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“EFECTO ANTIHIPERTENSIVO Y TOXICO DEL EXTRACTO
METANOLICO DE CALCEOLARIA MYRIOPHYLLA KRAENZ EN
RATONES HIPERTENSOS INDUCIDOS POR L-NAME”

YOVANI MARTIN CONDORHUAMAN FIGUEROA
RESUMEN

El objetivo de este estudio experimental ha sido evaluar el efecto antihipertensivo y
toxico del extracto metanolico de Calceolaria myriophylla Kraenz (zapatilla).
Metodologia: se utilizd ratones albinos machos para la determinacion del efecto
antihipertensivo, a quienes después de una semana de adaptacion se les midio la presién
arterial basal sistolica, diastélica y media. Para la determinacion del efecto
antihipertensivo se realizé la induccion con la administracion de N-Nitro-L-Arginina
Metil Ester (L-NAME) a dosis de 130 mg/kg/dia por via oral durante 07 dias y
nuevamente se les midio la presion arterial postinduccion, se dividio en 06 grupos de 10
animales; grupo control positivo (L-NAME) y control negativo (agua destilada), grupos
experimentales a dosis de 200 mg/kg, 400 mg/kg, 600 mg/kg y enalapril a dosis de 75
mg/kg. El tratamiento fue durante 30 dias midiéndose la presion arterial cada 5 dias. La
evaluacion de la actividad antioxidante se realizo6 a los grupos determinados en el efecto
antihipertensivo. El estudio de toxicidad aguda se determind en ratones normotensos
(48 animales) a diferentes dosis y el estudio toxicidad crénica se determino a dosis
repetidas por 60 dias a nivel hematoldgico, bioquimico y anatomopatoldgico en ratas
normotensas distribuidas en 03 grupos de 06 animales; utilizando dosis de 400 mg/kg,
600 mg/kg y un grupo control. Resultados: El extracto metandlico de Calceolaria
myriophylla Kraenz presentdé mejor efecto antihipertensivo a la dosis de 600 mg/kg por
via oral. El extracto metandlico elevo los niveles séricos de oxido nitrico y disminuyo
los niveles séricos de malondialdehido. No presentd toxicidad aguda y toxicidad cronica
a dosis repetidas por 60 dias. Conclusiones: Se demostr6 que el extracto metanélico de
Calceolaria myriophylla Kraenz presenta efecto antihipertensivo sin efectos toxicos.

Palabras clave: Calceolaria myriophylla, antihipertensivo, toxicidad aguda y cronica.



“ANTIHYPERTENSIVE AND TOXIC EFFECT OF THE EXTRACT
METANOLICO OF CALCEOLARIA MYRIOPHYLLA KRAENZ IN
HYPERTENSE MICE INDUCED BY L-NAME”

YOVANI MARTIN CONDORHUAMAN FIGUEROA
ABSTRACT

The objective of this experimental study has been to evaluate the antihypertensive and
toxic effect of the metandlico extract of Calceolaria myriophylla Kraenz (zapatilla).
Material and Methods: used albino mice males for the determination of the
antihypertensive effect, after a week of adaptation were measured basal systolic,
diastolica and mean arterial pressure. For the determination of the antihypertensive
effect the induction was realized with the administration of N-Nitro-L-Arginine
Methylester (L-NAME) to dose of 130 mg/ kg/day for oral administration for 07 days
and again the arterial pressure was measured postinduction, was divided in 06 groups of
10 animals; group positive control (L-NAME) and negative control (distilled water),
experimental groups to dose of 200 mg/kg, 400 mg/kg, 600 mg/kg and enalapril to dose
of 75 mg/kg. The treatment was during 30 days being measuring the arterial pressure
every 5 days. The evaluation of the antioxidant activity was realised to the groups
determined in the antihypertensive effect. The study of acute toxicity was realised in
mice normotensos (48 animals) to different doses and the study chronic toxicity was
determined to doses repeated by 60 days to hematologic, biochemical and
anatomopatoldgico level in rates normotensas distributed in 03 groups of 06 animals;
using dose of 400 mg/kg, 600 mg/kg and a group control. Results: The metanolico
extract of Calceolaria myriophylla Kraenz presented better antihypertensive effect is to
the dose of 600 mg/kg for oral administration. The extract metandlico increased the
serum levels nitric oxide and decreased serum levels of malondialdehido. In the acute
toxicity study in mice, none of the doses used induced mortality. In the chronic toxicity
to doses repeated by 60 days, no haematological and biochemical changes were
observed. Histologically did no show any alteration. Conclusions: These results suggest
that oral administration of metandlico extract of Calceolaria myriophylla Kraenz
exhibited antihypertensive effect without toxic effects.

Key words: Calceolaria myriophylla, antihypertensive, acute and chronic toxicity.



“EFECTO ANTIHIPERTENSIVO Y TOXICO DEL EXTRACTO
METANOLICO DE CALCEOLARIA MYRIOPHYLLA KRAENZ EN
RATONES HIPERTENSOS INDUCIDOS POR L-NAME”

YOVANI MARTIN CONDORHUAMAN FIGUEROA

INTRODUCCION

La hipertension arterial (HTA) es uno de los principales factores de riesgo
cardiovascular y causa directa de gran parte de la mortalidad y de la morbilidad en los
paises desarrollados. La HTA estd implicada en la enfermedad isquémica cardiaca
(directamente, e indirectamente por las alteraciones hipertroficas del musculo cardiaco),
en la insuficiencia cardiaca, en la enfermedad vascular cerebral, en las nefropatias y en
un sinfin de alteraciones orgénicas y funcionales originadas por las lesiones
microvasculares que provoca (Vega et al, 2008). Por lo tanto el tratamiento
antihipertensivo constituye la prevencion de complicaciones cardiovasculares,
cerebrovasculares y dafio renal. El tratamiento debe incluir el control de los factores de
riesgo y de enfermedades asociadas que generen mayor riesgo. En la actualidad existe
una diversidad de esquemas de tratamiento pero la mayor parte presentan efectos(s)
secundario(s) y los costes del tratamiento determinan que el paciente generalmente no

continte con su terapia (Rivas et al, 2007).

A nivel mundial se investigan y reportan numerosos estudios de plantas medicinales con
actividad farmacoldgica, como a la especie vegetal Calceolaria myriophylla Kraenz
utilizada en la medicina tradicional de la regién del Cusco a la que atribuyen
propiedades “curativas” en diversas enfermedades como reumatismo, regulador
menstrual, infecciones, Ulceras gastricas, dolores estomacales, como diurético y
enfermedades renales. La presente investigacion farmacoldgica tuvo el interés de
validar su efecto antihipertensivo para su posible uso como terapia alternativa o
coadyuvante al tratamiento de la hipertension arterial, asi mismo evaluar sus posibles
efectos toxicos durante la administracion por via oral en forma aguda y cronica, debido
a que en la actualidad no se reportan estudios farmacoldgicos ni toxicologicos de la

mencionada especie vegetal.



CAPITULO I
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 ANTECEDENTES

e El ayac zapatilla o zapatilla identificada como Calceolaria myriophylla Kraenz es
una hierba anual de 20 m a 30 cm. de altura, cuyas flores amarillas son parecidas a
los zapatos, de ahi su nombre; de hojas pequefias. Se encuentra en laderas y cercas
de piedra hasta los 4000 m.s.n.m. La infusion de las flores, hojas y tallo se toma en

afecciones renales (Olazébal, 2001).

e Se evaluo la actividad insecticida de dos naftoquinonas extraido de la Calceolaria
andina en donde se concluye que son altamente efectivos para las especies de
Homoptera y Acari. Ademas demostraron la baja toxicidad oral y dérmica en
mamiferos (Khambay, Batty, Cahill, Denhlm, 1999).

e La familia Scrophulariaceae tiene 220 géneros y una 3000 especies; son herbaceas
anuales o perennes o bien subfruticosas. Entre los géneros de la Familia estan
Digitales, Verbascum, Linaria, Scrophularia, Calceolaria y otras. Son drogas
importantes las hojas de Digitales purplrea y Digitalis lanata y sus Heterdsidos
cardiacos. Otros componentes de la familia son Cardendlidos, Saponinas
esteroidales, Saponinas triterpenoides, Heterdsidos cianogenéticos, Naftaquinonas,
Antraquinonas, Auronas e Iridoides. Los Alcaloides no son muy comunes, pero se
encuentran algunas especies de los tipos Monoterpenoides, Quinazolina y
Quinolizidina (Trearce, 1991).

e Tomas, Grayer, Gil, Harbone, (1988) reportaron la presencia de flavonoides
comunes en algunas especies de la Familia Scrophulariaceae como son la Luteolina,

Crysoeriol y Apigenina 7-glucoronido.

e Tupayachi Herrera Alfredo docente de la Facultad de Biologia de la Universidad
Nacional San Antonio Abad del Cusco refiere que la especie vegetal Calceolaria

myriophylla es una especie oriunda de nuestro pais, de ahi la gran dificultad de



obtener estudios farmacologicos y/o toxicologicos en revistas internacionales de

estudios sobre plantas medicinales.

Luna (1960) describe que esta planta es muy buscada por toda clase de gente, sus
flores muy amarillas, color canario, tienen la forma de zapato. Es una de las plantas
mas Utiles en la medicina casera. Con el cocimiento de unas cuantas ramitas y
flores, una cucharada de garbanzo tostado y molido, una regular porcién de cola de
caballo y otra de pelo de choclo, se obtiene la curacion de todas las enfermedades

de las vias urinarias.

Sus hojas y flores son utilizadas como antivenéreo, descensos vaginales, diurético,

afecciones uterinas y quita las manchas de la cara (Mufiiz, 1992).

Roersch (1994) concluye que todas las especies de Calceolaria existentes en la zona
sur andina del Per0 tiene una preferencia clara en afecciones uterinas, vaginales y
en el post parto. Sélo en el Cusco los usos no coinciden con los usos indicados

anteriormente y el uso parece dirigirse hacia afecciones de las vias respiratorias.

Reportes etnobotanicos por Olazabal (2001) describen el uso como anticonceptivo,

colerina, tos, dolor de estomago, para los rifiones, post parto y ulceras gastricas.

Rios (2002) reporta su uso en el Distrito de Colquepata —Paucartambo contra las
afecciones renales reposando los tallos, hojas y flores; igualmente es utilizado
contra las ulceras gastricas y el dolor de estomago.

Lastra (2004) demostré el efecto gastroprotector sobre lesiones gastricas inducidas
por Indometacina en ratas al utilizar el extracto hidroalcohdlico de Calceolaria
myriophylla. También determino la presencia de metabolitos secundarios como
azucares reductores, glucosidos, flavonoides, compuestos fendlicos, alcaloides,

taninos, saponinas y cumarinas.

Tomas, Arroyo, Rojas, Chenguayen, Huaman, Guerrero, (2004) han demostrado

que el extracto acuoso de Calceolaria tripartita mejora la funcion hepatica en ratas



con induccién de hepatoxicidad por tetracloruro de carbono al reducir los niveles de

TGO y TGP en condiciones experimentales.

1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y FORMULACION DEL
PROBLEMA

La hipertension arterial (HTA) es uno de los principales factores de riesgo
cardiovascular y causa directa de gran parte de la mortalidad y de la morbilidad en los
paises desarrollados. La HTA estd implicada en la enfermedad isquémica cardiaca
(directamente, e indirectamente por las alteraciones hipertréficas del musculo cardiaco),
en la insuficiencia cardiaca, en la enfermedad vascular cerebral, en las nefropatias y en
un sinfin de alteraciones organicas y funcionales originadas por las lesiones

microvasculares que provoca.

A nivel mundial se investigan y reportan humerosos estudios de plantas medicinales con
actividad farmacoldgica, como a la especie vegetal Calceolaria myriophylla Kraenz
utilizada en la medicina tradicional de la Region Cusco a la que atribuyen propiedades
“curativas” en diversas enfermedades como reumatismo, regulador menstrual,
infecciones, Ulceras gastricas, dolores estomacales y enfermedades renales (Olazabal,
2001 y Roesrch, 1994). La presente investigacion farmacoldgica tiene el interés de

validar el efecto antihipertensivo y sus posibles efectos tdxicos.

FORMULACION DEL PROBLEMA

¢Presentard el extracto metandlico de Calceolaria myriophylla Kraenz efecto
antihipertensivo administrado por via oral a ratones hipertensos inducidos por L-NAME
sin efectos toxicos agudo y cronico?

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto antihipertensivo del extracto metanolico de Calceolaria
myriophylla Kraenz al ser administrado por via oral a ratones hipertensos inducidos por

L-NAME vy sin efectos tdxicos.



1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener el extracto metandlico de Calceolaria myriophylla Kraenz y conocer el
(los) grupo(s) de metabolitos secundarios presentes con el anélisis fitoquimico
cualitativo del extracto metandlico.

e Evaluar el efecto antihipertensivo del extracto metandlico de  Calceolaria
myriophylla Kraenz al ser administrado por via oral a ratones hipertensos inducidos
por L-NAME.

e Evaluar los niveles séricos de oxido nitrico y malondialdehido en ratones
hipertensos inducidos con L-NAME al administrar el extracto metandlico de
Calceolaria myriophylla.

e Realizar la prueba de toxicidad aguda del extracto metanodlico de Calceolaria
myriophylla Kraenz al ser administrado por via oral a ratones normotensos.

e Realizar la prueba de toxicidad cronica observando los efectos tdxicos a nivel
hematol6gico, bioquimico y anatomopatolégico, al administrar el extracto
metanolico de Calceolaria myriophylla Kraenz por via oral a ratas normotensas por

via oral durante 60 dias.

1.4 JUSTIFICACION

La hipertension arterial es una enfermedad que afecta la salud de las personas en todas
partes del mundo vy, por lo tanto, quizas una de las mas costosas para el individuo, la
familia y el pais (LI6piz, Avila, Kimdelan, 2002). Por lo tanto el tratamiento hipotensor
constituye la prevencion de complicaciones cardiovasculares, cerebrovasculares y dafio
renal (Garcia, Urrego, D’Achiardi, Delgado, 2004). En la actualidad existe una
diversidad de esquemas de tratamiento pero la mayor parte presentan efectos(s)
secundario(s) y los costes del tratamiento determinan que el paciente generalmente no
continte con su terapia (Rivas, Gutiérrez, Rivas, 2007).

La presente investigacion farmacologica tiene el interés de Validar el efecto
antihipertensivo del extracto metandlico de Calceolaria myriophylla Kraenz, para su
posible uso como terapia alternativa o coadyuvante al tratamiento de la hipertension
arterial y asi mismo evaluar sus posibles efectos toxicos durante la administracion por
via oral en forma continua, debido a que en la actualidad no se reportan estudios

farmacoldgicos ni toxicoldgicos de la mencionada especie vegetal.



1.5 HIPOTESIS

1.5.1 HIPOTESIS GENERAL

H1: Existe efecto antihipertensivo sin efectos toxicos al administrar por via oral el
extracto metandlico de Calceolaria myriophylla Kraenz en ratones hipertensos
inducidos con L-NAME.

HO: No existe efecto antihipertensivo sin efectos toxicos al administrar por via oral el
extracto metandlico de Calceolaria myriophylla Kraenz en ratones hipertensos
inducidos con L-NAME.

1.5.2 HIPOTESIS ESPECIFICAS

H1: Existe en el analisis fitoquimico cualitativo del extracto metandlico de Calceolaria
myriophylla Kraenz metabolitos secundarios.

H2: Existe efecto antihipertensivo del extracto metandlico de Calceolaria myriophylla
Kraenz al ser administrado por via oral a ratones hipertensos inducidos por L-
NAME.

H3: Existe toxicidad aguda del extracto metandlico de Calceolaria myriophylla Kraenz
al ser administrado por via oral a ratones normotensos.

H4: Existe toxicidad crénica a nivel hematologico, bioquimico y anatomopatologico, al
administrar el extracto metandlico de Calceolaria myriophylla Kraenz por via oral

a ratas normotensas por via oral durante 60 dias.



CAPITULO II
MARCO TEORICO

2.1 FISIOLOGIA DE LA PRESION ARTERIAL

La regulacion de la presion arterial (PA) es un proceso fisioldgico complejo, en el que
intervienen factores genéticos y ambientales (Quiroga, 2010). La presion sanguinea es
el producto del gasto cardiaco y la resistencia vascular periférica que ejerce la sangre
sobre las paredes de los vasos sanguineos cuando es impulsada por el corazén (Ganong,
1998). El mantenimiento de la presion arterial normal se debe a un sistema de control
complejo y multifactorial, que involucra en forma integrada, al sistema nervioso central
y periférico autdbnomo, al corazén, al rifidn, a la glandula suprarrenal y al propio vaso
sanguineo entre otros de tal manera que las anormalidades de la presion arterial ocurren

por una alteracion funcional de la integracion de multiples vias (Ronddn, 2002).

2.2 EPIDEMIOLOGIA DE LA HIPERTENSION ARTERIAL

La Hipertension Arterial (HTA) es una Enfermedad No Transmisible de tipo cronico
que se caracteriza por el aumento anormal de la presién arterial, la misma que es el
resultado de dos fuerzas; una la crea el corazon cuando bombea la sangre y esta avanza
empujando las paredes de las arterias; la otra es la que crean las paredes de las arterias
resistiéndose al flujo de la sangre (INEI, 2010). En la enorme mayoria de los casos (95
%), la hipertension arterial no depende de una causa Unica, sino que es de origen
poligénico y multifactorial. Solo 5 % de los casos de hipertension arterial tiene como
causa la mutacion de un gen unico, que se transmite en la familia siguiendo un modelo
mendeliano (Quiroga, 2010).

En Estados Unidos se estima que un cuarto de su poblacion presenta hipertension
arterial (60 millones) (Goldman, 2008). En Espaiia entre el 20 y el 25 % de los adultos
de méas de 18 afios presentan cifras de presion arterial superiores a 140/90 mmHg
(Farreras, 2000) y entre 60 % y 70 % de las personas en la séptima década de la vida
(Ramirez, 2006). En nuestro pais la prevalencia de la HTA es mayor entre los residentes
de la region Costa, en particular en Lima Metropolitana (28,0 %) y menor entre los
residentes de la selva (21,5 %). En la Sierra la prevalencia de la HTA asume un valor

intermedio (23,5 %). Por lo tanto a nivel nacional, la HTA afecta a una de cada cuatro



personas de 50 y mas afios de edad que en términos absolutos ascienden a un millon 193
mil personas, 604 mil hombres y 589 mil mujeres. La prevalencia de la HTA es mayor
en el area urbana (26,4 %) que en el area rural (23,1 %) (INEI, 2010). Estos datos no
difieren mucho de lo hallado por la Sociedad Peruana de Cardiologia (2005), en donde
la prevalencia hallada fue de 27,3 % en la costa, 22,1 % en la sierra alta y 22,7 % en la
selva (MINSA, 2007).

Es importante tener presente que cuando la HTA es diagnosticada entre los 30 a 50 afios
la presentacion méas comun es el aumento de la presion arterial diastélica con una
presion arterial sistolica normal o un aumento de ambas presiones. Después de los 60
afios, se presenta con mayor frecuencia la hipertension sistolica aislada (presiones
>140/90 mmHg) (Libby, 2007). Antes de los 50 afios, la prevalencia de la hipertension
€S menor en mujeres que en varones, después de la menopausia la prevalencia de
hipertension incrementa rapidamente en mujeres. Asi mismo la raza es un factor de
prevalencia de la enfermedad, en Estados Unidos uno de cada tres Afroamericanos
presenta hipertension comparado con uno de cada cuatro o cinco personas de raza
blanca americana 0 mexicano-americano. Sin embargo en Europa la prevalencia es
mayor en la poblacion de raza blanca de muchos paises europeos (Finlandia, Alemania
y Espaiia) que en los afroamericanos (Goldman, 2008).

2.3 FISIOPATOLOGIA DE LA HIPERTENSION ARTERIAL

La HTA es una enfermedad muy prevalente donde un 90% de su etiologia es
desconocida denominandose hipertension arterial esencial y en un 5 a 10% esta la
denominada hipertension secundaria que se debe a causas conocidas (Taler, 2008).

Diversos mecanismos fisiologicos estan implicados en el mantenimiento de la presion
arterial y su alteracion juega un rol muy importante en el desarrollo de la hipertension
arterial esencial. Existe maltiples factores que han sido muy estudiados como la relacién
del aumento de la presion arterial por la ingesta de sal, obesidad, resistencia a la
insulina; alteracion del Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA) y el Sistema
Nervioso Simpatico (SNS) (Beevers, 2001). El nuevo concepto de que las
anormalidades funcionales y estructurales, incluyendo la disfuncién endotelial, el
incremento del estrés oxidativo, la deficiencia de vasodilatadores, tales como la

Prostaciclina, el Oxido Nitrico (NO); la remodelacion vascular y la reduccion de la



complacencia, pueden anteceder a la hipertension y contribuir a su patogénesis que ha
ganado soporte en los ultimos afios (Gamboa, 2006), es asi que la HTA se caracteriza
basicamente por la existencia de una disfuncion endotelial (DE), con ruptura del
equilibrio entre los factores relajantes del vaso sanguineo (6xido nitrico -NO-, factor
hiperpolarizante del endotelio -EDHF) y los factores vasoconstrictores (principalmente
endotelinas). Es conocida la disminucién a nivel del endotelio de la prostaciclina-PGI2
vasodepresora y el aumento relativo del tromboxano-TXAZ2 intracelular vasoconstrictor
(Wagner, 2010).

Ingesta de sal, obesidad y resistencia a la insulina: La ingesta excesiva de sodio
produce aumento del volumen sanguineo por retencién renal de sodio y agua, que como
consecuencia incrementa la precarga y produce la elevacion de la presion arterial
(Maicas, 2003). En la obesidad el mecanismo de produccién de la hipertension es
complejo e involucra a multiples sistemas, como incremento del SRAA, aumento del
SNS y resistencia a la insulina. En suma la obesidad esta asociada con un incremento de
la reabsorcion de sodio y expansion del volumen plasmatico (Romayne, 2008). La
insulina favorece la retencion renal de sodio por tanto aumento del volumen
intravascular, incrementa la actividad del SNS aumentando las resistencias periféricas y
el gasto cardiaco (Maicas, 2003).

Reactividad vascular y estrés: El estrés intermitente se puede traducir en hipertension
sostenida. La adrenalina secretada en la médula suprarrenal induce cambios mucho mas
importantes estimula los nervios simpaticos y ademas actla sobre el receptor beta 2
presinaptico, para facilitar la liberacion de méas noradrenalina (NA). Ademas puede
haber una alteracion en la recaptacién neuronal de NA en individuos con hipertension
esencial que dejaria expuestas las células vulnerables a niveles mas elevados de NA
(Maicas, 2003).

Remodelamiento vascular y endurecimiento arterial: La remodelacién vascular es
un proceso de cambios estructurales que involucra alteraciones en el proceso celular
incluyendo crecimiento, apoptosis, migracion, inflamacion y produccion de matriz
extracelular, resultando en un incremento del tono arteriolar, engrosamiento de la intima
e hiperplasia de la media (Heilpern, 2008). Fisiolégicamente la remodelacién es un

cambio de respuesta adaptativa que ocurre en respuesta a cambios hemodinamicos y



envejecimiento. Estos cambios estructurales pueden incrementar la reactividad vascular,
con un aumento de la resistencia vascular periférica que es caracteristico de la

hipertension (Touyz, 2007).

Endotelinas: El endotelio es la principal fuente de ET1, pero no es la Unica. ET1 es
sinterizada por las células epiteliales, las células musculares lisas vasculares, los
macrofagos y en el seno de numerosos tejidos en los que se liga a sus receptores para
ejercer su efecto. Las endotelinas son factores vasoconstrictores locales muy potentes,
cerca de 10 a 100 veces méas poderosos que la angiotensina Il. Se sabe actualmente que
se trata de un sistema complejo: pre—proendotelina — proendotelina — ET1. A nivel de
la proendotelina actGa una enzima convertidora de la endotelinas (ECE), formandose
principalmente ET1, pero también en menor proporcion, ET2 y ET3. Solo la ET1 parece
poseer accion vasoconstrictora sistémica. La ET1 es de vida media muy breve, a causa
de la captura por su receptor, no por su degradacion. La ET1 esta implicada, de modo
importante, en el proceso de remodelamiento vascular y de regulacion de la
proliferacion celular, que produce hiperplasia e hipertrofia del musculo liso vascular
(Wagner, 2010).

El sistema renina — angiotensina — aldosterona (SRAA): Se trata de un sistema
sumamente complejo, que comprende una serie de proteinas y 4 angiotensinas (I, Il, 111
y V) con actividades propias y especificas. EI SRAA, ademas de sus acciones
propiamente vasculares, induce estrés oxidativo a nivel tisular, el que produce tanto
cambios estructurales como funcionales, especialmente disfuncién endotelial, que
configuran la patologia hipertensiva. Las acciones de la angiotensina Il incluyen:
contraccion del musculo liso vascular arterial y venoso, estimulacién de la sintesis y
secrecion de aldosterona, liberacion de noradrenalina en las terminaciones simpaticas,
modulacion del transporte del sodio (Na) por las células tubulares renales, aumento del
estrés oxidativo por activaciébn de oxidasas NADH y NADPH dependientes,
estimulacion de la vasopresina/ADH, incremento de la produccién de endotelina (ET1)
y de prostaglandinas vasoconstrictoras (TXA2, PgF2a). La All y la aldosterona poseen,
asimismo, acciones no hemodinamicas: aumento del VEGF con actividad
proinflamatoria, estimulacion de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
nefrotdxicas, incremento de la proliferacion celular y de la remodelacion tisular, con

aumento de la sintesis de citoquinas profibroticas y factores de crecimiento y reduccién



de la sintesis del NO. Se ha descrito dos enzimas convertidoras de angiotensina (ECAS):
la ECAL, que es la enzima fisiologica clésica, y la ECA2, que es la enzima que lleva a
la formacion de la A1-7, deprimida en algunos pacientes con HTA (Wagner, 2010).

Oxido nitrico: Es un radical libre gaseoso con mdltiples acciones bioldgicas; entre las
mejores definidas se encuentran la regulacion del tono vascular, la regulacion de la
neurotransmision y la participacion en la inmunidad no especifica (Rondon, 2002). El
oxido nitrico es un radical libre fisiologico producido por el endotelio vascular como un
factor de relajacion, tiene efectos citoprotectores, es débilmente reactivo, pero bajo
ciertas circunstancias genera productos toxicos fuertemente oxidantes como el
peroxinitrito (Chavez, 2001). EI ON es enzimaticamente sintetizado a partir de la L-
arginina, un proceso que puede ser inhibido por componentes analogos de la L-arginina
como la N-Nitro-L-Arginina Metil Ester (L-NAME) quien compite por la ON Sintasa
(ONS). La inhibicién de la ONS disminuye la produccion de ON ocasionando
vasoconstriccion, aumento de la liberacion de renina e hipertension arterial (Sharifi,
2005).

Radicales libres: Los radicales libres son compuestos de existencia independiente que
contienen uno o mas electrones impares. Estos radicales libres son extremadamente
reactivos, es decir, fuertemente oxidantes que pueden causar dafio oxidativo a
macromoléculas bioldgicas, producir dafio a la membrana celular y lipoproteinas por un
proceso denominado peroxidacion lipidica (Lipoperoxidacién) que produce la
formacion de ciertos productos de degradacion tales como aldehidos, entre las cuales
estd el malondialdehido, que constituye un marcador de la oxidacion lipidica (Chavez,
2001).

2.4 CLINICA DE LA HIPERTENSION ARTERIAL

Las normas para la clasificacién clinica de la hipertension arterial publicadas reciente y
casi conjuntamente por el NIH americano (Joint Nattional Committee VII) y las
Sociedades Europeas de Hipertension Arterial y Cardiologia (SEH-C) coinciden en
considerar como hipertension arterial al promedio de dos o tres mediciones consecutivas
iguales o superiores a 140/90 mmHg, en posicion sentada. La presion normal es

definida por el INC VII como inferior a 120/80 mmHg, siendo considerados los valores



intermedios como estadio prehipertensivo (Tabla 1) (Baglivo, 2003). La relacion entre

la presion arterial y la enfermedad cardiovascular es continua, consistente e

independiente de otros factores de riesgo. Por lo tanto, la definicion de HTA es

numéricamente arbitraria e incluso en el rango normotensivo las personas con menos

niveles de PA poseen tasas mas bajas de enfermedad cardiovascular (Vidalén, 2010).

Tabla 1. Clasificacion de la presion arterial para adultos (18 afios 0 mayores)

Clasificacion PA PAS PAD
mmHg mmHg
Normal <120 y <80
Pre hipertension 120-139 u 80-89
Estadio 1 hipertension 140-159 0 90-99
Estadio 2 hipertension =160 o >100

PA: presion arterial, PAS: presion arterial sistolica, PAD: presion arterial diastolica.
The JNC 7 Report, 2003 2,

Fuente: Vidalon A. (2010).

Evaluacion clinica (Vidalon, 2010)

La evaluacion clinica del paciente se realiza de la siguiente manera:

Revisar la historia clinica y familiar.

Interrogar sobre sintomas de dafio en érgano blanco, estilos de vida e identificar
los factores de riesgo cardiovascular y enfermedades concomitantes.

Ademas de la correcta medicién de la PA, palpar los pulsos arteriales centrales y
periféricos, evaluar soplos en el cuello y abdominales, palpacion de glandula
tiroidea, examen de corazon y pulmones, examen de abdomen que incluya
rifiones, deteccion de tumoraciones y pulsaciones adrticas, verificar edema de
miembros inferiores y valoracion neurologica.

Calcular el indice de masa corporal (peso (kg)/talla al cuadrado (m2)); medida
de la circunferencia de la cintura.

Examen del fondo de ojo.



Examenes de laboratorio

Los analisis rutinarios incluyen un electrocardiograma (ECG), examen de orina (para
sangre, glucosa, proteinas, sedimento), glicemia, hematocrito, potasio y calcio séricos,
acido urico, creatinina (o filtrado glomerular), ademas de colesterol total, colesterol
LDL y HDL, triglicéridos (tras 9 a 12 horas de ayuno). EI ECG permite la deteccion de
hipertrofia ventricular izquierda, arritmias y enfermedad coronaria. Se solicita pruebas
complementarias en situaciones especiales: ecocardiograma, ultrasonido carotideo y
femoral, proteina C reactiva ultrasensible, microalbuminuria (esencial en diabéticos); se
reserva pruebas especificas en la investigacion de la hipertension secundaria (Vidaldn,
2010).

Factores de riesgo vascular

Los factores de riesgo vascular son los siguientes: hipertension arterial, tabaquismo,
obesidad, sedentarismo, dislipidemia (hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia y/o
colesterol HDL bajo), diabetes mellitus, microalbuminuria o tasa de filtracidn
glomerular estimada <60 mL/min, edad (varones >55 afios, mujeres >65 afios), historia
familiar de enfermedad cardiovascular prematura (varones <55 afios, mujeres <65
afios). (Vidalén, 2010).

Lesidn en érgano blanco
Las lesiones en érgano blanco pueden estar relacionadas con los siguientes problemas:
e Cardiaco: hipertrofia ventricular izquierda, angina o infarto miocardico previo,
revascularizacion coronaria previa, insuficiencia cardiaca.
e Cerebral: evento cerebrovascular o ataque isquémico transitorio.
e Enfermedad renal crénica.
e Vasculopatia periférica.
e Retinopatia.
e La estratificacion del riesgo con fines de manejo y prondstico se establece en
base a los niveles de PA, factores de riesgo, dafio de drgano blanco y

condiciones clinicas asociadas. (Vidalon, 2010)



2.5 TRATAMIENTO DE LA HIPERTENSION ARTERIAL

La evolucion en el manejo de la hipertension arterial ha sido cambiante, desde la
monoterapia con alta dosis de diuréticos, recomendada por el "Joint National
Committee 1" (JNC), en 1977, hasta la terapia combinada a dosis bajas de
medicamentos, recomendada por el JINC VI, en el afio 2003. Se espera para el proximo
afio las recomendaciones del JNC VIII (Figura 1). El desarrollo de las terapias
antihipertensivas ha progresado, siendo los ultimos medicamentos registrados los

bloqueadores del sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) (Bryce, 2010).

JNC 1 JNC I JNC 111 JNC IV JNC VW JNC VI JNC VI
1977 1980 1984 1988 1993 1997
Diuréticos Diuréticos Diuréticos Diuréticos Diuréticos * Terapia » Enfoque sobre
Dosis Dosis Dosis o ] individualizada| control de HTA
altas altas baéas ﬁ_B(I)OQI B—B(Ijoq. . Solo un slistélica
agente, « Enfasis en
B-8log, 'EC?A 'EEA titulacion terapia
BCC BCC preferida combinada
o * Dosis bajas
a-Blog. de terapia
o combo como
(a/B -Blog.) opeion
Solo un agente secundaria
titulacion
preferida

Dosis altas Dosis bajas
Monoterapia ﬁﬂ( Combinada

Figura 1. Evolucion en el manejo de la hipertension arterial (Bryce, 2010).

El objetivo primordial del tratamiento del paciente hipertenso debe ser lograr la maxima
reduccion en el riesgo global de morbilidad y mortalidad cardiovasculares, segun indica
el Protocolo de Tratamiento de la Hipertensién de la OMS-Sociedad Internacional de
Hipertension  (Rivas, 2007). ElI mejor cumplimiento con medicamentos
antihipertensivos lleva a un menor riesgo de hospitalizacion, y estd demostrado en
diversos estudios que los pacientes con un alto cumplimiento tienen mayor probabilidad
de lograr la presion arterial objetivo. Ademas, los principales efectos benéficos del
tratamiento antihipertensivo se deben a la reduccion de la presion arterial en si y son

independientes de los farmacos utilizados (Baglivo, 2003).

A todos los pacientes hipertensos debe recomendarseles modificaciones del estilo de

vida, con estrategias como limitar el consumo de sal y alcohol, conseguir el peso



adecuado, realizar ejercicios aerobicos, incentivar el consumo de frutas, verduras y

productos lacteos descremados (Sosa, 2010).

Tabla 2. Cambios en el estilo de vida y efecto sobre la presion arterial

Cambio Recomendacion Reduccion estimada de [a PAS
Reduccion del peso Mantener el peso ideal (IMC 20-25 kgin) Entre 5y 20 mmHg por una
reduccion de 10 kg de peso
Restriceidn del consumo de sal Reducir la ingesta a cifras por debajo de 100 mmol/dia (6 g de sal 2-3mmHg
Una cucharada de café)
Moderacion en &l consumo de alcohol  Limitar &l consumo por debajo de 210 g semanales (30 g/dia) en 2-4 mmHg
hombres y 140 g semanales (20 g/dia) en mujeres
Adopcion de la dieta DASH" Dieta rica en frutas, verduras y productos 4cticos desnatados con §-14 mmHg
reduccidn de la grasa total y especialmente saturada
Efercicio fisico Préctica habitual (al menos 5 dias a la semana) de ejercicio 4-9mmHg
agrébico (por ejemplo, caminar deprisa durante al menos 3045
minutos)

* Los efectos de la dieta DASH stlo s& han probado en EE.UU. y son comparados con los de [ dieta tipica americana. Las caracteristicas de la dieta
DASH son similares aunque no idénficas a la dieta medterranea que esta asociada con una proteccion frente a la enfermedad cardiovascular.
Adaptada de Chobanian AV. et

Fuente: Sosa J. (2010).

De acuerdo al JNC VII, el algoritmo (Figura 2) para el tratamiento de hipertensién
arterial, primero es la modificacion del estilo de vida y, luego, de acuerdo a la
estratificacion del riesgo y estadio de hipertension, el tratamiento es farmacoldgico.

El JNC VII tiene preferencia por los diuréticos. En la Figura 2 se muestra las
combinaciones de los diferentes farmacos utilizados actualmente. La combinacion de
los betabloqueadores con diuréticos predispone a la aparicion de nuevos casos de
diabetes y/o dislipidemia, por lo que no deberia utilizarse en pacientes con sindrome
metabolico o predisposicion para la diabetes. Se debe asociar a farmacos considerados
“protectores”, como los bloqueadores del sistema renina angiotensina en estos casos
(Bryce, 2010).



Williams B., 2009

Chobanian et al, JAMA. 2003;289:2560-2572, q::idificacidn de estilo de vida>

Metas TA (<140/90 mm Hg)
(<130/80 mmHg para diabetes|o enfermedad crénica renal)

<Drogas iniciales a escoger>

Sin indicaciones Con indicaciones
especificas especificas

| | Droga(s) para indicaciones

Estado 2 Hipertensién especificas

Estado 1 Hipertension

(PAS140-158 o PAD 80-99 mm Ha)
diuréticos tiazidicos para la mayoria
Se puede considerar [ECA, BRAT, BB,

(PAS 2 160 o PAD = 100 mm Ha)
2-drogas combinadas para la

mayoria (usualmente diuréticos

Otras drogas antihipertensivas
(diuréticos, IECA, BRAT, BB, BCC)
de acuerdo a la necesidad

BCC, tipo tiazida) e
o en combinacidn |IECA, o BRAT, 0 BB, 0 BCC)

¢Bloqueo del SRA
para la mayoria?

s Por qué tiazida para la mayoria? | | ¢ Tx Combinado temprano? |

¢ Tx temprano y simplificado como estrategia de Tx ?

Figura 2. Algoritmo para el tratamiento de la hipertensién arterial. Las interrogantes son las que
se podrian plantear para el INC VIII (Bryce, 2010).

El antihipertensivo ideal debe: tener un buen perfil hemodinamico, evitar el dafio del
organo blanco, tener pocos efectos adversos, ser eficaz en monoterapia, tener indice
pico-valle mayor de 0.5, permitir buena adherencia al tratamiento, bajo costo e
idealmente duracién mayor de 24 horas, que mantenga al paciente protegido si olvida
tomar una dosis (Garcia, 2004; Molina, 2003). En un estudio realizado en un hospital
nacional se reportd que la monoterapia era utilizada en 55%; dos farmacos, en 38% y
tres 0 méas farmacos, en 7%. El farmaco mas prescrito en monoterapia fue enalapril
(62%); la combinacion de dos farmacos mas frecuente fue IECA con calcio antagonistas
(32%) seguido de IECA con diurético tiazidico (18%); y en tres o mas farmacos la
combinacion mas frecuente fue IECA con Calcio Antagonista y diurético tiazidico. Una
reciente publicacion nacional pone de manifiesto que 45% de los pacientes que reciben
farmacos antihipertensivos se encuentran compensados y que el farmaco mas utilizado
es el enalapril (82%) seguido de calcio antagonista (12%) (Rivas, 2007). Los
hipertensos que presentan ciertas patologias asociadas requieren de tratamiento especial
gue ademas de controlar la HTA, disminuya el riesgo cardiovascular, cerebrovascular y
detenga la aparicién o progresion de la enfermedad renal crénica, entre otras. ElI VII
JNC hace algunas recomendaciones mandatorias o imperativas con base en estudios
realizados en los ultimos afios, con farmacos especificos segun la enfermedad asociada
(Garcia, 2004).



2.6 ASPECTOS BOTANICOS Y ETNOBOTANICOS DE Calceolaria myriophylla

Kraenz

La Calceolaria myriophylla Kraenz es una hierba anual de 20 a 30 cm. de altura, cuyas
flores amarillas son parecidas a los zapatos, de ahi su nombre; de hojas pequefias. Se
encuentra en laderas y cercos de piedra hasta los 4000 m.s.n.m. (Olazébal, 2001). Las
flores tiene corola bilabiada, cuya parte inferior esta hinchada y tiene forma de zapato,
la inflorescencia 3 — 10 flores, las ramas son blancas, las hojas son pequefias, elipticas a
ovaladas (Roesrch, 1994).

De acuerdo al sistema de clasificacion de Judd, Campbel, Kellogg y Stevens (1999), la

especie en estudio pertenece a la siguiente clasificacién taxonémica.

Division : Magnoliphyta (=Angiospermas)
Clase : Magnoliopsida (=Dicotiledoneas)
Subclase : Asteridae
Orden : Labiales
Familia : Scrophulariaceae
Género : Calceolaria
Especies : Calceolaria myriophylla Kraenz

Nombre comun: “Zapatilla”, “Ayac Zapatilla”.
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Figura 3. Calceolaria myriophylla Kraenz: “Zapatilla”, “Ayac Zapatilla”.



Alrededor de 200 géneros pertenecen a la familia Scrofulariaceae y alrededor de 4900
especies estan distribuidas a nivel mundial, especialmente en las regiones de
temperatura templada. Sélo la tercera parte de este género estudiados quimicamente
presentan iridoides, fenilpropanoides, saponinas, heterosidos cardiotonicos, flavonoides,
alcaloides y terpenos han sido aislados. Muchos de estos compuestos tienen actividades

bioldgicas interesantes (Garbarino, 2001).

La familia Scrofulariaceae es reconocida en el Per( por presentar dos generos y 121
especies, principalmente arbustos y hierbas. Los taxones endémicos se encuentran
principalmente en las regiones mesoandina, puna humeda y seca y paramo, entre los
300 y 4500 m de altitud. La Calceolaria myriophylla Kraenz se conoce en més de 10
localidades en el centro-sur del pais, es localmente comUn y podria estar representada en

los Santuarios Machu Picchu y Ampay (Salinas, 2006).

Se reporto la presencia de flavonoides comunes en algunas especies de la familia
Scrophulariaceae como son la luteolina, crysoeriol y apigenina 7-glucosido (Tomas,
1988). Se describe que esta planta es muy buscada por sus flores muy amarillas, color
canario, tienen la forma de zapato. Es una de las plantas mas Utiles en la medicina
casera. Con el cocimiento de unas cuantas ramitas y flores, una cucharada de garbanzo
tostado y molido, una regular porcién de cola de caballo y otra de estigmas de maiz, se
obtiene la curacién de todas las enfermedades de las vias urinarias (Luna, 1960). Sus
hojas y flores son utilizadas como antivenéreo, descensos vaginales, diurético,

afecciones uterinas y manchas de rostro (Mufiiz, 1992).

Finalmente existen multiples reportes etnobotanicos de las propiedades terapéuticas de
Calceolaria myriophylla Kraenz, entre las que destacan el tratamiento de afecciones
renales y vias urinarias, asi como reumatismos, regulaciones menstruales, infecciones,
Ulceras gastricas y dolores estomacales; sin embargo no existen estudios cientificos que
validen estas aplicaciones terapéuticas. (Olazabal, 2001; Roesrch, 1994; Luna, 1960;
Mufiz, 1992; Rios, 2002; Lastra, 2004; Aldave, 1988; Alvarado, 1987; De Lucca, 1992;
Durand, 1999; Girault, 1987; Valdizan, 1992).



2.7 INVESTIGACION Y DESARROLLO DE NUEVOS MEDICAMENTOS

En la practica de la medicina clinica, la mayoria de las atenciones culmina en la
prescripcion de un medicamento. Pocas veces uno se detiene a pensar en los pasos que
estan involucrados en el desarrollo de este farmaco, que una vez fue sélo una molécula,
y damos por hecho la existencia de estos comprimidos, inyecciones, cremas, etc. El
proceso de investigacion y desarrollo es largo y complejo, involucra grandes costos y
pocas posibilidades de éxito. De las muchas moléculas identificadas y ensayadas muy
pocas llegan a los estantes de las farmacias, siendo desechadas la mayoria en distintas
etapas del proceso. La complejidad del proceso es manejada por una diversidad de
disciplinas cientificas que incluye quimicos organicos, bidlogos moleculares,
toxicologos, medicos, farmacdlogos, bioquimicos y cientificos de la computacion.
Todos participan en alguna etapa del proceso, lo que en parte explica los enormes costos
involucrados. En promedio, el proceso de estudiar y ensayar una nueva droga dura 12-
15 afios y significa una inversion cercana a los US$ 600 millones antes que ésta sea

aprobada para su comercializacion (Marovac, 2001).

2.8 ETAPAS DE INVESTIGACION DE UN PRODUCTO FARMACEUTICO

2.8.1 ESTUDIOS PRECLINICOS

Los estudios pre-clinicos se realizan en animales y modelos fisioldgicos en el
laboratorio, analizando las propiedades fisico-quimicas y el comportamiento del
compuesto in vivo e in vitro. El proposito primario sigue siendo la evaluacion de la
actividad bioldgica. En esta etapa, las moléculas se ensayan en dos o mas especies de
animales, debido a que una droga puede afectarlas en forma diferente. Estos estudios
pre-clinicos evallan un gran rango de parametros de la molécula, e incluyen estabilidad,
niveles plasmaticos, tisulares y propiedades farmacocinéticas. Se realizan estudios de

toxicidad aguda y cronica y sobre el efecto en la reproduccion y su progenie.

Estos estudios duran un promedio de 3,5 afios para un compuesto exitoso, pero solo 1 de
1.000 compuestos avanza a la siguiente etapa, que comprende a los estudios clinicos en

seres humanos (Figura 4).
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Figura 4. Etapas de la investigacion de un nuevo medicamento.

2.8.2 ESTUDIOS CLINICOS

Estos estudios tienen que ser realizados de acuerdo con las llamadas Buenas Practicas
Clinicas. Los estudios clinicos son randomizados (pacientes asignados en forma
aleatoria al grupo de tratamiento o al de control), eliminando la posibilidad de sesgo. El
disefio doble ciego (donde ni el investigador ni el paciente saben en que grupo estan)
permite obviar la subjetividad en la evaluacion de la respuesta. (Figura 5), (Marovac,
2001).

12-15 afnos en total @ 71 - 5.000

Aprobacion
Solicitud Autoridad
Regulatoria (FDA/EMEA
2-4 afnos Estudios Fase Il 2.2
Estudios Fase Il - Eficacia
Estudios Fase | - Perfil farmacolégico
Revision y aprobacion comité Regulatorio/Etico

Estudios Preclinicos y Toxicologia Animal

1-25 afos 1.4

2-5 anos 3.3

71-2 afos

5.000

3-5 afios

Figura 5. Proceso de descubrimiento, desarrollo y aprobacion de drogas.



CAPITULO 111
MATERIAL Y METODOS

3.1 DISENO METODOLOGICO

El presente trabajo es un estudio de investigacion experimental debido a que se
manipularon deliberadamente una o mas variables independientes para analizar las
consecuencias que la manipulacion tiene sobre estas variables dependientes.
(Hernandez, 1998).

3.2 TIPO DE ESTUDIO

Observacional, Prospectivo y longitudinal para validar el efecto antihipertensivo del

extracto metanolico de Calceolaria myriophylla Kraenz. (ayaq zapatilla).

3.3 POBLACION DE ESTUDIO

Se utilizo ratones albinos machos de 2 meses de edad con peso que fluctu6 entre 30 y 35
gramos Yy ratas albinas machos de raza Holtzmann de 2 meses de edad con peso que
fluctud entre 180 a 200 gramos, obtenidos del bioterio del Instituto Nacional de Salud

ubicado en el Distrito de Chorrillos de la Ciudad de Lima.

3.4 VARIABLES

3.4.1 VARIABLES IMPLICADAS

3.4.1.1. Variable Independiente

o Extracto metandlico de Calceolaria myriophylla K. (ayaq zapatilla)

3.4.1.2. Variables Dependientes
o Efecto antihipertensivo del extracto metandlico
o Toxicidad Aguda del extracto metandlico

. Toxicidad Crénica del extracto metanélico



3.4.2 VARIABLES NO IMPLICADAS

3.4.2.1. De la especie vegetal: Se tomo en cuenta

Estadio de crecimiento: Se recolectdo de la Calceolaria myriophylla Kraenz (ayaq
zapatilla) las flores, hojas y tallos en el momento de maxima floracion.

Altitud de recoleccion: Se recolectdé la Calceolaria myriophylla Kraenz (ayaq
zapatilla) en la comunidad de Q’orao, Provincia del Cusco, Region del Cusco (3500
m.s.n.m.).

Temporada de recoleccién: La recoleccion de Calceolaria myriophylla K. fue en el

mes de Marzo — Abril, época de maxima floracion.

3.4.2.2. De los animales de experimentacion: Se tomd en cuenta

Edad: Se obtuvo ratones albinos de 2 meses de edad al momento del experimento,
certificados por el Bioterio del Instituto Nacional de Salud.

Sexo: Se obtuvo ratones machos certificados por el Bioterio del Instituto Nacional de
Salud.

Peso: Se tomd en cuenta ratones albinos con pesos con un margen de variacion de
mas/menos 5 gramos.

Alimentacion: Se obtuvo del Departamento de Nutricion de la Universidad Nacional

Agraria La Molina.

3.5 METODOS Y PROCEDIMIENTOS

35.1. OBTENCION DEL EXTRACTO METANOLICO DE Calceolaria
myriophylla Kraenz Y REALIZACION DEL ANALISIS FITOQUIMICO
CUALITATIVO.

3.5.1.1. RECOLECCION DE LA MUESTRA VEGETAL

La planta en estudio fue recolectada en el Distrito de Q’orao (3500 m.s.n.m.), Provincia
del Cusco, Region del Cusco. Se recolectd la planta entera en su estado silvestre (hojas,
tallos y flores), sin raiz con tijera podadora, en un dia soleado, que se fue colocando en
una bolsa de papel previamente la colocacion de alcohol al 96 % (Sharapin, 2000).



3.5.1.2. SECADO Y MOLIENDA DE LA PLANTA

Se sometid la muestra recolectada a secado en un horno a temperatura constante de 35
°C hasta que esté completamente seco. Se selecciond la muestra y se realizo la
molienda en un molino eléctrico, teniendo cuidado del sobrecalentamiento del molino
para evitar la descomposicion de algunos metabolitos secundarios. Se tamizé con malla

para la uniformizacién del pulverizado y finalmente se procedio al pesado de la muestra.

3.5.1.3. PREPARACION DEL EXTRACTOS

El extracto metandlico se obtuvo en una proporcion del 20% (P/V) para lo cual se
procedié a la maceracion de la muestra seca por un periodo de 15 dias hasta
agotamiento de extraccion, luego se pasd por un proceso de secado hasta obtener un
extracto seco que fue la que se ensayo0 en la investigacion (Sharapin, 2000). El extracto

metanolico fue conservado a una temperatura de 4 a 8 °C.

3.5.1.4. ESTUDIO FITOQUIMICO

El analisis fitoquimico se realizé en forma cualitativa, se usé para la deteccion inicial de
los diferentes metabolitos secundarios del extracto metandlico de la especie vegetal,
pruebas basadas en la aplicacion de reacciones fisicoquimicas de coloracion y/o
precipitacion segun Lock de Ugaz, 1988 (ver Tabla 3).

Tabla 3. Determinacion de metabolitos secundarios del extracto metandlico

REACTIVOS METABOLITOS SECUNDARIOS
Shinoda Flavonoides
Tricloruro férrico 1% Compuestos fendlicos
Gelatina — sal 1% Taninos
Dragendorff Alcaloides
Mayer Alcaloides
Hidroxido de sodio Quinonas
Ninhidrina 1% Aminoécidos

Molish Glicésidos




35.2. DETERMINACION DEL EFECTO ANTIHIPERTENSIVO DEL
EXTRACTO METANOLICO DE Calceolaria myriophylla Kraenz EN RATONES.

3.5.2.1. EVALUACION DEL EFECTO ANTIHIPERTENSIVO:

La induccion fue mediante el método descrito por Sharifi, 2005 que consistié en la
administracion de L-NAME a todos las ratones a dosis de 130 mg/kg (Obst M, 2003)
por dia via oral, tiempo que sera controlado diariamente para lograr el incremento de la

presion arterial en forma constante.

DETERMINACION DE LA MEDIDA DE LA PRESION ARTERIAL

Para la medicion de la presion arterial se utilizé el medidor de presion arterial incruenta
LETICA 5001 (Panlab), un instrumento con memoria basado en un microprocesador
especifico disefiado para realizar la medicion indirecta de la presion sanguinea en
animales de experimentacion.

Los animales fueron mantenidos en jaulas de crianza acondicionados al ambiente de
laboratorio con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas a una temperatura ambiente, de
igual manera recibieron su alimento y agua a demanda. El dia del ensayo se empezd
privando de agua y alimentos 12 horas antes del ensayo experimental para la
determinacion del efecto antihipertensivo. Se utilizé 60 ratones divididos al azar en 06
grupos de 10 animales a quienes se les tomo la presién basal antes de la induccion con
L-NAME. Los animales marcados, pesados y distribuidos al azar se identificaron en los

siguientes grupos:

Grupo 1: Agua destilada

Grupo 2: L-NAME (130 mg/kg) en solucion

Grupo 3: L-NAME + Extracto Metandlico dosis de 200 mg/kg en solucion
Grupo 4: L-NAME + Extracto Metandlico dosis de 400 mg/kg en solucion
Grupo 5: L-NAME + Extracto Metandlico dosis de 600 mg/kg en solucion
Grupo 6: L-NAME + Enalapril a dosis de 75 mg/kg en solucion



Se realizo la medicién en la cola del animal con dilatacion previa a una temperatura de
35 °C, se coloco el sensor que presenta el instrumento y se realizé 3 (tres) medidas y el
promedio de estos datos fue el resultado de la medicion de cada raton. Los datos de
presion arterial sistélica y diastélica fueron expresados en mmHg. La medicion se

realizd cada 5 dias por un periodo de 30 dias.

3.53. DETERMINACION DEL EFECTO TOXICO DEL EXTRACTO
METANOLICO DE Calceolaria myriophylla Kraenz.

3.5.3.1. DETERMINACION DE LA TOXICIDAD AGUDA DEL EXTRACTO
METANOLICO DE Calceolaria myriophylla Kraenz EN RATONES. (Ramirez,
2007; Atsamo, 2011; Qin, 2009)

Los animales de experimentacion fueron adaptados a las condiciones de laboratorio. Los
animales fueron marcados y pesados el dia del ensayo experimental para el célculo de
las dosis respectivas por grupo experimental. Se utiliz6 48 ratones divididos al azar en
06 grupos de 08 animales (04 machos y 04 hembras). Los animales de experimentacién

fueron distribuidos en los siguientes grupos:

Grupo 1: Agua destilada

Grupo 2: Extracto Metanolico a dosis de 0,5 g/kg en solucion
Grupo 3: Extracto Metandlico a dosis de 1 g/kg en solucion

Grupo 4: Extracto Metandlico a dosis de 1,5 g/kg en solucion
Grupo 5: Extracto Metanodlico a dosis de 2,0 g/kg en solucion
Grupo 6: Extracto Metanolico a dosis de 3,0 g/kg en solucion

Se administro a las dosis determinadas de los extractos en forma respectiva por via oral
por una sola vez y se realizd la observacion de los animales por un tiempo de 72 horas,
en donde se cont6 el nimero de muertes a las 24 horas, 48 horas y 72 horas y esta fue la

definitiva para hallar la dosis letal toxica del extracto metandlico.



3.5.3.2. DETERMINACION DE LA TOXICIDAD CRONICA DEL EXTRACTO
METANOLICO DE Calceolaria myriophylla Kraenz EN RATAS. (Ramirez, 2007;
Atsamo, 2011; Qin, 2009)

Los animales de experimentacion fueron adaptados a las condiciones de laboratorio. Los
animales fueron marcados y pesados periédicamente hasta la culminacion del ensayo
experimental. Se utilizaron 24 ratas divididos al azar en 03 grupos de 08 animales (04
machos y 04 hembras). Los animales de experimentacion fueron distribuidos en los

siguientes grupos:

Grupo 1: Agua destilada
Grupo 2: Extracto Metanolico a dosis de 400 mg/kg en solucion

Grupo 3: Extracto Metanolico a dosis de 600 mg/kg en solucion

Se administro a las dosis determinadas de los extractos en forma respectiva por via oral
diariamente hasta la culminacion del ensayo experimental (60 dias) y al grupo control
agua destilada.

Concluido el ensayo de toxicidad cronica se procedio a la obtencién de sangre por
puncion cardiaca para la realizacion de los analisis:

Hematoldgico: Hemograma Completo

Bioquimicos: Glucosa, Urea, Transaminasas, Fosfatasa alcalina, Colesterol total, HDL-

Colesterol y Triglicéridos.

Luego se sacrificaron a los animales de experimentacion con Pentobarbital a dosis de
100 mg/kg segun Normas internacionales del cuidado de animales de experimentacion
(Arroyo, 2004, Ramirez, 2007, Close, 1986). Todos los 6rganos fueron conservados en
formol al 10% para posteriormente realizar el examen anatomopatoldgico de dichos
Organos para determinar la presencia de cambios histologicos, en relacion al grupo

control.



3.5.4. DETERMINACION DE LOS NIVELES SERICOS DE OXIDO NIiTRICO Y
DE MALONDIALDEHIDO (MDA) (Chavez et al, 2003)

La determinacion del 6xido nitrico y de malondialdehido se realizé en el dia 30 a todos

los grupos de animales que se usaron para la determinacion del efecto antihipertensivo.

3.5.4.1. DETERMINACION DE OXIDO NITRICO

El 6xido nitrico se determinG a través de su producto de degradacion, los nitritos
mediante diazotizacién. El suero fue homogeneizado con HCL 2N, luego centrifugado a
6000 rpm durante 10 minutos con &cido sulfanilico 1% para la desproteinizacion, se
agregd N-1-naftil-etilendiamina 0,1% y se incubd durante 30 minutos mas. La

absorbancia fue medida a 548 nm por espectrofotometria.

3.5.4.2. DETERMINACION DEL MALODIALDEHIDO (MDA)

La determinacion del MDA (producto final de lipoperoxidacion) (53) fue a través de la
formacion de derivados del acido tiobarbitarico. Se realizd la precipitacion de las
proteinas séricas con &cido tricloroacético al 20% para la liberacion del MDA unido a
las proteinas, se afiadid el acido tiobarbitdrico 0,67% para producir el complejo MD -
Acido tiobarbiturico y la absorbancia fue medida a 535 nm por espectrofotometria.

3.5.5 ANALISIS ESTADISTICO

La diferencia entre los grupos tratados fue determinada mediante el anélisis de varianza
ANOVA vy test de Student en el programa estadistico SPSS (Stadistical Package for
Socials Sciences), version 15.0 en espafiol, siendo considerado estadisticamente

significativo un p < 0,05.

En los resultados del efecto antihipertensivo, las concentraciones de 6xido nitrico y
malondialdehido se determind la media y el error estandar de los valores individuales
obtenidos para los animales de cada grupo. Se aplicé el andlisis de varianza a los valores
obtenidos asi como el analisis multivariado para determinar la significancia estadistica

con un p <0,05.



CAPITULO IV
RESULTADOS

4.1 DEL ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO

Los resultados del analisis fitoquimico cualitativo se observa en la Tabla 4.

Tabla 4. Resultados del analisis fitoquimico cualitativo del extracto metandlico de
Calceolaria myriophylla Kraenz

REACTIVOS METABOLITOS SECUNDARIOS REACCION

Tricloruro férrico 1% Compuestos fendlicos +++

Shinoda Flavonoides ++
Gelatina — sal 1% Taninos +
Dragendorff Alcaloides +
Mayer Alcaloides +
Hidroxido de sodio Quinonas +
Ninhidrina 1% Aminoacidos -
Molish Glicésidos -

Leyenda: (+++) Abundante cantidad, (++) Regular cantidad, (+) Poca cantidad, (-)
Ausente. (Arroyo, et al, 2007)

42 DE LA DETERMINACION DEL EFECTO ANTIHIPERTENSIVO DEL
EXTRACTO METANOLICO DE Calceolaria myriophylla Kraenz
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Figura 6. Comparaciones de los niveles de porcentajes de la elevacién de la presion
arterial basal y presion arterial post induccion por L-NAME.



42.1 DE LA DETERMINACION DEL EFECTO ANTIHIPERTENSIVO DEL EXTRACTO METANOLICO DE Calceolaria
myriophylla Kraenz
4211 SOBRE LA PRESION ARTERIAL SISTOLICA (PS)

Tabla 5. Efecto antihipertensivo sobre la presion arterial sistolica del extracto metandlico en ratones hipertensos inducidos por L-NAME

Tratamiento PB PPI PS1 PS5 PS10 PS15 PS20
Control sin L-NAME 106.24 +1.23  105.34+0.66°  104.7 +1.76 106.17+1.21  108.86+ 1.83  110.83+1.47  110.93+1.10
Control con L-NAME 107.07 + 1.09 161 +1.33 161.7 + 1.40° 154.9+0.72° 14756 +1.33° 139.84+151° 126.66 +1.19"
Extracto 200 mg/kg 105.47+1.89  159.39 + 1.24 154.9 +0.72 14756 +1.33  139.84+151 12666+1.19  113.63+0.42
Extracto 400 mg/kg 10353 +2.23  159.80+1.14  14756+133  139.84+151  12666+1.19 126.66+1.19  109.43 +1.58
Extracto 600 mg/kg 107.06 +1.64  162.74+1.87  137.77+1.28° 12434+1.12° 113.63+0.42° 106.51+1.92° 109.43 +1.58
Enalapril 75 mg/kg 107.78+1.36  153.19+1.12  14457+0.71  133.62+058  124.34+1.12 11363+042  106.51+1.92

Los valores son expresados como media + error estdndar. PB=Presidn Basal, PP1=Presion Postinduccion, PS=Presidn Sistdlica segin dia de tratamiento (1, 5, 10, 15, 20).
Existe diferencia significativa entre las medias con respecto al grupo control sin L-NAME (p < 0.05) (), con respecto al grupo control con L-NAME (p < 0.05) (°), Existe diferencia
significativa entre las medias con respecto a los grupos 200 mg/kg, 400 mg/kg y enalapril (p < 0.05) (°).
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Figura 7. Efecto antihipertensivo del extracto metandlico de Calceolaria myriophylla sobre la presion arterial sistolica en ratones hipertensos
inducidos por L-NAME



4.2.1.2 SOBRE LA PRESION ARTERIAL DIASTOLICA (PD)

Tabla 6. Efecto antihipertensivo sobre la presion arterial diastdlica del extracto metandlico a ratones hipertensos inducidos por L-NAME

Tratamiento PB PPI PD1 PD5 PD10 PD15 PD20
Control sin L-NAME 85.11+1.81 83.9 + 1.67° 79.57 + 1.70 78.81+ 1.58 79.45 + 2.27 81.99 + 1.09 81.6 +1.32
Control con L-NAME 84.14+23 134.74+272 13616 +4.10°  1254+1.94°  127.09+255° 119.17 +1.53" 103 +1.08°
Extracto 200 mg/kg 81.59 + 2.01 133.63 + 2.48 125.4 +1.94 127.09+255  119.17 +1.53 103 + 1.08 87.14+3.24
Extracto 400 mg/kg 79.53 + 1.96 138.34+2.09  127.09+255  119.17+153 103 + 1.08 103 + 1.08 82.6+2.2
Extracto 600 mg/kg 83.46 + 2.45 135.25 + 1.39 96.94 + 1.69° 85.64 + 2.06° 87.14 + 3.24° 79.62 £ 2.78° 82.6+22
Enalapril 75 mg/kg 80.76 + 1.84 129.28 +4.71  119.87 +1.90 95.06 + 1.99 85.64 + 2.06 87.14+3.24 79.62 + 2.78

Los valores son expresados como media + error estdndar. PB=Presion Basal, PP1=Presion Postinduccién, PD=Presién Diast6lica segin dia de tratamiento (1, 5, 10, 15, 20).
Existe diferencia significativa entre las medias con respecto al grupo control sin L-NAME (p < 0.05) (%), con respecto al grupo control con L-NAME (p < 0.05) (°), Existe diferencia
significativa entre las medias con respecto a los grupos 200 mg/kg, 400 mg/kg y enalapril (p < 0.05) (°).
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Figura 8. Efecto antihipertensivo del extracto metandlico de Calceolaria myriophylla sobre la presion arterial diastélica en ratones hipertensos inducidos
por L-NAME



4.2.1.3 SOBRE LA PRESION ARTERIAL MEDIA (PM)

Tabla 7. Efecto antihipertensivo sobre la presion arterial diastdlica del extracto metandlico a ratones hipertensos inducidas por L-NAME.

Tratamiento PB PPI PM1 PMS PM10 PM15 PM20
Control sin L-NAME 92.33+1.45 91.35+1.39% 88.1+1.51 87.94 +£1.33 89.32 £ 1.67 91.9 £0.92 90.94 £ 1.05
Control con L-NAME 91.76 +£1.83 143.62+1.92 14379+3.09" 13568+ 1.27 134.69+3.74  126.16 +1.28 110.72 £ 0.87
Extracto 200 mg/kg 89.6 + 1.86 142.2 +1.48 135.68 £1.27 134.69 + 3.74 126.16 +1.28  110.72 +£0.87 93.7+1.03
Extracto 400 mg/kg 87.55 +1.79 144.8 + 3.30 134.69+3.74 126.16 +1.28 110.72+0.87  110.72 £0.87 91.39+1.96
Extracto 600 mg/kg 91+2.22 141.82+1.68  110.19+1.16° 98.57 + 1.49° 93.7+1.03° 88.87 £2.23° 91.39+1.96
Enalapril 75 mg/kg 89.64 +1.54 139.32 £4.13 12551 +1.74 107.62 + 1.27 98.57 +1.49 93.7+1.03 88.87 £ 2.23

Los valores son expresados como media * error estdndar. PB=Presidn Basal, PPI1=Presion Postinduccién, PM=Presion Media segln dia de tratamiento (1, 5, 10, 15, 20).
Existe diferencia significativa entre las medias con respecto al grupo control sin L-NAME (p < 0.05) (), con respecto al grupo control con L-NAME (p < 0.05) (°), Existe diferencia
significativa entre las medias con respecto a los grupos 200 mg/kg, 400 mg/kg y enalapril (p < 0.05) (°).
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Figura 9. Efecto antihipertensivo del extracto metandlico de Calceolaria myriophylla sobre la presion arterial media en ratones hipertensos
Inducidos por L-NAME



4.2.1.4 EFICACIA ANTIHIPERTENSIVA SOBRE LA PRESION ARTERIAL
SISTOLICA

110.00
e " <
v —
100.00
PS Basal PS Primera Segunda Tercera Cuarta
Postinduccion  medicion medicion medicion medicion
Mediciones

—4—Control sin L-NAME  —i=Control con L-NAME == Extracto 200 mg/kg
——Extracto 400 mg/kg  =—s=—Extracto 600mg/kg  =—@—Enalapril 75 mg/kg

Figura 10. Evolucion temporal del efecto antihipertensivo del extracto metandlico
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Figura 11. Eficacia antihipertensiva del extracto metanolico de Calceolaria
myriophylla sobre la presién arterial sistlica en ratones hipertensos inducidos por L-
NAME



4.2.15 EFICACIA ANTIHIPERTENSIVA SOBRE LA PRESION ARTERIAL
DIASTOLICA
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Figura 12. Evolucion temporal del efecto antihipertensivo del extracto metandlico
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Figura 13. Eficacia antihipertensiva del extracto metandlico de Calceolaria
myriophylla sobre la presion arterial diastdlica en ratones hipertensos inducidos por L-
NAME




4.2.1.6 EFICACIA ANTIHIPERTENSIVA SOBRE LA PRESION ARTERIAL
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Figura 14. Evolucion temporal del efecto antihipertensivo del extracto metandlico
sobre la presion arterial media en ratones hipertensos inducidos por L-NAME
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NAME



4.3 DETERMINACION DEL OXIDO NITRICO Y MALONDIALDEHIDO

Tabla 8. Niveles de oxido nitrico (nmol/mL) al dia 30 en suero de ratones hipertensos inducidos por L-NAME

Tratamiento N Media + Error estandar Minimo Maximo
Control sin L-NAME 10 1.37200 £ 0.08506 0.00704 0.00862
Control con L-NAME 10 1.08617 + 0.08040 0.00991 0.03842
Extracto 200 mg/kg 10 2.28383 + 0.07973? 0.01192 0.01641
Extracto 400 mg/kg 10 2.47600 * 0.07246° 0.01112 0.01488
Extracto 600 mg/kg 10 2.80383 + 0.24587° 0.01161 0.01406
Enalapril 75 mg/kg 10 2.43017 + 0.21521% 0.01125 0.01342

(® Existe diferencia significativa entre las medias del grupo control con L-NAME Yy los grupos tratamiento. (p < 0.05).
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Figura 16. Niveles de Oxido Nitrico al dia 30 en suero de ratones hipertensos inducidos por L-NAME




Tabla 9. Niveles de malondialdehido (nmol/mL) al dia 30 en suero de ratones hipertensos inducidos por L-NAME

Tratamiento N Media + Error estandar Minimo Maximo
Control sin L-NAME 10 0.00783 + 0.00031 0.00704 0.00862
Control con L-NAME 10 0.02417 + 0.00555% 0.00991 0.03842
Extracto 200 mg/kg 10 0.01417 = 0.00087 0.01192 0.01641
Extracto 400 mg/kg 10 0.01300 = 0.00073 0.01112 0.01488
Extracto 600 mg/kg 10 0.01283 + 0.00048 0.01161 0.01406
Enalapril 75 mg/kg 10 0.01233 + 0.00042 0.01125 0.01342

(® Existe diferencia significativa entre las medias del grupo control con L-NAME vy los grupos tratamiento. (p < 0.05).
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4.4 DE LA TOXICIDAD AGUDA DEL EXTRACTO METANOLICO DE
Calceolaria myriophylla EN RATONES NORMOTENSOS

La administracion oral de una dosis limite de 3000 mg/kg (3 g/kg) de peso no
provocé muerte de los animales o sintomas indicativos de toxicidad, durante las
72 horas de observacion. Siempre se registrd una conducta normal en los
animales, con reflejo postural normal y respuesta habitual a los estimulos, asi
como el consumo de alimentos y agua fue con normalidad en comparacion al
grupo control. Las dosis fueron superiores a lo categorizado por el Acuerdo de
Cartagena (2002), en animales de experimentacion.

Como objetivo de este ensayo experimental fue que la toxicidad aguda tiene por
objeto determinar los efectos de una dosis Unica y muy elevada de una sustancia.
Usualmente, el punto final del estudio es la muerte del animal y la toxicidad
aguda se expresa por la dosis letal 50 (DL50), que viene a representar mas o

menos la dosis de la sustancia que produce la muerte en el 50% de los animales.

45 DE LA TOXICIDAD CRONICA DEL EXTRACTO METANOLICO DE
Calceolaria myriophylla EN RATAS NORMOTENSAS

Tabla 10. Niveles de los datos hematol6gicos y bioguimicos al administrar el extracto
metandlico a ratas normotensas por 60 dias

Tratamiento Glucosa Colesterol total HDL - Colesterol Trigliceridos
Control 87.5+22 158.75 £ 10.2 39+1.3 147.25+ 11.7
Extracto 400 mg/kg 91.62+3.8% 179.75+6.9° 37.75+2.7° 14562+ 7.6°
Extracto 600 mg/kg 89.75+3.3% 161.37+7.8 46 + 2.8 131.75+ 13.6°

Los valores son expresados como media + error estandar. (¥) No Existe diferencia significativa entre las medias con
respecto al grupo control (p > 0.05). Existe diferencia significativa entre la media con respecto al grupo control y
grupo de 600 mg/kg (p < 0.05). (°)

Tabla 11. Niveles de los datos hematoldgicos y bioquimicos al administrar el extracto
metandlico a ratas normotensas por 60 dias

Tratamiento Urea TGP Fosfatasa alcalina Leucocitos
Control 19.5+2.8° 17.25 + 3.7° 143.75 + 10.7% 7872.5 + 840°
Extracto 400 mg/kg 20.87+2.1 225+53 139+4.2 6776.25 + 524
Extracto 600 mg/kg 16.75+1.2 24.12 +5.2 119.5+8.8 7103.75+778.1

Los valores son expresados como media * error estandar. (*) No Existe diferencia significativa entre las medias con
respecto al grupo control (p > 0.05).
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Figura 18. Nivel de glucosa al administrar el extracto metandlico a ratas normotensas
por 60 dias. (Rango normal: 85 - 132). (Arroyo, et al 2004)
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Figura 19. Nivel de colesterol total al administrar el extracto metandlico a ratas
normotensas por 60 dias. (Rango normal: 46 - 92). (Arroyo, et al 2004)
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Figura 20. Nivel de HDL-colesterol al administrar el extracto metandlico de
Calceolaria myriophylla Kraenz a ratas normotensas por 60 dias.
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Figura 21. Nivel de triglicéridos al administrar el extracto metanélico de Calceolaria
myriophylla Kraenz a ratas normotensas por 60 dias.
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Figura 22. Nivel de urea al administrar el extracto metanélico a ratas normotensas por
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normotensas por 60 dias. (Rango normal: 39 - 216). (Arroyo, et al 2004).
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46 DE LA EVALUACION DEL EFECTO TOXICO A NIVEL
ANATOMOPATOLOGICO

RINON

Figura 26. Grupo control se
observa tejido renal en donde
no hay alteracion
anatomopatoldgico del tdbulo
contorneado distal (flechas).
Coloracion hematoxilina —
eosina. X100.

Figura 27. Grupo a dosis de
400 mg/kg se observa tejido
renal en donde no hay
alteracion anatomopatoldgico
del tabulo contorneado distal
(flechas). Coloracién
hematoxilina — eosina. X100.

Figura 28. Grupo a dosis de
600 mg/kg se observa tejido
renal en donde no hay
alteracion anatomopatologico
del tubulo contorneado distal
(flechas). Coloracion
hematoxilina — eosina. X100.




CORAZON

Figura 29. Grupo control se
observa tejido cardiaco sin
alteracion anatomopatol6gico
(flechas). Coloracion
hematoxilina — eosina. X100.

Figura 30. Grupo a dosis de
400 mg/kg se observa tejido
cardiaco  sin  alteracion
anatomopatoldgico (flechas).
Coloracion hematoxilina —
eosina. X100.

Figura 31. Grupo a dosis de
600 mg/kg se observa tejido
cardiaco  sin  alteracion
anatomopatologico (flechas).
Coloracion hematoxilina —
eosina. X100.




HIGADO

Figura 33. Grupo a dosis de
400 mg/kg se observa tejido
hepatico en donde no hay
alteracion del parénquima
hepético. Coloracion
hematoxilina — eosina. X100.

Figura 32. Grupo control se
observa tejido hepético en
donde no hay alteracion del
parénquima hepético.
Coloracion hematoxilina —
eosina. X100.

Figura 34. Grupo a dosis de
600 mg/kg se observa tejido
hepatico en donde no hay
alteracion del parénquima
hepatico. Coloracion
hematoxilina — eosina. X100.




PULMON

Figura 36. Grupo a dosis de 400
mg/kg se observa tejido pulmonar
sin alteracion anatomopatol6gico
de las paredes de los alveolos
pulmonares (flechas). Coloracién
hematoxilina — eosina. X100.

Figura 35. Grupo control se
observa tejido pulmonar sin
alteracion anatomopatoldgico de
las paredes de los alveolos
pulmonares (flechas). Coloracion
hematoxilina — eosina. X100.

Figura 37. Grupo a dosis de 600
mg/kg se observa tejido pulmonar
sin alteracion anatomopatoldgico de
las paredes de los alveolos
pulmonares (flechas). Coloracién
hematoxilina — eosina. X100.




CAPITULO V
DISCUSION

Los objetivos de este estudio fueron investigar si ratones hipertensos inducidos por L-
NAME podrian reducir los niveles de presion arterial al recibir el extracto metanolico
de Calceolaria myriophylla Kraenz; determinar los niveles de Oxido nitrico y
malondialdehido; asi como evaluar los efectos de la toxicidad aguda y toxicidad crénica
a nivel hematoldgico, bioquimico y anatomopatolégico al administrar el extracto
metanolico por via oral durante 60 dias en ratas normales. A continuacion se busca

explicar los hallazgos encontrados.

En el estudio fitoquimico cualitativo (Tabla 4) el extracto metandlico mostré la
presencia de abundante cantidad de compuestos fendlicos, regular cantidad de
flavonoides, seguido de poca cantidad taninos, alcaloides y quinonas. Estos resultados
concuerdan con lo obtenido por Lastra y Yafiez (Lastra, 2004) en donde se determiné la
presencia de flavonoides, compuestos fendlicos, saponinas y taninos en el extracto seco
hidroalcohdlico de Calceolaria myriophylla. Asimismo en otra especie vegetal del
mismo género, Calceolaria tripartita, Tomas et al, 2004; determind la presencia de
diterpenos, cumarinas y alcaloides en un extracto acuoso, que concuerda en la presencia
de alcaloides vy triterpenoides. En una tesis realizada Condorhuaméan y Laquihuanaco,
(2006), determinaron la presencia de flavonoides, compuestos fendlicos y saponinas en
la Calceolaria tripartita concordando con la presencia de estos constituyentes quimicos

en el género Calceolaria.

Se debe sefialar que la especie vegetal del presente estudio pertenece a la familia de las
Scrofulariaceae y en esta misma familia se encuentra las especies vegetales de la
Digitalis lanata y Digitalis purpurea que en su composicion fitoquimica presentan

heterdsidos cardiotonicos (Kuklinski, 2003).

Se ha buscado validar el efecto antihipertensivo de Calceolaria myriophylla Kraenz,
utilizando el método de induccién de hipertension por N-nitro-L-arginina metil ester
(L-NAME) (Obst, 2003), en donde se demuestra que la administracién durante 07 dias
consecutivos de L-NAME a dosis de 130 mg/kg por via oral produce un aumento de la

presion arterial (Obst, 2003). EI L-NAME es un inhibidor irreversible de la enzima



oxido nitrico sintetasa (NOS) encargada de la produccion de 6xido nitrico en el
endotelio a partir de la L-arginina. La inhibicion de la NOS disminuye la produccién de
oxido nitrico (NO) ocasiona vasoconstriccion, aumento de la liberacion de renina e
hipertension arterial (Maicas, 2003; Hodge, 2009; Cosgrove, 2005; Zhou, 2002).

El porcentaje de elevacion de la presion arterial post induccion en relacion a la presion
basal (Figura 6) se debe indicar que en promedio (expresado en porcentaje) la presion
sistdlica se elevd en un 47,46 %, la presion diastolica en un 62,08 % vy la presion arterial
media en un 56,15 %. Estos resultados son comparables segun lo indicado por Peotta, et
al, 2001, quién sefala que la presion sistolica y diastélica se elevo en aproximadamente
60 %. Por otro lado Sharifi et al, (2005), Rodriguez et al (2003), reportan elevaciones
de la presion de arterial sistélica en un 90 a 100%. Asi mismo Ramirez et al, 2006;

sefiala que el L-NAME produce un mayor aumento de la presion diastolica.

Segun los resultados de la presente investigacion el extracto metandélico de Calceolaria
myriophylla Kraenz en dosis de 200 mg/kg, 400 mg/kg y 600 mg/kg presentd efecto
antihipertensivo a nivel de presion arterial sistdlica, diastélica y media a lo largo del
tratamiento durante 30 dias, como se indica en la Tabla 5, Tabla 6 y Tabla 7 (Figuras 7,
8y 9). El efecto antihipertensivo se hizo sostenible a partir del dia 10 de tratamiento a lo
largo del experimento. Durante el tratamiento hubo diferencia significativa (p<0.05)
entre los grupos experimentales en relacion al grupo control con L-NAME, un dato
importante que resaltar es que el grupo experimental a dosis de 600 mg/kg presentd
mejor efecto antihipertensivo en relacion a todos grupos incluyendo al grupo de
enalapril - que es un inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina Il (Katzung,
2001) - hasta los 25 dias, luego del cual ya no hubo diferencias significativas entre todos
los grupos de tratamiento, indicandonos que los animales expuestos a hipertension
reduciran sus cifras de presion arterial tanto al recibir enalapril o el extracto de la planta,
pero que la eficacia antihipertensiva serd& mejor al recibir una dosis de 600 mg/kg
(p<0.05).

En relacion a la eficacia antihipertensiva, se observa en la Figura 11 que el extracto
metanolico a dosis de 600 mg/kg presentd la mayor eficacia antihipertensiva sobre la
presion arterial sistélica durante la evolucién del tratamiento administrado (Figura 10)

en forma diaria durante 30 dias, incluyendo la eficacia antihipertensiva mejor que el



enalapril usado como medicamento estandar. Del mismo modo se observa que el
extracto metandlico a dosis de 600 mg/kg present6 mejor eficacia antihipertensiva sobre
las presion arterial diastdlica y presion arterial media (Figuras 13 y 15) durante la
evolucion del tratamiento (Figuras 12 y 14). De las figuras mencionadas anteriormente
el enalapril presentdé mejor eficacia antihipertensiva sobre las dosis de 200 mg/kg y 400
mg/kg durante la evolucion del tratamiento.

El estudio de las plantas medicinales con efecto antihipertensivo desarrollado en
modelos preclinicos y clinicos muestran constituyentes quimicos responsables del
efecto antihipertensivo como son los flavonoides (Kuklinski, 2003; Martinez, 2002) y
compuestos fendlicos (Kuklinski, 2003; Rojas, 2006; Fatehi, 2005), saponinas
esteroidales (Phillips, 2006), los dos primeros metabolitos secundarios se encuentran en
abundante cantidad y regular cantidad en la especie vegetal ensayada, determinado en el
analisis fitoquimico cualitativo (Tabla 4). EI mecanismo de accion antihipertensivo de
los 2 compuestos aludidos seria por un efecto vasodilatador (Rojas et al, 2006) e
inhibicién del sistema renina angiotensina (Fatehi et al, 2005), asimismo el efecto
diurético atribuido por la medicina tradicional puede tener como responsable a la
presencia de metabolitos secundarios como los flavonoides y compuestos fendlicos tal
como lo reportan Kuklinski (2003), Maghrani (2005), Valencia (1995), Benjumea
(2005), Somova (2003), Lahlou (2007), los que explican que el efecto diurético se
deberia a la accion vasodilatadora, osmética, inhibidores de la angiotensina aldosterona
e inhibicidn de la reabsorcion de sodio (Maghrani et al, 2005), que a su vez contribuiria

al efecto antihipertensivo de acuerdo a lo sefialado anteriormente.

Recientemente, se ha considerado que la hipertension arterial esencial es un sindrome
de anormalidades metabolicas y estructurales (genéticas y adquiridas); dentro de las
alteraciones metabdlicas han surgido evidencias que indican que las Especies Reactivas
derivadas del Oxigeno (EROs) juegan un papel fisiopatolégico preponderante en el
desarrollo de la hipertensién (Cosgrove et al, 2005). Esto se debe al exceso de O° "y a la
disminucion de la liberacion de éxido nitrico (ON) en la remodelacion cardiovascular y
en la vasculatura del rifion, mediado por los EROs (Fortufio et al, 2005). Investigaciones
recientes en pacientes con hipertensién esencial evidencian una situacion de estrés
oxidativo, con incremento de la concentracidn sanguinea de sustancias reactivas al acido

tiobarbiturico (TBARS), como indicador de peroxidacion lipidica (Oré et al, 2007).



En la Tabla 8 y Figura 14 se observa que los niveles de 6xido nitrico presentaron un
aumento con respecto al grupo control con L-NAME que es estadisticamente
significativa para todos los grupos experimentales incluyendo al grupo del enalapril,
también se debe indicar que a cualquiera de las dosis evaluadas se obtuvieron resultados

estadisticamente significativos (p < 0.05) con relacion al grupo control sin L-NAME.

En la Tabla 9 y Figura 15 se observa que los niveles de malondialdehido presentan una
disminucion con relacion al grupo control con L-NAME que es estadisticamente
significativa (p < 0.05) para todos los grupos experimentales incluyendo al grupo del
enalapril.

De ambas tablas se indica que el extracto metandlico de Calceolaria myriophylla
Kraenz present6 el aumento de los niveles séricos de dxido nitrico y la disminucion de
los niveles séricos de malondialdehido que va a favorece su efecto antihipertensivo, que
podria deberse a los constituyentes quimicos presentes, principalmente a los compuestos

fenolicos como los flavonoides (Somova et al, 2003).

Los flavonoides y taninos principalmente presentan actividad antioxidante, pero
principalmente a los flavonoides se les atribuye actividad antioxidante de acuerdo a
reportes de Gorduza (2000), Gonzéles (2003), Torok (2008) Ren (2003), Kuskoski
(2004), Dragsted (2003), Akdemir (2003), Silva (2002) y Pérez (2003). Estos
flavonoides contienen en su estructura quimica un nimero variable de grupos hidroxilo
fenolicos y excelentes propiedades de quelacion del hierro y otros metales de transicion,
que les confiere una gran capacidad antioxidante, desempefiando un papel esencial en la
proteccion frente a los fendmenos de dafio oxidativo, y tefectos terapéuticos en un
elevado nimero de patologias, incluyendo la cardiopatia isquémica, la aterosclerosis y
el cancer (Maghrani et al, 2005). Los criterios quimicos para establecer la capacidad
antioxidante de los flavonoides, son: presencia de estructura O-dihidroxi en el anillo B;
que confiere una mayor estabilidad a la forma radical y participa en la deslocalizacién
de los electrones; Doble ligadura, en conjuncién con la funcion 4-oxo del anillo C41-42;
Grupos 3- y 5-OH con funcion 4-oxo en los anillos A y C necesarios para ejercer el
maximo potencial antioxidante. Siguiendo estos criterios, el flavonoide quercitina es el
gue mejor retne los requisitos para ejercer una efectiva funcion antioxidante (Fortufio et
al, 2005; Gorduza et al, 2000).



Durante el decenio pasado aumento significativamente el empleo de plantas medicinales
a consecuencia de las actividades de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en la
promocion de la medicina tradicional, los paises han solicitado su ayuda en la
identificacion de medicamentos herbarios inocuos y eficaces para utilizarlos en los
sistemas nacionales de asistencia sanitaria. En paises desarrollados y en desarrollo, la
poblacion y el personal que lleva a cabo los servicios primarios de salud necesitan
disponer de informacién actualizada y autorizada sobre las propiedades beneficiosas y
los posibles efectos nocivos que conlleva el uso de todos los medicamentos de origen
natural (Pérez, 2003). En este trabajo se muestran los resultados de un estudio
toxicoldgico realizado con la especie vegetal Calceolaria myriophylla Kraenz
proveniente de la region del Cusco que se utiliza en la medicina tradicional. El estudio

brinda aspectos relacionados con las propiedades tdxicas que han sido poco estudiadas.

En la evaluacion de la toxicidad aguda se determino que el extracto metandlico de
Calceolaria myriophylla estaria categorizado como practicamente no tdxico de acuerdo
al manual técnico andino para el registro y control de sustancias quimicas (2002) del
Acuerdo de Cartagena, debido a que no se present6 mortalidad en ninguno de los
géneros (macho y hembra) a una dosis mayor de 3 g/kg de peso corporal de cada raton

ensayado y observado durante 72 horas.

En la evaluacion de la toxicidad cronica a nivel hematoldgico y bioquimico que se
evalud en el ensayo a dosis repetidas por via oral por 60 dias (Tabla 10 y Tabla 11), se
ha determinado que el extracto metandlico de Calceolaria myriophylla Kraenz no
presentd cambios estadisticamente significativo (p>0.05), en los niveles hematol6gicos
y bioquimicos a las dosis de 400 mg/kg y 600 mg/kg comparados con el grupo control;
a excepcion de los niveles de HDL-Colesterol que presento un aumento que fue
estadisticamente significativo a las dosis de 600 mg/kg, asimismo hubo una
disminucion de nivel del colesterol sérico a esta misma dosis pero que no fue
estadisticamente significativo con respecto al grupo control, pero si al grupo de la dosis
de 400 mg/kg (Tabla 10), es decir al administrar dosis de 400 mg/kg hubo un aumento

del colesterol sérico con respecto a ambos grupos.

Existen mdaltiples reportes sobre el estudio de las plantas medicinales sobre la

dislipidemia, se debe sefialar que el Plantago ovata (ispagula), Allium sativum (ajo) y



Cynara scolimus (alcachofa) entre otros, son reportados por presentar efecto
hipocolesterolemiante (Lopez, 2002); la actividad hipocolesterolemiante de la hoja de
alcachofa se atribuye a diferentes compuestos, como las lactonas sesquiterpénicas
(cinaropicrina, grosheimina), y los flavonoides (luteolina, glucdsidos de luteolina)
(Villar, 2004). La administracion del extracto acuoso de Aloe vera en conejos durante 6
semanas causé una disminucion significativa de los lipidos en suero y un aumento del
HDL-colesterol que es considerado como un efecto beneficioso asociado a la

disminucion de infarto (Tedesco et al, 2004).

En la evaluacion anatomopatol6gica del rifién, corazon, higado y pulmon (figuras del 25
al 37) no se muestra evidencia de cambios histopatologicos anormales con relacion al
grupo control durante todo el experimento, este dato nos indica que existe un margen de
seguridad tanto a nivel de toxicidad aguda y toxicidad crdnica, pero deberia ser
confirmado con otros estudios de toxicidad, debido a que la hipertension arterial es una
enfermedad cronica y que la administracion de medicamentos alopéaticos o

fitoterapéuticos son utilizados por tiempo indefinido.



CONCLUSIONES

El extracto metandlico de Calceolaria myriophylla Kraenz (zapatilla) contiene en
abundante cantidad compuestos fendlicos y en regular cantidad flavonoides.

El extracto metandlico de Calceolaria myriophylla Kraenz (zapatilla) presentd
efecto antihipertensivo sobre la presion arterial sistolica, diastolica y media en
ratones hipertensos inducidos por L-NAME.

El extracto metandlico de Calceolaria myriophylla Kraenz (zapatilla) increment6
los niveles séricos de O6xido nitrico y disminuy6é los niveles séricos de

malondialdehido.

El extracto metandlico de Calceolaria myriophylla Kraenz (zapatilla) es

categorizado como practicamente no toxico (dosis superior a 3 g/kg).

El extracto metanodlico de Calceolaria myriophylla Kraenz (zapatilla) no ha

inducido efecto toxico a nivel hematoldgico, bioquimico y anatomopatolégico.

RECOMENDACIONES

Identificar ~ y purificar el o los componentes responsables del efecto

antihipertensivo y del efecto antioxidante del extracto metandlico.

Continuar los estudios para determinar el mecanismo de accién de los principios

activos responsables del efecto antihipertensivo.

Realizar estudios de genotoxicidad y mutagenicidad del extracto metandlico.

Realizar fases de ensayos clinicos en pacientes debidamente controlados para

corroborar los ensayos preclinicos
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