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RESUMEN

Senecio canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira”, es una especie
herbdcea de amplia distribucidon en el Perl y que se caracteriza por su
conocido uso medicinal antiinflamatorio y analgésico, lo cual nos motivd a
investigar y corroborar sus efectos farmacologicos. El efecto antiinflamatorio
fue determinado por el método del edema plantar inducido por A-carragenina en
ratas. Se obtuvo una mayor eficacia antiinflamatoria a las concentraciones de
500 mg/kg (37,52 %) en comparacion con los estdndares de ibuprofeno 120
mg/kg (41,16 %) y de prednisona 1,2 mg/kg por via oral (48,04 %). Para
evaluar el efecto analgésico se realizé el ensayo de retirada de cola (Tail Flick)
en ratones, las concentraciones que presentaron mayor actividad analgésica
oral fueron a 1200 mg/kg (28,55 %) y 800 mg/kg (20,84 %), estas fueron
comparadas al efecto del Tramadol 10 mg/kg por V.O. (39,67 %). Se evaluéd la
actividad antioxidante in vitro, mediante la neutralizacion del radical del DPPH,
obteniéndose un IC50 de 62,95 pg/mL para el extracto. Asimismo en la
actividad antioxidante in vivo, la actividad de las enzimas SOD y GPx
disminuyeron significativamente para concentraciones de 100 y 200 mg/kg en
comparacién con el grupo control; en el caso de la enzima CAT también
disminuyd aunque no significativamente. La concentracion de TBARS en los
grupos que recibieron el extracto disminuyd significativamente en relacién al
grupo control. En conclusién, el extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Senecio canescens demostrd efecto antiinflamatorio, analgésico y antioxidante
en los modelos experimentales trabajados, ubicandola como una especie
promisoria y de alto interés.

Palabras clave: Senecio canescens, antiinflamatorio, analgésico, enzimas

antioxidantes.



ABSTRACT

Senecio canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec. "vira-vira", is an herbaceous
species widely distributed in Peru and is characterized by its known medicinal
use as anti-inflammatory and analgesic, which motivated us to investigate and
corroborate its pharmacological effects. The anti-inflammatory effect was
determined by the plantar edema method induced by A-carrageenan in rats. A
higher anti-inflammatory efficacy was obtained at concentrations of 500 mg/kg
(37,52 %) compared to the standards of ibuprofen 120 mg/kg (41,16 %) and
prednisone 1,2 mg/kg orally (48,04 %). To evaluate the analgesic effect, the tail
flick test was performed in mice, the concentrations with the highest oral
analgesic activity were 1200 mg/kg (28,55 %) and 800 mg/kg (20,84 %), these
were compared to the effect of 10 mg / kg Tramadol per VO (39,67 %). The
antioxidant activity was evaluated in vitro, by neutralizing the DPPH radical,
obtaining an IC50 of 62,95 ug/mL for the extract. Also in the antioxidant activity
in vivo, the activity of the SOD and GPx enzymes decreased significantly at
concentrations of 100 and 200 mg/kg as compared to the control group; in the
case of the CAT enzyme also decreased but not significantly. The concentration
of TBARS in the groups receiving the extract decreased significantly in relation
to the control group. In conclusion, the hydroalcoholic extiract of the leaves of
Senecio canescens showed anti-inflammatory, analgesic and antioxidant effect
in the experimental models worked, locating it as a promising species of high
interest.

Key words: Senecio canescens, anti-inflammatory, analgesic, antioxidant

enzymes
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. INTRODUCCION

El Peru, considerado el tercer pais mega diverso del planeta, cuenta con
un promedio de 25 000 especies de plantas medicinales, de las cuales una
buena parte crece en los valles interandinos y es utilizada por sus diversas
propiedades, siendo una fuente valiosa de prevencién y curaciéon para los
pobladores rurales’. Estas son una fuente importante de productos naturales
biolégicamente activos y se consideran una via prometedora para el
descubrimiento de nuevos farmacos debido al facil acceso y costo
relativamente bajo, ya que crecen de forma natural en abundancia relativa®?.
Ademas, el uso de fitofarmacos es una alternativa valida para implementar una
politica de atencién primaria de salud por su bajo costo y su uso tradicional por
lo que se debe garantizar que el fitofarmaco tenga la calidad requerida y una
eficacia probada®.

Senecio canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec., conocido popularmente
como “vira-vira”, es una especie herbacea, de amplia distribucion en el Peru a
la cual se le atribuye tradicionalmente efectos curativos como antiinflamatorios
y analgésicos. Siendo los metabolitos secundarios de las plantas medicinales
los responsables de sus diversos efectos terapéuticos que se les atribuyen, se
hace necesario extraerlos, purificarlos y elucidar su estructura quimica

empleando métodos modernos de la fitoquimica®®.



El proceso inflamatorio juega un rol importante como la respuesta basica
del organismo ante heridas, estrés y las infecciones. Es la secuencia de
eventos controlados, complicados e interrelacionados para proteger una lesion
contra bacterias/virus, remover las células y el tejido muerto, y reparar el tejido

danado.

La respuesta inflamatoria saludable es benéfica temporalmente, pero
desafortunadamente esta compleja regulacion de la inflamaciéon tiene un
equilibrio precario que puede alterarse causando dafo involuntario al tejido y
generar una inflamacién anormal o crénica. Este desequilibrio genera un
estado “pro inflamatorio” descontrolado y capaz de provocar enfermedades’.
Las diversas enfermedades son consecuencia del estrés oxidativo, que a su
vez no es mas que el resultado del dafo originado por las Especies Reactivas

de Oxigeno (EROs), lo cual tiene como base de generacion a la inflamacién®.

De lo mencionado anteriormente, resalta la importancia de nuestro
trabajo en la investigacién de plantas medicinales utilizadas tradicionalmente
en el Perq, las cuales tienen potencial efecto: antiinflamatorio, analgésico y
antioxidante. A su vez esta investigacion serd un soporte cientifico al uso
tradicional de este recurso natural, como terapia alternativa para la Atencion
Primaria de Salud de la poblacién con bajos recursos econémicos, razén por la
que el estudio tuvo como objetivo determinar el efecto antiinflamatorio,
analgésico y antioxidante del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Senecio

canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira”.



1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo general

Determinar el efecto antiinflamatorio, analgésico y antioxidante del extracto
hidroalcohdlico de las hojas Senecio canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec.

“vira-vira”.

1.1.2. Objetivos especificos

Obtener el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Senecio canescens
(Humb. & Bonpl) Cuatrec. “vira-vira” e identificar los metabolitos
secundarios principales, presentes en las hojas.

Evaluar el efecto antiinflamatorio in vivo del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Senecio canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira”.

Evaluar el efecto analgésico in vivo del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Senecio canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira”.

Determinar la actividad antioxidante in vitro e in vivo del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Senecio canescens (Humb. & Bonpl.)

Cuatrec. “vira-vira”.

1.2. Hipotesis

El extracto hidroalcohdlico de las hojas Senecio canescens (Humb. &
Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira®’, tiene efecto antiinflamatorio, analgésico y

antioxidante.



. GENERALIDADES
2.1. Antecedentes
Se estudié la actividad antioxidante del extracto acuoso de Senecio
candicans DC, mediante el método in vitro (DPPH) y el método in vivo de acido
tiobarbiturico, a concentraciones de 125-500 ug/mL los resultados mostraron
que el extracto de la muestra presentd una actividad igual al estandar de
quercetina. Asimismo el screening fitoquimico demostrdé gran cantidad de

flavonoides, compuestos fenélicos, alcaloides y terpenoides®.

En otro estudio se realizd un andlisis comparativo en la actividad
antioxidante y antimicrobiana de los extractos alcohdlicos de 4 especies del
género Senecio, extraidos mediante soxhlet y concentrados en un rotavapor,
del cual mencionaron que los flavonoides, triterpenos y esteroides son los
responsables de la actividad antioxidante, obteniendo en su estudio una
actividad antioxidante con un IC50 entre 25,40 y 70,80 ug/ usando el método

del DPPH'.

En otro trabajo de investigacion realizaron la actividad antiinflamatoria de
Senecio confusus Britten en ratas, empleando el modelo experimental de
inflamacién producida por carragenina, demostrando actividad antiinflamatoria
en S. confusus, sin embargo esta result6 menor al farmaco estandar
indometacina. A pesar de esto, el extracto de S. confusus mostré6 ser menos
agresivo con la mucosa gastrica comparado con indometacina, lo cual sugiere
que el ftratamiento con Senecio confusus muestra menor capacidad

antiinflamatoria, pero a su vez ocasiona menor dafio en el organismo'".



En un estudio sobre estrés por inmovilizacién en ratas demostraron una
manera de restringir los cambios oxidativos, mediante el potencial antiestrés de
los componentes del Ocimumoside A y B; comprobaron que la SOD aument6
significativamente su actividad para inhibir la autoxidacion de la adrenalina,
ademas la capacidad de CAT para degradar el HxO, aumentd pero sin

significacion estadistica 2.

Se realiz6é una revisién quimica y farmacologica de diferentes plantas del
género Senecio. En las hojas de S. argunesis encontraron seis flavonoides, en
S. pseudofitas tres chalconas y por uUltimo en S. mikanioides encontraron dos

xantonas ademas del 4-hidroxibenzoilado xantonio'.

En un determinado estudio demostraron cuales eran los tejidos mas
afectados mediantes estrés por inmovilizaciéon, asi como los cambios en la
actividad de las enzimas antioxidantes, los niveles de oxidacidén de proteinas y
la peroxidacion lipidica. Obtuvieron como resultados que el estrés por
inmovilizacién genera mayor aumento de la actividad de la SOD y CAT en el
cerebro, en comparacion a los demas 6érganos (higado, corazén, estbmago) y

de igual manera los niveles mas altos de las TBARS se dieron en el cerebro™.

Se evaluaron la actividad cicatrizante del extracto etandlico de Senecio
culcitioides Sch. Bip., reportando una amplia gama de metabolitos secundarios
como: compuestos fendlicos, flavonoides y taninos; ademas de alcaloides,
esteroides y/o triterpenoides. Utilizando la metodologia UV-VIS, consiguieron
identificar compuestos fendlicos tipo flavonoides (5,7-dihidroxi-4°, 6,8-
trimetoxiflavonona;  3°,5-dihidroxi-4"-metoxi-7-O-rhannoglucosyl  flavanona) vy

una chalcona (3,4-dihidroxichalcona). Posteriormente elaboraron una crema al



20 % del extracto etandlico, la cual mostré una actividad cicatrizante

significativa en comparacion con una crema estandar “vibe” o sangre de grado

al 1%,

En otro estudio reportaron un aumento en la actividad antioxidante de las
enzimas SOD y CAT en eritrocitos, ademas de un incremento significativo de
las TBARS en el plasma sanguineo. Este estudio lo realizaron en ratas
mediante estrés por inmovilizacion obteniendo sangre de la vena de la cola 48
horas antes del estrés, inmediatamente después del estrés, y 48 horas

después del cese del estrés, para su posterior lectura®.

En otro trabajo de investigacion de la misma especie, encontraron que el
extracto metandlico de “huira-huira” (Culcitium canescens Humb. & Bonpl.,
bas6nimo de Senecio canescens (Humb. & Bonpl) Cuatrec.; Compositae)
muestra un efecto analgésico a dosis de 2 a 3 g/kg, en la prueba de
contorciones inducidas por acido acético. Los resultados también demuestran,
el efecto analgésico no dependiente de la dosis. Por otro lado, la prueba de
presion de cola, demuestra que el umbral de dolor es reducido dependiendo de

la dosis'’.



2.2. Marco tedrico
2.2.1. Senecio canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira”.
2.2.1.1. Clasificacion taxondmica

Esta llamativa especie botanica, pertenece al Orden Asterales. Se

circunscribe dentro de la familia Asteraceae, la cual a su vez representa, la
segunda mayor familia en numero de especies dentro de las fanerbgamas a
nivel mundial. Pertenece a la tribu Senecioneae, subtribu Senecioninae y al
género Senecio L'8.
Senecio L., como tal, es uno de los géneros mas diversos de plantas con flores,
con mas de 1250 especies, de distribucion cosmopolita, a excepcion de la
Antartida, presentando la mayor concentracion y riqueza en los Andes
sudamericanos y al sur de Africa'®. Las especies de Senecio, circunscritas en
la tribu Senecioneae®, son morfolégicamente variables, especialmente en las
hojas, asi como en las formas de crecimiento, que van desde hierbas anuales y
perennes hasta arbustos.

El ordenamiento taxonémico dentro del género es dinamico, muchas
especies han sido transferidas a géneros ya descritos 0 se han establecido
géneros nuevos como Lomanthus®'. A nivel especifico se hace necesario un
nuevo reagrupamiento, particularmente entre las entidades sudamericanas®.

Para el Perl han sido registradas 177 especies, las que ocupan diversos
ambientes ecoldgicos, desde la costa desértica, lomas, matorrales xerofiticos,
valles interandinos hasta la puna, en el limite de la vegetacion. Muchas de
estas especies presentan distribucién restringida y estan consideradas como
endémicas®'. Recientemente 94 especies endémicas de Senecio para el Perl

han sido evaluadas y categorizadas segun los criterios de la UICN?2,



2.2.1.2. Descripcion de la especie Botanica.

Hierba erguida 25-55 cm de alto, densamente lanosa. Tallo florifero,
cilindrico. Hojas basales arrosetadas, peciolo 3-9 cm de largo, alado, lanoso,
vaina laminar con la cara externa lanosa blanquecina, la interna glabra y
visiblemente estriada longitudinalmente; limbo oblongo espatulado, 15-45 x 1.5-
4.5 cm, margen entero, revoluto, apice obtuso, base atenuada densamente
lanoso, en ambas caras, visiblemente uninervada en el haz, las hojas
superiores son escasas. Capitulo discoideo, terminal nutante, solitario o varios
en racimo; involucro discoideo 5-8 x 6-10 cm, bracteas involucrales numerosas,
biseriadas, oblongas cano-lanosas en el dorso. Flores actinomorfas,
hermafroditas isomorfas, corola amarilla tubulosa pentadentada, dientes
agudos, ramas de estilo rectangulares, con el apice truncado penicilado,
anteras apendiculadas en el &pice, base obtusa, filamento lacriforme en la
mitad superior. Papus formado por numerosos pelos canos. Aquenio

cilindrico®*.
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Figura 1. Senecio canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira"®.



2.2.1.3. Ubicacién geografica y habitat

Senecio canescens presenta una amplia distribucién, desde los Andes
de Venezuela hasta Argentina. En el Perl crece en areas expuestas de los
pajonales, en Ancash, Apurimac, Huanuco, Junin, Cuzco, Huancavelica, La
Libertad, Lima, Tacna, Pasco y Puno, entre los 3500 y 5000 m de altitud. En

Lima, en las provincias de Canta, Huaral, Huarochiri, Oyén y Yauyos'®.

2.2.1.4. Usos tradicionales

Usada como planta medicinal con el nombre de “vira-vira”, “wira-wira”,
“oreja de conejo”, “ancosh” y “wila-wila”'®. Dentro del &mbito nacional, el uso
medicinal de Senecio canescens, para contrarrestar afecciones respiratorias es

bien conocido y reportado®®-3'

. En todos los casos la parte de la planta que es
usada son las hojas, y su forma de preparacion es a partir de la decoccién de
las mismas.

Okuyama et al, 1994 demostr6 el efecto analgésico de Senecio
canescens'’. Por otra parte, Bussmann et al., 2008; 2010 probé la eficacia
bactericida de Senecio canescens, contra Staphylococcus aureus, con

resultados positivos'®®',

2.2.2. Fases, mecanismos Y tipos de inflamacion.

El sistema inmunitario tiene la capacidad para discriminar entre lo propio
y lo extrafio, mediante diferentes tipos celulares y factores solubles encargados
de la eliminacion de agentes daninos. Es asi que se distingue dos mecanismos
inmunitarios: A) Sistema inmune innato o no adaptativo (accién rapida e

inespecifica) y el otro, B) Sistema inmune especifico o adaptativo (posee



memoria inmunolégica y genera respuestas rapidas y especificas ante
reexposiciones). La inflamacién es un nexo de unidn y coordinacion entre el
sistema inmune innato y adaptativo. Ademas, facilita el estimulo antigénico que
inicia los procesos de defensa, reparacion y recuperacion de la funcién de los
tejidos afectados.

La inflamacién es la respuesta, del sistema inmunolégico de un
organismo, al dafno causado a sus células y tejidos vascularizados por
patdgenos bacterianos y por cualquier otro agresor de naturaleza bioldgica,

quimica, fisica o mecanica®*33,

INDUCTORES SENSORES > MEDIADORES EFECTORES
EXOGENOS ENDOGENOS
MICROBIANO NO MICROBIANG DERIVADOS DERIVADOS DERIVADOS DERIVADOS
CELULARES TISULARES PLASMATICOS MEC
y
ALERGENOS PRODUCTOS
PAMP, FACTOR ||  cuespos exrai. oo CRISTALES FACTOR XII S ECRADADOS
VIRULENCIA COMP. TOXICOS o o OXOLIPOPROT.
HIPOPERFUSION PROINFLMATOR. (AGE)
INDUCTORES SENSORES MEDIADORES EFECTORES
Endoteliocitos,
. . . . leucocitos
LR4 TNFa, IL-6, PGE2 .
Lipopolisacaridos bacterianos T a, IL-6, PG hepatocitos,
hipotalamocitos
Alergenos IgE Aminas vasoactivas Endoteliocitos,
g9 9 limocitos.
. . Endoteliocitos,
e a0 NaLes
P deshidratado (Inflamasoma) hepatocitos,
hipotalamocitos
, BRADIQUININA, Endoteliocitos,
Colageno Factor Hageman QU ’

efectores™.

COAGUL., FIBRINOL., C’.
Figura 2. Via inflamatoria genérica con agentes inductores, sensores, mediadores y

limocitos.
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2.2.2.1. Fases de la inflamacion

a. Liberacion de mediadores. Son moléculas, la mayor parte de ellas, de
estructura elemental que son liberadas o sintetizadas por el mastocito
bajo la actuacion de determinados estimulos.

b. Efecto de los mediadores. Una vez liberadas, estas moléculas
producen alteraciones vasculares y efectos quimiotacticos que favorecen
la llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio.

c. Llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio.
Proceden, en su mayor parte, de la sangre pero también de las zonas
circundantes al foco.

d. Regulacion del proceso inflamatorio. Como la mayor parte de las
respuestas inmunes, el fendmeno inflamatorio también integra una serie
de mecanismos inhibidores tendentes a finalizar o equilibrar el proceso.

e. Reparacion. Fase constituida por fendmenos que van a determinar la
reparacion total o parcial de los tejidos dafados por el agente agresor o
por la propia respuesta inflamatoria®*.

La inflamacion presenta dos fases bien diferenciadas: aguda y
crénica. La fase aguda se caracteriza por su breve duracién, la
exudacion de liquido y de proteinas plasmaticas y la migracion de
leucocitos, predominantemente neutrdfilos. La fase crénica se
caracteriza por una mayor duracion, la presencia de linfocitos vy
macrofagos, la proliferacibn de vasos sanguineos, la fibrosis y la

necrosis®.
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2.2.2.2. Mecanismos de la inflamacion
La inflamacion consiste en una cascada estrictamente regulada de
procesos inmunolégicos, fisioldgicos y conductuales dirigidos por moléculas de

"6 Estos estimulos

senalizacion inmune solubles llamadas “citoquinas
inflamatorios se reconocen por primera vez por las células huésped a través de
receptores transmembrana especificos, llamados receptores de reconocimiento
de patrén (PRR), que son expresados por células tanto de sistemas inmunes
innatos como adaptativos. Los PRR son receptores codificados en la linea
germinal, los cuales son responsables de detectar la presencia de
microorganismos infectantes, asi como la incidencia de cualquier dafio
celular®’.

El primer paso de la cascada inflamatoria implica el reconocimiento de
la infecciébn o dafo. Esto se logra tipicamente mediante la deteccion de
patrones moleculares asociados a patéogenos (PAMPs), que estan dirigidos
especificamente a motivos generales de moléculas expresadas por patdgenos
que son esenciales para la supervivencia de patégenos. Asi como también los
“‘Alarmins”, o patrones moleculares asociados al dafio (DAMPs), son moléculas
endégenas que sefalan dafo o necrosis y también son reconocidas por el
sistema inmune innato. Una ventaja de la deteccion de estas sefales es que la
orientacién inadvertida de las células huésped y tejidos se minimiza®®.
Actualmente se conocen varios tipos de PRR con la capacidad selectiva de
detectar PAMPs, DAMPs o ambos y estos incluyen receptores Toll-like (TLR-
activador de NF-kB: factor nuclear kappa-encadenamiento de la cadena ligera
de células B activadas), receptores de Lectina de tipo C (CLR), receptores

similares a RIG-1 (RLRs) y receptores tipo NOD (NLR)%+7
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La transcripcién y traduccion de genes conduce a la tercera etapa de la
cascada inflamatoria, que es la expresion inducible de citocinas
proinflamatorias, tales como interleucina-1-beta (IL-1B), IL-6, factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a). En combinacién con quimiocinas (atrayentes) y diversas
moléculas coestimuladoras, estas proteinas solubles facilitan el reclutamiento
de ceélulas efectoras, tales como monocitos y neutrdfilos, al sitio de
perturbacion®.

Es asi que se genera una adhesidn de neutréfilos a la region afectada,
favoreciendo el estrés oxidativo y la liberacion de productos quimicos toxicos
como las especies reactivas de oxigeno y nitrbgeno (EROs y ERN,
respectivamente) y enzimas lisosémicas®°. Las cuales actian destruyendo
tanto a los patdgenos como a los huéspedes, induciendo esencialmente la
licuefaccién del tejido circundante y evitando las metastasis microbianas. Estos
mecanismos efectores son, por lo tanto, los principales contribuyentes para
albergar dafos colaterales. Esta interaccion es el origen de los efectos de la
inflamacioén: calor, hinchazén, enrojecimiento y dolor®.

La dltima fase de la inflamacién es su resolucién, regeneracion de las
células originales y restablecimiento a la normalidad de la zona en la que se
produjo el dafo. Este proceso es critico para limitar el dafio colateral al
huésped®. Después de las primeras horas de inflamacién, un programa
coordinado de resolucién es puesto en movimiento por macréfagos residentes
y reclutados de tejidos. Durante la inflamacién aguda, estas células producen
prostaglandinas proinflamatorias y leucotrienos, pero rapidamente cambian a

las lipoxinas, que bloquean mas el reclutamiento de neutréfilos y en su lugar
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favorecen la infiltracion mejorada

cicatrizacion de heridas®.

a Inducers of inflammation
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Figura 3. Cascada inflamatoria®®.
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En la figura 3 (a) Patogenos, lesiones tisulares y particulas extranas que

inducen inflamacién. (b) El TLR transmembrana y el NLR intracelular se unen a

PAMPs o DAMPs, respectivamente.

(¢) Los TLRs activan una via de

transduccion de sefial dependiente de MyD88 que implica la fosforilacion de la

proteina LkB inhibitoria por IKK. NF-k B es liberado de Lk B y translocado al
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nicleo donde la transcripcién es regulada a través de la unién a los genes
inflamatorios de destino. Los NLRs sefialan el inflammasoma, que activa la
caspasa-1 para convertir citoquinas en formas activas (IL-1B e IL-18), que
luego provocan inflamacion después de ser liberadas de la célula. (d) Una
variedad de citoquinas proinflamatorias y quimiocinas se producen y liberan
para promover funciones efectoras de la inflamacion. (e) Los neutréfilos y
monocitos transmitidos por la sangre migran al sitio de alteracién por
quimiotaxis y pasan selectivamente a través de las células endoteliales para
alcanzar el sitio objetivo (extravasacion). Las células madre y los macréfagos
residentes en los tejidos promueven esta migracion al liberar histamina,
leucotrienos y prostaglandinas, que tienen efectos rapidos sobre la vasculatura,
incluyendo vasodilatacidn y aumento de la permeabilidad vascular. Los
neutrofilos liberan compuestos tdxicos, incluyendo las EROs, ERN, y varias
proteasas, que son inespecificas y dafan tanto al patdégeno como al huésped.
Los macrofagos y las células dendriticas participan en la fagocitosis de Ag. (f)
Estas células migran al tejido linfoide y priman las células T nativas (ThO) para
que se polaricen a través de la estimulaciéon de la TCR por el antigeno unido a
los receptores de la clase Il de MHC. Las células ThO se diferencian en varios
tipos diferentes de células efectoras y reguladoras: células Thi
(proinflamatorias), células Th2 (antiinflamatorias), Tregs (reguladoras) y células
Th17 proinflamatorias. (g) La resolucion de la inflamacién ocurre cuando los
neutréfilos promueven el cambio de los leucotrienos producidos por los
macrofagos y otras células a las lipoxinas, lo que inicia la terminacion de la

inflamacién. El ligando Fas, las resolvinas y las proteinas promueven la
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apoptosis de los neutrofilos. Los macréfagos fagocitan los neutrofilos

apoptoticos y los desechos celulares®.

2.2.2.3. Inflamacioén aguda

La inflamacion aguda constituye una respuesta natural, de caracter
protector, que pretende librar al organismo de la causa inicial de la lesidon
celular y de las consecuencias que esta provoca. La alteracion de la
permeabilidad constituye la caracteristica principal y de mayor especificidad,
provoca el exudado profuso hacia el intersticio. La pérdida de proteinas del
plasma reduce la presién osmoética intravascular y el incremento en el
intersticio; secundario a la vasodilatacibn aumenta la presion hidrostatica
intravascular, lo que conduce a una importante salida y acumulacién de liquido
en el tejido intersticial, formandose finalmente el edema ofensor®.

Esta es notable por la intensidad de los sintomas generales y locales.
Segun su rapidez se distingue la inflamacién aguda como el grado mas alto de
la inflamacion con caracteres anatdmicos muy marcados y sintomas intensos.
Mientras la inflamacion subaguda presenta los sintomas poco intensos, su
curso es menos rapido que en las inflamaciones ordinarias, ademas es la
transicion de la inflamacién aguda a la crénica®'.

Varios son los elementos implicados en la respuesta inflamatoria aguda
(RIA), entre ellos: el plasma, células circulantes (neutréfilos, monocitos,
eosindfilos, basodfilos y linfocitos), los vasos sanguineos y los constituyentes
celulares (mastocitos, fibroblastos y macréfagos) y extracelulares (colageno,
elastina, glicoproteinas de adhesion como la fibronectina, laminina, colageno

no fibrilar, tenascina, y proteoglicanos) del tejido conjuntivo ademas; la
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respuesta celular y vascular de la RIA estan mediadas por factores quimicos
provenientes del plasma o de las células que son activadas por el propio
estimulo inflamatorio. Estos mediadores actian de forma aislada, secuencial o
en combinacion, y en fases posteriores amplifican la respuesta inflamatoria e
influyen en su evolucion. Las células y tejidos necréticos también pueden

activar la formacién de mediadores quimicos*.

Tabla 1. Mediadores quimicos de la respuesta inflamatoria aguda4°.

Medidor Quimico Accion

Histamina yserotonina (aminas vasoactivas) Incrementode la permeabilidad.

Bradicinina Incremento de la permeabilidad ydolor.

C3a (producto del complemento, Incremento de la permeabilidad opsonina.

anafilotoxinas)

C5a (producto del complemento, Incremento de la permeabilidad, quimiotaxis, adhesion

anafilotoxinas) y activacion leucocitaria.

Prostaglandinas (metabolismo del acido Vasodilatacion, dolor, fiebre, activa a otros mediadores.

araquiddnico)

Leucotrieno B4 (metabolismo del acido Quimiotaxis, adhesioén y activacion leucocitaria.

araquidonico)

Leucotrieno C4,D4, E4 (metabolismo del Incremento de la permeabilidad, broncoconstriccion,

acido araquidonico) vasoconstriccion.

Metabolitos del oxigeno (radicales libres) Incremento de la permeabilidad, lesién endotelial y
tisular.

Factor activador de plaquetas (PAF) Incremento de la permeabilidad, broncoconstriccién,
cebado de leucocitos.

Interleucina-1 (IL-1) y Factor de necrosis Reacciones de fase aguda, activacién endotelial,

tumoral (TNF)(citocinas) quimiotaxis.

Oxido nitrico Incremento de la permeabilidad, vasodilatacion,

citotoxicidad.

2.2.2.4. Inflamacion crénica

La inflamacion cronica puede comprender una duracidon prolongada en el
tiempo (semanas, meses) comprendido por el constante estimulo inflamatorio.
Este proceso se origina por una progresién de episodios agudos mal resueltos
y repetidos. Ademas, su etiologia es variable. Puede originarse por organismos
infecciosos que han resistido o evadido la fagocitosis, sobreviviendo en
regiones danadas y mal drenadas como los abscesos. El origen del estimulo
inductor de la inflamacion cronica reside en la regulacion de la respuesta

inmunitaria 'y la produccién de anticuerpos contra tejidos propios
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(autoanticuerpos). Clinicamente la inflamacion crénica se caracteriza por la
ausencia de algunos signos como: calor, enrojecimiento son menores y la
fiebre es menor y ciclica®.

Se caracteriza porque implica principalmente células mononucleares,
fibroblastos y formacion de nuevos vasos sanguineos llamados “tejidos de
granulacion”. Este proceso ademas de ser exudativo (solido, blanco o
grisaceo), suele ser productivo o proliferativo. Es asi que las células tienden a
producir sustancias que anaden tejido nuevo, como el coladgeno y los nuevos
vasos sanguineos, siendo asi mas hinchadas y firmes. De esta manera tiene

cierta relacion con el proceso de reparacion®?.

ACUTE INFLAMMATION RESOLUTION
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Figura 4. Respuesta inflamatoria crénica™.

Caracteristicas histolégicas. La inflamacién crénica*® se caracteriza por:
v Infiltracién por células mononucleares, como macréfagos, linfocitos y
células plasmaticas, que refleja reaccidn persistente a la lesién.

v Destruccion tisular, inducida principalmente por las células inflamatorias.
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v Intentos de reparacién mediante sustitucion por tejido conjuntivo del
tejido lesionado, con proliferacidn de vasos de pequefio calibre
(angiogénesis) y en especial con fibrosis.

2.2.3. Radicales libres, estrés oxidativo y defensa antioxidante.

Se considera un radical libre (RL) a un &tomo o molécula con uno o mas
electrones desapareados en su ultimo orbital. Esta configuracion lo hace muy
inestable, de vida efimera y extraordinariamente reactivo, es decir son capaces
de danar moléculas bioldgicamente relevantes tales como ADN, proteinas,
carbohidratos y lipidos tanto en el nicleo como en las membranas celulares,

dando asfi lugar al dafio celular y alteracién homeostatica®#446.

2.2.3.1. Produccion de radicales libres

De todos los radicales, resultan de gran interés las especies reactivas
derivadas del oxigeno (EROs), debido a la estructura birradical de esta
molécula y al gran nimero de procesos en los que puede verse involucrado®’.

Los radicales libres y otras EROs surgen de los procesos metabdlicos
esenciales normales en el cuerpo humano o de fuentes externas tales como la
exposicion a los rayos X, el ozono, el consumo de cigarrillos, contaminantes del
aire, y productos quimicos industriales. La formacion de EROs puede ocurrir en
las células de dos maneras: las reacciones enzimaticas y no enzimaticas. Las
reacciones enzimaticas, que sirven como fuente de radicales libres, incluyen
los implicados en la cadena respiratoria, en la fagocitosis, en la sintesis de
prostaglandinas, y en el sistema del citocromo P-450. Los radicales libres
pueden también ser formados en reacciones no enzimaticas del oxigeno con

compuestos organicos, asi como las iniciadas por reacciones ionizantes*®*8,
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La produccidon de energia para los procesos celulares requiere de Oy, el
cual es reducido a agua (H20) tras aceptar cuatro electrones por el complejo
citocromo-oxidasa de la mitocondria. Normalmente, 2 % del oxigeno es
reducido de forma incompleta, al aceptar un menor nimero de electrones
originando EROs &.

Un radical primario es superéxido (O%), que esta formado por la reduccién de
un electron de oxigeno molecular. Esta es la reaccién catalizada por NADPH

oxidasa, con electrones suministrados por NADPH?*°

, éste se forma en
cualquier sistema capaz de generar electrones libres y que cuente con la
presencia de oxigeno; por otro lado, es producido por macréfagos, neutréfilos,
leucocitos, fibroblastos y células del endotelio vascular. Se considera un radical
poco reactivo, aunque es capaz de oxidar grupos tiol, acido ascérbico y ha sido
implicado en lesiones por reperfusién tras un periodo de isquemia®'.

El radical hidroperéxido (HO™?), es mucho méas reactivo frente a
biomoléculas, capaz de iniciar la peroxidacion lipidica. Su importancia radica en
la formacién de peréxido de hidrégeno (H2O.), especie reactiva generada por
una reaccién de dismutacion catalizada por la enzima Superoxido Dismutasa
(SOD)*. En presencia de metales como fierro (Fe), cobre (Cu), cobalto (Co) y
niquel (Ni), el H.O2 es transformado en el radical hidroxilo (*OH), una especie
mucho maés reactiva a través de la reaccién de Haber- Weiss o Fenton®*°.

En general, el metabolismo aerobio implica la producciéon de especies

reactivas; capaces de generar estrés oxidativo, reaccionar con biomoléculas y

participar en procesos degenerativos Yy fisiopatolégicos.
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2.2.3.2. Sistema antioxidante celular

La vida aerdbica exige contar con una bateria multiple de defensa contra
los diversos RL de oxigeno, que por un lado tiendan a impedir su formacion y
por ofro, los neutralicen una vez formados*. El cuerpo tiene varios
mecanismos para contrarrestar el estrés oxidativo mediante la produccién de
antioxidantes, ya sea de forma natural generado in situ (antioxidantes
endogenos), o externamente a través de alimentos suministrados
(antioxidantes exdgenos). El papel de los antioxidantes son neutralizar el
exceso de radicales libres, para proteger las células contra sus efectos tdxicos
y asi contribuir a la prevencién de enfermedades como el cancer, trastornos
autoinmunes, envejecimiento, artritis reumatoide, enfermedades
cardiovasculares y neurodegenerativas*®. Los antioxidantes se pueden agrupar

segun su naturaleza quimica y su modo de accion:

Tabla 2. Componentes del sistema antioxidante®.

Componentes antioxidantes Accién antioxidante
Enzimas

Dismutasa del superdxido Remover radical superdxido
Catalasa Convertir H,O2 a HO
Peroxidasa de glutatién Convertir H2O2 a H.O
Tioredoxina Convertir H,O2 a H0O

Secuestradores de iones de
Metales
Metalotioneina

. Quelantes de cinc, cobre e
Fitoquelantes

Transferrina hierro

Albumina

Baja masa molecular

Uratos (endbgenos)

Vitamina C (ex6geno) Recicladores de especies
Vitamina E (exd6geno ) reactivas de oxigeno y de
Carotenoides (exdégeno) nitrégeno

Fitoquimicos (ex6geno)
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a. Enzimas

Actuan especificamente sobre las EROs, degradandolas a moléculas
menos nocivas mediante mecanismos bioquimicos especificos. El proceso
inicia con la dismutacion del O~ a HoO2 por accién de la enzima superéxido
dismutasa (SOD); posteriormente, la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa
(GPx) actuan convirtiendo el HO, en H>O. La actividad de estas enzimas debe

estar en equilibrio para mantener el equilibrio REDOX intracelular®®.

e Superoxido Dismutasa (Superéxido Oxidorreductasa, E.C.
1.15.1.1)

Las Superdoxido Dismutasa (SODs) son una clase de enzimas
estrechamente relacionadas que catalizan la descomposicion del anion
superoxido en oxigeno y peroxido de hidrégeno. Las enzimas SOD estan
presentes en casi todas las células aerdbicas y en los fluidos extracelulares. En
los seres humanos (como en todos los demas mamiferos), estan presentes 3
formas de superdéxido dismutasa. SOD1 se encuentra en el citoplasma, SOD2

en las mitocondrias, y SOD3 es extracelular?®4853,

2 O + 2 H+902 + H202

e Catalasa (Peroxido de Hidrégeno Oxidorreductasa, E.C. 1.11.1.6.)

La catalasa es una enzima comun que se encuentra en casi todos los
organismos vivos, que estan expuestos al oxigeno, en los cuales su funcién es
catalizar la conversion del H2O2 en H>O. En ausencia de esta enzima el HxO»
acumulado reacciona con metales como Fe*? y Cu*® que se encuentran en el
medio para producir el radical *OH, a este tipo de reacciones se les conoce

como Fenton. El peroxido de hidrogeno es un subproducto nocivo de muchos
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procesos metabdlicos normales por lo cual para evitar dafos, debe ser
convertido rapidamente en otras sustancias menos peligrosas. Todos los
animales conocidos utilizan catalasa en todos sus oérganos, con

concentraciones particularmente altas en el higado y rifiones*->*,

H202 >2 HQO + 02
O +Fe*> 0, + Fe*?

HzO: + Fe*® >+OH + OH" + Fe*®

e Glutatién Peroxidasa (E.C. 1.11.1.9.)

La enzima glutation peroxidasa (GPx) es una selenoproteina, es decir,
es una enzima selenio (Se) dependiente*’; cataliza la descomposicién de
peroxido de hidrégeno e hidroperdxidos organicos. Hay por lo menos cuatro
isoenzimas glutatién peroxidasa diferentes en animales®®. Glutatién peroxidasa
(GPx 1) es la mas abundante y es un agente de barrido muy eficiente de
peroxido de hidrogeno, mientras que la glutation peroxidasa 4 es la mas activa
con hidroperoxidos de lipidos. Estas enzimas se encuentran en niveles
particularmente altos en el higado y también sirven en el metabolismo de

desintoxicacion®.

H202 + 2 GSH -2 H20 + GSSG

GLUTATION OXIDADO

b. Antioxidantes preventivos

Moléculas encargadas de secuestrar a los iniciadores del proceso
oxidativo, tales como Fe y Cu, los cuales aceleran la formacién de EROs.
Ejemplo de estos son las proteinas circulantes transportadoras de hierro. Se

encargan de enlazar al hierro deteniendo o retardando su participacion en la
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reacciéon de Haber—Weiss y en la peroxidacién lipidica. Aunado a esto, la
ceruloplasmina, proteina circulante portadora de cobre, oxida al i6n Fe?* a Fe3*
por lo que inhibe el proceso lipoperoxidativo y la reacciéon de Fenton. En el
plasma el Cu’ no unido a la ceruloplasmina esta ligado a la albumina, aunque

ésta no previene su interaccién con HxO2 para formar el radical hidroxilo®*”.

c. Antioxidantes secuestradores de las EROs

Inhiben la cadena de reaccion y propagacién en la formacién de
radicales libres. El acido Urico representa aproximadamente la mitad de la
capacidad antioxidante del plasma ya que es capaz de atrapar radicales
peroxilo, alcoxilo, EROs e iones de Cu* y Fe*. La bilirrubina es un producto
secundario del metabolismo del grupo hemo (grupo prostético con Fe*, capaz
de unir atomos de O,), con actividad antioxidante que inhibe la peroxidacion

lipidica en los sistemas celulares®*e.

d. Antioxidantes nutricionales

Para proteger a la célula en contra de los efectos de la oxidacion, los
sistemas de defensa antioxidante deben actuar en conjunto para formar un
sistema integro en donde los antioxidantes de nuestra dieta juegan un papel
importante para ayudar a los antioxidantes enddégenos a neutralizar el estrés
oxidativo. La deficiencia de nutrientes antioxidantes es una de las causas de
numerosas patologias crénicas y degenerativas. Cada nutriente es Unico en
términos de su estructura y funcion antioxidante.
En este sentido, varios metales (Cu, Zn, Se, Mn y Fe) participan como
componentes o cofactores de enzimas antioxidantes; al igual que las vitaminas,
acido ascérbico, a-tocoferol, B-caroteno y acido félico, las cuales actian como

atrapadores de las EROs®46-°¢,
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Xantina NADPH
oxidasa oxidasa

2GSH
GSSG ¢

s

Figura 5. Mecanismo general de produccién y neutralizacién
de especies reactivas de oxigenos.

En la figura 5 la oxidacion del oxigeno (O2) por accién del metabolismo
celular tiene como producto el ién superéxido (O"2); generado por los procesos
metabdlicos del reticulo endoplasmico (RE) y xenobidticos. El O",; es degradado
por la enzima superoxido dismutasa (SOD), produciendo peréxido de hidrogeno
H-O2 el cual también es generado por los peroxisomas (PX). El H2O. es
sustrato de la enzima glutatién peroxidasa (GPX) que emplea como cofactor a
dos moléculas de glutation reducido (GSH) oxidandolo a (GSSH) en la
reaccién, para reducir el HoO, a agua (H20). La catalasa (CAT) es otra enzima

que emplea como sustrato al H2Oz reduciéndolo a HxO®.

2.2.3.3. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se define como el desbalance entre la produccién de
las EROs y la defensa antioxidante el cual provoca un dafio organico conocido
como estrés oxidativo, que lleva a una variedad de cambios fisiologicos y

biogquimicos los cuales ocasionan el deterioro y muerte celular**4757:%8,
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El estrés oxidativo puede provenir de:
e Una deficiencia del sistema de defensa antioxidante.
e Un incremento de la formacién de especies reactivas de oxigeno, cuya
alta reactividad puede provocar: peroxidacion lipidica, dano de la

membrana celular, rotura del ADN, degradacion proteica.

El aumento de varios de estos agentes oxidantes a la vez, provoca
cambios biolégicos de manera progresiva en el organismo, siguiendo mas o
menos un patron comun y la acumulacion progresiva de estos cambios

ocasiona la enfermedad?®.

Inflamacidon Medicamentos

Tabaco R / j Contaminantes

Radiacion
lones /*=_ - Radicales :
metdlicos libres -4;f7 Acidos grasos
ﬁf % poliinsaturados
Ejercicio Alteracién
extremo mitocondrial

Estrés
P oxidativo iy

Envejecimiento \ Gancer
\ Diabetes
Enfermedades l
cardiovasculares Enfermedades Enfe’rr.nedades
hepéaticas

neurodegenerativas

Figura 6. Generacion exdgena de radlcales libres y
efectos adversos del estrés oxidativo®.

2.2.3.4. Estrés oxidativo por detenimiento

El estrés puede definirse como modificaciones fisicas y psicolégicas que
alteran la homeostasis y el equilibrio de los organismos. El estrés es conocido
como una de las razones mas importantes de varias enfermedades.
Recientemente se han asociado varios modelos de estrés con una mayor
generacion de radicales libres y alteracion en las actividades de enzimas

antioxidantes'#1S.
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Estas alteraciones se explican como un mecanismo de resistencia a los
efectos negativos de las especies reactivas de oxigeno (EROs). La lesion de la
membrana después de la peroxidacién lipidica provoca la alteracién de la
integridad del tejido®. Por lo tanto, para neutralizar las EROs, el cuerpo utiliza
principalmente superdxido dismutasa (Cu, Zn-SOD), catalasa (CAT) y glutation
peroxidasa dependiente de selenio (Se-GSH-Px) y antioxidantes no
enzimaticos como Glutation reducido (GSH)'®. Se ha informado de que el
estrés de inmovilizacidn es un método facil y conveniente para inducir tanto la
tensidon psicoldgica (reaccidbn de escape) como el estrés fisico (trabajo
muscular), lo que resulta en una movilidad y agresividad restringida®’, es decir
un estrés psicofisiolégico tipico, el cual induce la formacion de EROs y conduce

a la peroxidacion'® .

2.2.4. Accion analgésica

La analgesia es considerada imprescindible, especialmente cuando se
trata de dolor de tipo crénico, donde toda situacion algica debe someterse a
una estrategia analgésica previa, antes de aplicarle el correspondiente
tratamiento frente al dolor. Dentro de los grupos analgésicos tenemos a:
Farmacos Analgésicos opidceos (O. débiles o menores, O. mayores y O. de
accién mixta); Farmacos analgésicos-antitérmicos y antiinflamatorios no
esteroideos (AINEs). Estos representan el grupo de analgésicos mas utilizados
de forma rutinaria en el ambito hospitalario y extrahospitalario, si bien a
menudo se confunde la eficacia antiflogistica y analgésica de los mismos®'.

La eficacia analgésica es, en general, de grado moderado a medio, lo

que significa que los AAP/AINEs son capaces de aliviar un numero elevado de
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dolores y molestias de caracter muy diverso: cefaleas, artralgias de variada
etiologia, mialgias, tendinitis, dismenorreas, dolores dentarios, dolores
postoperatorios y postraumaticos de intensidad moderada, ciertos colicos (p. €j.
renales), dolores oncoldgicos en sus fases iniciales.

Su efecto antialgico maximo es claramente inferior al que se obtiene con
dosis ¢ptimas de analgésicos opiaceos y aunque este efecto es dosis
dependiente, el maximo de eficacia antidlgica de los AINEs se consigue al
duplicar, en algunos casos triplicar, la dosis del farmaco, no produciéndose
incrementos de la actividad antidlgica al aumentar mas la dosis de los AINEs.
Su utilizacion preferente es el dolor con etiologia somatica, intensidad
moderada y cierto componente inflamatorio. Escasamente eficaces en dolor
neuropatico (neuralgias de diversa indole)®2.

La accién analgésica de los AINEs tiene lugar tanto en los tejidos
periféricos como en el SNC. A nivel periférico, mediante inhibicion de la sintesis
de las prostaglandinas producidas por ambas isoformas de la COX, en
respuesta a una agresion o lesion tisular; impiden de ese modo que las PG
contribuyan, mediante su accion sensibilizadora sobre las terminaciones
nerviosas nociceptivas, a aumentar la accién estimulante dolorosa de otros
mediadores alli liberados (histamina, bradiquinina, etc.). En el SNC, en aquellas
situaciones que originan sensibilizacién espinal como consecuencia de una
estimulacion sostenida de aferencias nociceptivas periféricas, el efecto
analgésico o antihiperalgésico de los AINEs parece depender de la inhibicién
preferente de la forma constitutiva de la COX-2. Es posible que en la accién

analgésica del paracetamol intervenga su actividad anti-COX-3 63,
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2.2.4.1. Mecanismos de analgesia

Debido a sus mudltiples etiologias y mecanismos, el dolor sigue siendo un
problema no resuelto. Los tratamientos farmacoldgicos convencionales se
basan en: a) La interaccidn con receptores de membrana (p.ej. opioides), b) La
inhibicibn de enzimas que participan en la sintesis de transmisores (p.ej.
AINEs) y c¢) la manipulacion farmacoldgica de los gradientes anidnicos en la
interfase, tanto a nivel del sistema nervioso central como periférico®?.

Todos estos farmacos inhiben la actividad de la cicloxigenasa. Esta
enzima convierte el acido araquidonico en endoperdxidos ciclicos (PGG2 y
PGH2), los cuales se transforman en prostaglandinas, prostaciclinas y/o
tromboxanos®. Siendo estos los que participan en los fenémenos inflamatorios,
ejerciendo un efecto de bronco constriccion y vasodilatacién, como también en
el incremento de la permeabilidad capilar®.

El mecanismo de accién de los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs),
es la inhibicibn de la ciclooxigenasa. Como consecuencia se inhibe la
formacion de prostaglandinas (PGE y PGL) a partir del acido araquidénico
membranario de distintos tipos celulares. Se han identificado 2 isoformas, la
COX-1y COX-2 .

Sin embargo, el mecanismo intimo de inhibicion es diferente entre ellos:
el acido acetil salicilico es un inhibidor irreversible, por acetilacion de un residuo
de serina del centro activo; los AINEs inhiben a la cicloxigenasa de forma
competitiva y estereoespecifica, por tanto de forma reversible, siendo el grado
de reversibilidad variable entre ellos. La COX-1 se expresa constitutivamente
en ciertos tejidos incluyendo estémago, intestinos, rifiones, y en las plaquetas;

por el contrario, la COX-2 se expresa constitutivamente en un nimero limitado
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de tejidos, incluyendo el cerebro, el rifidbn y el aparato reproductor. Se ha
demostrado que la COX-2 es la isoforma de la enzima que resulta inducida por
los estimulos proinflamatorios, y propuesta como principal responsable de la

sintesis de los mediadores prostanoides del dolor, la inflamacién y la fiebre®'.

- = CO,H

Acido araquidonico

COX-1 COX-2
“ l ”e "Inducibh"
Constitutiva AINEs
COXIBS
Prostaglandinas Prostaglandinas
Proteccion de la Mediadores del dolor,

mucosa Hemostasia inflamacion, y fiebre
gastrica

Figura 6. Estructura de la ciclooxigenasa. Mecanismo de accion de los AINE s%.
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. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Materiales, equipos y reactivos

3.2.1. Material Bioldgico

Ratas albinas (Rattus norvegicus) adultas cepa Holtzman, de
ambos sexos (3 meses de edad, peso promedio 200-250 g.).
Ratones albinos (Mus musculus) adultos cepa albina Balb. de
ambos sexos (peso promedio 25-30 g.)

Muestra vegetal de hojas de Senecio canescens (Humb. & Bonpl.)

Cuatrec. “vira-vira”.

3.2.2. Equipos

Molino manual.

Balanza analitica Mettler (precision de 0.0001 g.).
Estufa conveccion forzada — MEMMERT.
Potenciometro Modelo PHS-W (Biolab)
Pletismémetro Digital LE 7500 — PANLAB.
Medidor Tail-flick LE 7106 — PANLAB.

Espectrofotometro UV-VIS Agilent cary 8454.

3.2.3. Materiales

Pipetas Pasteur.
Sondas orogastricas para rata y ratén.
Termdmetro ambiental.

Embudo de vidrio.
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* Frascos de color ambar.
« Material volumétrico.

« Cepo para ratas.

3.2.4. Reactivos

» Solucién salina estéril 0.9 % (p/v).

« Ibuprofeno USP (LOT: R024XO0) .

« Prednisona USP (LOT: O0G356).

» Tramadol (TRAMAL- Grunenthal).

«  Vitamina C (L-Acido Ascérbico - SIGMA-ALDRICH®).

« Butilhidroxitolueno (BHT) SIGMA-ALDRICH®.

- 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) SIGMA-ALDRICH®,

« Kit para determinar la actividad de la enzima Gilutation Peroxidasa
(RANSEL-RANDOX)

+ Kit para determinar la actividad de la enzima Superoxido
Dismutasa (RANSOD-RANDOX).

« Perdxido de hidrogeno 30 %.

« Etanol 96°.

» Agua destilada.
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3.2. Métodos y técnicas
3.2.1. Recoleccién y desecacion del material botanico

Se colectaron las hojas de la especie Senecio canescens (Humb. &
Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira” (Fig. 8) en el centro poblado de San Francisco de
Pucurhuay, distrito de Ticlacayan, provincia de Pasco a una altitud de 4000-
4500 msnm, en el mes de noviembre del 2016. Posteriormente se confirmd su
identidad en el Museo de Historia Natural de la UNMSM (Constancia N° 014-

USM-2017) (Anexo 1).

Figura 8. Especie botanica estudiada.

La muestra colectada se limpié con alcohol etilico 96° v/iv y algodén
medicinal para luego secarse en estufa de conveccion forzada a 39°C por un

tiempo de 48 horas. Finalmente, se realizé la molienda en un molino manual.

3.2.2. Obtencion del extracto hidroalcoholico de Senecio canescens

(Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira”.

Para la preparacién del extracto se empled un método similar al descrito

|66

por Arroyo et al®. Se tomaron 500 gramos de hojas secas-molidas de Senecio

canescens (Humb. & Bonpl) Cuatrec. ‘“vira-vira” y fueron maceradas y
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extraidas en 2000 mL de una mezcla de etanol: agua (70:30), por 7 dias con
agitacion diaria, se repitio el procedimiento por 2 veces. El filtrado se concentrd
hasta sequedad en una estufa de circulacion de aire forzada a 39°C
obteniéndose asi el extracto hidroalcohélico, con el cual se realiz6 los ensayos
fisicoquimicos (solubilidad, marcha fitoquimica, ensayos cromatograficos,
determinaciones espectrales), y bioldégicos (toxicidad y el efecto
antiinflamatorio, analgésico y antioxidante), asi mismo el exiracto fue
conservado a una temperatura de 1-3°C en frasco ambar herméticamente
cerrado y refrigerado evitando su exposicidén a la luz solar para prevenir su

degradacion (Anexo 3).

3.2.3. Preparacion de los animales de laboratorio

Se emplearon ratas (Rattus novergicus) cepa Holtzman de 200 a 250 g
de peso y ratones cepa Balb entre 25 — 30 g de peso, todos en buen estado de
salud, adquiridos en el Bioterio de la Universidad Peruana Cayetano Heredia
(Anexo 2), los que fueron alojados en jaulas metélicas de crianza para su
aclimatacién por una semana previa a los ensayos, con agua y alimento ad
libitum. La temperatura ambiental fue de 22-27 °C y 70-80 % de humedad
relativa con 12 horas de luz/oscuridad. La investigacion se llevd a cabo
cumpliendo debidamente las normas de ética para el uso de animales de
experimentacién (segun Guia de manejo y cuidado de animales de laboratorio -

Etica de la experimentacién animal. MINSA-INS)®’.
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3.2.4. Ensayos fisicoquimicos
3.2.5.1. Determinacioén de la solubilidad

Se utilizd6 como muestra problema 10 mg de extracto hidroalcohdlico
seco al que se agregd un mL de solvente. Los solventes utilizados fueron: n-
hexano, éter etiico, diclorometano, cloroformo, metanol, agua, butanol vy

etanol®® (Anexo 4).

3.2.5.2. Marcha fitoquimica.
Tiene como objetivo determinar los metabolitos secundarios de la
especie vegetal®® % (Anexo 5).
Deteccion de alcaloides
Se utiliz6 50 mg de extracto libre de solvente, fueron agitados con diez
mL de acido clorhidrico diluido y posteriormente fueron filirados. El filtrado se
ensayé cuidadosamente con varios reactivos para la identificacion de
alcaloides como:
e Prueba de Dragendorff
A tres mL de filirado, se afadi®é un mL de reactivo de Dragendorff. Un
precipitado amarillo prominente indica que la prueba es positiva.
e Prueba de Mayer
A dos mL de filtrado, se anadieron dos gotas de reactivo de Mayer por las
paredes del tubo de ensayo. Un precipitado blanco o cremoso indica que la
prueba es positiva.
e Prueba de Popoff
A dos mL de filirado, se anadieron dos gotas de reactivo de Popoff por las
paredes del tubo de ensayo. Un precipitado amarillo indica que la prueba es

positiva.

35



Deteccion de componentes fendlicos y taninos

o Reaccion de Shinoda: deteccion de flavonoides
El extracto (50 mg) se disolvié en cinco mL de agua y se anadié fragmentos
de magnesio metalico y acido clorhidrico concentrado (gota a gota). Si se
desarrolla color rosado a carmesi, se deduce la presencia de flavonol-
glucésidos.

e Prueba Salkowski: flavonoides con nucleo esteroidal
Se tom6é 50 mg de muestra en un mL de cloroformo, se disolvié en un mL
de acido sulfurico concentrado. La prueba es positiva flavonas y flavonoles
si se observaran coloraciones amarillas; para flavonas coloraciones naranja-
guinda, para chalconas coloraciones rojo-azuloso, y la presencia de
quinonas se detecta con coloraciones rojo-purpura.

e Prueba de cloruro férrico: compuestos fenélicos
El extracto (50 mg) se disolvié en cinco mL de agua destilada y se le anadi6
cuatro gotas de solucion de tricloruro férrico al 5 % neutro. Un color verde
oscuro indica la presencia de compuestos fendlicos.

e Prueba de Gelatina: deteccion de taninos.
El extracto (50 mg) se disolvié en cinco mL de agua destilada y se le anadi6
dos mL de una soluc. de gelatina (1%) que contiene cloruro sédico al 10 %.
El precipitado blanco indica la presencia de compuestos fendlicos.

Deteccion de fitoesteroles

e Prueba de Liebermann-Burchard: deteccion de triterpenoides vy
esteroides
El extracto (50 mg) se disolvi6 en dos mL de anhidrido acético y se le

anadié lentamente dos gotas de acido sulfdrico concentrado por las paredes
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del tubo de ensayo. Cambios de colores en tonalidades de rojo, azul o

verde muestra la presencia de fitoesteroles.

Determinacion de carbohidratos

Prueba de Molish

A dos mL de filtrado, se anadieron dos gotas de solucién alcohdlica de alfa-
naftol, se agitd bien la mezcla y se afadié lentamente un mL de &cido
sulfurico concentrado a lo largo de los lados del tubo de ensayo y se dejo

reposar. Un anillo violeta indica la presencia de carbohidratos.

Deteccion de glicosidos

Se hidrolizaron 50 mg de extracto con acido clorhidrico concentrado durante
2 horas en un bano de agua, se filtr6 y el hidrolizado se sometié a los
siguientes ensayos.

Prueba de Baljet: deteccion de lactonas

Se utilizd dos soluciones que se mezclan en iguales volumenes antes de
usarse. Solucién A: se coloca un gramo de &cido picrico en 100 mL de
etanol. Solucién B: Se agregan diez gramos de NaOH en 100 mL de agua.
Para la prueba se agregd 100 pL de la muestra y tres gotas del reactivo. La
prueba es positiva si adquiere una coloracidén naranja o rojo oscuro.

Prueba de Borntrager: detecciéon de quinonas

A dos mL de hidrolizado filtrado, se afadieron tres mL de cloroformo y se
agitaron, se separa la capa de cloroformo y se le afadié la solucién de

amoniaco al 10 %. El color rosa indica la presencia de glicésidos.
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e Prueba de Keller-Killiani: deteccidon de desoxiazucares
Se tom6é un mL de muestra y se disolvid en dos mL de reactivo de Keller,
luego se agreg6 por las paredes del tubo dos mL de reactivo de Killiani. En
la zona de contacto de los dos liquidos se produce un anillo color rosa o rojo
pardo.
Deteccion de aminoacidos libres
El extracto (100 mg) se disolvié en diez mL de agua destilada y se filtr6 a través
de un papel de filtro, elfiltrado se sometidé a la prueba para aminoacidos libres.
e Prueba de Ninhidrina
Se anadié dos gotas de solucion de Ninhidrina (10 mg de ninhidrina en 200 mL
de acetona) a dos mL de filtrado acuoso. Un color purpura caracteristico indica
la presencia de aminoacidos.
Deteccion de saponinas
El extracto (50 mg) se diluyé con agua destilada y se completé hasta 20
mL. La suspension se agitd en una probeta durante 15 min. Una capa de

espuma mayor a dos centimetros indica la presencia de saponinas.

3.2.5.3. Cromatografia en capa fina
Se utilizaron placas comerciales de silica gel 60 GF 254 Merck, de 10
cm x 10 cm x 0,25 mm y placas de 20 x 20 cm x 0,25 mm con un indicador
fluorescente. Las placas se desarrollaron en el sistema de fase mévil de
tolueno: acetato de etilo: acido férmico (36:12:5). Se utiliz6 una técnica
ascendente con desarrollo simple. El extracto seco se disolvié en agua vy
posteriormente se extrajo con acetato de etilo, la porcion de acetato de etilo

fue evaporada hasta sequedad y luego se reconstituyd con metanol para su
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posterior sembrado en la placa cromatografica. Para la identificacion de las
manchas se utiliz6 una lampara UV con posibilidad de hacer observaciones
de fluorescencia a 254 y 366 nm. Los metabolitos secundarios encontrados
fueron separados (por raspado) y disueltos con metanol absoluto, luego se
filtrd y las alicuotas obtenidas se emplearon en la identificacion de posibles
metabolitos mediante Espectroscopia UV-Visible. (Anexo 6)

Las fracciones que presentaron fluorescencia frente al UV a 366 nm se
llevaron al andlisis espectrofotométrico UV, finalmente se analiz6 los
espectros UV de estas fracciones y permitid identificar dos posibles

metabolitos flavonoidales y compararlos con una tabla de referencia’.

3.2.5. Ensayos biolégicos
3.2.5.1. Toxicidad oral aguda

Se aplicé el Test N° 423, método de la Organizacion para la
Cooperaciéon Econémica y Desarrollo (OECD)’'. Se siguié el procedimiento
utilizado para una dosis inicial de 2000 mg/kg.

En la primera fase del ensayo se utilizaron 3 ratas hembras a las cuales
se le administraron por via oral una dosis de 2 000 mg/kg de extracto. Para la
segunda fase del ensayo se utilizan 3 ratas hembras, de acuerdo al resultado
obtenido se procedi6 segun el Anexo 7.

La administracion de los extractos se realizd, previo ayuno de 16 h,
concluida la administracion, las ratas fueron observadas a los 30 minutos, 1, 2,
4, 6 y 12 horas, después todos los dias hasta los 14 dias; asimismo se controlé
el peso corporal todos los dias y se registrd la aparicion y duracién de cualquier

signo de toxicidad.
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3.2.5.2. Efecto antiinflamatorio

El efecto antiinflamatorio fue evaluado mediante el modelo biolégico de

edema plantar inducido por carragenina descrito por primera vez por Winter

and Porter’? en el afio 1957, posteriormente modificado por Sughisita et al.”® en

el ano 1981.

Se emplearon 36 ratas albinas de 200 = 20 g de peso corporal, sometidas a

ayuno 12 horas antes de iniciar el ensayo, con agua ad libitum y distribuidas

aleatoriamente en seis grupos de seis ratas cada uno, y tratados via oral de la

siguiente manera:

Tabla 3. Grupos en estudio para la evaluacion del efecto antiinflamatorio

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3

Grupo 4

Grupo 5

Grupo 6

Control

Estandar 1

Estandar 2

Tratamiento 1

Tratamiento 2

Tratamiento 3

Solucion de CMC al 0,13 %.
lbuprofeno 120 mg/kg de peso corporal por
V.0O.

Prednisona 1,2 mg/kg de peso corporal por
V.0O.

Extracto hidroalcohdlico de Senecio canescens
(Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira” 100 mg/kg
de peso corporal por V.O.

Extracto hidroalcohdlico de Senecio canescens
(Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira” 250 mg/kg
de peso corporal por V.O.

Extracto hidroalcohdlico de Senecio canescens

(Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira” 500 mg/kg
de peso corporal por V.O.

Media hora después se inyecté 0,1 mL de carragenina al 1 % en la

aponeurosis subplantar de la pata derecha. El diametro de la pata inyectada

fue controlado a las 0, 1, 2, 3, 5 y 7 horas después de inducir la inflamaciény

aplicar los tratamientos usando un pletismémetro digital (Anexo 8).
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El porcentaje de inhibicién de la inflamacién de cada grupo (n= 6) fue

obtenido como sigue:

Ct - Co)control - (Ct - Co)tratad
Inhibicién (%)=(( o)control - (Ct- Co)trata 0) x 100

(Ct- Co)control

Donde Ct es el volumen desplazado en un tiempo t después de la
administracion de la carragenina y Co es el volumen desplazado antes de la

administracion de la carragenina.

3.2.5.3. Efecto analgésico.

Se realizé una exploracion del dolor con la prueba de retirada de la cola
(Tail Flick Test)”*"®, en la cual se utiliza calor irradiado, haciendo incidir un haz
de luz en la union del tercio distal y medio de la cola del roedor, y finaliza
cuando el roedor retira la cola, midiendo el tiempo de latencia.

Se realizé una prueba de respuesta en cola de los animales para ajustar
la intensidad de la fuente de calor capaz de producir una latencia de 3 a 4
segundos, ademas se utiliz6 un tiempo de corte de 10 segundos para minimizar
el riesgo de daro tisular.
La medicion del periodo de latencia (tiempo que el animal es capaz de soportar
la radiacion) se realiz6 de la manera siguiente: la primera medicion fue previa a
la administracién y la segunda 30 minutos después de la administracién de las
sustancias en estudio (Anexo 9).
Se trabajo con los siguientes grupos experimentales cada uno conformado por
8 ratones albinos adultos cepa albina Balb. y peso promedio 25-30 g descritos

en la tabla 4.
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Tabla 4. Grupos en estudio para la evaluacion del efecto analgésico.

Suero fisioldgico por via orogastrica (V.O.),

Grupo 1 Control 0,1 mL/10 g de peso corporal.

Grupo 2 Estandar Tramadol 10 mg/kg de peso corporal por V.O.
Extracto hidroalcoholico de Senecio canescens

Grupo 3 Tratamiento 1 (Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira” 400

mg/kg de peso corporal por V.O.

Extracto hidroalcohdlico de Senecio canescens
Grupo 4 Tratamiento 2 (Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira” 800

mg/kg de peso corporal por V.O.

Extracto hidroalcohdlico de Senecio canescens
Grupo 5 Tratamiento 3 (Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira” 1200

mg/kg de peso corporal por V.O.

Los datos generados utilizando la prueba Tail-flick se expresan como el

porcentaje de efecto maximo posible (EMP) de analgesia:

% EMP= (latencia post administracion - latencia basal) 100
° - (tiempo de corte (10 seq) - latencia basal)

3.2.5.4. Actividad antioxidante in vitro

Se utilizd el método de barrido de radicales libres difenilpicrilhidrazilo
(DPPH) segln lo descrito por Brand-Willams et al.”®. El DPPH se caracteriza
por ser un radical estable gracias a la deslocalizacién de su electron libre y su
color violeta oscuro que posee una banda de absorcion de 520 nm

aproximadamente cuando se encuentra disuelto en metanol”’.

e
- D D

Difenilpicrilhidrazil (No radical) Difenilpicrilhidrazil (Radn:al libre)
Figura 9. Estructura del DPPH en su forma radical y no radical’”.
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Cuando una solucion de DPPH se mezcla con una soluciéon donadora de

protones como un antioxidante, el radical se reduce perdiendo la intensidad de

color y su absorbancia dandose la siguiente reaccion:

DPPH' + AH > DPPH + A’

Procedimiento:

Se prepard la solucion stock de DPPH 20 mg/L usando como disolvente
metanol, posteriormente esta solucién fue ajustada a 0,7 £ 0,01 de absorbancia
en un espectrofotdmetro Agilent Cary 8454 a 517 nm. El extracto fue evaluado
por triplicado, a diferentes concentraciones de 0.5, 1, 25, 50, 100 y 200 pg/mL,
utiizando como farmacos control, vitamina C y butilhidroxitolueno (BHT). La
absorbancia a 517 nm fue determinada 30 minutos después de iniciada la

reaccion (Anexo 10).

Tabla 5. Esquema de trabajo para el ensayo de antioxidantes (DPPH).

Blanco de muestra  Patron de referencia  Muestra o estandar

Metanol 1500 pL 750 uL
Muestra 750 pL 750 L
DPPH 1 500 pL 1 500 pL

Reposar por 30 minutos en oscuridad. Leera 517 nm.

Se calculé el % de inhibicién (% Inh) de acuerdo a la siguiente férmula.

Al — A2
%Inh=[1—< 13 )]xlOO

A1= Absorbancia de la muestra o estandar
A2= Absorbancia del blanco de muestra

A3= Absorbancia del patrén de referencia
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3.2.5.5. Actividad antioxidante in vivo

Se utilizaron 30 ratas albinas adultas (Rattus norvegicus) de cepa
Holtzman con peso promedio de 200-250 g, las cuales fueron distribuidas
aleatoriamente en cinco grupos de seis ratas cada uno, administrando el
extracto a dosis de 100, 200 y 300 mg/kg de peso por via oral durante 10 dias.
Treinta minutos después de la administracion de los tratamientos los animales
fueron sometidos a estrés por inmovilizacién segin el método de Inue et al’®,
para lo cual se los coloco en cepos individuales de inmovilizaciéon (Anexo 11)

durante 4 horas aldia durante 10 dias.

Tabla 6. Grupos en estudio para la evaluaciéon de la actividad antioxidante in vivo.

Suero fisioldgico por via orogastrica (V.0.), 0,1
mL/10 g de peso corporal.

Suero fisioldgico por V.O. + Estrés por
inmovilizacion.

Extracto hidroalcohdlico de Senecio canescens
(Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira” 100 mg/kg
de peso corporal por V.O. + Estrés por
inmovilizacion.

Extracto hidroalcohdlico de Senecio canescens
(Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira” 200 mg/kg
de peso corporal por V.O. + Estrés por
inmovilizacion.

Extracto hidroalcohdlico de Senecio canescens
(Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira” 300 mg/kg
de peso corporal por V.O. + Estrés por
inmovilizacion.

Grupo 1 Blanco

Grupo 2  Estrés

Grupo 3  Tratamiento 1

Grupo 4  Tratamiento 2

Grupo 5  Tratamiento 3

Al culminar los 10 dias de ensayo los animales fueron anestesiados con éter
etiico y se extrajo 5 ml de sangre por puncion cardiaca de cada uno (Anexo
12) y cada muestra de sangre fue utilizada para determinar la actividad de los
marcadores bioldgicos: superoxido dismutasa (SOD), glutatién peroxidasa

(GPx), catalasa (CAT) y especies reactivas del acido tiobarbitirico (MDA).
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3.2.5.5.1. Determinacion de la Actividad de la enzima Superoxido
Dismutasa (SOD)
Método

Se utiliz6 el kit comercial RANSOD de la casa comercial RANDOX,
basado en el método de Mc Cord y Fridovich”.

La funcién de la superdxido dismutasa (SOD) es acelerar la dismutacion
de un radical toxico, el radical superoxido (O2.), producido durante un proceso
oxidativo enérgico, en peréxido de hidrégeno y oxigeno molecular.

Este método emplea Xantina y Xantin oxidasa (XOD) para formar
radicales superoxido, los cuales reaccionan con cloruro de 2-(4-yodofenil)-3-(4-
nitrofenol)-5-fenil tetrazolio (LN.T) para formar un colorante formazan rojo. Se
mide la actividad de la superdxido dismutasa por el grado de inhibicién de esta
reaccion. Una unidad de SOD es la que causa un 50 % de inhibicién del valor
de reduccion de INT bajo las condiciones del analisis.

Xon |
Xantina = Acido urico + Os™

LN.T + O, = Colorante formazan
SOD
O+ 05 +2H" 2 Os + HOo

Tabla 7. Composicion de los reactivos RANSOD para determinar la actividad de SOD.
Concentraciones iniciales de las

Componentes Soluciones
R1a. Sustrato Xantina 0,05 mmol/l
mixto ILN.T. 0,025 mmoll
. CAPS 40 mmol/l, pH 10,2
R1b. Tampon EDTA 0.94 mimol
R2. Xantin Oxidasa 80 U/I
CAL Patréon 5,24 U/mL
Diluyente Tampon Fosfato 0,01 mol/l, pH 7,0

Nota: Sustrato mixto (R1)= sustrato mixto (R1a)+ Tampon (R1b)
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Preparacion de muestra

Se utilizd muestras de sangre entera con EDTA. Se centrifugd 0,5 mL de
sangre entera durante 10 min a 3 000 rpm después se aspiré el plasma.
Se lavd los eritrocitos 4 veces con tres mL de solucién de NaCl al 0,9 %,
centrifugando durante 10 min a 3 000 rpm después de cada lavado.
El centrifugado lavado de eritrocitos se completé con dos mL de agua
bidestilada fria. Luego se mezclé y dejé reposar durante 15 min a 4°C. El lisado
se diluyé con 0,01 mol/L de Tampdn Fosfato pH 7,0, de forma que el porcentaje

de inhibicion caiga entre el 30 y el 60 %.

Preparacion de patrones

Tabla 8. Preparacion de patrones para curva de calibracién SOD.
Patrdon Concentracion Volumen de solucion patrédn  Volumen de diluyente

S6 5.24 U/mL Patrén neto -

S5 2.62 U/mL 5 mL de S6 5mL
S4 1.31 U/mL 5 mL de S5 5mL
S3 0.655 U/mL 5 mL de S4 5mL
S2 0.218 U/mL 3 mL de S3 6 mL

Procedimiento
Las muestras y los patrones (S2-S6) se analizaron siguiendo lo descrito en la
tabla, con los resultados obtenidos de los patrones se graficé una curva de

calibracion.
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Tabla 9. Protocolo de andlisis para determinar la actividad de SOD.

Muestra Patrones (S2-S6) Muestra
diluyente
Muestra 20 uL
Patron 20 uL
Diluyente 20 uL
Sustrato mixto (R1) 680 pL 680 pL 680 pL
Mezclar bien
Xantina Oxidasa (R2) 100 pL 100 pL 100 pL
Mezclar bien

Condiciones de trabajo: T° 37°C; 505 nm; Tiempo 1= 30 seg ; Tiempo 2: 3 min.

Calculos
indice de Muestra (AAbs/min)

Abs(t2) - Abs(t1)
3

AAbs/minde patrén o de muestra=

indice de muestra diluyente (indice S1) =indice de reaccion sin inhibir = 100 %
Porcentaje de Inhibicién (% Inh)

Todos los indices tanto de los patrones como de las muestras fueron
convertidos en porcentajes del indice del diluyente de muestra y sustraidos del

100 % para obtener un porcentaje de inhibicion:

% Inh=100 -

AAbs patrén o muestra/min x 100]
AAbsS1/min

Se utilizé el porcentaje de inhibicién de la muestra para obtener las unidades
de SOD de la curva patrdn, la cual se obtuvo por regresion lineal relacionando
la concentracion de la actividad de SOD (U/mL) y porcentaje de inhibicion (%
Inh.). Con el fin de obtener una funcién lineal se trabajé con el logaritmo de U

SOD/mL.

47



1.000

0.800 —
0.600 y = 0.0176x - 0.6654
3 R = 0.9892
£ 0400
S 0.200 =
® 0.000 : : , : !
s -O.ZOOO*LO—MO 00 60.00 80.00 100.00
o
-
-0.400
-0.600 /
-0.800

% Inh

Figura 10. Curva de calibracion para la determinacion de la actividad de SOD.

U SOD/ml de sangre entera = U SOD en la curva patréon/ml x Factor Dilucién

3.2.5.5.2. Determinacion de la Actividad de la enzima Glutation Peroxidasa
(GPx)
Método
Se utilizd el kit comercial RANSEL de la casa comercial RANDOX,
basado en el método de Plagia y Valentine®. Este método se fundamenta en la
oxidacién de la glutation (GSH) por el hidroperoxido de cumeno catalizado por
la GPx; en presencia de glutation reductasa (GR) y NADPH, el glutation
oxidado (GSSG) es inmediatamente convertido a su forma reducida con la
concomitante oxidacién de NADPH a NADP+, midiéndose la disminucion de
absorbancia a 340 nm por la desaparicion de NADPH.

GPX
2GSH + ROOH - ROH + GSSG + H20

GR
GSSG + NADPH + H" > NADP* + 2GSH
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Tabla 10. Composicién de los reactivos RANSEL para determinar la actividad de GPx.
Concentraciones iniciales de las

Componentes Soluciones
B8 Gluaion Reduc 2 05 Un
. utation Reductasa >0,

Reactivo  NADPH 0,34 mmol/
R1b. Tampon fosfato 0,05 moll, pH 7,2
Tampon EDTA 4.3 mmol/l
Ro. Hidroperéxido de 0,18 mmol/

cumeno

Fosfato Potasico 10,3 mmol/l
Diluyente Fgrripianida,Pgtésica 6.08 mmol/l

Cianida Potasica 7,68 mmol/l

Surfactante 0.1% viv

Nota: Reactivo R1= Reactivo (R1a)+ Tampon (R1b)

Preparacion de muestra
Se utilizd sangre entera con EDTA, se tomd 0,05 mL de muestra la cual se
diluyo con dos mL de diluyente RANSEL.

Procedimiento

Las muestras se analizaron siguiendo lo descrito en la tabla 11.

Tabla 11. Protocolo de analisis para determinar la actividad de GPx

Muestra Blanco
Muestra 10 uL
Agua destilada 10 uL
Reactivo R1 500 uL 500 uL
Hidroperoxido de cumeno (R2) 20 yL 20 yL

Condiciones de trabajo: T° 37°C; 340 nm; T1= 1 min ; T2: 2 min; T3: 3 min

Calculos

U/L de hemolizado = 8 412 x AA 340 nm/minuto

3.2.5.5.3. Determinacion de la Actividad de la enzima Catalasa (CAT)

Método

Basado en el estudio de Hugo Aebi’® en el afio 1984. Se fundamenta en

que el peroxido de hidrogeno, en el rango ultravioleta, muestra un continuo
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incremento de absorcion al disminuir la longitud de onda. La descomposicion
del peréxido de hidrégeno puede ser medida directamente por la disminucion
en la absorbancia a 240 nm. La diferencia en absorbancia por unidad de tiempo
es una medida de la actividad de la catalasa. Una unidad es definida como la
cantidad de enzima que puede descomponer un pmol de HxO2 por minuto a 25

°C aun pH = 7. Los resultados se expresan Ul CAT/mL sangre.

Preparacion de muestra
Se tomé diez yL de eritrocitos lavados, que se hemolizaron con dos mL de

agua destilada. Luego se tom6 50 yL del lisado para el analisis.

Procedimiento

Las muestras se analizaron siguiendo lo descrito en la tabla

Tabla 12. Protocolo de andlisis para determinar la actividad de CAT

MUESTRA BLANCO
Muestra 50 uL
Per6xido de hidrogeno 30 mM 3mL 3mL

Condiciones de trabajo: T: 25°C; 240 nm; Medir 0 seg. y cada 15 seg. por 1min.

Calculos

2,3 A1
KCAT) L == x log ( "~ )xFDx 1000

Dénde:

KCAT/mL: Actividad de la enzima CAT expresada por mL sangre
A t: Variacién de tiempo (seg)

FD: Factor de dilucion

A1: Absorbancia a 240 nm en tiempo 0

A2: Absorbancia a 240 nm en tiempo 15 seqg.
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3.2.5.5.4. Determinacion de especies reactivas del acido tiobarbiturico

El contenido de MDA fue determinado como sustancias reactivas del
acido tiobarbitarico (TBARS) mediante el método espectrofotométrico descrito
por Hong Yu®, el método se basa en la reaccién de una molécula de
malondialdehido (MDA) con dos moléculas de acido tiobarbitarico (TBA);
formando un aducto MDA-TBA2 estable y cuya coloracion varia desde el color

rosa al color rojo y que absorbe fuertemente a 532 nm.

O NH. S S« N. OH HO. _N_ SH
7N 2 90°C, 60 min t A0
0 0 NH ! Na AN

0 OH OH

Figura 11. Formacién y coloraciéon del aducto MDA-TBA®,

Procedimiento

Se tom6é un mL de eritrocitos lavados y se hemolizaron con un mL de
agua bidestilada fria. Se dejé reposar en bafo de hielo por 15 minutos. Luego
se tomd 0,5 mL para la determinacién de MDA, se adicion6 NaOH para separar
el MDA unido a las proteinas, las cuales son precipitadas afiadiendo el reactivo
acido tricloracético (ATC). Las sustancias reactantes con el TBA reaccionan
formando un compuesto coloreado, dichas sustancias fueron calculadas
usando el coeficiente de extincién molar 1,56 x 10° M x cm™.
El TBA reacciona con facilidad con peroxidos de acidos grasos, por esta razon
se adiciono el reactivo butilhidroxitolueno (BHT) para prevenir la autooxidacion

de acidos grasos no saturados.
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Tabla 13. Protocolo de andlisis para determinar TBARS

Blanco Muestra
Hemolizado 50 % 0,50 mL
Agua 0,50 mL
BTH 0.2 % 0,05 mL 0,05 mL
NaOH10 N 0,025 mL 0,025 mL

BM a 60°C x 30’. Hielo
TCA 18 % 1,2 mL 1,2 mL
Barfio de hielo. Centrifugar a 3500 rpm por 10 min

Sobrenadante 1,0 mL 1,0 mL
TBA/HCI 2,0 mL 2,0 mL

Mezclar. Hervir a 95 °C x 30’. Enfriar en hielo. Centrifugar a 6000 g x 10’.
Leera 532 nm

Calculos:

(AbsMP- AbsBL) 9
[TBARS]= . x FD x 10" nmol

Dénde:

TBARS: Sustancias reactivas del acido tiobarbitirico
AbsMP: Absorbancia de la muestra problema

AbsBL: Absorbancia del blanco

¢ : Coeficiente de extincién de MDA (1,56 x 10° M cm™ )

FD: factor de dilucién
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3.3. Analisis estadistico

Los datos se presentan como la media (promedio) +/- desviacidén estandar. La
diferencia entre los grupos tratados se determind mediante el analisis de
varianza (ANOVA), considerandose significativo p<0,05. Todo el procedimiento
se realizb con el programa SPSS (Stadistical Package for Socials Sciences),

version 21.0 en espafiol.

Error tipico o estandar de la media

Es el valor que cuantifica cuanto se apartan los valores de la media de la
poblacién. Es decir, el error estdndar de la media cuantifica las oscilaciones de
la media muestral alrededor de la media poblacional. Esta relacionado con el

intervalo de confianza.

Nivel de significancia (a)

Probabilidad de tomar la decisiéon de rechazar la hip6tesis nula (Ho) cuando
ésta es verdadera (decision conocida como Error tipo |, o "falso positivo").

. Ho (hipdtesis nula) = No hay diferencia entre ambos tratamientos.

. H1 (hipotesis alternativa) = Si existe diferencia.

Intervalo de confianza
Es un rango de valores en el cual se encontraria el valor del pardmetro, con
una probabilidad determinada. Generalmente se construye intervalos de

confianza con 95 % de probabilidad.

53



METODOS DE EXPERIMENTACION

ENSAYOS FISICOQUIMICOS ENSAYOS BIOLOGICOS
—  Prueba de solubilidad | Ensayo de toxicidad
aguda

Ensayo de efecto

—  Marcha fitoquimica ™ antiinflamatorio
| Ensayo de efecto
Cromatografia en capa fina y analgésico
—_— elucidacion por

espectrofotometria UV- VIS

Ensayo de actividad

antioxidante
|
I [
In vivo In vitro
' |
Determinacion de Ensayo de DPPH

la actividad SOD
|

Determinacién de

la actividad GPx
|

Determinacion de
la actividad CAT
|

Determinacién de
TBARS

Figura 12. Méetodos de experimentacion utilizados con el extracto hidroalcohdlico en los
ensayos fisicoquimicos y biolégicos del Senecio canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec.

“vira-vira”.
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IV. RESULTADOS

4.1. Pruebas fitoquimicas preliminares

Tabla 14. Solubilidad del extracto hidroalcohdlico de Senecio canescens
(Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira”. 25 °C.

Solventes Resultado
n-Hexano -
Eter etilico -
Cloroformo -
Metanol +
Agua +++

Diclorometano -
Butanol -

Etanol +++

Leyenda: Insoluble (-); Poco soluble (+); Soluble (++);

Muy soluble (+++)
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Tabla 15. Andlisis Cualitativo Fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de Senecio canescens
(Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira”.

Metabolitos . .
. Reaccion Observacion Resultado
secundarios
Dragendorff Precipitado rojo ++
Alcaloides Mayer Precipitado blanco +
Popoff Precipitado amarillo +
Flavonoides Shinoda Coloracién roja +++
Compuestos fendlicos Tricloruro férrico Coloracién verde 4+
Taninos Gelatina Precipitado blanco ++
Triterpenoides y Lieberman- Coloracioén verde
++
esteroides Burchard azulada
] Molish (alfa o
Azicares Coloracién violeta -
naftol)
Lactonas Baliet Ay B Coloracién naranja -
Desoxiazlcares Keller-Kiliani Anillo rosa +
. _ . Coloracion amarilla
Nucleo esteroidal Salkowski , 4+
a rojo
Quinonas Borntrager Coloracién rojo claro +
Aminoacidos libres Ninhidrina Coloracién morada -
, Prueba de .
Saponinas Espuma > 1 min +++
Espuma
Leyenda: No se evidencia presencia (-); Presencia de trazas (+); Presencia moderada (++);

Presencia abundante (+++)

Se destaca como constituyentes mayoritarios

la presencia de

flavonoides, compuestos fendlicos y saponinas. Esto un indicador favorable y

preliminar de

hidroalcohdlico presenta.

los principales efectos farmacolégicos que el

extracto
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Tabla 16. Andlisis de las bandas cromatograficas eluidas con metanol y caracteristicas
espectrofotométricas UV/Visible (Anexo 6)

Eluatos de las
fracciones Bandas espectrales
obtenidas por uv
cromatografia
Fracien _CO°" €M Bandal  Bandal
lampara UV
Amarillo
fluorescente
Amarillo
fluorescente

Metabolitos propuestos

308 nm 252 nm isoflavona

325 nm 266 nm Flavona o flavonoles

Las estructuras propuestas fueron determinadas de acuerdo Al Sistema de
identificacién planteado por Mabry T. et al.’®, comparando las bandas

espectrales (I y Il) obtenidas en el barrido espectral de 200- 600 nm.

4.2. Toxicidad aguda

Tabla 17. Resultados de la ensayo de toxicidad a dosis Unica.

Signos de Animales .
foicidad Muertos Peso promedio + DS
. 0 dias 170,33 + 4,71
Prf'mera 3 Ninguno Ninguno 7 dias 183,33 + 5,18
ase 14 dias 194,33 + 3,61
Segunda 0 dias 201,67 £ 5,02
fase 3 Ninguno Ninguno 7 dias 213,33+ 4,70

14 dias 224,67 + 4,32

Los resultados expuestos en la tabla 17 demuestran que el extracto
hidroalcohdlico de Senecio canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira” es
no toéxico, no se observod signos toxicidad ni muerte ademas el peso corporal se

comport6é acorde a la curva de crecimiento normal.
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4.3. Efecto antiinflamatorio

Tabla 18. Resultados de ensayo efecto antiinflamatorio.

Tratamientos Volumen (mL)

Tiempo (horas) 1 2 3 5 7

Grupo 1 (Carragenina) 1,00 1,35 1,41 1,32 1,24
Grupo 2 (Prednisona) 0,78 1,12 1,07 0,94* 0,64*
Grupo 3 (lbuprofeno) 0,70 1,13 1,13 0,88* 0,73*
Grupo 4 (EXT 100 mg/kg) 0,82 1,07 1,05 0,97 0,80*
Grupo 5 (EXT 250 mg/kg) 0,95 1,16 1,19 1,09 0,86*
Grupo 6 (EXT 500 mg/kg) 0,78 1,15 1,09 0,95* 0,77*

* Existe diferencia significativa entre las medias con respecto al grupo control
empleando un ANOVA con post test de Tukey. * p < 0.05, ** p <0.01. (Anexo
13)

En la Tabla 18 se detallan los resultados obtenidos como el promedio de
inflamacién en mL de la pata trasera al evaluar la actividad antiinflamatoria del
extracto hidroalcohdlico de Senecio canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec.
“vira-vira”.

La actividad antiinflamatoria segun el modelo de Winter and Porter’?,
evidencia la respuesta a la accién irritante de la carragenina en todos los
grupos luego de una hora de ser administrada. Se observa también la
tendencia antiinflamatoria en los mismos grupos después de las dos horas de

tratamiento.
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Figura 13. Curva tiempo-efecto promedio del wlumen de inflamacion para cada tratamiento
con el extracto hidroalcohélico de Senecio canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira”.

La accion irritante de la carragenina presenta una etapa de meseta entre las 2
a 3 horas, observandose una disminucién considerable de la curva para los
extractos y referencias a partir de la primera hora, siendo entre los extractos los

de 100 y 500 mg/Kg los de mejores resultados.
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Tabla 19. Porcentaje de inhibicidn de la inflamacion con el extracto hidroalcohédlico de Senecio
canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira”.

Tiempo (horas)
1 2 3 5 7

Tratamientos

% de inhibicién
Grupo 2 (Prednisona 1,2 mg/kg) 22,63 17,41 23,97 28,82 48,04
Grupo 3 (buprofeno 120 mg/kg) 30,45 16,17 20,31 33,00 41,16

Grupo 4 (EXT 100 mg/kg) 18,14 2049 25,97 26,68 34,95
Grupo 5 (EXT 250 mg/kg) 5,66 1444 1594 17,32 30,63
Grupo 6 (EXT 500 mg/kg) 21,80 1494 23,02 2769 37,52
50
A
N
T 40 A
E |
F I
I N
Cc F 30
I L
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N M 20 -
CA J
1 T
AO
R 10
|
A
0 . . . . . . . .
0 1 2 3 4 5 6 7 8
TIEMPO (HORAS)
GRUPO 2 (PREDNISONA) =i—GRUPO 3 (IBUPROFENO)
—#=—GRUPO 4 (EXT 100 mg/kg) == GRUPO 6 (EXT 500 mg/kg)
—#=GRUPO 5 (EXT 250 mg/kg)

Figura 14. Porcentaje de la eficiencia antiinflamatoria del extracto hidroalcohdlico de Senecio
canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec. *“vira-vira”.
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4.4. Efecto analgésico

Tabla 20. Comparacion de la actividad analgésica mediante ensayo Tail Flick del extracto
hidroalcohdlico de Senecio canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira” a diferentes
concentraciones y el farmaco de referencia (Tramadol).

Tratamientos N EMP = DS p

Grupo 1 (Basal) 8 3,07 +1,15* -
Grupo 2 (Tramadol 10 mg/kg) 8 39,67 +2,66 * 0,000
Grupo 3 (EXT 400 mg/kg) 8 16,65 +2,14 * 0,000
Grupo 4 (EXT 800 mg/kg) 8 20,84 +1,23* 0,000
Grupo 5 (EXT 1200 mg/kg) 8 28,55 +2,10* 0,000
Dénde:

N: Nimero de animales tratados

EMP = DS: Efecto maximo posible + Desviacién estandar

*p < 0.05 (*) Existe diferencia significativa entre las medias con respecto al grupo control.

15.00 -
10.00
5.00 ¢
0.00 N | e B
GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4 GRUPO 5
(BASAL) (TRAMADOL (EXT 400 (EXT 800 (EXT 1200
10mg/Kg) mg/kg) mg/kg) mg/kg)

Figura 15. Relacion efecto maximo posible — tratamientos del extracto hidroalcohdlico de
Senecio canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec. ‘“vira-vira” diferentes concentraciones y el
farmaco de referencia (Tramadol) mediante el ensayo latigazo de la cola (Tail Flick).

Se observa que el extracto presenta un efecto analgésico dosis-dependiente
frente al ensayo latigazo de la cola. El efecto maximo del extracto se alcanzé a

la concentracién de 1200 mg/kg.
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4.5. Actividad antioxidante in vitro e in vivo

Tabla 21. Capacidad Antioxidante e IC 50 del Extracto Hidroalcohdlico Senecio canescens
(Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira”.

Muestra Conct. (ug/mL) % Inhibicién IC 50
0,5 19,97
1 22,53
_ Bxdracto o5 33,69
hidroalcohdlico 62,95 pyg/mL
de vira- vira 50 45,35
100 72,35
200 105,60
0,5 14,80
1 27,14
. ) 5 63,41
Vitamina C 4,11 pyg/mL
10 95,09
15 94,04
20 95,01
0,5 24,20
1 31,58
10 39,60
BHT 25,64 pg/mL
25 49,90
50 71,09
100 94,85

En la Tabla 21 y Fig. 15 se observa la capacidad antioxidante obtenida a las
diferentes concentraciones de 0,5 yg/mL, 1 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pug/mL y 200
Mg/mL de la planta en estudio.

Los resultados de actividad antioxidante son expresados en porcentaje,
observandose una relacién directa entre la concentracion y la capacidad

antioxidante, tal como se muestra en las tabla 16.
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CAPACIDAD ANTIOXIDANTE %

120.00
105.60
100.00 o 95.09 94.04 95.01 ’
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EXTRACTO DE
Senecio canescens VITAMINA C BUTILHIDROXITOLUENO (BHT)

Figura 16. Actividad antioxidante in vitro del extracto hidroalcohdlico de Senecio canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira”.
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Tabla 22. Niveles sanguineos de Superoxido Dismutasa (U SOD/mL sangre) por la administracion

del extracto hidroalcohdlico de Senecio canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira”.

Intervalo de
confianza para la Error
Tratamientos N| U SOD/mL % DS media 95 % Tipico Sig.

Limite Limite
inferior superior

Grupo 1 (Basal) 6| 183.75£947* 16548 202.01 710 0,013
Grupo 2 (Estrés) 6| 210.20+3.69 202.05 21835 3.17 -
Grupo 3 (EXT100 mg/kg) |6| 176.52+6.32* 164.81 188.23 4.56 0,001
Grupo 4 (EXT200 mg/kg) |6| 184.11 +551* 173.45 19476 4.14 0,014
Grupo 5 (EXT300 mg/kg) |6| 190.73+8.25 17421 20724 6.42 0,100

* Existe diferencia significativa entre las medias con respecto al grupo 2 (estrés) empleando un
ANOVA con post test de Tukey.
*p<0,05

210.00 +—

180.00 +—

150.00 -

U SOD/mL

120.00 -

90.00

60.00 +

30.00 +—

0.00 ]

=

GRUPO1 GRUPO2 GRUPO3 GRUPO4 GRUPOS
(BASAL)  ESTRES  (EXT 100  (EXT 200 (EXT

mg/kg) mg/kg) 300mg/kg)

Figura 17. Promedio de niveles sanguineos de Superoxido Dismutasa (U SOD/mL sangre) por
grupo de estudio.
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Tabla 23. Niveles sanguineos de Glutation Peroxidasa (U GPx/mL sangre) por la administracion

del extracto hidroalcohdlico de Senecio canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira”.

Intervalo de
confianza para la Error ]
Tratamientos |N| U GPx/mL + DS media 95 % Tinico Sig.
Limite Limite P
inferior  superior
Grupo f 6|9979.81 £ 11,14" 558056 679,06 272,02 0,001
(Basal)
Grupo 2 6(8997,19+ 1558 750651 1046788 572,12 -
(Estrés)
Grupo 3 6576,36 + 19,60 *
(EXT 100 mg/ka) 6 5223,72 792900 526,20 0,008
Grupo 4 7039,02 + 19,19 *
(EXT 200 mg/kg) 6 5621,67 8456,38 551,38 0,043
Grupo 5 760122+ 9,14
(EXT 300 mg/ka) 6 6872,29 8330,16 283,57 0.235

* Existe diferencia significativa entre las medias con respecto al grupo 2 (estrés) empleando un
ANOVA con post test de Tukey.
*p<0,05

9000.00 ——————

8000.00 +———

7000.00 +——mae

|

6000.00 —

5000.00

U GPx

4000.00 +
3000.00 {——
2000.00 +——
1000.00

0.00 s -

GRUPO1 GRUPO2 GRUPO 3 “CﬂiRUPO4 c
GRUPO 5
(BASAL)  (ESTRES) (EXT100  (EXT200  (EXT 300

mg/kg) mg/kg) mg/kg)

Figura 18. Promedio de niveles sanguineos de Glutatién Peroxidasa (U GPx/mL sangre) por grupo
de estudio.
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Tabla 24. Niveles sanguineos de Catalasa (Ul CAT/mL sangre) por la administracion del extracto

hidroalcohdlico de Senecio canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira”.

Intervalo de
confianza para la Efror
Tratamientos N| Ul CAT/mL £ DS media 95 % Tipico Sig.

Limite Limite
inferior superior
82826+ 10.00 74134 91519 3382 0.054

Grupo 1 (Basal)

Grupo 2 (Estrés) 107488+ 13.99 91708 123268 61.39 -

Grupo 3 (EXT100 mgkg) |6| 97663+ 14.83  go460 112866 59.14 0,776

Grupo 4 (EXT200 mgkg) |6| 91320+ 1612 75894 1068.01 60.11 0,344

o OO OO o O

867.18+21.99 46704 1067.31 77.86 0,137

Grupo 5 (EXT300 mg/kg)

No se encontraron diferencias significativas entre los distintos grupos en estudio
empleando un ANOVA con post test de Tukey. Sin embargo se pudo notar una

tendencia a disminuir la actividad de la catalasa con respecto al grupo 2 (estres).

e
120000 1

- 976.63
913.50
1000.00 - 867.18
) q 1
S  800.00 v
[ =
3
T 600,00 1
= .
< e
O 40000
=
-’{_‘_z
200.00
- ’
0.00 = A

GRUPO1 GRUPO2 GRUPO3 GRUPO4 GRUPOS5
(BASAL) (ESTRES)  (EXT 100 (EXT 200 (EXT 300
mg/Kg) mg/Kg) mg/Kg)

Figura 19. Promedio de niwles sanguineos de Catalasa (Ul CAT/mL sangre) por grupo de
estudio.
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Tabla 25. Niveles sanguineos de malondialdehido (umoles/mL sangre) por la administracion del
extracto hidroalcohdlico de Senecio canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira”.

Intervalo de
moles/mL confianza para la Error
Tratamientos n| M media 95 % . Sig.
+ DS .. . Tipico
Limite Limite
inferior superior
Grupo 1 (Basal) 6| 2040617 4 44 568 025 0,000
Grupo 2 (Estrés) 6| 1964234 4349 181 095 -
Grupo 3 (EXT 100 mgkg) | 6| 1076 087" 984 1168 0,36 0,000
Grupo 4 (EXT 200 mg/kg) | 6| 789 058" 757 850 024 0,000
Grupo 5 (EXT 300 mgkg) | 6| 243 £053" 488 599 022 0,000

* Existe diferencia significativa entre las medias con respecto al grupo 2 (estrés) empleando un
ANOVA con post test de Tukey.

*p < 0,05

16.00 7

14.00 +

umol/mL MDA

200 +

0.00

12.00 +
10.00 +
8.00 +

| .~
6.00

4.00 +

 GRUPO 1
(BASAL)

GRUPO 2
(ESTRES)

GRUPO 3
(EXT 100
ma/kg)

GRUPO 4
(EXT 200
ma/kg)

GRUPO 5
(EXT 300
ma/kg)

|uMol/ml MDA

5.04

15.64

10.76

7.89

5.43

Figura 20. Promedio de niveles sanguineos de malondialdehido (umoles/mL sangre) por grupo de

estudio.
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V. DISCUSION

Se prepard el extracto hidroalcohdlico de Senecio canescens (Humb. &
Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira” en una proporcién de 70:30 alcohol y agua, trabajos
anteriores lo citan como los mejores solventes para la extraccion y separacion de
principios activos entre si, a diferencia de un extracto acuoso que es poco
selectivo y poco estable en el tiempo®. El extracto hidroalcohdlico seco de
Senecio canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira” es mayormente soluble
en solventes como el agua, etanol, metanol. (Tabla 14), lo cual podria evidenciar

un mayor contenido de compuestos polares.

La marcha fitoquimica realizada al extracto seco del Senecio canescens
(Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira” evidencia mayor cantidad de flavonoides y
compuestos fendlicos (tabla 15), lo cual concuerda con lo reportado en otras
especies del mismo género como Senecio culcitoides weed, publicado por Soriano
MY et al.®® asi como los diferentes tipos de flavonoides presentes en especies
como S. argunensis, S. cineraria, S. viscosissimus, S. pseudotites y S. mikanioides
reportados por Yang et al.”® Flavonoides y compuestos fendlicos tienen
propiedades antioxidantes, antidiabéticas, anticancerigenas, anti-mutagénicas y
antiinflamatorias®®’. De igual manera el ensayo evidencié presencia de
saponinas, lo cual es contrastable por lo publicado por Fontan® donde muestra
una lista variada de familias con sus respectivos géneros ricos en compuestos

saponinicos, dentro de la cual esta nuestro género estudiado.

68



El analisis cromatografico en capa fina mostré la presencia de dos
fracciones fluorescentes frente a la luz UV, estas fracciones fueron analizadas
mediante la prueba de Shinoda para corroborar la presencia de flavonoides, dando
ambas un resultado positivo. Posteriormente se procedié a su lectura en el
espectrofotdémetro UV-visible, segln la metodologia de Mabry et al.”®, para dar
asi una aproximacion experimental en la caracterizacién estructural del flavonoide
aislado. Ambas fracciones mostraron la presencia de dos bandas de fuerte
absorcion (Tabla 16), guardando correlacion con el tipo de espectro esperado para
los flavonoides. La banda I, de mayor longitud de onda en el rango 300-390 nm,
asociada con la funcionalidad cinamoilo, y la banda II, entre 250-280 nm, debida al
anillo aromatico A (funcionalidad benzoilo). De acuerdo a la comparacién con
espectros UV reportados por Mabry et al’”® Se proponen las siguientes
metabolitos: isoflavona (Fraccion 1), flavona o flavonoles (Fraccion 2) (Anexo 6).
Otros autores también han reportado en sus estudios del género Senecio,

flavonoides como: quercetin-3-rutindsido, 3-metilquercetina entre otros®®.

La seguridad del extracto hidroalcohdlico de Senecio canescens (Humb. &
Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira” se evalué por el método de clasificacion de toxicidad
aguda por via oral (test N® 423) de la OECD. Este método fue desarrollado como
una alternativa para reemplazar la prueba DL50 oral. El método ATC es un
procedimiento de evaluacion secuencial que utiliza sélo tres animales, del mismo
sexo por paso, en cualquiera de los niveles de dosis definidas. Este enfoque da

como resultado la reduccion del nimero de animales utilizados en comparacion
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con la prueba DL50 por 40 a 70 %. Se procedié a evaluar la dosis de 2000 mg/kg,
la prueba se realizd en 3 ratas hembras, debido a que muestran mayor
sensibilidad’", la dosis evaluada resulté no toxica a lo largo de todo el periodo de
ensayo que fue de 14 dias (Tabla 17), ya que no se observé la aparicién de ningun
sintoma de toxicidad, ademas no hubo mortalidad a la dosis probada lo que nos
permite afirmar que la DL 50 se ubica por encima de 2000 mg/kg, considerandose
el extracto como No Clasificado (no téxico), de acuerdo a las Clases de Toxicidad
de la Comunidad Europea (anexo 7). En el 2011 Bussmann R.W et al. evaluaron
la toxicidad de Senecio canescens reportandola como una especie no toxica,

resultado igual al obtenido en nuestro estudio®.

El efecto antiinflamatorio se determiné por la induccion de edema plantar
con carragenina en la pata posterior derecha, considerado como un modelo
experimental de inflamacién aguda. Asimismo, se conoce que la carragenina
estimula la produccién de prostaglandinas, las cuales promueven los procesos
inflamatorios®'. Por otro lado el proceso inflamatorio producido por carragenina
inicia con la induccion y liberacion de histamina, serotonina y quininas de fase
temprana, asi como prostaglandinas, proteasas y lisosomas en fases tardias®.
Los grupos tratados con los estandares (Grupo 2 y Grupo 3) y extractos (Grupo 4,
Grupo 5 y Grupo 6), mostraron menor volumen promedio comparados con el
grupo control (tabla 18) y a partir de la quinta hora hubo mejor recuperacién del
proceso inflamatorio inducido (p<0.05), con excepcién del grupo 5 que tuvo valor

significativo a las 7 horas, tal como se evidencia en la eficacia antiinflamatoria:
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26,68 %, 17,32 % y 27,69 % a las 5 horas (tabla 19), respectivamente a la dosis
de 100, 250 y 500 mg/kg, observandose de esta manera un efecto similar a la
prednisona (28,82 %) e ibuprofeno (33 %). En otro estudio similar se determiné la
actividad antiinflamatoria del extracto hidroalcohdlico de Tridax procumbens a las
mismas dosis usadas en este trabajo (100, 250 y 500 mg/kg), se obtuvo
porcentajes de inhibicion de 10,82 %, 16,80 % y 11,39 % respectivamente a las 3
horas®, siendo estos resultados menores a los obtenidos en nuestro trabajo de
investigacion (25,97 %, 15,94 % y 23,02 %). Posiblemente esta diferencia se deba
a una mayor presencia de metabolitos secundarios como los flavonoides (flavona),
los cuales se ha comprobado que producen una disminucién de la actividad sobre
la COX-1 y principalmente la COX-2%. Por otro lado, estos flavonoides naturales
ademas de ser inhibidores de la COX-2 actian como antioxidantes contra O, y
especies radicalarias sin consumirse durante el proceso, permitiendo su
reutilizacién en otras interacciones contra el Oy, lo cual sumado al inhibicién de la
ciclooxigenasa (COX) contribuirian a mejorar su capacidad antiinflamatoria®. Otra
posible accion de los flavonoides es mediante la inhibicion de MAPK, responsable
de la transcripcion de las 6xido nitrico sintasa (NOS), IL-1B y el TNF-a, evitando
respuesta inflamatoria. También puede influir en la activacién de los factores de
transcripcion como el factor nuclear kappa B (NFKB), que responde a la
sefalizacion de p38, implicado en la induccién de iNOS, el cual es un factor
determinante en la respuesta inflamatoria en el SNC. Todos estos datos sugieren

que estos extractos fitoquimicos también poseen efectos antiinflamatorios®.
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Para el ensayo de analgesia los grupos tratados con el estandar (Tramadol)
y extractos (400, 800 y 1200 mg/kg) mostraron mayor efecto analgésico con
relacion a la medicion basal; Tramadol (39,67 %) y extractos (16,65 %, 20,84 %y
28,55 % respectivamente) (tabla 20), con un p<0.05 el cual indica una diferencia
significativa en relacién al grupo control. De la relacion estdndar-extractos (figura
15) se puede deducir dosis dependencia de la actividad analgésica. Okuyama E.
et al. determinaron la actividad analgésica de un extracto hexanico de Culcitium
canescens (basénimo de Senecio canescens), donde se determind la presencia
de metabolitos secundarios como cacalonol, dehidrocacalohastina y cacalohastina
(compuestos sesquiterpenicos)'’, los cuales podrian estar presente en el extracto
trabajado; como también podriamos indicar que la accion de los flavonoides o
cualquier otro metabolito con accion antiinflamatoria estaria ejerciendo la actividad
analgésica, ya que “se sabe que los mecanismos de accion de las actividades
antiinflamatoria y analgésica estan relacionados a través de la inhibicion de la

PGE2"®.

Se determiné la capacidad antioxidante del extracto hidroalcohdlico de
Senecio canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira”, por el método de la
decoloracion del radical 2,2-difenil-1-picril hidrazilo (DPPH). Los resultados de
actividad antioxidante son expresados en porcentaje, observandose una relacién
directa entre la concentracién y la capacidad antioxidante, tal como se muestra en
la Tabla 21. La figura 15 representa la capacidad antioxidante obtenida a las

diferentes concentraciones para el extracto de vira-vira, vitamina C y BHT. A una
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concentracién de 100 ug/mL se obtuvo un 72,35 % de captacién de radical libre
para el extracto de vira-vira; comparados frente al BHT, el cual presentd una
capacidad antioxidante de 94,85 %. Se calculé el valor de IC50 para el extracto,
vitamina C y para el BHT, que es la concentracion necesaria causante del 50 % de
la inhibicidn de la absorbancia (tabla 21). Un valor bajo del IC50 significa una
mayor actividad antioxidante. A partir de los resultados mostrados se puede
indicar que el extracto hidroalcohdlico de Senecio canescens (Humb. & Bonpl.)
Cuatrec. “vira-vira” presenta un valor de IC50 de 62,95 ug/mL en contraste con los
patrones de BHT 25,64 pug/mL y vitamina C 4,11 ug/mL, si bien es cierto el IC50
para el extracto es mayor, este podria convertirse en candidato para el aislamiento
de sustancias activas como antioxidantes. De acuerdo a los resultados del
tamizaje fitoquimico preliminar (Tabla 15), son los flavonoides, triterpenos vy
esteroides los responsables de la actividad antioxidante. Ademas estudios
anteriores del género Senecio encontraron una potente actividad antioxidante con
IC50 entre 25,40 y 70,80 pg/mL usando la metodologia del DPPH'%% nuestros
resultados nos indican que Senecio canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-
vira” se encuentra dentro de este rango pudiendo considerarse también como una

especie con potencial antioxidante.

La generacién de especies reactivas de oxigeno y otros radicales libres son

un proceso normal durante el metabolismo celular, el cual esta compensado por

un complejo sistema antioxidante. Sin embargo, la exposicion a contaminantes,
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medio ambiente, estilo de vida y situaciones patolégicas, pueden generar exceso y
acumulacién de radicales, resultando en el establecimiento de estrés oxidativo®.

Un indicador sensible del nivel de estrés oxidativo es el eritrocito, que durante su
ciclo vital entra en contacto con las mas diversas estructuras organicas. Los
eritrocitos son susceptibles a lesiones oxidativas en funcién del alto contenido de
acidos grasos poliinsaturados en sus membranas y a las altas concentraciones
intracelulares de oxigeno y hemoglobina, que son promotores potenciales de
procesos oxidativos. A pesar de todo, los eritrocitos contienen muchas enzimas
antioxidantes, tales como la SOD, glutation peroxidasa y catalasa, ademas de
antioxidantes no enzimaticos como las vitaminas C y E, y el glutatién®. Por ello se
evalu6 el nivel de las enzimas antioxidantes (SOD, GPx y CAT) y la concentracion

de malondialdehido (MDA) en eritrocitos.

Nuestros resultados (grafico 16-19) indican que el estrés por inmovilizacién
(grupo 2-estrés) induce un incremento significativo (p<0.05) en la actividad de las
enzimas SOD y GPx, presumiblemente como un mecanismo de defensa, mientras
que el incremento de la CAT no fue estadisticamente significativo. Ademas los
niveles de peroxidacién lipidica (MDA) aumentaron significativamente en
comparacién con el grupo control. El incremento de la actividad de la SOD durante
el estrés por detenimiento es un indicador de un aumento relativo en la produccion
de radicales superéxido, lo que podria estimular la segunda linea de defensa
incluyendo GPx y CAT®. En general estos cambios se deben a que el estrés de

inmovilizacion induce tanto a la tensidn psicoldgica (reaccién de escape) como al
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estrés fisico (trabajo muscular), lo que resulta en una movilidad y agresividad
restringida®®, es decir un estrés psicofisioldgico tipico, el cual induce a la formacién
de EROs y conduce a la peroxidacion®. Estos resultados concuerdan con los
encontrados por Qishi et al. y Ahmad et al.'®'® quienes reportaron un aumento en

la actividad de las enzimas antioxidantes y marcadores de peroxidacion lipidica.

El tratamiento con el extracto hidroalcohdlico de Senecio canescens (Humb.
& Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira” impidi6 el incremento de la actividad de las enzimas
antioxidantes inducido por el estrés oxidativo, ya que la actividad de la SOD
disminuye con los tratamientos de 100 mg/kg (176,52 USOD/mL de sangre) y 200
mg/kg (184,11 USOD/mL de sangre) siendo esta disminucion estadisticamente
significativa (p < 0,05), no observandose este comportamiento para el extracto de
300 mgkg (190,73 USOD/mL de sangre) respecto al grupo estrés por
detenimiento (210,20 USOD/mL de sangre), (Figura 17 y Tabla 22). La SOD es la
enzima cuya actividad debe incrementarse en caso de un mayor consumo de

oxigeno, como el caso del estrés inducido.

Nuestros resultados de la enzima GPx muestran una marcada disminucion
con el extracto a dosis de 100 mg/kg (6576,36 UGPx/mL) y 200 mg/kg (7039,02
UGPx/mL) en comparacién con los valores hallados en el grupo control positivo
(8997,19 UGPx/mL) (figura 18) (tabla 23). Este hecho estaria justificado debido a

que la GPx es mas eficiente frente al estrés oxidativo que la catalasa y mucho méas
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que la superéxido dismutasa®, razén por la cual la GPx constituye un importante

mecanismo de defensa.

Con respecto a la actividad CAT no se observd una disminucidn significativa
en los grupos a los cuales se les administré el extracto, respecto al grupo al cual
solo se le someti6é a estrés grupo 2 (figura 19)(tabla 24). La catalasa es la enzima
que reduce el producto de la SOD, es decir, el perdxido de hidrégeno hasta agua y
se espera que una menor actividad de SOD deba ir acompanada de una menor
actividad de catalasa. Ademas la CAT mantendria sus valores normales al
mantenerse activos los otros sistemas antioxidantes'®. En general las enzimas
antioxidantes SOD y Catalasa estdn intimamente ligadas, la SOD por su alta
constante especifica de velocidad hace que se acumulen altas concentraciones de
H2O,, como se ha discutido ampliamente en otro trabajo''. Al acumularse esta
sustancia se activa la enzima catalasa, por ser insuficiente la accion que la otra
enzima encargada de la eliminacién de peréxidos (glutation peroxidasa) puede

ejercer para mantener los niveles adecuados de esta especie reactiva.

El tratamiento previo con el extracto impidi6 las perturbaciones inducidas
(estrés) en las actividades de las enzimas antioxidantes, ésto nos sugiere que el
extracto contiene metabolitos secundarios que coadyuvan o protegen a las

102103 Estos actlan

enzimas antioxidantes, como por ejemplo los flavonoides
limpiando los radicales activos para suprimir la iniciacion de la cadena y/o rompen

las reacciones de propagacién de la cadena.
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Evidencia de la peroxidacién de lipidos inducida por el estrés oxidativo se
puede ver con la aparicién de las TBARS de productos metabdlicos. En nuestro
estudio, se sugiere que el estrés por inmovilizacién, el estrés psicofisiolégico
tipico, induce la formacion de EROs que son capaces de dafar diversos
componentes de nuestro organismo. Sin embargo, mientras que el método de
reaccidon de &cido tiobarbitirico es muy popular y ampliamente utilizado, su
especificidad es muy baja. EI método mide cantidad malondialdehido, compuesto
de tres carbonos, que no deriva exclusivamente de acidos grasos poliinsaturados
sino que también de la degradacion inducida por las EROs de aminoécidos,
carbohidratos y acidos nucleicos®®. En el figura 20 y tabla 25 se muestran los
resultados de MDA en sangre tanto en el control como en los tratamientos, se nota
una disminucién significativa en los valores de MDA en los grupos a los cuales se
le administré el tratamiento en comparacion con el grupo estrés (grupo 2). Esto

tiene concordancia con los resultados obtenidos por diversos autores 416104106
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V. CONCLUSIONES

El extracto hidroalcohdlico de Senecio canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec.
“vira-vira” presenta alcaloides, triterpenos, saponinas y flavonoides de los
cuales se proponen los siguientes metabolitos: isoflavonas y flavonas o
flavonoles.

Por via oral posee mayor eficacia antiinflamatoria a la dosis de 500 mg/kg
(37,52 %) en comparacion con los patrones de ibuprofeno 120 mg/kg (41,16 %)
y prednisona 1,2 mg/kg (48,04 %).

Presenta mayor efecto analgésico a una dosis de 1 200 mg/kg (28,55 % EMP)
en comparacion con la solucion de referencia Tramadol (39,67 % EMP).

Inhibe el 50 % de la reaccién en el ensayo de DPPH a una dosis de 62,95
pug/mL en comparacion con la vitamina C y BHT (4,11 pg/mL y 25,64 pg/mL,
respectivamente), y de igual manera presenta actividad antioxidante
determinada con la actividad de las enzimas SOD (176,52 y 184,11 U/mL) y
GPx (6576,36 y 7039,02 U/mL) reduciendo los niveles de peroxidacion lipidica
de MDA (10,76; 7,89 y 5,43 umol/mL sangre), todas en comparacién con su

respectivo grupo control.
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar estudios fitoquimicos mas detallados en el aislamiento vy
elucidacién de cada uno de los metabolitos mas abundantes (flavonoides,
alcaloides, triterpenos y saponinas) hallados en el presente estudio.

Realizar mas ensayos para evaluar la actividad biolégica de cada uno de
los metabolitos aislados y compararlo con la eficacia que muestra el
extracto total.

Realizar estudios de investigacion haciendo uso del extracto para
determinar la eficacia antiinflamatoria, analgésica y antioxidante;
aplicandolo en alguna forma farmacéutica tépica.

Incentivar la conservacion y uso racional de esta especie, ya que es un

recurso natural promisorio.
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IX. ANEXOS

ANEXO 1. Clasificacién taxonémica de la especie

desde
29,
7

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

Museo de
Historia

Natural |
S
O\Q

SStudiandS

“Afo del Buen Servicio al Ciudadano”

CONSTANCIA N°014-USM-2017

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (tallo,hojas,raiz) recibida de Ronald Griego CERVANTES
MACIZO y Héctor Marlon CHILQUILLO TORRES, estudiantes de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor De San Marcos, ha sido
estudiada y clasificada como: Senecio canescens (H.B.K.) Cuatrecasas y tiene la
siguiente posicion taxonémica, segun el Sistema de Clasificacién de Cronquist
(1988).

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ASTERIDAE
ORDEN: ASTERALES
FAMILIA: ASTERACEAE
{

GENERO: Senecio

ESPECIE: Senecio canescens (H.B.K) Cuatrecasas

Nombre vulgar: “vira vira”
Determinado por Mg. Maria I. La Torre A.

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para fines de

estudios.
Lima, 31 de enero de 2017
Av. Arenales 125 J&(ddtaria Telfs. (511)471-0117, 470-4471 e-mail: museohn@unmsm.edu.pe
Apdo. 14-0434, Lima 14, Pera 265-6819, 619-7000 anexo 5703 http:/ /museohn.unmsm.edu.pe
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ANEXO 2. Certificados de calidad de los animales de experimentacion

UNIVERSIDAD PERUANA

CAYETANO HEREDIA

Jodiulds

CERTIFICADO

San Martin de Porres, 13 de diciembre de 2016

Mediante la Presente se certifica que los 40 ratones, (20 hembras y 20
machos), de la cepa albina Balb, cuyos pesos se encuentran entre 25g a 30 g,
adquiridos el 13 de diciembre de 2016 por el Sr. Héctor Chiquillo Torres, estan

en perfecto estado sanitario y fisiolégico, para ser utilizada en cualquier protocolo

Biomédico.

Atentamente;

Dr. CHRISTIAN PITOT ALVARES

Jefe de Boterio
LID - UPCH
C.M.V. 8985

Av. Honorio Delgado 430, Lima 31. Apartado postal 4314, Lima 100
Teléfono: (511) 319-0000 anexo: 2710
E-mail: Christian.pitot@upch.pe
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UNIVERSIDAD PERUANA

CAYETANO HEREDIA

Bioterio - Vicerrectorado de Investigacion

IPRALILE

CERTIFICADO

San Martin de Porres, 13 de diciembre de 2016

Mediante la Presente se certifica que las 72 ratas albinas (Rattus
norvegicus), de la cepa Holtzman, hembras, de peso aproximado de 200g,
adquiridos el 13 de diciembre de 2016, por el Sr. Héctor Chiquillo Torres, estan
en perfecto estado sanitario y fisiologico, para ser utilizada en cualquier protocolo

Biomédico.

Atentamente;

Dr. cw m ALVAREZ

Jefe de Boterio
LID - UPCH
C.M.V. 8985

Av. Honorio Delgado 430, Lima 31. Apartado postal 4314, Lima 100
Teléfono: (511) 319-0000 anexo: 2710
E-mail: Christian.pitot@upch.pe
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ANEXO 3. Obtencion del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Senecio
canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira”.

ANEXO 4. Prueba de solubilidad del extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Senecio canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira”.
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ANEXO 5. Marcha fitoquimica del extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Senecio canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira”.

TRICLORUR
O FERRICO
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ANEXO 6. a) Barrido espectral y posible metabolitos de flavonoides.
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ANEXO 7. Determinacion de la toxicidad a dosis fija de 2000 mg/kg del extracto hidroalcohdlico de las hojas

de Senecio canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira”.

2000ma/kg
3 animals

300mag/kg
3 animals

50mg/kg
3 animals

5mag/kg
3 animals

5mag/kg 50mg/kg 300mag/kg 2000mag/kg
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
1
<D <= o1 LoD QoD
GO
| Category 5 or
GHS Category Category 2 Category 3 Category 4 Category 5 =
Z0E > 550 > 50 300 > 300 - 2000 > 2000 - 5000 Unclassified
y # * * * * v
3 2
3(at 50) 3(at 300) other | | 1 | 0
st st (at 2000) |(at 2000)
at 1” step at 1% step at 15 stepfat 1 step) i

LD50 cut -off
mag/kg bow.

+ + unclassified
- Testing at 5000 mg/kg b.w.: see Annex 3

- per step three animals of a single sex { normally females )} are used
-0,1,2,3: Numberof moribund or dead animals at each step
- GHS: Globally Harmonized Classification System (mg'kg b.w.)

El nivel de dosis inicial debe ser el que mas probablemente produzca mortalidad en algunos de los animales

dosificados. Cuando la informacidén disponible sugiere que la mortalidad es improbable se inicia con la dosis mas

alta (2000 mg/kg de peso corporal). La categoria 5 se refiere a las sustancias de toxicidad aguda relativamente baja

segin Globally Harmonised Classification System for Chemical Substances and Mixtures (GHS)®.
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ANEXO 8. Evaluacion del efecto antiinflamatorio del extracto hidroalcohodlico

de las hojas de Senecio canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira”.
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ANEXO 9. Evaluaciéon del efecto analgésico del extracto hidroalcohdlico de

las hojas de Senecio canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec. “vira-vira”.
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ANEXO 10. Evaluacion de la actividad antioxidante (DPPH) del extracto
hidroalcohodlico de las hojas de Senecio canescens (Humb. & Bonpl.) Cuatrec.

“vira-vira”.

B 00 ILI 1 T M L | RV U N N | IN'

Solucion de DPPH + E. hidroalc. vira-vira (ug/mL)

1l Ii M T I

BHT (pglmL)+ Solucwn de DPPH
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ANEXO 11. Cepos para estrés por detenimiento.

ANEXO 13. Analisis estadistico ensayo efecto antiinflamatorio

TRATAMIENTOS Significancia p

TIEMPO (horas) 1 2 3 5 7
GRUPO 2 (PREDNISONA) 0,396 | 05326 | 0,101 | 0,004 | 0,000
GRUPO 3 (IBUPROFENO) 0,124 | 0405 | 0225 | 0,001 | 0,000
GRUPO 4 (EXT 100mgkg) | 0,631 | 0,173 | 0,062 | 0,008 | 0,000
GRUPO 5 (EXT 250 mg/kg) | 0,996 | 0528 | 0477 | 0,172 | 0,001
GRUPO 6 (EXT 500 mg/kg) | 0,437 | 0491 | 0,126 | 0,006 | 0,000
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Tablas Estadisticas

Comparaciones Multiples

EFECTO ANTIINFLAMATORIO

Variable dependiente: 1 hora
HSD Tukey
Diferencia de Error Interv. Confian.95%
() TRATAMIENTO (J) TRATAMIENTO medias (I-J) | estandar | Sig. L. inferior | L. inferior
CONTROL IBUPROFENO .2267 .11656| .396 -1279 .5812
PREDNISONA .3050 .11656| .124 -.0495 .6595
EXTRACTO 100 mg/Kg .1817 .11656| .631 -1729 .5362
EXTRACTO 200 mg/Kg .0567 .11656( .996 -.2979 4112
EXTRACTO 300 mg/Kg .2183 .11656| .437 -.1362 .5729
Se basa en las medias observadas.
Variable dependiente: 2 horas
HSD Tukey
Diferencia de Error Interv. Confian.95%
(I) TRATAMIENTO (J) TRATAMIENTO medias (I-J) | estandar | Sig. L. inferior | L.superior
CONTROL IBUPROFENO .2350 11314 .326 -.1091 .5791
PREDNISONA .2183 11314  .405 -.1258 .5625
EXTRACTO 100 mg/Kg .2767 11314 173 -.0675 .6208
EXTRACTO 200 mg/Kg .1950 11314 528 -.1491 .5391
EXTRACTO 300 mg/Kg .2017 11314 491 -.1425 .5458

Se basa en las medias observadas.
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Variable dependiente: 3 horas
HSD Tukey
Diferencia de | Error Interv. Confian.95%
() TRATAMIENTO (J) TRATAMIENTO medias (I-J) | esténdar | Sig. L. inferior | L. inferior
CONTROL IBUPROFENO .3383 .12453| .101 -.0404 7171
PREDNISONA .2867 .12453| .225 -.0921 .6654
EXTRACTO 100 mg/Kg .3667 .12453| .062 -.0121 .7454
EXTRACTO 200 mg/Kg .2250 .12453| .477 -.1538 .6038
EXTRACTO 300 mg/Kg .3250 .12453| .126 -.0538 .7038
Se basa en las medias observadas.
Variable dependiente: 5 horas
HSD Tukey
Diferencia de Error Interv. Confian.95%
() TRATAMIENTO (J) TRATAMIENTO medias (I-J) | esténdar | Sig. L. inferior | L. inferior
CONTROL IBUPROFENO .3800° .09318| .004 .0966 .6634
PREDNISONA 4350 .09318| .001 1516 .7184
EXTRACTO 100 mg/Kg 3517 .09318| .008 .0683 .6351
EXTRACTO 200 mg/Kg .2283 .09318 172 -.0551 5117
EXTRACTO 300 mg/Kg 3650 .09318| .006 .0816 .6484
Se basa en las medias observadas.
*. La diferencia de medias es significativa en el nivel .05.
Variable dependiente: 7 horas
HSD Tukey
Diferencia de Error Interv. Confian.95%
() TRATAMIENTO (J) TRATAMIENTO medias (I-J) | esténdar | Sig. L. inferior | L. inferior
CONTROL IBUPROFENO 5933 .08476| .000 .3355 .8511
PREDNISONA 5083 .08476| .000 .2505 .7661
EXTRACTO 100 mg/Kg 4317 .08476| .000 1739 .6895
EXTRACTO 200 mg/Kg 3783 .08476| .001 .1205 .6361
EXTRACTO 300 mg/Kg 4633 .08476| .000 .2055 7211

Se basa en las medias observadas.

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel .05.
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EFECTO ANALGESICO

Variable dependiente: EMP
HSD Tukey
Diferencia de | Error Interv. Confian.95%
(I) GRUPO (J) GRUPO medias (I-J) | estdndar | Sig. | L. inferior | L. inferior
BLANCO
TRAMADOL 10mg/Kg -36.6038" .97246| .000 -39.3996 -33.8079
EXTRACTO 400 mg/Kg -13.5863" .97246| .000 -16.3821 -10.7904
EXTRACTO 800 mg/Kg 17.7763 .97246| .000 -20.5721 -14.9804
EXTRACTO 1200 mg/Kg -25.4825 | .97246| .000| -28.2784| -22.6866
Se basa en las medias observadas.
*. La diferencia de medias es significativa en el nivel .05.
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE IN VIVO
Variable dependiente: U SOD
HSD Tukey
Diferencia de Error Interv. Confian.95%
(I) TRATAMIENTO (J) TRATAMIENTO medias (I-J) estandar Sig. L. inferior | L. inferior
ESTRES BLANCO 26.4533 7.47561 .013 4.4984 48.4082
EXT100 mg/Kg 33.6801° 7.47561| .001 11.7252 55.6350
EXT200 mg/Kg 26.0926" 7.47561| .014 4.1377 48.0475
EXT300 mg/Kg 19.4739 7.47561| .100 -2.4810 41.4287

Se basa en las medias observadas.

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel .05.
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Variable dependiente:

U GPx

HSD Tukey
Diferencia de Error Interv. Confian.95%
() GRUPOS (J) GRUPOS medias (I-J) estandar Sig. | L. inferior | L. inferior
ESTRES BLANCO 3017.3844 651.95944 .001| 1102.6634 | 4932.1054
EXTRACTO 100 mg/Kg 2420.8334 651.95944| .008| 506.1124 | 4335.5544
EXTRACTO 200 mg/Kg 1958.1734 651.95944| .043 43.4524 | 3872.8944
EXTRACTO 300 mg/Kg 1395.9714 651.95944| .235| -518.7496| 3310.6924
Se basa en las medias observadas.
*. La diferencia de medias es significativa en el nivel .05.
Variable dependiente: Ul CAT
HSD Tukey
Diferencia de Error Interv. Confian.95%
() GRUPOS (J) GRUPOS medias (I-J) estandar Sig. | L. inferior | L. inferior
ESTRES BLANCO 246.6133 85.05141| .054 -3.1717| 496.3984
EXTRACTO 100 mg/Kg 98.2533 85.05141| .776| -151.5317| 348.0384
EXTRACTO 200 mg/Kg 161.3833 85.05141 .344 -88.4017 411.1684
EXTRACTO 300 mg/Kg 207.7050 85.05141| .137| -42.0801| 457.4901
Se basa en las medias observadas.
Variable dependiente: pmolMDA
HSD Tukey
Diferencia de Error Interv. Confian.95%
() GRUPOS (J) GRUPOS medias (I-J) estandar Sig. | L. inferior | L. inferior
ESTRES BLANCO 10.6000 .69338| .000 8.5636 12.6364
EXTRACTO 100 mg/Kg 4.8833 .69338| .000 2.8470 6.9197
EXTRACTO 200 mg/Kg 7.7583 .69338| .000 5.7220 9.7947
EXTRACTO 300 mg/Kg 10.2100° .69338| .000 8.1736 12.2464

Se basa en las medias observadas.

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel .05.
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