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RESUMEN

Los procesos inflamatorios no controlados producen dafio celular donde los
radicales libres estdn presentes y representan un peligro para la vida del
paciente, en este contexto la busqueda de moléculas de origen vegetal son
incesantes por su aceptacién cultural, una mejor compatibilidad con el cuerpo
humano y menos efectos secundarios. El objetivo fue determinar la actividad
antioxidante y antiinflamatoria del extracto hidroalcohdlico de las flores de
Tanacetum parthenium L. Sch. Bip. “santa maria”, empleando la técnica in vitro
del DPPH y el modelo in vivo de edema plantar inducida por carragenina en
ratas Wistar. Se llevé a cabo en los laboratorios de la Escuela de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga,
Ayacucho, Pert. La muestra fue recolectada en la ciudad de Huancayo, region
Junin. Se ensayé concentraciones de 1, 2 y 3% en unguentos base como
vehiculo semisélido usando el estandar de referencia diclofenaco gel 1%. El
extracto hidroalcohdlico contiene fenoles y taninos, flavonoides, lactonas y/o
cumarinas, triterpenos y/o esteroides y aminoacidos. La concentracion de
extracto hidroalcohélico de las flores de Tanacetum parthenium L. Sch. Bip.
“santa maria” con mayor actividad antiinflamatoria fue al 3%, con un porcentaje
de desinflamacion del 84.6% (porcentaje de inflamacién de 15.4%) y con un ABC
de 6,214 mift?. La concentracién de extracto hidroalcohdlico de las flores de
Tanacetum parthenium L. Sch. Bip. “santa maria” con mayor actividad
antioxidante fue a 100 pg/ml, con un porcentaje de 63,9%. Se concluye que el
extracto hidroalcohdlico de las flores de Tanacetum parthenium L. Sch. Bip.
“santa maria” tiene poca actividad antioxidante in vitro pero buena actividad
antiinflamatoria in vivo estadisticamente similar al diclofenaco por lo que
constituyen una fuente potencial para el tratamiento antiinflamatorio tépico.

Palabras clave: Antioxidante, antiinflamatorio, Tanacetum parthenium L. Sch.
Bip., “santa maria”.



I. INTRODUCCION
Actualmente el tema de los antioxidantes ha venido adquiriendo mucha
importancia en la prevencioén y tratamiento de muchas enfermedades que cursan
con procesos inflamatorios subyacentes con produccion de radicales libres.
Los radicales libres se producen continuamente en el organismo por medio de
reacciones bioquimicas de oxidacion reduccién con oxigeno, que tienen lugar
por el metabolismo normal de las células, por los fagocitos, en una reaccién
inflamatoria controlada; pero, ;Qué pasa con las enfermedades inflamatorias
crénicas como la artritis reumatoide? Sin duda, cada vez hay més evidencia de
que las especies reactivas derivadas del oxigeno (ROS) a menudo pueden
ayudar a modular la inflamacién, lo que garantiza que no se convierta en
demasiado prolongada,'pero también esta claro que un desbalance de éstos
ocasiona dario celular o estrés oxidativo sobre diferentes macromoléculas como
lipidos, proteinas y ADN.? Se ha descubierto también, entre multiples patologias,
que el estrés oxidativo y la inflamacién contribuyen a la disfuncién contractil del
diafragma observado en modelos animales de sepsis y endotoxemia.®
Esta problematica, motiva la bausqueda de antioxidantes de origen vegetal con
propiedades eliminadoras de radicales libres que podrian tener gran importancia
como agentes terapéuticos en varias enfermedades inflamatorias causadas por
estrés oxidativo por lo que Tanacetun parthenium representa una gran
alternativa al respecto.
Dado que la medicina herbaria es todavia el pilar de aproximadamente el 75-
80% de la poblacién mundial principalmente en los paises en desarrollo, dentro
de la atencién primaria de la salud debido a una mejor aceptaciéon cultural, una
mejor compatibilidad con el cuerpo humano y menos efectos secundarios.*
Desarroliar trabajos de investigacién con plantas medicinales para demostrar sus
posibles efectos terapéuticos representa un hecho que contribuye a generar
conocimientos y enriquecer el acervo cientifico en materia de fitomedicamentos,



lo que sirve para darle validez al conocimiento tradicional o empilrico y abrir las
puertas para mas estudios en relacién con el uso racional, seguridad y eficacia
de esta planta.

En este contexto, nos orientamos en tal linea de investigacién de tal forma que
surge como producto este informe, en donde se plasman los resultados de un
estudio experimental con los siguientes objetivos:

Objetivo general

Evaluar la actividad antioxidante y antiinflamatoria del extracto hidroalcohélico de
las flores de Tanacetun parthenium “santa maria”.

Objetivos especificos

Identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohdélico
de las flores de Tanacetun parthenium “santa maria” mediante tamizaje
fitoquimico.

Determinar la concentraciéon de mayor actividad antiinflamatoria del extracto
hidroalcohdlico de las flores de Tanacetun parthenium “santa maria”.

Determinar el porcentaje de actividad antioxidante del extracto hidroalcohélico de
las flores de Tanacetun parthenium “santa maria”.



Il. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

La busqueda de moléculas de origen vegetal para el tratamiento de trastornos
relacionados con la inflamacion y el estrés oxidativo son incesantes por lo que
podemos encontrar una gran diversidad de trabajos cuyo aporte ha permitido
avanzar en temas de terapéutica hasta la fecha.

Se ha descrito el partendlido como uno de los primeros productos naturales
modulador del factor nuclear kappa B, un factor de transcripcién implicado en
muchas cascadas de sefalizacion que desempefia un papel crucial en
condiciones inflamatorias agudas y crénicas.’

Mathema y et al. estudiaron las propiedades bioldgicas del partendlido, una
sesquiterpenlactona presente en Tanacetum parthenium, llegando a demostrar
que este posee actividad anticancerigena excepcional y propiedades
antiinflamatorias, por lo que representa un candidato importante para futuros
estudios y el desarrollo de farmacos.® De otro lado, pruebas farmacolégicas
indican que tanetina, un flavonol de Tanacetum partenium, podria contribuir a
sus propiedades antiinflamatorias.’

2.2. Tanacetum parthenium L.. Sch. Bip.

2.2.1. Clasificaciéon taxonémica (Anexo 1)

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ASTERIDAE

ORDEN : ASTERALES

FAMILIA : ASTERACEAE

GENERO : TANACETUM

ESPECIE : Tanacetum parthenium (L.) Sch. Bip.
N. V. : “santa maria”

Fuente: Certificado emitido por el Herbariun Huamangensis- 2014



2.2.2. Descripcion botanica
Tanacetum partenium es una planta herbacea perenne, aromatica, de hasta un

metro de altura. Hojas ovaladas a oblongo-aovadas de 12 cm, las inferiores
pinnadas y pinnatisectas, las superiores pinnatipartidas; segmentos dos a tres
pares, dentados, obtusos. Muchas cabezuelas de hasta dos centimetros de
diametro; el disco amarillo; las flores radiadas blancas.?

2.2.3. Usos medicinales

Tanacetum parthenium es una planta medicinal utilizada tradicionalmente en el
tratamiento de fiebres, dolores de cabeza por migraia, artritis reumatoide,
dolores de estébmago, dolores de muelas, picaduras de insectos, infertilidad,
problemas con la menstruaciéon y el trabajo durante el parto. También se ha
utilizado contra la psoriasis, alergias, asma, zumbido de oidos, mareos, nauseas
y vomitos.’

2.2.4. Composicién quimica

La composiciéon quimica de Tanacetum parthenium es variada. Se ha identificado
una serie de flavonoides lipofilicos presentes en las hojas y flores de Tanacetum
parthenium 'y Tanacetum vulgare que demostraron propiedades
antiinflamatorias.’ Partendlido (Figura 1), una sesquiterpenlactona, es
caracteristica de este género.’ Respecto a este metabolito, un trabajo revelé que
las cabezas florales contenian mas de cuatro veces la cantidad de este
metabolito farmacolégicamente activo que las hojas. El aceite esencial esta
presente tanto en las etapas de pre-floracion, floracion y post-floracion con
rendimientos de 0,85; 1,02 y 0,75% (volumen/peso, en base a masa seca),
respectivamente.'? Un flavonol lipofilico, tanetina, se ha caracterizado en la hoja,
flor y semilla, asi como flavonoles glicosidicos hidrosolubles identificados como
apigenina 7-glucurénido, luteolin 7-glucurénido, luteolina 7-glucosido y crisoeriol
7-glucurénido en las hojas. '

Figura 1. Estructura quimica del partendlido, una sesquiterpenlactona de
Tanacetum parthenium.®



2.3. Fisiopatologia de la inflamacion.

La inflamacién es una reaccion tisular compleja que consiste basicamente en
respuestas de los vasos y los leucocitos. Las principales defensas corporales
frente a los invasores extrafios son las proteinas plasmaticas y los leucocitos
circulantes, pero también los fagocitos tisulares derivados de las células
circulantes. La respuesta inflamatoria coordina las reacciones de los vasos, los
leucocitos y las proteinas plasmaticas orientadas a conseguir este objetivo. Las
reacciones vascular y celular de la inflamaciéon se activan mediante factores
solubles producidos por diversas células ¢ generados a partir de las proteinas
plasmaticas, y se activan o producen en respuesta al estimulo inflamatorio. Los
microbios, las células necréticas e incluso la hipoxia pueden activar la
elaboracién de los mediadores de la inflamacién, provocando asi una respuesta
inflamatoria (Tabla 1). Estos mediadores inician y ampilifican la respuesta
inflamatoria y condicionan el patrén, la intensidad y el tipo de manifestaciones
clinicas y patolégicas. La inflamacién puede ser aguda o cronica en funcién de la
naturaleza del estimulo y la eficacia de la reaccién inicial para eliminar el
estimulo o los tejidos lesionados. La inflamaciéon aguda se caracteriza, sobre
todo, por la exudacion de liquido y proteinas plasmaticas (edema) y la
emigracién de leucocitos, sobre todo neutréfilos (llamados también
polimorfonucleares neutréfilos). Cuando la inflamacién aguda consigue eliminar
con éxito a los responsables del dafio, la reaccion desaparece, pero cuando la
respuesta no consigue eliminarlos, se puede evolucionar a una fase crénica. La
inflamacién crénica puede aparecer después de la inflamaciéon aguda o ser
insidiosa desde el comienzo. Dura mas y se asocia a la presencia de linfocitos y
macréfagos, proliferacion vascular, fibrosis y destruccion tisular. La inflamacion
termina cuando se elimina el agente responsable del dafio. La reacciéon se
resuelve con rapidez, porque los mediadores se degradan y dispersan, y porque
la vida de los leucocitos en los tejidos es corta. Ademas, se activan mecanismos
antiinflamatorios que tratan de controlar la respuesta y evitar que ocasione
lesiones excesivas al anfitrion. La inflamacion puede resultar lesiva en algunas
situaciones: los mecanismos disefiados para destruir a los invasores extrarios y
los tejidos necroéticos tienen una capacidad intrinseca de lesionar los tejidos
normales. Cuando la inflamacién se dirige de forma inadecuada frente a los
tejidos propios y no se controla de forma adecuada, se convierte en la causa de
lesiones y enfermedades.*
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Figura 2. Generacién de metabolitos del acido araquidénico y su papel en la
inflamacién. Las dianas moleculares de la accion de algunos farmacos
antiinflamatorios se marcan con una X roja. No se muestran los agentes que
inhiben la produccién de leucotrienos mediante la inhibicion de la 5-
lipooxigenasa o que bloquean los receptores de leucotrienos. COX,
ciclooxigenasa; HETE, 4&cido hidroxieicosatetranoico, HPETE, 4&cido
hidroperoxieicosatetranoico.*®

La progresion de la respuesta a infamacion crénica puede producirse tras la
inflamacién aguda o ser una respuesta crénica desde el principio. La transicion
de agudo a crénico se produce cuando no se consigue resolver ia respuesta
inflamatoria aguda, por persistencia del agente lesivo o por alguna interferencia
con el proceso de curacion normal. Por ejemplo, la infeccion aguda bacteriana
pulmonar puede empezar con un foco de inflamacién aguda (neumonia), pero la
incapacidad de resolverlo puede ocasionar una destruccion extensa del tejido
con formacién de una cavidad en la cual persiste una inflamacién mantenida,
que culmina en un absceso crénico pulmonar. Otro ejemplo de inflamacién
crénica secundaria a un estimulo persistente es la llcera péptica duodenal o
gastrica. Las ulceras pépticas pueden persistir durante meses o afios y, se
manifiestan mediante reacciones inflamatorias agudas y crénicas.'



Tabla 1. Accién de los principales mediadores de la inflamacion.”

Mediador Fuente principal Accién
DERIVADOS DE LAS CELULAS
. - Vasodilatacion, aumento de la
Histamina Mastoc'l;osd et;::éﬁlos, permeabilidad vascular,
plaq activacion endotelial
Serotonina Plaquetas Vasodilatacion, aumento de la

Prostaglandinas

Leucotrienos

Factor activador de las
plaquetas

Especies reactivas del
oxigeno

Oxido nitrico

Mastocitos, leucocitos

Mastocitos, leucocitos

Leucocitos, mastocitos

Leucocitos

Endotelio, macrofagos

Macréfagos, células

permeabilidad vascular

Vasodilatacién, dolor, fiebre

Aumento de la permeabilidad
vascular, adherencia y activacion
de los leucoitos.
Vasodilatacion, aumento de la
permeabilidad vascular
adherencia leucocitaria,
quimiotaxis, desgranulacién,
explosién oxidativa.

Destruccion de los microbios,
lesion tisular.

Relajacion del musculo liso
vascular, destruccion de los
microbios
Activacion endotelial local
(expresion de moléculas de
adherencia),

Citocinas (TNF, IL-1) endoteliales, fiebre/dolor/anorexia/hipotension,
reduccion de la resistencia
vascular (shock)
s Leucocitos, Quimiotaxis, activacién de los
Quimiacinas macréfagos activados leucocitos
DERIVADOS DE LAS PROTEINAS PLASMATICAS
Productos del . Quimiotaxis y activacion de los
complemento (Cba, Plasm; (hp‘r%c:juoc)ldo en leucocitos, vasodilatacion
C3a, C4a) 9 (estimulacion de los mastocitos)
Aumento de la permeabilidad
Cininas Plasma (producido en vascular, contraccién del

Proteasas activadas
durante la coagulacion

el higado)

Plasma (producido en
el higado)

musculo liso, vasodilatacion,
dolor.

Activacion endotelial,
reclutamiento de leucocitos.

2.4. Las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno en la inflamacion
Un estimulo inflamatorio conduce al reclutamiento y la activacién de diversas
células inmunes (incluyendo macréfagos, neutréfilos y células dendriticas), que



liberan una acumulacién de especies reactivas de oxigeno y especies reactivas
de nitrégeno. Especies reactivas del oxigeno y especies reactivas de nitrégeno
(colectivamente RONS) son radicales altamente reactivos que contienen
electrones no apareados capa de valencia. Estos radicales tienen un papel
importante en la actividad microbicida de la respuesta inmune innata. En
respuesta a un estimulo, las células fagociticas liberan RONS y células no
fagociticas son estimulados para producir RONS por las citoquinas pro-
inflamatorias. La regulacion apropiada de RONS es vital para una respuesta
inmune eficiente y para limitar el dafio tisular. La inflamacién crénica provoca que
los niveles elevados de RONS sean sostenidas durante periodos prolongados de
tiempo. El papel de RONS en la carcinogénesis es complejo. Dependiendo de la
concentracion de estos radicales libres y del contexto celular en el que se
expresan, pueden ser protumorigénico o antitumorigénico. La mayoria de los
tipos de cancer se percibe un incremento de RONS, creando aumento de estrés
oxidativo y nitrosativo, que se cree que contribuyen a la carcinogénesis. El
aumento de RONS conduce a roturas de hebras de ADN, mutaciones puntuales
y aberrantes del ADN, causando con ello la inestabilidad gendémica. Esto
contribuye a la carcinogénesis mediante la mutacién de los proto-oncogenes y
genes supresores de tumores, lo cual ha sido demostrado en modelos animales.
RONS puede causar la peroxidacién de lipidos que genera otras moléculas
reactivas, tales como malondialdehido y 4-hidroxinonenal, que pueden formar
aductos de ADN que, si no son reparados adecuadamente, pueden conducir a
mutaciones puntuales en los genes supresores de tumores. Estas moléculas
reactivas también pueden generar estimulos inflamatorios para propagar el
efecto."
2.5. Radicales libres
Un radical libre es cualquier molécula que contiene uno o mas electrones no
pareados.'®
Los radicales libres pueden formarse a partir de sustancias endbégenas y
exogenas. Ellos se estan formando continuamente en la célula y en el medio
ambiente. Diferentes fuentes de radicales libres son las siguientes:
¢ Radiaciones UV, rayos X, rayos gamma y la radiacion de microondas.
¢ Reacciones catalizadas por metales.
e Radicales libres de oxigeno en la atmésfera considerados como
contaminantes.



» La inflamacién inicia los neutréfilos y los macréfagos para producir ROS y
RNS.

o Los neutrdfilos estimualados por la exposicién a microbios.

» En las reacciones de transporte de electrones mitocondriales, los radicales
libres de oxigeno son producidos como producto.

¢ ROS forma a partir de varias fuentes como la citocromo oxidasa mitocondrial,
la xantina oxidasa, neutréfilos y por la peroxidacion lipidica.

¢ ROS generados por el metabolismo del acido araquidénico, plaquetas,
macréfagos y células musculares lisas.

¢ Lainteraccién con los productos quimicos, humo, fumar cigarrillos.*

2.6. Radicales libres y patologias asociadas

Los radicales libres derivados del oxigeno han sido implicados en la patogénesis

de muchas enfermedades humanas incluyendo  enfermedades

neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de

Parkinson, esclerosis multiple, esclerosis lateral amiotréfica, pérdida de memoria

y depresion. Enfermedades cardiovasculares como la aterosclerosis, la

enfermedad isquémica del corazén, hipertrofia cardiaca, hipertension, shock y

trauma. Trastornos pulmonares inflamatorios como el asma y la enfermedad

pulmonar obstructiva cronica. Enfermedades asociadas con bebés prematuros,

incluyendo las broncopulmonares, displasia, leucomalacia periventricular,

hemorragia intraventricular, retinopatia del prematuro y enterocolitis necrotizante.

Enfermedad autoinmune como la artritis reumatoide. Trastornos renales como la

glomerulonefritis y nefritis tubulointersticial, insuficiencia renal crénica,

proteinuria, uremia. Enfermedades gastrointestinales como Ulcera péptica,

enfermedad inflamatoria intestinal y colitis. Tumores y cancer como el de

pulmén, leucemia, mama, ovario, y cancer de recto. Enfermedades oculares

como cataratas y relacionadas con la edad como maculopatia. Proceso de

envejecimiento, diabetes, lesiones cutaneas, inmunodepresion, enfermedad

hepatica, pancreatitis, SIDA e infertilidad.*

2.7. Estrés oxidativo y antioxidantes

El dafio o estrés oxidativo se ha definido como la exposicién de la materia viva a

diversas fuentes que producen una ruptura del equilibrioc que debe existir entre

las sustancias o factores prooxidantes y los mecanismos antioxidantes

encargados de eliminar dichas especies quimicas, ya sea por un déficit de estas

defensas o por un incremento exagerado de la produccién de especies reactivas



del oxigeno. Todo esto trae como consecuencia alteraciones de la relacion
estructura-funcion en cualquier érgano, sistema o grupo celular especializado;
por lo tanto se reconoce como mecanismo general de dafio celular, asociado con
la fisiopatologia primaria o la evolucién de un nimero creciente de entidades y
sindromes de interés médico-social, involucrado en la génesis y en las
consecuencias de dichos eventos.?

El sistema antioxidante endégeno protege a los tejidos de los efectos de los
radicales libres. Los antioxidantes se clasifican en primarios, secundarios y
terciarios, en dependencia de su funcién. En el primer grupo, se encuentran los
enzimaticos, entre los que se encuentran la superéxido dismutasa (SOD),
glutation peroxidasa (GPX) y proteinas de unién a metales (GR). En el segundo
grupo de antioxidantes estan antioxidantes hidrofilicos como la vitamina C,
(ascorbato), acido trico, bilirrubina y albamina. Los antioxidantes lipofilicos son
la vitamina E (alfatocoferol), carotenoides y las ubiquinonas.*

2.8. Analgésicos antitérmicos y antiinflamatorios no esteroideos

Se trata de un conjunto de farmacos analgésicos que, aun con matizaciones,
presenta claras diferencias en relacion con el otro gran grupo de analgésicos, los
opioides. El farmaco prototipo es el acido acetilsalicilico (AAS), aunque en la
actualidad se dispone de numerosos farmacos que, aunque pertenezcan a
diferentes familias quimicas, se agrupan bajo el término AINE (Tabla 2). Aunque
la mayoria de los componentes de este grupo comparten las tres acciones que io
definen (analgésica, antitérmica y antiinflamatoria), su eficacia relativa para cada
una de ellas puede ser diferente; es decir, un farmaco concreto puede mostrar
mayor actividad antiinflamatoria 0 analgésica que otro, o viceversa. Asimismo, su
toxicidad puede coincidir con la del grupo o ser mas o menos especifica. De ahi
que su utilizacién clinica dependa tanto de su eficacia como de su toxicidad
relativa. Los principales efectos terapeuticos, asi como muchas de las
reacciones adversas de los AINE pueden explicarse por su efecto inhibidor de la
actividad de las ciclooxigenasas, COX (Figura 3), enzimas que convierten el
acido araquidénico que se encuentra en las membranas celulares en
endoperoxidos ciclicos inestables, que se transforman en prostaglandinas (PG) y
tromboxanos. Algunos de estos eicosanoides participan, en grado diverso, en los
mecanismos patogénicos de la inflamacién, el dolor y la fiebre, por lo que la
inhibicion de su sintesis por los AINE seria responsable de su actividad
terapéutica, aunque, dada su participacion en determinados procesos
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fisiolégicos, dicha inhibicion seria también responsable de diversas reacciones
adversas caracteristicas de estos farmacos.'®

| Fosfolipidos de la membrana |

Fosfolipasa A, —— l

Endotoxinas
Citocinas

. s @ GC
(| AINE
Estémago, intestino Inflamacién, dolor, fiebre
Rifdn, plaquetas Profiferacion celular

Rifion, sistema nervioso central

Figura 3. Representacion esquematica de la accién de los antiinflamatorios no
esteroideos (AINE), glucocorticoides (GC) e inductores de la expresién sobre la
COX-1y COX-2.%

2.9. Diclofenaco

Son derivados fenilacéticos de amplio uso en nuestro pais (especialmente, el
diclofenaco), con actividad analgésica, antitérmica y antiinflamatoria potente, y
eficacia comparable a la de los derivados del acido propiénico.

El diclofenaco, a las dosis habituales, interfiere menos en la agregacion
plagquetaria que la mayoria de los AINE y es uricos(rico. Como el resto de AINE,
inhibe la sintesis de PG, pero ademas disminuye la concentracién de acido

araquidénico en leucocitos. '
Cl

NH

OH
0O

Figura 4. Estructura molecular del diclofenaco. '
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Tabla 2. Principales grupos de farmacos antiinflamatorios no esteroideos

(AINE)."®

Grupo farmacolégico

Farmaco prototipo

Acidos
Acético
Fenilacético
Indolacético
Pirrilacético
Antranitico
Endlicos
Oxicams
Pirazolidindionas
Pirazolonas
Nicotinico
Propibnico
Salicilico
No acidos
paraaminofenoles
Inhibidores de la COX-2
Metilsulfoniletilo
Sulfonamida

Sulfonilpropanamida

diclofenaco
indometacina
ketorolaco

acido mefenamico

piroxicam, meloxicam
fenilbutazona
matamizol

clonixina

ibuprofeno, naproxeno

acido acetilsalicllico

paracetamol

etoricoxib

celecoxib

parecoxib
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lli. MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacién
El presente trabajo de investigaciéon se llevé a cabo en los laboratorios de
Farmacognosia y Farmacologia de la Escuela de Formacién Profesional de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga, Regién Ayacucho a una altitud de 2746 msnm, Perd.
3.2, Poblacion y muestra
3.2.1. Poblacién
Flores de Tanacetun parthenium “santa maria” que crece en el distrito de
Huancayo, provincia de Huancayo, Regién Junin.
3.2.2. Muestra
Dos kilogramos de flores de Tanacetun parthenium “santa maria”.
3.3. Animales de experimentacién
Ratas cepa Wistar con pesos de 190 +/- 20 g, que fueron adquiridas del Instituto
Nacional de Salud-Centro Nacional de Productos Biolégicos, Lima.
3.4. Diseiio metodoldégico para la recoleccién de datos
3.4.1. Recoleccién de la muestra
Se seleccioné las fiores intactas, se lavé con abundante agua y se sec6 a la
sombra, en una habitacion ventilada, sobre papel periédico, aproximadamente
por una semana, seguin lo establecido por Villar del Fresno."
3.4.2. Preparacion del extracto hidroalcohélico
400g de flores secas de Tanacetun parthenium “santa maria” fueron molidas en
un mortero de porcelana y luego se extrajo por maceraciéon durante siete dias
con etanol de 80°. Se filtrd6 con papel Whatman N° 40 y la solucién
hidroalcohélica se concentré a presion y temperatura reducida en un rotavapor y
finalmente hasta sequedad en una estufa a una temperatura no mayor de 50°C.
3.4.3. Elaboracion de los ungiientos
Se incorpor6 1, 2 y 3 g de extracto al unguento base csp 100 g. La formula para
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el ungiiento base se prepar6 segun lo propuesto por Swinyard y Lowental."®
3.4.4. Ensayo fitoquimico cualitativo

Las reacciones de identificacién de los diferentes metabolitos secundarios del
extracto alcohdlico se realizaron siguiendo los procedimientos de Miranda y
Cuellar."®

3.4.5. Actividad secuestradora del radical libre 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo,
DPPH

Uno de los métodos para determinar la actividad antioxidante es aquel que
emplea al radical libore DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo), que por su estabilidad
es destruido solamente por antioxidantes, de tal manera que el mejor compuesto
destructor del DPPH sera el mejor antioxidante.? El procedimiento fue el que se
detalla a continuacién:

1. Se preparé una solucién metanélica de DPPH de 20 mg/L.

2. Se prepard una solucién metandélica del extracto a una concentracién de 300
pg/mL (solucién A).

3. Se calibré el espectrofotémetro a cero con una solucién blanco de metanol:
agua (2:1).

4. Se preparé un blanco de muestra con 0,75 mL de muestra (solucién A) mas
1,5 mL de metanol.

5. Se preparé un patrén de referencia con 1,5 mL de DPPH mas 0.75 mL de
agua destilada.

6. La muestra, con 0,75 mL de solucién A y 1,5 mL de DPPH obteniéndose una
solucién final de 100 pg/mL.

7. Inmediatamente se dejé a temperatura ambiente por 5 minutos y se realizé la
lectura de la absorbancia a 517 nm en el espectrofotémetro.

8. Se diluyd la solucién A (2) con metanol en una proporcion de 1:1 para obtener
una solucion final de 50 pg/mL (solucidén B) y luego en una proporciéon de 1:9,
para obtener una concentracion final de 10 pg/mL (solucién C).

9. Con la solucién B y C se procedi6 igual que en el paso 7.

Para la comparacion, el estandar Vitamina C, se prepard siguiendo el mismo
procedimiento que conlleva a lograr concentraciones de 100, 50 y 10 ug/mL.
Para los calculos del porcentaje de actividad antioxidante se emple6 la siguiente
férmula:

(Am — Ab)
————X

%AA = 100 — v

100
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Donde:

Ac: Absorbancia del DPPH

Am: Absorbancia de la muestra

Ab: Absorbancia del blanco de la muestra

%AA: Porcentaje de actividad antioxidante.

3.4.6. Disefio experimental

El disefio fue con pre y post prueba y grupo control donde se incorpor6 la
medicion inicial a todos los grupos (preprueba), de esta manera se evalué la
alegorizacién de las unidades experimentales utilizadas (se mididé el volumen
inicial de la pata) y en la etapa postprueba (medicién del volumen de la pata
inflamada), paralelamente se realizé el analisis a un grupo blanco y otro grupo
control. Este disefio puede ser extendido a mas de dos grupos como en el caso
de esta investigacion.?' El disefio se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Disefio experimental para la evaluacion de la actividad antiinflamatoria
del extracto hidroalcohdlico de las flores de Tanacetum parthenium L. Sch. Bip.
“santa maria”. Ayacucho, 2014.

Unglento Diclofenaco Ungliento con Ungtento con  Unglento con

Grupo base 1% extracto 1% extracto 2% extracto 3%
] X
I X
i X
v X
Vv X

3.4.7. Actividad antiinflamatoria

8.1. Edema plantar inducido por carragenina en ratas.

Se seguira la técnica propuesta por Chiclana y et al.*?

o Los animales estuvieron en ayunas 12 horas antes del experimento.

o Se midié los volimenes normales de la pata derecha posterior de las ratas
utilizando un pletismémetro manual de agua.

¢ Las ratas fueron separadas en 5 grupos de 5 ratas cada uno.

o El grupo |, control, recibié unglento base hidrosoluble sin ningtin principio
activo. Al grupo il se le administré diclofenaco gel al 1%, mientras que los
grupos Hl, IV y V recibieron los ungiientos preparados con el extracto de
Tanacetun parthenium al 1, 2 Y, 3%, respectivamente.

RN

15



¢ El edema se inducié por inyeccién subplantar de 0,1 ml de suspensiéon de
carragenina al 1% p/v, en la pata derecha posterior de cada rata.

¢ El volumen de la pata se midié6 antes de la inyeccion (0 h) y cada hora,
durante 4 h, luego de la inyeccion de carragenina, para lo cual se utilizd un
pletismégrafo de agua, registrandose los volimenes desplazados por la
extremidad del animal.

e Los unglientos fueron aplicadas inmediatamente luego de la inyeccién, y
cubiertas con una gasa a fin de evitar pérdidas de ungiento por roce o por la
propia limpieza del animal.

o Para realizar las mediciones el ungliento se removi6 y reaplicé luego de cada
medicién.

¢ Por diferencia de volimenes de la pata medida antes de la produccién de la
inflamacién y a los tiempos de 1, 2, 3 y 4 horas se calculé el porcentaje de
inflamacién producido para cada rata con la siguiente férmula:

Vi = Vo

7 x 100

% Inflamacién =

Donde:

V; volumen de la pata inflamada en un tiempo x

V,: volumen normal

4. Analisis estadistico

La diferencia significativa existente entre los tratamientos sera evaluada
mediante analisis de varianza (ANOVA) de las areas bajo la curva (ABC) con un
nivel de significancia estadistica de 95%. Las comparaciones frente al estandar
se hicieron con la Prueba de Dunnett, y entre los extractos, con la prueba de
Duncan, haciendo uso del programa SPSS version 21.

oEToA MATOOM 988 C
ascea oF WS
giBLioTECE
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V. RESULTADOS
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Tabla 4. Ensayos quimicos cualitativos del extracto hidroalcohdlico de las flores
de Tanacetum parthenium L. Sch. Bip. “santa maria”. Ayacucho, 2014.

Metabolito Ensayo Resultado Observacion
Fenoles y Cloruro . . .
taninos frrico ++ Coloracion azul intenso
Flavonoides Shinoda ++ Fase amilica de color rojo intenso
Lactonas ylo Baljet bt Precipitado rojo

cumarinas

Triterpenos y/o Liebermann-

Coloracién verde oscura

esteroides Burchard Tt
Aminoéacidos Ninhidrina + Coloracion violeta
(+): Escaso (++): Regular (+++): Abundante
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flores de Tanacetum parthenium L. Sch. Bip. “santa maria”. Ayacucho, 2014.
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V. DISCUSION
Asteraceae es la familia mas grande de plantas; sus numerosos géneros y
especies, de distribucion mundial, y el hecho de que comprende muchas plantas
utiles la han convertido en objeto de numerosos estudios. Tanacetum es uno de
los géneros mas importantes.’? Tanacetum parthenium L.. Sch. Bip. “santa maria”
(Anexo 2) es una planta de amplio uso medicinal en diversas culturas del mundo
de forma empirica o tradicional.
La extraccion de principios activos con disolventes consiste en poner en contacto
a la droga con un disolvente capaz de solubilizar los metabolitos secundarios, y
estos deben pasar de la droga al disolvente de manera que se obtenga un
extracto liquido. Posteriormente dicho extracto se puede concentrar eliminando
la mayor cantidad de solvente.” En la extraccion de los metabolitos secundarios
se emplean extractos hidroalcohélicos porque son los que extraen la mayor
diversidad de componentes quimicos presentes en la droga.®
La Tabla 4, muestra las pruebas de identificacién cualitativa de metabolitos
secundarios realizadas al extracto hidroalcohdlico de las flores de Tanacetum
parthenium L. Sch. Bip. “santa maria’. La caracteristica mas saltante, en
concordancia con lo referido en la literatura, es la presencia de lactonas
sesquiterpénicas, un grupo de metabolitos caracteristico de las compuestas.?
El edema plantar inducido por carragenina es una técnica estandar de
inflamacién aguda, donde la carragenina es el agente inductor elegido para
ensayar agentes antiinflamatorios, ademas de ser antigénico; por lo que exhibe
un alto grado de reproducibilidad.?*
La inflamacién inducida ha sido del tipo agudo, con formacién de exudado, rico
en proteinas plasmaticas, donde intervienen fundamentalmente los leucocitos
polimorfonucleares como células antiinflamatorias después de dos horas de
inyectado el agente asi como también mediadores inmediatos (una hora
después de la administracién) como ia histamina y serotonina. Aproximadamente
una hora y media a dos horas después de la inyeccion de carragenina,
intervienen las cininas como mediadores. La Ultima fase estd mediada por
prostaglandinas, fundamentaimente PGE1, PGE2 y PGF2. La respuesta vascular
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maéxima ocurre cuatro horas después de la administracion, que coincide con la
fase mediada por las prostaglandinas. Se prefiere trabajar con carragenina antes
que con otros agentes irritantes porque el edema que produce estd menos
modificado por factores ajenos a los propiamente caracteristicos de la
inflamacién y, ademas, porque la actividad antiinflamatoria de este test guarda
correlacion con la actividad antiinflamatoria en clinica.?

En la Figura 5, se muestra el progreso de la actividad antiinflamatoria de los
extractos y del estandar a través del tiempo. Es evidente la eficacia del farmaco
de referencia diclofenaco, cuya actividad tépica, a raiz de estudios comparativos,
es tan eficaz como el diclofenaco oral.”®

La Figura 8, muestra la distribucion de los porcentajes de actividad
antiinflamatoria obtenidos. Si bien los volumenes de inflamacién obtenidos en
este trabajo difieren ligeramente de los obtenidos en otros trabajos similares, la
actividad antiinflamatoria se puede percibir en vista de que los extractos exhiben
comportamientos diferentes de manera concentracién dependiente.

Calculando el area bajo la curva (ABC ml/min) de cada curva descrita por los
tratamientos (Anexo 5), observamos que las area son, para el grupo blanco
8,100 mi/min?, extracto 3% 6,214 mi/min? extracto 2% 6,600 mi/min?, extracto
1% 7,028 mi/min?, y diclofenaco 6,000 mi/min®,

Luego de realizar la prueba de comparaciones muiltiples de Dunnett (Anexo 8) de
las areas bajo la curva, se comprobé que los extractos al 2 y 3 %, son similares
estadisticamente con el diclofenaco. La prueba de Duncan (Anexo 9) también
ratifica lo anterior.

A todas luces, con estos resultados se demuestra una vez mas que las flores de
Tanacetum parthenjum tiene efecto antiinflamatorio topica, que ademas podria
guardar relacién con otros ensayos clinicos controlados realizados que dan
cuenta de que tiene actividad antiinflamatoria significativa.?”

Podriamos atribuir el efecto antiinflamatorio observado a la presencia de
compuestos fendlicos aunque la reaccidn de coloracién positiva para estos haya
sido tenue. En la actualidad se opina mas globalmente que estos fenoles captan
los radicales formados en diversas circunstancias: anoxia (ausencia de oxigeno),
inflamacion y autoxidacién lipidica.®

La actividad antiinflamatoria que poseen muchos flavonoides se relaciona en
parte con las enzimas implicadas en el metabolismo del acido araquidénico. En
el mecanismo antioxidante sobre la peroxidacién lipidica de la quercetina
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precisamente esta involucrada la via del acido araquidénico lo cual implica una
actividad antiinflamatoria paralela. En general los flavonoides polihidroxilados
actuan por la via de la enzima 5- lipooxigenasa, en tanto los menos hidroxilados
lo hacen por la via de la ciclo-oxigenasa. En cambio, in vivo pueden comportarse
como inhibidores duales debido probablemente a ia biotransformacién que
sufren en el organismo.?®

Sin embargo, resulta mas interesante, dado los antecedentes de estudio quimico
y farmacolégicos, que el efecto antiinflamatorio pueda deberse a un metabolito
caracteristico presente en esta especie, el partendlido (Figura 1) . En efecto,
trabajos previos hacen referencia que esta lactona sesquiterpénica abundante,
entre otras especies, en Tanacetum parthenium parece inhibir la seflalizacion
proinflamatoria via diana molecular directa de partendlido. Se ha esclarecido,
ademas, los mecanismos por los cuales acua esta molécula. Se ha demostrado
que se unen directamente e inhibe la quinasa L que juega un papel critico en la
sefializacion mediada por citoquinas. Por otra parte, se ha puesto de manifiesto
que la actividad anti-inflamatoria in vitro e in vivo del partenélido esta mediada a
través del resto lactona metileno compartida por otras lactonas
sesquiterpénicas.También posee un resto epdxido, que es un segundo sitio para
el potencial de ataque nucleofilico por una cadena lateral de aminoécido.*

Las lactonas sesquiterpénicas son los constituyentes activos de muchas plantas
medicinales de la familia Asteraceae. Preparados de estas plantas se utilizan en
la medicina tradicional en el tratamiento de varios desordenes inflamatorios.
Tanacetum parthenium es una de estas tantas plantas medicinales, cuyo
metabolito secundario principal es el partenélido. La actividad antiinflamatoria de
los extractos de plantas, asi como las lactonas sesquiterpénicas que los
componen, ha sido corroborada utilizando diferentes ensayos. Varios estudios
han establecido que una de las principales dianas moleculares inhibidas por las
lactonas sesquiterpénicas son factores de transcripcion como NF-kB. Estos
factores de transcripcion desempefian un papel central en el control de la
expresion de genes proinflamatorios e inmunes. Estudios sobre el mecanismo
molecular de la actividad anti-inflamatoria de las lactonas sesquiterpénicas se ha
enfocado en el factor de transcripcién NF-xB. La observacion de que las lactonas
sesquiterpénicas inhiben directamente la ligacién al ADN de NF-kB enfatiza su
potencial como un compuesto modelo para el disefio de nuevas drogas anti-
inflamatorias. *¢
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Es posible que la naturaleza lipofilica del partendlido favorezca la actividad a
nivel dérmico. Asi, Tanacefum vulgare, un congénere cuyas partes aéreas
después de ser tratadas con diclorometano y metanol y la aplicaciéon de técnicas
cromatograficas convencionales de columna y de capa fina, fue posible aislar de
las fracciones moderadamente lipofilicas principios responsables de la actividad
antiinflamatoria de esta planta contra edema inducido en oreja de ratén.**

Sin embargo, el tipo de extraccidbn empleado en este trabajo no amerita la
presencia de sustancias lipofilicas cuantitativamente importantes, por lo que
cabe la posibilidad de que la presencia de algunos compuestos fendlicos sean
los involucrados principalmente en el proceso antiinflamatorio. Se ha encontrado
la presencia de un flavonol en hojas, flores y semillas de Tanacetum parthenium.
Pruebas farmacolégicas indican que tanetina (6-hidroxikamferol 3,7,4'-trimetil
éter) podria contribuir a las propiedades antiinflamatorias de la “santa maria”
mediante la inhibicion de la generaciéon de proinflamatorios eicosanoides,
aunque es poco probable que sea el Unico compuesto bioldgicamente activo
dentro de la planta.®?

Se sabe que los procesos inflamatorios y de dafio celular cursan con produccién
de radicales libres por lo que cualquier actividad que haga frente a estos
radicales libres estaria contribuyendo a inhibir el proceso inflamatorio. La
actividad antioxidante evaluada en este estudio no es significativa, al menos in
vitro. En la Figura 9, se muestra la distribucion del porcentaje de actividad
antioxidante in vitro de los extractos hidroalcohélicos de las flores de Tanacetum
parthenium L. Sch. Bip. “santa maria” y vitamina C. La actividad captadora de los
compuestos de prueba y el estandar se expresé6 en términos de la concentracion
necesaria para disminuir la absorcion inicial de DPPH en 50% (iCso). Es notoria
la potente actividad secuestradora de radicales libres (DPPH) que se logré con la
Vitamina C, cuya naturaleza quimica y perfil antioxidante son conocidos
ampliamente. Los extractos en cambio, exhibieron muy baja actividad
antioxidante, lograndose un 63,9% de actividad a una concentracion del 3%. En
este sentido resulta muy poco relevante poder relacionar la actividad
antioxidante de las flores de Tanacetum parthenium L. con su actividad
antiinflamatoria.
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VI. CONCLUSIONES

. El extracto hidroalcohdlico de las flores de Tanacetum partenium L. Sch. Bip.
“santa maria” tiene actividad antiinflamatoria in vivo y antioxidante in vitro.

El extracto hidroalcohélico de las flores de Tanacetum parthenium L. Sch.
Bip. “santa maria” contiene fenoles y taninos, flavonoides, lactonas y/o
cumarinas, triterpenos y/o esteroides y aminoacidos.

La concentracién de extracto hidroalcohdlico de las flores de Tanacetum
parthenium L. Sch. Bip. “santa maria” con mayor actividad antiinflamatoria
fue la de 3%, con un ABC de 6,214 ml/t?, estadisticamente similar al estandar
diclofenaco, con 6,00 mi/t? .

La concentracién del extracto hidroalcohdlico de las flores de Tanacetum
parthenium L. Sch. Bip. “santa marfa” con mayor actividad antioxidante fue la
de 100 pg/ml, con un porcentaje de 63,9% de actividad antiradicalaria.
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Vil. RECOMENDACIONES

. Aislar, identificar, cuantificar y elucidar los principios activos del extracto
hidroalcohdlico de las flores de Tanacetum parthenium L. Sch. Bip. “santa
maria” responsables del efecto antiinflamatorio y antioxidante.

. Realizar extracciones lipofilicas de las flores de Tanacetum parthenium L.
Sch. Bip. “santa maria” y evaluar su actividad antiinflamatoria.

Desarrollar formas farmacéuticas de administracion dérmica con el extracto
hidroalcohélico de las flores de Tanacetum parthenium L. Sch. Bip. “santa
maria” y realizar estudios de sus posibles efectos adversos locales.

. Realizar estudios de la actividad cicatrizante del extracto hidroalcohélico de

las flores de Tanacetum parthenium L. Sch. Bip. “santa maria” ya que la
literatura hace referencia de su actividad en la estimulacién de la produccion
de nuevas plaquetas en pacientes con trombocitopenia.
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Anexo 1 '
Certificado de clasificacion botanica de Tanacetum parthenium.

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA

CERTIFILCA

Que, el Bach. en+ Farmacia y Bioguimica, Sr. Franco Junior, HUAYANAY
PALOMINO, ha solicitado la identificacién de una muestra vegetal para trabajo
de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificacion
de Cronquist. A. 1888. y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ASTERIDAE

ORDEN : ASTERALES

FAMILIA : ASTERACEAE

GENERO : Tanacetum

ESPECIE : Tanacetum parthenium (L) Sch.Bip.
N.V. : “santa maria”

Se expide la certificacion comespondiente a solicitud del Interesado para
fos fines que estime conveniente.

Ayacucho, 16 de Agosto del 2014

N
AN Cic AR M Mcrony L oe

FACY
uw-» b ,_,m”_n' ANGA
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Anexo 2
Tanacetum parthenium en su habitat natural.

40



Anexo 3
Unglientos base a diferentes concentraciones de extracto hidroalcohdlicos de
las flores de Tanacetum parthenium L. Sch. Bip. “santa maria”.
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Anexo 4
Medicion pletismométrica de la pata inflamada de rata.
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Anexo 5
Voluimenes de inflamacion en mililitros y areas bajo la curva en la determinacién
de la actividad antiinflamatoria del extracto hidroalcohdlico de las flores de
Tanacetum parthenium L. Sch, Bip. “santa maria”.

% Tiempo (min) ABC
& 0 60 120 180 240 300 360
Blanco

1 1.4 1,8 2,2 2,0 1.8 1,7 1,7 8,214
2 1,2 2,0 2,0 2,0 1,9 1.8 1,7 9,071
3 14 2,0 2,1 1.9 1,7 1,6 1,7 7,929
4 1,2 1,9 2,0 1,9 1,9 1,7 1,7 7,071
5 1,3 1,8 2,2 2,2 1,7 1,7 1,7 8,214
8,100

» 3%
1 1.4 1,4 1,6 1,5 1,5 1,2 1,2 6,000
2 1,2 1,5 1.5 1,3 1.4 1,4 1,4 6,000
3 1,4 1,4 1.4 1,3 1,3 1,2 1,2 6,000
4 1.2 1,4 1,5 1,4 1.4 1,4 1.4 6,000
5 1,3 1.3 1,5 1,5 1,4 1,3 1,3 7,071
6,214

2%
1 1.4 1,8 2 1.8 1,7 1,7 1.4 7,071
2 1,2 2,0 1.9 1,9 17 1,5 1,5 6,857
3 1.4 1,7 1,8 1,7 1,7 1,5 1,4 6,000
4 1,2 1,8 2 1,9 1.7 1,6 1,6 7,071
5 1,3 1,7 1,8 1.7 1.7 1,7 1,6 6,000
6,600

1%
1 1,4 1,9 2 1.8 1,7 1.6 1,6 7,071
2 1,2 1,8 1,9 1,9 1,6 1.6 1,5 6,000
3 1.4 1,9 2 1,7 1.7 1.5 1.5 7,070
4 1,2 2,0 21 1.9 1.8 1,7 1,7 7,929
5 1,3 1,8 2 1.7 1,7 1,7 1,7 7,071
7,028

diclofenaco

1 1,4 1,8 1,8 1,7 1,7 1,6 16 6,000
2 1,2 1,7 1,9 1,7 1,5 1,5 1.4 6,000
3 1.4 1.7 1,7 1,7 1,6 1,6 1,5 6,000
4 1,2 1,7 1,9 1,7 16 1,6 1.5 6,000
5 1,3 1,6 1,7 1,7 1,6 1,6 1,5 6,000
6,000
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Anexo 6
Porcentaje de inflamacién en funcion del tiempo.

ungtiento
Tiempo blanco diclofenaco . . 0
(min) %infiam. %inflam. 1% 2% 3%
%inflam. %inflam. %inflam.
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
60 49,2 7.7 46,2 40,0 30,8
120 61,5 16,9 53,8 46,2 40,0
180 53,8 9,2 415 415 33,8
240 38,5 77 30,8 30,8 23,1
300 30,8 0,0 23,1 23,1 20,0
360 30,8 0,0 23,1 15,4 15,4
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Anexo 7
Porcentaje de actividad secuestradora del radical libre DPPH, de la vitamina C y
el extracto hidroalcohdlico de las flores de Tanacetum parthenium L. Sch. Bip.
“santa maria”.

Tratamiento

S

ki) Vitamina C Extracto

©

Q

w = ] w— 3 — ——

- E E E £ E E
g 2 & g & 3
2 w0 ~ ‘_0_ 0 R

1 98,79 9767 9696 60,6 48,4 4

©
[

2 98,58 97,70 9696 64,2 46,9 37,8

3 9844 9744 9740 629 50,2 38,5

4 9860 9760 9711 64,7 48,0 448
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Anexo 8
Prueba de HSD de Tukey. Subconjuntos homogéneos de las medias del
porcentaje de actividad antioxidante del extracto hidroalcohélico de las flores de
Tanacetum parthenium L. Sch. Bip. “santa maria”.

Subconjunto para alfa = 0,05

Tratamiento N
1 2 3 4

E 10ug/mi 4 42,7250
E 50 ug/mi 4 48,3750
E 100 ug/ml 4 63,8750
Vit. C 10 ug/mi 4 97,1075
Vit. C 50 ug/l 4 97,6025
Vit. C 100 ug/ml 4 98,6025
Sig. 1,000 1,000 1,000 ,947
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Anexo 9
Prueba de Dunnett bilateral del porcentaje de actividad antiinfimatoria del
extracto hidroalcohdlico de las flores de Tanacetum parthenium L. Sch. Bip.

“santa maria”.
o o 2 § 95% de intervalo de
"5 5 g *é’ § , confianza
E § g3 2 &
£ 7 g9 5 ®  Lmite  Limit
o w & E ) Limite mite
(= ® = inferior superior
o (1¥)
ungliento 1%  diclofenaco ,81400 31707 052 -,0080 1,6360
unglento 2%  diclofenaco ,38560 31707 495 -, 4364 1,2076
ungliento 3%  diclofenaco -21420 31707 839 -1,0362 ,6078
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Anexo 10
Prueba de Duncan. Subconjuntos homogéneos de las medias del porcentaje de
actividad antiinflamatoria del extracto hidroalcohdlico de las flores de Tanacetum
parthenium L. Sch. Bip. “santa maria”.

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento N
1 2
ungbento 3% 5 6,0000
ungtento 2% 5 6,5998 6,5998
ungtento 1% 5 7,0282
Sig. ,087 ,208
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37 Anexo 11
Formula del ungiiento base a partir del extracto hidroalcohélico de las flores de
Tanacetum parthenium L. Sch. Bip. “santa maria”.

Para 50 gramos

1% 2% 3% Blanco
Extracto 0.5 1 1.5 0]
Propilenglicol 5% 25 25 25 25
Span 20 3% 1.5 1.5 1.5 1.5
Lanolina 5% 25 25 25 25
Vaselina Liq. 5% 2.5 25 25 2.5
Vaselina sélida csp. 40.5 40 39.5 41
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Anexo 12
Matriz de consistencia

Titulo Problema Objetivos Marco teérico Hipotesis Variables Metodologia
Actividad ¢ Tendra Objetivo general Clasificacién El extracto Variable Tipo de investigacion: Basica
antioxidante y actividad s Evaluar la actividad sistematica de hidroalcohoblico independiente experimental.
antiinflamatoria  antioxidante y antioxidante y Tanacetun de las flores de  » Extracto Poblacién: Flores de Tanacetun
del extracto antiinflamatoria  antiinflamatoria del parthenium Tanacetun hidroalcohdlico de fas  parthenium “santa maria” que crece
hidroalcohélico el extracto  extracto hidroalcohdlico parthenium flores de Tanacetun en el distrito de Huancayo provincia
de las flores de  hidroalcohélico  de las flores de Descripcion botinica  “santa maria” parthenium “santa de Huancayo, Regi6n Junin.
Tanacetum de las flores de  Tanacetun parthenium posee actividad  maria”. Muestra: 2,0 kg de flores frescas de
parthenium Tanacetun “santa maria”. Farmacobotanica antioxidante y Indicador: Tanacetun parthenium “santa maria’.
“santa maria’. parthenium Objetivos especificos antiinflamatoria. » Concentraciones de 1, Unidad experimental
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Actividad antioxidante y antiinflamatoria
del extracto hidroalcohélico de fas flores de
Tanacetum parthenium L. Sch. Bip. “santa maria”.
Ayacucho, 2014.
Bach. Huayanay Palomino, Franco Junior
EP Farmacia y Bioguimica de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga

RESUMEN

El objetivo fue determinar la actividad antioxidante y antiinflamatoria del extracto hidroaicohélico de las
flores de Tanacetum parthenium L. Sch. Bip. "santa maria”, empleando la técnica in vitro del DPPH y el
modelo in vivo de edema plantar inducida por carragenina en ratas Wistar. Se llevd a cabo en los
laboratorios de la Escuela de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga, Ayacucho, Perii. La muestra fue recolectada en la ciudad de Huancayo, regién Junin. Se
ensayd concentraciones de 1, 2 y 3% en unglientos base como vehicuio semisélido usando el estandar
de referencia diclofenaco gel 1%. El extracto hidroalcohélico contiene fenoles y taninos, flavonoides,
lactonas y/o cumarinas, triterpenos y/o esteroides y aminoécidos. La concentracidn de extracto
hidroalcohélico de las flores de Tanacetum parthenium L. Sch. Bip. “santa maria” con mayor actividad
antiinflamatoria fue al 3%, con un porcentaje de desinflamacion del 84.6% (porcentaje de inflamacién
de 15.4%) y con un ABC de 6,214 mif®. La concentracién de extracto hidroalcohélico de las flores de
Tanacetum parthenium L. Sch. Bip. "santa marfa” con mayor actividad antioxidante fue a 100 pg/mi,
con un porcentaje de 63,9%. Se concluye gque el extracto hidroalcohdlico de las flores de Tanacetum
parthenium L. Sch. Bip. "santa marfa” tiene poca actividad antioxidante in vitro pero buena actividad
antiinflamatoria in vivo estadisticamente similar al diclofenaco por lo gue constituyen una fuente
potencial para el tratamiento antiinflamatorio tépico.

Palabras clave: Antioxidante, antiinflamatorio, Tanacetum parthenium L. Sch. Bip., “santa maria”.

SUMMARY

The objective was to determine the antioxidant and anti-inflammatory activity of the alcoholic extract of
the flowers of Tanacetum parthenium L. Sch. Bip. "santa maria”, using the technique of DPPH in vitro
and in vivo mode! of plantar edema induced by carrageenan in Wistar rats. It was carried out in the
laboratories of the School of Pharmacy and Biochemistry of the National University of San Cristobal de
Huamanga, Ayacucho, Peru. The sample was collected in the city of Huancayo, Junin region.
Concentrations of 1, 2 and 3% were tested in semisolid ointment base as a standard vehicle using the
reference diclofenac gel 1%. The hydroalcoholic extract contains phenols and tannins, flavonoids,
lactones and / or coumarins, triterpenes and / or steroids and amino acids. The concentration of
alcoholic extract of the flowers of Tanacetum parthenium L. Sch. Bip. "Santa Maria" more anti-
inflammatory activity was 3%, with a percentage of 84.6% in inflammation (swelling percentage of
15.4%) and an ABC of 6,214 ml / . The concentration of alcoholic extract of the flowers of Tanacetum
parthenium L. Sch. Bip. "santa maria" with the highest antioxidant activity was 100 ug / ml, with a
percentage of 63,9%. It is concluded that the aicoholic extract of the flowers of Tanacetum parthenium
L. Sch. Bip. "santa maria" has little antioxidant activity in vitro but good anti-inflammatory activity in vivo
statistically similar to diclofenac and therefore constitute a potential source topical anti-inflammatory
treatment.

Keywords: Antioxidant, anti-inflammatory, Tanacetum parthenium L. Sch. Bip., "santa maria."

INTRODUCCION

Actuaimente el tema de los antioxidantes ha venido
adquiriendo mucha importancia en la prevencién y
tratamiento de muchas enfermedades que cursan con
procesos inflamatorios subyacentes con produccion de
radicales libres.

Los radicales libres se producen continuamente en el
organismo por medio de reacciones bioguimicas de
oxidacién reduccion con oxigeno, que tienen lugar por
el metabolismo normal de las células, por los fagocitos,
en una reaccién inflamatoria controlada; pero, ¢Qué
pasa con las enfermedades inflamatorias crénicas
como la artritis reumatoide? Sin duda, cada vez hay
més evidencia de que las especies reactivas derivadas
del oxigeno (ROS) a menudo pueden ayudar a modular
la inflamacién, lo que garantiza que no se convierta en
demasiado prolongada, pero también esté claro que un
desbalance de éstos ocasiona dafio celuiar o estrés
oxidativo sobre diferentes macromoléculas como
lipidos, proteinas y ADN.

Se ha descubierto también, entre muitiples patologias,
que el estrés oxidativo y la inflamacién contribuyen a la
disfuncién contréctil del diafragma observado en
modelos animales de sepsis y endotoxemia.

Dado que la medicina herbaria es todavia el pilar de
aproximadamente el 75-80% de la poblacién mundial
principalmente en los paises en desarrolio, dentro de la
atencién primaria de la salud debido a una mejor
aceptacion cultural, una mejor compatibilidad con el
cuerpo humano y menos efectos secundarios.
Desarrollar trabajos de investigacién con plantas
medicinales para demostrar sus posibles efectos
terapéuticos representa un hecho que contribuye a
generar conocimientos y enriquecer el acervo cientifico
en materia de fitomedicamentos, lo que sirve para darle
validez al conocimiento tradicional 0 empirico y abrir las
puertas para mas estudios en relacién con el uso
racionai, seguridad y eficacia de esta planta.

En este contexto, nos orientamos en tal linea de
investigacion de tal forma que surge como producto
este informe, en donde se plasman los resultados de
un estudio experimental con los siguientes objetivos:
Objetivo general

Evaluar la actividad antioxidante y antiinflamatoria del
extracto hidroalcohélico de las flores de Tanacetun
parthenium “santa maria”.

Objetivos especificos
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Identificar los metabolitos secundarios presentes en el
extracto hidroaicohélico de las flores de Tanacetun
parthenium  “santa marla” mediante tamizaje
fitoquimico.

Determinar la concentracién de mayor actividad
antiinflamatoria del extracto hidroalcohdlico de las
flores de Tanacetun parthenium “santa maria”,
Determinar el porcentaje de actividad antioxidante del
extracto hidroalcohdlico de las flores de Tanacefun
parthenium “santa maria”.

MARCO TEORICO

Antecedentes

Se ha descrito el partenélido como uno de los primeros
productos naturales modulador del factor nuclear kappa
B, un factor de transcripcién implicado en muchas
cascadas de sefializacién que desempefia un papel
crucial en condiciones inflamatorias agudas y crénicas.
Mathema y et al. estudiaron las propiedades biol6gicas
del partenélido, una sesquiterpenlactona presente en
Tanacetum parthenium, llegando a demostrar que este
posee actividad anticancerigena excepcional y
propiedades antiinflamatorias, por lo que representa un
candidato importante para futuros estudios y el
desarrollo de famacos. De otro lado, pruebas
farmacoldgicas indican que tanetina, un flavonol de
Tanacetum partenium, podria contribuir a sus
propiedades antiinflamatorias.

Fisiopatologia de la inflamacién.

La inflamacién es una reaccién tisular compleja que
consiste basicamente en respuestas de los vasos y los
leucocitos. Las principales defensas corporales frente a
los invasores extrafios son las proteinas plasmaticas y
los leucocitos circulantes, pero también los fagocitos
tisulares derivados de las células circulantes. La
respuesta inflamatoria coordina las reacciones de los
vasos, los leucocitos vy las proteinas plasméticas
orientadas a conseguir este objetivo

Las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno en la
inflamacién

Un estimulo inflamatorio conduce al reclutamiento y la
activacién de diversas células inmunes (incluyendo
macréfagos, neutréfilos y célulag dendriticas), que
liberan una acumulacion de especies reactivas de
oxigeno y especies reactivas de nitrégeno. Especies
reactivas del oxigeno y especies reactivas de nitrégeno
(colectivamente RONS) son radicales altamente
reactivos que contienen electrones no apareados capa
de valencia. Estos radicales tienen un papel importante
en la actividad microbicida de la respuesta inmune
innata. En respuesta a un estimulo, las células
fagociticas liberan RONS y células no fagociticas son
estimulados para producir RONS por las citoquinas pro-
inflamatorias.

Radicales libres

Un radical libre es cualquier molécula que contiene uno
o mas elactrones no pareados.

Radicales libres y patologias asocliadas

Los radicales libres derivados del oxigeno han sido
implicados en la patogénesis de muchas enfermedades
humanas incluyendo enfermedades
neurodegenerativas como {a enfermedad de Aizheimer,
enfermedad de Parkinson, esclercsis miuiltiple,
esclerosis lateral amiotrdfica, pérdida de memoria y
depresion. Enfermedades cardiovasculares como fa
aterosclerosis, la enfermedad isquémica del corazén,
hipertrofia cardiaca, hipertensién, shock y trauma.
Trastornos pulmonares inflamatorios como el asmay la
enfermedad pulmonar obstructiva cronica,
Enfermedades asociadas con bebés prematuros,
incluyendo las broncopulmonares, displasia,
leucomalacia periventricular, hemorragia
intraventricular, retinopatia del prematuro y enterocolitis

necrotizante. Enfermedad autoinmune como la artritis
reumatoide. Trastornos renales como la
glomerulonefritis y nefritis tubulointersticial, insuficiencia
renal crénica, proteinuria, uremia. Enfermedades
gastrointestinales como Ulcera péptica, enfermedad
inflamatoria intestinal y colitis.

Tumores y cancer como el de pulmén, leucemia,
mama, ovario, y cancer de recto. Enfermedades
oculares como cataratas y relacionadas con la edad
como maculopatia. Proceso de envejecimiento,
diabetes, lesiones cutdneas, inmunodepresion,
enfermedad hepatica, pancreatitis, Sida e infertilidad.
Estrés oxidativo y antioxidantes

El dafio o estrés oxidativo se ha definido como la
exposicion de la ‘materia viva a diversas fuentes que
producen una ruptura del equilibrio que debe existir
entre las sustancias o factores prooxidantes y los
mecanismos antioxidantes encargados de eliminar
dichas especies ‘quimicas, ya sea por un déficit de
estas defensas o por un incremento exagerado de la
produccién de especies reactivas del oxigeno. Todo
esto trae como consecuencia alteraciones de la -
relacion estructura-funciébn en cualquier Organo,
sistema o grupo celular especializado; por o tanto se
reconoce como mecanismo general de dafio celular,
asociado con la fisiopatologia primaria o Ia evolucién de
un numero creciente de entidades y sindromes de
interés médico-social, involucrado en la génesis y en
{as consecuencias de dichos eventos.

Analgésicos antitérmicos y antiinflamatorios no
esteroideos

Se trata de un conjunto de farmacos analgésicos que,
aun con matizaciones, presenta claras diferencias en
refacion con el otro gran grupo de analgésicos, los
opioides. El fammaco prototipo es el 4cido acetilsalicilico
(AAS), aunque en la actualidad se dispone de
numerosos farmacos que, aungue peitenezcan a
diferentes familias quimicas, se agrupan bajo el término
AINE.

Los principales efectos terapéuticos, asi como muchas
de las reacciones adversas de los AINE pueden
explicarse por su efecto inhibidor de la actividad de las
ciclooxigenasas, COX (Figura 3), enzimas que
convierten el acido araquidénico que se encuentra en
las membranas celulares en endoperéxidos ciclicos
inestables, que se transforman en prostaglandinas (PG)
y tromboxanos. Aigunos de estos eicosanoides
participan, en grado diverso, en los mecanismos
patogénicos de la inflamacién, el dolor y la fiebre, por lo
que la inhibicion de su sintesis por los AINE seria
responsable de su actividad terapéutica, aungue, dada
su participacion en determinados procesos fisiolégicos,
dicha inhibicién seria también responsable de diversas
reacciones adversas caracteristicas de estos farmacos

MATERIAL Y METODOS

Poblacién y muestra

Poblacién

Flores de Tanacetun parthenium “santa maria” que
crece en el distrito de Huancayo, provincia de
Huancayo, Regioén Junin.

Muestra

Dos kilogramos de flores de Tanacetun parthenium
“santa maria”.

Animales de experimentacién

Ratas cepa Wistar con pesos de 190 +/- 20g, que
fueron adquiridas del Instituto Nacional de Salud-
Centro Nacional de Productos Biolégicos, Lima.

Disefio metodolégico para la recoleccion de datos
Recoleccién de la muestra

Se selecciond las flores intactas, se lavé con
abundante agua y se sec6 a la sombra, en una
habitacién  ventilada, sobre papel periédico,
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aproximadamente por una semana, segun lo
establecido por Villar del Fresno.

Preparacién del extracto hidroaicohélico

4009 de flores secas de Tanacetun parthenium “santa
maria” fueron molidas en un mortero de porcelana y
luego se extrajo por maceracion durante siete dias con
etanol de 80°. Se filtré con papel Whatman N° 40 y la
solucion hidroalcohdlica se concentr6 a presion y
temperatura reducida en un rotavapor y finaimente
hasta sequedad en una estufa a una temperatura no
mayor de 50°C.

Elaboracién de los unglientos

Se incorpord 1, 2 y 3 g de extracto al ungliento base
csp 100g. La formula para el ungtiento base se
preparé segun lo propuesto por Swinyard y Lowental.
Ensayo fitoquimico cualitativo

Las reacciones de identificacion de los diferentes
metabolitos secundarios del extracto alcohdlico se
realizaron siguiendo los procedimientos de Miranda y
Cuellar.

Actividad secuestradora del radical libre 1,1-difenil-
2-picrilhidrazilo, DPPH

Uno de los métodos para determinar la actividad
antioxidante es aquel que emplea al radical libre DPPH
(1,1-difenil-2-picrithidrazilo), que por su estabilidad es
destruido solamente por antioxidantes, de tal manera
que el mejor compuesto destructor de! DPPH seré el
mejor antioxidante.

(Am —~ Ab)
e

%AA = 100 ~ A

100

Actividad antiinflamatoria

Edema plantar inducldo por carragenina en ratas.

Se seguiré la técnica propuesta por Chiclana y et al.

Los animales estuvieron en ayunas 12 horas antes del

experimento.

e Se midid los volimenes nommales de la pata
derecha posterior de las ratas utilizando un
pletismémetro manual de agua.

o  Las ratas fueron separadas en 5 grupos de 5 ratas
cada uno.

e El grupo !, control, recibié ungitlento base
hidrosoluble sin ningtn principio activo. Al grupo Ii
se le administré diclofenaco gel al 1%, mientras
que los grupos HI, IV y V recibieron los ungtentos
preparados con ‘el extracto de Tanacetun
parthenium al 1, 2 y 3%, respectivamente.

o El edema se inducié por inyeccion subplantar de
0,1.m! de suspension de carragenina al 1% p/v, en
la pata derecha posterior de cada rata.

* EI volumen de la pata se midi6 antes de la
inyeccion (0 h) y cada hora, durante 4.h, luego de
la inyeccién de carragenina, para lo cual se utilizo
un pletismégrafo de agua, registrandose los
volimenes desplazados por la extremidad del
animal.

» Los unglientos fueron aplicados inmediatamente
luego de la inyeccion, y cubiertas con una gasa a
fin de evitar pérdidas de ungliento por roce o por
la propia limpieza de! animal.

e Para realizar las mediciones el ungilento se
removié y reaplicé luego de cada medicién.

¢  Pordiferencia de volumenes de la pata medida
antes de la produccién de la inflamacion y a los
tiempos de 1, 2, 3 y4 horas se calcul6 el
porcentaje de inflamacién producido para cada
rata con la siguiente formula:

Ve=Vo

% Inflamaciéon =
Vo

x 100

RESULTADOS

Tabla 4. Ensayos quimicos cualitativos del extracto
hidroalcoholico de las flores de Tanacetum parthenium
L. Sch. Bip. “santa maria”. Ayacucho, 2014.

Metabolito Ensayo Resultado  Observacién

Fenoles y Cloruro -+ Coloracién
taninos férrico azul intenso
Fase amilica
Flavonoides Shinoda ++ de color rojo
intenso
Lactonas y/o . Precipitado
cumarinas Baljet et rojo
Triterpenos Lieberman Coloracién
ylo n- 4+ verde
esteroides Burchard oscura
. . L Coloracion
Aminoacidos  Ninhidrina + violeta
(+): Escaso {++): Regular (+++): Abundante
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Figura 5. Variacion del volumen de inflamacion en
funcién del tiempo por efecto del diclofenaco y los
extractos hidroalcohélicos de las flores de Tanacetum

parthenium L. Sch. Bip. “santa maria”. Ayacucho, 2014.
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Figura 9. Porcentaje de actividad antioxidante in vitro
de los extractos hidroalcohélicos de las flores de
Tanacetum parthenium L. Sch. Bip. "santa maria” y
vitamina C. Ayacucho, 2014.

DISCUSION

Asteraceae es la familia mas grande de plantas; sus
numerosos géneros y especies, de distribucién
mundial, y el hecho de que comprende muchas plantas
utiles la han convertido en objeto de numerosos
estudios. Tanacetum es uno de los géneros més
importantes. Tanacetum parthenium L. Sch. Bip. “santa
maria” es una planta de amplic uso medicinal en
diversas culturas del mundo de forma empfrica o
tradicional.

La Tabla 4, muestra las pruebas de identificacion
cualitativa de metabolitos secundarios realizadas al
extracto hidroalcohélico de fas flores de Tanacetum
parthenium L. Sch. Bip. “santa maria”. La caracteristica
més saltante, en concordancia con lo referido en la
literatura, es la presencia de lactonas sesquiterpénicas,
un grupo de metabolitos caracteristico de las
compuestas.

En la Figura 5, se muestra el progreso de la actividad
antiinflamatoria de los extractos y del estandar a través
del tiempo. Es evidente la eficacia de! farmaco de
referencia diciofenaco, cuya actividad tépica, a raiz de
estudios comparativos, es tan eficaz como el
diclofenaco oral.

La Figura 8, muestra la distribucién de los porcentajes
de actividad antiinflamatoria obtenidos. Si bien los
volimenes de inflamacitn obtenidos en este trabajo
difieren ligeramente de los obtenidos en otros trabajos
similares, la actividad antiinflamatoria se puede percibir
en vista de que los extractos exhiben comportamientos
diferentes de manera concentracion dependiente.

A todas luces, con estos resultados se demuestra una
vez més que las flores de Tanacetum parthenium tiene
efecto antiinflamatorio tépica, que ademias podria
guardar relacién con otros ensayos clinicos controlados
realizados que dan cuenta de que tiene actividad
antiinflamatoria significativa.

La actividad antiinflamatoria que poseen muchos
flavonoides se relaciona en parte con las enzimas
implicadas en e! metabolismo del acido araquidénico.
En el mecanismo antioxidante sobre la peroxidacion
lipidica de la quercetina precisamente esté involucrada
la via del acido araquidénico lo cual implica una

actividad antiinflamatoria paralela. En general los
flavonoides polihidroxilados actian por la via de la
enzima 5- lipooxigenasa, en tanto los menos
hidroxilados lo hacen por la via de la ciclo-oxigenasa.
En cambio, in vivo pueden comportarse como
inhibidores duales debido probablemente a la
biotransformacion que sufren en el organismo.

Es posible que la naturaleza lipofilica del partendiido
favorezca la actividad a nivel dérmico. Asi, Tanacetum
vulgare, un congénere cuyas partes aéreas después de
ser tratadas con diclorometano y metanol y la
aplicacién de técnicas cromatograficas convencionales
de columna y de capa fina, fue posible aislar de las
fracciones moderadamente  lipofilicas  principios
responsables de la actividad antiinflamatoria de esta
planta contra edema inducido en oreja de ratén.

Se ha encontrado la presencia de un flavonol en hojas,
flores y semillas de Tanacetum parthenium. Pruebas
farmacol6gicas indican que tanetina (6-hidroxikamferol
3,7,4'-trimetil éter) podria contribuir a las propiedades
antiinflamatorias de la “santa maria” mediante la
inhibicibn de la generacién de proinflamatorios
eicosanoides, aunque es poco probable que sea el
tnico compuesto biolégicamente activo dentro de la
planta.

Se sabe que los procesos inflamatorios y de dafio
celular cursan con produccién de radicales libres por lo
que cualquier actividlad que haga frente a estos
radicales libres estaria contribuyendo a inhibir el
proceso inflamatorio. La actividad antioxidante
evaluada en este estudio no es significativa, al menos
in vitro. En la Figura 9, se muestra la distribucién del
porcentaje de actividad antioxidante in vito de los
extractos hidroalcohdlicos de las flores de Tanacetum
parthenium L. Sch. Bip. “santa maria” y vitamina C. La
actividad captadora de los compuestos de prueba y el
estandar se expresé en términos de la concentracién
necesaria para disminuir la absorcion inicial de DPPH
en 50% (IC50). Es notoria la potente actividad
secuestradora de radicales libres (DPPH) que se logré
con la Vitamina C, cuya naturaleza quimica y perfil
antioxidante son conocidos ampliamente. Los extractos
en cambio, exhibieron muy baja actividad antioxidante,
lograndose un 63,9% de actividad a una concentracion
del 3%. En este sentido resulta muy poco relevante
poder relacionar la actividad antioxidante de las flores
de Tanacetum parthenium L. con su actividad
antiinflamatoria.
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