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RESUMEN

La contaminacion y la mala alimentacion son una de las causas que
desencadenan problemas hepaticos y bronquiales. El objetivo principal de este
trabajo de investigacién fue determinar la actividad antioxidante y antitusigena
del extracto hidroalcohélico de las hojas de Leonotis nepetifolia (L.) Brown “Siete
pisos”, se desarrollé en el laboratorio del area de FFarmacia de la Universidad
Nacional de San Cristobal de Huaménga en la ciudad de Ayacucho. El tipo de
investigacion realizado fue hasico experimental. La muestra fue recolectada en
los jardines'de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga, distrito
de Ayacucho, provincia de Huamanga, region Ayacucho. Para evaluar la
actividad antioxidante y antitusigena, se realizé el tamizaje fitoquimico siguiendo
los protocolos establecidos por Lock de Ugaz y Miranda Cuellar. La actividad
antioxidante, se evalud por la captacion del radical DPPH usando como patron
de referencia acido ascorbico. Se determind la presencia de los metabolitos
secundarios tales como: flavonoides, taninos y/o fenoles, alcaloides, quinonas,
triterpenos-esteroides, catequinas, saponinas. Para la determinacién de la
actividad antitusigena se ha empleado el modelo in vivo, en Cobayos machos,
divididos en 5 grupos, donde se administr6 como: blanco (solucién salina
fisiolégica), farmaco de referencia (codeina fosfato) y los extractos
hidroalcohdlicos a una dosis de 100, 200 y 400 mg/kg. la captacion de radical
DPPH se expresaron en porcentajes de captacion de radical DPPH que dieron
como resultado 83,7; 77,7 v 56 % siendo la concentracion de 400 mg/kg con
83.77 % de mayor actividad antioxidante. De igual modo La actividad
antitusigena se expresé en porcentajes de inhibicién de la tos la cual dié como
resultado 75,6; 57,8 y 40 %, siendo la concentracion de 400 mg con 75,6 % de
mayor actividad antitusigena. Se concluye que el extracto hidroalcohélico de las
hojas de Leonotis nepetifolia (L) Brown “siete pisos” tiene actividad antioxidante y
antitusigena.

Palabras clave: Actividad antioxidante y antitusigena, Leonotis nepetifolia (L.)

Brown.
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I. INTRODUCCION

Desde la antigiitedad se conoce el uso medicinal de las plantas; la naturaleza
proporciona un gran numero de compuesto que se aplican como medicamentos,
alimentos colorantes, los cuales han servido como fuente de inspiracion para la
sintesis de nueva moléculas con actividad biolégica. En paises como Peru
existen numerosas plantas con propiedades medicinales de caracter relevante
que se viene utilizando de manera empirica desde nuestros ancestros. El estrés
oxidativo se origina por desequilibrio entre la producciéon de especies reactivas
del oxigeno (ROS) y la capacidad antioxidante celular (CAC), la produccion de
especies reactivas del oxigeno (ROS) mitocondrial es constante, entre 2% y 5%
del oxigeno para la cadena respiratoria se reduce para generar el anion
superoxido, O,, H,O, OH radicales libres potencialmente dafinos para la
celula.’ La tos es un reflejo defensivo indispensable y también es un sintoma
comun de enfermedades tales como el asma, la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC) y el cancer de pulmén. El control de la tos sigue
siendo una importante necesidad médica no cubierta y, a pesar de que los
opioides de accion central se han mantenido como los medicamentos antitusivos
de eleccion desde hace décadas poseen muchos efectos secundarios no
deseados, como la sedacion y los sintomas gastrointestinales.?

Uno de los sintomas mas molestos y agotadores de las enfermedades
respiratorias, sin duda alguna es la tos. Impide hablar, ocasiona ruido, no deja
dormir bien, lastima la garganta y provoca dolores de pecho y torax cuando esta
es fuerte, persistente o dura mucho si esta se extiende mas de 10-14 dias, pasa
a ser un sintoma de alarma.’

La tos es un mecanismo de defensa que protege las vias aéreas de los efectos
adversos de de las sustancias inhaladas. Sirve ademéas para expulsar las
secreciones que se acumulan cuando se altera el mecanismo normal de limpieza

mucociliar.?



El reflejo es complejo o abarca al sistema nervioso central y periférico, lo mismo

que al musculo liso del arbol bronquial. Se ha sugerido que la irritacion de la

mucosa bronquial produce broncoconstriccion, [a cual, a su vez, estimula a los

receptores de la tos (que tal vez represente un tipo especializado de receptor de

estiramiento) localizados en los receptores traqueobronquiales.®

De otro lado, respecto al papel de los radicales libres en la obstrucciéon de las

vias respiratorias en pacientes asmaticos, existen evidencias que apoyan la

correlacion entre la gravedad de la enfermedad y de la produccién de radicales

de oxigeno por los neutréfilos en pacientes asmaticos que sugieren que las

especies reactivas de oxigeno podrian jugar un pape! directo o indirecto en la

modulacién de la inflamacién de las vias respiratorias.®

En este sentido, dado que Leonotis nepelifolia, una especie de distribucion

mundial, y sobre ia base de su uso en la medicina tradicional como antiasmatico,

se realizd6 el presente estudic para evaluar la actividad antioxidante y

antitusigena del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Leonotis nepetifolia (L)

Brown que se atribuyen propiedades terapéuticas en el tratamiento de la

degeneracion, muerte celular y la tos, para este trabajo de investigacion se

desarrolld mediante la captacion de radical DPPH y un modelo animal de tos

refleja inducida por acido citrico en cobayos.®

Objetivo general

¢ Evaluar la actividad antioxidante y antitusigena del extracto hidroalcohélico
de las hojas de Leonotis nepetifolia (L) Brown “siete pisos’.

Objetivos especificos

o |dentificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Leonotis nepetifolia (L) Brown “siete pisos”.

* Determinar el porcentaje de captacion del radical libre DPPH en el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Leonotis nepetifolia (L) Brown “siete pisos”.

e Evaluar la dosis con mejor actividad antitusigena del extracto hidroalcohdlico
de las hojas de Leonotis nepetifolia (L) Brown “siete pisos”, respecto al
estandar codeina.



Il. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Existen innumerables trabajos que se han realizado con el objetivo de evaluar la
actividad antitusigena de extractos vegetales tanto en nuestro medio como en
todo el mundo, por ejemplo, se ha ensayado la actividad antitusiva de especies
como: Glycyrrhiza glabra y Adhatoda vasica, en donde estudiaron su actividad
antitusivo usando una tos modelo inducido por diéxido de azufre de gas en
ratones, en la cual el efecto de los extractos de etanol de Glycyrrhiza glabra y
Adhatoda vasica mostraron inhibicion del reflejo de la tos en una dosis de 800
mg/kg y 200 mg/kg de peso corporal por via oral en comparacién con el grupo de
control. Los ratones mostraron una inhibicion de 35,62 %, en el tratamiento de la
tos con Glycyrrhiza glabra y la inhibicion de 43,03 % en el tratamiento con
adhatoda vasica dentro los 60 minutos de la prueba. La actividad antitusigena
del extracto era comprable a la de sulfato de codeina (10 m/kg, 15 mg/kg, 20
mg/kg de peso corporal), que produjo 24,80 %, 32,98 %, 45,73 % de inhibicion
respectivamente a los 60 minutos del experimento’, Marsilea minuta L.°
Bryophyllum pinnatum (B. pinnatum) (BP) Lam.®, Ballota limbata'®, entre otros,
encontrandose que poseen actividad antitusiva potencial, Las ultimas dos
décadas han visto un aumento en todo el mundo.

El uso de la medicina tradicional y Complementaria y la medicina alternativa en
los paises desarrollados y paises en desarrollo. El interés actual en todo el
mundo en la medicina tradicional ha dado lugar a un rapido desarrollo y estudios
de muchos remedios empleadas por diversos grupos étnicos del mundo. La
informacidn se registra en nombre comin del nombre cientifico, nombre comun,
la familia, parte utilizada, componente activo y de referencia. Cientificos de
campos divergentes estan investigando nuevas plantas con actividad antitusivo y
expectorante. Entre ellos se ha registrado especies de la familia lamiaceae tales

como: Coleus amboinicus Lour, Ocimum sanctum Linn, Thymus vulgaris L."*



La actividad antioxidante fue estudiada a través de la actividad de recoleccion de
residuos DPPH, la actividad larvicida fue estudiada en los nauplios de artemia
salina, actividad plaguicida mediante un gorgojo del arroz 'y la actividad
antibacteriana fue estudiada mediante la técnica de micro dilucién en Bacillus
subtilis, escherichia coli.etc."

Leonotis Nepetifolia,- es conocida por sus propiedades anti-frio, anti-tos, anti-
inflamatorias y anti-diarreicas desde las edades y bienestar utilizado por las
comunidades tribales locales como etnomedicina. El presente estudio es un
intento de investigar-la composicion fitoquimica preliminar de esta planta. El
resultado revela la- presencia de componentes biocactivos que contienen
alcaloides, flavonoides,- compuestos fendlicos, taninos, glucésidos, esteroides y
saponinas en diferentes disolventes. La presencia de estos fitoquimicos se
puede correlacionar con la potencial medicinal de esta planta.” También se
estudio la evaluacion del potencial antioxidante de hojas de Leonotis nepetifolia y
su efecto inhibitorio en lineas celulares de cancer MCF7 y Hep29."

Se estudiaron las flores, las hojas, los tallos de Leonotis nepetifolia L. Brown por
separado a los extractos etandlicos y metandlicos de cada muestra. La actividad
anti-inflamatoria de cada extracto se determiné mediante la prueba de edema
inducido por TPA. Ello Que es una investigacion para evaluar la capacidad de
los compuestos de prueba o extractos de prevenir una reaccion inflamatoria en
respuesta a la edemogen 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA). Todos los
extractos ensayados mostraron, en algun grado, la actividad antiinflamatorio en
el ensayo de edema inducido por TPA en ratones. Sin embargo, la actividad mas
elevada se obtuvo con el extracto EtOAc de hojas (65,75%), flores (69,06%) y
tallos (72,93%). Con el fin de aislar los posibles componentes implicados, todos
los extractos se sometieron a cromatografia. Aunque varios componentes como:
Diterpenocides, cumarinas e iridoides han sido aislados de esta especie, sodlo el
estigmasterol y leonotinin fueron aislado en esta oportunidad. La identidad de
cada compuesto se logré mediante la comparacion de sus caracteristicas fisicas
y espectroscopicas los datos con los reportados previamente. La presencia de
leonotinin en Leonotis nepetifolia L. Brown esta de acuerdo con los informes
fitoquimicos anteriores de esta especie. lLa actividad anti-inflamatoria de
estigmasterol esta bien documentado y su presencia en esta especie podria dar
cuenta de la actividad anti-inflamatoria. Por ofra parte, muestra los resuitados de

la evaluacion de la actividad anti-inflamatoria. Aunque han sido frecuentemente



aislado del género Leonotis, a nuestro entender esta es la primera vez que se
determina su actividad anti-inflamatoria. Se sabe que los ésteres de forbol TPA,
como en la piel inducen la inflamacion, y una respuesta hiperproliferativa con una
infiltracién de neutrdfilos. También se sabe que estimula TPA fosfolipasa A2 que
en consecuencia ocurre un comunicado de Acido araquidénico y
prostaglandinas. Por otra parte, varios estudios habian informado que algunos
labdanetype diterpenos inhiben la enzima PLA2, que es importante involucrado
en el proceso de inflamacion. Ademas, ha informado de que los extractos de
etanol de L. Intermedia y L. leonorus mostré una alta actividad inhibidora de la
sintesis de prostaglandina, puede ser la hipétesis que la actividad anti-
inflamatoria podria ser debido a una efecto de inhibicion en la sintesis de
prostaglandina.™

2.2 Leonotis nepetifolia (L.) Brown.

2.2.1. ldentificacion taxonomica

Tabla 1.- segtn el sistema de clasificacion de Cronquist A. 1988, y es como

sigue:
Categoria taxondmica Nomenclatura
DIVISION MAGNOLIOPHYTA
CLASE MAGNOLIOPSIDA
Sub Clase ASTERIDAE
ORDEN LAMIALES
FAMILIA LAMIACEAE
GENERO Leonotis
ESPECIE Leonotis nepetifolia (L.)Brown.
N.V. "siete pisos"”

Fuente: Certificado emitido por el Herbarium Huamangensis FCB-UNSCH.

2.2.2. Descripcion botanica

Es una planta herbacea anual, de aproximadamente de 2 metros de alto; de
tallos simples o poco ramificados, aristados, hojas simples, largamente
pecioladas de limbo aovado, con el apice puntiagudo y base atenuada, de
bordes lobulados, de disposicion opuesta, perninervias y provistas de pelos.
Inflorescencias en verticilios globosos, con muchas flores dispuestas en los
nudos del tallo; flores tubuladas, bilabiadas, muy vistosas, de aspecto
aterciopelado, heteroclamideas, bisexuales pentameras, de simetria zigomorfa:

caliz de cinco sépalos soldados en la base, con cinco dientes conspicuos en el



apice en forma de espinas, con el diente posterior mas largo y ancho que el
resto; corola con cinco pétalos anaranjados o rojos formando un tubo largo que
termina en dos labios, labio superior formado por tres pétalos soldados,
densamente pubescente y labio inferior con dos pétalos soldados casi sin pelos;
estambres libres en nimero de cuatro didinamo (dos largos y dos cortos); ovario
supero de estilo ginobasico, bicarpelar, tetralocular conteniendo un ovulo en
cada loculo; fruto tetraquenio. (Anexo 2)

2.2.3. Farmacobotanica

Leonotis nepetifolia L Brown “siete pisos” es una planta medicinal importante que
se ha utilizado para tratar el asma bronquial, la diarrea, la fiebre, la gripe y la
malaria y también como analgésico. Del mismo modo, tradicionalmente se utiliza
para tratar enfermedades renales, reumatismo, dismenorrea. En la India, se
emplea en el tratamiento dé guemaduras, hinchazén de los senos, tifia,
escaldaduras; afecciones de la piel, paludismo y dolores reumaticos.’® En la
india la infusion de las hojas se utiliza tradicionalmente para curar el dolor de
estémago en los nifios y también para curar la tos y el resfriado. Esta planta
también se utiliza por sus propiedades antidiarreicas y antiinflamatorias por
varias comunidades en el subcontinente indio y también en todo el mundo.™
Estudios etnobotanicos farmacoldgicos realizados en la ciudad de Vigosa, Brasil,
reportd su empleo tradicional como antirreumatico."” Las hojas se usan contra el
reumatismo,; hernia, diabetes y hepatitis; el tallo, en la ictericia y como
estimulante del muisculo esquelético; las semillas, en la malaria y como diurético;
la raiz, en la inflamacion de mama, quemaduras, voémito pre natal; y las flores, en
heridas, quemaduras e ictericia.'®

2.2.4. Estudio farmacologico

Muchos estudios farmacolégicos con Leonotis Vnepeﬁfoﬁa se han realizado con el
fin de demostrar su empleo en la medicina tradicional. Se ha reportado su
actividad anticonvulsivante.™ ?° Esta planta exhibié varias actividades biologicas
tales como antifungica y antibacteriana.™® Se ha demostrado experimentalmente
su actividad antiinflamatoria en un modelo de edema inducido. El extracto
acuoso de Leonitis nepetifolia a dosis de 1,0 g/lkg mostré actividad contra la
malaria en ratones infectados con Plasmodium bérghei e in vitro contra
Plasmodium falciparum. El extracto metandlico a una concentracion de 50 mg/ml
mostré actividad antibacteriana frente a Bacillus subtilis. El extracto acuoso a

una concentracion de 3,0 mg/ml mostro actividad espasmolitica en la traguea de



cobayos. El extracto hidroalcoholico a 1% mostré actividad insecticida sobre
Mosca domestica '®

2.2.5. Composicion quimica

Estudio fitoquimicos preliminares de esta planta revelé la presencia de
componentes bioactivos que comprenden alcaloides, flavonoides, fenoles,
taninos, glucodsidos, esteroides y saponinas en diferentes disolventes, lo que se
puede correlacionar con su potencial medicinal.” Leonotis nepetifolia es una
planta rica en alcaloides (leonurina y estacidreno), glucosidos iridcides
(leonurida, leonurina y leonuridina), diterpenoides (leocardina), flavonoides
(rutina, quercetina, hiperdsido, apigenina), aceites volatiles, taninos y vitamina A.
La raiz contiene n-octacosanol, acido N-octacosanoico, quercetina, cumarinas
como 4, 6, 7-trimetoxi-5-metilcromeno-2-ona, el campesterol y el betasitosterol.
El aceite de semilla contiene acidos oleico, linoleico, palmitico y estearico. El
aceite, extraido de las semillas es similar al aceite de oliva. Las hojas contienen
neptaefolina, neptaefurano, neptaefuranol, neptaefolinol, leonitina, neptaefolinina
y (-)-55, acido 6-octadecadienoico.'®

2.3. Radicales libres

Son especies quimicas (atomos, iones y moléculas) con un electron
desapareado en su orbital mas externo lo que le da una configuracion espacial
inestable, por lo tanto una gran capacidad para reaccionar con otras
sustancias.”’ En ese estado, el radical es extremadamente reactivo e inestable y
entra en reaccion con sustancias quimicas inorganicas u organicas (proteinas,
lipidos, carbohidratos) en especial con moléculas clave de las membranas y con
acidos nucléicos, ademas; los radicales libres inician reacciones autocataliticas,
estas especies se producen de manera fisiolégica como parte de las reacciones
organicas de éxido-reduccién.®

2.3.1 Formacion de los radicales libres

a) Fuentes endogenas: Los radicales libres son elaborados continuamente
como un producto del metabolismo normal de cada célula e inactivados por un
conjunto de mecanismos (unos enzimaticos y otros de atrapamiento). Al elevarse
las concentraciones fisiolégicas de las especies reactivas de oxigeno (ROS)
pueden acarrear importante alteraciones funcionales **

b) Fuentes exdgenas: los radicales libres se producen como respuesta a la:

Contaminacion ambiental, l1a exposicion a radiaciones ionizantes, luz ultravioleta,



ciertas drogas, toxinas fungicas, pesticidas o xenobidticos, reactivos, solventes
industriales, componentes del tabaco, los medicamentos.?*

2.3.2 Especie reactivas del oxigeno (ERO)

El oxigeno -molecular’ (O,) tiene dos electrones no apareados en’ su orbital
externo, su reactividad resulta de esta propiedad birradical. Debido a su labilidad
quimica, puede dar origen a ERO, que son  moléculas muy reactivas, tiene una
vida media corta, por lo que acttan cercano al sitio en que se forman: Su gran
reactividad se .debe a que posee electrones desapareados que les hace
reaccionar con otras moléculas organicas en procesos de 6xido-reduccion.?® % .
Las principales especies reactivas del oxigeno son:

+ Radical hidroxilo (HO®)» -

* Peroxido de hidrageno (H;0.,)

* Anion superoxido (0O°,)

« QOxigeno singlete (°0y) :

» ‘Peréxido (ROQ°).

2:4. Estrés oxidativo.

El estrés oxidativo e$ un estado que se caracteriza por un desequilibrio entre la
produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS) y la capacidad antioxidante
de las células. En el paso a la vida oxigenada las células se dotdron de sistemas
antioxidantes que pueden ser enzimaticos y por lo tanto involucran mecanismos
complejos, y no - enzimaticos en los que participan biomoléculas que
generalmente -poseen menor pesc molecular que las enzimas. Los ROS, se
producen constantemente en la mitocondria, entre 2 a 5% del oxigeno que entra
en la ‘cadena respiratoria se reduce de forma univalente para dar radical
superdxido. Las sustancias que participan en las reacciones de los sistemas de
defensa antioxidante se inactivan o deterioran en determinadas situaciones, este
deterioro puede ser causado por alguna enfermedad crénica o transitoria que
provoca incrementos sustanciales en la producciéon de oxidantes vy
prooxidantes.? "

2.5. Antioxidantes

Aproximadamente el '5 % o mas del oxigeno inhalado (O,) se convierten en
especies reactivas de oxigeno (ROS) tales como el O,;, H.O, y OH, por
reduccion univalente” del oxigeno molecular (O,), los antioxidantes son
moléculas que tienen la capacidad de prevenir o retardar la oxidacion de

sustratos biologicos generalmente, lipidos y acidos nucléicos, el antioxidante al



reaccionar con un radical libre lz cede un electron oxidandose y se transforma en
un radical débil, con escascs o nulos efectos toxicos. 2

Para que un antioxidante tenga actividad antiradicalaria debe cumplir una
caracteristica basica que es gesnerar un radical mas estable y menos daiiino
después de reaccionar con la especie radical, esta reaccién se basa en una
transmision redox en la que esta implicada la donacién de un electiéon o un
atomo de hidrogeno a la especie radicalaria. Como resultado de esta
transferencia, se formara un radical derivado de! antioxidante que puede tener
caracter inerte, estable o nresentar cierta reactividad.®

Clasificacion de los antioxidantes

« Exogenos: vitamina E, vitamina C, beta caroteno, flavonoides, licopenos.

» Endogenos: glutation, coenzima Q, acido tioctico.

« Cofactores: cobre, zinc, manganeso, hierro,selenio.>

2.6. Compuestos fendliccs

Son metabolitos secundarios producidas por todas las plantas, un grupo de
substancias que poseen en comun un anilio aromatico con uno o més
sustituyentes hidroxilo y que ocurren frecuentemente como glicésidos,
combinados con grupos de azlcar; pueden ser detectados por el intenso color
verde, azul o negro, que producean cuando se les agrega una solucién acuosa o
alcohdlica al 1% de cloruro ferrico.*'

La naturaleza quimica de los compuestos polifendlicos es muy heterogenia y
engloba un amplio surtido de disposiciones estructurales de familias de
polifenoles que pueden englobar desde estructuras libres a conjugadas
(estructuras polifendlicas unidas a otras sustancias de distinta naturaleza). Asi,
los flavonoides son compuestos polifendlicos que reflejan un gran nimero de
estos disefios estructurales.?

Clasificacion

Los polifenoles se pueden clasificar de muchas maneras debido a su diversidad
estructural. Segun su estructura quimica tenemos dos grandes grupos:

a. Acidos fenélicos

Derivados de! acido benzoico C6-C1 y derivados del acido cinamico C6-C3.*
Estos compuestos tienen una funcién carboxilica y un grupo hidroxilico fendlico,
estos compuestos derivan del acido benzoico (anisaldehido, vanillina, acido
veratrico, acido anisico, acido galico) y del acido cinamico (clorogénico, caféico,

fertlico y sinaptico, p-cumarico, elagico).* Algunos autores afirman que el acido
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elagico tiene como funcion detectar y restaurar ias células carente del gen p53,
gen encargado de la apoptosis y del control de la proliferacion celular
responsable del cancer.® )

Los acidos fendlicos tienen propiedades antisépticas urinarias, propiedades
antiinflamatorias de los derivados salicilicos. Inhiben la 5-lipooxigenasa de
granulocitos humanos, de ello resuita una inhibicion en la formacion de
hidroperoxidos y leucotrieno que podrian justificar el émpieo en el tratamiento de
enfermedades inflamatorias o alérgicas.™

Los acidos fendlicos tienen la gran importancia debido a su amplia actividad
biolégica como son: antioxicantes, antivirales, antitumorales, antifungicos,
antimutagénicos, hepatoproteciores, antiinflamatorias e inmunoestimulantes. La
actividad antioxidante de los #acidos fendlicos denominados acidos de serie
cinamica son mas activos que los derivados hidroxi del acido benzoico debido a
que poseen grupos oh y carbanilo no unidos directarmente al anillo benzenico.”
b. Flavonoides (C6_C3_C6) |

Formados por dos grupos bencénicos unidos por un puente trricarbonado,
antocianos, isoflavonas, f[avonas, flavononas, ﬂavonbles y flavononoles, taninos
condensados y lignanos.® ' -

Los flavonoides son compuestos fenolicos constituyentes de la parte no
energéetica de la dieta humana. Se encuentran en vegetales, semillas, frutas y en
bebidas como vino y cerveza. Se han identificado ‘mas de 5.000 flavonoides
diferentes. Aunque los habitos alimenticios son muy diversos en el mundo, el
valor medio de ingesta de flavonoides se estima como 23 mg/dia, siendo la
quercitina el predominante con un valor medio de 16 mg/dia. En un principio,
fueron consideradas sustancias sin accién beneficiosa para la salud humana,
pero mas tarde se demostraron muiltiples efecios positivos debido a su accion
antioxidante y eliminadora de radicales libre. Aunque diversos estudios indican
que algunos flavonoides poseen acciones prooxidantes, éstas se producen so6lo
a dosis altas, constatandose en la mayor parte dé las investigaciones la
existencia de efeclos antiinﬂamatpﬁos, antivirélés o antialérgicos, y su papel
protector frente a enfermedacdes cardiovasculares, cancer y diversas patologias.
El termino denota un grups muy amplio de compuestos polifendlicos
caracterizados por una estructura behzopirona, los cuales estan ampliamente
distribuidos en reino vegetal y se encuentran de forma Universal en las plantas

vasculares, en forma de glicdsido. Quimicamente, estas sustancias son de



naturaleza fendlica y se caracterizan por poseer dos anillos aromaticos

bencénicos unidos por un puente de tres atomos de carbono, con la estructura

general C6-C3-C6, los cuales pueden formar o no un tercer anillo.*®

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales y que

protegen al organismo del dafio producido por agentes oxidantes, como los

rayos ultravioleta, la polucién ambiental, sustancias quimicas presentes en los

alimentos, etc. Estos contienen en su estructura quimica un nimero variable de

grupos hidroxilo fendlicos que tiene excelentes propiedades de quelacion del

hierro y otros metales de transicién, lo que les confiere una gran capacidad

antioxidante. Por ello, desempefian un papel esencial en la proteccion frente a

los fenémenos de dano oxidativo, y tienen efectos terapéuticos en un elevado

numero de patologias, incluyendo la cardiopatia isquémica, la aterosclerosis o el

cancer. Sus propiedadés anti-radicales libres se dirigen fundamentalmente hacia

los radicales hidroxilo y superdxido, especies altamente reactivas implicadas en

el inicio de la cadena de peroxidacion lipidica y se ha descrito su capacidad de

modificar la sintesis de eicosanoides (con respuestas anti-prostanoides y

antiinflamatorias), de prevenir la agregacion plaquetaria (efectos antitromboéticos)

y de proteger a las lipoproteinas de baja densidad de la oxidacién (prevencion de

la placa de ateroma).*

Clasificacion

LLos flavonoides se clasifican en varios grupos de acuerdo con las variantes

estructurales que presentan: flavonas, flavonoles, flavanoles, isoflavonas y

antocianidinas.

Actividad antioxidante de los compuestos fendlicos

Los flavonoides forman parte del denominado sistema de defensa antioxidante

exogeno del organismo, es decir, aquellas defensas que se adquieren a través

de la dieta. Existen tres tipos de mecanismos que pueden explicar la actividad

antioxidante de estas defensas:

a. La transferencia de electrones gue determina que el antioxidante se
transforme en una molécula radical activa.

b. La transferencia de electrones que determina la formacién de una molécula
antioxidante inactiva o estable.

c. Pequefias moléculas que actian como enzimas antioxidantes.

El mecanismo por el cual ejercerian su actividad antioxidante los flavonoides

seria la transferencia de electrones que conlleva la aparicion de una molécula
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radical activa, pero también estaria implicada la capacidad de estos compuestos
para quelar metales.*
Para que un compuesto fendlico sea clasificado como antioxidante debe cumplir
condiciones basicas: '
« Cuando se encuentra en una concentracion baja con relacion al sustrato que
" va'a ser oxidado pueda retrasar o prevenir la auto oxidacion o la oxidacién
medida por un radical libre
e FEl radical formado tras el secuestro sea estable y no pueda actuar en
oxidaciones posteriores.*' '
2.7 Sistema de protebcién antioxidante
El sistema de defensa antioxidanle esta constituido por un grupo de sustancias
que al estar presente en concentraciones bajas con respecto al sustrato
oxidable, retrasan o previenen significativamente la oxidacion de este. Los
antioxidantes impiden que ofras moléculas se unan al oxigeno, al reaccionar
interactuar mas rapido con los radicales libres del oxigeno y las especies
reactivas del oxigeno gue con resto de las moléculas presentes, en determinado
microambiente-membrana plasmatica, citosol, nticleo o liquido extracelular.*?
2.8. Latos
La tos es una espiracion explosiva que actia como mecanismo protector para
limpiar el arbol traquecbronquial de las secreciones y del material extrafio. No
obstante, si es excesiva o0 molesta se convierte en uno de los sintomas mas
frecuentes por los que se solicita la ayuda médica. Los motivos de consulta
suelen ser las molestias derivadas de la propia tos, la interferencia en la vida
cotidiana y a preocupacion de que pudiéra reflejar la existencia de un cancer.*?
2.8.1 Reflejo tusigeno
Los bronquios y la tréquea son tan sensibles al contacto ligero que las
cantidades excesivas de sustancias extrafias u otra causa de irritacién inicial al
reflejo de la tos. La laringe y la carina (el punto en que la traguea se bifurca en
los dos bronquios) son especialmente sensibles, y los bronquiolos terminales e
incluso los alveolos son sensibles a estimulos quimicos corrosivos como el
diéxido de azufre gaseoso y el cloro gaseoso. Los impulsos nérviosos aferentes
procedentes de las vias respiratorias se dirigen al buibo raquideo principalmente
por los nervios vagos.** |



2.8.2 Mecanismo de la tos

La tos se puede iniciar de manera voluntaria o refleja. El reflejo defensivo tiene
ramas o componentes aferentes y aferentes. La rama aferente comprende los
receptores situados en el territorio de distribucion sensorial de los nervios
trigémino, glosofaringeo, laringeo superior y vago. La rama eferente comprende
el nervio laringeo recurrente y los nervios raquideos. La tos comienza por una
inspiracion profunda, sigue con el cierre de la glotis, la relajacién del diafragma y
la contraccion de este musculo contra la glotis cerrada. El importante aumento
de la presién intratoracica positiva origina estrechamiento de la traquea. Cuando
se abre la glotis, la enorme diferencia de presion entre la via respiratoria y la
atmésfera, junto con el estrechamiento de la traquea, causan el flujo rapido a
través de la traquea. Las fuerzas de cizallamiento que se desarrollan ayudan a
eliminar el moco y las particulas extrafas.* |

2.9 Antitusivos y su clasificacion

Los antitusivos son farmacos que inhiben el reflejo de la tos. Segtn el lugar de
accién, se pueden clasificar como sigue:

2.9.1 Actuan sobre el centro de la tos. Los méas utilizados son derivados
opioides, que poseen, en mayor 0 menor grado, actividad opioide (codeina,
dihidrocodeina, morfina y metadona), o que no la poseen (dextrometorfano,
dimemorfano y folcodina). Son también eficaces la noscapina, algunos
antihistaminicos H1 antiguos que poseen propiedades anticolinérgica y sedante
(cloperastina, difenhidramina y bromofeniramina). En casos de tos muy
resistente se ha recurrido a benzodiazepinas con actividad anticonvulsivante
(clonazepam).Otros farmacos activos son la levodropropizina, el fominobeno y la
glaucina.*®

2.9.2 Actiian sobre la rama aferente del reflejo de la tos. Pueden alterar la
sensibilidad de los receptores periféricos los anestésicos locales administrados
por via tépica (p. ej., para broncoscopias) o intravenosa (lidocaina en
postanestesia). En la tos causada por inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina (IECA) se ha probado el nifedipino y algunos antiinflamatorios no
esteroideos (sulindaco y naproxeno).*®

2.9.3 Modifican los factores mucociliares o actian sobre la rama eferente
del reflejo de la tos.

El anticolinérgico bromuro de ipratropio por via inhalatoria, el glicerol yodado y el

guaimesal. *°
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Figura 1. Sitios de accién de los antitusivos
2.10 Codeina
Los opiaceos disminuyen la sensibilidad del “centro de la tos”. Aunque no se ha
llegado a comprender claramente como ejercen su efecto, los opiaceos parecen
actuar mediante una accion agonista sobre los receptores opioides, deprimiendo
a un hipotético “centro de la tos” localizado en el tronco del encéfalo.¥’
La codeina (metimorfina) es el farmaco antitusigeno mas utilizado y su
efectividad sirve de referencia a nuevos farmacos. El efecto antitusigeno se
alcanza con dosis subanalgésicas o en la parte inferior del intervalo de
dosificacion como analgésico. La dosis antitusigena (via oral) usual en los
adultos es de 10-20 mg cada 4-6 horas (dosis maxima, 120 m/dia) y de 50 mg
cada 12 horas para el preparado de accion retardada; en los nifios de 6-12 afios:
la mitad de la dosis de los adultos; en los nifios de 2 a 6 afos: 0,25 mg/kg cada 6
horas. No se recomienda el uso en los recién nacidos y menores de 2 afios de
edad. En geriatria se recomienda dosis menores que en el adulto o un mayor
intervalo de dosificacion.”
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Figura 2. Estructura quimica de la codeina®
Accion farmacologica
Antitusigeno: ejerce su accion sobre los centros bulbares, ademas tienen accién
analgésica central, empleandose como analgésico de leve a moderado y con
accion antidiarreica.*®
Farmacocinética
Se absorben bien por via oral con una biodisponibilidad del 50% para la codeina
y del 20% para la dihidrocodeina. La Cmax se alcanza en una hora para la
codeina y en 1,5-2 horas para la dihidrocodeina. L codeina se elima
principalmente por metabolizacion: el 90% por N-y O-desmetilacién, y el resto
por conjugacion.
Logicamente, la N-desmeticlacion la convierte en morfina, claramente activa;
este proceso estda sometido a polimorfismo genético, de forma que los
metabolizadores lentos responderian menos la codeina. La excrecion es renal,
con una semivida para ambos compuestos de 3-4 horas.
Existe una formulacién oral de dihidrocodeina de liberacién prolongada cuyo
efecto dura unas 12 horas*®
Reacciones adversas
Puede producir depresion respiratoria, agravado la situacion de pacientes
enfisematosos; en ocasiones produce bronco constriccion y reduccién de la
secrecion bronquial. A diferencia que la morfina no ocasiona
farmacodependencia, no depresion profunda o coma.“® '
Cont\'\aindicaciones: hipersensibilidad al codeina fosfato, arritmia cardiaca,
historia. de convulsiones alcoholismo o inestabilidad emocional, disfuncion
hepatica o renal, hipotiroidismo, hipertrofia prdstética u obstruccion reciente
cirugia del tracto urinario.*
Interacciones
Las fenotiazidas, inhibidores de la monoaminooxidasa y antidepresores ftriciclicos

pueden intensificar y prolongar los efectos depresores de los opioides (codeina),
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la cual pueden entrafiar alteraciones en la velocidad de transformacion
metabdlica del opioide o alteracién en los neurotransmisores que participan en
las acciones de estos Ultimos farmacos.*

Dosis

La dosis antitusigena (via oral) usual en los adultos es de 10-20 mg cada 4-6
horas (dosis maxima, 120 mg/dia) y de 50 mg cada 12 horas para el preparado
de accién retardada; en los nifios de 6-12 afios la mitad de la dosis de los
adultos, en los nifios de 2-6 afios 0.25 mg/kg cada 6 horas. No se recomienda el
uso en los recién nacidos y menores de 2 afos de edad. En geriatria se

- recomiendan dosis menores que en adultos.*'
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Il. MATERIALES METODOS
3.1 Lugar de ejecucion.
El presente trabajo de investigacion, se desarroll6 en los laboratorios de la
Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la
Salud de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, durante los
meses de abril a junio del 2015.
3.2 Poblacion y muestra.
3.2.1 Poblacion: Hojas de Leonotis nepetifolia (L) Brown “siete pisos” que crece
en los jardines de la ciudad universitaria de la Universidad Nacional de San
Cristobal de Huamanga, distrito de Ayacucho, provincia de Huamanga, region
Ayacucho.
3.2.2 Muestra: 2,5 kg de hojas de Leonotis nepetifolia (L) Brown “siete pisos”. Se
seleccionaron por conveniencia las plantas con hojas intactas; luego fueron
. lavadas, secadas en una habitacién ventilada, sobre el papel periddico
aproximadamente por una semana. Una de las plantas fue enviada para su
identificacion al herbarium huamangensis de la Facultad de Ciencias Bioldgicas
de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.
3.2.3 Animales de experimentacion
Se utilizaron 25 cobayos machos de 350g a 520g, que fueron adquiridos del INIA
de Ayacucho y llevados al Bioterio de farmacia de la UNSCH; los cuales
estuvieron en adaptacion durante siete dias a una temperatura ambiente,
~ alimentados con dieta balanceada.
3.3 Métodos para la recoleccion de datos
3.3.1 Preparacion del extracto hidroalcohdlico
Se pesaron 2 kg muestra seca y molida, para macerarlo se colocé en frasco
color ambar al cual se le adiciono 7 litros de alcohol de 80% hasta que cubra a la

muestra por un centimetro de diferencia. El tiempo que se macer6 la muestra fue
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durante siete dias agitandolo cada dia constantemente para su mejor

distribucion homogenia.* |

3.3.2 preparacion de las concentraciones del extracto hidroalcohdlico

Se filtrd el extracto hidroalcohdlico macerado, luego se llevé a concentrar en

Bafio Maria a 40°% obteniendo el extracto de consistencia semiliquida y

finalimente se llevo a estufa a una temperatura de 40°c hasta obtener la

sequedad del extracto.®' El extracto seco se almacend en la refrigeradora hasta

la preparacion de concentraciones de 100, 200 400 mg/kg de peso del animal.

3.3.3 procedimiento para realizar el analisis fitoquimico

Se realizd las reacciones con pruebas de coloracién y precipitacidon para

identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohélico.*

(ANEXO 3).

3.3.4 Determinacion de la actividad antitusigena

Fundamento:

Para evaluar la actividad antioxidante del extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Leonotis nepetifolia (L) Brown “siete pisos” consiste en determinar la pérdida de

la coloracion violeta intensa de DPPH, cuando este es capturado por un

antioxidante reduciéndose a DPPH-H dando una coloracién amarilla®

Farmacos de referencia:

¢ Fosfato de codeina, se aplicé directamente por via oral a una concentracion
de 10 mg/kg.

» Acido ascérbico, se utilizé a 10, 50 y 100 p/ml.

Procedimiento e:v(perimerl‘tal54

Se ha empleado 25 cobayos machos con un peso corporal entre 350 a 520 g

*» Se les aclimaté o acondicion6 2 dias en jaulas metalicas en un ambiente
adecuado, con agua y alimento balanceado, para eliminar los efectos de
estrés. '

* Un dia antes se sometié a prueba a cada animal y se escogieron solamente
los cobayos que tosieron entre 10 y 25 toses durante un periodo de 5
minutos. '

¢ Los cobayos se dividieron en 5 grupos de 5 cobayos machos por grupo.

e Los cobayos machos fueron colocados individualmente en una jaula de
vidrio. transparente (20x14x12).

18



e A cada uno de los ratones de cada grupo se expuso por 5 minutos a un
aerosol de acido citrico en agua a 10% p/v, a una velocidad de 0.16 I/s ya
una presion de 0.5 bar.

¢ Durante la exposicién, los animales fueron observados y se registré el
tiempo para el comienzo de la primera tos, el nimero total de toses durante
los 5 minutos de exposicion y durante los siguientes 5 minutos.

» Se administré el tratamiento, y a uno de los grupos se le administré la droga
de referencia, fosfato de codeina (10 mg/kg).

¢ Una hora después del tratamiento, todos los animales fueron expuestos al
aerosol de acido citrico.

e La actividad antitusiva se calculdé como el porcentaje de inhibicion del
numero de toses, aplicando la siguiente formula:

% IH = Mx 100
N°TC

Dénde:

N°® TC : Numero de oses totales promedio del control

N° TP : Numero de toses totales promedio del problema

3.3.5 Determinacién de la actividad antioxidante niediante secuestramiento

del radical libre (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo), DPPH.5*

Fundamento ‘

La técnica empleé el DPPH que tiene un electron desapareado y es de color azul

vibleta, se basa en la desaparicién en dicho color hacia el amarillo palido por la

reaccion de la sustancia antioxidante, de tal manera que el mejor compuesto
destructor es el mejor antioxidante®®

Procedimiento

1. Se prepar6 una solucion metandélica de DPPH de 20 mg/l

2. Se preparé una solucién metandlica del extracto a una concentracion de 300

pg/mi (solucion A)

3. Se calibrd el espectrofotometro a cero con una solucién blanco de metanol:

agua (2:1)

4. Se preparé un blanco de muestra con 0,75 ml de muestra (solucion A) y 1,5 ml

de metanol ‘

5. Se preparé un patréon de referencia con 1,5 rhl de DPPH y 0.75 ml de agua

destilada
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6. Se prepar6 la muestra, con 0,75 ml de solucion A y 1,5 ml de DPPH
obteniéndose una concentracion final de 100 pg/ml. Inmediatamente se dej6 a
temperatura ambiente por cinco minutos y se realizé la lectura de las
absorbancias a 517 nm en el espectrofotometro

7. Se midi6 la absorbancia del patrén de referencia y del blanco de la muestra.

8. Se diluyé la solucion A (2) con metanol a una proporcion de 1:1 para obtener
una concentracion final de 50 pg/ml (solucién B) y luego en una proporcion de
1:9, para obtener una concentracion final de 10 pg/mi (solucion C)

9. Con las soluciones B y C se procedio igualqueen 6y 7

10. El estandar acido ascérbico se prepar6 siguiendo el mismo procedimiento
que conlleve a lograr concentraciones de 100, 50 y 10 yg/ml.

11. Los extractos fueron evaluados por triplicado.

Con los valores de absorbancia obtenidos se determiné el porcentaje de
captacion de radicales libres DPPH, mediante la siguiente férmula:

Am — Ab
%AA = 100 — Tx 100

Dénde:

Ac : Absorbancia del DPPH

Am : Absorbancia de la muestra

Ab : Absorbancia del blanco de la muestra
%AA : Porcentaje de cabtacién del radical libre

Tabla 2.- disefio experimental de la actividad antitusigena de las hojas de
Leonotis nepetifolia (L) Brown.

Grupo Tratamiento Dosis
1 Solucion salina fisiolégica 4 ml/kg
2 Acido citrico (AC) + Codeina fosfato (Co) Cod=10 mg/kg
g Acido citrico (AC) + Extracto 100
4 Acido citrico (AC) + Extracto 200
5 Acido citrico (AC) + Extracto 400
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Tabla 3.- Disefio experimental de la actividad antioxidante de las hojas de

Leonotis nepetifolia (L) Brown.

Muestras Procedimiento Ab 517 nm
Blanco 0.75 ml de Mp + 1.5 ml de metanol Leer
Patron 0.75 ml agua + 1.5 ml DPPH Leer
Ma 0.75 mlde My + 1.5 ml DPPH Leer
Mg 0.75 ml de Mz + 1.5 ml DPPH Leer
Mc 0.75 ml de M¢ + 1.5 ml DPPH Leer

3.4 Analisis estadistico

3.4.1 Actividad antitusigena

Del mismo modo, para la actividad antitusigena, se expresaron mediante el
Analisis de Varianza entre las tres concentraciones del ensayo farmacologico,
con un nivel de significancia estadistica del 95%. Las comparaciones entre cada
tratamiento se hizo con la prueba Duncan y Dunnet, para cuyo efecto se recurrié
al uso del programa SPSS version 21.

3.4.2 Actividad antioxidante '
Los resultados de la actividad antioxidante se expresaron mediante graficos en
funcién de las medias de desviacion estandar. Las diferencias entre las medias
fueron contrastadas mediante el Analisis de Varianza (ANOVA) y la prueba de
Tukey, con un nivel de significancia estadistica del 95%.
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V. RESULTADOS
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Tabla 4.- Metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohélico de las

hojas de Leonotis nepetifolia “siete pisos”, Ayacucho — 2015

Metabolitos Ensayos Observaciones Resultados

secundarios

Flavonoides Shinoda Coloracion rojo +++
intenso

Saponinas Espuma Formacion de +++
espuma

Fenoles y taninos Cloruro férrico Coloracion verde  +++
intenso

Catequina Catequinas Color verde +++
carmelita

Alcaloides Hager Coloracién +++
naranja

Alcaloides Mayer Formacién de +
precipitado blanco

Alcaloides Wagner Formacion de +++
precipitado marréon

Triterpenos Liebermann- Coloracion verde  +++

y esteroides burchard 0SCUuro- negro

Leyenda:

(+) : Escaso

(++) : Moderado

(+++) : Abundante -
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Figura 3.- Variacion de porcentaje de actividad antioxidante por efecto de acido
ascorbico y el extracto hidroalcoholico de las hojas de Leonotis nepetifolia (L.)

Brown “siete pisos”, Ayacucho — 2015.
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Figura 4.- Variacién de porcentaje de actividad antitusigena por efecto de la
administracion de la codeina y el extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Leonotis nepetifolia (L.) Brown “siete pisos” en cobayos, Ayacucho — 2015.
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V. DISCUSION
El presente trabajo de investigacion viene a ser una contribucién al conocimiento
terapéutico de las propiedades farmacolégicas del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Leonotis nepetifolia (L) Brown “siete pisos” que fueron recolectadas y
seleccionadas en los jardines de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga. Afirman que los extractos hidroalcoholicos son los que extraen la
mayor diversidad de componentes quimicos presentes en drogas. En donde la
concentracion de principios activos es optima; facilitandose la dosificacion de los
mismos.*’
El tamizaje fitoquimico se realizé siguiendo los protocolos establecidos por Lock
de Ugaz y Miranda Cuellar.
En la tabla 1, muestra los resultados del tamizaje fitoquimico del extracto
hidroalcohdlico de las hojas del Leonotis nepetifolia (L) Brown “siete pisos” como:
flavonoides, saponinas, fenoles y taninos, catequinas, alacloides, triterpenos y
esteroides. La prueba de Shinoda identifica la presencia flavonoides formandose
una coloraciéon de rojo a amarillo para que sea positivo, en la identificacién de
fenoles y/o tanin'os se indica que debe observarse una coloracién azul verdosa al
agregar unas gotas de cloruro férrico, asi mismo, la prueba de catequinas se
evidencian por fluorescencia verde al exponer a la luz UV*'
Para identificar la presencia de alcaloides se debe evidenciar la presencia de
precipitado®?, para la identificacién de saponinas debe observarse la formacion
de espuma®'. Estudio realizados por otros autores corroboran la presencia de
estos metabolitos encontrados mediante el tamizaje fitoquimico del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Leonotis nepetifolia (L) Brown “siete pisos”, se
evidencié mediante el tamizaje fitoquimico realizado en diferentes solventes, la
presencia de: alcaloides, flavonoides, compuestos fendlicos, taninos, glucésidos,

esteroides y saponinas™
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Una manera de inducir el reflejo de la tos y asi estudiar su fisiologia y ‘la
posibilidad de modificacion terapéutica, esta dada por inhalacién de diferentes
sustancias, agua destilada, particulas, sustancias broncoconstrictoras taies como
histamina o metacolina vy sustancias irritantes como el acido citrico o
capsaicina.”®

En la figura 3, se muestra los resultados del porcentaje de captacion de radical
libre DPPH en el extracto hidroalcohdlico Leonotis nepetifolia (L) Brown “siete
pisos,” todas las muestras al decolorar el DPPH, con un porcentaje de captacién
del radical libre en 83.875%, 77.1225% y 56.25% a concentraciones de 100, 50 y
10 pg/ml respectivamente. Los resultados fueron comparados con el estandar
acido ascorbico, que mostrd tener actividad antioxidante en un 96,875 %, 97,25
% y 97,75 % a concentraciones de 100, 50 y 10 pg/ml. Es importante recalcar
gue la actividad antioxidante es dependiente de la concentraciéon del extracto y
del microambiente en el que se encuentra el compuesto, pudiendo interactuar
entre si, produciéndose efectos sinérgicos o inhibitorios.

En la tabla 2, se observa &l analisis de varianza para el porcentaje de inhibicion
de la tos por tratamiento de los extractos hidroalcoholicos, demostrando que son
significativos "a un nivel de confianza del 95%, indicando que si exisen
diferencias significativas (p<0,05) entre los tratamientos ensayados. -

En la tabla 3, muestra los resultados de la prueba de Tukey para el porcentaje
de la inhibicion de la actividad antioxidante de los extractos hidroalcohdlico
Leonotis nepetifolia (L) Brown. “siete pisos”, donde la actividad antioxidante de
las tres diferentes concentraciones son estadisticamente diferentes entre si, pero
el porcentaje de la actividad antioxidante de acido ascérbico (100, 50 y 10 p/ml)
son estadisticamente similares, también son diferentes los porcentajes de la
atividad antioxidante entre la muestra y el estandar.

Los flavonoides se encuentran en los vegetales y se han identificado mas de
5000 flavonoides con capacidad para neutralizar los radicales libres
responsables de determinadas patologias o del agravamiento de las mismas,
cuando los flavonoides tienen sustituciones en anillo A o b, son aquellas
estructuras que tienen un buena accion inhibitoria de la formacién del radical

hidroxilo,3%%"

entonces la actividad antioxidante depende de la estructura
quimica, posicién y nimero de sustituciones en el nicleo del flavonoide.*
La actividad antioxidante se evalud utilizando el método de captacion de radical

1,1 difenil-2- picril hidracilo (DPPH), donde se observa que los compuestos
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fendlicos y flavonoides presentes en el extracto hidroalcoholico mostraron
actividad antioxidante dependiente de la concentracion (GRAFICO N° Xl), pero
la actividad antioxidante del extracto hidroalcoholico de las hojas de Leonotis
nepetifolia (L) Brown “siete pisos” en comparacién del control acido ascorbico fue
en menor porcentaje (ANEXO 6). De la actividad antioxidante de los flavonoides
se sabe que las flavonas y flavonoles se muestran activos contra los radicales
libres®

Los flavonoides pueden unirse a los polimeros biol6gicos, tales como enzimas,
transportadores de hormonas, y ADN; quelar iones metalicos transitorios, tales
como Fe2+, Cu2+, Zn2+, catalizar el transporte de electrones, y depurar
radicales libres35. Debido a este hecho se han descrito efectos protectores en
patologias tales como diabetes mellitus, cancer, cardiopatias, infecciones viricas,
ulcera estomacal y duodenal, e inflamaciones. Otras actividades que merecen
ser destacadas son sus acciones antivirales y antialérgicas, asi como sus
propiedades antitrombéticas y antiinflamatorias. Los criterios quimicos para
establecer la capacidad antioxidante de los flavonoides, son: la presencia de
estructura O-dihidroxi en el anillo B; que confiere una mayor estabilidad a la
forma radical y participa en la deslocalizacion de los electrones. Doble ligadura,
en conjuncién con la funcién 4- oxo del anillo C41-42. Grupos 3- y 5-OH con
funcién 4-oxo en los anillos A y C necesarios para ejercer el maximo potencial
antioxidante. Siguiendo estos criterios, el flavonoide quercitina es el que mejor
retine los requisitos para ejercer una efectiva funcién antioxidante. Su capacidad
antioxidante medida como Trolox es de 4,7 mM, lo que resulta 5 veces mayor al
demostrado por las vitaminas E y C y tiene una hidrosolubilidad similar a la de la
vitamina E. La funcion antioxidante de la quercitina muestra efectos sinérgicos
con la vitamina C. El acido ascorbico reduce la oxidacion de la quercitina, de
manera tal que combinado con ella permite al flavonoide mantener sus funciones
antioxidantes durante mas tiempo. Por otra parte, la quercitina protege de la
oxidacion a la vitamina E, con lo cual también presenta efectos sinergizantes.
Asi, se ha demostrado que el flavonoide inhibe la fotooxidacién de la vitamina E
en la membrana celular de las células sanguineas en presencia de
hematoporfirina como fotosensibilizador. Los flavonoides retiran oxigeno reactivo
especialmente en forma de aniones superéxidos, radicales hidroxilos, peréxidos
lipidicos o hidroperéxidos. De esta manera bloquean la accién deletérea de

dichas sustancias sobre las células®
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Ademas, flavonoides como la quercitina y el kaempferol son importantes para el
control de las concentraciones intracelulares de glutation. Actuando a nivel del
gen de regulacién, son capaces de aumentar el nivel en un 50%, induciendo el
sistema antioxidante celular y contribuyendo asi a la prevencion de
enfermedades™

Por lo tanto se puede afirmar, que la actividad antioxidante del hidroalcohdlico
Leonotis nepetifolia (L) Brown “siete pisos,” se debe a la presencia de los
compuestos fenolicos tales como los acidos fendlicos y flavonoides.

Menciona que en el hombre se estudia la prevencion de la tos provocada por la
nebulizacion, como en los animales, cobayo, perro y gato, en soluciones diluidas
de amoniaco, acido sulfurico o acido citrico, el mas conveniente.®®

En la figura 4, se muestra los resultados de la actividad antitusigena, para el
porcentaje de inhibicion de la tos por tratamientos con diferentes
concentraciones del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Leonotis nepetifolia
“siete pisos” L Brown, demostrando que la concentracion de mayor actividad
inhibitoria de la tos es de 400 mg/kg con 91,1% de actividad antitusigena
comparado con el estandar que tuvo 75,6% de actividad antitusigena, menor que
la muestra. De esta manera de demostrado que el extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Leonotis nepetifolia “siete pisos” L Brown tiene actividad antitusigena.
La tabla 4, muestra las diferencias significativas del tratamiento del extracto
hidroalcohdlico en diferentes concentraciones con el tratamiento del estandar o
control, en este caso es la codeina fosfato, mediante la prueba de t de Dunnett
(bilateral) a un nivel de confianza de 95%, la cual indica que si existen
diferencias significativas (p<0,05) entre los tratamientos ensayados.

_ En la tabla 5, muestra los resultados de la comparacion de las 3 diferentes
concentraciones del extracto hidroalcoholico, mediante la prueba de Duncan a
un nivel de confianza de 95%, la cual indica que si hay diferencias significativas
{p<0,05) entre estas concentraciones.

Mencionan que la saponina tiene un efecto expectorante y antitusigeno debido
principalmente a la presencia de la glicerina que es una saponina, tambiéen tiene
una accidn antiulcerosa que estimula la produccion de moco protector.®’
Estudiaron el potencial de antitusivo Glycyrrhiza glabra y Adhatoda vasica
usando una tos modelo inducido por dioxido de azufre de gas en ratones, enla
cual el efecto los extractos de etanol de Glycyrrhiza glabra y Adhatoda vasica

mostraron inhibicion del reflejo de la tos enuna dosis de 800 mg/kg y 200 mg/kg
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de peso corporal por via oral en combar.écjiéh con el grupo de control. Los
ratones mostraron una inhibicion de 35,62 %, en el tratamiento de la tos con
Glycyrrhiza glabra y la inhibicién de 43,03 % en el tratamiento con adhatoda
vasica dentro los 60 minutos de la prueba. La actividad antitusiva del extracto era
comprable a la de sulfato de codeina (10 m/kg, 15 mg/kg, 20 mg/kg de peso
corporal), que produjo 24,80 %, 32,98 %, 45,73 % de inhibicion respectivamente
alos 60 minutos del experimento’.

Los flavonoides son compuestos quimicos derivados del benzopirano a los que
se le han atribuido muy variados efectos farmacolégicos, entre ellos:
antiinflamatorio, antimicrobiano, antialérgico, hepatoprotector, antitrombético,
antineoplasico, antiulceroso, hormonal (estrégenico), antidiabético, expectorante,
antihemorragico, diurético y antiviral, muchos de los cuales sean comprobado in
vivo e in vitro.®

Se afirma que las drogas activas sobre el éparato respiratorio (antitusigenos,
antiasmaticos, mucoliticos y expectorantes) se debe a la presencia de
metabolitos secundarios tales como: los alcaloides, naftoquinonas, saponosidos,
oleorresinas, aceites esenciales, etc.%

Se investigd la comparacion de los efectos antitusigenos de 20mg de fosfato de
codeina, dextrometorfano 30 mg y 30 mg noscapina usando la tos inducida por
acido citrico en sujetos normales. En la cual la proteccion por 20 mg de codeina,
dextrometorfano 30 mg, noscapina 30 mg, y el placebo contra la tos inducida por
acido citrico se determind en dieciocho sujetos sanos. Dio como resultados que
las diferencias de las drogas ocurrieron en dos horas y media después de la
ingestion de los farmacos, pero o a una hora y quince minutos. Solo codeina 20
mg tuvo una mayor accion antitusigeno que el placebo, pero el dextrometorfano
30 mg también no difirié de la codeina 20 mg, pero si la noscapina 30 mg difirio
con la codeina 20 mg, en conclusion esta técnica puede ofrecer una prueba de
deteccion util para la actividad de nuevos compuestos potenciales en el
hombre.®

Por esta razén se eligié6 como estandar a la codeina por presentar mejor efecto
terapéutico contra la tos.

El mecanismo de accion secretolitico de las saponinas ha sido opiniones
controvertidas. Tradicionalmente se le ha atribuido su efecto irritante gastrico que
provoca una estimulaciéon vagal responsable a nivel bronquial de un incremento

de secrecion mucosa fluida. Este mecanismo segun algunos autores, no parece
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muy plausible, y proponen la hipétesis de que las saponinas actian como
tensioactivos directamente sobre la mucosa bronquial, disminuyendo la
viscosidad de la secrecibn mucosa. No obstante algunos opinan que la -
concentracion de saponinas que alcanza el pulmon tras la administracion oral
seria demasiado baja para explicar este efecto. Por otra parte se ha investigado
que las saponinas tienen un efecto expectorante y broncodilatador, por inhibicion
de la internalizacién de los receptores f,-adrenérgica en las células del epitelio
alveolar en las células del masculo bronquial.®®

Por lo tanto se puede afirmar que la actividad antitusigena del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Leonotis nepetifolia “siete pisos” se debe al a

presencia de los compuestos fenélicos, saponinas y los alcaloides.
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Vi CONCLUSIONES

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Leonotis nepetifolia {L) Brown
“siete pisos”, tiene actividad antioxidante y antitusigena.

El extracto hidroalcoholico de las hojas de Leonotis nepetifolia (L) Brown
“siete pisos”, posee los metabolitos secundarios como: flavonoides,
saponinas, fenoles y taninos, catequinas, alcaloides, triterpenos y esteroides.
La concentracion que presenta mejor actividad antioxidante y antitusigena del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Leonofis nepetifolia (L) Brown “siete

pisos” fue de 400 mg/kg.
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VII RECOMENDACIONES
Proseguir con los estudios de la actividad antioxidante y antitusigena in vivo
de las hojas de Leonotis nepetifolia (L) Brown puesto que demostro tener
actividad antioxidante y antitusigena, sobre todo més actividad antitusigena.
Aislar los flavonoides responsables de dicha actividad, por métodos mas
especificos como por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).

Realizar estudios de toxicidad de las hojas Leonotis nepetifolia (L) Brown.

4 Realizar estudios de fraccionamiento con solventes de distintas polaridades a

las hojas de Leonotis nepetifolia (L) Brown, para determinar la actividad

antioxidante y antitusigena.
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Anexo 1
Certificado taxonémico de Leonotis nepetifolia (L.) Brown. Ayacucho 2013

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA

CERTIFICA

Que, el Bach. en Farmacia y Bioquimica, Sr. Roy Ronald, NAHUI CORAS, ha
solicitado la identificacidn de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificacion
de Cronquist. A. 1988. y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE 2 MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE i ASTERIDAE

ORDEN ! LAMIALES

FAMILIA ] LAMIACEAE

GENERO : Leonotis

ESPECIE : Leonotis nepetifoliz { L.) Brown.
N.V. : “siete pisos™

Se expide l1a certificacién correspondiente a solicitud del interesado pata
los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 26 de Noviembre del 2013
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Anexo 2

Descripcion botanica de Leonotis nepetifolia (L.) Brown Ayacucho - 2013

DESCRIPCION BOTANICA

Nombre cientifico : Leonotis nepetifolia (L.) Brown.
Nombre vulgar : “siete pisos”
Familia : LAMIACEAE
CARACTERIZACION BOTANICA:

Es una planta herbacea anual, de aproximadamente 2 metros de alto; de tallos
simples o poco ramificados, aristados, hojas simples. largamente pecioladas de
timbo acvado con el apice puntiagudo y base atenuada, de bordeslobulados, de
disposicion opuesta , penninervias y prowistos de pelos. Inflorescencias en
verticilos globosos, con muchas flores dispuestas en los nudos def tallo; flores
tubuladas. bilabiadas, muy vistosas, de aspecto aterciopelado , heteroclamideas,
bisexuales pentameras, de simetria zigomorfa: caliz de 5 sépalos soldados en la
base con 5 dientes conspicuos en el dpice en forma de espinas, con el diente
posterior mas largo y ancho que el resto, corola con 5 pétalos anaranjados 6 rojos
formando un tubo largo que termina en 2 labios; labio superior formado por 3
pétalos soldados, densamente pubescente vy labio inferior con 2 pétalos
soldados casi sin pelos; Estambres libres en ndimero de 4 didinamo (2 largos y 2
cortos), ovano supero de estilo gnobasico, bicamelar, tetralocutar conteniendo un
6vulo en cada locuto, fruto tetraquenio.

HABITAT Y DISTRIBUCION:
Es una especie originaria del Africa, se ha naturalizado en muchos lugares de

América tropical | en nuestra regién crece en forma silvestre en zonas cdlidas y
templadas, terrenos secos, en bordes de camino , terrenos abandonados .

Blga. Laura Aucasime eedina. *
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Anexo 3

Esquema de las reacciones a realizarse en el extracto hidroalcohélico™

EXIRACTO ALCOHOLICO
|
OVIDR Eujrmwoms
imL zlml. 2|mj_ l 2{mL
ENSAYODE |  ENSAYODE i ENSAYOQ DE 2mL | ENSAYODE _
ChlEOuNS | FERIC. | esavooe a 5? ENSAYODE Ensi :los e é porciones
(TRITERPENOS-ESTEROIDES —— OURNOMS} MAYER Y WAGNER
Zmt (ALCALOIDES)
ENSAYO DE 20
RESINAS 2nL ENSAYO DE 2l
ENSAYO DE BALIET i ENSAYO DE
LACTONAS) " ANTOCIAMDINA
2mL s
R ENSAYO DE
SHNODA
(FLAVONOIDES)
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Anexo 4

Foto de /eonotis nepetifolia (L.) Brown, tomado en los jardines de la Ciudad

Universitaria -~ UNSCH. Ayacucho - 2014
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Anexo 5
Pesado de cobayos, realizado en laboratorio de Farmacologia de Escuela
Profesional de Farmacia y Bioquimica — UNSCH. Ayacucho - 2015
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Anexo 6
Observacion de numero toses, realizado en laboratorio de Farmacologia de

Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica — UNSCH. Ayacucho - 2015
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Anexo 7
Tabla 5. Analisis de varianza del porcentaje de la actividad secuestradora del
DPPH porparte de los metabolitos secunadrios del extracto hidroalcoholico de
las hojas de Leonotis nepetifolia L. Brown “siete pisos”, Ayacucho - 2015

ANOVA
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig. |
Entre grupos 4150,296 5 830,058] 4069,056 ,000
Dentro de grupos 2,448 12 ,204
Total 4152,744 17
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Tabla 6. Comparacién de medias mediante la prueba de Tukey la actividad
antioxidante del acido ascérbico y de las concentraciones del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Leonotis nepetifolia (L.) Brown “siete pisos”,
Ayacucho — 2015

HSD Tukey ®

Anexo 8

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

TRATAMIENTO

Subconjunto para alfa = 0.05

1

2

3

Extracto 10ug/ml
Extracto 50ug/ml
Extracto 100ug/ml
Vit C 100ug/mi
Vit C 50ug/ml

Vit C 10ug/ml

Sig.

W W ww w w

56,0000

1,000

77,6667

1,000

83,6667

1,000

97,4167
97,6250
98,1667
379

]

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamario de la muestra de la media arménica = 3,000.
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Anexo 9

. Tabla 7.- Comparacion de medias mediante la prueba de Dunnet de la actividad

antitusigena de codeina fosfato y de los tratamientos administrados del extracto

hidroalcohdlico de las hojas de Leonotis'nepetifolia (L.) Brown “siete pisos”,

Ayacucho - 2015

Variable dependiente: ACTIVIDAD ANTITISIGENA

Comparaciones muiiltiples

T de Dunnett (bilateral)®

95% de intervalo de

Diferencia confianza

de medias Error Limite Limite
() TRATAMIENTO (J) ESTANDAR (1-J) estandar Sig. inferior superior
Extracto 100mg/kg _codeina -35,55556 4,843221 000| -48,1108{ -23,0003
Extracto 200mg/kg codeina 1777778’ 4,84322 [ ,006| -30,3331 -5,2225
Extracto 400mg/kg codeina 15,55556 4,84322 | ,014 3,0003] 28,1108

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como un control, y comparan todos los demas grupos

con este.
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Anexo 10
Tabla 8.- Comparacion de medias mediante la prueba de Duncan de la actividad
antitusigena de los tratamientos administrados del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Leonotis nepetifolia (L.) Brown “siete pisos”, Ayacucho - 2015

ACTIVIDAD ANTITISIGENA
Duncan®
Subconjunto para alfa = 0.05
TRATAMIENTO N i 2 3

Extracto 100mg/kg 5 40,0000

Extracto 200mg/kg 5 57,7778

Extracto 400mg/kg 5 91,1111

Sig. 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Utiliza el tamanio de la muestra de la media armédnica = 5,000.
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Actividad antioxidante y antitusigena del extracto
hidroalcohodlico de las hojas de Leonotis nepetifolia L.
Brown “siete pisos”. Ayacucho — 2014

Roy Ronald Nahui Coras.'. Edwin Carlos Enciso Roca.
Farmacia y Bioquimica: UNSCH

RESUMEN

La contaminaci6n y la mala alimentacion son una de las causas que desencadenan problemas hepaticos
y bronquiales. El objetivo principal de este trabajo de investigacion fue determinar la actividad
antioxidante y antitusigena del extracto hidroalcohélico de las hojas de Leonotis nepetifolia (L.) Brown
“Siete pisos”, se desarrollé en el laboratorio del drea de Farmacia de la Universidad Nacional de San
Cristébal de Huamanga en la ciudad de Ayacucho. El tipo de investigacién realizado fue basico
experimental. La muestra fue recolectada en los jardines de la Universidad Nacional de San Cristobal
de Huamanga, distrito de Ayacucho, provincia de Huamanga, region Ayacucho. Para evaluar la
actividad antioxidante y antitusigena, se realizé el tamizaje fitoquimico siguiendo los protocolos
establecidos por Lock de Ugaz y Miranda Cuellar. La actividad antioxidante, se evalué por la
captacion del radical DPPH usando como patrén de referencia acido ascérbico. Se determind la
presencia de los metabolitos secundarios tales como: flavonoides, taninos y/o fenoles, alcaloides,
quinonas, triterpenos-esteroides, catequinas, saponinas. Para la determinacion de la actividad
antitusigena se ha empleado el modelo in vivo, en Cobayos machos, divididos en 5 grupos, donde se
administré6 como: blanco (solucién salina fisiologica), farmaco de referencia (codeina fosfato) y los
extractos hidroalcoholicos a una dosis de 100, 200 y 400 mg/kg. la captacion de radical DPPH se
expresaron en porcentajes de captacion de radical DPPH que dieron como resultado 83,7; 77,7 y 56 %
siendo la concentracion de 400 mg/kg con 83.77 % de mayor actividad antioxidante. De igual modo La
actividad antitusigena se expresé en porcentajes de inhibicion de la tos la cual dié como resultado 75,6;
57,8 y 40 %, siendo la concentracion de 400 mg con 75,6 % de mayor actividad antitusigena. Se
concluye que el extracto hidroalcohélico de las hojas de Leonotis nepetifolia (L) Brown “siete pisos”
tiene actividad antioxidante y antitusigena.

Palabras clave: Actividad antioxidante y antitusigena, Leonotis nepetifolig (L.) Brown.

SUMMARY

Pollution and poor diet are one of the causes that trigger liver and bronchial problems. The main
objective of this research was to determine the antioxidant and antitussive activity of the
hydroalcoholic extract of the leaves of Leonotis nepetifolia (L.) Brown "Seven floors", developed in
the laboratory the area of Pharmacy of the National University of San Cristobal Huamanga in the city
of Ayacucho. The research was conducted experimental basic. The sample was collected in the
gardens of the National University of San Cristobal de Huamanga, District of Ayacucho, province of
Huamanga, Ayacucho region. To evaluate the antioxidant and antitussive activity, the phytochemical
screening was performed following the protocols established by Lock Ugaz and Miranda Cuellar. The
antioxidant activity was evaluated by using DPPH radical uptake of ascorbic acid as a standard
reference. flavonoids, tannins and / or phenols, alkaloids, quinones, steroids triterpenes, catechins,
saponins, the presence of secondary metabolites such as was determined. To determine the antitussive
activity has been used in vivo model, male guinea pigs were divided into 5 groups, where administered
as white (physiological saline), reference drug (codeine phosphate) and hydroalcoholic extracts at a
dose 100, 200 and 400 mg / kg. DPPH radical uptake expressed as a percentage of DPPH radical
uptake which resulted 83.7; 77.7 and 56% with the concentration of 400 mg / kg with 83.77% higher
antioxidant activity. Likewise The antitussive activity was expressed in percent inhibition of cough.
which resulted 75.6; 57.8 and 40%, with the concentration of 400 mg with 75.6% greater antitussive
activity. It is concluded that the hydroalcoholic extract of leaves of Leonotis nepetifolia (L) Brown
"seven-story" has antioxidant and antitussive activity.

Keywords: antioxidant and antitussive activity, Leonotis nepetifolia (L.) Brown.



INTRODUCCION
Desde la antigiiedad se conoce el uso
medicinal de las plantas; la naturaleza
proporciona un gran numero de compuesto que
se aplican como medicamentos, alimentos
colorantes, los cuales han servido como fuente
de inspiracion para la sintesis de nueva
moléculas con actividad biologica. En paises
como Peru existen numerosas plantas con
propiedades medicinales de caracter relevante
que se viene utilizando de manera empirica
desde nuestros ancestros. El estrés oxidativo se
origina por desequilibrio entre la produccion
de especies reactivas del oxigeno (ROS) y la
capacidad antioxidante celular (CAC), la
produccién de especies reactivas del oxigeno
(ROS) mitocondrial es constante, entre 2% y
5% del oxigeno para la cadena respiratoria se
reduce para generar el anion superdxido, Oy,
H,0, OH’ radicales libres potencialmente
dafiinos para la celula.' La tos es un reflejo
defensivo indispensable y también es un
sintoma comun de enfermedades tales como el
asma, la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC) y el cancer de pulmén. El
control de la tos sigue siendo una importante
necesidad médica no cubierta y, a pesar de que
los opioides de accién central se han
mantenido como los medicamentos antitusivos
de eleccion desde hace décadas poseen
muchos efectos secundarios no deseados,
como la sedacion y los sintomas
gastrointestinales.”
Uno de los sintomas mas molestos vy
agotadores de las enfermedades respiratorias,
sin duda alguna es la tos. Impide hablar,
ocasiona ruido, no deja dormir bien, lastima la
garganta y provoca dolores de pecho y torax
cuando esta es fuerte, persistente o dura mucho
si esta se extiende mas de 10-14 dias, pasa a
ser un sintoma de alarma.’
La tos es un mecanismo de defensa que
protege las vias aéreas de los efectos adversos
de de las sustancias inhaladas, Sirve ademas
para expulsar las secreciones que se acumulan
cuando se altera el mecanismo normal de
limpieza mucociliar.*
El reflejo es complejo o abarca al sistema
nervioso central y periférico, lo mismo que al
musculo liso del arbol bronquial. Se ha
sugerido que la irritacion de la mucosa
bronquial produce broncoconstriccion, la cual,
a su vez, estimula a los receptores de la tos

(que tal vez represente un tipo especializado
de receptor de estiramiento) localizados en los
receptores traqueobronquiales.’ _

De otro lado, respecto al papel de los radicales
libres en la obstruccion de las vias
respiratorias en pacientes asmaticos, existen
evidencias que apoyan la correlacion entre la
gravedad de la enfermedad y de la produccién
de radicales de oxigeno por los neutrofilos en
pacientes asmaticos que sugieren que las
especies reactivas de oxigeno podrian jugar un
papel directo o indirecto en la modulacion de
la inflamacién de las vias respiratorias.®

En este sentido, dado que Leonotis nepetifolia,
una especie de distribucion mundial y al
alcance de la mayoria de la poblacion, sobre la
base de su uso en la medicina tradicional como
antiasmatico, se realizd el presente estudio
para evaluar la actividad antioxidante y
antitusigena del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Leonotis nepetifolia (L) Brown que se
atribuyen propiedades terapéuticas en el
tratamicento de la degeneracion, muerte celular
y la tos, para este trabajo de investigacion se
desarrollé mediante la captacion de radical
DPPH y un modelo animal de tos refleja
inducida por 4&cido citrico en cobayos
previamente  seleccionados  segin  la
metodologia de investigacion.®

Objetivo general

e Evaluar la actividad antioxidante vy
antitusigena del extracto hidroalcohélico
de las hojas de Leonotis nepetifolia (L)
Brown “siete pisos”.

Objetivos especificos

e Identificar los metabolitos secundarios
presentes en el extracto hidroalcohdlico
de las hojas de Leonotis nepetifolia (L)
Brown “siete pisos”.

e Determinar el porcentaje de captacion del
radical libre DPPH en el extracto
hidroalcohélico de las hojas de Leonotis
nepetifolia (L) Brown “siete pisos”.

e Evaluar la dosis con mejor actividad
antitusigena del extracto hidroalcohdlico
de las hojas de Leonotis nepetifolia (L)
Brown “siete pisos”, respecto al estandar
codeina.

ANALISIS ESTADISTICO
Actividad antioxidante
Los resultados de la actividad antioxidante se



expresaron mediante graficos en funcién de las
medias de desviacion estandar. Las diferencias
entre las medias fueron contrastadas mediante
el Anilisis de Varianza (ANOVA) y la prueba
de Tukey, con un nivel de significancia
estadistica del 95%..

Actividad antitusigena

Del mismo modo, para la actividad
antitusigena, se expresaron mediante el
Andlisis de Varianza entre las tres
concentraciones del ensayo farmacoldgico,
con un nivel de significancia estadistica del
95%. Las comparaciones entre cada
tratamiento se hizo con la prueba Duncan y
Dunnet, para cuyo efecto se recurrid al uso del
programa SPSS version 21.

RESULTADOS

Tabla 4.- Metabolitos secundarios presentes
en el extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Leonotis nepetifolia “siete pisos”, Ayacucho —
2015

Metabolitos Ensayos Observaciones  Resulla-
secundarios dos
Flavonoides Shinoda Coloracion
rojo o
intenso
Saponinas Espuma Formacion de
espuma -+
Fenoles y taninos Cloruro Coloracion
férrico . _verde -4+
intenso
Catequina Catequinas Color verde
carmelita +H+
Alcaloides Hager Coloracion
naranja A+
Alcaloides Mayer Formacion de
precipitado
blanco
Alcaloides Wagner Formacion de
precipitado -+
marron
Triterpe- Liebermann-  Coloracién
nos y burchard verde -+
esteroid-es OSCUro- negro
Leyenda:
) : Escaso

(++) : Moderado
(+++) : Abundante
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Figura 3.- Variacion de porcentaje de
actividad antioxidante por efecto de acido
ascorbico y el extracto hidroalcoholico de las
hojas de Leonotis nepetifolia (L.) Brown “siete
pisos”, Ayacucho — 2015.
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Figura 4.- Variacion de porcentaje de
actividad antitusigena por efecto de la
administracién de la codeina y el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Leonotis
nepetifolia (L.) Brown “siete pisos” en
cobayos, Ayacucho — 2015,
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DISCUSION
El presente trabajo de investigacion viene a ser
una contribucion al conocimiento terapéutico
de las propiedades farmacoldgicas del extracto’
hidroalcoholico de las hojas de Leonotis
nepetifolia (L) Brown “siete pisos” que fueron
recolectadas y seleccionadas en los jardines de
la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga. Afirman que los extractos
hidroalcoholicos son los que extraen la mayor
diversidad de componentes quimicos presentes
en drogas. En donde la concentracién de
principios activos es optima, facilitindose la
dosificacion de los mismos.”’



El tamizaje fitoquimico se realizo siguiendo
los protocolos establecidos por Lock de Ugaz
y Miranda Cuellar.

En la tabla 1, muestra los resultados del
tamizaje fitoquimico del extracto
hidroalcoholico de las hojas del Leonotis
nepetifolia (L) Brown “siete pisos” como:
flavonoides, saponinas, fenoles y taninos,
catequinas, alacloides, triterpenos y esteroides.
‘La prueba de Shinoda identifica la presencia
flavonoides formandose una coloracion de rojo
a amarillo para que sea positivo, en la
identificacion de fenoles y/o taninos se¢ indica
que debe observarse una coloracion azul
verdosa al agregar unas gotas de cloruro
férrico, asi mismo, la prueba de catequinas se
evidencian por fluorescencia verde al exponer
alaluz UV

Para identificar la presencia de alcaloides se
debe evidenciar la presencia de precipitado™,
para la identificacion de saponinas debe
observarse la formacion de espuma’’. Estudio
realizados por otros autores corroboran la
presencia de estos metabolitos encontrados
mediante el tamizaje fitoquimico del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Leonotis
nepetifolia (L) Brown “siete pisos”, se
evidencié mediante el tamizaje fitoquimico
realizado en diferentes solventes, la presencia
de: alcaloides, flavonoides, compuestos
fendlicos, taninos, glucdsidos, esteroides y
saponinas’

Una manera de inducir el reflejo de la tos y asi
estudiar su fisiologia y la posibilidad de
modificacion terapéulica, estd dada por
inhalacion de diferentes sustancias, agua
destilada, particulas, sustancias
broncoconstrictoras tales como histamina o
metacolina y sustancias irritantes como el
4cido citrico o capsaicina.*®

En la figura 3, se muestra los resultados del
porcentaje de captacion de radical libre DPPH
en el extracto hidroalcohdlico Leonotis
nepetifolia (L) Brown “siete pisos,” todas las
muestras al decolorar el DPPH, con un
porcentaje de captacion del radical libre en
83.875%, 77.1225% y 56.25% a
concentraciones de 100, 50 y 10 pg/ml
respectivamente. Los resultados fueron
comparados con el estandar acido ascorbico,
que mostrd tener actividad antioxidante en un
96,875 %, 9725 % y 9175 % a
concentraciones de 100, 50 y 10 pg/ml. Es
importante  recalcar que la actividad

antioxidante es  dependiente de la
concentracion del extracto y del
microambiente en el que se encuentra el
compuesto, pudiendo interactuar entre si,
produciéndose  efectos  sinérgicos o
inhibitorios.

En la tabla 2, se observa el analisis de varianza
para el porcentaje de inhibicion de la tos por
tratamiento de los extractos hidroalcoholicos,
demostrando que son significativos a un nivel
de confianza del 95%, indicando que si exisen
diferencias significativas (p<0,05) entre los
tratamientos ensayados.

En la tabla 3, muestra los resultados de la
prueba de Tukey para el porcentaje de la
inhibicion de la actividad antioxidante de los
extractos hidroalcoholico Leonotis nepetifolia
(L) Brown “siete pisos”, donde la actividad
antioxidante de las tres  diferentes
concentraciones son estadisticamente
diferentes entre si, pero el porcentaje de la
actividad antioxidante de acido ascérbico (100,
50 y 10 p/ml) son estadisticamente similares,
también son diferentes los porcentajes de la
atividad antioxidante entre la muestra y el
estandar.

La actividad antioxidante se evalud utilizando
el método de captacidn de radical 1,1 difenil-
2- picril hidracilo (DPPH), donde se observa
que los compuestos fenolicos y flavonoides
presentes en el extracto hidroalcoholico
mostraron actividad antioxidante dependiente
de la concentracion (GRAFICO N° XI), pero
la actividad antioxidante del extracto
hidroalcoholico de las hojas de Leonotis
nepetifolia (L) Brown ‘“siete pisos” en
comparacion del control acido ascorbico fue
en menor porcentaje (ANEXO 6). De la
actividad antioxidante de los flavonoides se
sabe que las flavonas y flavonoles se muestran
activos contra los radicales libres™

Ademas, flavonoides como la quercitina y el
kaempferol son importantes para el control de
las concentraciones intracelulares de glutation.
Actuando a nivel del gen de regulacién, son
capaces de aumentar el nivel en un 50%,
induciendo el sistema antioxidante celular y
contribuyendo asi a la prevencion de
enfermedades™

Por lo tanto se puede afirmar, que la actividad
antioxidante del hidroalcohdlico Leonotis
nepetifolia (L) Brown “siete pisos,” se debe a
la presencia de los compuestos fenolicos tales
como los acidos fenolicos y flavonoides.



En la figura 4, se muestra los resultados de la
actividad antitusigena, para el porcentaje de
inhibicion de la tos por tratamientos con
diferentes  concentraciones del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Leonotis
nepetifolia  “siete  pisos” L Brown,
demostrando que la concentracion de mayor
actividad inhibitoria de la tos es de 400 mg/kg
con 91,1% de actividad antitusigena
comparado con el estandar que tuvo 75,6% de
actividad antitusigena, menor que la muestra.
De esta manera de demostrado que el extracto
hidroalcoholico de las hojas de Leonotis
nepetifolia “siete pisos”™ L Brown tiene
actividad antitusigena.

La tabla 4, muestra las diferencias
significativas del tratamiento del extracto
hidroalcohdlico en diferentes concentraciones
con el tratamiento del estindar o control, en
este caso es la codeina fosfato, mediante la
prueba de t de Dunnett (bilateral) a un nivel de
confianza de 95%, la cual indica que si existen
diferencias significativas (p<0,05) entre los
tratamientos ensayados. .
En la tabla 5, muestra los resultados de la
comparacion de las 3  diferentes
concentraciones del extracto hidroalcoholico,
mediante la prueba de Duncan a un nivel de
confianza de 95%, la cual indica que si hay
diferencias significativas (p<0,05) entre estas
concentraciones.

Mencionan que la saponina tiene un efecto
expectorante y antitusigeno debido
principalmente a la presencia de la glicerina
que es una saponina, también tiene una accion
antiulcerosa que estimula la produccién de
moco protector.”’

Se investig6 la comparacién de los efectos
antitusigenos de 20mg de fosfato de codeina,
dextrometorfano 30 mg y 30 mg noscapina
usando la tos inducida por 4cido citrico en
sujetos normales. En la cual la proteccion por
20 mg de codeina, dextrometorfano 30 mg,
noscapina 30 mg, y el placebo contra la tos
inducida por 4cido citrico se determind en
dieciocho sujetos sanos. Dio como resultados
que las diferencias de las drogas ocurrieron en
dos horas y media después de la ingestion de
los farmacos, pero o a una hora y quince
minutos. Solo codeina 20 mg tuvo una mayor
accion antitusigeno que el placebo, pero el
dextrometorfano 30 mg también no difirié de
la codeina 20 mg, pero si la noscapina 30 mg
difirié con la codeina 20 mg, en conclusién

esta técnica puede ofrecer una prueba de
deteccion util para la actividad de nuevos
compuestos potenciales en el hombre.**

El mecanismo de acciéon secretolitico de las
saponinas ha sido opiniones controvertidas.
Tradicionalmente se le ha atribuido su efecto
irritante gastrico que provoca una estimulacion.
vagal responsable a nivel bronquial de un
incremento de secrecion mucosa fluida. Este
mecanismo segin algunos autores, no parece
muy plausible, y proponen la hipotesis de que
las saponinas actllan como tensioactivos
directamente sobre la mucosa bronquial,
disminuyendo la viscosidad de la secrecion
mucosa. No obstante algunos opinan que la
concentracion de saponinas que alcanza el
pulmén tras la administracion oral seria
demasiado baja para explicar este efecto. Por
otra parte se ha investigado que las saponinas
tienen un efecto expectorante y
broncodilatador, por inhibicibn de la
internalizacion de los receptores  f.-
adrenérgica en las células del epitelio alveolar
en las células del musculo bronquial.®®
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