acido

cumarinico (Manna et al., 2003c: pp. 171-180).

En tanto que Yao y colaboradores quiénes relizaron un estudio quimico de los constituyentes de
un helecho de origen chino perteneciente a la familia Polypodiaceae (Polypodium hastatum)
lograron identificar los siguientes compuestos: kaempferol-7-O-a-L-rhamnopyranoside y
Kaempferol-3-O-arabinofuranésido conocido como juglanin(Yao et al., 2012: pp. 275-278). Por lo
mencionado anteriormente se tiene suficiente evidencia para validar la técnica utilizada ya que
dos diferentes especies de Polypodium presentaron glucdsidos de kaempferol que se encontrd

previamente en Campyloneurum amphostenon.
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Eupatorium glutinosum

Figura 2-3 Cromatografia en capa fina de Eupatorium glutinosum

Realizado por: Nancy Vargas, 2017

Mediante esta técnica cromatografica se obtuvo una coloracion que varia de amarillo a verde,
esto debido a la presencia de flavonoides. Se puede apreciar la presencia de tres compuestos con
un Rf de: 0,40-0,51-0,63.

Tabla 8-3: Posibles compuestos fendlicos identificados mediante CCF para Eupatorium

glutinosum
MUESTRA COMPUESTO Rf POSIBLE COMPUESTO
IDENTIFICADO
Extracto etandlico de 1 0.47 -
Eupatorium glutinosum < . .
P g 2 0.51 Acido clorogénico
3 0.63 Quercetina

Realizado por: Nancy Vargas, 2017

Segun los Rf obtenidos mediante TLC para el extracto etandlico de Eupatorium glutinosum se
identificaron los siguientes compuestos: Acido clorogénico y Quercetina (o sus derivados),
mismos que son similares al recorrido de referencia citado por Wagner y Bladt, quiénes
establecen que el valor de recorrido del acido clorogénico es 0,50 y al obtener un valor de Rf de

0,51 se asume que se trata de este compuesto, mientras que para la Quercetina se establece un
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valor de recorrido que va de 0,60-0,70 por lo que se asume la existencia de derivados de
Quercetina ya que se encontré un Rf de 0,63.

3.5.2. Analisis Cromatogréfico para Terpenos

En el andlisis cualitativo del extracto de C. amphostenon se obtuvo en baja intensidad la
presencia de triterpenos y esteroides, sin embargo bibliografia habla de la presencia de un
fitosterol (B-sitosterol) en Polypodium hastatum (Yao et al, 2012: pp. 275-278) y diferentes
ecdisteroides en Polypodium vulgare (Reixach et al., 1996: pp. 597-602), por 10 que se procedio a realizar
un analisis cromatografico para identificar qué tipo de compuestos terpénicos se encuentran
presentes en esta especie perteneciente a la familia Polypodiaceae (Campyloneurum

amphostenon).

Figura 3-3: Cromatografia en capa fina de Campyloneurum amphostenon

Realizado por: Nancy Vargas, 2017

Mediante esta técnica cromatografica se obtuvo una coloracién que varia de tonalidades de
morado a lila, esto debido a la presencia de compuestos terpénicos. Se puede apreciar la
presencia de dos compuestos con un Rf de: 0,53-0,74-0,95.
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Tabla 9-3: Posibles compuestos terpénicos identificados mediante CCF para Campyloneurum

amphostenon
MUESTRA COMPUESTO Rf POSIBLE COMPUESTO
IDENTIFICADO
Extracto etanélico de Campyloneurum 1 0.53 -
amphostenon
2 0.74 Campesterol
3 0.95 B-sitosterol

Realizado por: Nancy Vargas, 2017

Segun los Rf obtenidos, los posibles compuestos identificados son: Campesterol y j-sitosterol
cuyos Rf son de 0,74 y 0,95 respectivamente, estos valores coinciden con fuentes bibliogréficas
segun lo indican Sangeeta y Renu, quiénes realizaron una estimacion cuantitativa del fitosterol
de dos plantas medicamente importantes de Cucurbitaceae, para dicho estudio realizaron un
analisis cromatografico que identifico terpenos y utilizaron la misma fase movil que se aplicé en
el presente estudio, Sangeeta y Renu encontraron la presencia de B-sitosterolque fue comparado
con su respectivo estandar atribuyéndole un Rf de 0,92 y una tipica coloracion que va del gris-
rosado al violeta, también se encontrd la presencia de Campesterol igualmente comparado con

su estandar otorgandole un Rf de 0,76 y una coloracién tipica de negro purpura.(Sangeeta y Renu,
2014:pp.100-104)

Por lo mencionado anteriormente se le puede atribuir a esta especie (Campyloneurum
amphostenon) la presencia de esteroles, ya que los compuestos obtenidos en el analisis se
asemejan a los resultados que obtuvieron Sangeeta y Renu en su estudio de fitoesteroles.
Ademas hay que recordar que la familia Polypodiaceae es muy conocida por poseer en su
composicién saponinas, sin embargo cabe destacar que estos saponoésidos no son solubles en
disolventes de media y baja polaridad por lo que no seran detectados en este extracto etanélico;
sin embargo las geninas libres no son solubles en agua y si en solventes organicos como el
alcohol, (Orozco, 2010: p.20) lo que justifica la presencia de fitoesteroles en el extracto etandlico de

C. amphostenon.
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3.6. Cuantificacion espectrofotométrica de flavonoides totales expresados como

porcentaje de Quercetina

Para la cuantificacion de flavonoides totales en los extractos etandlicos de Campyloneurum
amphostenon y Eupatorium glutinosum se elabor6 una curva de calibracion en base a la
solucion estandar de quercetina, cuya ecuacion de la recta es: y=0,0009x+0,0066 con un

coeficiente de correlacion R?=0,9991.

Se realizaron diluciones de los extractos etanélicos de C. amphostenon y E. glutinosum con la
finalidad de que las absorbancias obtenidas se encuentren dentro de la curva de calibracion. En
la tabla 10-3 se reportan los resultados obtenidos expresados como mg equivalentes de

guercetina por ml de extracto y en porcentaje.

Tabla 10-3: Resultados de la cuantificacion de flavonoides totales

Extractos Concentracion ppm mg equivalentes de Porcentaje
quercetina/ml de extracto

Campyloneurum amphostenon 1000 ppm 9.240 mgEQ/mL 0.924 %

Eupatorium glutinosum 1000 ppm 4.585 mgEQ/mL 0.459 %

Realizado por: Nancy Vargas, 2017

Se puede apreciar que el mayor porcentaje del contenido de flavonoides lo posee el extracto
etanodlico de C. amphostenon comparado con el de E. glutinosum obedeciendo a valores de
0,924% vy 0,459% respectivamente, al ser el extracto etandlico de C. amphostenon el que
contiene mayor cantidad de flavonoides se espera una actividad favorable y comparada a la

accion del extracto estandar (E. glutinosum).

A pesar de no existir referencia bibliografica sobre la cuantificacion espectrofotométrica de C.
amphostenon se tiene datos sobre la especie de Polypodim triseriale perteneciente a la misma
familia de la especie en estudio (Polypodiaceae). Gudiel quién realizé la cuantificacion de
flavonoides en los rizomas de Polypodium triseriale recolectados en dos diferentes localidades
de Guatemala encontr6 que en los rizomas de la localidad de Verapaz existe un 0,84% de

flavonoides, mientras que en los rizomas de la localidad de Escuintla se encontré un 1,55% de
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flavonoides (Gudiel, 2009: p. 61), valores que encierran al porcentaje de flavonoides obtenidos
para C. amphostenon que fue de 0,924 y lleva a la conclusion de que estas especies son ricas en
flavonoides.

En cuanto se refiere a la cuantificacion de flavonoides para el extracto estandar E. glutinosum
no existe referencias bibliograficas que permitan comparar los datos obtenidos ya que esta
especie es muy poco estudiada y al ser una especie nativa de los paramos ecuatorianos existe
muy poca informacion. Sin embargo al poseer un porcentaje de flavonoides de 0,459% se puede

asegurar gue dicho valor le confiere la actividad antiinflamatoria establecida.

3.7. Cuantificacion espectrofotométrica de fenoles totales mediante el método de Folin-
Ciocalteu (FC)

Para la cuantificacion espectrofotométrica de fenoles totales o la capacidad de reduccion del
reactivo de FC por parte de los extractos etandlicos de Campyloneurum amphostenon y
Eupatorium glutinosum se elabor6 una curva de calibracion en base a la solucion estandar de
acido galico, cuya ecuacion de la recta es: y=0,0005x+0,1925 con un coeficiente de correlacion
R?=0,982.

Se realizaron diluciones de los extractos etandlicos de C.amphostenon y E. glutinosum con la
finalidad de que las absorbancias obtenidas se encuentren dentro de los limites de la curva de
calibracion. En la tabla 11-3 se reportan los resultados obtenidos expresados como mg

equivalentes de acido galico por ml de extracto y en porcentaje.

Tabla 11-3: Resultados de la cuantificacion de fenoles totales mediante el método de Folin-

Cicalteau
Extractos Concentraciéon ppm mg equivalentes de acido Porcentaje
galico/mL de extracto
Campyloneurum amphostenon 1111 ppm 66.832 mgEQ/mL 6.683 %
Eupatorium glutinosum 1111 ppm 43.663 mgEQ/mL 4.366 %

Realizado por: Nancy Vargas, 2017
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El contenido de fenoles totales obtenido en los extractos etandlico de C. amphostenon y E.
glutinosum fueron de: 6,683% y 4,366% respectivamente. Como se puede apreciar C.
amphostenon es el extracto que presenta mayor concentracion de fenoles totales.

Estudios previos confirman el porcentaje hallado en la presente investigacion, Bagniewska y
colaboradores realizaron un estudio de la localizacion de compuestos fenélicos en rizomas de
Polypodium vulgare después de la deshidratacion inducida por manitol y desecacién controlada,
encontrando como resultado un porcentaje de contenido de fenoles de aproximadamente 9,12%,
cabe recordar que la materia prima (rizomas de C. amphostenon) fue obtenida mediante
desecacién controlada, por lo que el resultado que se muestra en la tabla 9-3 es cercano al que

reporta bibliografia. (Bagniewska et al., 2008: pp. 1251-1259)

No existe referencias bibliograficas para la comparacion del valor encontrado en la
cuantificacion de fenoles totales de E. glutinosum sin embargo se ha comprobado su actividad
antiinflamatoria por lo que se asegura que su contenido en fenoles es lo suficientemente

aceptado para que ejerza dicha accion. (Heras et al., 1998:pp. 161-166)

3.8. Capacidad captadora de radicales libres in vitro. Método DPPH*

Para determinar la capacidad antioxidante de los extractos de Campyloneurum amphostenon y
Eupatorium glutinosum se utilizé el método DPPH* debido a que éste es aceptado y validado, es
un método que permite evaluar la habilidad captadora de radicales libres y ademas es

reproducible y no emplea mucho tiempo.

Para la cuantificacién espectrofotométrica de la capacidad captadora de radicales libres por
parte de los extractos etandlicos de Campyloneurum amphostenon y Eupatorium glutinosum se
elabor6 una curva de calibracion en base a la solucion estandar de acido galico, cuya ecuacion

de la recta es: y=0,799e%%% con un coeficiente de correlacion R?=0,9817.

Se realizaron diluciones de los extractos etandlicos de C. amphostenon y E. glutinosum con la

finalidad de que las absorbancias obtenidas se encuentren dentro de los limites de la curva de
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calibracion, los resultados son expresados en Concentracion Inhibitoria Media y su respectivo

porcentaje de Actividad Captadora de Radicales libres.

Tabla 12-3: Resultados de la capacidad captadora de radicales libres

Extractos Concentracion ppm | Concentracion inhibitoria Porcentaje de
media (ug/mL) ACRL
Campyloneurum amphostenon 1000 ppm 95.889 pg/mL 129.02 %
Eupatorium glutinosum 1111 ppm 85.359 pg/mL 114.85 %

Realizado por: Nancy Vargas, 2017

La capacidad antioxidante se ha evaluado como la capacidad de prevenir la oxidacion por parte
de los extractos etanolicos de C. amphostenon y E. glutinosum, el radical libre de DPPH* se
reduce a hidracina cuando reacciona con donantes de hidrogeno y ademas puede producir

radicales libres estables en solucién acuosa 0 metanol. (Rashid et al., 2015:pp. 103-110)

En la presente investigacion se obtuvo como resultado de la concentracion inhibitoria media
(ug/mL) para C. amphostenonun valor de 95,889 pg/mL (0,096 mg/mL) y para E. glutinosum
un valor aproximado de 85,359 pg/mL (0,0854mg/mL), como se puede apreciar el extracto que
posee mejor capacidad antioxidante es el correspondiente a E. glutinosum, ya que mientras mas

bajo sea la CIM mejor capacidad poseera el extracto.

Gudiel quién realizé un estudio de la capacidad antioxidante de Polypodium triseriale extraidos
de dos diferentes localidades determiné que los miligramos de extracto seco de rizomas de P.
triseriale que inhiben al 50% el radical libre DPPH"® y por ende es su actividad antioxidante es
de 0,056mg (localidad Verapaz) y 0,195mg (localidad Escuintla) (Gudiel, 2009: p. 60); entre estos
valores se encuentra la CIM encontrada para el extracto etandlico de C. amphostenon, con este
reporte se confirma la actividad antioxidante de esta especie y la elevada concentracién de

compuestos antioxidantes que posee la especie mencionada.

Los resultados de las cuantificaciones, muestran inter-relaciones entre la concentracion de
fenoles y flavonoides totales obtenidos previamente con la actividad antioxidante al reducir al
DPPH?, esto se debe a la presencia de grupos hidroxilo de los fenoles y de los flavonoides, en
los extractos de C. amphostenon y E. glutinosum analizados, ya que éstos grupos funcionales en

la posicion adecuada podran ser capaces de donar electrones; también esta actividad se le puede
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atribuir a la presencia del grupo catecol en el anillo B y el grupo 3-y 5-hidroxilo en el anillo
heterociclico de los flavonoides incrementando su actividad como captadores de radicales libres,
mientras que la glicosilacidn la reduce notablemente. (Saudy, 2011: pp. 64-78)

3.9. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria

3.9.1. Resultados de la administracion de los extractos

En el presente estudio se determind la actividad antiinflamatoria del extracto etanélico blando
de los rizomas de Campyloneurum amphostenon a diferentes concentraciones (300mg/kg,
100mg/kg y 25mg/kg), para evaluar esta actividad las diferentes dosis se probaron en ratas

albinas (Rattus norvegicus) induciendo edema plantar gracias a la accién de la carragenina.

Como droga control se utilizé diclofenaco sédico y un extracto estdndar de Eupatorium

glutinosum (matico) con actividad antiinflamatoria comprobada. (Heras et al, 1998: pp. 161-166).

Los resultados que se muestran a continuacion se obtuvieron mediante el programa ImageJ el
cudl procesa las imagenes digitales y puede calcular el area de dichas fotografias otorgandonos

valores confiables acerca de la inflamacion inducida en la pata del animal de experimentacion.

Tabla 13-3: Resultados de inflamacion de los diferentes tratamientos expresados como area de

inflamacion en cm?.

PROMEDIO + DESVIACION ESTANDAR TRATAMIENTOS
Diclofenaco Eupatorium Campyloneurum |Campyloneurum |Campyloneurum
HORAS BLANCO sodico glutinosum amphostenon amphostenon amphostenon
100mg/kg 100mg/kg 300mg/kg 100mg/kg 25mg/kg

Patron 2.3525 + 0.04 2.4148 £ 0.06 24240 £0.13 2.4425 £0.10 2.4898 + 0.05 2.4988 + 0.06
HO 2.3775 +0.04 2.4883 +0.11 2.4608 + 0.15 2.5075 + 0.08 2.5715+0.05 2.5675 + 0.06
H1 2.4540 +£0.10 2.5308 +0.12 2.5263 +0.13 2.5398 + 0.06 2.6643 +0.03 2.6738 +0.05
H2 2.5433+0.12 2.6138 + 0.06 2.6180 +0.14 2.6083 + 0.02 2.7353 + 0.01 2.7548 + 0.02
H3 25795+ 0.12 2.6518 £ 0.07 2.6730 £0.14 2.6783 £0.02 2.7948 £ 0.02 2.8365 £ 0.01
H4 2.6505 +0.10 2.6233 + 0.06 2.6523 +0.14 2.6620 + 0.03 2.7175+0.01 2.7485 + 0.04
H5 2.6670 +0.10 2.5765 + 0.04 2.6063 + 0.16 2.6325 + 0.05 2.6288 + 0.02 2.6720 + 0.03
H6 2.6785 £ 0.07 2.5465 £ 0.06 2.5528 £0.17 2.5968 £ 0.07 2.5780 £ 0.02 2.5928 + 0.02
H7 2.7080 + 0.09 2.4838 + 0.04 2.5015 +0.15 2.5643 + 0.07 2.5180 + 0.04 2.5205 + 0.04

Realizado por: Nancy Vargas, 2017
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En la tabla 13-3 se puede apreciar las areas de inflamacion de la pata del animal de
experimentacion obtenidas en cada tratamiento a siete horas seguidas, el grupo tratado con
Diclofenaco sodico (100mg/kg) y el grupo tratado con el extracto de Campyloneurum
amphostenon (100 mg/kg) presentan una disminucion considerable con respecto al Blanco
(Carboximetilcelulosa al 10%). En tanto que el extracto estdndar (Eupatorium glutinosum
100mg/kg) presenta una disminucion parecida a la dosis de Campyloneurum amphostenon 300
mg/kg, la dosis de 25mg/kg de Campyloneurum amphostenon, es el extracto que presenta mayor

area de inflamacion con respecto a los demaés tratamientos administrados.

3.9.2. Analisis estadistico

A continuacion se muestran los resultados correspondientes al progreso de la inflamacion en los
animales de experimentacion con respecto a los tratamientos administrados: Campyloneurum
amphostenon (300, 100 y 25 mg/kg), Eupatorium glutinosum(100mg/kg), Diclofenaco sédico
(100mg/kg) vy el blanco,para poder apreciar claramente que tratamiento funciona efectivamente

como antiinflamatorio.

Tabla 14-3: Resultados de la determinacion de la actividad antiinflamatoria expresada en
porcentaje de inflamacion para cada tratamiento.

% DE INFLAMACION
Campyloneuru

Diclofenaco Eupatorium m Campyloneurum | Campyloneurum
BLANCO sodico glutinosum amphostenon amphostenon amphostenon
100mg/kg 100mg/kg 300mg/kg 100mg/kg 25mg/kg

HO 1.0626+ 0.04
H1 53773+ 0.10

3.0031+0.11 [1.5161+0.15 ]2.1904+0.08 |0.5121+0.05 0.4902+ 0.06

7.7426+ 0.12 57343+ 0.13  [6.1720+0.06  |7.5208+ 0.03 7.4937+ 0.05

n
H2 13.4857+0.12 15.8733+0.06 [13.7376+0.14 |12.9580+0.02 |17.3813+0.01 17.7389+ 0.02

23.1350+0.12
Hs 31350+0 25.5567+ 0.07 [24.0099+ 0.14 |22.6100+ 0.02 |29.6315+ 0.02 31.2556+ 0.01

H4 35.8023+ 0.10
H5 49.1711+0.10
H6 63.0287+ 0.07

34.0756+ 0.06  |33.4262+0.14 |31.5967+ 0.03 |38.7790+ 0.01 41.2506+ 0.04

40.6844+0.04 [40.9447+0.16 |39.3756+0.05 |44.3619+0.02 48.1841+0.03

46.0674+ 0.06 [46.2562+ 0.17 [45.6909+ 0.07 |47.9064+ 0.02 51.9460+ 0.02

H7 78.1403+ 0.09

48.8866+ 0.05 |49.4534+0.15 |50.6755+ 0.07 |49.0411+ 0.04 52.8164+ 0.04
Realizado por: Nancy Vargas, 2017

En la tablal4-3 se da a conocer el porcentaje de inflamacion de cada uno de los tratamientos
administrados a los animales de experimentacion, el comportamiento de cada tratamiento

administrado se puede observar claramente en la siguiente figura:
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ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE LOS GRUPOS
TRATADOS (%Inflamacion vs Tiempo)
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Gréfica 1-3 Porcentaje de inflamacién de cada uno de los tratamientos administrados en las

diferentes horas
Realizado por: Nancy Vargas, 2017

La Grafica 1-3 ilustra el porcentaje de inflamacion alcanzado a lo largo de siete horas, se
aprecia como la inflamacion va aumentando progresivamente, el tratamiento administrado como
Blanco obedece una inflamacion progresiva y con tendencia al aumento, mientras que el
tratamiento estandar (diclofenaco sddico 100mg/kg) aumenta paulatinamente hasta la cuarta
hora, a partir de la quinta hora la inflamacion va decreciendo gradualmente y se puede observar
que a la séptima hora se presenta una tendencia a formar una ligera curva que expresa la
desinflamacion. ElI mismo comportamiento del diclofenaco sddico se puede observar con el
tratamiento de Eupatorium glutinosum y las dosis de 100mg/kg y 300mg/kg de Campyloneurum
amphostenon lo que lleva a concluir que los tratamientos antes mencionados actian de manera
eficaz y similar al farmaco de sintesis utilizado como estandar. La dosis de 25mg/kg de
Campyloneurum amphostenon presenta actividad antiinflamatoria pero no es tan eficaz como

las dosis de 100mg/kg y 300mg/kg.
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Se aplicd el Test ANOVA de un factor para verificar si existe diferencia significativa entre

tratamientos administrados, el cual se muestra a continuacion:

Tabla 15-3: Analisis estadistico de correlacion entre el tiempo y los tratamientos.

0s

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
VARIABLE_CERO Entre grupos 102 5 .020 2471 072
Dentro de grupos |.148 18 .008
Total .250 23
VARIABLE_1HORA | Entre grupos 144 5 .029 3.221 .030*
Dentro de grupos |.161 18 .009
Total .306 23
VARIABLE_2HORA | Entre grupos 131 5 .026 4.489 .008*
Dentro de grupos |.105 18 .006
Total 237 23
VARIABLE_3HORA | Entre grupos .180 5 .036 5.665 .003*
Dentro de grupos |.114 18 .006
Total 294 23
VARIABLE_4HORA | Entre grupos 042 5 .008 1.469 .249
Dentro de grupos |.103 18 .006
Total 145 23
VARIABLE_5HORA | Entre grupos 024 5 .005 717 .619
Dentro de grupos |.122 18 .007
Total 146 23
VARIABLE_6HORA | Entre grupos .042 5 .008 1.125 .383
Dentro de grupos |.134 18 .007
Total 176 23
VARIABLE_7HORA | Entre grupos 133 5 .027 3.988 .013*
Dentro de grupos |.120 18 .007
Total 254 23

*p< 0.05; se rechaza Ho

Realizado por: Nancy Vargas, 2017
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La tabla 15-3 indica la aplicacion del Test estadistico ANOVA de un factor, el cual establece
que existen diferencias significativas con una confiabilidad del 95% entre los tratamientos

administrados.

Se observa que p<0,05 en las horas 1, 2, 3y 7 por lo que se procede a rechazar la hipdtesis nula
en estas horas y se concluye que las dosis de cada tratamiento son significativamente diferentes
unas de otras, es decir al menos uno de los tratamientos administrados es diferente, por lo que se
procedio a realizar el test Tukey B al 95% para establecer entre cuales de estos tratamientos se

exhibe diferencia significativa.

Los resultados se muestran en los Anexos U, V, W y X en los cuales se aprecia claramente

como es la tendencia de la inflamacion, en las distintas horas y en cada uno de los tratamientos.

En la primera y segunda hora se determina que existen diferencias significativas entre los
tratamientos administrados, existiendo dos subconjuntos homogéneos, las dosis de 100mg/kg y
25mg/kg de Campyloneurum amphostenon pertenecen a un subconjunto homogéneo, siendo
éstos los que aumentan sus valores de area de inflamacion paulatinamente y no se observa
actividad alguna. Los tratamientos de diclofenaco sodico, el extracto estdndar deEupatorium
glutinosum, la dosis de 300mg/kg del extracto de Campyloneurum amphostenon pertenecen a

ambos subconjuntos, exhibiendo un ligero decremento de la inflamacion.

En la hora 3 se alcanzan valores de inflamacion elevados, es decir la respuesta inflamatoria ha
llegado a su pico mas alto, no se exhiben diferencias que puedan expresar la accién
antiinflamatoria de los extractos, existen 3 subconjuntos homogéneos, el primer subconjunto
abarca al diclofenaco sddico de 100mg/kg, la dosis de 300mg/kg de Campyloneurum
amphostenon y el extracto estandar (Eupatorium glutinosum) mismos que poseen un valor de
inflamacion parecido, en el subconjunto dos se encuentra la dosis de 100mg/kg de
Campyloneurum amphostenon y en el subconjunto 3 la dosis de 25mg/kg de Campyloneurum
amphostenon lo que quiere decir que cada tratamiento es diferente uno del otro exhibiendo areas

de inflamacion distintas.
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Para la séptima hora se visualizaque existe diferencia significativa entre los tratamientos
administrados, se establece que existen dos subconjuntos homogéneos, en el primer grupo se
muestra que los tratamientos de diclofenaco sodico, el extracto estdndar de Eupatorium
glutinosum, y las dosis de 25mg/kg y 100mg/kg de Campyloneurum amphostenon pertenecen a
un mismo subconjunto homogéneo lo que quiere decir que todos actlan inhibiendo la
inflamacidn, también la dosis de 300mg/kg de Campyloneurum amphostenon actGa en menor
grado como antiinflamatorio. Segun la media de los grupos obtenidos indica que la dosis de
100mg/kg de Campyloneurum amphostenon presenta una actividad similar al farmaco de

sintesis diclofenaco sddico (100mg/kg).

Para apreciar claramente cual de los tratamientos administrados fue el que presentd un
porcentaje de inflamacién mas cercano al estandar comercial (diclofenaco sédico), se presenta a

continuacion una figura que simboliza el porcentaje de inflamacién final:

PORCENTAJES DE INFLAMACION vs TRATAMIENTOS EN LA
SEPTIMA HORA
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BLANCO DICLOFENACO E. glutinosum 300mg 100mg 25mg

Tratamientos

Grafica 2-3 Porcentajes de inflamacion de cada uno de los tratamientos a la séptima hora.

Realizado por: Nancy Vargas, 2017
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En la Gréfica 2-3 se observa la accion antiinflamatoria de cada uno de los tratamientos
administrados mediante la expresion del porcentaje de inflamacidn, la gréafica indica que el
estandar comercial (diclofenco sodico 100mg/kg) exhibe un porcentaje de inflamaciéon de
48.9%, muy seguido del extracto etandlico de Campyloneurum amphostenon de 100mg/kg con
un 49.0% y del extracto estandar (Eupatorium glutinosum 100mg/kg) que muestra un porcentaje
de inflamacion de 49.5%, estos resultados aseveran que los extractos de Campyloneurum
amphostenon y Eupatorium glutinosum tienen accién similar al farmaco de sintesis utilizado
como estandar, por lo que se asegura que a una dosis de 100mg/kg Campyloneurum
amphostenon muestra una accion antiinflamatoria emparentada con un farmaco de sintesis,
ademas esta dosis superd la accidn antiinflamatoria del extracto estdndar de Eupatorium

glutinosum que ya tiene antecedentes de ser un antiinflamatorio con actividad media.

Gracias a los diferentes tests estadisticos utilizados se ha podido determinar la accién
antiinflamatoria del extracto etandlico blando de Campyloneurum amphostenon obteniendo
como resultado final que el farmaco de sintesis utilizado como estandar (diclofenaco sédico)
presenta un valor de inflamacion menor con respecto a los demas tratamientos administrados,
muy seguido se encuentra la dosis de 100mg/kg de Campyloneurum amphostenon el cuél superd
al extracto estandar de Eupatorium glutinosum que ya tiene antecedentes de ser un

antiinflamatorio con actividad media.

Se debe recordar que en el extracto de Campyloneurum amphostenon mediante el control de
calidad, en el screening fitoquimico se identificé gran cantidad de compuestos fendlicos y
terpénicos, éstos en una dosis equilibrada (100mg/kg) ejercieron una accién terapéutica
favorable, pero en la dosis de 300mg/kg se intuye que al existir mayor cantidad de compuestos
pudieron ejercer una interaccion que impidio a su vez que el extracto cumpla su rol terapéutico a
cabalidad.

Gracias a los estudios antiinflamatorios previos realizados en distintas especies de la familia
Polipodiaceae se confirma que la especie de C. amphostenon posee una actividad
antiinflamatoria que le es otorgado a diversas especies emparentadas con aquella, tales como:
Polypodium leucotomos (extracto metanolico) que inhibe la activacion de NF- kB (factor de
necrosis tumoral) inducida por agentes inflamatorios (forbol y lipopolisacarido) (Manna et al.,
2003a: pp.171-180), Polypodium feei que posee actividad analgésica y antiinflamatoria gracias a la
inhibicion selectiva que ejerce la proantocianidina sellegueain A (compuesto aislado de P. feei)

en la sintesis de prostaglandinas (Subarnas et al., 2000b: pp. 401-405), P. leucotomos activa el gen p53
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y reduce la inflamacion aguda por inhibicion selectiva de la Cox-2. (Zattra et al., 2009: pp. 1952-
1961), por lo que se asevera que C. amphostenon especie perteneciente a la familia
Polipodiaceae ejerce de manera efectiva su rol terapéutico antiinflamatorio.

69



CONCLUSIONES

e Se obtuvo un extracto estandarizado de Campyloneurum amphostenon evaluando la calidad
de la materia prima, siendo sus resultados aceptados por la Real Farmacopea Espafiolay a la

vez estableciendo que la droga vegetal es de calidad.

¢ Mediante cromatografia en capa fina (CCF) se identificd los posibles compuestos presentes
en el extracto etandlico de C. amphostenon siendo éstos: Kaempferol o sus glucdsidos como
Unico compuesto flavonoide identificado y B-sitosterol y campesterol los compuestos
terpénicos identificados.

e Se cuantificd el contenido de fenoles y flavonoides totales del extracto etandlico de
Campyloneurum amphostenon  mediante espectrofotometria UV; obteniendo como
resultado 66,832 mgEQ de acido galico/mL y 9,240 mgEQ de quercetina/mL para fenoles y
flavonoides totales respectivamente, como ensayo adicional se realiz6 la capacidad
captadora de radicales libres in vitro por el método DPPH®, en el cual se obtuvo un valor de
95,889 pg/mL de CIM, por lo que se concluye que los resultados de las cuantificaciones
mostraron inter-relaciones entre la concentracion de fenoles y flavonoides totales obtenidos

con la actividad antioxidante.

e Se determin6 la actividad antiinflamatoria del extracto etandlico de Campyloneurum
amphostenon a tres niveles de concentracion: 300 mg/kg, 100 mg/kg y 25 mg/kg mediante
el modelo de edema plantar inducido por carragenina en Rattus norvergicus, utilizando
como estandar diclofenaco sodico. La concentracion de 100 mg/kg mostré una actividad
antiinflamatoria parecida al diclofenaco sodico, exhibiendo un mayor efecto con respecto a

las concentraciones de 25 mg/kg y 300 mg/kg.
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RECOMENDACIONES

e Ampliar la investigacion tomando como base otros modelos de inflamacion, con el objetivo
de elucidar los mecanismos moleculares de actuacion de los componentes presentes en el

extracto de Campyloneurum amphostenon y establecer la dosis efectiva de administracién.

o Realizar estudios toxicoldgicos de Campyloneurum amphostenon para encaminar la

investigacion hacia la creacion de un fitofarmaco.

e Realizar una forma farmacéutica, de preferencia topica, para evitar posibles dafios
gastrointestinales causados por el extracto de Campyloneurum amphostenon, ademas para

potenciar su actividad y utilizarlo a nivel local.
e Continuar con investigaciones sobre otras actividades biol6gicas, como fotoprotectora y

anticancerigena, ya que a varias especies emparentadas con Campyloneurum amphostenon

se les atribuye este tipo de actividades.
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ANEXOS

ANEXO A: Identificacion taxonémica de los rizomas Campyloneurum amphostenon

& HERBARIO POLITECNICA CHIMBORAZO (CHEP)
N ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DEL CHIMBORAZO
WY " Panamericana sur Km 1, fono: (03) 2 998-200 ext. 700123, jearanqui@yahoo.com

@ Riobamba Ecuador

Ofc.No.015.CHEP.2016
Riobamba, 21 de junio del 2016

s,

Ing. Marcelo Pino
DIRECTOR PROVINCIA MAE- CHIMBORAZO

De mis consideraciones:

Reciba un atento y cordial saludo, por medio de la presente informo que bajo la responsabilidad del
Srta. Nancy Alexandra Vargas Maji con Cl: 0604050542, cuyo tema es “ Determinacion de la
actividad anti-inflamatoria del extracto de la especie Campyloneurum amphostenon (Kunze)Fee,
conocida como “Calahuala”, revizando en los registros en el herbario, comunico que es una planta
bien colectada y con amplia distribucion, de tal manera que la especie no va ha ser ingresada a la
coleccién del herbario.

Anticipando mis agradecimientos por la atencion a la presente

Me despido
Atte.

Ing. Jorge Caranqui
HERBARIO ESPOCH



ANEXO B: Materia prima Campyloneurum amphostenon

ANEXO C: Maceracion y Sonicacion del extracto etanélico de Campyloneurum amphostenon




ANEXO D: Concentracion del extracto etan6lico de Campyloneurum amphostenon

ANEXO E: Obtencién de extracto etandlico blando de Campyloneurum amphostenon

y




ANEXO F: Control de Calidad del material vegetal

ANEXO G: Tamizaje Fitoquimico




ANEXO H: Cromatografia en Capa Fina de Campyloneurum amphostenon

ANEXO I: Flavonoides y terpenos presentes en Campyloneurum amphostenon




ANEXO J: Cuantificacion espectrofotométrica de flavonoides y fenoles totales de

Campyloneurum amphostenon

ANEXO K: Preparacidn del reactivo de Folin- Ciocalteu



ANEXO L: Determinacion de la capacidad captadora de electrones por el método del DPPH*

ANEXO M: Ambientacién de los animales de experimentacion




ANEXO N: Preparacion de las suspensiones de C. amphostenon a administrar

TR

ANEXO O: Administracion intragastrica de las suspensiones de C. amphostenon




ANEXO P: Induccidn del edema plantar con carragenina al 1%
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ANEXO R: Curva de calibracion para Quercetina usada en la cuantificacion de flavonoides.

ANEXO S: Curva de calibracion para Acido Galico usada en la cuantificacion de fenoles.

ABSORBANCIA FENOLES TOTALES
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ANEXO T: Curva de calibracion para Acido Galico usada en la Capacidad captadora de

radicales libres in vitro. Método DPPH*
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ANEXO U: Prueba post HOC: basado en la prueba de Tukey B para la primera hora

VARIABLE_1HORA

Subconjunto para alfa = 0.05
Dosis_extracto N 1 2
Tukey B? | Blanco 4 2,45400

Diclofenaco100mg |4 2,53075 2,53075
300mg 4 2,53975 2,53975
Matico100mg 4 2,54625 2,54625
100mg 4 2,66425
25mg 4 2,67375

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 4.000.




ANEXO V: Prueba post HOC: basado en la prueba de Tukey B para la segunda hora

VARIABLE 2HORA
Subconjunto para alfa = 0.05

Dosis_extracto N 1 2

Tukey B? |Blanco 4 2,54325
300mg 4 2,60825 2,60825
Diclofenaco100mg |4 2,61375 2,61375
Matico100mg 4 2,66550 2,66550
100mg 4 2,73525
25mg 4 2,75475

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 4.000.

ANEXO W: Prueba post HOC: basado en la prueba de Tukey B para la tercera hora

VARIABLE_3HORA

Subconjunto para alfa = 0.05

Dosis_extracto N 1 2 3
Tukey B? | Blanco 4 2,57950

Diclofenacol00mg |4 2,65175 |2,65175

300mg 4 2,67825 |2,67825 |2,67825

Matico100mg 4 2,72975 |2,72975 |2,72975

100mg 4 2,79475 |2,79475

25mg 4 2,83650
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 4.000.




ANEXO X: Prueba post HOC: basado en la prueba de Tukey B para la séptima hora

VARIABLE_7HORA

Subconjunto para alfa = 0.05
Dosis_extracto N 1 2
Tukey B* | Diclofenaco100mg 4 2,48375
Matico100mg 4 2,50675
100mg 4 2,51800
25mg 4 2,52050
300mg 4 2,56425 2,56425
Blanco 4 2,70800

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 4.000.

ANEXO Y: Volumen de dosificacién de los diferentes tratamientos

CAJAS COLORES |PESO | VOLUMEN |V ADMINIS. |300mg (g/ml) | 100 mg (g/ml) | 25 mg (g/ml)
1A blanco VERDE 191 19,100 0,05892 0,05730 0,01910 0,00478
1A diclofenaco CAFE 1924 19,240 0,05772 0,01924 0,00481
1A matico NARANJA 195 19,500 0,06016 0,00488
1E C. amphostenon | AMARILO | 1857 18,570 0,05729 0,00464
1E C. amphostenon | CAFE 181,3 18,130 0,05593 0,05439 0,00453
1E C. amphostenon | NARANJA 192,6 19,260 0,05942 0,05778 0,01926
2A blanco AMARILLO | 1983 19,830 0,061 0,059 0,020 0,005
2A diclofenaco ROSADO 2015 20,150 0,062 0,060 0,020 0,005
2A MATICO AZUL 203,9 20,390 0,063 0,06117 0,02039 0,00510
202,3 20,230 0,062 0,06069 0,02023 0,00506
196,5 19,650 0,061 0,05895 0,01965 0,00491
197,7 19,770 0,061 0,05931 0,01977 0,00494
3A blanco AMARILLO | 2152 21,520 0,066 0,065 0,022 0,005
3A diclofenaco VERDE 207,8 20,780 0,062 0,021 0,005
3A matico ROJO 2193 21,930
214,6 21,460
220,9 22,090
207,6 20,760
4A blanco ROJO 2237 22,370
4A diclofenaco AZUL 2238 22,380
4A matico CAFE 243 24,300
4E C. amphostenon | NARANJA 2219 22,190
4E C. amphostenon | AMARILLO | 225,7 22,570
4E C. amphostenon | VERDE 240,1 24,010




