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Objetivos. Evaluar el efecto antiinflamatorio del extracto etandlico de hojas de Chromolaena
leptocephala (DC) R.M. King & H. Rob. “chilca negra” e identificar los metabolitos secundarios
presentes. Materiales y métodos. Se realiz6 una identificacion de sus metabolitos secundarios
mediante un tamizaje fitoquimico y se evalud el efecto antiinflamatorio del extracto mediante el
modelo de edema subplantar en ratas a la dosis suministrada (diclofenaco 50 mg/kg, C. leptocephala
100 mg/kg y 400 mg/kg). Resultados. Dentro de los metabolitos secundarios se encontraron
flavonoides, compuestos fendlicos, alcaloides, entre otros. Con respecto al efecto antiinflamatorio
del extracto de la planta, se encontré efecto en la concentracién de 100 y 400 mg/kg. Conclusion.
El extracto etandlico de hojas de Chromolaena leptocephala (DC) R.M. King & H. Rob. “chilca negra”
presentd flavonoides, compuestos fendlicos y alcaloides, que ejercerian efecto antiinflamatorio en
la concentracién de 100 y 400 mg/kg.

Palabras clave: Antiinflamatorios; flavonoides; compuestos fendlicos. (Fuente: DeCS)

|dentification of secondary metabolites and anti-
inflammatory effect of the ethanolic extract of leaves of
Chromolaena leptocephala (DC) R.M. King & H. Rob.

“chilca negra”

Abstract

Objectives. To evaluate the anti-inflammatory effect of the ethanolic leaf extract of Chromolaena
leptocephala (DC) R.M. King & H. Rob. “chilca negra” and identify the secondary metabolites present.
Materials and methods. An identification of its secondary metabolites was made by phytochemical
screening and the anti-inflammatory effect of the extract was evaluated by means of the model of
subplantar edema in rats at the dose provided (diclofenac 50 mg/kg, C. leptocephala 100 mg/kg
and 400 mg/kg). Results. Among the secondary metabolites were flavonoids, phenolic compounds,
alkaloids, among others. With respect to the anti-inflammatory effect of the extract of the plant,
the effect was found in the concentration of 100 and 400 mg/kg. Conclusion. The ethanolic leaf
extract of Chromolaena leptocephala (DC) R.M. King & H. Rob. “chilca negra” presented flavonoids,
phenolic compounds and alkaloids, which would exert anti-inflammatory effect in the concentration
of 100 and 400 mg/kg.

Keywords: Anti-inflammatory agents, flavonoids, phenolic compounds (Source: MeSH)
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Introduccion

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINE) son uno de
los grupos de medicamentos mas utilizados, con diversos
usos terapéuticos como  antipiréticos, analgésicos,
antiinflamatorios, entre otros “?. En relacién a este ultimo,
una de las principales aplicaciones clinicas de los AINE se
encuentra reflejada en el tratamiento de los trastornos
musculoesqueléticos, como artritis reumatoide y artrosis,
haciéndolos medicamentos de uso cronico, por ende,
generan un gasto importante a los sistemas de salud ©.

Ademas, los AINE tienen la desventaja de tener diversos
efectos secundarios relacionados al uso de estos farmacos,
la mayoria de naturaleza digestiva, como por ejemplo:
anorexia, nauseas, dispepsia, dolor abdominal y diarrea®.
A veces, estos efectos secundarios guardan relacién con el
desencadenamiento de Ulceras gastricas o intestinales, las
cuales, se estima, ocurren en 15 a 30% de las personas que
usan estos medicamentos con regularidad ©. La ulceracion
puede fluctuar desde pequefias erosiones superficiales
hasta la perforacion de la mucosa, las cuales pueden
complicarse con la aparicion de hemorragias, perforaciones
u obstrucciones ©7,

En este contexto, el uso de plantas medicinales como un
reemplazo terapéutico natural a los AINE ha sido siempre
considerado una alternativa razonable a ser estudiada ©,
debido alas evidencias de metabolitos secundarios, como los
flavonoides, que han demostrado efectos antiinflamatorios
similares a los expuestos por los farmacos ©.

Una de estas especies, tradicionalmente usada en nuestro
pais, es la Chromolaena leptocephala (DC) R.M. King &
H. Rob., popularmente llamada “chilca negra”, la cual
crece en Bolivia, Ecuador y la selva central de Pery 1012,
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Estudios previos en extractos de otras especies de la
misma familia han mostrado un buen potencial como
agente antiparasitario™®, antiinflamatorio ¥, analgésico y
antipirético >, Sin embargo, no se encontraron estudios
que hayan evaluado los posibles efectos de Chromolaena
leptocephala. Por ello, el presente estudio tiene como
objetivo evaluar el efecto antiinflamatorio del extracto
etandlico de hojas de Chromolaena leptocephala (DC) R.M.
King & H. Rob. “chilca negra” en un modelo murino.

Materiales y métodos

Material vegetal

Muestras de la especie denominada “chilca negra”
procedente del caserio La Libertad-Udima-Catache (Santa
Cruz, departamento de Cajamarca-Pert), se identificaron
en el Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, con el nombre cientifico Chromolaena
leptocephala (DC) R.M. King & H. Rob. (Constancia 334-
USM-2014). La recoleccion de las muestras se realizé en
septiembre del afio 2014.

Preparacion del extracto

Las hojas de Chromolaena leptocephala (DC) R.M. King & H.
Rob. “chilca negra”, fueron secadas a 40 °C en una estufa
Memmert B214.3783, luego se molid y se procedio a realizar
la maceracion etandlica por 7 dias con agitacion periddica.
Luego se filtré y se concentré el extracto para obtener un
extracto seco (17). Este proceso se realizé en el Instituto de
Ciencias Farmacéuticas y Recursos Naturales “Juan de Dios
Guevara” de la facultad de Farmacia y Bioquimica-UNMSM
(Figura 1).

Reduccion de
tamanio

Muestra

Maceracion

etandlica

Figura 1. Método operatorio para obtencidn del extracto seco.
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Efecto antiinflamatorio del extracto etandlico de hojas de Chromolaena leptocephala
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Tamizaje fitoquimico

Se realiz6 en el Laboratorio de Farmacognosia y Medicina
Tradicional de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
UNMSM, de acuerdo al método descrito por Olga Lock *”
por ofrecer mayor reproducibilidad y ser de facil ejecucion.
Segln este método se realizd la marcha del extracto
etandlico, utilizdndo los reactivos de Molisch, FeCIa, gelatina
1%, Rx. de Shinoda, H,SO,cc, Rx. de Dragendorff, Rx. de
Mayer, entre otros.

Efecto antiinflamatorio in vivo segtin el modelo de edema
subplantar

Se utilizaron 24 ratas albinas Holtzman machos, con pesos
de 200 + 20 g, las cuales fueron aclimatadas durante 5
dias, luego sometidas a ayuno con libre acceso de agua
por 12 h previo al inicio del ensayo. Posteriormente,
fueron divididas en cuatro grupos de seis ratas, de forma
similar al estudio de Baula et al. “®y tratadas via oral de la
siguiente manera: A) Control negativo: suero fisioldgico
0,9 %; B) Control positivo: diclofenaco 5 mg/kg v, C)
Grupos de extracto: 100 y 400 mg/kg.

El efecto antiinflamatorio se verific6 empleando el modelo
de edema subplantar en ratas, inducido por carragenina al
1% en agua destilada aplicada por via subcutanea dentro
de la superficie de la aponeurosis de la pata derecha de
acuerdo a lo descrito por Winter et al. ** para producir una
inflamacién aguda.

La medicién de la inflamacién del edema subplantar
fue mediante el pletismémetro digital LE7500 ®, cuyos
resultados fueron expresados como la variacion del volumen
de la extremidad del roedor a los 30, 60, 120, 180, 240, 360
y 510 min después de inducir la inflamacion con carragenina
al 1% vy aplicar los tratamientos (medicién basal).

Posteriormente, se procedié al célculo de la actividad
inhibitoria usando la formula siguiente:

(C-C,)control-(C-C )experimental
Inhibicion (%)= x 100
(C-C,)control

Donde C, es la medicion del edema en el tiempo “t” y CO
representa la medicion basal antes de la inyeccién de
carragenina @,

El manejo de los animales de laboratorio se hizo cumpliendo
los tépicos para el cuidado y uso de los animales de
laboratorio de acuerdo al Institute for Laboratory Animal
Research @Y y la declaracion de la Asociaciéon Médica
Mundial sobre el uso de animales de experimentacién ?2.

Analisis estadisticos

Los resultados fueron expresados como medias y desviaciones
estandar. Los datos obtenidos fueron evaluados mediante el
uso de andlisis de varianza de dos factores con varias muestras
por grupo (ANOVA) en el programa estadistico STATA v 13 ©.
Se considerd estadisticamente significativo un valor p<0,05.

Resultados

Con respecto al andlisis fitoquimico del extracto
Chromolaena leptocephala (DC) R.M. King & H. Rob.
“chilca negra” se encontraron compuestos como fenoles,
terpenoides, flavonoides, entre otros (Tabla 1).

Al iniciar el procedimiento de edema plantar con carragenina,
se consideré que no fue exitoso en dos animales de
experimentacion, uno del grupo blanco y otro del grupo

Tabla 1. Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de hojas de Chromolaena leptocephala (DC) R.M. King & H. Rob. “chilca negra”

Metabolito Reaccion Resultado
. Molish +++
Carbohidratos -
Benedict +++
Compuestos fendlicos FeC. +H+
Taninos Gelatina ++
Triterpenoides y esteroides Lieberman-Burchard +++
Flavonoides Shinoda +++
Naftaquinonas, antraquinonas y antronas Borntrager +++
Aminodcidos libres y grupos amino. Ninhidrina +++
. Dragendorff ++
Alcaloides
Mayer ++

+++: Abundante; ++: bastante; +: regular; -: ausencia
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diclofenaco, por lo que estos fueron excluidos del andlisis
estadistico. Al realizar la medicién basal del edema plantar en
los ratones por grupos, se corrobord que no hubo diferencias
significativas (p=0,064), por lo que se procedié a continuar
con las mediciones durante el tiempo de estudio (Tabla 2).

Asimismo, al realizar las mediciones del porcentaje de edema
subplantar también se comprobd que existieron diferencias

Ferndndez Rebaza GA et al.

significativas de dichos porcentajes en la comparaciéon por
grupos y por tiempo de estudio (p<0,001) (Tabla 3).

Finalmente, se realizd el analisis del desempefio de los
grupos a los que se les administro los extractos etandlicos
de C. leptocephala a diferentes dosis en comparacion con
el grupo que solo recibié diclofenaco, observandose un
desempefio irregular en la dosis de 400 mg/kg (Figura 2).

Tabla 2. Medicion del edema plantar inducido por carragenina durante el tiempo de estudio

Grupo Basal 30’ 60’ 120’ 180 240 360’ Valor p
Blanco 1,34+0,05 1,65+0,15 1,77+0,14 1,73%0,10 2,13#0,23 2,1940,08  2,24+0,14
C leptocephala 100 mg/kg 1,53+0,13 1,73+0,12 1,85+0,21 1,99+0,18 2,23#0,10 2,27¢0,11  2,33+0,06 0001*
C leptocephala 400 mg/kg 1,38+0,11 1,60+0,06 1,63+0,09 2,13+0,21 2,28+0,08 2,29+0,14  1,53%0,20
Diclofenaco 1,39+0,08 1,54+0,09 1,51+0,11 1,41+0,17 1,57+0,14 1,78+0,14  1,73#0,14

*ANOVA de dos factores con medidas repetidas.

Tabla 3. Porcentajes de edema subplantar de la extremidad inducida por grupos de experimentacién durante el tiempo de estudio

Grupo 30 60’ 180 240’ 360’ 510’

Blanco 22,73+10,13  31,86x12,73  30,12#12,10 58,28+12,51  62,89+222 66,57+11,22 49,85+7,10
Cleptocephala 100 mg/kg ~ 14,03+10,11  21,41+10,32  30,53#9,26  47,51#21,38 49,81#20,51 53,61+18,31 33,06+1591
Cleptocephala 400 mg/kg ~ 17,011,89 18,72¢12,01  6588+11,62 66,81+1834 66,81+1834 56,35+15,62 42,03+14,43
Diclofenaco 10,75+5,80 8,72+6,66 1,33+11,9  12,55¢605  28,07+591 24,61+822  17,17+8,49

Discusion

En el presente estudio se evidencid que el extracto
etandlico de hojas de Chromolaena leptocephala (DC)
R.M. King & H. Rob “chilca negra” presentd alcaloides,
taninos, aminodcidos, carbohidratos y un alto porcentaje
de compuestos fendlicos, entre ellos flavonoides. Si bien
no se encontraron estudios previos que hayan estudiado la
marcha fitoquimica de esta especie, lo encontrado es similar
a estudios de otras especies del género Chromolaena como:
C. odorata o C. perglabra, donde se han determinado
compuestos de tipo triterpenos, flavonoides, alcaloides
pirrolidinicos, prostaglandinas provenientes de acidos
grasos libres, entre otros 2324,

Dentro de los compuestos encontrados, genera especial
interés el hallazgo de compuestos fendlicos, especialmente
flavonoides, ya que estudios previos en extractos alcohélicos
de C. odorata postulan a estos componentes como unos
de los principales responsables de los efectos terapéuticos,
especialmente el efecto antiinflamatorio, encontrados en esta
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especie "82%, Ademas, estudios recientes también resaltan
la importancia de la cuantificacién de acidos grasos como
agentes antiinflamatorios en extractos de este género ®.
Estas conclusiones, si bien no pueden extrapolarse al presente
estudio, permiten sugerir que futuras investigaciones deben
abordar una mejor caracterizacién de estos compuestos
en Chromolaena leptocephala (DC) R.M. King & H. Rob
para evaluar posibles similitudes que permitan explicar lo
encontrado en este estudio.

El modelo elegido en esta oportunidad, para estimar la
inflamacién en fase aguda es el modelo de edema subplantar
(SP) ya que permite cuantificar, de una manera facil y
reproducible, dos de los parametros mas caracteristicos de la
inflamacién como son el edema y la extravasacion de plasma al
inducir una inflamacion aguda localizada en la pata del animal
tras administracion de carragenina®; es asi que en el caso del
extracto etandlico de hojas de Chromolaena leptocephala (DC)
R.M. King & H. Rob “chilca negra” se encontrd un mayor efecto
antiinflamatorio a una dosis de 400 mg/kg con un pico a los 120
min después de la administracion del extracto; sin embargo,
la actividad no fue sostenida. Postulamos que esto se debid
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Figura 2. Desempefio de los extractos etanolicos de C. leptocephala R.M. King & H. Rob. a diferentes
dosis en comparacion con diclofenaco (control positivo).

a la presencia de sobresaturacién y posibilidad de toxicidad
subclinica en los animales de experimentacion, por lo que no se
expresd adecuadamente la actividad antiinflamatoria en este
grupo. Asimismo, el extracto con dosis de 100 mg/kg también
presentd una actividad antiinflamatoria, sin embargo, los
porcentajes de inhibicion fueron disminuyendo en el tiempo,
ademas de que nunca fueron superiores a los presentados
en el grupo que recibid diclofenaco como droga patrén. Cabe
destacar que el comportamiento encontrado en este grupo
corresponde con la farmacocinética y farmacodinamia de este
farmaco, el cual presenta su pico plasmatico de concentracién
entre la primeray la tercera hora luego de su administracion 9.

Baula et al.,, descubrieron resultados similares al evaluar
extractos etandlicos de hojas de C. odorata a dosis de 80 mg/kg
peso, siempre mostrando desempeios por debajo del control
positivo, en este caso ibuprofeno, con porcentajes de inhibicion
por debajo del 60%, a las seis horas de administracion %),
Asimismo, Owoyele et al., encontraron fracciones de inhibicidn
de hasta 80% (aproximadamente a los 4 dias) usando extracto
acuoso de hojas de C. odorata en dosis de 200 mg/kg de
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