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RESUMEN

En el presente trabajo, se evalué la actividad antiinflamatoria de los
extractos etandlicos de los rizomas y las hojas de la Smilax purhampuy R. Para
llevar a cabo esta investigacién se conformaron cuatro grupos de seis ratones:
Grupo de control negativo (I) tratados con carragenina para inducir la inflamacion
y una solucion de Cloruro de Sodio, grupo de control positivo (II) el cual fue
tratado con carragenina e Indometacina, dos grupos experimentales (lll y IV)
tratados con carragenina y 400 mg/kg de los extractos etanodlicos de rizomas y
hojas respectivamente. La aplicaciéon de los tratamientos se realizd en los
musculos de las patas de los biomodelos y los voliumenes de la pata inflamada
se midieronalas 1, 2, 3y 5 horas después de la administracion de la carragenina.
La diferencia entre el valor inicial y subsecuentes lecturas para cada tiempo de
estudio arrojo el volumen de edema. De acuerdo con los resultados se concluy6
gue el extracto con mayor actividad antiinflamatoria fue el de las hojas con un
porcentaje de inhibicion del 52,94% a las 5 horas después de la aplicacion de la
carragenina en comparacion con el 49,57% del extracto etandlico del rizoma.

Palabras Clave: Smilax purhampuy R., actividad antiinflamatoria, extracto
etandlico, carragenina.



XVl

‘COMPARATIVE STUDY OF THE ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITY OF
ETHANOLIC EXTRACTS OF LEAVES AND RHIZOMES OF Smilax purhampuy
RuUIZ.”

Author(s): Chavez Mota Kevin Rubén
Parrales Miranda Johan Aldair.

Advisor: Q.F. Soledispa Cafarte Pilar Asuncion. MSc.

ABSTRACT

In the present work, the anti-inflammatory activity of the ethanolic
extracts of the rhizomes and the leaves of Smilax purhampuy R was evaluated.
To carry out this research, four groups of six mice were formed: Negative control
group () treated with carrageenan to induce inflammation and a solution of
Sodium Chloride, positive control group (II) which was treated with carrageenan
and Indomethacin, two experimental groups (Il and 1V) treated with carrageenan
and 400 mg / kg of the ethanolic extracts of rhizomes and leaves respectively.
The application of the treatments was carried out in the muscles of the legs of the
biomodels and the volumes of the inflamed leg were measured at 1, 2, 3 and 5
hours after the administration of carrageenan. The difference between the initial
value and subsequent readings for each study time yielded the volume of edema.
According to the results, it was concluded that the extract with the highest anti-
inflammatory activity was that of the leaves with an inhibition percentage of
52.94% at 5 hours after the application of carrageenan compared to 49.57% of
the extract. ethanolic of the rhizome.

Keywords: Smilax purhampuy R., anti-inflammatory activity, ethanolic
extract, carrageenan.



INTRODUCCION
La inflamacion es una respuesta protectora del organismo a diferentes
agresiones, las cuales afectan al 80% de la poblacién mundial, es asi que se ha
animado a avanzar en estudios cientificos y asi permitir el hallazgo de nuevas
estrategias o tratamientos que sean efectivos, y que a su vez a la poblacion no
provoque ningun tipo de efecto secundario o reacciones adversas (Cisneros
Ortiz, 2021) .

La actividad antiinflamatoria se refiere a ciertos procesos provocados por
algun estimulo, agente biologico, interaccion antigeno-anticuerpo, que a su vez
incluyen signos clinicos como rubor, calor, palpacion y desorden funcional tisular.
Estudios de algunos productos naturales han demostrado tener efectos sobre la
expresion de citoquinas proinflamatorias, asociada con la inactivaciéon del
complejo proteico NF-Kb ( factor nuclear kappa B) implicado en la respuesta
celular de ciertos estimulos, esto indica que hay ciertos mecanismos y moléculas
gue intervienen en este proceso enzimatico, ciertos mediadores pertenecientes
a diferentes clases quimicas como aminas biégenas, (histamina serotonina),
proteinas y péptidos (enzimas hidroliticas, citoquinas, factores de
complementos, anticuerpos etc.) y lipidos (factores activadores de plaquetas),
gue en su mayoria actuan de forma antiinflamatoria (Gomez Estrada, Gonzéles
Ruiz, & Domingo Medina, 2011).

Actualmente los antiinflamatorios conocidos como (AINEs) son los
farmacos que mas se recetan y consumen en el mundo para tratar diferentes
malestares, sin embargo, se debe tener en cuenta que el uso concomitante de
ciertos farmacos de este grupo como el ketorolaco podrian causar diversas
patologias, ya sea dafio renal o hemorragia digestiva. Es por lo que su uso debe
contar bajo criterios de eficacia y seguridad para la poblacién (Oscanoa Espinoza
T. J., 2015).

Investigaciones recomiendan el uso de plantas medicinales ya que se han
demostrado resultados prometedores en la prevencién y tratamiento de varias

patologias, entre ellas la inflamacién; ademas, tienen bajo costo y efectos



secundarios minimos (Ginwala, Raina Bhavsar, DeGaulle | Chigbu, & Pooja
Jain,Zafar K Khan, 2019); (Zhang Xufei, y otros, 2019).

La mayoria de los medicamentos derivados de plantas se consumen al azar
para el tratamiento de diversas enfermedades sin tener informacion adecuada
sobre su utilidad. Por lo tanto, para orientacion adecuada de la poblacién en
general, especialmente los usuarios de productos naturales, es necesario
demostrar cientificamente efectividad de estas plantas medicinales (Muhammad
Ali Rajput, Tabassum Zehra, Fizzah Ali, & Gunesh Kumar, 2019).

Existen diferentes modelos para medir la actividad antiinflamatoria de un
producto, entre ellos se encuentra el ensayo de edema plantar inducido por
carragenina. Consiste en la administracion subcutanea de una solucién de
carragenina (mucopolisacarido sulfatado proveniente de algas marinas
Chondrus crispus y Gigartina stellata) a nivel de la aponeurosis plantar de rata,
provocando una reaccion de caracter inflamatorio mediada por la liberacién de
histamina, serotonina, bradicinina y prostaglandinas, ademas de diversos
factores del complemento que estan implicados en la amplificaciéon de la
respuesta (Winter, Risley, & Nuss, 1962) (CYTED., 1995) (Voguel, 2002) (Kale,
Misar, Dave, Joshi, & Mujumdar, 2007).

El producto para ensayar (natural o sintético) en dicho modelo, se puede
administrar via intraperitoneal, oral, etc. Debido a los incrementos de volumen
de la pata, a diferentes tiempos, y comparando los distintos grupos de
tratamiento, se consigue conocer el grado de inhibicion del edema en las ratas
tratadas respecto a los controles, hecho que esta relacionado con la accion
antiinflamatoria (Winter, Risley, & Nuss, 1962) (Kale, Misar, Dave, Joshi, &
Mujumdar, 2007).

Este trabajo de investigacion experimental pretende comparar la actividad
antiinflamatoria en modelos experimentales a partir de los extractos de las hojas
y rizomas de la Smilax purhampuy R., y asi poder corroborar sus estudios para

en un futuro pueda ser utilizada con fines terapéuticos en el pais.



CAPITULO |

.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los procesos inflamatorios son respuestas fisioldgicas del organismo ante
diversos estimulos endégenos y exdgeno, los cuales tienen como consecuencias
signos clinicos como edemas, rubor, calor, dolor e impotencia funcional, estas
manifestaciones son producto de las acumulaciones leucocitarias, de proteinas
plasméaticas y derivados sanguineos (Gonzalez Costa & Padron Gonzalez,
2019).

Se conocen dos tipos de inflamacion segun el tiempo de evolucion: la
inflamacion aguda la cual comienza minutos u horas e intervienen respuestas de
la inmunidad innata, se caracteriza por la presencia de pus en la piel; La
inflamacién crénica empieza en dias, semanas y hasta meses cuando el sistema
inmune no ha eliminado al agente que causan disfunciones organicas que se
dan a notar mediante sepsis, en este tipo de inflamacién interviene
progresivamente la inmunidad adquirida (Gonzalez Costa & Padron Gonzalez,
2019).

Los problemas que existen actualmente en paises en desarrollo son la
automedicacion, como consecuencia de factores socioeconémicos que
restringen a las personas afectadas acceder a servicios de salud y la prescripcion
de farmacos antiinflamatorios no esteroideos por sus siglas (AINES), es comun
la falta de conocimiento acerca de los efectos y reacciones adversas
medicamentosas de esos medicamentos que se consumen con frecuencia

(Mendoza Urrutia , Salvatierra Laytén , & Frisancho Velarde, 2008).

La medicina tradicional estd avanzando exponencialmente en la
actualidad debido a los problemas ocasionados por los medicamentos sintéticos,
el género Smilax posee diversas propiedades entre las que se destaca la
antiinflamatoria, la especie que se tratard en el presente trabajo es la Smilax

purhampuy R; una planta con escasos estudios y que se espera aportar con



informacion comparativa sobre la actividad farmacoldgica antiinflamatoria de las

hojas y rizomas.

|.2. FORMULACION DEL PROBLEMA
¢, Cual de los extractos etandlicos obtenidos de las hojas y rizomas de la Smilax
purhampuy R. posee mayor actividad antiinflamatoria?

1.3. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

En la actualidad al alrededor de todo el mundo se encuentran entre el
grupo farmacolégico mas prescritos los AINEs, debido a su versatilidad
funcionan como analgésicos o antiinflamatorios, no obstante, se han reportado
casos donde estos puedan llegar a causar algun tipo de problemas en el
organismo como edemas, ulceras, insuficiencia renal, insuficiencia
cardiovascular, en personas de edad media y avanzada (Oscanoa Espinoza &
Lizaraso Soto, 2015).

Estudios cientificos actuales declaran que las especies originarias de
América del sur tropical como lo son la Smilax glabra R, Smilax china L, Smilax
domingensis Will, al ser evaluadas mediante analisis fitoquimicos de las hojas y
rizomas revela la presencia de ciertos metabolitos como alcaloides, aceites y/o
grasas, saponinas, flavonoides, taninos entre otros, informando que los aceites
y/o grasas siendo este obtenido a partir de las hojas son los que presentan las
propiedades antiinflamatorias (Lee , Kim , & Whang , 2017).

Existen multiples variedades de Smilax, donde abarcan mas de unas 310
especies y son conocidas como plantas trepadoras. Las hojas y rizomas de la
especie Smilax purhampuy Ruiz, no cuenta con investigaciones cientificas del

todo avanzadas en base a su actividad antiinflamatoria.

Por ese motivo a través de un estudio farmacognastico y fitoquimico de
las hojas y rizomas de la especie Smilax purhampuy Ruiz se pretende conocer
su composicion y las propiedades y asi aportar grandes beneficios por su uso

en lo que seria medicina natural para la poblacion.



l.4. HIPOTESIS

Los extractos etandlicos de las hojas y rizoma de Smilax purhampuy R.

presentan actividad antiinflamatoria.

[.5. OBJETIVOS
1.5.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar la actividad antiinflamatoria de los extractos etandlicos de las hojas

y rizomas de la Smilax purhampuy R, mediante el ensayo de edema plantar por

carragenina.

[.5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar los porcentajes de inhibicion de la inflamacion que produces los

extractos de las hojas y rizomas de la Smilax purhampuy R.

Comparar estadisticamente la actividad antiinflamatoria de los extractos

etandlicos de las hojas y rizomas de la Smilax purhampuy Ruiz.



|.6 OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Tabla |
Variables del Modelo
Variable Dimensiones - conceptualizacion Indicadores indices/Unidades
Tipo de extracto. Alcohdlico. N/A
Concentracion de metabolitos Cantidad presente en las
, : . mg
secundarios. hojas y rizomas.
Tamafio (cm)
Dependiente Rizoma de Smilax p. Es la raiz de la planta. Didmetro (cm)
Peso (g9)
Organo de la planta en el Tamafio (cm)
Hojas de Smilax p. que se realiza la Didmetro (cm)

fotosintesis. Peso (g)

Previene las reacciones de _
Porcentaje (%)

Independiente Accién farmacoldgica antiinflamatoria. . )
los tejidos del organismo.

Elaborado por Autores.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

1.1 ANTECEDENTES

El presente trabajo de investigacion requiri6 de una revision tanto
bibliografica como experimental las cuales fundamentaron las bases para su
desarrollo. No obstante, la especie Smilax purhampuy R., cuenta con escasos
trabajos de investigacion por lo tanto se tomara como referencia bases literarias

y estudios de otras especies de Smilax, pero de la misma familia Smilacaceae.

Un estudio realizado en la Universidad de San Carlos en Guatemala por
procesos de maceracion y percolacion obtuvieron el rizoma de la especie de
Smilax domingensis., indicando la presencia de alcaloides, saponinas,
flavonoides, taninos, aceites esenciales entre otros metabolitos y que el uso del
rizoma se le atribuye por sus propiedades antirreumaticas, antiinflamatoria,
diurética y que su uso por via oral para el tratamiento de artritis reumatoide,

reumatismo croénico e inclusive la lepra (Gonzalez Cardenas, 2009).

En el sur de Brasil se realizaron investigaciones donde indican que
diferentes extractos tanto etandlicos y organicos de las hojas de la especie
Smilax presentan propiedades, anticonceptivas y antioxidantes, ademas, esta
especie se la ha utilizado etnofarmacolégicamente por su accion antiinflamatoria
(Hirota, y otros, 2016).

Zhong, y otros, (2017) analizaron el rizoma de la especie Smilax china L.,
a partir de un extracto etandlico lograron aislar un nuevo triflavonoide conocido
como Kandelin B-5 polvo amorfo blanco y otros 19 compuestos fendlicos mas,
los cuales serian responsables de la actividad antiinflamatoria y podria ser

utilizada como medicina natural para combatir enfermedades cronicas.

Otro estudio similar realizado por Shu (2018) identificaron ocho
flavonoides, incluidos tres flavonoides nuevos de la Smilax glabra de los cuales
los tres (glucésidos flavonoides exhibieron una moderada actividad
antiinflamatoria, los cuales terminan indicando que esta especie puede ser una

fuente potencial de agentes antiinflamatorios naturales.



Trabajo de investigacion elaborado por Parrales A. y Villamar J. (2018),
realizaron un estudio farmacognostico y fitoquimico de las hojas de Smilax
purhampuy R., en la Universidad de Guayaquil - Ecuador. Este analisis fue
realizado por medio de parametros de calidad y screening fitoquimico
demostrando que en su composicidén cuenta con metabolitos secundarios tales
como azUcares reductores, aceites y grasas, fenoles-taninos, triterpenos-
esteroides, saponinas y alcaloide. Ademas, evaluaron su perfil lipidico
destacando el omega 9 (acido oleico) en un 43,84% siento este un contribuyente

a los procesos antiinflamatorios.

Otra investigacion elaborada por Mero A. y Mufioz K. (2020), realizaron
un estudio farmacognostico y fitoquimico preliminar del rizoma de la Smilax
purhampuy R., en la Universidad de Guayaquil — Ecuador, obteniendo como
resultados parametros farmacognosticos, tales como cenizas totales 3,35%,
cenizas insolubles en agua 0,33%, cenizas insolubles en acido clorhidrico
0,67%, humedad 13,44%, sustancias solubles 1,4% (Extracto acuoso), 0,2%
(Extracto etéreo). 1,8% (Extracto alcohdlico). Asi mismo determinaron
caracteristicas micromorfolégicas del rizoma de la Smilax purhampuy R., que
tiene presente células del parénquima, fibras, vasos de la xilema con hoyos
bordeados. A través de un tamizaje fitoquimico indicaron cualitativamente
presencia de compuestos lactonicos, alcaloides, triterpenos-esteroides,
azucares reductores, quinonas, saponinas, flavonoides, etc., por medio del

método Miranda y Cuéllar.

Marquez Daza & Torres Gutiérrez , (2020), evaluaron la actividad
antiinflamatoria del extracto etandlico del rizoma de la Smilax purhampuy R.,
utilizando un modelo de inflamacién crénica y aguda de edema auricular en la
oreja izquierda con aceite de Croton, luego de seis horas se midio el espesor de
la inflamacion. A partir de eso se realizo el analisis en cinco grupos conformados
por seis ratones cada uno, el grupo (A) denominado control negativo, el grupo
(B) control positivo fue tratado con betametasona, y el grupo (C, D y E) fueron
tratados con 10, 20 y 40 ul de extracto etandlico del rizoma, al grupo (E) de
biomodelos que se le administro 40 ul con una concentracion de 0,2mg presento

mayor inhibicion que al del antinflamatorio comercial.



1.2 INFLAMACION

Gonzalez Costa & Padron Gonzalez, (2019) indican que la inflamacion es
una reaccion del organismo a diversas agresiones enddgenas o exdgenas,
donde a su vez van actuar en conjunto la respuesta inmune innata y la adquirida
gue van a dar lugar a numerosos efectos sistémicos y locales, mostrando
caracteristicas de cincos signos clinicos: rubor, calor, dolor, tumor e impotencia
funcional, que en su mayoria son causadas por una acumulacién de leucocitos,
proteinas plasmaticas, y derivados de la sangre hacia lugares de los tejidos
extravasculares donde existe una infeccion o lesion. Es por eso que dependiendo

del tiempo del progreso de la inflamacién puede derivarse en aguda o crénica.

Gonzalez B, Beltran M, Garcia O, & Barrilao G (2010) , destacan que el
proceso antiinflamatorio se deriva de una serie de fendmenos, moleculares,
celulares y vasculares, que actian de manera defensiva frente agresiones
fisicas, quimicas y bioldgicas. En primer lugar, esta respuesta antiinflamatoria
actua en el sitio de lucha contra el agente agresor, esta respuesta es inmediata
donde luego en el foco inflamatorio va a traer células con inmunidad de tejidos
proximos y los cambios vasculares permiten la llegada de la sangre hacia

moléculas inmunes.

La inflamacién Segun Villalba H, (2014) es un proceso fisiologico
defensivo que ocurre de manera natural en el organismo frente a las agresiones,
gue a su vez va acompafada por la presencia de ciertos signos como el dolor,
calor, rubor y edema. Durante el proceso de inflamacién ocurre una reaccién
inmediata frente al agente agresor donde los fagocitos intentan destruir al agente
mediante sustancias mediadoras que van a actuar directamente sobre las
células endoteliales asi generando cambios en la permeabilidad vascular, 1o que
hace que los leucocitos puedan migrar al sitio de inflamacién para la fagocitosis

de los agentes agresores y tornar a la normalidad al restaurar la lesion.

Por lo tanto, todos los autores conforman que la inflamacion es definida
como un proceso tisular que ocurre por distintos fenémenos moleculares,
celulares y vasculares actuando de manera defensiva a agresiones fisicas,

guimicas o bioldgicas.



Durante el proceso de inflamacién hay aspectos basicos como la
focalizacion en la zona especifica del dafio, una respuesta inflamatoria inmediata
y especifica, ya que el foco inflamatorio atrae las células inmunes de los tejidos
cercanos, por lo tanto, esas alteraciones vasculares hacen que a través de la
sangre permitan la llegada de mas moléculas inmunes (Guerrero Fabian ,

Lozano Dominguez, & Machuca Alberto, 2015).

[1.2.1 Signos clinicos

Los signos de la inflamacion fueron descritos en primera instancia por
Celsus (escritor romano del siglo | d.c) que los denomino los cuatro signos
cardinales de la inflamacion que son: rubor, tumor, dolor y calor. En la actualidad

se agreg6 un quinto signo que es la impotencia funcional o (signo de Virchow).

El rubor es ocasionado por variaciones del flujo sanguineo local,
vasodilatacion arteriolar, que a su vez va a aumentar el flujo sanguineo local
(hiperemia) y en menor medida a la hemoconcentracion (aumento de la
permeabilidad del endotelio) y la congestibn venosa consecuente, lo cual
incrementa los hematies presentes por volumen en el area inflamada lo que varia
al tono rojizo a rosado hasta tonalidades violaceas, de acuerdo con el tiempo de

evolucion.

El tumor en la inflamacién es considerado como un aumento de volumen
generado por un factor fisiopatolégico que aumenta la permeabilidad vascular y
la creacién de un exudado compuesto por proteinas de elevado peso molecular
(por ejemplo, la fibrina), también por células inmunes, restos celulares y germen

del agente agresor en caso de estar presente.

El aumento de temperatura genera calor en el sitio de inflamacién, esto
es debido a la liberacién pirégenos IL-1, el TNF (factor de necrosis tumoral) y las
prostaglandinas capaces de ser transportadas por la sangre al control térmico

del hipotalamo.

El dolor es generado por un cumulo de sustancias quimicas las cuales
interactdan con las terminaciones nerviosas del dolor. Entre las mas dolorosas
esta la bradicinia, causando el dolor propio de la lesion tisular, también la
sustancia P que es secretada por las fibras nerviosas amielinicas tipo C

(causante del dolor lento o quemante) a nivel de la medula espinal.
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La impotencia funcional o perdida de la funcion denominada por Virchow
como el quinto signo de la inflamacion se destaca por la dificultad o imposibilidad
para movilizar una extremidad lesionada, este signo ocurre basicamente por la
respuesta inflamatoria ante la pérdida funcional de cualquier érgano ya sea una
disfuncion intestinal, defecto motor debido a un absceso cerebral (Ledn Regal, y
otros, 2015).

[1.2.2 Fases de la inflamacién

Liberacién de mediadores: Los mediadores pueden ser de origen plasmético
o celular los cuales son sintetizados por los mastocitos por la actuacion de
diferentes estimulos, como la histamina, serotonina, oxido nitrico eicosanoides
(prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos, y luecotrienos), quimiocinas,
enzimas (triptasas, y otras proteasas), factor activador de plaquetas fibrina, C3a,
Cba.

Efecto de los mediadores: Al ser liberadas todas estas moléculas producen
alteraciones vasculares y efectos quimiotacticos que ayudan a la llegada de
moléculas y células inmunes al foco de inflamacién

Llegada de moléculas y células inmunes al foco de inflamacion: En su
mayoria son procedentes de la sangre, pero también de las zonas circundantes
al foco de inflamacion

Regulacion del proceso inflamatorio: Al momento de que ocurren todas esas
repuestas inmunes el fendmeno inflamatorio compone una serie de mecanismos
inhibidores tendentes a finalizar o estabilizar el proceso.

Reparacion: Compuesta de fendmenos que constituyen la reparacion total o
parcial de los tejidos dafiados por el agente agresor o ya sea de la propia
respuesta inmune (Guerrero Fabian , Lozano Dominguez, & Machuca Alberto,
2015).

[1.2.3 Clasificacion de la inflamacion
La inflamacion se la clasifica de acuerdo con el tiempo de duracion,

carécter del exudado, etiologia, caracteristicas morfologicas y localizacion.
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Y

[1.2.3.1 Inflamacion por la duracion

Inflamacién aguda

Este tipo de inflamacién ocurre de manera inmediata liberando los
mediadores de defensa del organismo en el foco de inflamacion, su proceso es

rapido y de corta duracion.
Inflamacién cronica

Esta ocurre de manera mas lenta, lo que a su vez va a causar, tiempo de

destruccion tisular, inflamacion activa y repetitivo intento de reparacion.

Villalba H, (2014) menciona que las caracteristicas mas importantes de

una inflamacién crénica son:

Infiltrado celular compuesto por macréfagos, linfocitos, y células plasmaticas
Destruccion tisular
La formacion de tejido fibroso y angiogénesis (proliferacion de pequefos vasos

sanguineos) prevalece sobre exudados de liquidos.

[1.2.3.2 Inflamacion por caracter del exudado

Inflamacion por trasudado

En este tipo de inflamacion hay presencia de liquido extravascular con

poco contenido proteico debido a un cambio en la permeabilidad vascular.

Inflamacidn por exudado

Aqui se va a encontrar liquido inflamatorio extravascular con alto
contenido proteico y esto hara denotar suficiente permeabilidad en los vasos

sanguineos.

[1.2.3.3 Inflamacion por etiologia

En este tipo de inflamacion ocurre por diversos factores externos, ya sea
una infeccidon causada por bacterias, virus, parasitos o toxinas microbianas;
puede ser también por procesos traumaticos, como golpes, que van actuar de

manera inmediata o tardia como en un esguince o higromas; Térmicas por
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alguna quemadura por calor o congelamiento; irradiaciones; exposicion a
agentes quimicos ambientales; necrosis tisular; presencia de cuerpos extrafos
como una astilla; Inmunitarias o reacciones de hipersensibilidad ya sea un

alérgeno o por procesos colagenopaticos.

11.2.3.4 Inflamacion por sus caracteristicas morfoldgicas

Serosas: Acumulacion de liquido tisular y bajo contenido proteico

Fibrinosa: Presencia de exudado con alto contenido de fibrinégeno.
Supurativa o purulenta: Produce exudados purulentos que se forman por
leucocitos y células necrdéticas.

Abscesos: Tejido inflamado purulento, junto a necrosis licuefactiva.

Ulceras: Ocasionado por esfacelamiento de tejido necroético infamado.

[1.2.3.5 Inflamacion por su localizacion

Focales: Ocurren en érganos y zonas especificas donde a su vez se utiliza el
sufijo —itis, como por ejemplo faringitis, otitis, laringitis, conjuntivitis etc.
Diseminados: Esto se genera por la propagacion de procesos inflamatorios
persistentes ya sea por via canalicular, fistulizacion o metéastasis (Villalba
Herrera, 2014).

Acorde a lo anterior la fase aguda inicia cuando el organismo se encuentra
con un estimulo dafino, que se caracteriza por la presencia de vasodilatacion,
infiltracion de neutrdfilos y edemas. Esto abre paso a la inflamacién cronica
formada por tejido de proliferacion, la formacion de granuloma, y la fase de

reparacion.

Todo este proceso de inflamacion de eventos moleculares es debido a la
activacion de células inflamatorias que liberan los llamados mediadores como
citosinas o quimoquinas que desencadenan la inflamacion aguda a crénica, ya
gue aqui se activa la ciclooxigenasa (COX) para la produccion de
prostaglandinas (PGs), responsables del dolor, edema y fiebre. Los farmacos
gue van a inhibir la COX son llamados antiinflamatorios convencionales

Antiinflamatorios esteroides (AIE) y Antiinflamatorio no esteroides (AINES).

Pero el uso concomitante de estos podria causar reacciones adversas,

como ulceraciones, irritacion gastrica, perforacion, hematoquesia, disturbios en
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la inmunidad humoral, fallo hepético, dolor de cabeza, anemia hemolitica,

osteoporosis, entre otros (Zamora Rodriguez, Molina, Mena, & Nodal , 2017).

[1.2.4 Historia de los AINEs

En los afios 3500 Hipocrates prescribia el extracto de las hojas y corteza
de sauce para poder usarse contra la fiebre y la inflamacién. En 1829 se aisl6 el
salicilico glucdsido (salicina), afios después cientificos descubrieron el
ingrediente activo acido salicilico para tratar la fiebre, sin embargo, tuvo unos
efectos en la mucosa oral y gastrica que la irritaba. Luego a partir del 1899 se
empez6 a comercializar el acido acetilsalicilico, que proviene la salicina el
principio activo de la planta Salix alba, con una mejor presentacion y sabor mas
agradable (Oscanoa Espinoza T. J., 2015) (Arredondo Barboza & Guevara
Cerdas, 2018).

En el afio 1961 el profesor Stewart Adams manifestd que el ibuprofeno
tenia propiedades antiinflamatorias en cobayos. En 1976 un cientifico britanico
John Vane indic6 que el &cido acetil salicilico posee un mecanismo de inhibicion
de prostaglandinas (mensajeros de inflamacién) bloqueando la enzima
prostaglandina sintetasa o ciclooxigenasa (COX). Gracias a este hallazgo recibio

un premio Nobel en el 1982 (Oscanoa Espinoza T. J., 2015).

Los antiinflamatorios no esteroides (AINES) pese a tener diferentes
estructuras quimicas, todos inhiben la enzima ciclooxigenasa (COX), como por
ejemplo el &cido acetilsalicilico por uso para tratar la artritis reumatoide que
basicamente es una inflamacion de engrosamiento que puede destruir el

cartilago y el hueso dentro de la articulacion (Oscanoa Espinoza T. J., 2015).

[1.2.5 Antiinflamatorios no esteroides (AINES)

Los antiinflamatorios no esteroides (AINES) son el grupo farmacologico
gue mas se consumen a nivel global ya sea con o sin prescripcion meédica, el
cual son utilizados para alivios de dolor e inflamacion agudas o crénicas.
Alrededor de 30 millones de personas consumen diariamente estos farmacos.
En el afio del 2012 en Argentina se vendieron aproximadamente 70 millones de
unidades de ibuprofeno, meloxicam, naproxeno, Ketorolaco, ya que todos estos
son inhibidores selectivos de la ciclooxigenasa. Los efectos antiinflamatorios

dependen de la inhibicion de la ciclooxigenasa-2 y las posibles reacciones
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adversas, una de las principales son las cardiovasculares y renales dependen
de la inhibicion de la COX-2.

El grado de inhibicion de la COX-1 varia entre cada AINEs, siendo este
menor con los que tienen mas selectividad a la COX-2, pero al aumentar las
dosis incrementan la inhibicion de la COX-1. Es por eso que cada AINEs ocupara

un lugar dependiendo de su selectividad y dosis usada (Prozzi, y otros, 2018).

Figura 1
Esquema de la selectividad de la inhibicion de la COX-1y COX-2 por AINEs
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Fuente: Tomado de Prozzi y otros (2018).

[1.2.6 Mecanismo de accion de los AINEs

Los AINEs actuan bloqueando la sintesis de prostaglandinas al inhibir con
mayor 0 menor potencia las isomorfas de la ciclooxigenasa (COX), la cual facilita
la conversion del acido araquidénico en prostaglandinas. Una vez liberado los
farmacos antiinflamatorio no esteroides (AINEs) en el organismo van a
desaparecer los efectos producidos por la inflamacion como dolor, fiebre, rubor
y tumefaccion. EI mecanismo de la gastropatia por AINEs es la inhibicion de
prostaglandinas gastroprotectoras PGI2 Y PGE2, que inhiben la secrecion acida,
y asi mejorando el canal sanguineo y estimulan la secrecién de moco protector
(Arredondo Barboza & Guevara Cerdas, 2018) (Vargas Maji, 2017).
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Figura 2

Mecanismo de accién
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Fuente: Arredondo Barboza y Guevara Cerdas (2018)

[1.2.7 Farmacocinética de los AINEs
Los antiinflamatorios no esteroides (AINES) se absorben por difusion
pasiva en mayor parte en el intestino delgado, pero también en menor proporcion

en el estbmago.

Por difusién pasiva, pH se distribuyen a los tejidos y liquidos corporales.
Traspasan la barreara placentaria, también se metabolizan en el reticulo

endoplasmico y mitocondrias hepaticas.

Finalmente, para ser excretado por la orina (Arredondo Barboza &
Guevara Cerdas, 2018).

[1.2.8 Reacciones adversas

Debido a su mecanismo de accion, estos farmacos pueden tener efectos
no deseados en el organismo. Uno de los 6rganos diana donde pueden ocurrir
estos efectos secundarios es el tracto gastrointestinal. Estos efectos incluyen
irritacion directa o indirecta del aparato digestivo. En la mayoria de los casos, es
leve y asintomatico, pero puede ser muy grave. Su incidencia se estima en 1 de
cada 10 usuarios, cifra ain mayor en los ancianos. Este efecto secundario se
basa en la inhibicion de las prostaglandinas, los citoprotectores de la mucosa

gastrica, PGI2 y PGE2 porque limita la secrecién de acido gastrico y estimula la
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formacion de moco (Arredondo Barboza & Guevara Cerdas, 2018) (Santos,
2016).

Ademas de causar dafio local, los AINE reducen el flujo sanguineo e
interfieren con la funcion protectora de la mucosa gastrointestinal. Los efectos
secundarios gastrointestinales mas comunes son: esofagitis, ulceracion (las
complicaciones mas comunes son sangrado y perforacion), gastritis, lesiones

locales y diarrea (Arredondo Barboza & Guevara Cerdas, 2018) (Santos, 2016).

[1.3 SMILAX

[1.3.1. Familia Smilacaceae

Es una familia de arbustos trepadores que ha sido ampliamente utilizado
desde la antigiedad, esta representada por la familia Smilax y se caracterizan
por los metabolitos secundarios que estdn presentes principalmente en sus
rizomas y hojas. De manera tradicional, los rizomas se utilizan como
antiinflamatorios, antifungicos, antisépticos, cicatrizantes, diuréticos y tonicos
(Caceres, et al., 2012).

Las especies que en principio fueron registradas son Smilax
aristolochiaefoli., Smilax febrifuga, Smilax ornata, han sido ampliamente
utilizados desde la antiguedad entre ellas Smilax regelii, Smilax spinosa, y Smilax
domingensis son empleadas para medicina, la industria alimenticia y artesania
(Caceres, et al., 2012).

[1.3.1.1 Morfologia y caracteristicas

Aparecen como enredaderas trepadoras y lefiosas con rizomas
tuberosos, y sus hojas tienen forma puntiaguda. Las flores son unisexuales,
pequefas, axilares, solitarias, con sépalos libres y seis estambres filamentosos,
anteras binoculares, excelente ovario, bayas y 1 a 3 semillas (Mayorga &
Tomala, 2018).

11.3.2 Género Smilax

Este género ha sido clasificado en la familia de las Liliaceae. Las plantas

pertenecientes a este género se originaron a partir de rizomas finos como el
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tribulus; debido a su buena clasificacion taxondmica, es importante contar con
muestras de vides jovenes y maduras, incluyendo la longitud, forma del peciolo
la pubescencia, la forma del tallo, el color del fruto y el tipo de flor son importantes

para su descripcion y reconocimiento morfologico.
[1.3.2.1 Caracteristicas botanicas del género Smilax

Las especies del género Smilax, tienen un crecimiento de hasta 50 metros
de largo, tienen pares de zarcillos para trepar. Tienen pequeias flores y bayas
rojas, azules o negras, los tallos estan cubiertos de espinas, los rizomas son
largos y tubérculos, que pueden extenderse de dos a tres metros, son inodoros

e insipidos (Khan, Singh, Reese, Howden, & Thomas, 2019).

La especie de la familia Smilacaceae puede confundirse con
Dioscoreaceae, pero la diferencia es que la base de las hojas de Smilax proviene
de la punta del peciolo y tienen zarcillos (Khan, Singh, Reese, Howden, &
Thomas, 2019).

[1.3.3 Distribucién

Las especies de Smilax son nativas de América del Sur, Jamaica, China
y México. Aproximadamente 250 especies del género Smilax se han encontrado
en climas tropicales, y se han utilizado extractos de sus rizomas para tratar
diversas enfermedades, entre las cuales la especie mas utilizada estan Smilax
domingensis, Smilax aristolochiaefolia Mill, Smilax ornata Lem, Smilax china,
Smilax larvata, Smilax glabra, Smilax angustiflora, entre otras (Macvean, 2017).

[1.3.4 Composicion quimica

Debido a la presencia de saponinas esteroides, flavonoides, polifenoles,
fitoesteroles y triterpenoides, se han utilizado en medicina extractos de rizomas
de diferentes tipos de Smilax.Estudios anteriores han demostrado que existe un
flavonoide importante, astilbina en la especie Smilax, que ha demostrado tener
actividad inmunosupresora y es una sustancia activa para el tratamiento de

enfermedades inmunitarias humanas (Tian , Zhang , Long , & Zhang , 2017)
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También se informaron de 104 saponinas esteroides en 20 tipos
diferentes de Smilax. Las saponinas son componentes bioactivos caracteristicos
del género porque tienen importantes efectos antifingicos, citotoxicos y

antiinflamatorios (Tian , Zhang , Long , & Zhang , 2017).

[1.3.5 Usos medicinales de las especies Smilax

Los rizomas de la especie Smilax son muy famosos en la medicina
tradicional, se utilizan como antiinflamatorios, antifingicos, antipruriginosos,

antisépticos, cicatrizantes, diuréticos y tonificantes (Macvean, 2017).

Entre ellos se encuentran los rizomas de Smilax china y Smilax glabra, las
cuales se han usado para el tratamiento de enfermedades inflamatorias cronicas

y artritis reumatica.

[1.3.5.1 Smilax china

Se trata de una pequeia enredadera que crece en el sur de China, esta
especie de Smilax ha sido utilizado desde la antigiiedad como medicina natural
ya que empleaban los tallos y raices para elaborar tonicos energéticos, pastas
para el tratamiento de la impotencia y problemas seminales, la usaban en el
tratamiento de la esquizofrenia, para aliviar los entumecimientos. Los principales
metabolitos presentes en esta especie son: triterpenos, saponinas, flavonas y
acidos organicos (Mohamad, Wenli , & Qi, 2019).

Figura 3

Smilax china
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Fuente: Mayorga y Tomala (2018)
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[1.3.5.2 Smilax glabra

El rizoma de esta especie de Smilax se consume en China, principalmente
en forma de té, en sopas y como medicina natural, mientras que en paises como
Tailandia se lo usa como medicamento para el tratamiento del cancer y
enfermedades cutaneas. Estudios fitoquimicos de esta planta indicaron que en
su composicién estan presentes metabolitos como flavonoides, ésteres,
fenilpropanoides, terpenoides y lectinas. Estudios in vitro e in vivo demostraron
efectos antivirales y antiinflamatorios (Chuan-li , Wei , Min , Xiao-jie , & Chuan-
jian, 2014).

Figura 4

Smilax glabra.

Fuente: Zhengyi y Raven (2000)

[1.3.6 Smilax purhampuy R.

Esta especie, Smilax purhampuy R., antes conocida como Smilax
febrifuga o zarzaparrilla ecuatoriana, se encuentra en Bolivia, Perd, Ecuador,
Colombia y Venezuela, se utiliza tradicionalmente para tratar fiebre, problemas
digestivos y renales, enfermedades de la piel, triglicéridos, artritis, intestinos

Inflamacion del tracto y del estdmago.
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Figura 5

Hojas Smilax purhampuy R.

Elaborado por Autores

Figura 6

Rizomas de Smilax purhampuy R.

Elaborado por Autores
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[1.3.6.1 Taxonomia de la Smilax purhampuy R.

Segun Marquez & Torres (2020), la clasificacién y descripcién

taxondmica de Smilax purhampuy R de es de la siguiente manera:

11.3.6.2 Clasificacion taxonémica.

En la tabla Il se muestra la clasificacion taxonémica de la Smilax purhampuy R.

Tabla Il.

Clasificacion de taxonomia: Smilax purhampuy R.

Clase Equisetiposida C. Agardh
Subclase Magnoliidae Novak ex. Takht.
Superorden Lilianae Takht.

Orden Liliales Perleb.

Familia Smilacaceae Vent.

Género Smilax L.

Especie purhampuy Ruiz

Nombre cientifico Smilax purhampuy Ruiz
Nombre vulgar Zarzapariila

Fuente: Marquez & Torres (2020).

11.3.6.3 Descripcion taxondmica.

Son arbustos perennes, poseen frutos que pueden ser de color rojo, negro
o azul, los cuales pueden poseer hasta seis semillas, por lo tanto, son bayas.
Sus hojas crecen en forma intercalada y fuertes, las flores pueden presentar
colores marrones, blancas o amarillas, el tallo presenta espinas de color amarillo.
El rizoma es una liana, glabra, con zarcillos presentes. Las hojas son simples,
alternas, plinervadas; lamina cartacea, eliptica hasta eliptica-lanceolada, 15-20
x 8-12 cm, base obtusa, apice acuminado, margen entero, glabra (Mero
Argandofia & Mufioz Valverde, 2020).
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[1.3.6.4 Screening fitoquimico del rizoma de Smilax purhampuy R.

El tamizaje fitoquimico determind la composicién quimica cualitativa del
rizoma y se observo la presencia de compuestos grasos, alcaloides, cumarinas,
triterpenos, esteroides, azucares reductores, saponinas, fenoles, taninos de tipo
pirocatecolicos, quinonas, flavonoides, antocianidinas y estructuras tipo
polisacaridos. Las resinas, aminoacidos y/o aminas, glicésidos cardiotonicos,
antocianidinas y principios amargos y/o astringentes estan ausentes (Mero
Argandofia & Mufioz Valverde, 2020).

[1.3.6.5 Screening fitoquimico de las hojas de Smilax purhampuy R.

Un estudio realizado por (Parrales Cruz & Villamar Leén, 2018), en el que
realizaron un tamizaje fitoquimico confirma la presencia de metabolitos
secundarios como azucares reductores, aceites y grasas, fenoles, taninos,
triterpenos, saponinas, flavonoides y alcaloides demostrando la presencia de
metabolitos activos que podrian presentar accion farmacoldgica de la especie en

estudio.

[11.3.6.6 Metabolitos secundarios presentes en las hojas y rizomas de la
Smilax purhampuy R.

111.3.6.6.1 Flavonoides.

Estos compuestos son de alta importancia farmacologica debido a
propiedades relevantes como antiinflamatorio, antialérgico, antiviral,
anticarcinogénico, entre otros. Los flavonoides pertenecen a un grupo de
compuestos naturales en el que dos de sus anillos arométicos estan unidos por
una unidad de carbono que puede o no formar un tercer anillo. Actualmente se
conocen alrededor de 10 clases de flavonoides que pueden encontrarse como
aglicona o en forma de glicésidos con una o tres unidades de azucar,
generalmente en los carbonos 3 y 7, siendo los azucares mas comunes, la
glucosa, galactosa, ramnosa, xilosa y arabinosa (Sierra Sarmiento, Barros

Algarra , Gomez Paternina, Mejia Teran , & Suarez Rivero, 2018).
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111.3.6.6.2 Fenoles.

Los fenoles estan presentes en todos los tejidos vegetales, su estructura
es aromatica con uno o varios grupos hidroxilo, libres o sustituidos. Los
componentes fendlicos constituyen uno de los grupos de micronutrientes
presentes en el reino vegetal, que forman parte importante de la dieta humana.
Existe un gran interés de estos metabolitos secundarios, debido a sus
propiedades antioxidantes. Los fenoles son esenciales para el crecimiento y la
reproduccién de las plantas, también tienen accién como antibiéticos, pesticidas
naturales, agentes protectores de rayos UV y aislantes en las paredes celulares
(Sierra Sarmiento, Barros Algarra , Gomez Paternina, Mejia Teran , & Suarez
Rivero, 2018).

111.3.6.6.3 Alcaloides.

Son compuestos que se componen de uno o0 mas atomos de nitroégeno,
generalmente en anillo heterociclico y con actividad fisiologica especifica. Estas
sustancias son de origen vegetal, los alcaloides base son solubles en los
solventes organicos como éter, cloroformo y practicamente insolubles en agua,
cuando se encuentran en forma de sales se disuelven en agua y son
generalmente insolubles en los solventes organicos (Sierra Sarmiento, Barros

Algarra , Gomez Paternina, Mejia Teran , & Suarez Rivero, 2018).
[11.3.6.6.4 Taninos.

Son compuestos quimicos de caracter fenolico de alto peso molecular, no
cristalizables, que forman con el agua soluciones coloidales de reaccion acida y
de sabor muy astringente. Se distinguen clasicamente dos grupos de taninos que
difieren por su estructura y por su origen biogenético (Sierra Sarmiento, Barros

Algarra , Gomez Paternina, Mejia Teran , & Suarez Rivero, 2018).

24



CAPITULO IlI: MATERIALES Y METODOS.

[1I.1 Tipo de Investigacién.

El trabajo de titulacion realizado tiene un método de investigacion
experimental, donde se busca determinar diferencias significativas entre el
extracto etandlico de hoja y rizoma para comprobar la actividad antiinflamatoria

del rizoma de Smilax purhampuy R.

[11.2 Equipos, aparatos, materiales y reactivos.

[11.2.1 Equipos.

Tabla 11l

Equipos

Balanza analitica marca Boeco Germay
Balanza analitica marca Shimadzu
Estufa marca Memmert TV13U
Hornilla eléctrica marca HCEB

Fuente: Autores.

111.2.2 Materiales.

Tabla IV
Materiales
Material Descripcion
Vaso de precipitacion 500 ml
Espétula Metélica
Agitadores Vidrio
Mortero y pistilo Porcelana
Frascos ambar 100 y 1000 mi
Probeta Vidrio de 100 ml
Pipeta graduada Vidrio de 10 mi
Embudo Vidrio
Papel filtro Libre de cenizas
Papel de aluminio 6 metros
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Fracos estériles Polipropileno de 100 ml

Hisopos Estériles
Micropipeta De 100 y 1000 microlitros
Puntas descartables Plasticas azules y amarillas
Tijeras Pequeiias
Pinzas de precision Acero inoxidable

Fuente: Autores.

[11.2.3 Reactivos.

Tabla V
Reactivos
Agua destilada
Etanol 95 %
Fuente: Autores.
[11.3 Muestra.

Los 6rganos vegetales en estudio son las hojas y el rizoma de la especie
Smilax purhampuy R., que fue recolectado en la ciudad de Coca de la Provincia

de Francisco de Orellana en la Region Amazonica de Ecuador.

La identificacién de la especie vegetal se llevd a cabo en el Herbario
GUAY de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad de Guayaquil.

Anexo A.
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[11.4 Metodologia experimental.

[11.4.1 Disefio general de la metodologia.

Figura 6. Disefio experimental.
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[11.4.2 Obtencion del extracto etandlico de las hojas y rizomas de la Smilax

purhampuy R.

[11.4.2.1 Tratamiento del material vegetal.

Luego de la recoleccion de las hojas y rizomas, se procedié a lavar con
abundante agua potable, cortarlos y finalmente secarlos en la estufa marca
MEMMERT TV13U, en un tiempo de 48 horas a 50°C, lo que facilito la trituracion
y molienda. El material vegetal seco fue almacenado en una funda ziploc para

Su uso posterior.

[11.4.2.2 Extraccion etandlica de hojas y rizomas.

La extraccion se realizd por maceracion, donde se pesaron 30 g del
rizoma pulverizado y 20 g de polvo de hojas en la balanza marca BOECO
GERMANY (Anexo D y E), se colocaron 100 ml de etanol al 96%, y se dejaron
macerar por 15 dias a temperatura ambiente. Se filtr6 con ayuda de papel filtro
libre de cenizas, se midié el volumen de extracto obtenido y finalmente se llevo
a sequedad en bafo Maria para evaporar el etanol, como se muestra en el Anexo
FyG.

[11.4.3 Estudio farmacoldgico.

[11.4.3.1 Material bioldgico.

El modelo animal que se empled en este ensayo fueron ratas albinas de
la linea Wistar hembras, procedentes del Bioterio del Instituto de Nacional de
Investigacion en Salud Publica (INSPI) con sus correspondientes certificados de
calidad que garantizaba la salud de estos, encontrandose aptos para efectuar

este tipo de ensayo. El peso de las ratas vario de 180 a 210 g.

[11.4.3.2 Condiciones de alojamiento de los animales.

Los animales de experimentacion fueron alojados en gavetas plasticas
con rejillas metélicas identificadas con el grupo de tratamiento correspondiente.
La temperatura del local fue de 20 £ 3 °C, Humedad Relativa: 30 - 70% + 5%,

ciclo de luz/ oscuridad: 12/ 12 h. El alimento como son la comida y el agua fueron
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provistas “ad libitum”. Les fue retirada la comida 24 horas antes del comienzo del

ensayo Y solo se le permiti6 el acceso al agua.

[11.4.3.3 Consideraciones éticas

Todos los procedimientos y la manipulacion de los animales se realizaron
siguiendo los principios éticos que rigen la experimentacion animal, garantizando
el bienestar y la proteccibn de estos, cumpliendo las instrucciones
recomendadas en los Lineamientos Internacionales (The World Medical
Association, 2016).

[11.4.3.4 Conformacién de los grupos experimentales

Se formaron cuatro grupos experimentales con seis ratones Wistar cada
uno, los cuales fueron pesados en una balanza marca SHIMADZU, registrando
Sus pesos como se muestra en los Anexo H. Se aplicaron distintos tratamientos,

los cuales estan descritos en la Tabla VI.

Tabla VI

Grupos formados para la comparaciéon de actividad antiinflamatoria entre

los extractos etandlicos de hojas y rizomas

GRUPOS TRATAMIENTO VOLUMEN CONCENTRACION VIA DE )
ADMINISTRACION

| — Control Carragenina 0,3 ml 3% Intramuscular
Negativo. Cloruro de sodio 10 mi/kg 0,9% Oral

Il = Control Carragenina 0,3 ml 3% Intramuscular
Positivo. Indometacina - 10 mg/kg Oral

Il — Experimental Carragenina 0,3 ml 3% Intramuscular
Extracto et. Rizoma 0,3ml 400 mg/kg Oral

IV — Experimental Carragenina 0,3ml 3% Intramuscular
Extracto et. Hojas 0,3 ml 400 mg/kg Oral

Elaborado por Autores.
111.4.3.5 Determinacién de la actividad antiinflamatoria

Existen diferentes modelos para medir la actividad antiinflamatoria de un
producto, entre ellos se encuentra el ensayo de edema plantar inducido por
carragenina. Consiste en la administracion subcutdnea de una solucion de

carragenina (mucopolisacarido sulfatado proveniente de algas marinas
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Chondrus crispus y Gigartina stellata) a nivel del musculo plantar de rata,
provocando una reaccion de caracter inflamatorio mediada por la liberacion de
histamina, serotonina, bradicinina y prostaglandinas, ademas de diversos
factores del complemento que estan implicados en la amplificacién de la
respuesta (Winter, Risley, & Nuss, 1962) (CYTED., 1995) (Voguel, 2002) (Kale,
Misar, Dave, Joshi, & Mujumdar, 2007)

Todos los animales recibieron una dosificacidon exacta de acuerdo con el

peso y la via de administracion utilizada (Diehl, y otros, 2001)

Inicialmente se midieron los volimenes normales de la pata posterior
derecha de las ratas con el uso de un pletismémetro digital (Panlab, Espafia).
Posteriormente, los compuestos de prueba fueron administrados por via oral
mediante el empleo de una canula intragastrica. Luego de transcurrir 30 minutos,
se le administré una disolucién acuosa de carragenina al 3% en la aponeurosis
plantar derecha de todos los animales. Los volimenes de la pata inflamada se
midieron a las 1, 2, 3 y 5 horas después de la administracién de la carragenina.
La resta entre el valor inicial y las subsecuentes lecturas para cada tiempo de
estudio nos dio el volumen de edema. Los porcentajes de inhibicion de la
inflamacién se calcularon mediante la expresion: (Balamurugan K, Sakthidevi G,
& Mohan VR , 2012)

Ve -Vt
% de inhibicion = x 100
Vc

Donde:

Vc= valor medio del volumen de edema de los animales del grupo control

negativo

Vt= valor medio del volumen de edema de los animales del grupo tratado con la
sustancia de prueba. Al final del ensayo se procedi6é a sacrificar los animales
empleando para ello una atmdsfera saturada de éter, teniendo siempre en cuenta
las técnicas de refinamiento planteadas actualmente para realizar los ensayos

con animales de experimentacion.

30



CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

En este capitulo abarcara las tablas, datos experimentales, y los
resultados obtenidos tras los distintos andlisis realizados del extracto
hidroalcohdlico de hojas y rizomas de la especie Smilax purhampuy Ruiz, basado
en un modelo de edema plantar en ratas, inducido por carragenina aplicada por

via subcutanea dentro de la superficie de la aponeurosis de la pata derecha.

IV.1 Evaluaciéon de la actividad antiinflamatoria

Se evalud la actividad antiinflamatoria de extractos hidroalcohoélicos de
rizomas y hojas de la especie Smilax purhampuy, sobre los primeros signos que
aparecen durante la inflamacion aguda (principalmente edema durante las
primeras cinco horas), mediante el ensayo de edema plantar por carragenina, el
cual es mayormente utilizado en la actualidad para la evaluacion de farmacos

antiinflamatorios.

Este método permite cuantificar de forma reproducible y sencilla dos de
los pardmetros mas caracteristicos de la inflamacion como son el edema y la
extravasacion de plasma, al inducir una inflamacion aguda localizada en la pata
del animal tras la administracién de carragenina en la aponeurosis plantar de la

rata (Fernandez Rebaza, y otros, 2017).

IV.1.1 Andlisis estadistico

Los datos se expresaron como media aritmética/desviacion estandar. Se
empled el analisis de varianza de una via (One-way ANOVA) para determinar si
existia diferencia estadisticamente significativa para la variable evaluada y luego
se aplicd Kruskal-Wallis, seguido de la prueba de Friedman. El nivel de
significancia fijado fue P<0,05. Los datos obtenidos en cada ensayo fueron
procesados mediante el paquete estadistico SPSS para Windows version 8.0.

En la tabla VII se observa que a excepcion del grupo control negativo cuyo

volumen de edema fue aumentando en el tiempo, todos los grupos tratados
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mostraron los mayores valores de edema a la primera hora y segunda hora
después de la administracion de la carragenina. A partir de la tercera hora ocurre
una disminucion significativa en los volimenes de edema, hasta la quinta hora
gque se obtiene el menor valor, lo que demuestra el efecto antiinflamatorio de la

indometacina y los extractos ensayados.

Tabla VI
Volumen promedio de edema plantar en el tiempo

Volumen de edema (mL)

Grupos 1h 2h 3h 5h
NaCl 0,9% 0,99/0,03a 1,06/0,04a 1,14/0,03a  1,19/0,052
Indometacina 0,82/0,06b 0,76/0,05b 0,61/0,04b  0,52/0,06b
Extracto hojas 0,88/0,07b  0,88/0,05¢ 0,68/0,08bc 0,56/0,06bc

Extracto rizomas 0,90/0,10b 0,87/0,04c 0,71/0,08c 0,60/0,03c

Elaborado por Autores.

Los valores representan la media de los volimenes de edema/ desviacion
estandar (n=6); letras diferentes en una columna indican diferencias

significativas p<0,05 (Kruskall-Wallis y Friedman).

La actividad antiinflamatoria segun el modelo de (Winter, Risley, & Nuss,
1962)evidencia la respuesta a la accion irritante de la carragenina. Se observa
en el grupo control negativo un aumento del volumen de edema, resultado l6gico
de esperar si se tiene en cuenta que no se administré ningun agente
antiinflamatorio. Por el contrario, en los grupos tratados con indometacina y los
extractos se aprecié una tendencia antiinflamatoria, lo cual se traduce en una

disminucién del volumen de edema en el tiempo de estudio.

Al aplicar el test de Kruskall-Wallis se pudo constatar que existian
diferencias significativas (p< 0,05) entre todos los grupos tratados respecto al
grupo control negativo. Los grupos que recibieron los extractos (hojas y rizomas)
tuvieron un comportamiento similar entre ellos. A partir de la tercera y quinta
hora, el extracto de hojas tuvo un comportamiento comparable con la

indometacina.
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Al aplicar la prueba de Friedman (para un mismo tratamiento) se observo
que fue significativo el volumen de edema, principalmente, cuando se

compararon la primera hora con la ultima hora.

Una representacion grafica de los volumenes de edema durante las cinco
horas (figura 7) revelé como la indometacina y los dos extractos alcanzaron los
menores volimenes de edema a partir de la tercera y quinta hora, aunque el

extracto de hojas se comport6 similar a la indometacina.

Figura 8
Volumenes de edema durante las 5 horas de ensayo
1,4
1,2 a
:
s 08 mNaCl 0,9%
; 0.6 %% ° olindometacina
5 % #“ Hojas
3 04 %
= 5555 ORizomas
F
o . éééé

3h 5h

Tiempo (horas)

Los valores representan la media de los volimenes de edema/
desviacion estandar (n=6); letras diferentes en el mismo tiempo indican
diferencias significativas p<0,05 (Kruskall-Wallis y Friedman)

Entre los controles positivos que se emplean con frecuencia en este
modelo experimental se encuentra la indometacina que inhibe las
ciclooxigenasas (COX) y, por tanto, inhibe la formacion y liberacion de las
prostaglandinas que en la segunda fase (entre las 3 y 4 horas) adquieren su
maxima manifestacion, principalmente la PGE:2 (Di Rosa, Giround, & Willoughby,
1971).
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IV.1.2 Porcentajes de inhibicién del edema a lo largo de 5 horas en el
modelo de inflamacidén aguda.

Los porcentajes de inhibicion de edema de los grupos sometidos al estudio
se ilustran en la tabla VIl y figura 8. Se observé como el extracto de hojas tuvo
un comportamiento comparable con la indometacina, con porcentajes de
inhibicion superiores al 50%; no obstante, el extracto de rizoma, aunque en
menor porcentaje, también logré disminuir la inflamacion producida por la
carragenina en el transcurso de las cinco horas, mostrando poder

antiinflamatorio bajo las condiciones ensayadas.

Tabla VI
Porcentaje de inhibicion del edema plantar en el tiempo

% De Inhibicion

Grupos 1h 2h 3h 5h
Indometacina 17,17 28,3 46,49 56,3
Extracto hojas 11,11 16,98 40,35 52,94

Extracto rizomas 9,09 17,92 37,71 49,57

Figura 9
Porciento de inhibicion del edema plantar en el tiempo
60
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E 40 —
3 _
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0
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La actividad antiinflamatoria de hojas y rizomas de Smilax purhampuy
R. se investigdb mediante el modelo de edema plantar inducido por carragenina.
La administracion de los extractos a las dosis de 400 mg/kg causé una reduccion

significativa del edema, incluso, el extracto de hojas manifestdé un
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comportamiento comparable con la indometacina empleada como control

positivo.

Divya (2014), analiz6 el efecto antiinflamatorio de extractos acuosos de
etanol y cloroformo de raices y rizomas de Smilax zeylanicaina, reduciendo la
inflamaciéon mediante tres modelos diferentes de inflamacién, a saber,
inflamacion aguda inducida por carragenina, inflamacién subaguda inducida por
formalina e inflamacién crénica inducida por pellets de algodén. El etanol y los

extractos acuosos exhibieron una actividad antiinflamatoria significativa.

El efecto farmacolégico demostrado pudiera estar relacionado con
determinados constituyentes quimicos presentes en los extractos. Numerosos
compuestos fendlicos, especialmente flavonoides, inhiben la respuesta
inflamatoria y comprenden la clase principal de compuestos presentes en el
género Smilax. Estos principios activos se han estudiado ampliamente para sus
diversos efectos biolégicos, y han demostrado interesantes propiedades
antiinflamatorias (Abdala & Herrera , 2015). Dichos compuestos inhiben las
enzimas involucradas en la inflamacion, especialmente via metabdlica del acido
araquidodnico y sintesis de prostaglandinas (Panche , Diwan, & Chandra, 2016),
(Alemu, Wondmagegn , Teshome , & Workineh , 2018), (Ginwala, Raina
Bhavsar, DeGaulle | Chigbu, & Pooja Jain,Zafar K Khan, 2019) & (Aleksandrova
, Nesterkina, Gvozdii, & Kravchenko, 2020).
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CONCLUSIONES

Se demostr6 la eficacia antiinflamatoria de los extractos hidroalcohdlicos de
hojas y rizomas de Smilax purhampuy R. sobre el modelo de inflamacién aguda

inducida por carragenina.

El extracto de hojas logré disminuir la inflamacion producida por la carragenina
con porcentajes de inhibicion comparables con la indometacina utilizada como

control positivo.

Se demostro que a lo largo de 5 horas de estudio que el extracto etandlico de las
hojas presentdé mayor porcentaje de inhibicion (52,94%) frente al extracto

etandlico del rizoma (49.57%).
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RECOMENDACIONES

Es recomendable utilizar muestras de hojas y rizomas que estén en estado
Optimo debido a que la descomposicion puede causar un déficit en la respuesta

farmacologica.

Se aconseja determinar y cuantificar el metabolito secundario responsable de la

actividad antiinflamatoria en futuras investigaciones de la Smilax purhampuy R.
Se recomienda realizar estudios in vitro de los tejidos inducidos a inflamacién

gue son tratados con los extractos etandlicos para determinar la efectividad

terapéutica.
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GLOSARIO DE TERMINOS
Aceite de croton: El aceite de croton es un liquido con una coloracion amarillo
anaranjado, posee un sabor acre persistente que a su vez es acompafado de

un olor desagradable.

Aines: Denominados medicamentos antiinflamatorios no esteroides de un grupo

variado y heterogéneo de farmacos.

Alcaloides: Es una sustancia producida por las plantas su estructura es muy

variables y posee nitrégeno en ellos.

Aponeurosis plantar: La aponeurosis plantar es la modificacion de la fascia
profunda, que recubre la suela. Es un tejido conectivo grueso, que funciona para

apoyar y proteger las estructuras vitales subyacentes del pie.

Cromatografia: Es un proceso analitico que permite la separacion, identificacion

y determinacion de distintos componentes de una mezcla compleja.

Edema: Es una hinchazon causada por liquido atrapado en los tejidos o algun
organo del cuerpo que ocurre comunmente en los pies, tobillos y las piernas,

aungue puede afectar otras partes del cuerpo como la cara, manos y abdomen.

Enzima: Son proteinas o polimeros formados por aminoacidos unidos entre si,
gue actua como catalizador en los organismos vivos, regulando la velocidad a la
gue se desarrollan las reacciones quimicas sin que ella misma se vea alterada
en el proceso y esto dependerd de que mantenga su plegamiento en otras

palabras su estructura tridimensional.

Extracto: Alta concentracidon de sustancias obtenidas de diferentes partes de la

planta con diferentes procesos.

Fenoles: Son compuestos organicos caracterizados por un grupo hidroxilo

(—OH) unido a un atomo de carbono que forma parte de un anillo aromatico.

Flavonoides: Son un grupo de sustancias naturales con estructuras fendlicas
variables, estas se encuentran en frutas, verduras, granos, cortezas, raices,

tallos, y flores.

Impotencia funcional: Se la denomina como una dificultad o imposibilidad para

movilizar una extremidad lesionada.

38



Inflamacién: Es una accion del organismo a diferentes agresiones endogenas
0 exodgenas, esto es debido a los gldbulos blancos del cuerpo y las cosas que

producen lo protegen de las infecciones como bacterias y virus.

Organismo: un ser vivo que tiene una estructura organizada, puede reaccionar

a los estimulos, reproducirse, crecer, adaptarse y mantener la homeostasis.
Patologia: es el término médico para la forma en que actla una enfermedad.

Plestimémetro: Es un dispositivo que se utiliza para medir cambios en el
volumen de las extremidades de los roedores y mide los cambios en los niveles

de liquido cuando las extremidades se colocan en un depdsito.

Prostaglandinas: Las prostaglandinas son un grupo de lipidos derivados de
acidos grasos de 20 carbonos, que contienen un anillo de ciclopentano y una

familia de mediadores celulares.

Rizoma: un tallo de planta subterraneo algo alargado generalmente horizontal
gue a menudo se espesa por depositos de material alimenticio de reserva,
produce brotes arriba y raices debajo, y se distingue de una raiz verdadera por

poseer brotes, nudos y hojas generalmente en forma de escamas.
Rubor: Se denomina rubor aquel enrojecimiento de la piel de la cara.

Saponinas: Son un grupo de glucésidos que en su mayoria son toxicos y se
encuentran en las plantas (como la hierba de jabén o la corteza de jabdn) y se

caracterizan por su propiedad de ocasionar una espuma jabonosa.

Screening fitoquimico: es la estapa inicial en la investigacién de metabolitos
secundarios y que va a permitir determinar cualitativamente los principales

grupos de constituyentes quimicos presentes en una planta.

Taninos: Los taninos son un grupo de compuestos amargos Yy astringentes, se

pueden encontrar abundantemente en la naturaleza.

Tumor: Es la inflamacién como aumento de volumen generado por un factor

fisiopatolégico que aumenta la permeabilidad vascular.
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ANEXOS

Anexo A. Certificado Taxondmico de Smilax purhampuy R.

Herbario GUAY

Facultad de Ciencias Naturales
Universicad de Guayaguil

Clase: Equisetiopsida C. Agarch

Subclase: Magnoficas Novak ex. Takht.
Superorden: Lilanas Takht.

Orcen: Lifales Peried.

Familia: Smilacaceae Vent

Genero: Smilav L.

Nombre cientifico: Smilax of. purnempuy Ruiz
Nombrs vernaculo: Zarzaparrilla

Descripdon taxondmica: Liana, gabra. Zarcillos presentes. Hojas simples, alternas, plinervadas;
iamina cartices, eliptics hasta eliptica-lanceoiada, 13-20 x B-12 om, base obtusa, apice
acuminado, margen entero, Ziadra. Flores y frutos no vistos.

Av. Juan Tanca Marengo y Av. Gomez Lince s.n.
P.O. Box 09-01-10634
Guayaguil-Ecuador

Fuente: (Marquez Daza & Torres Gutiérrez , 2020)
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Anexo B. Hojas secas de Smilax purhampuy R.
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Anexo D. Triturado y pesado del rizoma de Smilax purhampuy R.

s M0y A=00t g
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Anexo F. Obtencién del extracto etandlico de las hojas.
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Anexo H. Conformacién de grupos experimentales

Anexo G. Tabla de registro de pesos de los animales de experimentacion de los
grupos controles y grupos tratamientos correspondientes al ensayo de

inflamacion aguda.

N. Rata Grupo I Grupo Il Grupo I Grupo Il
Control Control Control Control
negativo positivo experimental experimental

(Cloruro de  (Indometacina (Extracto et. (Extracto et.
sodio 0,9%) 10 mg/kg) Rizoma 400 Hojas 400
mg/kg) mg/kg)
Peso (g) Peso () Peso () Peso (g)
1 25.0 25.1 25.1 25.5
2 25.5 25.7 25.7 25.9
3 26.0 26.1 26.2 26.8
4 27.0 27.1 27.6 28
5 28.1 28.2 283 28.5
6 28.7 28.7 28.9 29.6
X 27.71 26.81 26.96 27.38
SD 1,47 1,43 1,52 1,58
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