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RESUMEN

Se estudid la actividad antiinflamatoria del extracto etandlico de Clinopodium tomentosum
inducido por edema plantar en animales de experimentacion. El extracto se elabor6 por
maceracion con alcohol al 96% con una muestra molida y seca. Se realiz6 el control de calidad
de la droga cruda y el control de calidad fisico y quimico del extracto. Se desarrolld la
cromatografia de capa fina (TLC). Por medio de técnicas espectrofotométricas se cuantifico el
contenido de compuestos fendlicos con estandar de &cido gélico, los flavonoides totales con
estandar de quercetina. La evaluacion de la capacidad antioxidante se realiz6 mediante el método
con el radical DPPH* (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), se utilizé como antioxidante estandar el acido
galico, estos resultados fueron valorados como concentracion inhibitoria media (CIM). La
actividad antiinflamatoria se determind mediante la induccion del edema plantar inducido por
carragenina al 1%; con los animales de experimentacion (Rattus norvegicus) se formoé 6 grupos
cada uno con 4 ratas a las mismas se les administré de 25, 100 y 300 mg/kg de extracto, se midié
el rea de la inflamacidn de la pata de la rata desde el tiempo cero hasta la séptima hora, se analizé
el porcentaje de la inflamacion por medio de Microsoft Office PowerPoint, para en andlisis
estadistico se uso el sistema SPSS con los test de ANOVA de un factor y Tukey-B. En la
cuantificacion de fenoles se obtuvo 6,68% con 66,832 mgEQ/mL, mientras que para flavonoides
totales 0,92% a una concentracién 9,240 mgEQ/mL, en cuanto a la capacidad antioxidante del
extracto su CIM es 47,751 pug/mL con un porcentaje de 64,25% de capacidad captadora de
radicales libres. Se determind la actividad antiinflamatoria siendo las dosis de 100 y 300mg/Kg
de extracto las que disminuye significativamente la inflamacidon de la pata de la rata. Este estudio
se relaciond con Eupatorium glutinosum que presentd dicha actividad. Se concluye que los
extractos con mayor concentracion presentan una buena actividad antiinflamatoria, lo cual
beneficia para futuros estudios. Se recomienda realizar nuevos estudios con respecto a su

toxicidad.
Palabras claves: <FARMACOLOGIA>, <FITOQUIMICA>, <PUMIN (Clinopodium

tomentosum)>, <EXTRACTO FLUIDO>, <CARRAGENINA>, <CROMATOGRAFIA DE
CAPA FINA (TLC)>, <CUANTIFICACION>, <ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA>.
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SUMMARY

It was studied anti-inflammatory activity of the ethanolic extract from Clinopodium tomentosum
induced by plan edema in test animals. The extract was elaborated by maceration with alcohol to
96% with a crushed and dried sample. It was then perfomed the quality control of the raw drug
and physical- chemical quality control of the extract. It was done the thin layer chromatography
(TLC). By means of spectumphotometrical techniques, it was quantified the amount of phenolic
compounds with Gallic acid standard, the total flavonoids with quercentin standard. The
evaluation of the antioxidant capacity was done by means of using the method with radical DPPH
(2,2-diphenyl-1-picryhydrazyl), Gallic acid was used as standard antioxidant, these results were
valued as media inhibitory concentration (MIC). The anti-inflammatory activity was determined
by means of induction of plant edema induced by carrageenan to 1% with the test animals (Rattus
norvegicus), six groups were formed, each one with 4 rats which were given 25, 100 and
300mg/kg of extract, the inflamation area of the rat’s leg was measured from time zero until the
seventh hour, the inflammation percentage was analyzed by using Microsoft Office PowerPaint;
for the statiscal analysis, it was used the SPSS system with ANOVA test for one factor and Tukey-
B. In the phenols quantification it was gotten 6,68% with 66,832 mgEQ/mL, while total
flavonoids 0,92% at a concentration 9,240 mgEQ/mL, regarding the antioxidant capacity of the
extract, its MIC is 47,751 pg/mL with a percentage of 64,25% of the free radicals catching
capacity. The anti-inflammatory activity was determined, being the doses of 100 and 300mg/Kg
of extract the ones that significantly reduce the inflammation of the rat’s leg. This study is related
to Eupatorium gloutinosum which presented such activity. It is concluded that the extracts with
higher concentration present a good anti-inflammatory activity, wich benefit future studies

regarding its to toxicity.

Key words: <PHARMACOLOGY>, <PHYTOCHEMICAL>, <PUMIN (Clinopodium
tomentosum)>, <FLUID EXTRACT>, <CARRAGEENAN>, <THIN LAYER
CHROMATOGRAPHY (TLC)>, <QUANTIFICATION>, < ANTI-INFLAMMATORY
ACTIVITY>.
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INTRODUCION

Los antiinflamatorios no esteroides conocidos como (AINES), son una agrupacién de
medicamentos que se consume a nivel mundial ya sea con prescripcion médica o sin ella, este
tipo de farmacos son utilizados para tratar el dolor, la inflamacion y la fiebre debido a ser un
conjunto heterogéneo de compuestos quimicos que por lo general no estan relacionados entre si
pudiendo compartir las acciones terapéuticas dichas anteriormente. Se dice que 30 millones de
personas en el mundo consumen diariamente AINES, de los cuales aproximadamente el 40%
pertenecen a personas mayores de 60 afios. (Batlouni, 2010: pp. 538-546)

El consumo de AINES conforma la segunda causa méas habitual de ulcera péptica, ocasionando
un alto riesgo por la formacién de complicaciones gastrointestinales. El administrar AINES por
via oral o parenteral provoca lesiones en la mucosa gastrica o duodenal. Su consumo se convierte
de riesgo relativo, asi en pacientes consumidores es 2,7 veces mayor que en la poblacion general;
se puede decir que uno de cada 1000 consumidores de AINES por afio presenta una patologia

gastrointestinal grave.(Quinteros, 2000)

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), son farmacos que se utilizan en el primer
peldafio de la escalera analgésica, se centra en el enfoque farmacoldgico del control del dolor, los
AINES son un grupo con estructura quimica diferente que su funcion principal es inhibir la
sintesis de prostaglandinas, por medio de la inhibicién de la enzima cicloxigenasa, por el
mecanismo de accion pueden producir efectos indeseables también conocido como efecto adverso

0 reacciones adversas o medicamentos (RAM). (Prieto, 2007)

Dentro de los medicamentos més utilizados se encuentran: la aspirina, naproxeno, ibuprofeno
entre otros medicamentos ya sea de nombre genérico o nombre comercial que pertenecen a los
AINES.

El consumo de este tipo de medicamentos sin ninguin control médico provoca la automedicacion,
es una conducta que se encuentra presente en todas las sociedades junto a distintas causas hace
que sea mas extendida. En los paises latinoamericanos y especial en Ecuador la automedicacion
carece de control sobre la venta de analgésicos sin receta médica, es decir, el uso inapropiado e
indiscriminado puede producir problemas de salud adicionales, pudiendo agraviar a personas que

buscan alivio de uno o més dolores que en ocasiones no pueden ser muy graves.

Por el uso inadecuado de este tipo de medicamentos que provocan efectos secundarios es
necesario buscar una alternativa para poder solucionar los problemas de salud. Una de las

opciones es el uso de plantas medicinales ya que éstas no provocan efectos secundarios y tampoco



toxicidad, siendo las plantas medicinales la opcion més viable por su accesibilidad, menor costo
y reacciones adversas minusculas. En Ecuador el empleo de plantas medicinales basado en el
conocimiento ancestral permanece presente para el tratamiento de diferentes patologias, tanto es
un método alternativo para problemas de salud. En los paises en desarrollo el 80% de la poblacion
se basa en la medicina tradicional como atencion primaria, mientras que el 20% de la poblacion

utiliza medicinal convencional. (Ismael, 2007)

La OMS, ampara el uso de la medicina tradicional o alternativa siempre y cuando se haya
evidenciado su actividad terapéutica, que presente antecedentes que sean Utiles para una

determinada patologia. (OMS, 2004)

En las plantas medicinales actllan como principio activo los metabolitos secundarios, compuestos
gue las plantas metabolizan en pequefias concentraciones para poder sobrevivir aun siendo las
condiciones del habitad muy extremas. Los estudios cientificos han permitido descubrir una gran
gama de principios activos, desde el punto de vista de la salud, los mas importantes son los aceites
esenciales, los glucdsidos o heterosidos, mucilagos, flavonoides, terpenos y taninos conocidos
como metabolitos secundarios; existen otros principios activos relevantes conocidos como

metabolitos primarios. (Bruneton, 2001)

En la familia Lamiaceae sus primeros trabajos taxondémicos-floristicos fueron realizados por
Bentham, quien describi6 varios géneros y especies, en base a este trabajo se ha realizado
ampliamente varias clasificacion en las que existe aproximadamente 236 géneros y 7 173
especies, en varias partes del mundo esta familia tiene gran importancia econémica, puesto a uge
muchas especies son utilizadas como condimentos (Origanum, Thymus, Mentha), en aceites
esenciales y medicinales (Lavanda, Pogostemon, Salvia, Clinopodium) también como
ornamentales (Coleus, Salvia, Scutellaria). (Martinez-Gordillo et al. 2016: pp.3086). En el
Ecuador existe gran variedad de especies con respecto a esta familia, muchas de éstas se utilizan
para tratar varias patologias en poblaciones indigenas como es el Clinopodium tomentosum como

analgésico, antiinflamatorio y antibacteriano. (Benzo et al., 2007)

El género Clinopodium ha sido estudiado y utilizado para sus propiedades antioxidantes,
antibacterianas, sedante, antiinflamatoria, antimicético; también se utiliza en la industria
alimentaria y quimica. Con respecto a sus compuestos se ha identificado compuestos fenolicos,

flavonoides y triterpenos. (Sarikurkcu et al., 2015: pp. 961-966)

La especie Clinopodium tomentosum nombre comun “Pumin”, sobre la actividad antinflamatoria

no se han realizado investigaciones, pero segln estudios anteriores acerca de los olores propios



de esta planta indica que poblaciones de la ciudad de Chambo utilizan esta planta para dolores,
inflamaciones, etc. (Benzo, et al, 2007) En un estudio se realiz6 la identificacion de los compuestos
fendlicos encontrando un nuevo compuesto 2- O -benzoil-3- O &cido tartarico —cinnamoyl, en la
que adjuntan que la gente local utiliza las partes aéreas de la planta para preparar infusiones por
su efecto relajante y como agente anti-inflamatorio.(Vera y Naranjo, 2012)

Se han realizado investigaciones de la actividad antiinflamatoria en diferentes géneros que
pertenecen a la misma familia como es el caso de Plectranthus amboinicus (Burk et al., 2009) y
Salvia oficcinalis (Baricevic, 2001: pp. 125-132). Para referenciar esta investigacion con otro tipo de
especie sonde se ha verificado la actividad antiinflamatoria conocido con el nombre comun de

“Matico” y su nombre cientifico Eupatorium glutinosum. (De las Heras et al., 1998: pp. 161-166)

» El objetivo principal de esta investigacion es determinar la actividad antiinflamatoria del
extracto etanélico de Clinopodium tomentosum vehiculizado en una forma farmacéutica
adecuada, a tres niveles de concentracion, mediante el registro de la inhibicion del edema
plantar inducido por carragenina sobre Rattus norvegicus; para lo cual se realiz6 el control de
calidad de la materia primay del extracto blando para obtener resultados de alto rendimiento,
y asi garantizar la eficiencia y eficacia de la actividad antiinflamatoria investigada de C.
tomentosum; se obtuvo un extracto etandlico estandarizado de C. tomentosum a partir de sus
hojas; por altimo se disefi6 y elabor6 una forma farmacéutica adecuada en base a las
propiedades fisicoquimicas de los componentes activos del extracto etandlico blando



CAPITULO 1

1. MARCO TEORICO

1.1. Actividad antiinflamatoria

1.1.1. Inflamacién

La inflamacion es un proceso o reaccion defensivo natural del sistema inmunoldgico en el
organismo como respuesta al dafio causado a sus células y tejidos vascularizados por agentes
lesivos como son microorganismos, traumatismos, necrosis, agentes quimicos o fisicos, o

reacciones inmunitarias entre otros. (Villalba, 2014)

La inflamacidn es un proceso complejo que involucra a varias células con una accién coordinada,
en la que esta caracterizado por alteraciones en la permeabilidad vascular y la produccién de
mediadores inflamatorios locales como son:

- Esteroides

- Prostaglandinas

- Citosinas

- Quimiocinas

- Factores de crecimiento

- Especies reactivas de oxigeno (ERO)

Cuando existe una sobre produccién de ERO puede provocar un estrés oxidativo y generar dafio

a nivel celular promoviendo el surgimiento de enfermedades crénicas. (Franco et al., 2013)

El proceso de inflamacion presenta aspectos, en primer lugar la orientacion de la respuesta, que
tiende a delimitar el area de combate contra el agente agresor. En segundo lugar, la respuesta
inflamatoria répida, por lo tanto es prevalentemente inespecifica, favoreciendo al desarrollo
posterior de una respuesta especifica. Y como tercer lugar, el foco inflamatorio el cual capta a las
células inmunes de los tejidos cercanos. Las alteraciones vasculares van a permitir, la llegada

desde la sangre de moléculas inmunes. (Universidad de Granada, 2004)



1.1.2. Finalidad de la inflamacion

La finalidad de la inflamacion es neutralizar o eliminar la razén de la lesién y reparar sus
consecuencias. Iniciar una cadena de sucesos que ayuden a sanar y reconstruir el tejido lesionado.

Eludir que las infecciones se propaguen de forma incontrolada. (Damjanof, 2010)

1.1.3. Componentes

a. Principales componentes de la reaccion inflamatoria

Tabla 1-1 Componentes de la reaccion inflamatoria.

Componente Vascular Componente Celular Matriz Extracelular

Vasos sanguineos. Neutrofilos. Proteinas fibrilares.

Plasma. Monocitos. Proteinas estructurales.
Eosinofilos. Glucoproteinas de adhesion y
Linfocitos. proteoglucanos.
Basofilos. La membrana basal.
Plaquetas.
Mastocitos.(tej conjuntivo)
Fibroblastos.(tej conjuntivo)
Macréfagos.(tej conjuntivo)

Fuente: Tamames, 1997
Realizado por: Ximena Culqui, 2017

b. Respuestas inflamatorias tres componentes

1. Cambios hemodinadmicos.

El fofo inflamatorio es la primera reaccién que se produce y facilita el camino para los otros
componentes. Después de la agresion se presenta la vasoconstriccién arteriolar con reducida
prolongacion, que suscita palidez pasajera, pero en lesiones graves la vasoconstriccion dura entre

5 minutos produciendo a continuacion la dilatacion progresiva que afecta a las arteriolas.



2. Alteraciones de la permeabilidad

Cuando ocurre la inflamacion, hay un paso del liquido hacia los tejidos de 5 a 6 veces mayor que
en condiciones fisioldgicas. La alta capacidad de contenido proteico del exudado inflamatorio,
puede ser semejante al del plasma, que sefiala la existencia de un proceso distinto al mecanismo

fisiologico del transporte de liquidos.

3. Modificaciones leucocitarias

El acceso de los leucocitos, en especial de los polinucleares neutréfilos y monocitos, a traves de

la pared de los vasos sanguineos establece la fase celular mas importante de la inflamacion aguda.
(Tamames, 1997)

1.1.4. Factores causales

- Agentes vivos: bacterias, virus, rickettsias, hongos y parasitos.

- Agentes fisicos: luz ultravioleta, radiaciones ionizantes, calor y frio.

- Agentes quimicos: &cidos, alcalis y venenos

- Traumatismos, cuerpos extrafios, alteraciones vasculares: isquemia y necrosis celular

- Alteraciones inmunitarias: enfermedades por complejos inmunes, hipersensibilidad

inmediata y autoinmunidad. (Tamames, 1997)

1.1.5. Signos caracteristicos de la inflamacion

Los principales signos de la inflamacién son:

a) Calor: se produce un aumento local de la temperatura secundaria a vasodilatacion (incremento
de la sangre en la zona y metabolismo), e incremento de consumo local de oxigeno

b) Rubor: existe un incremento de irrigacion en la zona afectada, por aumento del flujo
sanguineo y tiende acumularse leucocitos en la zona.

c) Dolor: incitado por distension de los tejidos y liberacion de prostaglandinas (mediadores
quimicos), presion en las terminaciones nerviosas del area, causado por el edema y dafio
tisular)

d) Edema: ocurre por el incremento de la permeabilidad capilar y luego sufusion de liquido en

el tejido intersticial.



€)

Perdida de funcionalidad: se produce por la limitacion que conduce la conjugacion de los

cuatro signos ya mencionados anteriormente.(Robbison y Contran, 2015) (Marlene, 2013)

1.1.6. Clasificacién de la inflamacion

Para la clasificacion se toma en cuenta el tiempo de duracion, naturaleza del exudado, etiologia,

caracteristicas morfoldgicas y ubicacién.

a)

b)

Por duracion:

Agudas: Esta clase de inflamacion se da una respuesta rapida al agente agresor cuyo proposito
es liberar mediadores de defensa del organismo a la zona de la lesion su inicio es inmediato
y cursa una duracion breve.

Cronica: es un proceso extenso, hallando la destruccién tisular, la inflamacion se encuentra

activa donde se da intentos repetitivos de reconstruccion

Por la naturaleza del exudado

Trasudado: se determina por la aparicion de liquido extravascular con diminuto contenido
proteico, resultado de un leve cambio en la permeabilidad vascular
Exudado: aparicion de liquido inflamatorio extravascular con elevado contenido proteico, lo

cual muestra mucha permeabilidad en los vasos sanguineos.

Por etiologia

Infecciosas: se da por microorganismos como bacterias, virus, parasitos o toxinas
Traumaticas: golpes potentes con respuesta rapida o lenta, como sucede con los esguinces o
higromas.

Térmicas: quemaduras por calor o congelamiento

Irradiaciones

Por contacto agentes quimicos

Necrosis tisular

Presencia de cuerpo extrafios como vidrios, piedras

Inmunitarias o reacciones de hipersensibilidad alérgenos comunes o desarrollo

colagenopaticos.



d) Caracteristicas morfoldgicas

- Serosa: por aglomeracién de liquido tisular de poco contenido proteico.

- Fibrinosa: con existencia de exudado con masivas cantidades de fibrindgeno.

- Supurativa o purulenta: se identifica por la produccion de exudado purulento que consiste de
leucocitos y células necroticas.

- Abscesos: muestra tejido inflamatorio purulento acompafiado de necrosis licuefactiva.

- Ulceras: resultado de un tejido gangrenado (tejido necrético inflamado)

e) Por su ubicacion.

- Focales: formada en zonas y drganos especificos, denominando con el sufijo —itis, como
faringitis, conjuntivitis, etc.

- Diseminados: es el producto de la propagacién de desarrollo inflamatorio permanente ya sea

por via canalicular, metastasis o fistulizacion.(Rios, 1996: pp.29-46) (Pepper, 2005)

1.1.7. Mediadores de la inflamacion

Los mediadores son aquellos que regulan la respuesta vascular a la agresion, encontrandose:

a) MEDIADORES DE ORIGEN CELULAR

Mediadores preformados en granulos secretores: en el interior del granulo se encuentra integrado

los mastocitos, para después ser secretados en los tejidos lesionados. Se dice que la histamina y
serotonina que componen aminas vasoactivas son liberadas al comienzo de la inflamacién.

La histamina es un mediador de origen celular pre-integrado al interior de los mastocitos que se
encuentran en el tejido conectivo proximo a los vasos sanguineos, y ademas de los basoéfilos y

plaguetas de la sangre.

Este mediador se desliga por degradacion en respuesta a:

« Frio o calor (lesion fisica),

» Reacciones alérgicas,

« Liberacion de fragmentos del complemento denominado anafilotoxianas (Csa y Csa),
« Proteinas liberadores de histamina derivadas de los leucocitos,

* Neuropéptidos y



» Citosinas (IL-1-, IL-8)

La funcion de la histamina es actuar dilatando las arteriolas, incrementando la permeabilidad de
las vénulas y activando las células endoteliales.

La serotonina es un mediador vasoactivo pre-integrado en el interior de las plaquetas y células
enteroendocrinas. Para su liberacion desde las plaguetas se estimula cuando tiene trato con el
colageno, trombina, ADP y complejo Ag-Ac, estimulando la vasodilatacién e incremento de la

permeabilidad vascular. (Kumar et al., 2007)(Rios, 1996: pp.29-46)

Mediadores de nueva sintesis: Son metabolitos derivados del acido araquidénico como son:

Prostaglandinas, leucotrienos y lipoxinas, que son sintetizados por 2 tipos de enzimas:

ciclooxigenasas que forma las prostaglandinas: leucotrienos y lipoxinas.

Las prostaglandinas, se deriva de los mastocitos, macréfagos y células endoteliales que asisten
en las reacciones vasculares y sistémicas de la inflamacion, estas se establecen por la accion de 2
ciclooxigenasas COX-1y COX-2, siendo las mas significativas en la inflamacion:

« PGE;, PGD:: Incita a vaso y broncodilatacidn, e inhibe la funcion de las células inflamatorias.
» PGF2a: Interviene en el estimulo de la vaso y broncoconstriccion.
« PGlz:inhibe la funcidn de las células inflamatorias

«  TxA:: Induce vasoconstriccion. (E y Faber, 1992)

Por otro lado, las enzimas de clase lipooxigenasa es responsable de la produccion de leucotrienos

sintetizados, produciendo efectos vasculares

Las lipoxinas son productos bioactivos formados por el 4cido araquidénico mediante la via de las
lipooxigenasas, son inhibidoras de la inflamacion, disminuyen la incorporacion de los leucocitos
y los componentes celulares de la inflamacion, ademas reduce la quimiotaxis de los neutréfilos y

la adherencia al endotelio.

Las citosinas, son otros mediadores de nueva sintesis, son proteinas desarrolladas en los
macrofagos, linfocitos, células endoteliales, epiteliales y del tejido conjuntivo nivelando las

funciones de otros tipos celulares (Rule et al., 2010



b) MEDIADORES DE ORIGEN PLASMATICO
Estos mediadores se origina a nivel hepatico manifestandose en la circulacion como precursores
inactivos que deben activarse, a través de una serie de divisiones proteoliticas para obtener

propiedades bioldgicas.

Sistema del complemento: su accion se da en la inmunidad innata y de adaptacién para la defensa

de agentes microbianos, cuando se activa este sistema se produce varios componentes de la
degradacion de proteinas de complemento, permitiendo incrementar la permeabilidad vascular,
guimiotaxis y opsonizacion; este sistema se fracciona en 3 conjuntos (inflamacién, fagocitosis y

lisis celular).

Sistema de coagulacién: provoca la activacion de la trombina y formacién de fibrina,

incrementando la produccidn de varios factores de la coagulacion y confirmando que la superficie
endotelial se retorne protrombogénica. Favoreciendo en la produccion de plasmina y degradando

la fibrina para elaborar fibrinopéptidos inductores de la inflamacion.

Sistema de cininas: al activarse este sistema libera bradicinina causando un aumento de la

permeabilidad vascular, contraccién del musculo liso y la dilatacién de los vasos sanguineos.
(Tamames, 1997)

1.1.8. Fases de la inflamacion

Se divide en cinco etapas:

1. Liberacion de mediadores: la mayor parte son moléculas, de estructura elemental que son
liberadas o sintetizadas por el mastocitos mediante la actuacién de determinados estimulos.

2. Efectos de los mediadores: liberadas las moléculas realiza alteraciones vasculares y efectos
guimiotacticos que beneficia la llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio.

3. Llegada de las moléculas y células inmunes al foco inflamatorio. Surgen en su mayor parte
de la sangre, también de &reas adyacentes al foco.

4. Regulacion del proceso inflamatorio: integra una serie de mecanismos inhibidores tendentes
a finalizar o equilibrar el proceso.

5. Reparacion: determinan la reparacion total o parcial de los tejidos dafiados por el agente

agresor o por la misma respuesta inflamatoria. (Pérez, 2013)
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1.2. Antiinflamatorios no esteroides (AINES)

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) son farmacos muy utilizados y prescritos a nivel
mundial, conforman la familia méas numerosa de farmacos que participan en los mecanismos de
accion y actividad terapéutica (como antiinflamatoria, analgésica y antipirética). Los AINES al

compartir similar eficacia para dominar el dolor, presentan variabilidad en su perfil de seguridad.
(Sostres y Lanas, 2015: pp.267-272)

1.2.1. Clasificacion

Para la clasificacion de los AINES se fundamenta en la estructura quimica de los mismos (Tabla2-
1). Sus diferencias quimicas se condicionan con los diferentes pardmetros farmacocinéticos y
sefiala las diferencias entre su efectividad clinica y sus efectos secundarios. Para esta clasificacion
se incorpora actualmente los inhibidores selectivos de la COX-2. Pero también se pueden

clasificar seglin su vida media plasmatica. Tabla 3-1 (Cabezas, S., Lépez, & Ibafiez, 2001)

Tabla 2- 2 Clasificacién de los AINE segln su estructura quimica

GRUPO TERAPEUTICO FARMACO

SALICILATOS Acido acetilsalicilico, salsalato, diflunisal, fosfosal,
acetilato de lisina

PIRAZOLONAS Fenilbutazona

INDOLACETICOS Indometacina, tolmetin, sulindaco, acemetacina

ARILACETICOS Diclofenaco, aceclofenaco, nabumetona

ARILPROPIONICOS Ibuprofeno, naproxeno, ketoprofeno, flurbiprofeno

OXICAMS Y ANALOGOS Piroxicam, tenoxicam, meloxicam

FENAMATOS Acido mefenamico, meclofenamato

INHIBIDORES Celecoxib, etoricoxib, lumiracoxib

SELECTIVOS DE LA COX-2

Fuente: Cabezas y otros, 2001
Realizado por: Ximena Culqui, 2017

Tabla 3-1: Clasificacién de los AINE segln vida media plasmatica

ANALGESICO VIA MEDIA CORTA (< 6 VIDA MEDIA LARGA (>6
HORAS) HORAS)
SALICILATOS Acido acetilsalicilico, Diflunisal, fosofosal

salsalato, acetilato de lisina
PIRAZOLONAS ‘ -------- Fenilbutazona
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INDOLACETICOS Indometacina, tolmetin Sulindaco

ARILACETICOS Diclofenaco, Aceclofenaco, nabumetona

ARILPROPIONICOS Ibuprofeno, ketoprofeno, Naproxeno

flurbiprofeno

OXICAMS Y ANALOGOS | ------- Piroxicam, tenoxicam,
meloxicam

INHIBIDORES | - Celecoxib, etoricoxib,

SELECTIVOS DE LA lumiracoxib

COX-2

Fuente: Cabezas y otros, 2001
Realizado por: Ximena Culqui, 2017

1.2.2. Mecanismo de accion

Los AINES inhiben la actividad en la enzima ciclo-oxigenasa (COX), produciendo la reduccién
de la formacion de la prostaglandina y tromboxanos a partir de acido araquidoénico. La reduccion
en la sintesis de prostaglandina y su interés en la provocacion del dolor, inflamacién y fiebre. Su
funcion en diferentes tejidos es la encargada de la mayoria de los efectos terapéuticos como
adversos de los AINES.

Fosfolipidos
l Fosfolipasa A, aP-450
Acido araquidonico Radicales fibres

Lipo-oxgensss Cllo-oxigenasa

12-hidroxi-
acido araguiddnico

Figura 1- 3 Mecanismo de accion de los AINEs
Fuente: Hall y otros, 2012

La COX-1 tiene propiedades de enzima constitutiva y su actividad tiene que ver con la
colaboracion de las prostaglandinas y los tromboxanos en el control de funciones fisioldgicas, la

COX-2 tiene propiedades de enzima inducible en cierta células bajo circunstancias patologicas
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por la participacion de diversas citoquinas y mediadores de la inflamacién COX-2 ya que se

encuentran considerablemente en el tejido dafiado inflamado.

Los AINES clésicos inhiben de forma no selectiva la actividad enzimatica de las COX-1y COX-
2, pero mayoritariamente de COX-1 la cual tiene como resultado la aparicion de efectos

secundarios a nivel gastrointestinal, renal y de coagulacion.

Se describe de las acciones siguientes:

» Efecto analgésico: aisla la generacion del impulso del dolor, esto ocurre por la reduccion de
prostaglandina y probablemente la inhibicion de la sintesis o acciones de otros compuestos

que sensibilizan los receptores del dolor por medio de estimulacién quimica o mecénica.

» Efecto antiinflamatorio: se dice que actGan periféricamente en el tejido inflamado,
aparentemente disminuyendo la actividad de las prostaglandinas en dicho sitios y la sintesis
de otros mediadores locales de la respuesta inflamatoria, un ejemplo es la migracion
leucocitaria, inhibiendo la liberacién o accién de las enzimas lisosomales y acciones en otros

desarrollos inmunoldgicos y celulares en tejidos conectivos.

« Efecto antipirético: este actla en el centro regulador de la temperatura a posicion del
hipotalamo (disminuyendo la actividad de las prostaglandinas) para producir vasodilatacién
periférica, resultando en incremento del flujo sanguineo por medio de la piel, enrojecimiento

y pérdida de calor.

» Efecto antirreumatico y antigotoso: Se ejercen por mecanismos analgésicos Yy
antiinflamatorios, en presencia de articulaciones; las prostaglandinas incitan y alargan la
inflamacion comprometiendo a vasodilatacion ocasionado por el influjo tanto de las células
como de los mediadores del proceso inflamatorio. (Hall, et al, 2012)

1.2.3. Reacciones adversas mas frecuentes

Las reacciones adversas habitualmente son un efecto de sus propias acciones farmacolégicas. En

la Tabla 4-1, muestra las reacciones adversas mas relevantes.
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Tabla 4-1: Reacciones adversa mas frecuentes

GASTROINTESTINALES RENALES SISTEMA NERVIOSO

CENTRAL
Esofagicos
« Ulcera,
» esofagitis,
» estenosis
Gastroduodenales
» Dispepsia, ardor, » Insuficiencia renal aguda
epigastralgia » Sindrome nefrético con
» Eritema, hemorragia nefritis intersticial » Cefalea, tinnitus,
submucosa, lesiones * Necrosis papilar aguda sordera, vértigo
agudas de mucosa » Necrosis papilar crénica » Sindrome confusional
» Sangrado » Retencion de sodio y * Meningitis aséptica
«  Ulcera gastroduodenal edemas
» Perforacion astroduodenal « Hiperpotasemia
Hepaticas

» Elevacion asintomatica de
transaminasas

« Colestasis
»  Hepatitis
CUTANEOS HEMATOLOGICOS PULMONARES

» Urticaria, angioedema
» Exantema medicamentoso ¢ Leucopenia,

»  Eritema multiforme, agranulocitosis, anemia » Broncospasmo
sindrome de Steven- aplésica + Edema pulmonar
Johnson « Anemia hemolitica » Infiltrados

» Sindrome de Lyell » Anemia ferropénica pulmonares

» Fotodermatitis » Diatesis hemorragica
(pseudoporfiria)

Fuente: Hall y otros, 2012
Realizado por: Ximena Culqui, 2017

1.3. Diclofenaco sodico

El diclofenaco sodico es un farmaco antiinflamatorio no esteroideo con actividad analgésica y
antipirética. Se halla principalmente en forma de sal sédica. EI mecanismo de accién de
diclofenaco sodico opera a través de Ciclooxigenasa (COX). El efecto fisiologico de esta

sustancia deriva de una reduccion de la Prostaglandina. (Ulubay et al, 2017)
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Figura 4-1 Estructura del Diclofenaco
Fuentes: Ulubay y otros, 2017

1.3.1. Propiedades farmacocinéticas

El diclofenaco sddico se elimina por excrecién urinaria y biliar. Mientras que el 35% de la dosis
es conjugado en la bilis, el 65% de la dosis de diclofenaco se excreta en la orina. Al administrar
por via oral su efecto es sistémico; su absorcién es muy rapida. La velocidad de absorcion del
diclofenaco se asocia con sales de potasio altamente solubles y los excipientes que contienen el

farmaco. (Ulubay et al., 2017)

1.3.2. Mecanismo de accion

Bloquea la produccion de prostaglandinas a través de la inhibicion selectiva de COX. También
inhiben la sintesis de ADN bacteriano mediante efectos bacteriostatico. Tienen una labor
fundamental en el tratamiento farmacolégico de dolor agudo y crénico. El diclofenaco es un
derivado del &cido benceno-acético con propiedades antiinflamatorias. Como el diclofenaco es un
Antiinflamatorio no esteroideo (AINE), se une a ambas formas de COX (COX-1y COX-2) e
inhibe la conversion del acido araquiddnico en prostaglandinas pro-inflamatorias por medio de
reaccion de quelacion. El diclofenaco es eficaz en la superacion del dolor y la inflamacion cuando
inhibe la COX-2.

1.3.3. Posologia

Segun los Protocolos terapéuticos del Ecuador 2012 la posologia de diclofenaco sddico es:

e Nifios: 1-3 mg/kg/dia.

e Adultos: 75-150 mg/dia. Oral, cada 8-12 horas. Rectal, cada 8-12 horas. .M., cada 12-24

horas. Dosis maxima 150 mg/dia.
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1.3.4. Reaccione secundarias y adversas
Al presentarse reacciones adversas al consumir diclofenaco puede ocurrir cuando la dosificacion
es mayor al 10%, casuales entre 1 a 10%; en reacciones adversas se da un porcentaje de 0,001 a

1%, para casa aislados es de menos de 0,001%

Las reacciones adversas se mencionan de acuerdo con el sitio de afeccidén como se muestra en la

siguiente Tabla 5-1:

Tabla 5-1: Reacciones adversas al consumir diclofenaco

Sistema
Tracto . . . . L.
. . Nervioso Sentidos especiales: Piel: Hematoldgicas
gastrointestinal
central:

Dolor epigastrico,
otros trastor-nos
gastro-intes-tinales Cefalea, mareo o | Trastornos de la vision, Eritemas o Trombocitopenia,
como nausea, vomito, | vértigo. pérdida de la audicion, erupciones leucopenia,
diarrea, calambres Rara vez: tinnitus, alteraciones del | cutaneas. Rara anemia,
abdominales, somnolencia. gusto. vez: urticaria agranulocitosis
dispepsia, flatulencia
y anorexia.

. . . . Sistema Otros sistemas
Rifiones: Higado: Hipersensibilidad . .

cardiovascular organicos

Insuficiencia renal
aguda, alteraciones Palpitacion, dolor

rinari m Aumen | . raci R iones en el
urinarias como ume to,d_e 0s Asma, reacciones torac co, eacciones en e
hematuria, valores séricosde | ~.7 . A hipertension e punto de la

Y . : sistémicas anafilacticas/ | . N : S

proteinuria, nefritis aminotransferrasa . . insuficiencia inyeccion
' L anafilactoides - -
intersticial, sindrome S. cardiaca intramuscular
nefrotico y necrosis congestiva
-papilar.

Fuente: Mahmut, 2017
Realizado por: Ximena Culqui, 2017

1.4.Biodiversidad en el Ecuador

Ecuador es uno de los paises con un mayor nimero de especies a nivel mundial es por eso que se
denomina es un pais megadiverso (indice mas alto de biodiversidad en el planeta). Segin el
Centro de Monitoreo de la Conservacion del Ambiente, se halla diecisiete paises megadiversos

en los cuales se concentra el 70% de la biodiversidad del planeta.
La biodiversidad en el Ecuador es importante porque nuestro pais en muy rico en diferentes

formas de vida y ecosistema, por ello para una buena biodiversidad todo dependera de la

alimentacion, el habitad, provision de bienes, etc. (Bravo y Velasquez, 2011)
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En el plan del buen vivir que se establece para los afios 2013-2017 el objetivo que establece para
la biodiversidad del pais es “Garantizar los derechos de la naturaleza y promover la sostenibilidad
ambiental territorial y global”. Mientras que el Ministerio del Ambiente quien present6 la
actualizacion de la Estrategia Nacional de Biodiversidad (ENB) y el Plan de Accidn para el primer
periodo de implementacion 2016-2021, quienes tuvieron una reunién en Noviembre del 2016
establecieron objetivos estratégicos que fueron los siguientes: incorporar la biodiversidad, los
bienes y los servicios ecosistémicos asociados en la gestidn de las politicas publicas; reducir las
presiones y el uso inadecuado de la biodiversidad a niveles que aseguren su conservacion;
distribuir de manera justa y equitativa los beneficios de la biodiversidad y de los servicios
ecosistémicos asociados, contemplando especificidades de género e interculturalidad; y fortalecer
la gestidn de los conocimientos y las capacidades nacionales que promuevan la innovacion en el

aprovechamiento sostenible de la biodiversidad y los servicios ecosistémicos. (AMBIENTE, 2016)

1.4.1. Familia Lamiaceae

La familia de Lamiaceae ha sido de gran importancia debido al aroma tnico y valor nutricional.
Esta familia es una de las méas generalizadas y de uso medicinal, son plantas aromaticas mas
exclusiva con flores, que contiene alrededor de 220 generos y alrededor de 4000 especies de todo
el mundo. En general, esta familia se cultiva en los distritos secos, suaves y frios de Asia, Europa,
Africa del Norte y se esta extendiendo en América Latina desde unos afios atras. (Siddigi, 1995)

Las Lamiaceae (Labiadas) se caracterizan por ser arbustos y plantas herbaceas que muestran tallos
de seccién cuadrangular y hojas opuestas o decusadas. Las flores, que se fusionan en
inflorescencias, poseen un céliz con 5 sépalos soldados en una estructura tubular y una corola,
también tubular, compuesta por 5 pétalos; siendo el céliz y la corola bilabiados. Las excavaciones
arqueoldgicas demostraron que el uso de este miembro de la familia se basa en los tiempos

prehistéricos y no solo se cosecha, sino también en otros lugares crecia de forma salvaje. . (Ahmet
etal, 2017)

1.4.2. Género y especies mas importantes

En esta familia se conoce muchas especies que son utilizadas como ornamentales o condimentos
las mas conocidas son Rosmarinus officinalis; las Salvia spp. y Lavandula spp. son plantas que
se utiliza mucho en jardineria por ser aromaticas, en perfumeria son utilizadas varias especies de
Lavanda. Otras especies son utilizadas para aromatizar bebidas y usos medicinales como es el

Clinopodium spp. con sus propiedades digestivas y analgésicas. (Acton, 2012)
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1.4.3. Clinopodium tomentosum (Pumin)

Figura 3-1: Arbusto de Clinopodium tomentosum (Pumin)
Fuente: Flora of Ecuador, 2010

El termino Clinopodium se deriva del griego klino (cama) y podion (pie pequefio). Se encuentra
creciendo en América Latina a una altitud de 3000 y 4000 m. sobre el nivel de mar, muchas
especies de este género incluyendo al Clinopodium tomentosum se utiliza como plantas
medicinales. Esta especie tiene pequefias flores amarillas, aproximandose a una altura entre 30-
80 cm., en Ecuador los indigenas conocen a esta planta con el nombre de “Pumin”. (Veray Naranjo,
2012)

La sinonimia para esta planta segun la informacion del indice Internacional de Nombres de
Plantas (IPNI) se la conoce como: Gardoquia tomentosa, Gardoguia elegans, Gardoquia incana,

Satureja pavoniana, Satureja elegans, Satureja kuntheii.

1.4.4. Taxonomia

Tabla 6-1: Taxonomia perteneciente a Clinopodium tomentosum

REINO Plantae
DIVISION Magnoliophyta
CLASE Magnoliopsida
ORDEN Lamiales
FAMILIA Lamiaceae
GENERO Clinopodium
ESPECIE C. tomentosum

Fuente: Jens A. Pedersen, 2000
Realizado por: Ximena Culqui, 2017
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1.4.5. Habitad

Crecen en todo tipo de habitat pero en general son especies de lugares abiertos, siendo la cuenca
del Mediterraneo una de las regiones de mayor concentracién. En América latina se esta
reproduciendo como planta silvestre especialmente en la zona interandina como es en la parte

Norte de Per( y desde el centro hacia el Sur de Ecuador.

1.4.6. Usos medicinales

Clinopodium tomentosum todavia se utiliza en la medicina tradicional de Ecuador como
antiséptico oral. Sus propiedades curativas se utilizan para las afecciones gastrointestinales y
respiratorias; La gente local utiliza las partes aéreas de la planta para preparar infusiones por su

efecto relajante y como agente anti-inflamatorio. (Veray Naranjo, 2012)

1.4.7. Estudios realizados

Los estudios que se han realizado con la planta en el Ecuador fueron dos; el primero fue realizado
en la provincia de Pichincha cuidad de Tumbaco, por Mariela Beatriz Vera Saltos; Blanca Fabiola
Naranjo Puente; Nicola Malafronte; Alessandra Braca con su tema de investigacion “Phenolic
compounds from Clinopodium tomentosum (Kunth) govaerts (Lamiaceae).” La investigacion se
tratd6 de aislamiento y la caracterizacion estructural por métodos espectométricos y
espectroscopicos de un compuesto nuevo. Se obtuvieron extractos con solventes de cloroformo-
metanol de la hojas de C. tomentosum, el cual se someti6é a una cromatografia de columnay luego
en cromatografia liquida de alta resolucion en fase inversa, en el cual se identifico y se aislé un
nuevo compuesto (2-O-benzoil-3-O &cido tartarico-cinnamoyl) y 11 compuestos conocidos. (Vera
y Naranjo, 2012)

En la segunda investigacion sus autores fueron Maurizio Benzo, Gianluca Gilardoni, Carlo
Gandini, Gabriele Caccialanza, Paola Vita Finzi, Giovanni Vidari, Susana Abdo, Patricia
Layedra. Como tema de investigacion “Determination of the threshold odor concentration of main
odorants in essential oils using gas chromatography—olfactometry incremental dilution
technique”, la planta se recolecto del Rio Chambo de la provincia de Chimborazo; este estudio
se tratd de identificar la concentracion umbral del olor Clinopodium tomentosum este analisis se
realiz6 por dos métodos el primero se trataba de un olfato metro y utilizando cromatografia-
olfatometria de gases el segundo método es dilucidn olfactometria la muestra se concentra de
forma incrementada a partir de un volumen diluido en aire para que sus compuestos puedan ser

disueltos y volatilizados, se utiliz6 solo cromatografia de gas donde se obtuvo como resultados
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que el aceite esencial es rico en monoterpenos, entre los cuales iso- Mentona y pulegona fueron

los componentes mas abundantes constituyendo 41.7 y 29.9%, respectivamente.(Benzo et al., 2017).

En los estudios con respecto a la actividad antiinflamatoria in vivo se realiz6 una investigacion de
la familia por Ana Pavla, Diniz Gurgel, Jackeline G. da Silva,Ana Grangeiro, Danielli Oliveira,
Cynthia Lima, Aldo CP da Silva con su tema “In vivo study of the anti-inflammatory and
antitumor activities of leaves from Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng (Lamiaceae)”,
Plectranthus amboinicus es una especie medicinal de uso frecuente en Brasil, para el tratamiento
de varias enfermedades incluyendo inflamaciones, la actividad anti-inflamatoria se determiné por
el método de edema de plantar inducido por carragenina; aplicando las dosis del estudio con
respecto al extracto hidroalcohélico, donde obtuvieron como resultado que hubo disminuciones
estadisticamente significativas (p <0,05) del edema de la pata en dosis de 150, 250 y 350 mg /
kg, comprobando su actividad antiinflamatoria en esta planta perteneciente a la familia

Lamiaceae. (Burk et al., 2009, pp.397-405).

Otro estudio realizado in vivo fue realizado por D. Baricevic, S. Sosa, Della Loggia, Tubaro, B.
Simonovska, A Krasna, A. Zupancic que tuvo como tema “Topical anti-inflammatory activity of
Salvia officinalis L. leaves: the relevance of ursolic acid” la finalidad fue investigar las
propiedades antiinflamatorias por via tdpica, para obtener su aceite se realiz extractos de las
hojas por dos solventes diferentes siendo n-hexano y cloroformo. Para provocar la eficacia se
produjo un edema en la oreja de la rata, probando cada uno de los extractos con sus respectivas
dosis, al probar el extracto del metanol mostro un efecto muy bajo siendo el aceite esencial
inactivo mientras que al probar en aceite esencial extraido con cloroformo siendo méas potente y
activo por esta razon se realizd una investigacion quimica y farmacoldgica y teniendo como
resultado que el componente principal que da la actividad antiinflamatoria es el acido ursélico
siendo dos veces mas efectivo que la indometacina que fue utilizado como farmaco de referencia

para esta investigacion. (Baricevic, 2001)

En cuanto a los que la actividad antiinflamatoria en Eupatorium glutinosum se ha realizado un
estudio por B. de las Heras; K. Slowing; J. Benedi; E. Carretero; T. Ortega; C. Toledo; P. Bermejo;
. Iglesias; M.J. Abad; P. Gbmez-Serranillos; P.A. Liso; A. Villar a,*, X. Chiriboga, quienes a 15
especies Ecuatorianas investigaron su actividad antiinflamatoria por medio de extractos
etandlicos comprobando su eficacia en edema plantar inducido por carragenanos, en la planta
E.glutinosum se comprob6 que existe actividad con una disminucion de 22,9% en comparacion

con el resto de especies analizadas. (De las Heras et al, 1998)
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CAPITULO II

2. METODOLOGIA

2.1 Lugar de investigacion

La presente investigacién se llevé a cabo en los Laboratorios de Productos Naturales y
Farmacognosia en cuanto a proceso de la muestra e identificaciébn de compuestos; en el
laboratorio de Analisis Instrumental para el control de calidad de la droga cruda y extracto y en
el Bioterio para realizar el disefio experimental de la investigacion, todos estos laboratorios
pertenecen a la Escuela de Bioquimica y Farmacia de la Facultad de Ciencias, Escuela Superior

Politécnica de Chimborazo

2.2 Recoleccién del material vegetal

El Clinopodium tomentosum cominmente conocido como “Pumin” se recolecto en la cuidad de

Riobamba en la parroquia Lizarzaburo con unas coordenadas de 1°40'11.2"S y 78°40'47.1"W
2.3. Reactivos bioldgicos

Para la evaluacion in vivo de la actividad antiinflamatoria se utilizé 24 ratas (Rattus norvegicus),
conformadas en 4 grupos de 6 ratas, 3 ejemplares para el grupo control en este caso que fue un
blanco, como estandar farmacéutico diclofenaco de 100mg y se us6 el matico (E. glutinosum)

como extracto estandar; los 3 grupos restante fueron tomados para tratamientos en tres dosis

diferentes.

2.3.1. Descripcion

Tabla 1-2 Descripcion animales de experimentacion Rattus norvegicus

Nomenclatura Crl (WI) BR
Edad 2-3 meses
Peso promedio 200 — 2509
Sexo Hembras
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Lugar de nacimiento Bioterio del Instituto
Nacional de  Salud
Publica (INSPI)

Realizado por: Ximena Culqui, 2017

2.3.2. Condiciones Ambientales

Tabla 2-2 Condicione ambientales que fueron sometidas las ratas
Temperatura 25+2°C
Humedad 45+5%

12 Horas de luz y 12 Horas

Periodo de fotoluminiscencia .
de oscuridad

Alimentacién Ad libitum

Tiempo de ambientacion 15 dias

Tamo de arroz previamente
Cama esterilizado, cambio cada 48
horas

Realizado por: Ximena Culqui, 2017

2.4.Equipos y reactivos

2.4.1. [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

Camara UV

pH-metro(HANNA INSTRUMENT)

V V V V VYV V V V V V V V VY
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Bomba de vacio
Céamara fotogréfica (Samsung)
Computadora HP

YV V V VY

Congelador

2.4.2. Materiales

Soporte Universal

Pinzas Universales

Embudos de Separacion de 250 mL
Picnémetros

Balones aforados de 10, 50, 100 y 200mL
Balon esmerilado de 500mL

Vasos de precipitacion de 25, 50, 100, 250 y 500mL
Probetas de 10, 25, 50 y 100 mL
Pipetas de 1, 5, 10mL

Pipeta volumétrica de 5 mL
Capsulas de porcelana

Crisol

Piseta

Embudos

Tripodes

Termometro

Espatulas

Pera de succion

Varilla de vidrio

Pinzas para capsula

Pinza para tubos

Matraz 250ml

Mangueras para refrigerante

Tubos de ensayo

Reverbero Eléctrico

Malla metalica

Gradilla

Equipo de destilacion

YV VV V V VYV V VYV V V VY V V VY VYV VYV V V VY V V VY V VY V V VY V V

Refrigerante
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YV V V V V V V V V V VYV V V

Papel filtro

Papel Aluminio

Guantes estériles

Mascarillas

Zapatones

Jeringuillas de 1y 3 mL (NYPRO)
Canulas

Papel milimetrado

Franela

Micropipeta automatica de 1000uL
Micropipeta automatica de 100uL
Puntas azules de 1000uL

Puntas amarillas de 100Ul

2.4.3. Reactivos

YV VV V V VYV V VYV V V VY V V V V VYV VYV V VYV V

Alcohol 96%
Alcohol antiséptico
Gel antiséptico

Eter dietilico

Acido acético
Reactivo de Dragendorff
Reactivo de Wagner
Cloroformo

Acido sulfarico
Acido clorhidrico
Hidroxido de sodio
Hidroxido de potasio
Amonio 5% agua
Reactivo de Baljet
Reactivo de Sudan 11
Cloruro férrico
Cloruro de sodio
Magnesio metélico
Alcohol amilico

Reactivo de Fehling
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Silica gel 60F254 (Merck)
Metanol

Acetato de etilo

Formol al 40%

Acetato de etilo

Acido acético glacial

Cloruro de Aluminio
Polietilenglicol

Soluciones de 4cido géalico
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)
Solucidn de carragenina al 1%
Solucidn de Diclofenaco Sodico
Carboximetilcelullosa (CMC)

YV VV V V VYV V V VYV V V V V V V V V V V

2.5. Métodos y técnicas

La metodologia que se utiliz6 en la experimentacion se ilustra de forma resumida en la Figura 1-
2 donde se interpreta las técnicas y procedimientos empleados para el control de calidad del
extracto, andlisis cuantitativo de fenoles, flavonoides y radicales libres mediante

espectrofotometria y la evaluacion de la actividad antiinflamatoria in vivo.
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dinopodium
tomentosum

Haojas frescas libre de

impurezas
!

‘ Limpiar, secar y moler |

Elzboracion del Control de calidad Cromatografiz en Cuzntificacién Capacidad captadora Evaluzcion de la
extracto blando de extracto capa fina espectrofotomeétrica de radicales libre actividad

| | | antiinflamatoria

Muestra 300g con - Requisitos - €. Flavonoides - Método d= - Induccian del

2500 mL de alcohol organolépticos con cloruro de DPPH* (2,2- edema plantar

=l 35% - pH - Flavoncides aluminio difenil-1- por

. - indice de . - Cfencles picrilhidrazil) carragenina en
Maceracion L. - Triterpenos

. refraccion totales con ratas
Concentracion . R
solideos totalas mctode do

capilaridad Folin-Ciocalteu

Figural-2: Registro de la inventigacion
Realizado por: Culqui,2017

2.5.1. Comprobacién Taxonémica

La identificacion y la comprobacion correcta de la especie Clinopodium tomentosum se realizo
en el Herbario de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, por el Ingeniero Jorge Caranqui
con se muestra en el ANEXO A

2.5.2. Acondicionamiento de material vegetal

2.5.2.1. Secado

En la elaboracion del extracto etan6lico se utilizo las hojas de Clinopodium tomentosum, las hojas
secadas sobre papel de empaque en una superficie plana; esto se realiz6 en un lugar seco y obscuro

a una temperatura ambiente en un lapso de 15-20 dias.

Se controlé periddicamente la temperatura y ventilacion, para evitar contaminacion; se

removieron las hojas para favorecer un secado completo y acelerado.

2.5.2.2. Molienda

Una vez seco la materia prima se procedié a moler, esta actividad se realiz6 en un molino de

cuchillas giratorias marca Arthur H Thomas CO, para conseguir particulas iguales.
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2.5.3. Obtencidn del extracto etandlico

A 300g de muestra seca y molida de C. tomentosum se depositd en un frasco de vidrio &mbar, y
se realizaron 3 maceraciones con la misma muestra donde se afiadié 1000mL de alcohol al 96%,
en la primera y segunda se afiadi6 1000mL y 500mL respectivamente, cada maceracion se dejo
reposar por 48 horas con agitaciones permanentes, se filtro al vacio en un kitasato y se concentro
en un rotavapor con una temperatura menor a 60°C se control6 su presién y temperatura, la
concentracion se realizé hasta evaporar toda la cantidad de alcohol donde se obtuvo un extracto
blando.

2.5.4. Control de calidad de la droga cruda

Para realizar este tipo de control se basé en técnicas establecidas mediante el Manual de practicas
de Laboratorio de Farmacognosia. 1986. (Miranda, 1986)

- Determinacion del contenido de humedad: METODO GRAVIMETRICO
- Determinacion de cenizas totales
- Determinacion de cenizas solubles en agua

- Determinacion de cenizas solubles en &cido clorhidrico

2.5.4.1. Parametros de Calidad de los Extractos

El control de calidad fisico se realiz6 de acuerdo a las Normas Ramales para Drogas crudas y

extractos y tinturas, 1992; y la Real Farmacopea Espafiola.

2.5.4.2. Parametros de Calidad Quimicos:

El tamizaje fitoquimico permite determinar cualitativamente los principales compuestos que se
encuentran presenten ya sea con evidencias altas o leves. El Screening fitoquimico esta
fundamentado en la extraccion de la planta con solventes adecuados y la aplicacion de reacciones

de coloracion y precipitacion.
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PREPARACION DE LOS
EXTRACTOS

30-50g de material
wegetal

Extraer con 90-150 mL de éter etilico por maceracion
durante 43 horas a temperstura ambisnte

FI LTIRF'.R

. 1.
E}{TRACTIEJ ETEREC RESIDUC 30UDO
[Meadir wolumen y calcular {3=car y pasar]

concentracian) |

Extraer con 3 wecss el residuo del peso de |z materia an
volumen con etanol por macaracion durantz 43 horas

FILI R

[ |
EXTRACTO ETAMOLUCOD RESIDUD SOLIDO
{Medir volumen y [Secar y pesar)

calcular concentracién) |

Extraer con 3 weces el residuo del peso de la materia en
volumen con agus destilada por maceracién durante 42 horas

FILTRAR
| l |
EXTRACTO ACUOSO RESIDUO SOLIDO
IMedir velumen y [Secar, pesary
calcular concentracién) desechar]

Figura 2-2: Elaboracion de los extractos para tamizaje fitoquimico
Realizado por: Ximena Culqui, 2017

Las pruebas de identificacion de los compuestos se realizaron segun la Tabla 3-2 de cada uno de

los extractos par el tamizaje. (Farmacopea Espafiola)

Tabla 3-2 Tamizaje fitoquimico para cada extracto

EXTRACTO ENSAYO COMPUESTOS
SUDAN Aceites y grasas
BALJET Lactonas y coumarinas
, LIEBERMANN-BUCHAR Terpenos y Esteorides
E. Etéreo
DRAGENDORF
MAYER Alcaloides
WAGNER
CATEQUINAS
RESINAS
FEHLING Azucares Reductores
Sli BALJET Lactonas y coumarinas
E. Etanolico LIEBERMANN-BUCHAR Terpenos y esteroides
ESPUMA Saponinas
ClFes Fenoles y taninos
NIHIDRINA Aminoacidos
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BORNTRAGER Quinonas

SHINODA Flavonoides
KEDDE Cardenolidos
ANTOCIANIDINA
DRAGENDORF
MAYER Alcaloides
WAGNER
DRAGENDORF
MAYER Alcaloides
WAGNER
ClFe; Fenoles y taninos
E. Acuoso SHINODA Flavonoides
FEHLING Azucares reductores
ESPUMA Saponinas
MUCILAGOS estructuras tipo polisacarido

PRINCIPIOS AMARGOS

Fuente: Normas Ramales para Drogas crudas y extractos y tinturas, 1992
Realizado por: Ximena Culqui, 2017

2.5.5. Parametros de Calidad Fisicos del extracto blando

2.5.5.1. Determinacion de los requisitos organolépticos

> Determinacion del olor

Se tomé una tira de papel filtro de 1 cm de ancho por 10 cm de largo aproximadamente y se
introdujo el extremo de la tira en la muestra del extracto blando que estuvo previamente disuelto

en alcohol. Se percibi6 y se determind su olor caracteristico.

> Determinacion del color

El extracto blando se disolvi6 en alcohol y se llen6 aproximadamente 2cm en un tubo de ensayo

seco y limpio, donde se observo su color.

> Determinacion del sabor

En el borde de la palma de la mano o en el dedo indice se coloco una pequefia cantidad de muestra
del extracto e inmediatamente se tomd contacto con la punta de la lengua realizando la evidencia

de su sabor
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2.5.5.2. Determinacion del pH

La medicion del pH se hizo por medio de un lector de pH (pHmetro), digital. Esta lectura esta en

funcidn de la diferencia de potencial entre un electrodo indicador y un electrodo de referencia

usando como solucion de ajuste del pHmetro, una solucion reguladora. (Normas Ramales para Drogas

crudas y extractos y tinturas, 1992)

La medicion del pH del extracto se realiz6 introduciendo el electrodo en la muestra y se procedio

a tomar la lectura hasta que sea estable por 15 segundos aproximadamente.

2.5.6. Cromatografia en capa fina

2.5.6.1. Cromatografia para flavonoides

Para la deteccion de flavonoides en cromatografia de capa fina se realizé con el método de

Hildebert Wagner y Sabine Bladt, 2003. (Wagner y Bladt, 1996)

Se pes6 0,02g del extracto blando y se afiadié 10mL de alcohol al 96%

En una placa de Silica gel 60 F254 (Merck) a un centimetro del borde inferior se colocé 10uL
de la muestra con ayuda de un capilar. Se aplicé por 5 veces y se dej6 secar a temperatura
ambiente

La fase movil estaba compuesta de acetato de etilo: acido férmico: acido acético glacial: agua
(100:11:1126)

Se retird la placa de silica de la cuba y dejé secar. Una vez seco se observé en la camara UV
a una longitud de onda 254nm

Se revel6 la placa con cloruro de aluminio al 1%, se dejo6 secar y luego se observé nuevamente
en la camara UV

Para tener un mejor revelado de la placa se realiz6 con Polietilenglicol al 2%

Ecuacion de resultados:

Distancia recorrida de la muestra

Distancia recorrida del solvente
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2.5.6.2. Cromatografia para triterpenos

Para la deteccion de triterpenos se realiz6 segun la técnica establecida por Wall M.D y

colaboradores. (Ferrer et al, 2007)

- Se pesd 0,02g del extracto blando y se afiadi6 10mL de alcohol al 96%

- Enunaplaca de Silica gel 60 F254 (Merck) a un centimetro del borde inferior se colocé 10uL
de la muestra con ayuda de un capilar. Se aplicé por 5 veces y se dej6 secar a temperatura
ambiente

- La fase movil estuvo compuesta de cloroformo: acetato de etilo (50:50)

- Para revelar la placa se uso reactivo de vainillina al 2% en acido perclorico al 50%, la placa
con el revelador se coloc6 en una plancha metélica que tuvo contacto con calor moderado por

1 a 3 minutos.

2.5.7. Cuantificacion de fenoles totales mediante el método de Folin-Ciocalteu

Las concentraciones de fenoles totales de cada uno de los extractos fueron medidos por
espectrofotometria, fundamentando la técnica basada en una reaccion colorimétrica de Oxido-

reduccién en donde se utiliz6 como agente oxidante el reactivo de Folin-Ciocalteu. (Khamis y
Amzad, 2016)

En la cuantificacion de los fenoles, se realizé una curva de calibracion con un estandar de acido
galico, para su curva de calibracion se llevaron a cabo usando concentraciones de 20, 40, 60, 80

y 100ppm.

Las lecturas de las absorbancias de las concentraciones de la muestra y del estandar se realizaron

de acuerdo al siguiente procedimiento.

- Se tomé 2mL de la muestra o estandar de acido galico y se afiadié 0,5mL del reactivo de
Folin-Ciocalteu al 20%. Se dej6 reposar por 5 min.

- Lamezcla se afiadié 5mL de agua destilada y 0,5mL de NaCOs; AL 20%. Se dejo reposar por
1 hora en la obscuridad protegiendo de la luz y a temperatura ambiente.

- Se procedi6 a leer las absorbancias en el espectrofotometro a una longitud de onda A=765nm

- Setrazo la curva de calibracion.

- Las unidades fueron expresadas como miligramos equivalentes de acido galico por mL de

extracto
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2.5.8. Cuantificacion de flavonoides totales mediante un método colorimétrico

Se realiz6 una curva de calibracion con una solucion estandar de quercetina a concentraciones de
20, 40, 60, 80 y 100 ppm. (Khamis Al-Jadidi & Amzad Hossain, 2016)
Se realizd las lecturas de las absorbancias tanto de la muestra como de la solucion estandar de la

siguiente manera:

- Se tomd 100uL de la muestra o solucion patron, se agregd 300uL. deNaNO; al 5%p/vy 5 mL

de agua destilada. Se dej6 reposar por 5 minutos

- Allamezcla agregd 300uL de AICI; al 10% p/v. se dejé reposar por 6 minutos

- Se afiadié 2mL de NaOH 1M. y se dejé reposar por 5 minutos.

- Se leyo la absorbancia en el espectrofotometro a una A= 510 nm

- Seelabor6 la curva de calibracion respectiva

- Lasunidades se expresaron como miligramos equivalentes de quercetina por mL de extracto

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

Para la captacion de radicales libre se utilizé el método de DPPH*.

Como fundamento se adjunta que una molécula antioxidante es capaz de retardar o prevenir la

oxidacion de otras moléculas. La defensa del sistema antioxidante esta formado por compuesto

de:

Naturaleza enzimética como: Naturaleza no enziméatica como:

- superodxido dismutasa, -
- catalasa, -

- glutation peroxidasa, -
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2.5.9.1. Preparacion solucién de DPPH*

- Sepes6 5,89 la muestra de DPPH* , con ayuda de una espéatula de acero

- La muestra se llevd a un bal6n de aforo de 250mL y se aforé con metanol; esta solucion se
encontraba a una concentracion de 60 pum, esto se bas6 en el método propuesto por Brand-
Williams

- Se midié la absorbancia de la muestra a una longitud de onda A= 15nm

- Si se obtiene absorbancias superior a 0,560 se debe ajustar con adicion de metanol.

2.5.9.2. Preparacion de la muestra y cuantificacién de la capacidad captadora de radicales

libres.

En el anélisis de cuantificacion de la capacidad captadora de radicales libre, se elaboré una curva
en la que indico la cinética de la reaccion, esta se realizé a partir de la muestra madre de acido
galico con diluciones de menor concentracion de 10, 20, 40, 60 y 80ppm; para la muestra estandar

0 extracto se procedié con la siguiente técnica:

- Setomo 100uL de la muestra

- Se afadio 3,9 mL de la solucién de DPPH*

- Se dejo en reposo por el lapso de 1 hora bajo la obscuridad

- Las lecturas de absorbancia se realizaron en el espectrofotémetro a una longitud de onda
515nm.

2.6. Evaluacién de la actividad antiinflamatoria

Para la evaluacion de la actividad antiinflamatoria se utiliz6 la prueba de edema plantar inducido

por carragenina que fue propuesto por Winter.

2.6.1. Prueba de edema plantar en ratas (Rattus norvegicus) inducido por Carragenina

El fundamento en esta técnica se basa en la administracion subcutanea de una solucion de
carragenina a un nivel de la aponeurosis plantar de la rata, la carragenina produce una inflamacién
porque esta sustancia estimula la produccion de prostaglandina, dicha produccion se deriva del
metabolismo del &cido araquidonico promoviendo los procesos inflamatorios-inmunolégicos y

angiogenicos. (Himanshu et al., 2015, pp. 1277-1282)
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Para la investigacion se utilizaron 24 ratas para 6 tratamientos diferentes cada uno de ellos con 4
animales de experimentacion, realizando el ensayo con cuatro repeticiones como se indica en el
disefio experimental.

Se realizé el experimento en base a dos etapas:

a) ETAPA 1: DE AMBIENTACION

Esta etapa de ambientacidn se bas6 en que los animales de experimentacion fueron sometidos a
condiciones iguales como es la temperatura, humedad, tiempo de luz/obscuridad y alimentacion
como se indica en la Tabla 2-2; también se tuvo contacto entre investigador-animal para estar
adaptado el uno con el otro, con ello no presentaron estrésy no conllevaron a errores. Este proceso

de adaptacion tuvo una duracién de 2 semanas

b) ETAPA 2: DISENO EXPERIMENTAL

- En la aplicacién de la dosis del tratamiento los animales se encontraban con 12 horas de
ayuno, esto ayudo6 a una mejor absorcion del tratamiento.

- Una vez transcurridas las 12 horas se procedioé administrar la dosis de tratamiento sefialada

para cada animal, como se indica en la siguiente Tabla 4-2.

Tabla 4 -2: Disefio de la evaluacion de la Actividad Antiinflamatoria “in vivo”.

CODIGO GRUPO TRATAMIENTO DOSIS CANTIDAD DE
ANIMALES

T1 Grupo negativo Blanco = - 4
(AmL)

T2 Grupo positivo Diclofenaco 100 mg/Kg 4
(farmaco) (ImL)

T3 Grupo positivo (planta) Eupatorium 100 mg/Kg 4
glutinosum(Matico) (ImL)

T4 Grupo investigacion 1 Clinopodium 300 mg/Kg 4
tomentosum (AmL)

T5 Grupo investigacion 1 Clinopodium 100 mg/Kg 4
tomentosum (AmL)

T6 Grupo investigacion 1 Clinopodium 25 mg/Kg 4
tomentosum (AmL)

Realizado por: Ximena Culqui, 2017
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Para el volumen de dosificacion se realiz6 de acuerdo a la concentracion y peso de la rata.
(ver ANEXO P)

La administracion del extracto fue por via oral con su vehiculo respectivo
carboximetilcelulosa (CMC) al 10% solvente que permite una mejor solubilidad y una
dispersién homogénea del extracto; su forma farmacéutica fue una suspensiéon que se

administrd por medio de una canula que llevé al extracto aproximarse al estdmago de la rata.

Se procedio a inducir la inflamacién por carragenina con administracion subcutanea a un
volumen de 0,1 mL en la aponeurosis plantar de la pata derecha de la rata, tomando en cuenta
las normas de bioseguridad (desinfectar el &rea antes de la inyeccidn)

Se midi6 con papel milimetrado y se tom¢ una imagen fotogréafica del area de la pata en cada

uno de los tiempos, desde el tiempo cero hasta la hora siete.
Se tomo mediciones del rea de lapataa %, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 horas

Se calcul6 el &rea de la pata del animal de experimentacion utilizando un programa IMAGEJ,
el cual por medio de fotografias se obtuvo el valor del area

Con los resultados obtenidos del &rea se procedié a determinar el porcentaje de inflamacién

utilizando la siguiente formula

., At — Ao
%Inflamacion = P x 100

Donde:

At: Area de la pata inflamada a un tiempo X

Ao: Arrea normal (antes de aplicar carragenina)

2.6.2. Anadlisis estadistico

Para este analisis se utiliz6 un programa de SPSS version 22, por medio del test ANOVA de un

factor nos ayud6 a identificar si existe diferencia significativa entre grupos de tratamiento

investigados, con una probabilidad p<0,05.Realizando el planteamiento de las hipotesis, siendo

las siguientes:
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Ho: no existe diferencia significativa en cada uno de los tratamientos administrados a los animales

de experimentacion por medio de la induccién del edema plantar. P>=0,05

H1: existe diferencia significativa por lo menos en uno de los tratamientos administrados p<0,05
Si se acepta la hipotesis nula se concluye que no existe diferencia significativa entre los
tratamiento, pero si se rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipétesis alternativa con la finalidad
gue uno de los tratamientos tiene diferencia se procede a realizar el test de Tukey-B donde se
determina en cual de los grupos de tratamiento existe la diferencia significativa con ayuda del

porcentaje de inflamacion
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS

3.1. Obtencion del extracto etandlico de Clinopodium tomentosum

El porcentaje de rendimiento se obtuvo por medio de tres maceraciones continuas, mostrando en

la Tabla 1-3 los resultados obtenidos de C. tomentosum, siendo este de 11,66%

Tabla 1-3: Extracto obtenido de la droga vegetal de Clinopodium tomentosum

Gramos de la muestra seca

de C. tomentosum

Gramos del extracto blando

de C. tomentosum.

Porcentaje de rendimiento de
la planta

4009g/2500mL de alcohol

46,638 g de extracto

11,659%

Realizado por: Ximena Culqui, 2017

3.2. Determinacion del analisis quimico del material vegetal
La finalidad de realizar este analisis es garantizar la identidad, pureza y contenidos en principios
activos o marcadores de la droga cruda, es decir, que no contenga sustancias extrafias,

adulteraciones o falsificaciones.

Tabla 2-3: Anélisis quimico de la materia vegetal

PORCENTAJE DROGA
) ) ) VALORES DE
PARAMETROS CRUDA Clinopodium REFERENCIA
tomentosum
Determinacion de humedad 11,23 +0,0613 14%
Determinacion de cenizas 3,49 +0,08798 5%
totales
Determinacién de cenizas
1,79 +£0,07595 2%
solubles en agua
5 — -
eterminacion de cenizas 0,89 + 0,0348 1%
solubles en HCI

Realizado por: Ximena Culqui, 2017

Los valores obtenidos en la Tabla 2-3 muestras cada uno de los parametros analizados de la
materia vegetal como son la humedad, cenizas totales, cenizas solubles en agua, cenizas solubles

en HCI teniendo todos su resultados dentro de los valores de referencia por la Farmacopea
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Espafiola, 2012. Por lo tanto la droga cruda de Clinopodium tomentosum se encuentra dentro de

los parametros para garantizar que la droga es de calidad con una adecuada inocuidad.

3.3.Paradmetros de calidad quimico-cualitativo: tamizaje fitoquimico

Es realizar el tamizaje fitoquimico permite identificar cualitativamente los principales metabolitos

de la planta y asi poder orientarse cual es el solvente adecuado para el aislamiento de los

compuestos o metabolitos de mayor interés.

El tamizaje fitoquimico se realizd tanto en Clinopodium tomentosum como Eupatorium

glutinosum planta de referencia para comparar su actividad antinflamatoria al (Matico) que fue

estudiada y comprobada la actividad antinflamatoria. (De las Heras et al, 1998)

Tabla 3-3: Resultados del tamizaje fitoquimico de la planta Clinopodium tomentosum

ENSAYO

Sudan

Dragendorff
Mayer
Wagner
Baljet

Liebermann-
Buchard
Catequinas

Resinas
Fehling
Espuma
Cl,Fe
Borntrager
Shinoda

Ninhidrina
Mucilagos
Principios

amargos

Antocianidina

TIPO

Aceites y Grasas
Alcaloides
Alcaloides
Alcaloides
Cumarinas

Triterpenos-
Esteroides
Catequinas

Resinas

Az. Reductores
Saponinas
Fenoles y Taninos
Quinonas
Flavonoides
Flavonoides
Aminoacidos
Polisacaridos
Principios
amargos

EXTRACTO
METABOLITO ETEREO

++

++

EXTRACTO

EXTRACTO

ALCOHOLICO ACUOSO

++

++

++

++

++

Interpretacion: (-) Negativo, (+) Baja evidencia, (++) Evidencia, (+++) Alta evidencia
Realizado por: Ximena Culqui, 2017
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En el solvente etéreo se realizaron los ensayos respectivos evidenciado la presencia de aceites y
grasas como también triterpenos y esteroides; mientras que en el solvente etandlico se presencid
los siguientes compuestos cumarinas, triterpenos y esteroides, saponinas, fenoles y taninos, con
una leve evidencia resinas, quinonas, flavonoides; y por Gltimo en el solventes acuoso se obtuvo
alcaloides y levemente saponinas, fenoles y taninos. Los resultados se puedeN observar en la
Tabla 4-3. El tamizaje permitio conocer los principales compuestos de C. tomentosum, como son
aceites y grasas, cumarinas, triterpenos, fenoles y taninos, levemente se presencio resinas,

flavonoides y quinonas.

La identificacion de compuestos secundarios de esta especie se ha realizado en una investigacion
realizado por Veronica Bodero, 2010 donde los metabolitos secundarios identificados concuerdan

con los obtenidos en la Tabla 3-3. (Bodero, 2010)

Se ha tomado en cuenta a especies pertenecientes a la misma Familia, en este caso un estudio
realizado por QF. Beltran Carlos, 2013 quien realizo un tamizaje fitoquimico preliminar de
especies de plantas promisorias de la costa atlantica colombiana en ella se incluye a Hyptis
Capitata perteneciente a la familia de las Lamiaceae identificando los mismo compuesto que C.
tomentosum, con la Unica diferencias que se pudo encontrar glucdésido y los flavonoides fueron

de una evidencia mas clara. (Beltran et al., 2013).

Segin Mohammad Amzad Hossain y otros, 2013 realiz6 un estudio de identificacion de
metabolitos de Thymus vulgaris en la cual se idéntico compuestos similares a los de C.
tomentosum siendo los mas evidentes flavonoides, compuestos fenolicos y esteroides, esta

muestra fue recogida en la Peninsula de Iberia. (Hossain et al., 2013, pp.705-710)

En las Lamiaceae el género mas utilizado para investigaciones es Salvia officinalis, una
investigacion de identificacion de compuestos fue realizado por MSc. Ester Sanchez Govin y
otros 2005 donde se encontrd triterpenos, esteroides, carotenos, azlcares, fenoles, taninos,
flavonoides, mucilagos y aceites esenciales, estos compuestos coinciden con la identificacion de

la planta en estudio. (Sanchez et al., 2005)

Tabla 4-3: Resultados del tamizaje fitoquimico de la planta Eupatorium glutinosum (Matico)

ENSAYO TIPO EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO
METABOLITO ETEREO ALCOHOLICO ACUOSO

Sudan Aceites y Grasas - -

Dragendorff Alcaloides - - +

Mayer Alcaloides - - -

39



Wagner Alcaloides - +
Baljet Cumarinas - -
Liebermann- Triterpenos-
Buchard Esteroides * *
Catequinas Catequinas +
Resinas Resinas +
Fehling Az. Reductores - -
Espuma Saponinas - -
ClsFe Fenoles y

+ +

Taninos

Borntrager Quinonas
Shinoda Flavonoides + -
Antocianidina Flavonoides ++
Ninhidrina Aminoacidos -
Mucilagos Polisacaridos -
Principios Principios
amargos amargos *

Interpretacion: (-) Negativo, (+) Baja evidencia, (++) Evidencia, (+++) Alta evidencia
Realizado por: Ximena Culqui, 2017

En la planta que se utiliz6 como referencia se realizé el tamizaje fitoquimico correspondiente
como se puede observar en la Tabla 5-3. Para el extracto etéreo se presencia una baja evidencia
de un solo compuesto que es triterpenos y esteroides, mientras que en el extracto etandlico se
identifico triterpenos y esteroide, catequinas y resinas, fenoles y taninos con una baja evidencia 'y
flavonoides se evidencio claramente, en el extracto acuoso se presencié una baja evidencia de
alcaloides, fenoles y taninos, en el extracto etandlico se evidencio levente los siguientes

compuestos alcaloides, fenoles y taninos, como también principios amargos.

En estudios con respecto al Eupatorium glutinosum se realizé un tamizaje fitoquimico por Jorge
Arroyo y otros, 2012 quienes tomaran a esta planto con otro tipo de sinonimia siendo Piper
aduncum recolectado de la ciudad de Lima, los metabolitos secundarios que se identificé con una
alta evidencia fue flavonoides, con evidencia normal se encuentrd alcaloides, saponinas,
compuestos fendlicos, aceites y taninos y con una leve evidencia esteroides y quinonas, esto

quiere decir que hay mucha semejanza a los resultados obtenidos de Eupatorium glutinosum.
(Arroyo et al., 2012, pp. 275-280)
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A los compuestos secundarios que les atribuye la actividad antiinflamatoria son los flavonoides y
terpenos es por ello que los tamizajes realizados se enfocaron a presenciar estos compuestos los

cuales estan presentes en las dos especies analizadas.

3.4.Determinacion de los requisitos organolépticos del extracto blando de Clinopodium
tomentosum.

El realizar este tipo de ensayo permitié confirmar la identidad propia de la droga cruda,
permitiendo comprobar que no esté contaminada por sustancias extrafias que puedan alterar a la

planta modificando los resultados préximos a realizarse.

El control de calidad del extracto blando de C. tomentosum se realizdé conforme lo indica Normas
ramales para drogas crudas, extractos y tinturas, 1992

Tabla 5-3: Resultados de requisitos organolépticos.

Parametros Extracto de C. tomentosum

OLOR Menta

COLOR Verde

SABOR Picante

pH To 18°C 4,31 +0,0513

Realizado por: Ximena Culqui, 2017

En la Tabla 5-3 se observa cada uno de los pardametros obtenidos donde el olor fue similar a la
fragancia de la menta, el color verde intenso, por ultimo presento un sabor amargo estas

caracteristicas obtenidas son propias de la planta.

El valor del pH determinado tiene un valor de 4,31 + 0,0513, esto se debe a las sustancias que se
extraen por medio del extracto, como es la presencia de flavonoides, fenoles y taninos, oleico,
acidos organicos que le dan el caracter &cido

3.5. Cromatografia en capa fina

3.5.1. Andlisis cromatogréfico para identificacion de flavonoides

Para la fase movil de identificacion de flavonoides de C. tomentosum y E. glutinosum se utiliz6

los siguientes solventes acetato de etilo: &cido formico: &cido acético glacial: agua (100:11:11:26)

respectivamente como revelador Cloruro de aluminio 1% y potenciador Polietilenglicol 2%.
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Clinopodium tomentosum

Figura 1-3: Cromatografia en capa fina
para flavonoides de C. tomentosum

Realizado por: Ximena Culqui, 2016

Tabla 6-3: Resultado de Rf flavonoides C. tomentosum

Posible Compuesto
Manchas observadas Calculo Rf .
Identificado
1 Rf=5,01/8,5= 0,59 Hiperosido

Elaborado por: Ximena Culqui, 2017

En la Tabla 6-3 se puede observar los resultados obtenidos del compuesto identificado de
Clinopodium tomentosum, donde se calcul6 su RF respectivo 0,59; seguin fuentes bibliogréaficas
de Wagner y Sabine Bladt.2003 pertenece a Hiperosido (glicdsido flavonoideo) con un Rf de

0,6; siendo un compuesto derivado de la quercetina. (Wagner y Bladt, 1996)

Eupatorium glutinosum

Figura 2-3: Cromatografia en capa fina para

flavonoides de E. glutinosum
Realizado por: Ximena Culqui, 2017
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Tabla 7-3: Resultado de Rf flavonoides E. glutinosum.

Posible Compuesto
Manchas observadas Calculo Rf .
Identificado
1 Rf=3,2/8,5= 0,47 -
2 Rf=4,1/8,5= 0.51 Acido clorogénico
Hiperosido (Derivado de
3 Rf=5,0/8,5= 0,63 )
quercetina)

Realizado por: Ximena Culqui, 2017

En la TLC que se realizé a E. glutinosum se observaron 3 machas muy claras como se puede
observar en la Figura 2-3, en las que se identifico los posibles compuestos calculando sus
respectivos Rf como indica la tabla 6-3 siendo evaluados segin Wagner y Sabine Bladt, 2003; el
primer con un Rf de 0,47 no perteneci6 a ningin compuesto, el segundo compuesto identificado
con Rf de 0,51 es posiblemente el acido clorogénico, mientras que con un Rf de 0,63 el permisible
compuesto fue hiperosido que es un derivado de la quercetina. (Wagner y Bladt, 1996)

3.5.2. Andlisis cromatogréafico para identificacion de triterpenos
Para la identificacién de triterpenos en C. tomentosum como fase moévil se utiliz6 cloroforma y
acetato de etilo en concentraciones 50:50, como revelador se trabajé con vainillina al 2% en acido

perclérico al 50%.

Clinopodium tomentosum

Figura 3-3: Cromatografia en capa fina para triterpenos de C. tomentosum
Realizado por: Ximena Culqui, 2016
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Tabla 8-3: Resultado de Rf triterpenos C. tomentosum

Posible Compuesto
Manchas observadas Calculo Rf -
Identificado
1 6,8/7,3=0,93 Acido oleandlico
2 5,0/7,3=0,68 Acido ursélico

Realizado por: Ximena Culqui, 2017

Para la identificacion de triterpenos en C. tomentosum con la cromatografia respectiva se observo
2 machas las mismas que se pueden observar en la Figura 3-3, la primera mancha siendo mas
obscura con su Rf de 0,93 pudiendo tratarse del acido oleandlico, la segunda es una macha leve
con su Rf de 0,68 del &cido ursélico, que fueron compuestos comparados con una fuente
bibliogréafica de un estudio realizado por Serrano Carlos y otros, 2016; quienes realizaron un
estudios de Cuantificacion de acido oleandlico, &cido ursélico y &cido rosmarinico con Rf de
0,52; 0,64 y 0.90 respectivamente, en tres especies peruanas de Clinopodium es por ello que los
compuestos encontrados tienen similitud con esta investigacion.(Serrano et al, 2016, pp.333-350) Este
método no fie comprobado con, estandares es por ellos que se compara con estudios realizados.

3.6. Cuantificacién de fenoles totales mediante el método de Folin Ciocalteu

En la cuantificacion de fenoles totales se elabor6 una curva de calibracién, como solucién estandar
se utilizé acido galico con concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm, mediante las absorbancias
obtenidas se elaboro la ecuacién de la recta y=0,005+0,1925, con un coeficiente de correlacion

R=0,9820; la ilustracion de la curva de calibracion se puede observar en el ANEXO T.

Tabla 9-3: Resultado de cuantificacion de Fenoles totales

Concentracion mg equivalentes de 4cido )
Extractos . Porcentaje
ppm galico/mL de extracto
Clinopodium
2000 ppm 13,366 mgEQ/mL 1,337 %
tomentosum
Eupatorium
) 1111 ppm 43,663 mgEQ/mL 4,366 %
glutinosum

Realizado por: Ximena Culqui, 2017

En los resultados obtenidos en la cuantificacion de fenoles totales se observa en la Tabla 9-3,
donde 1,333% de porcentaje con 13,366 mgEQ/mL de extracto a una concentracion de 2000ppm
estos valores pertenecen a C. tomentosum, mientras que 4,366% de porcentaje con 43,663

mgEQ/mL a una concentracion de 2000 ppm que pertenece a E. glutinosum; fueron realizados
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con diferentes concentraciones (ppm) para que puedan ingresar a la curva de calibracién. De las
dos especies analizadas la que tuvo mayor porcentaje de compuestos fendlicos fue E. glutinosum.
No se ha evidenciado investigaciones de la cuantificacion de fenoles totales con respecto a C.
tomentosum, es por ello que para su referencia se utilizé el estudios realizado por Bouterfasa K.
y otros, 2016; que trabajo con Marrubium vulgare (Linnaeus) teniendo un valor de 40,7mgEQ/g,

equivalente a 0,407 mgEQ/mL siendo un valor menor al valor obtenido de C. tomentosum
(Bouterfasa et al., 2016, pp. 453-463.)

Un estudio realizado por Mouna Ben Farhata y otros, 2013 realizé la cuantificacion de diferentes
especies de Salvia, siendo sus valores de 67,67 a 72,02 mgEQ/g para extracto de S. argéntea y
112,93 a 161,37 mgEQ/g de extracto Salvia officinalis; de los valores analizados el segundo
extracto tiene mayor similitud con respecto al valor obtenido de la cuantificacion de fenoles

totales. (Mouna et al, 2013)

Para tomar referencias con los valores obtenidos de E. glutinosum con respecto a la cuantificacion
de fenoles, no se han realizado estudios, esto puede deberse a que es una planta propia del
Ecuador. Los valores de las cuantificaciones varia en cada una de las especies, esto puede deberse
del lugar de donde proviene la muestra, la época en que ha sido recolecta, habitad, compuesto que

lo conforman y sus condiciones de movilizacion.

3.7. Cuantificacion de flavonoides totales mediante un método colorimétrico

En la cuantificacion de flavonoide totales se realiz6 una curva de calibracion, para ello se utilizé
una solucion estandar de quercetina a diferentes concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm;
obteniendo la ecuacion de la recta y=0,0009+0,0066 su coeficiente de correlacion de R2=0,9991.

En el ANEXO U se encuentra la interpretacion de la curva con sus respectivas interpolaciones.

Tabla 10-3: Resultado de cuantificacion de flavonoides totales

Concentracion mg equivalentes de )
Extractos ) Porcentaje
ppm guercetina/mL de extracto
Clinopodium
5000 ppm 1,680 mgEQ/mL 0,168 %
tomentosum
Eupatorium
) 1000 ppm 4,585 mgEQ/mL 0,459 %
glutinosum

Realizado por: Ximena Culqui, 2017
Se puede observar en la Tabla 10-3, los resultados de la cuantificacion de flavonoides para C.

tomentosum con un porcentaje de 0,168% y para E. glutinosum presenta 0,459% siendo este
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mayor, esto quiere decir que hay mayor presencia de flavonoides totales. A concentraciones de
5000 ppm de C. tomentosum se encontré 1,680 mg equivalentes de quercetina por cada mL de
extracto, mientras que a una concentracion de 1000ppm de E. glutinosum se identific6 4,585 mg
equivalente de quercetina por cada mL de extracto, cada uno de los extractos se encuentran a
diferentes concentraciones debido a que con estas pueden entran en la curva de calibracion y asi
poder tener el valor de la absorbancia adecuada.

Estudios de cuantificacion de C. tomentosum de cuantificacion de flavonoides totales no se ha
realizado, por ello para poder referenciar se hizo con una especie Marrubium vulgare (Linnaeus),
perteneciente a la misma familia, segun Bouterfasa K. y otros, 2016 quienes al realizar la
cuantificacion de flavonoides se obtuvo un valor de 160mgEQ/g que es igual a 1,6mgEQ/mL

siendo un valor similar al que se ha analizado. (Bouterfasa et al., 2016, pp. 453-463.)

Lo que concierne al E. glutinosum se obtuvo un valor de 4,585mgEQ/mL el cual se comparé con
estudio de Soto Marild, 2015; al realizar la cuantificacion de flavonoides usando al Matico con
una sinonimia de Piper aduncum teniendo un valor de 2,51mgEQ/100g siendo este valor menor
al obtenido en la investigacion. (Marilt, 2015)

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

Para la cuantificacién de fenoles totales de los extractos se elaboré una curva de calibracién con
una solucién estandar de acido galico, obteniendo una ecuacién exponencial de y = 0,799g0.024
con un coeficiente de correlacion R2 = 0,9817; para la elaboracion de la curva se utilizé

concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm.
Para que los valores de las absorvancias sean los correctos se realiz6 diluciones con la finalidad
de que esten dentro de la curva de calibracion. En el ANEXO V se encuentran las interpolaciones

pertenecientes a las curva.

Tabla 11-3: Resultados obtenidos de los radicales libres por método de DPPH*

» Concentracion inhibitoria Porcentaje de
Extractos Concentracion ppm )
media (pg/mL) ACRL
Clinopodium
2000ppm 47,751 pg/mL 64,25 %
tomentosum
Eupatorium
) 1111 ppm 85,359 pg/mL 114,85 %
glutinosum

Realizado por: Ximena Culqui, 2017
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La actividad antioxidante fue evaluada por medio de la concentracion inhibitoria media (CIM) la
cual permite valorar la cantidad de antioxidante necesaria para disminuir la concentracion inicial
de DPPH* al 50%.

En la Tabla 10-3 muestran los resultados obtenidos en cada especies Clinopodium tomentosum
presentd un porcentaje de actividad captadora de radicales libres de 64,25% a 47,75 pug/mL con
una concentracion de 2000 ppm; en Eupatorium glutinosum su porcentaje de ACRL fue de
114,85% con 85,359 pg/mL a una concentracion de 1111 ppm, como se puede observar el mayor
porcentaje de ACRL presenta E. glutinosum esto se debe a que estéa relacionado con el contenido
de flavonoides, es decir, si mayor es la cantidad de flavonoides mayor seré el porcentaje de

actividad captadora de radicales libres.

No se han realizado estudios de capacidad captadora de radicales libres para C. tomentosum, es
por ello que como referencia se tomé a Marrubium vulgare (Linnaeus), donde utilizé diferentes
solventes como metanol, cloroformo y acetato de etilo estos extractos presentaron el mayor
porcentajes de inhibicidn a diferencia de los extractos acuosos y hexano, la concentracion
inhibitoria 50 (IC 50) vari6 desde 33,7 hasta 774 mg / ml segun el solvente con el que se trabaje
sera su valor CIM. . (Bouterfasa et al., 2016, pp. 453-463.)

En un estudio trabajaron con diferentes tipos de extractos de Salvia para determinar la capacidad
antioxidante, de todos los tipos de especie analizadas el extracto con mas eficacia fue de Salvia
officinalis que tuvo una capacidad antioxidante mas potente con un valor de (10,08 a 3,37 g/ ml),

siendo estos valores mayor a la especie estudiada. (Mouna et al. 2013)

Para referenciar con respecto al E. glutinosum no se ha realizado estudios especificos de la
actividad captadora de radicales libres, hay poca informacién y estudios debido que hay varias

plantas denominados con su nombre comiin de “Matico”.

3.9. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria

3.9.1. Resultado de la administracién del extracto

En el estudio realizado del extracto etandlico a diferente concentraciones de las hojas de
Clinopodium tomentosum, para poder comprobar su actividad antiinflamatoria y que dosis es mas
efectiva para su actividad, los extractos fueron evidenciados en ratas albinas a la que se le produjo

el edema plantar;
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Tabla 12-3: Resultado del &rea de inflamacidn a diferentes tiempos

PROMEDIO + DESVIACION ESTANDAR TRATAMIENTOS
HORA Diclofenaco Eupatorium Clinopodium Clinopodium Clinopodium
S BLANCO sodico 100 glutinosum 100 tomentosum tomentosum tomentosum
mg/kg mg/kg 300 mg/kg 100 mg/kg 25 mg/kg
Patron | 2,3525+0,0439 | 2,4148 +0,0638 | 2,4240 +0,1315 | 2,499 + 0,0829 | 2,4993 +0,0706 | 2,5230 + 0,0947
0,5 2,3775 +£0,0413 | 2,4883 £0,1105 | 2,4608 = 0,1569 | 2,566 + 0,0293 2,5658 +0,0847 | 2,5563 £ 0,0895
1 2,4540 +0,1039 | 2,5308 + 0,1227 | 2,5263 +0,1333 | 2,623 £0,0520 | 2,6225+0,1183 | 2,5888 + 0,0892
2 2,5433 +0,1203 | 2,6138 +0,0668 | 2,6180 +0,1374 | 2,688 +0,0375 | 2,6883 +0,1278 | 2,6370 + 0,0648
3 2,5795 +£0,1287 | 2,6518 £0,0702 | 2,6730 £ 0,1388 | 2,736 +0,0429 2,7360 +0,1089 | 2,6950 £ 0,0583
4 2,6505 +0,1073 | 2,6233 +0,0604 | 2,6523 +0,1377 | 2,700 £0,0776 | 2,7003 +0,1121 | 2,7365 + 0,0767
5 2,6670 +0,1081 | 2,5765+0,0422 | 2,6063 +0,1624 | 2,677 +0,0787 | 2,6765+0,1006 | 2,7705 + 0,0464
6 2,6785+0,0735 | 2,5465+0,0625 | 2,5528 +0,1751 | 2,655 +0,0601 | 2,6553 +0,0893 | 2,8018 + 0,0553
7 2,7080 +0,0919 | 2,4838 +0,0402 | 2,5015 +0,1548 | 2,637 £0,0662 | 2,6370+0,0936 | 2,8330 + 0,0639

Realizado por: Ximena Culqui, 2017

Se realizaron las correspondientes mediciones del edema plantar inducido con carragenina,
tomando en cuenta para su medicion el area de la pata del animal de experimentacion para cada
uno de los grupos control como es blanco, diclofenaco, Eupatorium glutinosum, y para el
tratamiento el extracto de C. tomentosum en dosis de 300, 100 y 25mg/Kg de extracto, que fueron
administrados desde la hora 0 hasta la hora 7. En la tabla 11-3 se observa el promedio de cada

una de las repeticiones realizadas por cada tratamiento junto a su desviacion estandar.

Del promedios de las areas obtenidos mediante los datos brutos que se tomé del proceso
inflamatorio en cada uno de los tiempos, se observo que el recorrido de la inflamacién del
diclofenaco y el Eupatorium glutinosum son similares en cuanto a la disminucién de la
inflamacion, a partir de la hora 3 en cuanto a los controles positivos (Diclofenaco, E. glutinosum)
se evidencio que el area de la inflamacién fue disminuyendo, mientras a la dosis de C. tomentosum
que se utilizo para la investigacion de la misma manera fueron disminuyendo a partir de la hora
3y4.
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3.9.2. Andlisis estadistico

Los datos de Tabla 13-3 muestran los resultados del porcentaje de inflamacion descritos en la
metodologia, para obtener los resultados y las gréaficas se utilizo Microsoft office Excel 2007.
Una vez que se obtuvo el porcentaje de inflamacion se procedi6 a realiza el anélisis estadistico de
los datos brutos, para ello se utiliz6 el programa SPSS version 22 en el cual se analizé la varianza
ANOVA vy la prueba de Tukey para comprobar cuél es la diferencia significativa entre los

tratamientos.

Tabla 13-3: Resultado del porcentaje de inflamacién con cada tratamiento

PORCENTAJE DE INFLAMACION
Horas Eupatorium Clinopodium Clinopodium | Clinopodium
BLANCO |Diclofenaco sodico 100 | glutinosum 100 tomentosum tomentosum | tomentosum
ma/kg mg/kg 300 mg/kg 100 mg/kg 25 mg/kg
0,5 1,0627 3,0031 1,5161 3,5491 2,3609 1,3179
1 5,3773 17,7426 5,7343 9,4050 7,3029 3,9239
2 13,4857 15,8733 13,7376 15,1566 14,8760 8,4423
3 23,1350 25,5567 24,0099 23,0793 24,3597 15,2596
4 35,8023 34,0756 33,4262 32,1921 32,4130 23,7218
5 49,1711 40,6844 40,9447 40,1670 39,5158 33,5315
6 63,0287 46,0674 46,2562 45,9081 45,7683 44,5799
7 78,1403 48,8866 49,4534 50,1566 51,2905 56,8668

Realizado por: Ximena Culqui, 2017

ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE
LOS GRUPOS TRATADOS (%IVST)

—&— BLANCO DICLOFENACO MATICO
300_mg =¥=100_mg —®—25_mg
= 80
‘©
:—t) 60
s 40
< 20
L
2 o0
N

TIEMPO (HORAS)

Grafico 1-3: Recorrido de cada tratamiento con sus respectivos tiempos
Realizado por: Ximena Culqui, 2017
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En la Tabla 13-3 se muestra los resultados acumulativos que se obtuvo del proceso inflamatorio,

teniendo para cada uno de los controles blanco, diclofenaco (100mg/Kg), Eupatorium glutinosum,

con los siguientes porcentajes 78,14%, 48,88%, 49,45% respectivamente, en cuanto al tratamiento

con Clinopodium tomentosum en dosis de 300, 100 y 25 mg/Kg sus valores respectivos de

porcentaje fueron 50,16%, 51,29% y 56,87%; siendo estos los resultados de todos los tratamiento

se puedo observar que las dosis aproximadas a los grupos de referencia son de 100 y 300mg/kg

de C. tomentosum.

Las dosis de 100 y300mg/Kg fueron las gque se aproximan a los tratamientos de control como se

observa en el grafico 1-3, es decir, son dosis que tuvo mayor actividad antiinflamatoria, donde

el recorrido del proceso de inflamacion que parte desde el tiempo cero hasta la Gltima medicion

va conjuntamente con los controles de referencia. Mientras que la dosis de 25mg/Kg de C.

tomentosum es la dosis que tuvo menor efecto.

3.9.2.1. Analisis estadistico de correlacion de tiempo — tratamiento

Tabla 14-3: Resultado de Analisis estadistico ANOVA para cada tiempo

50

ANOVA
Suma de | Media F si
cuadrados g cuadrética g-
Entre grupos ,025 5 ,005 ,006 1,000
VARIABLE_T1 Dentro de grupos 15,048 18 ,836
Total 15,073 23
Entre grupos ,155 5 ,031 3,025 ,037
VARIABLE T2 Dentro de grupos ,184 18 ,010
Total ,339 23
Entre grupos 141 5 ,028 2,485 ,070
VARIABLE_T3 Dentro de grupos ,204 18 ,011
Total ,345 23
Entre grupos ,104 5 ,021 2,422 ,076
VARIABLE T4 Dentro de grupos ,155 18 ,009
Total ,258 23
Entre grupos ,083 5 ,017 1,603 ,210
VARIABLE T5 Dentro de grupos ,185 18 ,010
Total ,268 23
VARIABLE_T6 Entre grupos ,079 5 ,016 1,802 ,163




Dentro de grupos ,158 18 ,009
Total ,237 23
Entre grupos ,173 5 ,035 4,001 ,013
VARIABLE T7 Dentro de grupos ,155 18 ,009
Total ,328 23
Entre grupos ,290 5 ,058 6,249 ,002
VARIABLE T8 Dentro de grupos ,167 18 ,009
Total ,457 23

Realizado por: Ximena Culqui, 2017

El analisis de ANOVA se realizé para poder observar si hubo diferencia significativa en cada uno
de los tratamientos con respecto a los tiempos que fueron medidos, la diferencia significativa se
verifica cuando p <0,05 con un 95% de confiabilidad; en la Tabla 14-3 se puedo observar el valor
de la significancia de cada uno de las variables tiempo, presentando 3 tipos de variables con su
significancia menor a 0,05 siendo estas las variable T2, T7 y T8 con 0,037, 0,013 y 0,002
respectivamente. Es por ello que para estas variables se realiza el test de Tukey-B.

3.9.2.2. Andlisis de las variables

Tabla 15-3: Resultado de Tukey-B para variable T2 de la primera hora

Subconjunto para alfa=0.05

Dosis_extracto M 1 2
Tukey B*  Blanco 4 237750

Matico1 00mg 4 247474 2474758
Diclofenacol 00mg 4 2,48825 2,488245
300mg 4 2,63525 253525
28mg 4 2,58875 2,68875
100mg 4 2,62250

Realizado por: Ximena Culqui, 2017

La VARIABLE_T2 mostr6 una diferencia significativa menor a 0,05 es por ello que se procede
a relizar la prueba de tukey B para poder analizar en cual de los tratamientos existio diferencia
significativa como se puedo observar en la Tabla 14-3 existen dos tipos de subconjuntos para esta
variable, perteneciendo al subconjunto 1 solo el tratamiento del blanco, mientras que los
tratamientos Matico (Eupatorium glutinosum), Diclofenaco, dosis de 300 y 25 mg/Kg de extracto
pertenecen tanto al subconjuntol como al subconjuto 2 esto quiere decir que la diferencia

significativa de estos tratamientos esta compartida entre estos dos sudconjuntos,siendo sus rangos
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similares en cuanto a estos tratamientos; en el subconjunto 2 pertenece solo el tratamiento del

extracto a dosis de 100mg/Kg.

Tabla 16-3: Resultado de Tukey-B para variable T7 de la sexta hora

Subconjunto para alfa=0.05
Dosis_extracto M 1 2
Tukey B*  300mg 4 253250
Diclofenaco100mg 4 257650
Matico100mqg 4 261900 261900
100mg 4 265525 265525
Blanco 4 266700 266700
25mqg 4 280174

Realizado por: Ximena Culqui, 2017

En la Tabla 16-3 se puedo observar los resultados obtenidos por medio de analisis Tukey B la
VARIABLE_T7 que corresponde a las medidas de la hora seis, donde formaron dos subconjunto
con respecto a esta variable perteneciendo al subconjunto 1 los tratamientos de dosis de
300mg/Kg del extracto, Diclofenaco; en los subconjunto 1 y 2 pertenece la dosis de Matico
(Eupatorium glutinosum) y 100mg/Kg del extracto, esto quiere decir que los datos de estos
tratamientos pertenecen de forma imparcial tanto para el subconjunto 1 como al subconjunto 2,
la dosis de 25mg/Kg pertenece solo al subconjunto 2 que solo existe diferencia significativa en

este tipo de subconjunto.

Tabla 17-3: Resultado de Tukey-B para variable T8

Subconjunto para alfa=0.05
Dosis_extracto M 1 2
Tukey B®  300mag 4 2 49675
Diclofenaco100mg 4 254650
Matico100mg 4 2 56550
100mq 4 2,63700
Blanco 4 267850 2,67850
25my 4 2,83300

e

Realizado por: Ximena Culqui, 2017

La diferencia significativa de la ultima hora que fue p< 0,05 con un valor de 0,02 se realizd Tukey
B donde en el subconjunto 1 se encuentra el tratamiento de dosis del extracto de 300 y 100mg/Kg,
el Diclofenaco y Matico (Eupatorium glutinosum) siendo estos tratamientos similares con
respecto a su rango, esto quiere decir que el efecto antinflamatorio tiene similitud en dichos

tratamientos, el subconjunto 2 solo se encuentrd la dosis de 25mg/Kg del extracto esto quieres
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decir que no tiene diferencia significativa con otro tratamiento ya que este valor se encuentra solo

para este tipo de subconjunto, como se puede observar en la Tabla 16-3.

o 7 v

Porcentaje de inflamacion ultima hora

80 78,1

70
60 56,9

8,9 49,5 50,2 51,3
50
40
30
20
10

% inflamacion

T8

Séptima Hora
EBLANCO MDICLOFENACO EMATICO [H300 mg M100 mg M25 mg

Grafico 2-3: Porcentaje de inflamacion en la Gltima hora
Realizado por: Ximena Culqui, 2017

Para comprobar la efectividad del extracto se tomd en cuenta la Gltima hora del porcentaje de
inflamacion de la pata del animal de experimentacién ya que es el resultado final del disefio
experimental, para verificar y analizar cual de las tres dosis estudiadas fue la mas efectiva se
puede observar en el grafico 2-3, se encuentran los valores finales de la inflamacion de cada uno
de los tratamientos para evidenciar cuél de todos ellos funciono se compara con los tratamientos
de referencia (diclofenaco, matico) con 1.3% de diferencia la dosis de 300mg/Kg de C.
tomentosum se aleja del farmaco de referencia (diclofenaco), mientras que con una diferencia de
0,7% la misma dosis se aleja de la planta de referencia con actividad antiinflamatoria. En cuanto
a la dosis de 100mg/Kg con una diferencia de 2,4% de la inflamacidn se aleja del farmaco de
referencia y con 1,8% se aleja del extracto de referencia. Esto quiere decir que las dosis con mejor
actividad antiinflamatoria son de 100 y 300mg/Kg Clinopodium tomentosum ya que estan cerco
de los grupo control en funcion al efecto de la actividad antiinflamatoria.
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CONCLUSIONES

Conforme a los parametros fisicos y quimicos se pudo estipular que la droga cruda esta en
condiciones adecuadas para su utilizacion, los resultados obtenidos de cada ensayo humedad,
cenizas totales, sustancias solubles e insolubles se encontraban dentro de los limites establecidos
en la Farmacopea Espafiola 2002, permitiendo decir que fue una materia prima inocua y no poseia
problemas de estabilidad.

Segun el tamizaje fitoquimico el extracto fluido de C. tomentosum evidencio compuestos como
flavonoides, compuestos fendlicos, triterpenos y esteroides, en su composicion lo que permite
justificar las propiedades antiinflamatorias que indagan esta especie. En la cromatografia de capa
fina se identificaron los posibles compuesto en el C. tomentosum un flavonoide que es hiperosido
siendo este un glucosido derivado de la quercetina y triterpenos como acido oleanélico y acido
ursolico; con respecto a la cuantificacion de compuesto fen6licos y flavonoides el E. glutinosum
tiene un porcentaje mayor en las dos cuantificacién con respecto al C. tomentosum, en cuanto a
la capacidad captadora de radicales libres directamente proporcional con la presencia de

flavonoides, siendo mayor el en extracto de E. glutinosum.

Se evaluo la actividad antiinflamatoria de la formulacion del extracto blando de C. tomentosum a
diferentes concentraciones, utilizando el modelo de edema plantar inducido por carragenina en
Rattus norvegicus. El efecto antinflamatorio que tuvo mayor eficacia fueron las dosis de 100 y
300mg/Kg que al comparar con grupo control (Diclofenaco) su porcentaje de inflamacion fue de
48,88%, mientras que de estas dosis fueron de 50,15% y 51,29% respectivamente; siendo estas
las mas préximas a presentar una disminucion semejante a la del grupo control; las dosificaciones
restantes de 25mg/Kg presentd 56,87% en cuanto al porcentaje de inflamacion estas dosificacion

se aleja méas al comparar con al grupo control.

Después de haber analizado los resultados, se ha llegado a concluir que las dosis de 100 y
300mg/Kg de extracto blando de C. tomentosum nos permitio evidenciar que existe actividad
antiinflamatoria ya que esta tuvo una funcion similar al grupo control tanto del farmaco como el

E, glutinosum, usando estos dos como referencia.
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RECOMENDACIONES

- Elaborar un fitofarmaco tratando de potenciar y mejorar la actividad antiinflamatoria de la
forma farmacéutica (suspension)

- Realizar estudios de toxicidad con dosis mayores a 300mg/Kg de la formulacion elaborada.

- Realizar estudios de estabilidad para la estimacién de vida util de las formulacion

- Continuar con el estudio de plantas medicinales en busqueda de productos funcionales y
efectivos

- Comparar dicha actividad con la fase apolar del extracto (aceites esenciales) para comprobar

su eficacia.
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ANEXOS

ANEXO A: Identificacion y comprobacion de la especie Clinopodium tomentosum




ANEXO B: Extracto blando de Clinopodium tomentosum

ANEXO C: Determinacion de cenizas totales




ANEXO D: Determinacion de humedad

ANEXO F: Tamizaje fitoquimico del extracto




ANEXO G: Determinacion de analisis organoléptico

ANEXO H: Determinacion del pH




ANEXO I: Cromatografia de flavonoides




ANEXO K: Cuantificacién de fenoles totales




ANEXO M: Materiales para realizar el disefio experimental




ANEXO O: Cuidado y mantenimiento de los animales de experimentacion




ANEXO Q: Tabla de valores para dosificacion de animales de experimentacion

REPETICIONES

principio activo

PARAMETROS
TRATAMIENTOS
@ R1 R2 R3 R4
) Peso de la rata 192,4 201,5 207,8 223,8
Diclofenaco
volumen de
100mg/kg R 0,05936 | 0,062 0,064 0,069
principio activo
Eupatorium Peso de la rata 195 203,9 219,3 243
glutinosum volumen de
o ] 0,01950 0,062 0,022 0,024
100mg/Kg principio activo
Peso de la rata 192,8 203 207 238,1
C. tomentosum
volumen de
300mg/kg R 0,05784 | 0,06090 | 0,062 0,071
principio activo
Peso de la rata 190,1 203,7 208,2 240,9
C. tomentosum
volumen de
100mg/kg R 0,01901 | 0,02037 0,021 0,024
principio activo
Peso de la rata 181,6 202,4 215,6 212,3
C. tomentosum
volumen de
25mg/kg 0,00454 | 0,00506 0,005 0,005

Realizado por: Ximena Culqui, 2017




ANEXO R: Administracion del extracto en forma de suspension por via oral

ANEXO S: Medicion de la pata derecha inflamada, por el software IMAGEJ
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ANEXO T: Curva de calibracion para acido galico usada en la cuantificacion de fenoles.

ABSORBANCIA COMP. FENOLICOS
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ANEXO U: Curva de calibracion para quercetina usada en la cuantificacion de flavonoides

ABSORBANCIA DE FLAVONOIDES
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ANEXO V: Curva exponencial de calibracion para &cido galico usada en la cuantificacion de
capacidad captadora de radicales libres.
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