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INTRODUCCION

Mas del 90% de las mordeduras de serpientes reportadas cada afio en
Latinoamérica son influenciadas por serpientes del genero Bothrops (18). Dos de
los signos mas relevantes del envenenamiento Bothropico son el edema y
desfibrinacion, los cuales pueden contribuir a un dafio local, hipotension y
hemorragia (48).

El departamento del Cauca por encontrarse estratégicamente ubicado en una
zona geogréfica significativa, presenta condiciones favorables de habitats que han
permitido el desarrollo y establecimiento de una fauna ofidica variada. Asi este
Departamento cuenta con la Cuenca del Pacifico, Cuenca del ri6 Patia, con el
Valle Alto del mismo nombre vy la Cuenca del Amazonas. Por lo anterior podemos
encontrar aproximadamente un 80% de las serpientes venenosas que se han
reportado para Colombia. A pesar de la gran diversidad de ofidios en el
Departamento del Cauca, el mayor porcentaje de accidentes son ocasionados por
B asper (43).

En el noroeste de Colombia, el 60% de las victimas de mordedura de serpiente
son inicialmente tratadas por curanderos quienes usan las plantas medicinales en
diferentes formas de acuerdo a las condiciones clinicas del paciente (46). En el
departamento del Cauca el ofidismo ha sido tratado con las raices de la planta P
paniculada en forma de emplasto (1), los resultados de estos estudios son

promisorios, lo cual justifica estudios mas detallados de la misma.

Considerando lo anterior, en el presente estudio se determino la actividad

antiinflamatoria de la planta Polygala paniculata en ratones de la cepa Mus
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musculus inoculados con una dosis subletal de veneno de serpiente Bothrops
asper, y se comparoé la actividad con un farmaco (Diclofenaco sodico) utilizado
diariamente para tratar las inflamaciones y un grupo control (Vaselina). El extracto
de la raiz de P paniculata presento una evidente reduccion del edema con un 2.86
% alas 3 h, 11.03% a las 6h, 43.47% a las 9h y 54.33% a las 12h para la
concentracion alta, 0.20% a las 3 h, 3.95% a las 6h, 12.47% a las 9h y 29.1% a
las 12h para la concentraciobn madia y para concentracion baja 0% a las 3h, 4% a
las 6h, 9.79% a las 9h y 21.95% a las 12h relacion al grupo control, comparados
por medio de analisis de varianza (p< 0.05). Estos resultados estadisticamente
significativos, sirven como punto de partida para nuevas investigaciones siendo
de gran importancia para la humanidad, ya que diariamente se presenta el
accidente ofidico causado principalmente por el veneno de B.asper. Ademas, se
identifico componentes en este extracto, de naturaleza flavonoide, como posibles

responsables del efecto observado.
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1. FORMULACION DEL PROBLEMA

Los accidentes producidos por mordeduras de ofidios se han descrito desde los
inicios de la humanidad. En los ultimos afios en el mundo se han reportado entre
120.000 a130.000 muertes anuales ocasionadas por la mordedura de serpientes
venenosas. En Colombia aproximadamente cada afio se reportan entre 2000 y
3000 accidentes de Ofidismo, con una tasa de accidentabilidad de 7,5/100.000
habitantes. (49), y una letalidad que oscila entre el 0.042 y 7.6%; siendo este
accidente causado principalmente por los géneros Bothrops (90-95%), donde el
50% pueden ser atribuidos a la terciopelo B asper (49); en el Cauca se han
registrado valores de letalidad por accidente ofidico del 6.2 % (5) y a finales del
siglo XX declino a cero (1); sin embargo, en los tres primeros meses del 2005 se
registraron 19 casos de Ofidismo en el Hospital Universitario Nivel Ill “San José”
con dos accidentes fatales que equivalen a una mortalidad del 10.53% siendo la
especie B. asper causante del 87.87% de los accidentes que ocurren por
serpientes en este Departamento. El veneno de Bothrops asper tiene efecto
edematizante a nivel del sitio de la mordedura por la accion de las
Metaloproteinasas (Hemorraginas) y los inhibidores de la agregaciéon plaquetaria
(Trombolectina y Trombocitina) que actian sobre el endotelio vascular sanguineo
y linfatico, permitiendo el escape de plasma y/o linfa hacia el espacio extravascular
(24-18). Esto genera dolor, agrava el sindrome compartimental, genera isquemia
tisular, favorece la sobre infeccion de la herida y prolonga la estadia hospitalaria
de los pacientes aun después de neutralizada la accion pro-coagulante y

desfibrinante del veneno con la seroterapia antiofidica.

Una vez neutralizado el veneno, queda un edema residual sintomatico importante
qgue los anti-inflamatorios corrientes no han sido eficaces en contrarrestarlo. Por

otra parte presentan efectos colaterales que agravan la salud del paciente como

17



es el caso de la inmunosupresion observada después de la administracion de
Corticoides y la antiagregacion plaquetaria que producen los derivados del acido
Acetil Salicilico y los anti-inflamatorios no esteroideos (AINES) 6 el efecto

deletéreo en la mucosa gastrica si se suministran via oral 6 parenteral.
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2. JUSTIFICACION

Actualmente, el desarrollo de la fitoterapia ha recibido gran atencién tanto por
parte de la comunidad cientifica, como por las industrias farmacéuticas. A pesar
de la gran aceptacion y su extenso uso terapéutico por la poblacion en general, las
plantas medicinales han sido poco evaluadas cientificamente, por tanto se hace
necesario estudios detallados en el sentido de verificar y afirmar su calidad,

seguridad y eficacia.

Los productos naturales se presentan como fuente de compuestos con actividad
biolégica, asi, el descubrimiento de prototipos para el desarrollo de nuevos
farmacos o de nuevos agentes terapéuticos, representa una posibilidad para el
tratamiento de diversas patologias logrando aportar una mejor calidad de vida

para los pacientes.

Uno de los problemas de salud publica son los envenenamientos por mordeduras
de serpiente, se ha considerado que la serpiente Bothrops asper, conocida
popularmente como terciopelo, barba amarilla 0 nauyaca, es la que ocasiona la
mayoria de accidentes en Centroamérica (2), ademas es la causante del 80% de
los accidentes que ocurren por serpientes en el Departamento del Cauca, lo cual
suscita un interés mucho mayor para realizar este estudio con la especie

mencionada, antes que cualquier otra.

Se conoce que el dUnico tratamiento cientificamente validado para los
envenenamientos Ofidicos es la administracion parenteral de antivenenos

producidos en caballos o en ovejas. (55). Los antivenenos son altamente eficaces
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en la neutralizacion de los efectos sistémicos inducidos por los venenos, sin
embargo, la neutralizacién de los efectos locales (hemorragia, edema y necrosis)
se logra solo parcialmente, debido a la rapidez con que estos efectos se
desencadenan y en muchos casos, al retardo en la administracién del antiveneno
(26-27). Los extractos de plantas tropicales constituyen importantes reservorios
de potenciales sustancias inhibidoras de toxinas de venenos (41). Dada la
frecuencia de ofidismo por Bothrops asper en Colombia y principalmente en
nuestra region, y puesto que se ha demostrado actividad antiinflamatoria en las
plantas, el frecuente uso popular de la raiz de la planta Polygala paniculata y la
necesidad de sustancias naturales o sintéticas que neutralicen las toxinas
responsables de estos efectos locales y que puedan utilizarse como complemento
de la seroterapia. Por ello, a través de este estudio se evalu6 la propiedad
antiinflamatoria de la planta Polygala paniculata; siendo esta investigacion de
gran impacto para la humanidad, ya que diariamente se presenta el accidente
ofidico y la estadia hospitalaria se veria acortada al contrarrestar el efecto
inflamatorio del veneno, permitiendo el rapido retorno de las victimas a sus
parcelas y reduciendo asi el impacto socio-econémico negativo del Ofidismo en

los campesinos y agricultores, victimas principales de este flagelo.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto anti-inflamatorio, mediante la aplicacion topica, del
extracto etandlico de la raiz de la planta Polygala paniculata ("Mentol de monte")

en ratones inoculados con dosis subletal de veneno de serpiente Bothrops asper.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

eEvaluar la actividad antiinflamatoria de tres concentraciones del extracto etandlico
de la raiz de la planta Polygala paniculata en el edema producido por el veneno

de Bothrops asper inoculado en ratones Mus musculus.

eComparar por medio de pruebas estadisticas el efecto antiinflamatorio del
extracto etandlico de la raiz de Polygala paniculata con Diclofenaco sédico

(Voltaren) y la Vaselina (grupo control.

oVerificar cualitativamente la presencia de flavonoides del extracto etandlico de la

raiz de la planta Polygala paniculata.
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4. ANTECEDENTES

La raiz de la planta Polygala paniculata ha sido utilizada principalmente como
antipirético, la decoccion de toda la planta para la inflamacion orofaringea y en la
amigdalitis aguda (46); hay estudios en donde el extracto hidroalcodlico de la
planta presenta actividad anticonceptiva y protectora géstrica (35) asi mismo
existe evidencia sobre su uso como antiofidico por indigenas en el Brasil desde
hace muchos afios, pero su efectividad aun no se ha comprobado (31-38), el
macerado de esta ha sido empleado para tratar la mordedura de serpiente, desde
la década de los 70 en el siglo pasado por el Pediatra Toxinélogo Santiago
Ayerbe, inicialmente en el Hospital Nivel | de Bolivar (Cauca) y posteriormente en
el Hospital Universitario Nivel Ill "San José" de Popayan. A raiz de lo anterior, dos
estudiantes de la Escuela de Enfermeria de la Universidad del Cauca realizaron
un trabajo de investigacion en donde se evaluo la actividad analgésicay toxica
aguda(46), con resultados muy satisfactorios lo cual justifica continuar el estudio

mas detallado de la planta, con el fin de determinar todo su potencial terapéutico.

Algunos componentes de la planta P. paniculata fueron identificados y aislados.
(14), se aislaron en su analisis tres xantonas llamado 1-hidroxi-5-metoxi-2 ,3-
metilenodioxixantona, 1, 5-dihidroxi-3,2-dimetoxixantona y 1-hidroxi-2, 3,5-
trimetoxixantona). Ademas, se encuentra camarinas como otros compuestos y se
observo un flavonoide rutina. Dos esteroides fuerdn caracterizados también como
el delta espinasterol y 25-espinasterol. Recientes estudios demostraron que el
extracto hidroalcoholico de P. paniculata (EHPP) posee una significativa actividad
antioxidante, esta actividad estaba relacionada con su efecto protector contra
neurotoxicina cronica inducida por el tratamiento de ratones con metilmercurio

(MeHg) (19). Los autores sugirieron que el efecto del extracto, se relaciona con
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xantonas y la presencia de flavonoides, que son compuestos con importantes

efectos antioxidantes.
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5. MARCO TEORICO

5.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE Polygala paniculata

Polygala paniculata conocida como “mentol de monte”, “quereme de monte”,
“‘hierba de la erisipela’(Cauca), “sarpotela” (Antioquia), “alcanfo-do campo
(Brasil),’canchalagua” (en Narifio); se encuentra desde los 0-2000 msnm
pertenece a la familia Polygalaceae, caracterizada por ser herbacea, lefiosa, de
hojas simples, esparcidas u opuestas con estipulas o sin ellas, flores
mediadamente zigomorfas, con plano simétrico antero posterior, caliz pentamero,
con los tres sépalos extremos, verdes, pequefios, y los dos internos mayores Yy
petaloides; corola con tres pétalos, el delantero mas desarrollado que los
laterales; 8 estambres por lo regular soldados por sus filamentos en un tubo

abierto superiormente; ovario bilocular, fruto capsular.

Las plantas de esta familia son predominantemente encontradas en regiones
tropicales. Entre las plantas de esta familia, se incluyen las del género Polygala,
gue comprende cerca de 500 especies, presentandose la mayor parte de las
veces en la forma de arbustos o de pequefias trepadoras que cubren ramas de
arboles. (21). Los miembros de la familia Polygalaceae son conocidos por
contener una gran diversidad de compuestos quimicos, muchos de los cuéles
exhiben significante actividad biolégica. Investigaciones fitoquimicas en diferentes
especies de Polygala revelaron varios compuestos incluyendo saponinas (12-16),
xantonas (40), cumarinas y flavonoides (14). Recientemente, se ha demostrado
gue el extracto acuoso de las raices de Polygala tenuifolia W. inhibio la liberacion

de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y interleucina 1 beta (IL-18). Ademas de

24



eso, fue demostrado que el extracto de las raices de esta planta también presenté
accion neuroprotetora contra la muerte celular inducida por la N-metil-Daspatato
NMDA) en células cerebelares de ratones (36). El extracto hidroalcohdlico de la
Polygala fallax H., cuando fue analizado in vivo, present6 un importante efecto
antiinflamatorio, promoviendo una disminucion del edema de oreja provocado por
la administracion tépica de xilol (34). En un estudio con otra planta de la familia
Polygalaceae, la Polygala cyparissias St.Hillaire & Moquin, fue demostrado que
tanto su extracto hidroalcodlico como la 1,7-dihidroxi-2,3-dimetoxi xantona, aislada

a partir de este extracto, presentaron notable actividad anticonceptiva. (35).

La planta Polygala paniculata es una hierba de unos 50 cm., muy ramificada,
hojas alternas muy pequefias 1-13 mm de largo, y 2 mm de ancho, flores en
racimos terminales, pequefios, con pétalos blancos o rosados, raiz fasciculada,
fibrosa corta. (Figura 1). Al arrancar la planta desprende un olor a mentol, que no
persiste dado que pocos minutos después pierde su aroma. (46).

Figura 1. Polygala paniculata
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5.1.1 Taxonomia de Polygala paniculata

Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Polygales
Familia: Polygalaceae
Genero: Polygala

Especie: Polygala paniculata

5.1.2 Componentes de Polygala paniculata. La preparacion medicinal, esta
formada por un rizoma nudoso, provisto en su parte superior de los restos del tallo
y de las hojas, junto con la raiz principal, anillada por arriba y méas de 1,5 cm de
grueso. Contiene los siguientes compuestos activos: glucésido saponinico,
senegina y acido poligamico, ademas posee metil salicilico y valerianato de
metilo. (20). Segun Soler y Batlle, en la planta existen dos saponinas glucosiladas,
senegina y acido poligalico. Segun Cristiano et al. 2003 han identificado tres
xantonas (denominadas 1-hidroxi-5-metoxi-2,3-metilenodioxixantona, 1,5-dihidroxi-
3,2-dimetoxixantona y 1-hidroxi-2, 3,5-trimetoxixantona) y la presencia de otros
compuestos como cumarinas y un flavonéide rutina fue observada. Dos esteréides

también fueron caracterizados como el espinasterol y delta 25-espinasterol.

5.1.3 Usos de Polygala paniculata. A nivel popular la raiz se ha utilizado como
antipirética, la decoccion de toda la planta se usa en forma de gargarismos en
la inflamacién orofaringea y en la amigdalitis aguda. Ademas se emplea como
antitusigeno, especialmente en forma de decoccion de las raices (46). Son

utilizadas en forma de emplasto para el tratamiento ocasionada por la mordedura
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de serpientes. (4). Su té es utilizado en la medicina popular para el tratamiento del
asma, bronquitis crénica, afecciones del aparato respiratorio, artritis, problemas
renales, dolor de estdmago, diarrea, asi como tonificante (39-45). Como
antecedente esta planta también ha sido utilizada para evaluar la actividad

analgésica y toxicidad aguda en ratones. (46).

5.2 Bothrops asper

La especie Bothrops asper descrita por Garman en 1883 es conocida con el
nombre en ingles como Western Lancead y con nombres vulgares como “Equis

”

Negra”, “Terciopelo” o “Barba Amarilla” (8). (Figura 2).

Fuente: Alejandro Martinez, Rodrigo Navia. Espécimen: Serpentario (CIBUC)

5.2.1 Taxonomia de Bothrops asper
Reino: Animal
Filum: Chordata
Clase: Reptilia
Orden: Squamata

Suborden: Serpentes (Ophidia)
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Familia: Viperidae
Subfamilia: Crotalinae
Geénero: Bothrops

Especie: asper

5.2.2 Caracteristicas morfolégicas. Puede llegar a medir hasta 2 m de longitud
y sus colmillos hasta 2.8 cm. de caracteristica solenoglifa, es decir se ubican en la
parte anterior del maxilar superior el cual al rotar forman un angulo de 90° al
momento del ataque, su dimorfismo sexual se distingue por el tamafio, pues las

hembras suelen ser mayores que los machos a la misma edad (48) (Figura 3).

Figura 3. Denticion de Bothrops asper

Comillos
moviles,
Solenoglifa

Glandula de
veneno atras de las
escamas labiales

Fuente: Alberto Alape MD.Ph.D., Instituto Clodomiro Picado U. de Costa Rica.

Es una serpiente ovovivipara, de cabeza grande de forma triangular, cubierta con
pequefias escamas. Presenta fosetas termoreseptoras o fosas térmicas y 0jos
con pupila eliptica vertical. Su coloracion es de café oscuro o carmelita (algunas

son gris claro), sobre la cual aparecen en su dorso disefios en forma de equis,
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mariposas o corbatines de color café oscuro, negro o bordeado de blanco entre

otros, su vientre es uniforme de color crema (47).

5.2.3 Habito. Es de habito principalmente crepuscular y nocturno, refugiandose
durante el dia en huecos naturales de troncos o raices 0 en cuevas de animales.
Se alimentan principalmente de roedores, pequefios reptiles y aves. Su habitat
natural corresponde al bosque humedo tropical desde 0-1700 m.s.n.m; sin
embargo es una serpiente muy adaptable se la puede encontrar en campos de
cultivo, rastrojos, potreros enmalezados, pasto de ganaderia y muy cerca de
asentamientos humanos; suele preferir la cercania de los cursos de agua; en
muchas poblaciones colombianas se han encontrado ejemplares en las zonas
urbanas: patios, jardines, parques publicos y basureros. (48). Su distribucidon va
desde el sur de México, Guatemala, Costa Rica, Honduras, Panaméa, Colombia,

Venezuela y Ecuador.

5.2.4 Reproduccion. Su reproduccidon es ovovivipara y las tasas de nacimiento
pueden ser muy altas. Una hembra adulta puede tener un parto por ailo y en cada
parto tener entre 10 y 60 viboreznos, cuya tasa de supervivencia puede ser hasta
del 90%. Esta es la razon de que algunas zonas del pais sea una serpiente muy

abundante y sea la causante del mayor nimero de accidentes.

5.2.5 Actividades enzimaticos del veneno de Bothrops asper. El veneno es
un producto de secrecion exocrina de las glandulas venenosas, y cumple una
funcién inmovilizadora y defensiva. Generalmente es utilizado para inmovilizar a

las presas, matarlas e iniciar la digestion (50).
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El veneno de B. asper tiene actividades esterasicas y fosfolipasicas, pues contiene
enzimas como fosfolipasas, fosfomonoesterasas, alfa-aminoacidooxidasas,
acetilcolinesterasas, enzimas proteoliticas de la serina —proteinasa Yy varias
clases de metaloproteinasas, arginina-esterasa, 5- nucleotidasa y NAD
nucleosidasas (40). También posee actividades proteoliticas, hemorragicas vy
coagulantes. La accion proteolitica produce aminas y péptidos vasoactivos, tales
como: bradiquinina, histamina y serotonina que causan lesion capilar, lo cual se
traduce por hemorragias petequiales, hematuria, hematemesis, epistaxis y

hemorragias viscerales (55).

5.2.6 Manifestaciones clinicas causadas por el envenenamiento. Se
encuentran dos tipos de efectos bien definidos en el envenenamiento por

mordedura de B asper: manifestaciones locales vy sistémicas.

5.2.6.1 Efectos locales Causados por el Envenenamiento Bothropico

Dolor intenso: Se presenta inmediatamente después de la mordedura.

Edema: inflamacion y salida de liquido de los vasos sanguineos. (Ver figura 4)
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Figura 4. Edema Causado por el Veneno Bothrops asper

Fuente: Santiago Ayerbe MD. Hospital Universitario Nivel lll “San José”, Popayan, Cauca.

Flictenas: Pueden ser hemorragicas y son el efecto de la accion destructora de

las metaloproteinasas sobre el endotelio, vasos linfaticos y venosos. (Figura 5)

Fuente: Santiago Ayerbe MD. Hospital Universitario Nivel lll “San José”, Popayan, Cauca.
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5.2.6.2 Efectos Sistémicos Casados por el Envenenamiento Bothropico

Cuadro hemorragico sistémico: un sangrado sistémico en 6rganos y mucosas
que puede originar hipovolemia (disminucién del volumen sanguineo), y por ende
un choque cardiovascular (sindrome debido a la insuficiente perfusion de sangre
circulante en los tejidos). La hemorragia es ocasionada por las hemorraginas del

veneno sobre los capilares.

Coagulopatias: la enzima tipo trombina actia sobre el fibrinbgeno produciendo
microtrombos (coagulos sanguineos pequefios en el interior del vaso) de fibrina.
Como consecuencia de estas acciones se la desfibrinacion, con la disminucién de

los niveles de fibrinbgeno y con prolongacion de los tiempos de coagulacion.

Choque cardiovascular: es uno de los efectos principales como causas de
muerde en individuos mordidos. El sangrado y la exudacion causados tanto a nivel
local como sistémico originan un cuadro hipovolemico que puede llegar hasta un

choque cardiovascular.

Oliguria o anuria: Como consecuencia de una insuficiencia renal aguda
producida por dafio en el endotelio renal. En mujeres embarazadas, se ha

descrito que causa aborto por desprendimiento de la placenta. (18-24)
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5.2.7 Diagnostico de laintensidad del accidente bothropico

Grado 0. Sin envenenamiento: Huellas de mordedura sin otros cambios en 6

horas.

Grado 1. Leve: Edema de 12cm 6 menos; dolor intenso ascendente, hemorragia
escasa en el sitio de mordedura, sin necrosis de tejido, sin hemorragias en otros
organos y el tiempo de coagulacion de la sangre puede estar prolongado, es

decir entre 10 y 30 minutos.

Grado 2. Moderado: Edema entre 12-25 cm; dolor intenso y constante,
hemorragia en el sitio de mordedura, escasas ampollas hemorragicas Yy flictenas,
taquicardia, y el tiempo de coagulacion de la sangre es infinito, es decir no

coagula en 30 minutos.

Grado 3. Severo: Edema entre 25-50 cm; dolor intenso y constante, hemorragia
local, abundantes ampollas hemorragicas vy flictenas, necrosis de tejidos,
hipotensién grave, hemorragia en varios 6rganos a la vez y alto riesgo de

insuficiencia renal aguda.

Grado 4. Grave: Edema mayor a 50 cm hasta el hemitronco ipsilateral a la lesién.
Los efectos locales son minimos pero los sistémicos se presentan muy pronto y
con suma gravedad que entrafia un alto riesgo de muerte desde los primeros

minutos. (2).
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5.2.8 Medidas para contrarrestar el envenenamiento. Estas medidas al igual
que los grados de envenenamiento se comparten con todas las especies del
genero Bothrops. Cada ampolleta del Antiveneno Polivalente Bothrépico- Crotalico
fabricado por el Instituto Nacional de Salud (INS) neutraliza70mg de veneno de

Bothrops spp y 10 mg de veneno de Crotalus durissus cumanenses (2) (Tabla 3).

Tabla 1. Medidas para Contrarrestar el Envenenamiento Causado por B asper.

Grado de Ofidismo Antiveneno Polivalente a Emplear

Grado Oy | No usar antiveneno

Grado |l 2 a 4 ampollas

Grado Il 5 a 8 ampollas

Grado IV 9y + a_lmpollas ylo her_r]qd.iélisis, repitiendo la dosis
de antiveneno post- dialisis

(Modificado Ayerbe, 2002)

5.3 DICLOFENACO SODICO (VOLTAREN)

CH,COONa
: :NH

Cl Cl

5.3.1 Componentes del Voltaren. Emulsion oleosa en un gel acuoso al 1,16%

correspondiente al 1% de diclofenaco saédico.

5.3.2 Indicaciones. Inflamacion postraumatica de tendones, ligamentos y

articulaciones, por ejemplo debida a esguinces, distensiones y contusiones.
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Formas localizadas de reumatismo de partes blandas, p. ej; endovaginitis, bursitis,
sindrome hombro-mano y periartropatia. Formas localizadas de reumatismo
degenerativo, por ejemplo., osteoartrosis de las articulaciones periféricas y de la
columna vertebral (53).

5.3.3 Farmacocinética:

Absorcién: La cantidad de diclofenaco absorbido sistémicamente de
VOLTAREN® EMULGEL® es proporcional al tamafio del area tratada y depende,
tanto de la dosis total aplicada como del grado de hidratacién de la piel. La
absorcion equivale aproximadamente al 6% de la dosis aplicada del diclofenaco
después de la aplicacion tépica de 2.5 g de VOLTAREN® EMULGEL® en 500 cm?
de piel, determinada por la eliminacion renal total, en comparacién con las tabletas
de VOLTAREN® EMULGEL®. Una oclusién de 10 horas conduce a un incremento

de tres veces en la cantidad de diclofenaco absorbido.

Distribucidon: Las concentraciones de diclofenaco han sido medidas en plasma,
tejido sinovial y liquido sinovial después de la administracion topica de
VOLTAREN® EMULGEL® en las manos y articulaciones de las rodillas. Las
concentraciones plasmaticas maximas son aproximadamente 100 veces mas
bajas que después de la administracion oral de la misma cantidad de diclofenaco.
Un 99.7% de diclofenaco se une a las proteinas séricas, principalmente albumina
(99.4%).
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Metabolismo: La biotransformacion de diclofenaco implica particularmente
glucuronidacion de la molécula intacta, pero principalmente hidroxilacion Unica y
multiple que resulta en varios metabolitos fendlicos, la mayoria de los cuales son
convertidos a conjugados de glucurénido. Dos de los metabolitos fendlicos son
biol6gicamente activos, sin embargo, a una extensidon mucho mas pequefa que el

diclofenaco.

Eliminacién: El aclaramiento sistémico total de diclofenaco del plasma es de 263
+ 56 ml/min. La vida media plasmatica terminal es de 1-2 horas. Cuatro de los
metabolitos, incluyendo los dos activos, también tienen vidas medias cortas en el
plasma de 1-3 horas. Un metabolito, 3 hidroxi-4"-metoxi-diclofenaco, tiene una
vida media mayor, pero es virtualmente inactivo. El diclofenaco y sus metabolitos

son excretados principalmente en la orina.

5.3.6 Farmacodinamia:

Grupo farmacoterapéutico: Productos topicos para el dolor articular y muscular.
Preparaciones antiinflamatorias, no esteroideos para uso topico. (Cédigo ATC
MO2A A15).

Mecanismo de accion: El diclofenaco es un medicamento antiinflamatorio no
esteroideo (AINEs) con marcadas propiedades analgésicas, antipiréticas y
antiinflamatorias. La inhibicion de la sintesis de prostaglandina es el mecanismo
primario de accion del diclofenaco.
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5.3.7 Dosis y viade administracién

Adultos y adolescentes de 12 afios de edad y mayores: VOLTAREN®
EMULGEL® debe ser aplicado en el area afectada 3 a 4 veces al dia y friccionado

suavemente sobre la piel.

La cantidad necesaria depende del tamafio del area adolorida: 2 a 4 g de
VOLTAREN® EMULGEL® (una cantidad que oscila del tamafio de una cereza al
de una nuez) es suficiente para tratar un area de aproximadamente 400-800 cm?.
Después de la aplicacion, las manos deben lavarse, excepto que estas constituyan

el sitio que esta siendo tratado. (Novartis farmacéutica, s.a. de c.v).

La duracion del tratamiento depende de la indicacion y la respuesta clinica. El gel
no debe ser usado por mas de 14 dias para las lesiones de tejidos blandos o
reumatismo de tejidos blandos, o 21 dias para el dolor artritico, a menos que sea

recomendado por un médico.(32)

5.4 CALIBRADOR O VERNIER DIGITAL

Se denomina vernier, en honor al matematico francés Pierre Vernier (1580-1637 ),
quien invento la escala secundaria de un calibre destinada a apreciar fracciones
de la unidad, aumentado la precisién. En castellano se utiliza con frecuencia el

término nonio.
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Este instrumento es usado para medir objetos de dimensiones relativamente
pequefias, desde centimetros hasta fracciones de milimetros (1/10 de milimetro o
hasta 1/20 de milimetro) (42).

Este instrumento es versatil por su disefio, pues permite medir en distintas formas

(figura 6).

Figura 6. Calibrador pie de rey digital.
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6. METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL

6.1 MATERIAL VEGETAL Y PREPARACION DEL EXTRACTO

La parte experimental se inicié con la recoleccion de la planta en el Municipio de
Belén (Narifio), en las Veredas Palma Chiquita, Campo de Maria y Sebastianillo;
durante el mes de Junio de 2007. Un ejemplar de la planta se conserva en el
Herbario de la Universidad del Cauca con el registro N. P. Mosquera 01. En la
recoleccion se utilizé el instrumento basado en manuales de investigacion
fitoquimica y farmacologica. (Anexo A), con el fin de reunir la mayor cantidad de

datos relativos al material vegetal.

Para la obtencién del extracto se separ0 la parte aérea de la raiz y se sec6 a
temperatura ambiente, durante aproximadamente ocho dias. Luego se llevo a
molienda (peso del producto 230g) y se someti6 a maceracion continua por
espacio de 48 horas en etanol al 96%, a temperatura ambiente; el solvente se
renovo en tres ocasiones, Enseguida se filtr6 obteniendo un filtrado libre de
particulas vegetales sélidas y se concentro en el rotaevaporador a 40° C, y
finalmente se secd al horno a una temperatura de 30° C, obteniendo 3.0 g de

extracto etandlico seco.
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6.3 PRESENCIA DE FLAVONOIDES EN EL EXTRACTO ETANOLICO DE LA
RAIZ DE P paniculata

Los eluentes que fueron utilizados en la cromatografia bidimensional de papel.
(2D), se prepararon con la siguiente composicion:

El primer eluente esta compuesto por terc-butanodl, acido acético y agua, en una
proporcién de 3:1:1, y el segundo se compone de acido acético y agua en

proporcion de 3: 17.

Los cromatogramas se desarrollaron en laminas de papel cromatografico
Whatman N° 3, de 20 cm x 20 cm. En cada una de las laminas cromatograficas se
colocé la muestra con un capilar en la esquina izquierda del papel de
cromatografia, luego se introdujo el papel a una profundidad de aproximadamente
0.5 cm en la mezcla eluente, terbutandl, acido acético y agua. El desarrollo tardé
8-10 horas, posteriormente el papel fue secado e introducido en la mezcla eluente
Acido acético y agua (15%) después de girarlo 90° en el sentido contrario al de

las manecillas del reloj.

Al finalizar el proceso, se retira el cromatograma de la cAmara y se dejo secar,
luego se revel6 con la lAmpara ultravioleta se observando dos componentes en

la muestra, cada uno con un color caracteristico.

Posteriormente se calcula el Rf para cada componente (manchas en la lamina),

mediante la siguiente formula.
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Rf = distancia origen y centro de la mancha / Distancia origen y frente del solvente

Finalmente se recortd cada mancha y cada trozo de papel se deposité en un vaso
de precipitado en solucién metandlica para la extraccion respectiva bajo agitacion
magnética, con el fin de aislar el pigmento y caracterizarlo mediante analisis

espectral de ultravioleta.

6.4 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se usaron 45 ratones Mus musculus, cepa de ratones puros empleados para la
investigacion, ratones machos con un peso entre 16-18 g, provenientes del Centro

de Investigaciones Biomédicas de la Universidad del Cauca (CIBUC). (Figura 7).

Figura 7. Ratones Mus musculus

Se utilizo el espécimen adulto de B asper procedente del municipio del Tambo,
departamento del Cauca, mantenidos en cautiverio, en condiciones similares de
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luz, humedad y temperatura en el Centro de Investigaciones Biomédicas de la
Universidad del Cauca (CIBUC).

6.5 OBTENCION DEL VENENO

Se realizo la extraccion del veneno del espécimen adulto de B asper, este
procedimiento se llevo a cabo de manera manual, empleando un sujetador, dos
ganchos sencillos y un gancho de presion (Figura 8), disefiados especialmente
para inmovilizar y manipular las serpientes. Estos implementos se consiguieron
en préstamo en el Centro de investigaciones Biomédicas de la Universidad del
Cauca (CIBUC). Para la recoleccién del veneno se emple6 un Beaker recubierto

con latex en condiciones estériles.

Figura 8. Sujetadores para Manipulacion de Serpientes

Fuente: Leney Solarte Rodrigo Navia. Centro De Investigaciones Biomédicas de la Universidad del
Cauca (2005).
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Estando inmovilizada la serpiente se procedié a emplear el método Europeo de
ejecucion que usa tres soportes, el dedo anular en un extremo, el indice en la
cabeza y el dedo pulgar sujetando el otro extremo de la cabeza de la serpiente.

Estas posiciones de agarre imposibilitan al reptil de girar y morder.

Figura 9. Sujecion y extraccion del Veneno de la serpiente Bothrops asper

Fuente: Santiago Ayerbe MD. (2002)

En el procedimiento se acerca el embudo a la serpiente para que muerda el latex
de manera natural y una vez ubicados los colmillos de la serpiente se masajeo su
maxilar superior procurando presionar las glandulas del veneno para obtener una

muestra considerable (figura 9).

Una vez obtenido, el veneno se centrifugo para cuantificar la concentracion de
proteinas y se almacend a -70 °C. Posteriormente se liofilizo durante 24 horas y

se disolvio en solucion salina 0.9% para su utilizacion.
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6.6 CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Para establecer la cuantificacion de proteinas del veneno se llevé a cabo el
siguiente procedimiento: al veneno obtenido y mantenido en un tubo eppendoff
se le agregé 1 ml de solucién salina de NaCl 0.9% para obtener una solucién
madre y se procedié a homogeniza con un vortex, posteriormente se realiz6 una
centrifugacion a 6000 rpm por 30 minutos (57), con el fin de separar los
componentes inactivos del veneno y obtener la concentracion proteica aislada en

el sobrenadante.

Para la cuantificacion de proteinas se empledé un factor de dilucion de 50,
disolviendo 10 ul del sobrenadante en 490 pl de solucién salina NaCl (0.9%), la
cual se vertié en una celda estéril. En el procedimiento se empleé como blanco
para la lectura la solucion salina NaCl (0.9%), la lectura de absorbancia se hizo a
280 nm en un equipo espectrofométrico Génesys 6. El calculo de la concentracion

en mg de proteina se realizo con la siguiente férmula;

CfV (mgimL) = (A280) ( Fd1) (Fa2) (Vt)
Cfv: Concentracion final del veneno A2so: Absorbancia a 280 nm.

Fd: Factor de dilucion Vt: Volumen del veneno obtenido

Al obtener la concentracion del veneno puro se calculd la concentracion de la

solucion madre mediante la siguiente férmula:
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Co=V1Ci/V2

C1 Concentracion Inicial C2 Concentracion Final

V1 Volumen Inicial V2 Volumen Final

6.7 SELECCION DE LAS DOSIS EXPERIMENTALES

En este estudio se consideré una DL50 del veneno de B asper reportada en la
literatura de 6.52ug/g con un intervalo de confianza del 95% de 6.23 — 6.83 (55),
para una concentracion de 192,9876 mg/mL. Teniendo en cuenta que la
concentracion obtenida fue de 190.855 mg/mL se obtuvo una DL50 6.59 pg/g, un
valor que esta dentro del rango ya establecido (6.23 — 6.83).Con base en este
valor se calculo mediante ensayo y error la dosis maxima tolerada, empleando
ensayos de 4 grupos de dos ratones, a los cuales se les aplicé dosis subletales,
con seguimiento de 12 horas. La DMT se tomo como la dosis subletal para la

inoculacion de los ratones.

Los fitomedicamentos presentan baja toxicidad al ser utilizados por via topica,
estos también pueden tener efectos secundarios cuando estos son ingeridos
indiscriminadamente en cantidades inadecuadas (44); de esta manera se hizo un
ensayo preliminar evaluando las siguientes concentraciones 1mg/g (extracto vy
voltaren) y 1.75mg/g de vaselina en 10 ratones; la sustancia fue sostenida en
contacto con la piel con un ayuda de un parche, se observo durante 12 horas
reacciones como convulsiones y reacciones alérgicas en la piel, debido a que no

presentaron ninguna reaccion estas se tomaron como las concentraciones altas.
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Concentraciones del extracto.

Concentracion Alta: 1mg/g de extracto + 1mg/g de vaselina
Concentracion Media: 0.5mg/g de extracto + 1.5mg/g de vaselina
Concentracion Baja: 0.25mg/g de extracto + 1.75mg/g de vaselina

Concentraciones de voltaren (farmaco de referencia)
Concentracion Alta: 1mg/g de voltaren
Concentracion Media: 0.5mg/g de voltaren

Concentracion Baja: 0.25mg/g de voltaren

Concentraciones de Vaselina
Concentracion Alta: 1mg/g de vaselina
Concentracion Media: 1.5mg/g de vaselina

Concentracion Baja: 1.75mg/g de vaselina

6.7 VIA DE INOCULACION DEL VENENO

Para determinar la dosis subletal, la inoculacion del veneno se llevé a cabo por via

intraperitoneal, debido a que es una via de absorcion rapida.

Para determinar el efecto inflamatorio se llevo a cabo por via subcutanea en la
almohadilla plantar. Esta inoculacion se llevo a cabo con jeringas de insulina de
1ml (figura 10).
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Figura 10. Inoculacion via subcutanea

6.8 DISTRIBUCION Y TRATAMIENTO DE LOS ANIMALES

El experimento se realiz6 mediante un disefio de bloques aleatorizados. Se
distribuyeron al azar 45 ratones, en 5 grupos con 9 animales cada uno, (cada
grupo se colocaron en cajas de aluminio inoxidable), los cuales fueron
inoculados con el veneno de B asper y posteriormente se les aplicaron los
tratamientos. Los 9 tratamientos se aleatorizarén entre los entre los 9 ratones de
cada caja, a razon de un tratamiento por raton. En total cada tratamiento fue
repetido 5 veces correspondiente a los cinco bloques (cinco cajas, 1 caja por dia).

Los 9 ratones de cada bloque se les midi6 el grosor de la almohadilla plantar de

la pata derecha e izquierda antes de inocularles el veneno mediante el calibrador
pie de rey digital (anexo B).
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6.9 FORMACION DEL EDEMA INDUCIDO POR EL VENENO DE B asper

Los animales recibieron por via subcutanea en la almohadilla plantar el veneno
de serpiente B asper; cada raton de cada grupo recibio 0.002 pl/g de veneno
disuelto en solucion salina (0.9%) en la almohadilla plantar de la pata derecha,
igual volumen de solucion salina (0.9%) recibié la pata izquierda (control). La
diferencia entre los valores obtenidos de las dos patas (veneno y solucidn salina)

fueron usados para determinar el edema producido por el veneno.

6.10 APLICACION DE TRATAMIENTOS

Los 9 tratamientos en cada uno de los bloques, fueron administrados por via
cutanea para cada ratdon. Dentro de cada bloque los ratones fueron escogidos de
manera aleatoria para aplicar los diferentes tratamientos. El primer ratdn recibié6 la
concentracion alta (extracto + vaselina), el segundo concentracion media
(extracto + vaselina) y el tercero la concentracion baja (extracto + vaselina); los
seis ratones siguientes recibieron las tres concentraciones de voltaren y vaselina

respectivamente, de acuerdo al peso del raton.

6.11 TIEMPO DE OBSERVACION

La inflamacion se cuantificO midiendo el espesor de la almohadilla plantar (mm), a

los 15, 30" y 1 h utilizando el calibrador digital (anexo C). Después de la
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aplicacion de los tratamientos se midié con el calibrador digital la reduccién del

edema en (mm) alas 3, 6,9 y 12 horas (figura 11, anexo D).

Figura 11. Medicion del grosor la almohadilla plantar (mm) con el calibrador pie
de rey digital.

Fuente: autor (2007).

6.11 METODOS Y TECNICAS PARA EL ANALISIS DE DATOS
Para el estudio de la actividad anti -inflamatoria se aplico el analisis de varianza

(Anova con medidas repetidas), mediante el paquete estadistico SPSS version

11.5 para Windows. Se considerdé como significativo una p < 0,05.
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7. RESULTADOS

7.1 CONCENTRACION PROTEICA DEL VENENO DE Bothrops asper

La concentracién de proteina del veneno puro de Bothrops asper fue equivalente a
190.855 mg/mL y la concentracion de la solucibn madre a partir de la cual se

prepard la solucién de trabajo fue 54.53 mg/mL.

7.2 FORMACION DEL EDEMA

En la tabla 2 se presentan los promedios correspondientes a la medicién de la
almohadilla plantar de los ratones inoculados con solucion salina (control) y

veneno B asper, a los 15 min, 30miny 1 hora.

Tabla 2. Promedios obtenidos en mm de la almohadilla plantar de los ratones

tratados con solucion salina 'y veneno B asper.

Promedios
15 min 30min lhora
Solucién salina 2.55 2.22 1.97
Veneno B asper 3.57 3.99 3.99
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En la Tabla 3 se presenta el promedio de la diferencia del grosor de la
almohadilla plantar de la pata control (solucion salina) y de la pata tratada
(veneno de B asper), en (mm), con el fin de evaluar la evolucién del edema

causado por el veneno B asper en ratones alos 157, 30"y 1 hora.

Tabla 3. Valores medios de la diferencia del grosor de la almohadilla plantar de la

pata control (solucién salina) - de la pata tratada (veneno B asper)

n=45 15° 30 1h

Veneno B asper -

_ . 1.02 1.77 2.02
Solucién salina

Porcentaje 50.49 87.62 100

n = tamafio de la muestra El porcentaje de inflamacién se calcula considerando
el 100% a 1 hora.

En la tabla 4 se resume el promedio de la diferencia del grosor de la almohadilla
plantar de la pata tratada con solucion salina con respecto al inicio del ensayo
(antes de inocular la solucién salina), con el fin confirmar si existe una inflamacion

por parte de la solucion salina alas 3, 6,9 y12h.

Tabla 4. Valores medios de la diferencia del grosor de la almohadilla plantar de la

pata control (solucién salina) respecto al inicio del ensayo.

Pata control tiempo Media | Desv. Tipica N

PC Oh ,0020 |,00505 45
PC 3h ,0000 |,00000 45
PC 6h ,0000 |,00000 45
PC 9h ,0000 |,00000 45
PC 12h ,0000 |,00000 45
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De acuerdo a la media, la solucion salina se absorbe completamente, por tanto no

hay efecto inflamatorio con la solucién salina.

En la tabla 5 se presentan los valores medios de la diferencia del grosor de la
almohadilla plantar de la pata tratada con veneno B asper con respecto al inicio
del ensayo (antes de inocular el veneno), antes de aplicar los tratamientos

(extracto, voltaren y vaselina).

Tabla 5. Valores medios de la diferencia del grosor de la almohadilla plantar

antes aplicar el tratamientos respecto al inicio del ensayo

Sustancia |Concentracién |Mediat=0* |Desv. tipica
alta 2,0320 0,08198
Extracto media 2,0280 0,06760
baja 1,9880 0.03701
alta 2,0000 0,03674
voltaren media 1,9940 0,03050
baja 2,0220 0,32938
alta 2,0300 0,06633
vaselina media 2,0240 0,02881
baja 2,0220 0,08258

*t = 0 a 1 hora de aplicacion del veneno de B asper 6 antes de aplicar

los tratamientos (extracto, voltaren y vaselina)

Segun los promedios, antes de aplicarse los tratamientos 6 a la 1 hora de haber

aplicado el veneno, la inflamacidén es muy similar en los ratones tratados
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7.3 EFECTO ANTIINFLAMATORIO

Después de la aplicacion de los tratamientos se midié el grosor de la almohadilla
plantar de la pata derecha tratada con veneno B asper con respecto al inicio del
ensayo. En la Tabla 6 se presentan los promedios y la desviacion estandar de la

diferencia del grosor de la almohadillaalas 3, 6,9y 12 h.
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Tabla 6. Valores medios de la diferencia del grosor

inicio del ensayo

de la almohadilla plantar a las 3, 6,9 y 12 horas respecto al

Sustancia |Concentracion | Media | Desv.tip |Concentraciéon | Media |Desv.tip | Concentracion | Media |Desv.tip | Concentracion | Media | Desv.tip
t=3 t=9
t=6 t=12
Alta 1,9720 | 0,09066 |alta 1,8060 | 0,14046 |alta 1,9860 |0,19857 |alta 0,9280 | 0,20017
Extracto media 2,0220 | 0.06042 |media 1,9440 | 0,07925 | media 1,7660 [ 0,11718 |media 1,4320|0,16709
baja 2,0220 | 0,04099 |baja 1,9400 |0,03162 |baja 1,8240 |{0,07537 |baja 1,5780|0,14307
Alta 2,0000 |0,03674 |alta 2,0000 |0,03674 |alta 2,0000 | 0,03674 |alta 2.0000 | 0,03554
voltaren media 1,9940 [0,03050 |media 1,9940 | 0,03050 |media 1,9940 |0,03650 |media 1,9940 | 0,44090
baja 2,0240 | 0,32300 |baja 2,0240 | 0,32300 |baja 2,0240 | 0,32300 |baja 2,0240(0.32391
alta 2,0300 |0,06633 |alta 2,0300 |0,06633 |alta 2,0320 | 0,06458 |alta 2,0320 | 0,06458
vaselina media 2,0240 |0,02881 |media 2,0240 |0,02881 | media 2,0240 [ 0,02881 |media 2,0240 | 0,02966
baja 2,0220 | 0,08258 |baja 2,0220 | 0,08258 |baja 2,0220 | 0,08258 |baja 2,0220(0,08258
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Al comparar los promedios a las 3, 6,9 y12 horas con el momento inicial (t=0), se
observa que el extracto de la raiz la planta Polygala paniculata ocasiona efecto
antiinflamatorio en las tres concentraciones evaluadas donde la concentracion alta
presenta mayor efecto; también se observa que el voltaren y la vaselina no
presentaron efecto antiinflamatorio en los tiempos ni en las tres concentraciones

evaluadas.
Al realizar el analisis de comparaciones multiples de T3 Dunnet. Se determinaron

diferencias estadisticamente significativas entre las respuestas de las diferentes

sustancias ensayadas (Tabla 10).

Tabla 7. Comparaciones multiples (sustancia)

Diferenci
a entre
0] J) medias Error Intervalo de
sustancia | sustancia (1-9) tip. Significacion | confianza al 95%.
Limite Limite
inferior | superior
T3 de extracto |voltaren -
,03650 ,000| -,3209 -, 1268
Dunnet ,2239(*)
estracto | vascelina -
,03863 ,000 | -,3442 -,1428
,2435(*)
voltaren |extracto | ,2239(*) ,03650 ,000 ,1268 ,3209
vascelina -,0196 | ,01729 ,598 | -,0641 ,0249
vascelina | extracto | ,2435(*) ,03863 ,000 ,1428 ,3442
voltaren ,0196 | ,01729 ,598 | -,0249 ,0641
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Con una sig de 0.000 < 0.05 se concluye que hay una diferencia estadisticamente
significativa entre el extracto y el Voltaren, con una sig de 0.000 el extracto difiere
estadisticamente de la Vaselina y del Voltaren con una sig de 0.598 > de 0.05 se
concluye gue no hay diferencia entre el Voltaren y la Vaselina; estas diferencias se

ilustran en la siguiente figura:

Figura 12. Diferencias de las sustancias (Extracto, Voltaren y vaselina)
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En la figura se puede observar que el extracto tiene actividad antiinflamatoria muy
notoria desde las 3 horas y mas aun a las 12 horas; el voltaren y la vaselina no

presentaron este efecto en los tiempos evaluados.

En las figuras 13, 14 y 15 se puede observar el efecto de las sustancias y las

concentraciones evaluadas en los diferentes tiempos.

56



Figura 13. Efecto antiinflamatorio de las diferentes concentraciones del

extracto P paniculataalas 3,6,9y 12 h
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Se observa que el extracto tiene efecto antiinflamatorio

concentraciones evaluadas,

antiinflamatorio; este efecto es mejor a las 12 horas.
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Figura 14. Efecto antiinflamatorio de las diferentes concentraciones de voltaren a

las 3,6,9y 12 h
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El voltaren no presento efecto antiinflamatorio en las concentraciones evaluadas.

Figura 15. Efecto antiinflamatorio de las diferentes concentraciones de la

vaselina alas 3,6,9y 12 h
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La vaselina no presento efecto antiinflamatorio en las concentraciones evaluadas.

1= 1h después de haber aplicado el veneno
2= 3 h después de aplicaciéon del tratamiento
3 =6h después de aplicacién del tratamiento
4= 9h después de aplicacion del tratamiento
5= 12h después de aplicacion del tratamiento

Para mirar el efecto antiinflamatorio por parte del extracto se calcula mediante la

siguiente formula.
% de reduccion del edema = x del control (vaselina) — x tratamiento /x del control

x 100

La prueba antiinflamatoria del extracto etandlico de Paniculata a concentraciones
tanto altas como medias y bajas demostré diferencia significativa con respecto al

grupo control (p<005) (tabla 8).
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Tabla 8. Comparaciones de la reduccion del edema entre los diferentes

tiempos después del tratamiento

Tratamiento Concentracion Promedio 3h | Promedio Promedio |Promedio
(n=9) 6h 9h 12h
Alta 2.86% 11.03% 43.47% 54.33%
Extracto P |Media 0.20% 3.95% 12.74% 29.31%
paniculata |Baja 0% 4.00% 9.79% |21.95%
Vaselina Alta 0% 0% 0% 0%
Media 0% 0% 0% 0%
Baja 0% 0% 0% 0%

La actividad antiinflamatoria se observa que aumenta con el tiempo siendo mejor
alas 12 horas (figura 16) con un 54.33% para la concentracion alta, 29.31% para

la media'y 21.95% para la baja.

Figura 16. Izquierda, edema antes del tratamiento y derecha, después del
tratamiento (P paniculata)
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7.4 Relacién entre el color de la mancha y de la estructura de los

flavonoides.

La siguiente descripcion de color y estructura de los flavonoides son de

referencia que se siguid para determinar los resultados de este estudio.

Azul fluorescente a) Flavonas y flavononas carentes de un 5-OH
Libre.
b) Flavonoles carentes de un 5-OH libre pero
con el 3-OH sustituido.

c) Isoflavonas carentes de un 5-OH libre

En la tabla 9 se presenta las caracteristicas espectrales de algunos grupos de

flavonoides y son de referencia para el estudio de los resultados.

Tabla 9. Caracteristicas espectrales (UV) de algunos grupos de flavonoides

NOMBRE Rango de 1 maxima en nm

Banda | Banda Il
Flavan-3-ols 275 -280
Flavononas 310-330 275-290
Flavonas 330-350 250-270
Flavonoles 350-390 250-270
Chalconas 360-390 240-260
Auronas 390-430 240-260
Antocianinas 475-560 275-280
Isoflavonas 310-330 240-280

Fuente: Dominguez, 1973

61



En la figura 17 se presenta el color y el Rf de las manchas

Figura 17. Cromatograma, identificacion de color y Rf de la mancha.

Rf=0.94

Rf= 084

TBA

L

En la siguiente tabla se describen los resultados obtenidos a partir de la

separacion de los compuestos mediante cromatografia de papel 2D, y de su

andlisis espectroscopico UV.

Tabla 10. Datos cromatogréaficos y espectroscopicos

Mancha Rf encontrado a(nm) encontrado Color

A 0.84 316- 265 azul

B 0.94 211 Amarillo-
verdoso
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En la siguiente figura se ilustra el espectro de absorcion de la mancha Ay B

Figura 18. Espectro de absorcion paralamancha Ay B
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Para la mancha A, Segun el color azul y el estudio espectroscOpico con un
maximo de absorcion 316 nm y 265 nm (figura 18), el cual se encuentra en el
rango 310-330 para la banda | y en el rango 240-280 para la banda I, (tabla 18)
indicando que el compuesto flavonoide corresponde al grupo de las Isoflavonas.

Para la mancha B, el méximo de absorcién es de 211 (figura 19), el cual aun no
es reportado en las fuentes investigadas; por tanto no fue posible determinar a

que grupo de flavonoides pertenece.
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8. EFECTO DE LA APLICACION DEL VENENO Y EXTRACTO DE LA RAIZ DE
LA PLANTA Polygala paniculata

Estudios anteriores relacionados con el edema inducido por el veneno de B
asper, inoculado en la almohadilla plantar ha mostrado que, cuando se usan dosis
bajas de veneno (es decir 1 ug por ratén), el edema es rapido y transitorio,
alcanzando su maximo a 1 hr después de la inyeccién (37). En el contraste,
cuando una dosis mas alta de veneno se inyecta (es decir 50ug por ratén), el
edema es rapido pero con respuesta sostenida (37-29). Para este estudio la
cantidad de pg/raton fue de 44,88ug aprox., donde se observa que el edema es
rapido (a los 157-50,49%), alcanzando su maximo a la 1 hr y con una respuesta

sostenida.

En literatura consultada sobre la planta Polygala paniculata, se encuentra que
tiene efectos antiinflamatorios de forma anecdética, en casos de faringitis y
amigdalitis aguda en las cuales se utiliza las raices en forma de decoccion,
ademas el macerado de las raices es utilizado en el ofidismo en Hospital
Universitario San José de la ciudad de Popayan, donde se reporta que hay una
reduccion del edema en un 50% a las 12horas y 100% a las 24horas. (4); para
esta investigacién se encontré que hay una reduccién del edema causado por el
veneno B asper, en un 2.86 % a las 3 h, 11.03% a las 6h, 43.47% a las Sh y
54.33% a las 12h para la concentracion alta, 0.20% a las 3 h, 3.95% a las 6h,
12.47% a las 9h y 29.1% a las 12h para la concentracion madia y para
concentracion baja 0% a las 3h, 4% a las 6h, 9.79% a las 9h y 21.95% a las 12h;
de esta manera se confirma estadisticamente el efecto antiinflamatorio de planta
Polygala paniculata, siendo el mayor efecto el de la concentracidbn mas alta con
un 54.33% a las 12h (Figura 16).

64



El extracto P paniculata, ademas de poseer accion analgésica demostrada (46),
tiene una gran actividad antiinflamatoria, siendo capaz de reducir el edema de la
pata inducido por veneno de B asper; esta actividad puede ser atribuida a uno o a
varios compuestos presentes en el extracto entre ellos los flavonoides. Las
propiedades anti-inflamatorias de los flavonoides se deben a su accion
antioxidante y a su habilidad de actuar contra las histaminas y otros mediadores
de inflamacion, como las prostaglandinas y los leucotrienos; se les ha descrito
una importante serie de actividades farmacoldgicas, tales como la inhibicién de la
actividad plaquetaria y actividad antimicrobiana en general (12). También presenta
actividad antiinflamatoria y capacidad para inhibir fosfolipasas A2 (22).
Compuestos de naturaleza flavonoide como las antocianinas disminuyen la
fragilidad capilar y tienen acciones antiinflamatorias (30). Ademas la presencia de
catequizas, flavonas, antocianinas Yy taninos podrian tener accion quelante del

zinc requerido para la actividad enzimatica de las melatropoinasas hemorraginas.

Como observa que la vaselina no presento actividad antiinflamatoria, debido a
gue esta es farmacologicamente inerte y quimicamente estable; pero esta al ser
combinada con el extracto pudo haber facilitado la penetracién del principio activo,
ya que esta es conocida como emoliente, donde aumenta la hidratacion de la capa
cornea; la cual es responsable a la resistencia a la difusion, representando el
obstaculo principal a la penetracién de los medicamentos por su alto contenido de
queratina, lipidos y bajo contenido de agua.(10); por tanto, la hidratacion es uno de
los objetivos inmediatos de la terapia farmacologica. La vaselina fue apropiada
para este preparado, ya que esta no se fijo al principio activo permitiendo asi la
liberacion a la piel, lo que con lleva a pensar que hubo una buena compactibilidad

farmacéutica entre el extracto y la vaselina.
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El farmaco Diclofenaco Sodico (voltaren), a pesar de ser un antiinflamatorio, en
este estudio este no presento reduccion del edema causado por el veneno de B
asper , esto se debe a que el farmaco no tiene los componentes o principio activo
presentes en la planta, ademas el voltaren no tuvo efecto debido a que es un
farmaco utilizado para tratar inflamaciones de origen traumatico, y para este
estudio el edema es causado por veneno, siendo esta inflamacion mas compleja
debido a que lo producen mas componentes o mediadores; otra razén que este
farmaco no tiene efecto frente a este edema, debido a que este tiene una vida
media plasmatica corta de 1-2 horas, por tanto para que haya efecto pudo haberse

necesitado otras aplicaciones.

La metodologia empleada para la determinacion de concentracion de proteinas en
esta investigacion fue la empleada por (56), encontrandose que los datos
obtenidos son similares a pesar de que Yasnd encontré una concentracion de
192,9876mg/ml, las diferencias poco significativas en la concentracion de
proteinas puede deberse a la edad, dieta, estado de salud, clima, contaminacion
ambiental, tiempo de cautiverio, etc (11). Para este estudio la concentracion es de
190.885mg/ml, aunque esta por debajo del promedio reportado 205mg/ml, se
encuentra dentro del rango establecido para esta especie (100-310mg/ml). Este
resultado esta de acuerdo con lo establecido por Chipaux, donde afirma que la
concentracion del veneno es directamente proporcional a la edad de la serpiente.
El ejemplar al cual se le cuantificé el veneno esta dentro del estado adulto razén
por la cual la concentracién no alcanza a superar el promedio establecido y sin

embargo, su valor cumple el rango establecido.

Para la concentracion del veneno 192, 9876mg/ml reportada por Yasno el valor
de la DL50 es de (6.52ug/g), teniendo en cuenta que la concentracion para este
estudio es de 190,885mg/ml se tom6 como DL50 6.59ug/g(6.23 — 6.83); esta

diferencia no es significativa ya que el valor determinado se encuentra dentro del
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intervalo de la media establecida por Yasné. Es de notar que los valores de
concentracion de proteinas y la respectiva DL50 tienen relacion inversa pues a

mayor concentracion de proteinas menor valor de la DL50.
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9. CONCLUSIONES

1. La aplicacion topica del extracto de la raiz de la planta P paniculata present6
un gran efecto antiinflamatorio a concentraciones 1mg/g, 0.5mg/g, 0.25mg/g frente

al edema de la pata inducido por veneno de B asper.

2. El Voltaren no presento efecto antiinflamatorio en la reduccién del edema

inducido por el veneno B.asper en la pata de ratones Mus musculus.

3. La planta P paniculata seria de gran ayuda como terapia adicional a los
pacientes que han sufrido la mordedura de la serpiente B asper, ya que los efectos
locales como el edema, son dafios irreversibles y pobremente neutralizados por el

antiveneno.

4. El andlisis quimico del extracto permiti0 observar compuestos de tipo
flavonoide (isoflavonas), los cuales podrian jugar un papel en el efecto

antiinflamatorio observado.
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10. RECOMENDACIONES

1. Realizar investigaciones confirmatorias destinadas a aislar el principio activo de
la planta Polygala paniculata por medio de fraccionamiento fitoquimico con
solventes de diferente polaridad, con el fin de establecer su verdadero potencial

terapeutico.

2. A partir de estos resultados se sugiere continuar estudios con la finalidad de
caracterizar de forma mas detallada los mecanismos biolégicos responsables del

efecto antiinflamatorio.

3. Ampliar los estudios con otras dosis subletales de veneno Bothrops asper
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ANEXO A

INSTRUMENTO PARA LA RECOLECCION DE PLANTAS

MATERIALES

Azadon de jardineria
Bolsas plasticas

Cinta plastica o engomada
ASPECTOS GENERALES

Fecha: Numero de coleccidén

Nombre del colector:

LOCALIDAD

Departamento: Municipio:

Altura sobre el nivel del mar:

Lugar geografico

Ri6: Cerro: Vereda:
ASPECTOS GEOGRAFICOS

Abundancia

Raro: Comun:

Habitad

Orilla del rio: A la sombra:

Tipo de suelo

Seco: Humedo: Arcilloso: Blando:
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Compacto:

Llanura:



ANEXO B

Peso (g) y medicion de la almohadilla plantar antes del inicio del ensayo

(mm)
Marca del raton Peso (g) Almohadilla pata | Alimohadilla
derecha (mm) planta izqg.

(mm)
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ANEXO C

FORMACION DEL EDEMA

Raton 15’ 307 60"
Pata Pata Pata Pata Pata Pata
solucién | veneno solucion veneno solucién veneno
salina salina salina
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ANEXO D
EFECTO ANTIINFLAMATORIO (mm)alas 3, 6,9y 12 horas

marca | EXTRACTO P paniculata Voltaren Vaselina

3h 6h 9h 12h 3h 6h 9h 12h 3h 6h 9h 12h
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