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Resumen

RESUMEN

Cyperus es un género de plantas herbaceas pertenecientes a la familia Cyperaceae,
actualmente son consideradas malezas invasoras sin un aprovechamiento completo
de su potencial farmacéutico o quimico Algunas investigaciones demuestran que la
especie Cyperus rotundus, considerada la maleza méas perniciosa del planeta,
presenta gran actividad antiinflamatoria [1], antioxidante [2], anticonvulsivante,
analgésica, diurética, ansiolitica [3], antidepresiva [4], entre otros efectos, evidencia
que puede convertir a las plantas del género Cyperus en una alternativa para tratar
diferentes enfermedades. Actualmente, Cyperus pilosus Vahles, cyperoides,
alopecuroides, conglomeratus, scarosius, capitatus, articulatus, esculentus, entre
otras, presentan estudios de actividades antiinflamatorios, anticonvulsivantes,
ansioliticos o antidepresivos [5-8]

La especie Cyperus hermaphroditus ha sido utilizada desde tiempo atras por diferentes
etnias para tratar convulsiones, inflamacioén, ansiedad y depresion. Giraldo y Gutiérrez,
2001 demostraron que el extracto acuoso del sistema radical de Cyperus
hermaphroditus posee una actividad analgésica central no opioide, posiblemente
mediada por la inhibicidn de ciclooxigenasas 6 lipooxigenasas [9].

En este trabajo, se estudié el mecanismo de accidon antiinflamatorio del extracto
acuoso de las raices de Cyperus hermaphroditus, mediante la optimizacién del modelo
de la disminucion de los niveles de leucotrieno B4 (LTBa4) producido por leucocitos
polimorfonucleares (LPMN) de rata. La produccion de este eicosanoide se origina a
partir de la estimulacién con ionéforo de calcio A23187 de los LPMN obtenidos del
lavado peritoneal de rata. Los niveles de LTB4 son comparados con los obtenidos al
exponer a los LPMN a una dosis del extracto acuoso de la planta y los presentados
por la accién antiinflamatoria del farmaco no esteroideo ketoprofeno.

El LTB4 fue monitoreado por cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) y la
fraccion correspondiente al pico cromatografico del LTB4 fue aislado y liofilizado.
Posteriormente el sélido fue sometido al andlisis por espectrometria de masas.

Los ensayos antiinflamatorios del extracto acuoso de Cyperus hermaphroditus
realizados en los LPMN de rata, indican que hay una disminucién del 97,2 % del pico
cromatografico correspondiente al LTBa.

A partir de una curva dosis respuesta, se determind la dosis 6ptima del extracto de la
planta para ser utilizada en las pruebas conductuales. La dosis de la planta que
aumento la conducta exploratoria de los ratones, fue 2,5 mg/kg de extracto acuoso de
la planta por peso del animal. Con la dosis fijada del extracto, se evalud el efecto
ansiolitico a través de las pruebas conductuales de laberinto en cruz y tablero
agujereado y el efecto antidepresivo se estudiéo mediante las pruebas de nado forzado.
Los resultados indicaron, que en las condiciones experimentales utilizadas el extracto
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acuoso de la planta no evidencio actividad ansiolitica, ni actividad motora, sin embargo,
si present6 accion antidepresiva.

La actividad anticonvulsivante fue evaluada en ratones sometidos al test del PTZ, las
pruebas realizadas a 85 mg/kg de PTZ por peso del animal y a 2,5 mg/kg de extracto
acuoso de la planta, mostraron un efecto protector ante la mortalidad inducida por el
agente convulsivante en los ratones no tratados con el extracto. Por otro lado, se
registrd que a 55 mg/kg de PTZ no hay mortalidad de roedores, sin embargo, los
efectos de la planta sobre el nimero de convulsiones a esta dosis de PTZ no fueron
concluyentes.

PALABRAS CLAVES: Leucotrienos, cromatografia liquida, modelos conductuales,
Cyperus, pentilentetrazol.



1. Planteamiento del problema

1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Desde tiempo atras, las especies del género Cyperus han contribuido a la medicina,
textileria, indumentaria, quimica y manutencion de muchas culturas del planeta, esto
plantea un mismo problema, las especies Cyperus aunque son consideradas malezas
invasoras, presentan grandes propiedades que deben ser aprovechadas en todas las
areas.

En los paises en vias de desarrollo, se consume menos del 15 % del mercado total de
medicamentos, por ello las plantas representan un importante recurso terapéutico para
sectores desfavorecidos, por lo que las autoridades de salud han incrementado su
interés en estas nuevas alternativas [10]. Cyperus hermaphroditus es una planta poco
estudiada, sin embargo, un estudio farmacol6gico publicé que el extracto acuoso
radicular present6 actividad antiinflamatoria y se sugiere un mecanismo diferente a los
opiaceos mediado posiblemente por las ciclooxigenasas o lipooxigenasas [9].

La mayoria de los farmacos utilizados para tratar las enfermedades inflamatorias como
los no esteroideos tienen un mecanismo de accion en el cual inhiben solamente la via
de las ciclooxigenasas y no inhiben la via de las lipooxigenasas la cual puede
ocasionar la formacion de leucotrienos como el B4, que esta asociada a la produccion
de efectos adversos importantes, principalmente en pacientes asméaticos [11-13]. Por
lo anterior, la presente investigacion busca indagar acerca del efecto del extracto
acuoso de C. hermaphroditus al inhibir estas enzimas, especificamente la 5-
lipooxigenasa considerando que los principios activos que bloquean tanto la
ciclooxigenasa como la lipooxigenasa presentan un mejor perfil de seguridad y
efectividad terapéutica. En la actualidad existe un renovado interés en las alternativas
antiinflamatorias en la que su efecto analgésico este mediado por la inhibicién de la
produccion de prostaglandinas y leucotrienos.

En Colombia, los datos de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), sefialan que
los trastornos de ansiedad son de alta prevalencia a nivel nacional, afectando al 19,3%
de la poblacion [14]. De la misma manera, la depresién es uno de los trastornos mas
importantes que afectan la salud mental del pais.

Por todo lo anterior, en este trabajo se pretende continuar con el estudio del posible
mecanismo de accion antiinflamatorio del extracto acuoso de C. hermaphroditus
tomando como modelo la disminucién de los niveles de leucotrieno B4 (LTB4) producido
por leucocitos polimorfonucleares (LPMN) de ratas. El interés cientifico de esta especie
no solo radica en el mecanismo de su actividad antiinflamatoria, si no también, en otras
propiedades como la anticonvulsivante, ansiolitica y antidepresiva que seran
estudiadas mediante un modelo animal, utilizando la prueba del pentilentetrazol (PTZ)
y las pruebas exploratorias del tablero agujereado, laberinto en cruz y nado forzado.



2. Objetivos

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la capacidad anticonvulsivante, ansiolitica, antidepresiva y el mecanismo
antiinflamatorio del extracto acuoso de C. hermaphroditus.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
2.2.1. Elucidar el mecanismo de accion antiinflamatorio de C. hermaphroditus por
medio del modelo de la disminucidon de leucotrieno B4 indicando la accién en la 5-

lipooxigenasa.

2.2.2. Evaluar y relacionar la accion ansiolitica y el efecto sobre la actividad motora de
un extracto acuoso de C. hermaphroditus administrado en ratones.

2.2.3. Comprobar mediante un modelo animal la actividad anticonvulsivante y
antidepresiva de C. hermaphroditus utilizada como medicina popular.
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3. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

Desde la prehistoria hasta nuestros dias todas las culturas del planeta han utilizado
las plantas para usos medicinales; las bondades de la diversidad etnobotanica se ha
manifestado gracias a los conocimientos farmacéuticos ancestrales que se
demostraron desde los laboratorios cientificos. El uso de plantas medicinales como
alternativas terapéuticas inicié con la elaboracion de infusiones o decocciones de
partes aéreas o radiculares de la planta, actualmente se aislan los principios activos,
se determina su composicion y se comercializa el medicamento farmaceéutico [15].

La OMS ha mencionado que los paises en vias de desarrollo utilizan en un 80 % la
medicina tradicional. Colombia es uno de los paises con mayor diversidad vegetal, se
reportan cerca de 50.000 especies de flora, de las cuales cerca de 6.000 poseen
caracteristicas medicinales, pero sélo 127 especies son aceptadas en Colombia. De
las 127 especies medicinales aceptadas y registradas por la Sala Especializada de
Productos Naturales del Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos
INVIMA, un total de 38 especies son nativas [16]. Lo anterior, demuestra la falta de
explotacion cientifica de la diversidad colombiana y su aplicabilidad en diferentes
tratamientos. A continuacion, se describen algunos de los estudios realizados con el
género Cyperus.

3.1. Género Cyperus

3.1.1. Género Cyperus

El género Cyperus pertenece al grupo de plantas ciperaceas cosmopolitas y en
algunos casos monopolizadoras de muchos ambientes (malezas invasoras); tiene mas
de 700 especies aceptadas por el Real Jardin Botanico de Kew, de mas de 2.500
descritas en la literatura y distribuidas en todos los tipos de vegetacion [3].

Debido a su amplia variedad, Cyperus es utilizado desde la prehistoria como material
para indumentaria, construccién, perfumeria, forrajeria, alimentacion y farmacologia
[18-21]. Sus usos farmacologicos datan del codice de Florentino, en la época
prehispana, donde el dios Nappatechuhtli llevaba en su mano una rama de Cyperus
sp. a la cual le atribuia diferentes usos medicinales; de la misma manera, se encuentra
bibliografia paleobotanica, codices y manuscritos del siglo XVI que confirman
actividades biolégicas [22].

En la medicina tradicional este género ha sido empleado por muchas culturas étnicas
del planeta incluyendo a la africana, egipcia, china, tailandesa, hindu, japonesa, meso
y suramericana en usos tales como repelente, insecticida, ansiolitico, antidepresivo,
molusquicida, antimicrobiano, antimalarico, antitrombotico, analgésico central,
antiepiléptico, antiinflamatario y antipirético.

En la actualidad, los sharanahua en el Amazonas pulverizan sus raices para mezclarla
con vino, las mujeres kofan, sionas y secollan cocinan las raices y el té es bebido para
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controlar y regular los problemas menstruales, los hombres tukano por su parte, la
beben como un fuerte contraceptivo [23], [24].

En la literatura se encuentra mas de 370.000 articulos reportados para este género, la
especie mas destacada lo constituye Cyperus rotundus, considerada la maleza mas
perniciosa del planeta, pero con actividad antiinflamatoria, antioxidante,
anticonvulsivante, analgésica, antidiurética, antidiarreica, antidepresiva, antipirética,
antiemética, antimalarica, antibacterial, antimutagénica, antiradial, ansiolitica, entre
otras muchas propiedades demostradas que se han evaluado principalmente en el
sistema radicular de la planta [2,3,5]. Por ejemplo, las ciperonas, compuestos extraidas
de sus raices, inhiben la sintesis de las prostaglandinas, mediadores de la inflamacion
[25].

Al igual que C. rotundus muchas especies de su género consideradas malezas
invasoras, tienen grandes propiedades, entre la mas estudiadas se destacan la
actividad antiinflamatoria, ansiolitica, antidepresiva y anticonvulsivante [5].

C. cyperoides es utilizada en Indonesia para el tratamiento de problemas intestinales
e inflamatorios, dado que se conoce su contenido en tricina, luteolina, y ciperaquinona
[26]. La especie C. pilosus Vahl es usada en tratamientos de prurito, ictericia, malaria,
dolor de cabeza, reumatismo, epilepsia, infeccion urogenital, hipo, cancer y problemas
urinarios [27]. Sus propiedades antiinflamatorias fueron confirmadas gracias a la tricina
aislada de la planta la cual inhibe la actividad enzimatica de la ciclooxigenasa 1y 2
[28]. El aceite esencial de C. esculentus fue capaz de bloquear la fase neurogénica y
la fase tardia producida por formalina, explicando posiblemente un efecto potencial
como inhibidor de ciclooxigenasas y lipooxigenasas, el aceite demostré ademas gran
actividad anticonvulsivante contra la generalizada crisis ténico clénica [5], [6].

El aceite esencial de Cyperus scariosus mostré actividad antinflamatoria debido a su
contenido en cyperene, en otro estudio, el extracto metandlico de los rizomas reveld
compuestos anti-inflamatorios, mostré tres compuestos que interactuaban como
receptores anti-inflamatorios de la COX-2 [7], [29], [30]. De la misma manera, la
actividad antiinflamatoria de C. tegetum fue demostrada al reducir significativamente
la inflamacion en el edema de pata inducida [31]. Asi mismo, las especies Cyperus
alopecuroides, kyllinga, conglomeratus, tenuis, prolificus, capitatus, articulatus,
corymbosus, papyrus, adoratus, luzulae, involucratus, entre otras, también presentan
estudios de actividades antiinflamatorios, anticonvulsivantes, ansioliticos o
antidepresivos.

A continuacion, se describe la especie silvestre Cyperus hermaphroditus y los estudios
reportados en la literatura especializada referente a la actividad antiinflamatoria
resaltando la importancia de la investigacion en especies nuevas como gran potencial
farmaceutico.
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3.1.2. Cyperus hermaphroditus

La especie Cyperus hermaphroditus perteneciente al complejo Cyperus refluxus es
conocida comunmente como: tule, juncia, coquillo rojo, pimentillo, caltolli, carrrizo,
nacacetoli, tollin, hugra, chonda, zacate de tres filos, piomia, paraguey, hierba, jacinto
zacate, zacate jacintillo y zacate de caballo en las diferentes etnias [9].

C. hermaphroditus presenta una altura entre los 8 a 80 cm, tallo triangular y liso
originado desde el rizoma y con base bulbosa-engrosado, sus rizomas tienen una
longitud de 0,5 a 30 cm de longitud y un grueso de 1 a 5 mm, las hojas de 6 a 70 cm
de longitud, y 1,3 a 12 mm de ancho, son asperas sobre los margenes y la costilla
dorsal, vainas fibrosas de color café verdoso, bracteas desiguales de longitud de 2 a
48 cm y de 2 a 9 mm de ancho. Las espigas cilindricas se encuentran solitarias o en
grupos de 3 en cada pendulo, contiene 15 a 60 espiguillas, en general tetragonales y
disticas; pendunculos de 20 cm de largo, simples o ramificados, cada espiguilla
contiene hasta 9 flores, raquilla café, con las hialinas de 1.2 a 1,5 mm de longitud. Esta
especie se encuentra generalmente en lugares perturbados a orillas de caminos y
cultivos [32].

Entre los usos populares de C. hermaphroditus se encuentra el tratamiento de los
colicos, sincopes, diabetes, convulsiones, enfermedades urinarias, cardiacas e
inflamatorias [9], [33], [34] . También, es empleada en usos forrajeros (ganado bovino,
caprino, equino y ovino) y como muchas especies de su género, se ha registrado que
afecta los cultivos de arroz, café, frutas y maiz [22].

El sistema radical de Cyperus ha sido estudiado en los ultimos afios como superficie
de biosorcion de sustancias contaminantes como fenantrenos o metales pesados, su
potencial eliminacion de estos compuestos ha generado gran interés cientifico [35].

1 Plantas del Mundo Fotorevista, “Cyperus hermaphroditus.,” Cyperus. Guatemala, 2008. [Online]. Available:
http://worldplantsfotorevista.com/Espanol/cyperushermaphroditus.html
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En la literatura se encuentran pocos estudios fitoquimicos, farmacoldgicos y toxicos.
El Unico estudio referenciado relativo a la actividad farmacolégica fue realizado por
Giraldo y Gutierrez 2001, en este se demostrd, que el extracto acuoso de las raices
posee actividad antiinflamatoria y analgésica central no opioide, similar a la reportada
para C. articulatus, ademas posee una actividad analgésica periférica importante,
posiblemente mediada por la inhibicibn de ciclooxigenasas ¢ lipooxigenasas y
directamente relacionada con su efecto antiinflamatorio. En la investigacion se realizo
un analisis fitoquimico a la raiz de la planta, indicando la presencia de esteroides no
identificados, alcaloides, derivados de cumarina, esteroides y triterpenos, taninos y
flavonoides lo que suponen la presencia de un amplio grupo de metabolitos como
posibles responsables de la accion farmacologica [9].

La actividad analgésica-antiinflamatoria se evalué mediante varias pruebas. La prueba
de la contraccién abdominal realizada a diferentes dosis (125, 250, 500, 1000, 2000
mg/kg) mostré disminucion significativa respecto al control y una accion
aparentemente dependiente de la dosis aplicada. El porcentaje de inhibicion del
namero de contracciones presentado por la planta fue igual a 77,4% a 97,6%
comparado con la respuesta analgésica del diclofenaco sodico y la morfina clorhidrato
con un 99,6 y 100 % de inhibicién. En el mismo sentido, el método de la placa caliente,
de la retirada de la cola, y la presion en la pata mostraron accion analgésica. La
actividad antiinflamataria se demostré a partir del método de edema auricular por
aplicacion tépica de acido araquiddnico y el método del edema en pata de rata por
carragenina, en los cuales se encontré una gran disminucién de la inflamacion
respecto al control y comparable a la dosis de 75 mg/kg de diclofenaco sddico.

En este estudio se encontrd que la toxicidad DLso del extracto acuoso fue superior a
4000 mg/kg para ratones y a dosis altas los animales presentaron un comportamiento
pasivo, somnolencia y movimientos estereotipados que indicaron leve accion
depresora del SNC, asi mismo se registré que las heces fueron escasas y blandas lo
cual sugiri6é alguna accién secundaria de tipo colinérgico sobre el tracto digestivo [9].

Por lo anterior, se permiti6 suponer un radio de accién analgésico-antiinflamatorio
relacionado a ciclooxigenasas y lipooxigenasas, con ventajas respecto a los farmacos
AINES, los cuales producen efectos adversos como los antiagregacion plaqueteria,
agresion gastroinstestinal y formacion de ulceras gastricas con posibilidad de
sangrado.

La accion sedante sobre el SNC en la prueba de toxicidad aguda sugiere efectos
similares a los mostrados por otras plantas del mismo género, y con posibles efectos
antiepilépticos mediados por el GABA.

Toda la investigacion cientifica realizada verifica el gran potencial que tiene el género
Cyperus y la especie C. hermaphroditus como tratamiento alternativo de
enfermedades inflamatorias mediadas por ciclooxigenasas y lipooxigenasas. Ademas,
sugiere efectos sedantes y antiepilépticos dado su implicacion en el SNC. A
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continuacion, se describen dos enfermedades del SNC, que son consideradas un gran
problema de salud mental en la actualidad y dados los datos de la OMS es un reto
disminuir su impacto futuro.

3.2. Enfermedades del SNC

Dentro de las patologias que mas afectan el SNC la ansiedad y la depresiéon son las
mas tratadas en la actualidad. La ansiedad es un estado mental que puede ser
considerado como una emocién o un trastorno psiquiatrico. En condiciones normales,
la ansiedad es un impulso motivador para realizar funciones de un individuo, no
obstante, se vuelve patolégica cuando el estado se prioriza, constituye un sentimiento
de amenaza psicosomatica y ocasiona problemas en el comportamiento psicosocial,
fisiolégico, bioquimico, vivencial, conductual y cognitivo de la persona. Por otra parte,
la depresion es considerada un trastorno patologico heterogéneo del estado del &nimo
gue se manifiesta mediante un cuadro clinico complejo, caracterizado por la angustia,
tristeza, inhibicion psicomotora y de la funcibn cognitiva, como sintomas
predominantes [36].

La OMS ha pronosticado que la depresion sera la segunda causa de muerte prematura
o incapacidad laborar para el afio 2020 en todo el mundo, al igual los indices mostrados
para la ansiedad son desalentadores [37], [38]. Actualmente los tratamientos implican,
medicamentos que tienen en sus estructuras principios quimicos activos y/o definidos
con propiedades reguladores del sistema nervioso central, un ejemplo son las
diazepinas ampliamente utilizadas en la salud debido a su gran potencial
psicoterapéutico, pero con limitaciones en su eficacia [39].

3.2.1. Necesidad de nuevos tratamientos

A pesar de todas las investigaciones farmacoldgicas, la mayoria de los medicamentos
actuales para tratar la ansiedad y la depresion son poco versatiles, por un lado, un
tercio de los pacientes son intolerantes o refractarios a los tratamientos disponibles,
por otro, el costo elevado los hace inasequibles y en algunos casos con limitaciones
en su eficacia [40]. Es asi, que se busca trabajar con alternativas eficientes, tolerables
y de bajo costo para ser usadas en paises en vias de desarrollo donde las posibilidades
de tratar estos trastornos sean altas. En la actualidad, se conoce el gran potencial de
las plantas medicinales, los estudios fitoquimicos y clinicos demuestran que extractos
de plantas contienen compuestos activos con potencial psicoterapéutico [41]. Por lo
tanto, las enfermedades psiquiatricas estan siendo tratadas con un numero creciente
de plantas medicinales, cada planta, con propiedades demostradas en su mayoria
mediante un primer tamiz, modelos conductuales en animales [42]. Al igual que la
ansiedad y la depresion como enfermedades del SNC, la inflamacion es una de los
sintomas mas comunes en la mayoria de enfermedades vasculares, lo que implica una
necesidad de nuevos tratamientos con mayor posibilidades y accesibilidad.
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3.3. Inflamacion y Eicosanoides

La inflamacién es una respuesta bioquimica inespecifica causada por el dafio fisico,
quimico o biolégico sobre el tejido mesenquimal vascularizado, que desencadena
sucesivamente fendmenos vasculares, humorales, exudativos, celulares, reparativos
y proliferativos. En la fase I, Il y lll de la inflamacion se produce la induccion patogénica,
incremento de permeabilidad y el edema tisular, en la fase IV gran variedad de
leucocitos migra por las vénulas poscapilares y rodean el tejido dafiado, el
comportamiento y la composicion de las células es dependiente de los mediadores de
la inflamacion [43] .

Los PMN fagocitan bacterias y hongos, los monocitos y células T y B producen
moléculas protectoras y analgésica desarrollandose una quimiotaxis inflamatoria ante
los agentes infecciosos, isquemias, interacciones antigeno-anticuerpo, lesiones
inducidas, entre otros [44]. En estos procesos interviene los eicosanoides, que son
lipidos insaturados derivados de los acidos grasos poliinsaturados de veinte &tomos
de carbono como son las prostaglandinas, los leucotrienos, lipoxinas, y acidos
hidroxieicosanoicos.

Estos eicosanoides son producidos por el 4cido araquiddnico, el cual es liberado de
los fosfolipidos de membrana por la accién de la fosfolipasa 2 activada por diferentes
estimulos, el 4cido araquidonico es entonces metabolizado por dos vias, la primera la
via de la ciclooxigenasa la cual produce ciclooxigenasas y trombozanos, la segunda,
la via de la lipooxigenasa que origina leucotrienos, lipoxinas y acidos
hidroxieicosanoicos [45]. La muestra las diferentes rutas metabdlicas del acido
araquidonico a partir de las ciclooxigenasas y lipooxigenasas.

15-LIPOOXIGENASAS
15-HETE

CICLOOXIGENASAS

Prostaglandinas y
tromboxanos

el Acido araquidénico 5-HPETE -’ LTA4 -’LTB4
5-LIPOOXIGENASAS

12-HETE
12-LIPOOXIGENASAS

Figura 2. Principales vias metabdlicas del acido araquidonico inducidas por la accién de las ciclooxigenasas y
lipooxigenasas
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3.3.1. Lipooxigenasas

Las lipooxigenasas LOX son una familia de enzimas dioxigenasas citosolicas, entre
las que se encuentra la 5,12 y 15 lipooxigenasas, que catalizan la oxidacion
estereoespecifica de los carbonos 5,12 6 15 del AA a sus correspondientes
hidroperoxidos. La 5-LOX juega un papel importante en la oxidacion de acido
araquidénico en acido 5-hidroxieicosatetraenoico (5-HETE) también llamado LTAa4,
considerado el primer paso en la sintesis del resto de leucotrienos LTs. EI LTA4 puede,
0 bien ser convertido en LTBa4 por la enzima LTAs-hidrolasa, o puede conjugarse con
glutation reducido para dar LTC4 por accion de la LTC4 hidrolasa [46].

Por otro lado, el LTC4 puede sufrir modificaciones para dar lugar a los LTD4, LTEa y
LTE4. EI LTB4 es un potente estimulador de las respuestas de leucocitos como son la
guimiotaxis, la adhesion celular, la produccién de anion superoéxido, la translocacion
de calcio y la liberacibn de enzimas hidroliticas. El LTBs4 es producido en los
granulocitos, monocitos, macréfagos, mastocitos y linfocitos B pero debido a la
deficiencia de la 5-LOX en plaquetas, células endoteliales, células T y eritrocitos su
produccion es baja. La figura 3 muestra las rutas metabolicas del acido araquidénico
mediante las LOXs, hasta la produccion de LTs [43].

~Lipooxi = — COOH  12-Lipooxi
ISHPETE 15-Lipooxigenasa <X\/\//\/\/ ipooxigenasa oo

l Acido araquidénico
15-HETE 12-HETE
l 5-lipooxigenasa
OOH )
Lipoxinas Glutation
— COOH eroxidasa
7 p

— > 5-HETE

ipooxigenasa

O,
PN G COOH
o LTA,
LTA, hidrolase/ \iTC4 sintasa
OH OH OH

/ / - COOH - / / /k/\/COOH
g QRN

-HPETE
> lS-L

LTB,
R=S$-Cis-Gli-Glu LTC,
R=S-Cis LTD,
R=S-Cis LTE,

Figura 3. Enzimas y eicosanoides implicados en el proceso de inflamacion mediante la via de las lipooxigenasas?

2 Imagen tomada de Z. Yuequin, “Identificacién y actividad farmacologica de principios de especies antiinflamatorias,”

Universidad de ValenCia, 2007. Fagina 31.
r 1
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Los antiinflamatorios no esteroideos AINES como el ketoprofeno inhiben la sintesis de
la 5-lipooxigenasa, disminuyendo asi, la concentracion de los mediadores generados
por ambas vias, en especial la del LTB4 por ser un compuesto biolégicamente activo e
involucrado en muchas enfermedades cronicas inflamatorias. El ketoprofeno actua
directamente sobre la fosfolipasa evitando la produccién de prostaglandinas y
leucotrienos, sin embargo, debido a los efectos secundarios se ha planteado nuevas
drogas antiinflamatorias [47].

3.3.2. Ciclooxigenasas

Las ciclooxigenasas o prostanglandinas endoperéxido sintasas corresponde a la
familia de enzimas responsables de la sintesis de PGs, TXs y PGI2 a partir de AA,
cada uno de estos compuestos con efectos fisioldgicos vy fisiopatoldgicos implicados
en procesos homeostéticos. Existen dos formas de la COX, la COX-1 y COX-2. La
COX-2 se encuentra en grandes concentraciones en estados de inflamacion aguda
como es el caso de la artritis, y da lugar a la sintesis de PGs proinflamatorias [48].

Como se ha descrito, el proceso de inflamacion basado en las rutas de las
ciclooxigenasas y lipooxigenasas es complejo, hasta la fecha, se siguen estudiando
vias alternas por la cuales un organismo es inflamado, actualmente los estudios
reportar métodos de deteccion de derivados del &cido araquiddnico con el fin de poder
estudiar los mecanismos de inflamacién que se siguen en el organismo y poder ayudar
a tratar diferentes enfermedades con mayor eficacia terapéutica que los AINES.

3.3.3. Métodos de deteccion para metabolitos derivados del AA

Existen diferentes métodos empleados para la deteccion y posterior cuantificacion de
metabolitos derivados del AA, entre los mas utilizados se encuentran la cromatografia
en capa fina CCF, radioinmunoensayo RIA, cromatografia de alta resolucion CLAR
acoplada a un detector ultravioleta/fotodiodos/masas, cromatografia de gases CG
acoplada a espectroscopia de masas EM, radio inmunoensayos y enzimo
iInmunoensayos, que difieren entre ellas en especificidad, sensibilidad y costos.

La cromatografia liquida es una técnica adecuada para cuantificar varios eicosanoides
distintos en un solo analisis, sin embargo, utilizando un detector ultravioleta, se limita
a la presencia de compuestos con grupos cromoforos. En la actualidad, el método mas
aceptado y aplicado para medir la actividad de la 5-LOX medida por la produccién de
5-HETE, LTBa4 y sus isdbmeros, es la cromatografia liquida/masas debido a que ofrece
la posibilidad de encontrar inhibidores de la 5-LOX. No obstante, todos los derivados
de la 5-LOX poseen grupos cromoforos como insaturaciones que tienen como uno de
los maximos de absorcion 235 nm 6 274-280 nm por tanto, son facilmente detectables
y cuantificables utilizando CLAR con detector UV, presentando correlacion entre su
absorbancia y su concentracién. Por otro lado, la deteccion de PGs es dificilmente
medida pues el maximo de absorcion en UV es 192 nm y por lo tanto hace dificilmente
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medir inhibidores de la COX[43]. La técnica, aunque es de gran utilidad es dificil de
emplear si no se cuenta con un patrén de referencia, sin embargo, la separacion de la
fraccion cromatografica del pico correspondiente y su identificacion por EM, IR 'y UV
es una gran alternativa de caracterizacion.

El interés cientifico en la planta fue més all4d de su mecanismo antiinflamatorio, la
evaluacion de la actividad antidepresiva y ansiolitica se evaluaron a través de modelos
conductuales en ratones, a continuacion, se presenta un bosquejo general de los
métodos mas utilizados.

3.3.4. Modelos Experimentales de Ansiedad y Depresion

Establecer un modelo conductual que describa facilmente un fenbmeno biolégico
representa entre otras cosas, comprimir los factores esenciales a las caracteristicas
basicas minimizando los elementos limitantes y adecuando una consistencia
estadistica, facilidad de la metodologia y una buena reproduccién [49]. Al limitar los
elementos, realizar un modelo psiquiatrico implica imposibilidad para reproducir los
sintomas subjetivos de los pacientes, no obstante, los modelos conductuales de
respuesta no condicional han permitido encontrar drogas que ayuden a describir los
mecanismos neuroquimicos y los sustratos neuronales implicados en enfermedades
mentales, por esta razon constituyen una interface de utilidad con las neurociencias
[50].

Los modelos conductuales proporcionan facilmente el desarrollo de terapias
farmacoldgicas alternativas, asi como el comportamiento de los biomodelos permite
resaltar informacion valiosa acerca de diferentes patologias. Los extractos de las
plantas son un claro ejemplo de terapias farmacoldgicas desarrolladas sobre modelos
de ansiedad y depresion debido a que principios activos de las plantas son los
generadores de la eficacia [51].

Por otro lado, los ratones son cominmente utilizados en estudios comportamentales,
pues son especimenes pequefios que posibilitan un mejor manejo, facilidad al realizar
pruebas, gran capacidad exploratoria, una respuesta espontanea y cortos periodos de
gestacion y cria.

El modelo conductual mas utilizado para la tratar la depresion es el nado forzado y los
mas empleados para la ansiedad son el test de tablero agujereado y el laberinto en
cruz. Para comprender la complejidad de estos modelos, es evidente recordar que los
roedores son animales de costumbres nocturnas que viven formando colonias en
madrigueras estrechas, son fotofobicos y tienen una tendencia togmotaxica [52].
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3.3.4.1. Laberinto elevado en cruz

El laberinto elevado en cruz es el modelo mejor validado desde el punto de vista
conductual, farmacoldégico vy fisiologico para este fin. El principio es la preferencia de
los biomodelos por los espacios cerrados del laberinto en contraste a los abiertos, la
interpretacion mas aceptada es que la exposicion a un ambiente novedoso promueve
tanto la exploracion como el miedo, generando un conflicto de aproximacion-evitacion,
asi, cuando el espécimen esta cerca de las ramas abiertas y a una altura de 40 cm,
experimenta sensaciones de veértigo, agorafobia y xenofobia [53]. Pellow y File, 1986
demostraron que los ratones eran ansiogénicos en los espacios abiertos y que las
drogas ansioliticas como los benzodiazepinas, aumentan la exploracion de las ramas
abiertas [54]. Adicionalmente, el laberinto permite obtener informacion de la actividad
motora de los animales, medida por el nimero total de entradas a ambas ramas.

En los Ultimos afios se ha tenido en cuenta diferentes posturas, como nuevos
parametros de medidas y nuevas formas de observacion basados en programas de
videograbacion [55].

3.3.4.2. Prueba del tablero agujereado

Esta prueba combina las caracteristicas de un tablero con agujero tradicional y el
campo abierto, esta disefiado para medir multiples dimensiones de la conducta no
condicionada en pequefios mamiferos de laboratorio [56]. El fundamento del test se
basa en la modificacion del comportamiento exploratorio de los animales, evaluado en
términos de cambios en la actividad motora (No de cruces) y en la frecuencia y
duracioén de las exploraciones subterraneas [40].

Hay una gran variedad de disefios en los equipos utilizados en esta prueba, cada uno
implica un instrumento acorde a las condiciones ambientales, biolégicas y quimicas
gue se sometan, todos los factores afectan de manera directa o indirecta, se debe
tener en cuenta la iluminacion, la temperatura del ambiente, el peso del animal, el sexo,
entre otros factores.

3.3.4.3. Nado forzado

El test de nado forzado de Porsolt, es uno de los modelos mas ampliamente utilizados
para detectar actividad antidepresiva en un gran numero de sustancias [57]. La
inmovilidad que presentan los animales forzados a nadar en un cilindro sin salida, ha
sido utilizada para evaluar las acciones de los farmacos antidepresivos a nivel
experimental. Al iniciar la prueba, los biomodelos presentan movimientos escapatorios,
pero a medida que va pasando el tiempo van desarrollando una postura de inmovilidad.
Hay una menor inmovilidad cuando se utilizan antidepresivos triciclicos, como
imipramina, debido a que son inhibidores no selectivos de la recaptacion de
monoaminas (algunos son selectivos de la noradrenalina) [49]. No obstante, la mayoria
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tienen efectos secundarios como son la sedacion, hipotension postural, xerostomia,
vision borrosa, estrefiimiento, a veces mania y convulsiones [58].

Adicionalmente, el aprovechamiento de C. hermaphroditus se realizO sobre su
capacidad anticonvulsivante, con el objetivo de ser una ayuda en los problemas de
epilepsia.

Epilepsia

La epilepsia es una enfermedad crénica definida como un conjunto de trastornos
neuroldgicos con una elevada predisposicion en el cerebro para generar convulsiones
recurrentes [59]. Aunque no hay una cura para la enfermedad, existen tratamientos
como farmacos anticonvulsivantes que inhiben diferentes mecanismos bioquimicos, a
pesar de ello, en las Ultimas décadas se ha promovido la investigacion de fuentes
naturales de moléculas activas. La investigacion preclinica tradicional de los farmacos
0 extractos se realiza en modelos animales, gracias a su simplicidad, buenos
resultados y reproducibilidad, el modelo mas utilizado para la epilepsia es el test del
pentilentetrazol [60]. El pentilentetrazol PTZ, es utilizado como agente convulsivante
desde 1926.

3.3.5. Modelos para evaluar efectos anticonvulsivantes

Los modelos anticonvulsivantes constituyen una gran herramienta para comprender el
mecanismo neuronal de problemas epilépticos en el hombre. Estos modelos pueden
ser agudos o crénicos, los primeros implican la administracién de agentes quimicos,
eléctricos y metabdlicos produciendo convulsiones temporales a biomodelos sanos no
epilépticos [60]. Los modelos agudos siguen siendo objeto de estudio para desarrollar
nuevos farmacos anticonvulsivantes pues la facilidad de uso, costos y efectividad los
hacen una propuesta interesante [61].

3.3.6. Test del PTZ

El modelo de induccién quimica de convulsiones por pentilentetrazol es util para
evaluar las convulsiones clonico-tonicas, ya que son muy similares a las que se
presentan en humanos, es ampliamente utilizado en la evaluacion de la actividad
anticonvulsivante de nuevas moléculas debido a que se busca que dichos compuestos
funcionen como antagonistas al PTZ.

En la literatura se encuentran varios estudios que indican que el PTZ reacciona con el
receptor GABA bloqueando los canales de cloro, lo que genera dependiendo de la
dosis aplicada en el biomodelo diversos tipos de convulsiones. Una dosis baja de PTZ
inyectada produce espasmos musculares, a dosis medias produce crisis convulsivas
de tipo cldnico-tonicas generalizadas, a dosis altas se producen una serie de
movimientos repetitivos en partes especificas, posteriormente una fase clénica, ténica
y a dosis elevada puede producir la muerte [62], [63].
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4. METODOLOGIA

4.1. REACTIVOS, EQUIPOS Y MATERIALES
4.1.1. Reactivos

e Glucogeno Tipo IX, 98,5 % (Sigma)

e Imipramina clorhidrato, 12,5 mg/kg (Tofranil® 25 Novartis)
e Acido acético glacial, (Fischer Scientific)

e Agua desionizada, conductividad 0,4-5,5 uS/m
Cloro-trimetilsiloxano, 98 % (Sigma)

Cloruro de calcio granulado, <100 % (Merck)

Cloruro de potasio argentométrico, 99,5 % (Merck)
Cloruro de sodio argentometrico, 99,5 % (CARLO ERBA)
Diazepam, 5 mg/mL (Calox Internacional)

Etanol grado CG (Sigma) 99,8 %

Fosfato de potasio dibasico, reactivo analitico, 99,8 (Mallinckrodt)
Fosfato de sodio dibasico anhidro granular, reactivo analitico 99,8
% (Mallinckrodt)

Fosfato monobésico de potasio, 98 %, (CARLO ERBA)
Glucosa anhidra, grado analitico, 98 %

lonéforo de calcio A23187, 98 % (Sigma)

Ketoprofeno, 50 mg/mL (Sanofi)

Metanol grado HPLC (Fischer Scientific)

Nitrégeno grado analitico, (Cryogas)

Pentilentetrazol, 99,8 % (Sigma)

Solucién salina, 0,9 % USP (Baxter)

4.1.2. Equipos

Balanza analitica, Ohaus Adventurer ™, Preparacién de soluciones
+0.0001 g (Shangai, China)

Caja de vidrio 30x20x15 cm con un circulo Determinacién de la dosis
conceéntrico dibujado de 10 cm de diametro en la exploratoria

superficie inferior

Cajas separadoras Actividad anticonvulsivante
Camara de gas con cloroformo Sacrificio de biomodelos
Camara de grabacién, Nikon Coolpix 32 Videograbacion de pruebas
(Shangai, China) conductuales

Centrifuga, Hermle Z300, 0-4000 rpm Eliminacién de residuos
(Wehingen, Alemania) celulares de LPMN



Cilindro de vidrio de 20 cm de didmetro y 30 cm
de altura

Cromatdégrafo liquido de alta resolucion, Hewlett
Packard HP 1100 (Palo alto California, EUA).

Cromatografo de gases acoplado a
espectrometro de masas, Ultra-CG EM QP2010,
(Columbia, EUA)

Cronémetro, Casio HS3 W. L (Tokio, Japon)

Equipo de diseccion bésico (Tijeras, bisturi,
pinzas)

Laberinto en cruz elevado realizado en
poliestireno, 40 cm de altura, ramas de 8 cm de
anchox30 cm de largo, 15 cm de altura de las
ramas cerradas.

Liofilizador, Labconco Freezone 2.5, (Estados
Unidos)

Mini-vap Supelco (Wisconsin, Estados Unidos)

Molino de rotor de impacto de palas, Retsche
SK100 (Mettmann,Alemania)

pH-metro, Metroohm 827 (Herasiu, Suiza)

Rotaevaporador, Buchi R-124, acoplado a un
sistema de vacio R-169 y un controlador de
vacio B-72 (Essen, Alemania)

Bafio de agua Buchi, B-480 (Essen, Alemania)

Sistema de filtracién para membrana de
celulosa 0,45 pm

Tablero de campo abierto con agujeros, caja
30x30x15 cm, agujeros 2,3 cm de diametro
Termometro, BRIXCO

Termostato, Thermo Scientific 206
(Massachusetts, Estados Unidos)

4. Metodologia

Prueba de nado forzado

Analisis de muestras del lavado
peritoneal y determinacion de
la actividad antiinflamatoria en
Unicauca.
Identificacion
Univalle

del LTBs2 en

Registro del tiempo en pruebas
conductuales

Realizar la diseccion y facilitar
el lavado peritoneal
Medicibn de la
ansiolitica

actividad

Secado del extracto de la
planta

Secado de extracto con LPMN
Trituracion de las raices de la
planta

Controlar pH en tratamientos
de LPMN

Concentracion de muestras de
LPMN

Incubacion de balén de

rotaevaporacion

Separacion y eliminacion de
impurezas tejidos

Medicion de la actividad
ansiolitica y motora

Temperatura en nado forzado
Incubacion de los LPMN
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4.2. OBTENCION DEL EXTRACTO ACUOSO DE Cyperus hermaphroditus
4.2.1. Recoleccion del material vegetal

El material vegetal de Cyperus hermaphroditus fue recolectado en el mes de enero del
2015. La planta completa se arrancdé con una pala, en la finca Santa Teresa
(1°48'13,675” Norte, 76°7°41,982” Oeste, latitud 1,8037 longitud -76,1283)° de la
vereda Santa Inés, km 9 via Pitalito-Huila, el sistema radicular de la planta se mantuvo
en el suelo de procedencia con el fin de conservarlas y posteriormente enviarlas al
laboratorio de Andlisis Industriales del departamento de quimica de la Universidad del
Cauca. Los ejemplares recolectados fueron identificados por el Director del Herbario
CAUP, Bernardo Ramiro Ramirez Padilla de la institucién, una muestra se guardd en
el museo de Historia Natural, con nimero de colecta N1 del mes de enero.

4.2.2. Obtencion del extracto acuoso por el método de maceracion percolacion

El sistema radicular de C. hermaphroditus fue tratado con agua potable, las raices se
cortaron y se limpiaron con agua destilada, se secaron a temperatura ambiente por un
dia y por 24 horas en una estufa de secado a 40 °C. Con el fin de disminuir el tamafio
de particula, las raices se trituraron en un molino de rotor de impacto de palas,
empleando un tamiz de fondo con abertura de malla de 1,2 milimetro, a una velocidad
de rotor de 2850 rpm.

Las raices secas y molidas se maceraron en agua desionizada por 10 horas. La
muestra percolada se paso inicialmente por un filtro de 100 mm, seguido de uno de

0,42 um. El extracto acuoso se concentré en un rotaevaporador con una presion
promedio de 150 mm de Hg y a una de temperatura de 40 °C, consecutivamente el
extracto se paso a un vial y se liofilizo utilizando una presién de 4 £+ 2 mBar y una
temperatura de -51 + 1°C. El extracto acuoso de Cyperus hermaphroditus se almaceno
en un desecador protegido de la luz hasta su posterior uso en el estudio de las
actividades biIQgigas. La figura 4 muestra el proceso de extraccion acuosa.

Figura 4. a). Espécimen b) Raices de C. hermaphroditus c¢) Extracto acuoso de C. hermaphroditus

8 Datos satelitales ©2016 Google Maps ©2016 Digital Globe. Escala indeterminada. Pitalito; Huila.
Accedido por: Angie Carolay Forero Girdn, el 24 de febrero del 2016.URL: http://www.coordenadas-
gps.com/
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4.3. ESTUDIO DE LA INHIBICION DE LEUCOTRIENOS CON EL MODELO DE
DISMINUCION DE LTB4 EN LPMN DE RATAS

Para la evaluacion de la actividad antiinflamatoria se optimiz6 el protocolo de
extraccion de los LTB4 a partir del lavado peritoneal de los individuos en estudio,
planteado por Arce, 2001 [64]. Mediante un disefio de experimentos factorial 2° se
evaluaron diferentes variables independientes que pudieran afectar la produccion de
los LTB4 en los individuos inyectados con una solucion de glucogeno. Los factores
evaluados en la obtencion del LTB4 fueron: la masa del individuo, temperatura de
incubacion de los extractos, el tiempo de sacrificio del espécimen, la cantidad de
glucogeno inyectado y la alimentacidon. La variable dependiente fue el aumento del
area del pico cromatografico a 5,322 min considerado como LTB4 por Arce, 2001 [64].

4.3.1. Animales de experimentacion

En este estudio se emplearon 39 ratas de ambos sexos, albinos suizos Univalle y
Probiol con 10-12 meses de edad y pesos entre 300-400 gramos. Los especimenes
provinieron del Bioterio del Centro de Investigaciones Biomédicas de la Universidad
del Cauca, los cuales fueron cuidados desde su nacimiento, optimizando el peso, el
alimento y la edad. Durante todos los experimentos los animales permanecieron en
condiciones estandar de temperatura (20-24 °C), humedad (60-70%) e iluminacion
(12h luz- 12h oscuridad); con alimento y agua ad libitum. Los biomodelos estuvieron
en cajas de policarbonato y fueron alimentadas con alimento Lab Diet® 5001, los
ensayos se realizaron en el cubiculo nimero 1 del Centro de Investigaciones
Biomédicas CIBUC.

Los procedimientos utilizados estan sujetos a los principios y normativas del cuidado
de animales de laboratorio de la Universidad del Cauca y a los estipulados en la
resolucion 008430 de 1993 del Ministerio de la Proteccion Social de Colombia, la ley
84 de 1989 del Congreso de la Republica de Colombia y a las directrices éticas de la
Organizacion Mundial de la Salud. En cuanto a los aspectos ético-legales consultar
documento Marco Legal Comité de Etica para La Investigacion Cientifica (pM-I1V-6.1-
OD-2) Universidad del Cauca. El trabajo cuenta con el aval ético aprobado por el
comité de ética de la Universidad del Cauca, acta numero 14 del 24 de septiembre del
2014 (Ver anexo 4).

4.3.2. Optimizacion del modelo inflamatorio.

La optimizacion del modelo de la disminucion del LTB4en LPMN de ratas se realizé
explorando los cinco factores mas influyentes en el area del pico cromatografico a
5,388 + 0,16 minutos. Para ello se disefié una matriz sencilla de 2%, los factores y los
niveles que se estudiaron fueron (Ver tabla 1):
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Tabla 1.Factores y niveles estudiados para la optimizacion del método antiinflamatorio.

FACTOR NIVEL BAJO NIVEL ALTO
Masa del biomodelo (g) 200-300 300-400
Concentracion de glucogeno (g/kg) 1 1,5
Alimentacion previa NO SI
Temperatura de rotaevaporacion (°C) 35 41
Hora de sacrificio (h) 4 6
Variable respuesta Area del pico cromatogréafico

Para el analisis del disefio de experimentos se utilizO el paquete estadistico
Statgraphics version 16 desarrollado por Statpoint Technologies, Inc. (Virginia,
Estados Unidos) el cual permitié establecer las condiciones éptimas para la extraccion
del LTBa4 por cromatografia liquida de alta resolucion con detector ultravioleta visible.

4.3.3. Evaluacién del mecanismo antiinflamatorio de C. hermaphroditus
mediado por la 5-lipooxigenasa.

Se utilizaron 33 ratas (Arce, 2001) de ambos sexos a las cuales se les inyecto via i.p.
glucogeno al 1,7%(1,5 g/kg del peso del animal) en PSB2 (8,6 mM NaCl, NaHPOa4
0,125 mM, KzHPO4 0,3125 mM, KCI 0,17 mM, Glucosa 5 mM, pH:7,2), después de 6
horas las ratas fueron sacrificadas en una camara de gas para extraer los leucocitos
de la cavidad peritoneal usando buffer de fosfato como fluido amortiguador.

Se realiz6 una inyeccion i.p. de 15 mL de PBS1 (NaCl 137 mM, Na:HPO4 2 mM,
KzHPO4 5 mM, KCI 2,7 mM, 2,5 mM de glucosa pH:7,2) sobre la zona abdominal y se
efectué masajeo local. Se realizé diseccion del biomodelo, hasta llegar a la zona
peritoneal y se recogié por decantacion el fluido amortiguador. Se abri6 el peritoneo y
se lavo en varios ciclos los 6rganos internos de la cavidad peritoneal con 30 mL de
PBS2, moviendo la zona intestinal inflamada, los 6rganos superiores y el peritoneo
parietal, se sostuvo la rata en posicion decubito dorsal se transvasoé el fluido extraido
(evitando causar dafios sobre el higado y el corazén), se unieron las fracciones
recolectadas y se homogenizé la solucion suave y lentamente (evitando muerte
celular). La figura 5 muestra el proceso de extraccion del LTBa.

Figura 5. a) Administracion i.p de PBS1 después del sacrificio del biomodelo. b) Peritoneo abierto para realizar el
segundo lavado c) Lavado peritoneal recogido
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El lavado peritoneal de cada rata se dividié en tres porciones y a cada una se le agrego:

1. El control negativo: 200 pL de solucion PBS1
2. El control positivo: 200 pL de solucion acuosa de ketoprofeno 0,025 g/mL. El
ketoprofeno es un AINES que inhibe la ruta de las LOXs
3. El extracto vegetal: 200 yL de extracto acuoso de Cyperus hermaphroditus
0,075 g/mL.
Los sistemas se incubaron en un bafio maria a 35 °C por 15 minutos, la enzima 5-
lipooxigenasa se activd mediante la adicion de 200 pL de ion6foro de calcio A23187 (1
pg/mL) a 37 °C por 15 minutos, se adicion6 50 yL de una solucion de cloruro de calcio
0,9 mM manteniendo la temperatura durante 2 minutos. La actividad enzimatica se
suspendi6é incubando a 0,0 °C por 10 minutos y se eliminé el material celular
centrifugando por 15 minutos a 4000 rpm. Al sobrenadante obtenido se adicion6 8 mL
de etanol, se filtr6 y se llevdé a sequedad en un rotaevaporador a 35 °C y presion
reducida. Las muestras se conservaron a 0,0 °C para su posterior analisis por CLAR
en el laboratorio de la UAI de la Universidad del Cauca.

4.3.4. Determinacién cromatogréfica de la inhibicion de la produccion del LTB4
por medio de CLAR, EM e IR:

El seguimiento del mecanismo antiinflamatorio se realiza a partir de la formacién del
LTB4, monitoreado mediante cromatografia liquida de alta resolucién acoplado a un
detector de Ultravioleta Visible y posteriormente identificado por espectrometria de
masas.

Pre-tratamiento de las muestras de estudio: Las muestras secas se disolvieron en 1,5
mL de metanol y se pasaron por filtros Simple Pure PTFE de 0,45 pm. Los tres
extractos se concentraron en un minivap con chorro de nitrégeno grado 5.0, hasta un
volumen de 100 pL. Antes de cada inyeccidn las muestras fueron homogenizadas.

Para el analisis por CLAR se inyecté 20 yL de muestra, empleando como fase
estacionaria una columna Hypersyl Cis ODS 250 mm x 0.4 um x 5 mm, fase movil
metanol/agua/acido acético 72/27,8/0,2 operada en modo isocrético, a una velocidad
de flujo de 1,0 mL/min, la identificacidn se realizé utilizando un detector ultravioleta a
una longitud de onda de 280 nm. El tiempo para cada corrida cromatografica fue 20
minutos de analisis y 10 minutos de lavado en gradiente con metanol.

La fraccion identificada como LTBa4a un tiempo de 5,388 £ 0,16 minutos, se recolecto,
se concentré a presion reducida y se seco con chorro de nitrégeno, posteriormente se
sometié a un equipo de espectrometria de masas por sonda de la Universidad del
Valle.
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Espectrometria de masas (EM): La muestra secada por chorro de nitrégeno, se inyecto
por sonda a un EM utilizando un capilar de vidrio. Las condiciones del método fueron
(Ver tabla 2):

Tabla 2. Condiciones utilizadas en el andlisis de EM.

FACTOR CONDICION
Temperatura de la fuente de iones (°C) 240
Temperatura de la interface (°C) 220
Temperatura final (°C) 350
Modo de adquisicion Scan
Velocidad de scan 2000
Inicio de deteccion (min) 5
Finaliza método (min) 25

Cromatografo de gases acoplado a espectrometro de masas, Ultra-CG EM QP2010.

Los fragmentogramas se realizaron en el programa Origin Pro 8, los datos originales
del fragmentograma se pueden observar en el anexo 2.

4.4. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANSIOLITICA Y ANTIDEPRESIVA DE
Cyperus hermaphroditus MEDIANTE PRUEBAS CONDUCTUALES

4.4.1. Animales de experimentacion

Para las pruebas farmacoldgicas se emplearon 200 ratones macho albinos cepa
procedentes del Bioterio de las Universidades del Valle y Cauca con 4-5 meses de
edad y pesos entre 30-40 gramos. Los especimenes se cuidaron desde su nacimiento
en el Bioterio del Centro de Investigaciones Biomédicas de la Universidad del Cauca
considerando dia de por medio el peso, comportamiento, alimentacion, aseo y edad.
12 horas antes de cada experimento los especimenes fueron aislados de fuentes de
alimentacion y fueron llevados 1 hora antes a los modulos de investigacion con el fin
de familiarizar al animal con los equipos conductuales. Los animales fueron
seleccionados aleatoriamente para las pruebas farmacoldgicas y para los tratamientos
aplicados.

Durante todos los experimentos, los biomodelos permanecieron en condiciones
estandar de temperatura, humedad e iluminacién, agua ad libitum. Los biomodelos se
mantuvieron en cajas de policarbonato pequefias y en cada caja se tuvo un maximo
de seis ratones destinados a un mismo tratamiento. Antes y después de cada prueba
realizada, se observo el comportamiento de los biomodelos. Todos los experimentos
se realizaron alrededor de las 10 y 17 horas; periodo del dia en el cual la actividad
diurna de los animales es la maxima. En la figura 6 se aprecian algunas condiciones
utilizadas para los biomodelos.

> w | <



4. Metodologia

e e ]

i 2

Figura 6. a) Cajas de policarbonato para alojamiento de biomodelos, cada caja incluye un tetero, una almacena de
alimentos y aserrin, biomodelos en el laboratorio de experimentacion conductual. b) Alimento de los biomodelos. ¢)
Biomodelos en la sala de ratones.

En las pruebas conductuales se realiza un ensayo previo con el objetivo de asegurar
y optimizar el sistema de grabacion y de mantener las condiciones externas adecuadas
y uniformes. La prueba de nado forzado incluye un pretest de 15 minutos un dia antes
de la prueba [40].

Después de finalizar las pruebas con un espécimen, todos los equipos son limpiados
con alcohol para remover los signos de territorialidad dejados por cada raton. Los
experimentos farmacolégicos realizados siguen los estatutos fijados por el Consejo
Internacional de Organizaciones Médicas para la Investigacion Biomédica en Animales
[65].

4.4.2. Determinacion de la dosis de extracto acuoso de Cyperus hermaphroditus
a utilizar en las pruebas conductuales.

La cantidad de extracto administrada a los biomodelos en las pruebas conductuales,
fue optimizada mediante el modelo de campo abierto con circulo central, evaluando la
dosis con mayor actividad a través una curva de dosis respuesta versus la modificacion
de la conducta explotaria de los animales [66].

Para este estudio se emplearon 60 ratones albinos suizos entre 30-40 gramos, los
cuales fueron divididos en seis grupos de 7 o 8 cada uno; a cada grupo se le inyect6
una dosis diferente del extracto acuoso de Cyperus hermaphroditus e inmediatamente
después de la inyeccién se situo el espécimen en el circulo central dibujado sobre una
caja de vidrio con dimensiones 20 cm de ancho, 30 cm de largo y 15 cm de alto. Las
dosis aplicadas fueron 0,0 (solucién salina), 2,0; 5,0; 5,0; 10,0; 50,0 y 150 mg/kg, masa
de extracto por peso de animal.

La prueba inicié a partir de la instalacion del animal en la caja de campo abierto y
durante seis minutos se observo el numero de empinamiento y nimero de veces que
el animal presentd conducta diagonal (atraviesa el circulo central). El tiempo fue
registrado utilizando un crondémetro manual y las pruebas fueron videograbadas para
su posterior analisis. El extracto que aumento significativamente la conducta
exploratoria se utilizé como dosis i.p. de administracién. El procedimiento siguio el
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protocolo reportado por Cofré, 2009 [40], con modificaciones en las dimensiones y el
material de la caja.

4.4.3. Disefio de experimentacion conductual de comparacion

Las actividades farmacologicas tuvieron el mismo disefio de experimentacion
comparativo, que consta de modelar un fendmeno biologico, reducirlo a sus
caracteristicas mas relevantes y con una consistencia estadistica adecuada a una
ética ligada, exponer el animal a un entorno nuevo de comportamiento. Para la
evaluacion de la actividad ansiolitica y antidepresiva se manejaron 24 ratones para
cada prueba, siendo 8 el nimero de ratones para cada tratamiento. Cada prueba se
efectud en sesiones diferentes y alrededor de las horas con mayor actividad diurna.
Los tres tratamientos comparativos, control negativo (solucién salina), control positivo
(imipramina como antidepresivo y diazepam como ansiolitico y anticonvulsivante) y
grupo evaluado (extracto acuoso de Cyperus hermaphroditus resuspendido en
solucién salina) fueron expuestos a las pruebas de campo abierto con agujeros y
laberinto en cruz para evaluar su actividad ansiolitica y a la prueba de nado forzado
para determinar la actividad antidepresiva [40]. Las comparaciones entre los
tratamientos se realizaron mediante un analisis ANOVA y dado el caso con un post hot
de comparaciones multiples Tukey. El valor de la significancia estadistica a partir del
control fue de p <0.05.

4.4.4. Modelos experimentales de ansiedad y depresion

4.4.4.1. Determinacién de la actividad ansiolitica mediante el modelo del
laberinto en cruz

El laberinto en cruz elevado sigue el protocolo planteado por Pellow, 1985 con algunas
modificaciones, utiliza un aparato en cruz que se compone de dos brazos abiertos, uno
frente al otro, perpendiculares a dos brazos cerrados con dimensiones 30 x 8 x 15 cm;
los cuatro brazos estan unidos por un centro de plataforma de 8 x 8 x 0 cm. Los brazos
cerrados tienen una pared de 15 cm de alto. Los brazos y la plataforma estan
fabricadas de laminas de poliestireno negras, soportadas sobre una base en cruz de
madera. Todo el aparato esta a 40 cm sobre el suelo y se sitia en el centro de 4
paredes oscuras, como se observa en la figura 7 [67-69].
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Centro
de masa

Figura 7. Dimensiones y descripcion del laberinto elevado en cruz. a) Vista superior, b) Vista lateral superior.

Previo a la realizacion a las pruebas los animales se dividieron en tres grupos de 8
ratones cada uno, a los cuales se les administré via i.p. 30 minutos antes de la prueba:
Grupo 1: Control negativo  NaCl 0,9 % 12,5 mg/kg
Grupo 2: Control positivo Diazepam® 0,3 mg/kg. El diazepam es un ansiolitico
diazepinico que facilita la inhibicién del GABA.
Grupo 3: Extracto Extracto acuoso de Cyperus hermaphroditus a dosis
fijada por la prueba de campo abierto.

El nimero de entradas en cada brazo (una entrada del raton en el brazo se define
como el centro de la masa del ratén que entra en el brazo), el tiempo en cada uno, la
distancia recorrida, y el porcentaje de entradas en los brazos abiertos son evaluadas
en seis minutos desde la videograbacion [40].

4.4.4.2. Determinacion de la actividad ansiolitica a partir de la prueba de tablero
agujereado

En la prueba de tablero agujereado realizada por Boissier, J.R., Simon, P. 1962 se
realizan varias modificaciones. En este ensayo se utilizd6 una caja de vidrio de
35x35x35 cm, la plataforma de aluminio se encuentra a 5 cm del piso y esta dividida
en 16 cuadrados de iguales dimensiones. En cada cuadrado, se encuentra un orificio
concéntrico de 2,5 cm de didmetro (ver figura 8). En la parte superior de la caja se
encuentra una videocamara que registra durante cinco minutos el movimiento del ratén
[70].
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Figura 8. Dimensiones del tablero de agujeros. a) Vista supéridr, b) Vista lateral éuperia."

Los animales se dividieron para ser utilizados en tres tratamientos de 8 ratones cada
uno, y se les administré via i.p. 30 minutos antes:

Grupo 1: Control negativo  NaCl 0,9 % 12,5 mg/kg

Grupo 2: Control positivo Diazepam® 0,3 mg/kg

Grupo 3: Extracto Extracto acuoso de Cyperus hermaphroditus a dosis
fijada por la prueba de campo abierto.

El experimento inicié colocando el animal en el centro del tablero agujereado. Se
registrd6 durante 5 min el nUmero de veces que el ratén introduce la cabeza en los
agujeros, su duracién y el numero de veces que atraviesa los cuadrados [71].

4.4.4.3. Determinacion de la actividad antidepresiva mediante el modelo de
nado forzado

La evaluacion de la actividad antidepresiva se realizé a partir de la prueba de nado
forzado Porsolt 1977 con varias modificaciones, en este test se utilizé un cilindro de
vidrio transparente de 30 cm de alto y 20 cm de diametro [49] [72].El cilindro contenia
agua hasta una altura de 15 cm a una temperatura de 24 + 1 °C [57]. Los animales se
dividieron en tres grupos de 8 ratones cada uno, a los cuales se les administro via i.p.
30 minutos antes:

Grupo 1: Control negativo  NaCl 0,9 % 12,5 mg/kg

Grupo 2: Control positivo Imipramina ® 12,5 mg/kg. La imipramina es un
antidepresivo triciclico que inhibe la recaptacién de
serotonina y noradrenalina.

Grupo 3: Extracto Extracto acuoso de Cyperus hermaphroditus a dosis
fijada por la prueba de campo abierto.
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Figura 9. a) Dimensiones del cilindro de nado forzado b) Ratones secados con toallas

La duracion de la prueba es 6 minutos, después de los animales fueron secados con
toallas, Los parametros registrados por medio de la videograbacion son: el nado,
definido como todos aquellos movimientos escapatorios, es decir, desplazamiento
circular, trepado o buceo, y la inmovilidad definida como los movimientos minimos que
debe realizar el animal necesarios para mantener su cabeza fuera del agua y poder
respirar [73].

4.5. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTICONVULSIVANTE DE Cyperus
hermaphroditus MEDIANTE EL TEST PTZ

4.5.1. Animales de experimentacion

En el test del PTZ se emplearon 63 ratones macho albinos suizos obtenidos en los
bioterios de las Universidades del Valle (Cali, Colombia) y Cauca (Popayan, Colombia)
con 4-5 meses de edad y pesos entre 30-40 gramos.

Todos los especimenes se asistieron desde su nacimiento optimizando peso,
alimentacion y edad para las pruebas en el Centro de Investigaciones Biomédicas de
la Universidad del Cauca. Una hora antes de cada seccion, los biomodelos fueron
trasladados a la sala de investigacion. Durante todos los experimentos los animales
permanecieron en condiciones estandar de temperatura, humedad e iluminacién, agua
ad libitum. Los tres tratamientos realizados en las pruebas anticonvulsivantes se
realizaron simultdneamente.

4.5.2. Determinacion de la actividad anticonvulsivante por el Test del PTZ a 85
mg/kg

El PTZ provoca crisis convulsivas del tipo ténico-clénicos generalizadas, en este test
se utilizaron 24 ratones divididos en tres grupos formados por 8 ratones cada uno, a
cada grupo se inyectd 30 minutos antes:

Grupo 1: Control negativo  NaCl 0,9 % 12,5 mg/kg
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Grupo 2: Control positivo Diazepam ® 0,3 mg/kg.
Grupo 3: Extracto Extracto acuoso de Cyperus hermaphroditus a dosis
fijada por la prueba de campo abierto.

Después de 30 minutos, a cada grupo se le inyecto via i.p. pentilentretazol a una dosis
de 85 mg/kg. La prueba inicié inmediatamente después de la inyeccion i.p. de PTZ al
biomodelo y su instalacion en el lugar de grabacion. La prueba durd 6 minutos [74][75].

4.5.3. Determinacion de la dosis de PTZ administrada a los roedores evitando
mortalidad

En este test se realizaron ensayos a diferentes dosis de PTZ con el fin de optimizar la
cantidad administrada i.p., para ello se disminuyé la cantidad de PTZ sin alcanzar
mortalidad en los roedores. La cantidad base de PTZ, trabajada en las sesiones
anteriores arrojaron que a 85 mg/kg se encontraba 100 % de mortalidad. Las pruebas
se realizaron a 40, 50, 55, 60, 70 y 85 mg/kg de PTZ por kg de animal. El tiempo de
observacion fue de 30 minutos y se registro la mortalidad [5].

4.5.4. Determinacion de la actividad anticonvulsivante de Cyperus
hermaproditus utilizando el test del PTZ a 55 mg/kg.

Optimizando la cantidad de PTZ administrada i.p. se realizd el mismo procedimiento
de la seccion 4.5.3, empleando 55 mg/kg como dosis de pentilentetrazol para producir
convulsiones.
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5. RESULTADOS Y ANALISIS

5.1. OBTENCION DEL EXTRACTO ACUOSO DE Cyperus hermaphroditus

El método de maceracion-percolacion es uno de los principales métodos de extraccion
de los principios activos de una planta debido a los altos porcentaje de extraccion y a
la reduccion de costos por solventes. La maceracién-percolacion permite que el agua
entre en contacto con las raices secas y molidas de Cyperus hermaphroditus y durante
10 horas actue simultaneamente sobre todas las relaciones de las raices, circulando
a través y en todas las direcciones, disolviendo sus principios activos hasta producirse
una concentracion en equilibrio con la del contenido radicular. Aplicando la
metodologia anterior y utilizando agua como solvente, el porcentaje de extraccion
obtenido a partir de las raices secas y molidas de Cyperus hermaphroditus fue igual al
2,36 %.

Los grupos Kaméntsa e Inga del Valle de Sibundoy, Putamayo, Colombia [76] utilizan
las raices para realizar las infusiones, extractos o bebidas. El extracto fue liofilizado
con el fin de aumentar la estabilidad y disminuir el porcentaje de humedad.

5.2. ESTUDIO DE LA INHIBICION DE LEUCOTRIENOS MEDIANTE EL MODELO
DE DISMINUCION DE LTB4 EN LPMN DE RATAS

Teniendo en cuenta los resultados acerca de la actividad antiinflamatoria de la planta,
reportada por Giraldo y Gutiérrez, 2001, y siguiendo la metodologia 4.3 se estudi6 el
proceso de inhibicién en la produccion del leucotrienos, mediante el modelo de
disminucién de LTBa4 en leucocitos polimorfonucleares de rata (LPMN). Los LPMN
fueron extraidos por medio de un buffer de fosfatos con las condiciones necesarias
para mantener estable el sistema celular durante algunas horas, la adicion del ionéforo
de calcio y del cloruro de calcio se realizé con el fin de promover la activacion
enzimatica de la 5-lipooxigenasa y disminuir la accién de las otras enzimas, es
conocido que muchos factores pueden alterar la produccién de los metabolitos
derivados del acido araquidénico [77] [78]. Tomando como referencia la metodologia
propuesta por Arce, 2001 [64] se optimizd los parametros relevantes en el proceso
de extraccion de LTBa4 a partir de ratas con inflamacion inducida por glucogeno. Las
variables independientes analizadas en el proceso de extraccion de los LTBa4 fueron:
masa del individuo, cantidad de glucdgeno inyectada, alimentacién, tiempo de
sacrificio y temperatura de incubacion. Aplicando un modelo factorial simple 2°con dos
niveles experimentales y cinco factores se obtuvieron los siguientes resultados (ver
tabla 3):
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Tabla 3. Andlisis de Varianza para el Area LTBs*

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio [Raz6n-F [Valor-P
A: Temperatura Rota 4,75106 1 4,75106 0,17 0,6885
B: Glucdégeno 41,5503 1 41,5503 1,45 0,2439
C: Tiempo sacrificio 3315,54 1 3315,54 115,83 0,0000
D: Alimentacién 518,325 1 518,325 18,11 0,0005
E: Masa del individuo |5387,35 1 5387,35 188,22 0,0000
AB 36,8464 1 36,8464 1,29 0,2714
AE 457425 1 457425 0,16 0,6940
BC 220,593 1 220,593 7,71 0,0125
BD 92,6562 1 92,6562 3,24 0,0888
BE 7,43919 1 7,43919 0,26 0,6164
CD 47,9265 1 47,9265 1,67 0,2120
CE 1766,19 1 1766,19 61,70 0,0000
DE 202,209 1 202,209 7,06 0,0160
Error total 515,216 18 28,6231
Total (corr.) 12161,2 31
E:Masa del individuo [ —+
C:Tiempo sacrificio [ = -
CE | |
D:Alimentacion | [ | ]
BC | C1
DE | C1
BD |
co |
B:Glucogeno | [ |
AB | 1
BE | []
A:Temperatura Rota | [
AE | @
0 3 6 9 12 15

Efecto estandarizado

Figura 10. Diagrama de Pareto estandarizada para el area del LTB4

Temperatura Rota=37,4859,Glucogeno=1,25946 Aliementacion=0,286673
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Figura 11. Superficie de respuesta estimada

4 R-cuadrada = 95,7634 % y R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 92,7037 %
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La tabla 3 resume los resultados del andlisis de varianza ANOVA para el disefio
ejecutado, puede observarse que los valores de P <0.05 son efectos principales
correspondientes a los factores de masa del individuo, el tiempo de sacrificio y la
alimentacion; es decir que las anteriores variables afectan significativamente, con un
nivel de confianza del 95 %, la extraccion positiva de los LTB4. Caso contrario ocurrio
con la temperatura de concentracion a presion reducida de los extractos entre 35 y
40°C y la cantidad de glucogeno inyectado a las ratas (1,0 y 1,5 g/kg), estos factores
no presentaron efecto significativo sobre el proceso de extraccion de los LTBa. El
anterior comportamiento pudo verificarse en la figura 10 de Pareto, en la cual se
confirma que los factores anteriormente mencionados inciden fuertemente en la
variable respuesta de una forma positiva.

En lafigura 11, se presenta la superficie de respuesta del modelo estudiado y en donde
es posible encontrar las condiciones 6ptimas de extraccion. En la Tabla 4, se resumen
las condiciones empleadas en el transcurso de todos los experimentos.

Tabla 4. Condiciones 6ptimas de extraccion de LTBa4 para el disefio factorial 2°

Factor Bajo | Alto Optimo
Temperatura 3 350 40,0 35,0
Rotaevaporacién

Glucbégeno 1,0 15 15
Tiempo sacrificio 40 6,0 6,0
Alimentacion Con Sin Sin

Masa del individuo 200,0 | 300,0 300,0

Con base en la informacion obtenida, se formul6 un protocolo para la extraccion de los
LTB4 a partir de ratas inducidas con inflamacién, ver anexo 1. Posteriormente se
realizaron los estudios referentes al mecanismo antiinflamatorio del extracto acuoso
de la planta versus el control positivo de un farmaco comercial.

5.2.1. Resultados cromatograficos de CLAR de los diferentes tratamientos

Tomando como referencia la metodologia descrita en el apartado 4.3.3, el lavado
peritoneal se dividié en tres porciones, a cada una de las cuales se sometié a un
tratamiento diferente. Para identificar adecuadamente el LTB4 via cromatogréfica se
realizaron los blancos correspondientes a reactivos, farmaco antiinflamatorio
(ketoprofeno) y extracto acuoso vegetal, para los cuales se registr6 el perfil
cromatografico correspondiente.

La figura 12 muestra el cromatograma de una muestra blanco de reactivos a una
longitud de onda de 280 nm (A de absorcion del LTB4). La muestra blanco de reactivos,
identificada como un control negativo del lavado peritoneal de rata, esta constituida
por PBS pH 7,2, ionéforo de calcio a concentracién de 1 ug/L y cloruro de calcio 0,9
mM.
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Figura 12. Cromatograma del blanco de reactivos que contiene buffer, ionéforo de calcio y cloruro de calcio.
Protocolo seccion 4.3 de la metodologia.

En la figura 12 se observa el perfil cromatografico del blanco de reactivos, en el cual
se observan picos a tiempos de retencion de 2,281, 2,535 y 3,422 minutos, que son
caracteristicos del blanco de reactivos (iono6foro y glucégeno). Por otro lado, se puede
observar que entre los 5 y 6 min la linea base del sistema no registré picos
cromatograficos; esta zona es considerada la de interés pues en anteriores
investigaciones [64] registraron la presencia del leucotrieno, utilizando los mismos
parametros cromatogréaficos y la misma instrumentacion. La absorcion del blanco de
reactivos a 280 nm corresponde a transiciones electronicas de insaturaciones w — 1 *
de croméforos del blanco de reactivos. La estructura quimica del ionéforo de calcio
A23187, tiene varias instauraciones en sus anillos, lo que sugiere varias transiciones
T — T *.

En la figura 13 se presenta el cromatograma del blanco de reactivos con extracto
acuoso de Cyperus hermaphroditus, esta muestra contiene PBS pH 7,2, ion6foro de
calcio a concentracién de 1 ug/L, cloruro de calcio 0,9 mM y el extracto acuoso de la
planta a 0,0075 g/mL.
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Figura 13. Cromatograma del blanco de reactivos y extracto acuoso de la planta. Protocolo de la seccion 4.3 de
la metodologia. Reactivos: buffer, ionéforo de calcio y cloruro de calcio

El cromatograma del blanco del extracto acuoso presenta picos de absorcion de gran
intensidad a tiempos de retencion de 2,303 y 3,242 minutos pertenecientes al extracto
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de la planta, los picos del blanco en estas regiones son solapados con los anteriores;
debido a los bajos tiempos de retencion se presume la existencia de compuestos
altamente polares. La zona comprendida entre 5 y 6 min nuevamente se observa
limpia. Los picos registrados por la planta se deben a compuestos quimicos del
extracto acuoso que absorben a 280 nm. Giraldo y Gutiérrez, 2001 reportaron en sus
anexos, estudios fitoquimicos de la fraccion etandlica y cloroférmica encontrando
alcaloides, derivados de cumarina, esteroides y triterpenos, flavonoides y taninos [9].

En la figura 14 puede observarse el cromatograma del blanco control positivo, esta
muestra contiene los reactivos del blanco y el farmaco ketoprofeno a una
concentracion de 0,025 mg/mL.
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Figura 14. Cromatograma del blanco positivo, que contiene reactivos y ketoprofeno a 0,025 mg/mL. Protocolo de
la seccion 4.3 de la metodologia.

Los picos cromatograficos que se reportan son los caracteristicos del blanco de
reactivos solapados a los del ketoprofeno que salen a 2,231 minutos y mas adelante
un pico cromatografico a 3,451 minutos. El ketoprofeno es un acido organico con varias
instauraciones en sus anillos bencénicos, en un espectro UV a 280 nm el ketoprofeno
presenta una maxima absorcion [79].

La figura 15 representa el cromatograma de una muestra control negativo que contiene
los reactivos del blanco y el lavado peritoneal de la rata sometidos al modelo de
inhibicién de leucotrienos.

En este cromatograma se puede encuentra un aumento significativo en la intensidad
de los picos de absorcién a 2,353 minutos debido a sustancias presentes en el lavado
peritoneal de rata. En el rango de 5 - 6 minutos se observa la presencia de un pico no
registrado en los blancos anteriores, cuyo tiempo de retencion es 5,388 + 0,160
minutos que, al compararlo con el obtenido por el trabajo de Arce, 2001, el cual tuvo
un tiempo de retencion de 5,322 min, se puede referenciar probablemente como un
eicosanoide presente en la fraccion del lavado peritoneal e identificado, en el trabajo
anteriormente mencionado, como LTBa.
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Figura 15. Cromatograma de la muestra control, contiene los reactivos del blanco y el lavado peritoneal de rata.
Protocolo de la seccidén 4.3 de la metodologia.

La figura 16 representa el cromatograma de la muestra tratada con el farmaco
ketoprofeno. La muestra contiene los reactivos del blanco, el lavado peritoneal de rata
y el ketoprofeno como farmaco antiinflamatorio.
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Figura 16. Cromatograma de la muestra control positivo, contiene los reactivos del blanco, el lavado peritoneal de
rata y ketoprofeno a 0,0025 mg/mL.

En el cromatograma, se observan los picos del blanco de reactivos, del ketoprofeno y
del lavado peritoneal de rata descritos anteriormente; se encuentra ademas que el pico
a 5,388 + 0,16 minutos disminuye en un 95,452 % comparado con la muestra del
control negativo, verificando asi que el farmaco ketoprofeno, es un antiinflamatorio no
esteroideo con una potente accién sobre las lipooxigenasas inhibiendo la oxidacién de
derivados del AA. Esto verifica la presencia de una sustancia generada por los LPMN
y que responde a la actividad del farmaco; lo anterior es evidente por la disminucién
del area del pico cromatografico (LTB4) mientras que el resto del perfil permanece
inalterado. Ahora bien, el paso siguiente fue comparar la actividad del extracto acuoso
de la planta frente a la sustancia denominada eicosanoide LTBa4. En la figura 17 se
observa el cromatograma de una muestra que contiene el extracto acuoso de la planta
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C. hermaphroditus en lugar del farmaco antiinflamatorio previamente analizado,
ketoprofeno, los reactivos y el lavado peritoneal de la rata.
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Figura 17. Cromatograma de la muestra con extracto acuoso de C. hermaphroditus, contiene los reactivos del
blanco y el lavado peritoneal de rata. Protocolo 4.3 de la metodologia.
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Figura 18. Comparacion del cromatograma control negativo y el cromatograma de la muestra con extracto
acuoso de C. hermaphroditus.

En la figura 18 se puede apreciar la disminuciéon del area del pico cromatogréfico a
5,388 + 0,160 min en un 88,82 %, esta remocién se debe a compuestos presentes en
las raices de la planta con actividad inhibidora.

Enlatabla5y 6, se resumen los porcentajes de remocion del eicosanoide LTBa4 a partir
del lavado peritoneal de rata con los dos tratamientos: con extracto acuoso de la planta
y con el ketoprofeno como farmaco antiinflamatorio. La tendencia de disminucion de la
sefal cromatografica se obtuvo en un 97,2 % y 89,2 %, esto indica la remocién de las
sustancias antinflamatorias por parte del extracto y del farmaco respectivamente.
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Tabla 5. Area, desviacion estandar y % de disminucién del pico cromatografico a 5,388 + 0,160 minutos en
muestra control y el tratamiento con extracto acuoso de Cyperus hermaphroditus.

Biomodelo  Muestra control Muestra extracto % de disminucién
Ratal 9,17931+2,31392 ND 100
Rata 2 @ 39,96820 £ 8,57013 | 4,02325 +0,69994 89,88640 + 0,44236
Rata 3 3,79713 £ 0,78946 ND 100
Rata4 @ 5,56671 +1,39479 ND 100
Rata 5 | 44,91150 £ 0,79853 @ 5,0216 +0,78321 88,8189+1,95606
PROMEDIO 97,20472 £ 0,75685

1 ND: No detectado a 280 nm

Tabla 6. Area, desviacion estandar y % de disminucion del pico cromatografico a 5,388 + 0,160 minutos en
muestra control y el tratamiento positivo, ketoprofeno.

Biomodelo Muestra control Muestra con ketoprofeno % de disminucion
Rata 1 26,16330 £ 2,28090 3,17704 £ 2,54297 86,28414 + 0,15407
Rata 2 24,88230+2,31784 2,29492 + 2,67147 90,77690 + 0,10664
Rata 3 11,91935 +1,49716 1,78321 + 1,26092 85,03937 +0,12797
Rata 4 26,46145 + 8,34902 2,01005 + 3,08009 89,36009 +0,03113
Rata 5 34,35270 £ 4,53670 1,56107 £ 0,42011 95,45576 £ 0,01362
PROMEDIO 89,18326 £ 0,22944

El siguiente esquema resume las condiciones de extraccion de los LPMN a partir del
lavado peritoneal de ratas.

Figura 19. Esquema general de las condiciones de extraccion del LTB4

2. EXTRACCION DE LOS
LPMN
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3. PRODUCCION DEL LTB4 4. ANALISIS CLAR DEL LTB4
Y SEPARACION

ECentrifugacion 20 pL

C180DS
280 nm (UV-Vis)
Met/Agua/A.Acético

20 Min

Se han aislado muchos compuestos de las plantas Cyperus que pueden estar
asociados a la capacidad inflamatoria, algunos presentes en sus raices, otros en el
extracto acuoso, sin embargo, no existe una prueba concluyente acerca de los
metabolitos mas importantes para la especie C. hermaphroditus. Giraldo y Gutierrez,
2001 asociaron la actividad antiinflamatoria del extracto a una posible fraccion beta-
sitosterol en la muestra responsable de efectos antiinflamatorios, como la presentada
por C. rotundus [9], [25].

En la literatura se describen muchos estudios antiinflamatorios de las plantas Cyperus,
se han encontrado metabolitos responsables de esta actividad como es el caso de los
aislados por C. rotundus (cyperene, cariofileno, cyperol, rotundiene, cyperene, metoxi
cyperotundol, oxo-isolongifolene, a-gurjuneno, acetato de Z valerenyl 3,4-dihidroxifenil,
guercetina, kamperol, catequina, miricetina, cyperotundol, entre otros [8]), algunos de
estos compuestos con nuevas estructuras, propios de este género Cyperus, lo que
sugiere que puedan estar presentes en Cyperus hermaphroditus. En la figura siguiente
se exponen las dos estructuras (cyperol y cyperotundol) aisladas de este género. En
el anexo 6 se encuentra otras estructuras aisladas.

Estructura 1. Compuestos aislados de las especies Cyperus.

Cyperol

0o
H O\\\\\\\ .
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Cyperotundol
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Los compuestos aislados de las plantas Cyperus responden a los buenos resultados
farmacoldgicos encontrados para las plantas evaluadas. Como se demostré por el
método de inhibicibn de leucotrienos, la planta estudiada presenta actividad
antiinflamatoria mediada por lipooxigenasas; en la literatura hay evidencia que
metabolitos especificos o efectos sinérgicos del extracto pueden tener conexion en la
inhibicion de derivados del AA, por ejemplo las ciperonas, inhiben la sintesis de las
prostaglandinas mediadores de la inflamacion, también en Cyperus cyperoides su
actividad antiinflamatoria se present6 gracias a su contenido en tricina y luteolina, asi
como de ciperaquinona [29], [80], [81].

Como se ha descrito, los estudios reportados en la literatura demuestran que este
género es un gran antiinflamatorio, y que metabolitos de la planta pueden actuar en la
inhibicion de leucotrienos y posiblemente sobre prostaglandinas y tromboxanos.

5.2.2. ldentificacion de la fraccion cromatografica a 5,388 + 0,16 minutos por
espectrometria de masas.

Para la identificacién del pico cromatografico correspondiente al tiempo de retencién
de 5,388 £ 0,16 min, se recolectd la fraccion de la fase movil al tiempo establecido con
el fin de analizarse por espectrometria de masas (EM), esta fraccion es responsable
de la inflamacion en la rata y es inhibida por el farmaco AINES ketoprofeno. El
fragmentograma obtenido a 9,917 minutos por EMS se presenta en la figura 20.
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Figura 20. Fragmentograma EM del pico cromatografico a 5,388 + 0,16 minutos obtenido por CLAR.
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La Figura 21 muestra un pico m/z a 43 seguido de 45y 60. El pico mas caracteristico
de los acidos es m/z 60 debido al rearreglo de McLafferty, como se observa en la figura
21.

i, *OH
-R;CH= CHR2 - OH
\ )b N
\ Rearreglo de McLafferty 44 CH HO CH;
2 m/z 60

Figura 21.Rearreglo de McLafferty para acidos carboxilicos.

Para acidos con cadena larga, se puede encontrar dos series de picos resultantes de
la escision de los enlaces C-C, si se retiene la carga en el fragmento con oxigeno m/z
(45,59,73,87,...) o en el fragmento alquilo m/z (43,57,71,85,...) [82] (Ver figura 22). En
el fragmentograma se observan las dos series, esto sugiere la presencia un acido con
cadena larga que inicia y termina con enlaces C-C tipo saturados. La primera serie
acaba en m/z 73 y la segunda en 71 (no se encuentra m/z relevantes a 101 y 87). Esto
sugiere una cadena inicial del tipo HO2C(CH2)2CH2zR y una cadena final CHsz(CH2)3R.
Los &cidos grasos derivados del acido araquidénico presentan un m/z a 111
caracteristico de la terminacion de la cadena del mismo acido.

CH,CO,H"  (CH,);CO,H" CH3(CHy),"
m/z 59 m/z 87 m/z 57
CHO,* AP CH(CH)" 7y (st
) (CH,),CO,H m/z 43 R
m/z 45 m/z 73 m/z 71

Figura 22. Escisiones de &cidos carboxilicos alifaticos

El ion molecular de la muestra analizada limita a compuestos con peso molecular
menor a 379, los leucotrienos con esta caracteristica son el LTA4y el LTBa.

Al secar la muestra separada por CLAR se evapora el metanol, agua y el acido acético
gue en solucién acuosa puede reaccionar con el compuesto extraido. El acido acético
puede perder el proton del grupo carboxilo, su pKa es de 4,8 a 25 °C, lo cual sugiere
que, a pH moderadamente acido (4,9), alguno de sus iones hidrogenos se habran
desprendido, permitiendo un ataque del leucotrieno al acido para formar el éster
correspondiente con eliminacién de agua. Para el LTB4 el peso del éster es igual a
378, por otro lado, el LTA4 no posee hidroxilos que puedan sufrir esterificacion. La
molécula del éster formado a partir del LTB4 se muestra en la figura 23.
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Figura 23. Ester del LTB4y su fragmentacion.

Para este compuesto las fracciones mas comunes son:

OH
+ )\ COOH i m/z 111
~ o) + g W/

m/z 43 m/z 59, 60 m/z 73 j\ m/z 267
OH (@)

T T T / Y ~_cooH
U
~a

O

N

COOH

NS
+
o m/z 211
OJJ\
@A/\/COOH
m/z 236

Arce, 2001 reportd en su trabajo de investigacion que el pico cromatografico a 5,3
minutos correspondia a LTB4y PGGz. Es posible que en la muestra aislada por CLAR
se evidencien distintas sustancias inflamatorias, sin embargo, ninguno de los
derivados del &cido araquiddnico responde al pico 313 6 129 con un ion molecular de
379, como se indica en el fragmentograma.
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53. PRUEBAS CONDUCTUALES COMO MODELOS PARA LA
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANSIOLITICA Y ANTIDEPRESIVA
DEL EXTRACTO ACUOSO DE Cyperus hermaphroditus.

5.3.1. Determinacién de la dosis de extracto a utilizar

Para establecer la dosis del extracto acuoso que presentdé la mayor actividad
exploratoria en las pruebas conductuales, se realizo la prueba de campo abierto la cual
fue descrita en la metodologia seccion 4.4.2. Los datos fueron tomados en la prueba
(observacion in situ) y en la videograbacion. Para cada dosis se reporta la media del
parametro conductual *+ la desviacidén estandar registrado en el grupo de ratones. La
figura 24 y 25, muestran la media del nUmero de empinamiento y cruces, y el tiempo
neto en el circulo, evaluados para la curva conductual que inicio en 0,0 mg/kg y finalizé
en 150,0 mg/kg de extracto acuoso de C. hermaphroditus.

74,75

56,25

25,14

Qs

0 2,5 5 10 50 150

Media del nimero empinamientos
y cruces
D
)

Dosis de extracto acuoso de Cyperus Hermaphroditus (mg/kg)

Figura 24. Efecto del extracto de Cyperus hermaphroditus a distintas dosis sobre el nimero de empinamientos y
cruces del circulo central. (p <0,05) entre todos los grupos excepto en la dosis de 5 mg/kg con la de 0 mg/kg.

Cada columna contiene la media *+ desviacion estandar.
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Figura 25. Efecto del extracto de Cyperus hermaphroditus a distintas dosis sobre el tiempo neto en el circulo central.
(p <0,05) solo para la dosis de 2,5 mg/kg y control negativo
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En la primera dosis a 2,5 mg/kg, se observa un aumento de la conducta exploratoria
respecto al control. A dosis mas altas la conducta exploratoria disminuye y es
observada en los biomodelos como una respuesta de aislamiento, molestia e
inmovilidad. A una dosis de 150 mg/kg, después de algunos dias se presento
mortalidad de varios especimenes. La figura 26 muestra el aislamiento presentado por
un biomodelo al ser inyectado con una dosis alta del extracto acuoso de la planta.
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Figura 26. Fotografias de un biomodelo inyectado i.p. con una dosis alta del extracto acuoso de Cyperus
hermaphroditus. El biomodelo esta situado en el equipo de la prueba de campo abierto

Giraldo y Gutiérrez 2001, reportaron que a una dosis de 2000 mg/kg del extracto
acuoso de C. hermaphroditus, no se presentaba mortalidad ni ningan efecto adverso
anticoagulantes y ulcerogénicos apreciable, sin embargo, produjo leve degeneraciéon
hidroponica renal [9]. El extracto acuoso de C. hermaphroditus obtenido en esta
investigacion fue liofilizado, lo que sugiere que el extracto se encontraba mas
concentrado que el presentado por Giraldo y Gutiérrez, 2001, esto explica que a una
dosis de 150 mg/kg se presentara mortalidad en los ratones. Por otro lado, es
reportado a dosis altas la disminucion de la conducta exploratoria en ratones
considerada como comportamiento pasivo, somnolencia y movimientos estereotipados
lo que llevo a considerar accion depresora sobre el SNC.

En los gréficos 24 y 25 se puede observar que la dosis del extracto acuoso de C.
hermaphroditus capaz de aumentar significativamente la conducta exploratoria de los
ratones respecto al control, medida en términos del nimero de empinamiento y cruces
del circulo central, y latencia 6 tiempo total neto en el circulo central en el campo
abierto fue de 2,5 mg/kg. Esta dosis es elegida como dosis de extracto para utilizar en
las pruebas conductuales posteriormente realizadas.

5.3.2. Pruebas conductuales

Las pruebas conductuales utilizadas para determinar la ansiedad fueron el laberinto
elevado en cruz y la prueba del tablero agujereado. La prueba para determinar el efecto
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antidepresivo del extracto fue el nado forzado. La figura 27 muestra fotografias
tomadas en el momento de la experimentacion de las pruebas conductuales.

5.3.2.1. Determinacion de la actividad ansiolitica mediante el laberinto elevado
en cruz y el tablero agujereado.

Figura 27. Fotografias tomadas de las sesiones experimentales de conducta exploratoria. a) Laberinto en cruz b)
Tablero con agujeros c¢) nado forzado.

La figura 28 muestra el porcentaje de tiempo de permanencia de los ratones en las
ramas abiertas respecto al tiempo total de exploracion del laberinto en cruz. El control
negativo (solucion salina) presentd un porcentaje de permanencia igual a 1,01 £ 0,40
%, el extracto por otro lado, aumento el porcentaje a 8,64 = 3,29 % y el diazepam
presentd un porcentaje igual a 19,96 + 2,89 %.

Estos datos fueron comparados con los realizados por Cofre, 2009 [40] y se observa
que el porcentaje de permanencia para los grupos control negativo y positivo son
similares 2,94 % y 18,83 % respectivamente a un nivel de confianza de un 95 %.
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Figura 28. % de permanencia registrada para los tres tratamientos realizados en la prueba del laberinto en cruz
elevado.

En la figura 29 se presentan los resultados obtenidos para el nimero total de entradas
de los ratones a las ramas abiertas, el control negativo present6 un valor igual a 0,87
+ 0,4, el extracto a 1,87 = 0,7 y con el diazepam 7,0 + 0,6.
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Numero rotal de entrada a las

Figura 29. Efecto de los tres tratamientos: cloruro de sodio, extracto acuoso de Cyperus hermaphroditus y
diazepam sobre el nimero total de entradas a las ramas abiertas. ((p <0,05) para control positivo y control negativo.

Este primer resultado sugiere actividad ansiolitica o estimuladora expresada como un
incremento en el porcentaje de permanencia y un nimero total de entradas a las ramas
abiertas. A pesar de ello, la ansiedad es un cuadro clinico complejo que debe ser
evaluado en por lo menos dos pruebas conductuales. El siguiente grafico muestra el
efecto de los distintos tratamientos sobre el nUmero de las exploraciones subterraneas
durante cinco minutos de duracién en la prueba del tablero agujereado. El nUmero de
exploraciones para el control tratado con NaCl fue de 52 + 15,4, para el extracto acuoso
fue de 48,4 + 11,1 y para el diazepam fue de 72 + 3,6. La grafica 31, resume el tiempo
neto de las exploraciones subterraneas; para el tratamiento negativo se registra un
tiempo igual a 31,16 = 8,5 s para el tratamiento positivo se registra un tiempo igual a
45,8 + 4,5 y para el extracto acuoso de C. hermaphroditus se registré un valor igual a
27,31 +8,82s.
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Figura 30. Efecto de los tres tratamientos: cloruro de sodio, extracto acuoso de Cyperus hermaphroditus y
diazepam sobre el niUmero de exploraciones subterraneas en la prueba del tablero abierto con agujeros. ((p <0,05)
para control positivo y control negativo.
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Figura 31. Efecto de los tres tratamientos cloruro de sodio, extracto acuoso de Cyperus hermaphroditus y
diazepam, sobre el tiempo de exploraciones subterraneas realizadas por los ratones en la prueba del tablero
agujereado. ((p <0,05) para control positivo y control negativo.

En las figuras 30 y 31 se pueden apreciar que el extracto no posee actividad ansiolitica
en la prueba de tablero con agujeros lo que implica que efectos posiblemente
estimuladores de la planta puedan causar un porcentaje mayor respecto al control en
la prueba del laberinto, no sélo en las ramas abiertas del laberinto en cruz sino también
en ramas cerradas. Estudios demuestran que ratas con lesiones en el hipocampo
dorsal son hiperactivas, pero no son ansioliticas, 10 que genera un falso positivo en la
prueba del laberinto en cruz [69], [83]. También, es bien conocido que el test del
laberinto en cruz no tiene gran sensibilidad agonistas parciales de los receptores 5-
HT1a, antagonistas 5-HT3s y antagonistas CCKg [84].

La figura 32 presenta los resultados obtenidos de la actividad motora de los ratones
en el laberinto expresados como el niumero total de entradas a ambas ramas. Los
resultados arrojan un valor de 13,8 + 1,6 para el control negativo, 3,25 + 1,4 para el
extracto acuoso de Cyperus hermaphroditus y 25,2 + 4,0 para el control positivo.
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Figura 32. Efecto de los tres tratamientos: cloruro de sodio, extracto acuoso de C. hermaphroditus y diazepam
sobre el nimero total de entrada a ambas ramas del laberinto elevado en cruz. ((p <0,05) para todos los grupos
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Por otro lado, la actividad motora es medida en la prueba del tablero agujereado como
el numero de cruces de los cuadrados, la figura 33 muestra que para el tratamiento
negativo se registra un valor igual a 74 + 7,9 para el tratamiento positivo se obtuvieron
105,25 £ 15,5 veces y para el extracto acuoso de Cyperus hermaphroditus se registra
un valor igual a 53,75 £ 10,1.
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Figura 33. Efecto de los tres tratamientos cloruro de sodio, extracto acuoso de C. hermaphroditus y diazepam,
sobre el niumero de cruces de cuadrados realizadas por los ratones en la prueba del tablero agujereado. ((p <0,05)
para control positivo y control negativo.

Las pruebas de ansiedad demuestran que el extracto acuoso de C. hermaphroditus no
presenta actividad motora significativa expresada en la prueba de laberinto en cruz
como numero de entrada a ambas ramas y en la prueba del tablero agujereado
expresada como numero de cruces de los cuadrados.

5.3.2.2. Determinacion de la actividad antidepresiva mediante la prueba de
nado forzado

En la grafica 34, pueden observarse los resultados obtenidos en la prueba de nado
forzado, expresada como inmovilidad de los roedores durante 6 minutos. La
inmovilidad para el tratamiento negativo fue igual a 222,5 + 25,32 s, la inmovilidad para
el tratamiento positivo fue 165,4 + 17,2 s y el tratamiento para el extracto arrojé un
valor igual a 197,02 + 30,3 s.
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Figura 34. Efecto de los tres tratamientos cloruro de sodio, extracto acuoso de Cyperus hermaphroditus y
diazepam, sobre la inmovilidad en la prueba de nado forzado. ((p <0,05) entre todos los grupos.

Los resultados demuestran actividad antidepresiva del extracto en un porcentaje igual
a 12,74 % comparada con la imipramina 12,5 mg/kg con una actividad igual a 28,24
%. Giraldo y Gutiérrez, 2001 demostraron que el extracto de Cyperus hermaphroditus
no posee accion depresora sobre el SNC en la prueba de la potenciacion de la hipnosis
experimental por amobarbital en ratones, ademas concluyen que la comparacion de
los tiempos de suefio producidos por el barbittrico con la dosis probadas del extracto
no mostraron diferencias significativas [9], esto nos lleva a concluir que la accion
antidepresiva del extracto es dependiente de la dosis aplicada.

5.3.3. Test del PTZ

5.3.3.1. Determinacion de la actividad anticonvulsivante mediante el test PTZ
(85 mg/kg)

La figura 35, indica el porcentaje de mortalidad producida en ratones después de ser
inyectados con diferentes tratamientos, previa administracion de PTZ, para producir
convulsiones tonico-clénicas. La grafica muestra actividad anticonvulsivante
significativa para el extracto acuoso de C. hermaphroditus.



5. Resultados y analisis de resultados

100

50
0

NaCl 0,9 % (12,5 mg/kg) Extracto acuoso (2,5 Diazepam (0,3 mg/kg)
mg/kg)
Tratamientos

la prueba PTZ a 85 mg/kg (%)

Porcentaje de mortalidad en

Figura 35. Determinacion de la actividad anticonvulsivante medida como porcentaje de mortalidad. ((p <0,05) entre
todos los grupos.

La accion sedante observada en las pruebas conductuales puede estar relacionada a
la actividad anticonvulsivante. Giraldo y Gutiérrez reportaron que la actividad sedante
sobre el SNC presentada por su extracto (dependiente de la dosis) estaria relacionada
con la afinidad filogenética presentada por C. articulatus, con inhibicion funcional de
receptores aminoacidos excitatorios, inhibiendo receptores NMDA y por lo tanto
estimulando las respuestas evocadas del GABA en las neuronas hipocampales de los
ratones [9].

En la gréfica 36, se observa el porcentaje de mortalidad causada por la administracion
de PTZ a distintas dosis. En las primeras dosis de 0 a 40 mg/kg se observo crisis de
ausencia, a dosis medias 50 y 55 mg/kg de PTZ se observaron convulsiones ténico
clénica generalizadas y a dosis superiores a 60 las convulsiones causaban la muerte.
La dosis Optima para observar convulsiones en un 100%, sin causar mortalidad a los
especimenes fue 55 mg/kg.
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Figura 36. Porcentaje de mortalidad a diferentes dosis de PTZ
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Después de optimizar la dosis de PTZ para los especimenes estudiados y con el fin
de observar el tiempo y tipo de convulsiones producidas por el extracto a la dosis
optima de PTZ, se realizé el ensayo a 55 mg/kg. En la mayoria de los casos los
roedores no mostraron convulsiones ténico-clénicas durante los primeros 30 minutos,
en cambio se observaron espasmos de baja frecuencia y duracion, los datos tomados
de los videos observados no son suficientes para concluir el tipo de convulsiones y el
efecto del extracto sobre la dosis aplicada.



6. Conclusiones

6. CONCLUSIONES

El mecanismo de accion antiinflamatorio de Cyperus hermaphroditus se determino
mediante el modelo de la inhibicidn de leucocitos polimorfonucleares en un sistema in
vitro procedente del lavado peritoneal de rata. EIl modelo se optimiz6 mediante un
disefio estadistico sencillo a la metodologia planteada por Arce, 2001 con los factores
mas determinantes del pico cromatogréfico a 5,388 + 0,16 minutos, reconocido por ES
como LTBa.

La actividad antiinflamatoria se evidencié por cromatografia liquida de alta resolucion
a través del pico cromatografico identificado como LTBa4. Los resultados mostraron que
el extracto acuoso de C. hermaphroditus inhibio la produccién del pico cromatogréfico
en un porcentaje igual a 97,2 % comparado con el ketoprofeno en un 89,2 %. Este
resultado es la base para afirmar que la actividad antiinflamatoria del extracto acuoso
radicular de C. hermaphroditus es antiinflamatorio y estd mediado por la via de la 5-
lipooxigenasa.

Las actividades antidepresiva y ansiolitica de la planta se evaluaron por primera vez a
partir de modelos conductuales. La dosis del extracto acuoso radicular de Cyperus
hermaphroditus inyectado i.p. en ratones capaz de aumentar significativamente la
conducta exploratoria en el modelo de campo abierto fue 2,5 mg/kg. Los resultados de
la actividad ansiolitica mostraron un aumenté en el porcentaje de exploraciones en las
ramas abierta, sin embargo, en el tablero agujereado registr6 menor conducta
exploratoria subterranea en el extracto, que en los ratones inyectados con solucién
salina lo que siguiere un bajo efecto no ansiolitico y posible efecto estimulador. Por
otro lado, las dos pruebas demuestran que el extracto no presenta actividad motora
significativa.

La actividad antidepresiva fue evaluada en el modelo de nado forzado, a partir de la
dosis 2,5 mg/kg de extracto acuoso radicular de C. hermaphroditus inyectada en
ratones, la respuesta de la prueba fue positiva, el extracto tuvo un porcentaje de
inmovilidad igual a 12,74 % comparado con la imipramina igual a 28,24 % con respecto
a solucion salina

El modelo del PTZ permitié encontrar que la actividad anticonvulsivante del extracto
acuoso radicular de C. hermaphroditus presentd una proteccion igual al 62,5%
comparado con el diazepam que mostro 100% de inhibicion. Se optimizé el rango de
la dosis i.p. de PTZ que producia convulsiones sin causar mortalidad, la curva
dependiente de la dosis mostré que valores dentro del rango 45-55 mg/kg de PTZ es
posible estudiar la actividad anticonvulsivante, observando convulsiones ténico-
clénicas sin causar mortalidad.

Se demostro a partir de estudios quimicos farmacolégicos, bioquimicos y analiticos

gue el extracto acuoso radicular de C. hermaphroditus a 2,5 mg/kg presenta
propiedades antiinflamatorias, antidepresivas y anticonvulsivantes significativas, y no
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presenta actividad ansiolitica y actividad motora. Sin embargo, a dosis altas el extracto
es un sedante, a dosis mas bajas de 2,5 mg/kg se sugiere actividad estimuladora del
SNC, observadas en la prueba de laberinto.
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Acorde a los resultados obtenidos se recomienda determinar a partir del extracto
acuoso radicular de C. hermaphroditus los metabolitos que actien sobre la
inflamacion, depresion o crisis convulsivas. Investigar y aislar las sustancias mas
influyentes en este género y con ayuda de técnicas espectroscopicas identificarlas y
evaluarlas en sistemas in vitro o modelos animales.

Realizar investigaciones con las mismas condiciones cromatogréaficas para evidenciar
e identificar la presencia de sustancias encontrados en la zona de interés. Se supone
la presencia de otros eicosanoides en la region de (5,8 a 7,3 minutos).

Investigar el efecto del ketoprofeno genéricos sobre la disminucion del leucotrieno
LTBa.

Se siguiere evaluar actividad sedante a concentraciones altas del extracto acuoso de
C. hermaphroditus y evaluar efectos estimuladores del SNC para concentraciones
menores a 2,5 mg/kg.

Para la reproduccién de los métodos conductuales se debe tener en cuenta los
factores externos a la metodologia como luz, temperatura, color de la sala, estabilidad
del equipo, forma y espacio seleccionado para realizar los experimentos, en la
literatura hay muchos procesos optimizados no obstante estos dependen del lugar y
las condiciones.

Evaluar la actividad exploratoria para dosis del rango de 0 a 5 mg/kg del extracto de la
planta de Cyperus hermaphroditus, esta zona es la mas influyente en su actividad,
para conocer la concentracion aproximada que se tiene de la muestra observar los
resultados de la prueba de campo abierto, las concentraciones tienen un efecto
marcado en el comportamiento de los ratones.

Determinar efectos ansiogénicos para el extracto de la planta, las pruebas ansioliticas
sugieren una tendencia al aumento de la ansiedad observada desde la disminucion los
pardmetros comportamentales.

Seguir promoviendo las investigaciones cientificas multidisciplinares alternativas en el
tratamiento de enfermedades inflamatorias, epilépticas, ansioliticas y depresivas con
el fin de buscar soluciones que conlleven a mejores resultados en efectividad y costos.

Incentivar el uso de plantas medicinales y apreciar los conocimientos milenarios de

diferentes grupos indigenas del pais, ampliando los conocimientos para un mejor
aprovechamiento de los recursos.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Protocolo para la extraccion del LTB4

Seguido de la optimizacion, el proceso de extraccion de LTB4 a partir de LPMN es:

Se utiliza 5 ratas de ambos sexos con pesos entre los 300-400 g a las cuales se les
inyectd via i.p. glucégeno al 1,7% (1,5 g/kg del peso del animal) utilizando ajuga de
insulina calibre 23, aplicando un suave masaje en la region abdominal con el objetivo
de distribuir la soluciéon y aumentar la produccién de LPMN, después de 6 horas las
ratas fueron sacrificadas en una camara de gas para extraer los leucocitos de la
cavidad peritoneal usando buffer de fosfato como fluido amortiguador. Se asegura
durante algunos minutos la muerte del animal sin pérdida del calor corporal y se coloca
en postura decubito supino sobre la placa de diseccion, se realiza una inyeccion i.p.
de 15 mL de PBS1 sobre la zona abdominal y se efectia masajeo local y movimientos
de vaivén hacia arriba y atras.

Se hace una pequefa incision en la piel con un escalpelo, debajo del esternén y arriba
del abdomen, se sujeta la piel con la pinza de diseccion y con la tijera se corta el tejido
conjuntivo que une el musculo y la piel teniendo la precauciéon de no romper vasos
abdominales que puedan llenar de sangre la region subcutanea o peritoneal, se
levanta suavemente la piel hacia las extremidades posteriores, observando asi la zona
abdominal inflamada, se realiza una incision en el musculo y se sostiene el animal en
una postura decubito dorsal para recoger por decantacion el fluido amortiguador. Se
coloca el animal en la placa de diseccion y se corta cuidadosamente el musculo desde
la puncion central hasta los extremos inferiores de la caja toracica, se lava en varios
ciclos los érganos internos de la cavidad peritoneal con 20 mL de PBS2 (definir)
masajeando con una espatula la zona intestinal inflamada, los 6érganos superiores y el
peritoneo parietal, se sostiene la rata en posicion decubito dorsal y con cuidado se
transvasa el fluido a un recipiente, se purga con 10 mL de PBS2 realizando movimiento
suaves sobre los 6rganos evitando causar dafios sobre el higado y el corazon.

Se unen las fracciones recolectadas y se realiza una homogenizacion suave y lenta
considerando que fuertes movimientos pueden causar la muerte celular de los LPMN.
El lavado peritoneal de cada rata se dividio en tres porciones y a cada una se le agregé:

1. El control negativo: 200 pL de solucién PBS1

2. El control positivo: 200 pL de solucion acuosa de ketoprofeno 0,025 g/mL

3. El extracto vegetal: 200 pL de extracto acuoso de Cyperus hermaphroditus
0,075 g/mL.

La dosis del ketoprofeno fue optimizada en el equipo. Los sistemas se incubaron en
un bafio maria a 35 °C por 15 minutos, la enzima 5-lipooxigenasa se activo mediante
la adicién de 200 pL de ionéforo de calcio A23187 (1 pg/mL) a 37 °C por 15 minutos,
se adiciond 50 pyL de una solucion de cloruro de calcio 0,9 mM manteniendo la
temperatura durante 2 minutos. La actividad enziméatica se suspendié incubando a 0,0

o[ s | <
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°C por 10 minutos y se eliminé el material celular centrifugando por 15 minutos a 4000
rpm. Al sobrenadante obtenido se adicioné 8 mL de etanol, se filtré y se llevo a
sequedad en un rotaevaporador a 35 °C y presion reducida. Las muestras se
conservaron a 0,0 °C para su posterior analisis por CLAR en el laboratorio de la UAI

de la Universidad del Cauca.
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Anexo 2. Datos del compuesto a tiempo de 9,917 minutos en EM de la fraccién aislada por CLAR a 5,3 min.

m/z | Intens. | m/z | Intens. | m/z | Intens. | m/z | Intens. | m/z | Intens. | m/z | Intens. | m/z | Intens. | m/z | Intens.
36 (0,3 76 |0,35 116 | 2,78 156 | 0,18 197 | 0,29 2401 0,72 285 | 1,34 354 10,49
37 (032 |77 |161 |117]2,02 |157|037 |199|0,35 |241|0,44 |286|0,39 |355]|0,34
38 (0,93 78 |1,35 118 | 0,59 158 | 0,53 200 | 0,18 242 10,35 287 | 0,15 356 |0,1

39 629 |79 |419 |[119]1,78 |159|0,47 |201|01 243 0,2 290 [ 0,13 |3610,2

40 |15,45 |80 |3,45 |120]1,09 |160|0,28 |203|0,18 |244 |0, 293 | 0,1 365 | 0,37
41 | 21,2 81 |11,23 |121 | 3,87 161 | 0,88 204 | 0,12 2451 0,17 294 | 0,2 366 | 0,14
42 22,03 |82 |587 |122]155 |162|0,23 |205|0,11 |247|0,3 295 | 0,16 | 367 | 1,17
43 | 100 83 13,97 |123 |4,91 163 | 0,37 206 | 0,27 248 10,27 296 | 1,92 368 | 2,06
44 33,99 (84 |[13,19 |124 2,11 164 | 0,39 207 | 0,39 2491 0,18 297 | 0,92 369 | 1,34
45 |48,7 |85 |898 |125|2,58 |165|0,68 |208]|0,7 250|0,89 |298|0,22 |370|0,23
46 | 0,97 86 |1,6 126 | 1,75 166 | 0,78 209 | 0,42 25110,34 299 | 1,18 372 10,15
47 | 0,45 87 |1,98 127 | 1,12 167 | 0,45 210 | 0,21 252 | 0,26 300 | 0,37 375101

48 10,39 88 (0,43 128 | 0,68 168 | 0,33 211 0,98 2531 0,59 301 | 0,19 37910,23
49 10,13 89 |0,95 129 | 4,13 169 | 0,44 212 | 0,18 2541 0,18 306 | 0,16 380|0,31
50 |[0,59 90 |0,2 130 | 0,81 170 | 0,16 2131 0,46 2551 0,63 309 | 0,18 38110,28
51 (1,43 91 | 3,37 131 10,99 171 10,8 2141 0,18 256 | 0,55 310 | 0,24 382 |0,22
52 |0,82 92 |0,81 132 | 0,44 172 | 0,36 216 | 0,11 257 10,39 311 | 1,16 384 |0,14
53 |2,62 93 | 3,52 133 ] 1,46 173 | 0,27 217 10,3 259 10,1 312 | 0,2 386 | 0,11
54 |5,13 94 | 3,04 134 | 1,27 174 10,14 218 | 0,15 260 | 0,33 313 | 4,04 393 10,23
55 |[25,77 |95 |10,93 |135 (2,98 175 | 0,39 2191 0,42 261 ] 0,26 314 | 0,75 394 10,23
56 |[9,94 96 |5,57 136 | 1,33 176 | 0,24 220 | 0,37 262 | 0,87 315 | 0,25 395 | 0,27
57 |33,2 97 | 12,87 | 137 |2,77 177 10,3 2211 0,26 263 | 0,47 317 |0,1 396 | 0,15
58 |11,31 |98 |15,24 |138|1,79 178 | 0,29 222 10,5 264 | 2,04 321]0,12

59 |8,33 99 |3,78 139 ] 1,35 179 | 0,59 22310,22 265 | 0,77 323 (0,19

60 |[33,65 |100 (1,21 140 | 0,69 180 | 0,43 2241 0,22 266 | 0,31 324 | 0,14

61 |3,25 101 | 0,94 141 | 0,94 181 | 0,19 22510,78 267 | 0,23 325 (0,31

62 |0,35 102 | 0,51 142 10,34 182 | 0,24 226 | 0,15 268 | 0,96 326 | 0,42

63 |0,55 103 | 0,85 1431 0,72 183 | 0,33 227 | 0,55 269 | 0,44 327 | 0,56

64 |05 104 | 0,9 1441 0,38 184 | 0,17 228 10,37 270 | 0,41 328 | 0,25

65 |1,67 105 | 1,9 145 | 0,47 185 | 0,75 229 | 0,12 271]0,22 329 (0,18

66 |1,53 106 | 0,95 146 |1 0,4 186 | 0,18 230 0,13 2721 0,18 331 0,29

67 | 13,13 | 107 | 3,08 147 11,03 187 | 0,21 231|0,1 27310,11 332 (0,1

68 |7,07 108 | 1,92 148 | 0,67 189 | 0,35 232 |10,1 275]0,12 337 (0,34

69 |23,28 | 109 | 6,5 149 | 0,92 190 | 0,14 233 10,15 276 10,17 339 | 0,86

70 | 8,64 110 | 4,65 150 | 0,57 191 | 0,33 2341 0,24 278 10,14 340 | 0,39

71 | 18,52 |111|7,35 151 | 1,47 192 | 0,27 235|0,2 280 | 0,2 341 ] 0,65

72 |3,83 112 | 6,18 152 | 2,26 193 | 0,54 236 | 3,63 281 10,25 342 (0,12

73 |5,42 113 | 2,34 153 ] 0,75 194 | 0,6 237 | 2,06 282 ] 0,26 346 | 0,13

74 | 2,43 114 | 0,88 154 1 0,63 195 | 0,14 238 10,43 283 10,39 351 0,13

75 |[1,14 115 | 1,56 155 10,78 196 | 0,2 239 | 2,31 2841 0,36 353 | 0,68
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Anexo 3. Optimizacién de la dosis de ketoprofeno, mediante la eliminacion de la sustancia interferente a 5,5 min

Preparacion de las muestras: Se realizd una curva de ketoprofeno entre 0,0125 mg/mL
a 0,25 mg/mL a partir de una ampolla de 50 mg/mL.

Condiciones cromatograficas: Para el analisis por CLAR se inyecté 20 uL de muestra,
empleando como fase estacionaria una columna Hypersyl Cis ODS 250mm X 0.4pum x
5mm, fase movil metanol/agua/acido acético 72/27,8/0,2 operada en modo isocratica,
a una velocidad de flujo de 1,0 mL/min, la identificacion se realizé utilizando un detector
ultravioleta a una longitud de onda de 280 nm. El tiempo para cada corrida
cromatografica fue 20 minutos de analisis y 10 minutos de lavado en gradiente con
metanol.

Tabla 7. Area cromatogréafica a 5,5 min para diferentes dosis de ketoprofeno.

Concentracién Area
de ketoprofeno  cromatografica
(mg/mL)
0,25 415,3134
0,165 250,5842
0,1 130,459
0,0725 67,6845
0,055 36,53
0,0425 0
0,025 0
0,0125 0

Grafica 2. Curva dosis de ketoprofeno vs area cromatografica
a 5,5 min
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Anexo 4. Aval ético aprobado por el comité de ética de la Universidad del Cauca.

. Vicerrectoria de Investigaciones

Universidad
del Cauca

EL SUSCRITO JEFE DE LA DIVISION DE GESTION DE LA INVESTIGACION
DE LA UNIVERSIDAD DEL CAUCA

CERTIFICA:

El Comité de Etica para la Investigacion Cientifica de ta Universidad del Cauca, en
sesion del dia 24 de septiembre de 2014, acta N° 14, aprobo el aval ético para el
proyecto de investigacion “Evaluacién de la actividad antidepresiva, ansiolitica y
anticonvulsivante de Cyperius Hermaphroditus y de su mecanismao antiinflamatorio”

Se expide la presente certificacién en Popayan a los veintiséis dias del mes de enero
de dos mil quince.

)

HELDER MAURICIO CHACON VILLOTA
oh de Gestién de la Investigacion

~ Carrera 2a. No. 1A-25 Urbanizacion Caldas {
Teléfono 8209800 exts. 2630 - 2601 Fax (57) (072) 8209860
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Anexo 6. Compuestos aislados del genero Cyperus
Estas tablas son tomadas del articulo original:

M. A. Gamal, K. M. Hani, and I. R. Sabrin, “A review: Compounds isolated from Cyperus species (Part II):
Terpenoidal,” Int. J. Pharmacogn. Phytochem. Res., vol. 7, no. 1, pp. 83-99, 2015.

Para referencias especificas de cada compuesto, revisar el review, el cual indica al lado de la tabla el articulo
tomado del compuesto aislado.

Tabla 8. Principales terpenoides aislados de diferentes especies Cyperus.

Nombre del Estructura Parte de la planta Organo
compuesto
C. alopecuroides Tubérculos
Rotth.
1,8-Cineole
C. rotundus L. Tubérculos
B-Pinene C. alopecuroides Tubérculos
Rotth.
C. rotundus L. Tubérculos
Myrtenol C. articulatus L. Rizoma
Myrtenal C. articulatus L. Rizoma
C. alopecuroides Tubérculo
Rotth.
T OH C. articulatus L. Rizomas
P_rans- | C. scariosus R. Br. Tubérculos
Inocarveo C. rotundus L. Tubérculos
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Limoneno C. rotundus L. Rizomas
A
4-Cymene C. rotundus L. Rizomas
JH-111 C.iria L. Tubérculos
Metil (2E, 6E)- C.iriaL. Tubérculos
Farnesoato
Mandassidione C. articulates L. Rizomas
Cyperusol B1 C. longus L. Toda la
planta
Cyperusol B2 C. longus L. Toda la
planta
Mustakone C. articulates L. Rizomas
C. rotundus L. Raices
C. maculatus Boeeck Rizomas

Ylanga-2,4-diene

C. rotundus L.

Tubérculos
maduros
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cubebene C. alopecuroides Rottb. Rizomas
H
10,12 Peroxi- C. rotundus L. Tubérculos
calameneno /“
Clameneno C. rotundus L. Tubérculos
: : C. serotinus Rottb Tuberculos
//:\\
Trans-calameno C. alopecuroides Rottb Rizomas
s C. rottundus L. Tubérculos
maduros
A-cadinol C. difformis L. Tubérculos
C. globosus Allioni Tubérculos
C.iriaL. Tubérculos
C. microriria Steud Tubérculos
C. pilosus Vanhl Tubérculos
C. polystachos Rottb Tubérculos
a-cadineno C. microiria Steud Tubérculos

Otros 30 compuestos aislados se pueden encontrar en el articulo original.




