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1. INTRODUCCION



1.1. CONTEXTO ACTUAL DEL PROBLEMA

En nuestro planeta, existen organismos que son imprescindibles para el desarrollo de la
vida: las plantas; las cuales resultan indispensables para la vida del resto de los organismos,
incluido el ser humano, supliéndonos de oxigeno, refugio, combustible, alimento y medicina.
Elreino de las plantas consta de mas de 250.000 especies, de las cuales un estimado de 60.000
son utilizadas por sus propiedades medicinales, nutricionales y aromaticas (WHO & CBD,

2015), lo que representa un 24% de todas las especies existentes en el mundo.

La primera evidencia del uso de remedios herbales se remonta hace 60 mil afios, en un
sitio de entierro en una cueva de Neanderthal (Padua er al, 1999); probablemente el
descubrimiento de las propiedades de las plantas utilizadas como medicina, en principio se
da a manera de prueba y error, fundamentado en que estos recursos eran la inica opcidn, en
ese entonces factible para tratar alguna enfermedad. Desde la fecha los seres humanos hemos
aprendido a reconocer y categorizar las plantas de acuerdo a sus usos, conocimiento que
empieza a acumularse y transmitirse a través de las generaciones; en la actualidad cerca del
80% de la poblacion mundial utiliza y confia aiin en los remedios provenientes de las plantas

para procurarse de salud y bienestar (Padulosi et al., 2002).

Si bien, las plantas se encuentran inmersas en la cotidianidad de todos los habitantes, la
importancia sobre la aplicacion de sus usos es mas pronunciada en comunidades rurales. En
Ecuador, segun indica De la Torre y colaboradores (2008), las causas de los usos estarian
ligadas al bajo poder adquisitivo de la mayoria de la poblacion, que no tienen acceso a
medicamentos; a la carencia de un sistema oficial de salud; pero principalmente a que el
conocimiento médico ancestral es inmenso y con ello la diversidad que posee el pais.
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En Ecuador, han sido documentadas alrededor de 3.200 especies vegetales con usos
medicinales, dentro de las cuales la mayoria son especies nativas (75%), es decir que se
originaron o llegaron naturalmente al pais; un 5% endémicas, aquellas que solamente habitan
en Ecuador; e introducidas un 11%. Para la preparacion de los remedios, las plantas se
emplean ya sea en su totalidad o alguna de sus partes, generalmente las hojas son las mas
utilizadas, seguido de flores, cortezas, raices, frutos y semillas; preparadas en infusion, en
maceraciones, emplastos; para aliviar principalmente manifestaciones facilmente
perceptibles, como dolores de estobmago, cabeza, resfriados; también para tratar infecciones
ya sea por bacterias, virus y hongos; curar heridas y lesiones, asi como también tratar

desordenes del sistema nervioso central (De la Torre ef al., 2008).

Los efectos que producen el uso de ciertas especies vegetales sobre el cuerpo humano
estan relacionados con la variedad de compuestos biologicos activos que éstas poseen,
comunmente trabajando en sinergia unos con otros; el impacto puede ser directo, basado en
la accion farmacoldgica, e indirecto relacionado con la posible interaccion que se puede
presentar con otras especies que se consumen, repercutiendo en repuestas positivas o

negativas (Mamedov, 2012).

Dadas las propiedades y la posible toxicidad que pueden presentar las plantas al ser
utilizadas con fines medicinales, una equivocacion en la forma de su uso o en la identificacion
de la especie, puede costar la vida de la persona que la consuma, de este hecho radica la
importancia que tienen los estudios cientificos de avalar su uso y correcta identificacion

taxondmica, con la responsabilidad que implica la realizacion de los mismos.
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Definitivamente el campo de la investigacion en el mundo de las plantas y sus
aplicaciones, es uno de los mas descuidados, no s6lo se puede presenciar una falta de
responsabilidad al difundir, comercializar o consumir productos de procedencia vegetal, sino
que la informacion con la que se cuenta es escasa y en muchos casos no esta avalada
cientificamente (Padulosi et al., 2002). Es preciso trabajar sobre un sistema esquematizado
cuyas proyecciones abarquen distintas areas de estudio empezando por la botanica, ecologia,
etnografia, farmacologia, fitoquimica; desarrollar trabajos de investigacion que
complementen los conocimientos tradicionales que se han generado desde hace miles de afios

atras.

La flora 1til es un patrimonio que debe protegerse, ayuda a mejorar la situacion actual de
las comunidades, a establecer criterios para una reparticion justa de beneficios, asi como
determinar indicadores de aprovechamiento sostenible (Rios ef al., 2007). Sin embargo, la
extraccion de las especies de su ambiente natural junto con la degradacion de sus hébitats
reduce estas posibilidades. La lenta recuperacion de los ecosistemas y regeneracion de las
poblaciones vegetales en su estado natural, conducen a un camino cercano hacia la pérdida
de éstas y junto con esto el saber milenario de los pueblos asociados; por lo cual, es urgente
generar una conciencia sobre el cuidado de los ecosistemas, promoviendo el respeto hacia la

naturaleza y las practicas ancestrales de cada region.

Dentro de este contexto se desarrolla el presente trabajo, con el objetivo fundamental de
sistematizar informacion sobre dos especies nativas y utilizadas en Ecuador, pertenecientes
a la familia Chloranthaceae: Hedyosmum goudotianum Solms y Hedyosmum translucidum
Cuatrec. Generar informacion botanica sobre las caracteristicas macroscopicas y

microscopicas de estas especies, representando una herramienta basica para la identificacion
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taxondmica de las mismas. Profundizar el estudio de la farmacodinamia a nivel de la
conducta espontanea, antidepresiva, anorexigena y a nivel del muasculo liso gastrointestinal,

en la busqueda de validar el uso etnomedicinal de ambas especies autoctonas del Ecuador.

1.2. ANTECEDENTES

1.2.1. Familia Chloranthaceae

1.2.1.1 Generalidades

Chloranthaceae es una familia relativamente pequena, con alrededor de 75 especies
pertenecientes a cuatro géneros: Ascarina J.R. Forst. & G. Forst., Sarcandra Gardner,
Chloranthus Sw. y Hedyosmum Sw. (Kubitzki et al., 1993; Todzia, 1993). Esta familia tiene
un rol muy importante en el entendimiento del origen y temprana diversificacion de las
Angiospermas, la abundancia de muchos de los fosiles encontrados de hojas, flores y polen
provenientes del Cretacico inferior, podrian indicar que esta familia fue la antecesora de las
primeras angiospermas y que estuvo ampliamente extendida en este periodo con unos pocos

taxa presentes a la fecha (Todzia, 1988; Todzia, 1993).

Actualmente, en el sistema de clasificacion taxonomica APG IV, la familia
Chloranthaceae se encuentra ubicada en una politomia entre los clados Magnoliides y
eudicots/monocots/Ceratophyllaceae; no existe el soporte necesario para colocar a esta
familia como grupo hermano de las magnollides como sugieren otros autores, y como se
indicaba en el anterior sistema de clasificacion APG III (2006), quedando en la actualidad
como un linaje independiente (APG IV, 2016; Soltis et al., 2019).

13



1.2.1.2 Distribucion geografica y ecologia

Chloranthaceae es una familia con una distribucidon pantropical, con tres géneros del
viejo mundo y uno del nuevo mundo; Ascarina consta de alrededor de 12 especies originarias
de las Islas del este del Pacifico y Madagascar; Chloranthus con 15 especies distribuidas
principalmente en Asia Oriental con su centro de maxima diversidad en China; el género
Hedyosmum con el mayor numero de taxa (45 spp.) casi todas originarias de los tropicos de
América, distribuidas desde México hasta el sur de Brasil, con una sola especie en Asia; y

Sarcandra con solo tres especies presentes en Asia (Todzia, 1993; The plant list, 2013)

(Figura 1).

Ascarina o Chloranthus

.
Hedyosmum Sarcandra

Figura 1: Mapa de distribucion de los géneros de la familia Chloranthaceae (GBIF, 2020).

Con base en las caracteristicas de sus flores, dos tipos de polinizacion, se sabe, que
ocurren en las especies de esta familia: anemofila, presumiblemente para el género
Hedyosmum debido a sus largas inflorescencias estaminadas con abundante polen, larga

temporada de floracion, relativamente grandes estigmas y flores de color verde; y Ascarina
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por sus caracteristicas florales unisexuales, con relativamente largas anteras y estigmas, y
flores sin olor. Chloranthus y Sarcandra debido a sus flores bisexuales, anteras relativamente
pequeiias y a veces flores con olor, su polinizacion es principalmente por insectos y los frutos

dispersados por aves (Todzia, 1993).
1.2.1.3 Caracteristicas morfologicas

Arboles, arbustos o hierbas con hojas simples, opuestas, usualmente glabras y con
margen dentado; peciolos connados formando una vaina en la base de la hoja, vaina distintiva
a lo largo del tallo, que puede ser muy corta, en el caso de los géneros Sarcandra,
Chloranthus y algunas especies de Ascarina, o una vaina muy larga, como en muchas

especies de Hedyosmum; venacion pinnada (Todzia, 1993).

Los dientes, denominados “Chlorantoides”, son una de las caracteristicas distintivas
de esta familia, caracterizados por tener una vena media (secundaria o terciaria) acompanada
por dos prominentes, convergentes venas de orden mas alto, que entran al &pice del diente o
se fusionan con la vena media debajo del apice (Hickey & Wolfe, 1975). Todzia & Keating

(1991) los detallan como mas variables, describiendo para esta familia tres distintos tipos:

- Tipo 1: Diente ancho, simétrico, con la vena media usualmente surgiendo de una vena
secundaria y situada entre dos venas laterales pequefias que convergen y terminan en
hidéatodos.

- Tipo 2: Diente fuertemente, curvado hacia el extremo distal de la hoja, con el apice
orientado al margen distal del sinus (angulo entrante formado por los segmentos o
divisiones en la lamina de una hoja).

- Tipo 3: Diente con un apice densamente esclerificado.
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Flores pequefias unisexuales o bisexuales en el caso de Ascarina y Hedyosmum,
bisexuales en Sarcandra 'y Chloranthus. Frutos una baya con una semilla de cubierta dura, o
una drupa fragil con un delgado exocarpo, un carnoso mesocarpo y fragil endocarpo con una

especie de arilo creciendo afuera (Todzia, 1993).

1.2.1.4 Relevancia de los usos

La importancia de muchas especies de la familia Chloranthaceae esta ligada a los
multiples usos que estas poseen, tanto desde el &mbito medicinal, alimenticio y ambiental
(De la Torre et al., 2008). Sarcandra, género presente en China, sus semillas asadas se usan
como sustituto del sésamo (Fletcher, 2016), se reporta también su uso para la realizacion de
artesanias, con el extracto de la planta junto con una solucidon viscosa se elabora un hilo
natural que puede usarse para la realizacion de distintas prendas de vestir, ademads se elaboran
productos de aseo personal como pasta dental con accion antibacteriana. Ascarina otro
género de esta familia, su aceite esencial es muy comercializado en China ya que tiene

propiedades calmantes y lo usan con propositos shaménicos y esotéricos (Figura 2).

ik,

- ..-'I;innshi

S tinnte fewen
E1 e
v ana

Figura 2: Productos comercializados, derivados de especies de la familia Chloranthaceae.
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Del género Hedyosmum, debido a la buena calidad de su madera, muy fuerte y
resistente al agua, el tallo se utiliza como material para la construccion de viviendas y postes,
asi como combustible en la fabricacion de carbon; su uso alimenticio es el mas frecuente, en
todas las regiones en donde las especies de éste género habitan, la infusion de sus hojas se
reporta como una bebida aromatica muy consumida por los pobladores siendo un sustituto
del té o café (Ames, 1949; De la Torre et al., 2008; Kirchner et al., 2010; [UCN, 2019), con
las hojas de H. brasiliense se elabora un trago a base de agua ardiente y otras hierbas. Los
frutos sirven de alimento para muchas especies de aves, ademas de sembrarse para formar

cercas vivas, cumpliendo también una funcion ecoldgica.

En cuanto a los usos medicinales de las especies de esta familia, la droga vegetal la
conforman principalmente las hojas o en algunos casos la resina, que en paises como Perti es
colectada para la preparacion de cataplasmas reconfortantes (Macbride, 1937); las hojas son
usadas principalmente por sus propiedades antiespasmodicas, antisépticas, anticancerigenas,
como sedantes, ansioliticas, para aliviar el dolor y eliminar los fortinculos (Cong-Mei et al.,
2008). Las especies Hedyosmum brasiliense y Sarcandra glabra son las més investigadas,
esta Ultima con un total de 44 patentes relacionadas con drogas desarrolladas para curas

anticancerigenas y antitumorales (Martinez ef al., 2019).

1.2.1.5 Farmacologia y fitoquimica

De las de alrededor de 70 especies representantes de la familia Chloranthaceae, se
han estudiado los constituyentes quimicos de 21 especies (Zhang et al., 2016), siendo

Sarcandra glabra la més estudiada, con alrededor de 100 compuestos aislados durante el
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periodo 2005 - 2015. Dentro de las principales clases de compuestos encontrados se reportan:
terpenos, flavonoides, cumarinas, lignanos, acidos organicos, amidas y esteroles (Todzia,
1993; Cong-Mei et al., 2008; Zhang et al., 2016). La presencia de una serie exclusiva de
lactonas sesquiterpénicas de tipo eudesmanolide enlace 1,3 es la caracteristica mas conspicua
de Chloranthaceae (Todzia, 1993), al igual que lindenanolides sesquiterpénicos y sus
derivados que son reconocidos como las caracteristicas taxonémicas simbolo de esta familia
y podrian ser utilizados como marcadores quimiotaxondémicos (Kawabata & Mizutani, 1988;

Cong-Mei et al., 2008).

Dentro del grupo de los terpenos, los sesquiterpenos y sus derivados son considerados
los principales constituyentes de muchas especies de la familia Chloranthaceae (reportados
alrededor de 67), los esqueletos mas frecuentes de sesquiterpenos encontrados son:
eudesmano, germacrano, cadinano, acorano, lindenano, guainano (Cong-Mei et al., 2008;
Zhang et al., 2016). Eudesmanos son los encontrados en los géneros Chloranthus y
Sarcandra reportandose un total de 94; a pesar de que la distribucion natural de los
lindenanos es limitada, se ha encontrado que las plantas de esta familia son inusualmente
ricas en estos compuestos y sus derivados (total de 41 compuestos reportados hasta el 2016)
principalmente los llamados shizukanolides y chloranthalactonas presentes en Chloranthus;
la familia de los guaianolides son los principales metabolitos secundarios para los géneros
Chloranthus y Hedyosmum; germacranos con un total de 16 compuestos, cadinanos (10
compuestos), eremophilanos, aromadendranos, elemanos y acoranos, son otros de los
constituyentes encontrados en menor cantidad en la familia (Cong-Mei et al., 2008; Zhang

et al., 2016). Dos nuevos tipos de Kauranes diterpenoides se encontraron en el género
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Chloranthus siendo el Unico reporte de estos compuestos, sessilifol representa el primer

ejemplo de compuesto que ocurre naturalmente (Zhang et al., 2016).

Se han reportado alrededor de 47 compuestos flavonoides, considerados muchos de
ellos como compuestos bioactivos, entre estos se encuentran chalconas, flavanonas,
antocianidinas, flavonoles o glicosidos de flavonoles incluyendo kaempferol, vitexina,
isovitexina, orientin, quercetina. Ademas, se reportan alrededor de 40 cumarinas y sus
derivados, aisladas principalmente del género Chloranthus (por ejemplo: fraxidin,
isofraxidin, isocopoletin, chloracumarina). De Chloranthus y Sarcandra, también se han
aislado algunos lignanos, acidos organicos y esteroides (Cong-Mei et al., 2008; Zhang et al.,

2016).

Estudios demuestran que los extractos de la familia Chloranthaceae son altamente
activos. Varios autores han probado las propiedades antitumorales de diferentes compuestos
de especies, el aceite esencial de S. glabra, el extracto crudo de Chloranthus japonicus, los
compuestos aislados como shizukaols B, C, D, sesquiterpenos, y el extracto etanolico de C.
henryi, los cuales han mostrado una marcada citotoxicidad sobre lineas celulares tumorales
humanas, inhibiendo la supervivencia de células tumorales, disminuyendo el volumen del
tumor, aumentando la vida de los animales de experimentacion con fases avanzadas del

tumor (Cong-Mei et al., 2008; Zhang et al., 2016).

Otras de las propiedades ampliamente evaluadas han sido la actividad antibacterial y
antiflingica principalmente del aceite esencial de algunas especies, resultando positiva contra
hongos como: Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Candida glabrata, C. krusei, C.
parapilosis 'y Aspergullus sp., y bacterias como: Helicobacter pylori, Staphylococcus aureus,
Eschericia coli, Salmonella typhimurium y Pseudomonas aeruginosa (Zhang et al., 2016).
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También han determinado la actividad hepatoprotectora, sefialando como el primer
reporte de hepatoproteccion de compuestos derivados del género Sarcandra (Yuan et al.,
2006). Los flavonoides extraidos de S. glabra promueven el indice de inmunidad
concluyendo en su actividad inmunoestimulante con efectos similares al Ginseng (Panax
ginseng). Se han demostrado también propiedades antiinflamatorias y antiulcerosas del
extracto de S. glabra, C. japonicus y H. bonplandianum, con compuestos que podrian reparar

las células y promover la reparacion de la mucosa gastrica (Cong-Mei et al., 2008).

1.2.2 Género Hedyosmum

1.2.2.1 Generalidades

El nombre Hedyosmum proviene del latin sedy que significa agradable y osmum, olor
o fragancia; refiriéndose al olor similar al limon y anis que emanan todas las partes de la
planta de los individuos de este género, caracteristica muy notable en el campo al estrujar o
romper alguno de los organos. Fosiles precursores de Hedyosmum, correspondientes al
cretacico inferior fueron encontrados en el lado oriental de Norte América y Australia, por lo
que Raven & Axelrod (1974) y Todzia (1988), sugieren que el género Hedyosmum pudo
haberse diferenciado en Laurasia y extenderse a América del Norte y luego América del Sur,

tal vez en el tiempo del Neogeno tardio.

Este género consta de alrededor de 45 especies entre arboles y arbustos, con su centro
de diversidad principalmente en bosques de los Andes del norte de Sudamérica, lugar en

donde fue descrito por primera vez en el afio de 1.778 por Hipdlito Ruiz Lopez y José Pavon,
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inicialmente con el nombre del género Tafalla, desde entonces pocas especies nuevas fueron
descritas, hasta inicios del siglo IX en donde redefinen al género como Hedyosmum y trabajan
con la descripcion de nuevas especies, que hasta ese entonces solo se habian descubierto

alrededor de 20 taxones (Todzia, 1988).

El habitat de dominancia de muchas de las especies de Hedyosmum ocurre entre los
600 y 3.000 m s. m. en bosques montanos, bosques humedos montanos, bosques de
estribaciones. Todzia (1988) describe que estas especies tienen tolerancias especificas a la
elevacion, la mayoria con una distribucion estratificada a lo largo de la altitud, factor
considerado como uno de los principales mecanismos de aislamiento de estas especies. Por
ejemplo, en la misma cordillera se puede observar un reemplazo altitudinal sucesivo de
algunos taxones, asi como también, un amplio rango de distribucién a lo largo de la gradiente

de elevacion, para otras especies dentro de la misma zona.

En cuanto a su fenologia, se describe poca periodicidad en su estado de floracion y
fructificacion, individuos con flores pistiladas son encontrados mas frecuentemente que
individuos con flores estaminadas y tipo de polinizacion anemofila. Sus frutos son

dispersados principalmente por aves y pequefios roedores (Todzia, 1988; 1993).

1.2.2.2 Caracteristicas morfologicas

Arbustos o arboles de hasta 30 m de alto, pocas especies son arbustos trepadores y
existe s6lo una especie de habito herbaceo (Hedyosmum orientale). Plantas monoicas o
dioicas. Corteza suave, de color gris a marron, madera usualmente blanca torndndose de color

naranja a rosado cuando se expone al aire. A menudo presenta raices de apoyo. Los tallos
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exudan un mucilago de color marrén o transparente cuando se cortan. Hojas simples,
opuestas, con margen dentado de textura carnosa o coridcea; los margenes del peciolo de las
hojas se expanden y fusionan formando una vaina tubular; estipulas presentes en cada lado
de las vainas peciolares. Tricomas presentes en algunas especies, pero la mayoria son glabras
(Macbride, 1937; Todzia, 1988; 1990; 1993). Venacion semicraspeddédroma de acuerdo a la
clasificacion de Hickey (1974); las venas secundarias son una caracteristica taxondmica
importante al igual que la densidad y forma de los dientes de los margenes, el tipo de vaina
peciolar y el indumento (Todzia, 1988). Plantas dioicas con inflorescencias estaminadas
axilares o terminales, compuestas de una espiga solitaria o varias espigas subtendidas por un
par de bracteas, flores compuestas de un solitario estambre desnudo. Inflorescencias
pistiladas axilares o terminales, uni o plurifloras, flores con ovario elipsoidal o trigono,
perianto adnado al ovario subtendido por una bractea floral. Fruto una drupa (Macbride,

1937; Todzia, 1988; 1990; 1993).

1.2.2.3 Relevancia del uso medicinal

Entre sus usos medicinales, en que la droga vegetal la constituyen principalmente sus
hojas, en Ecuador las especies H. cuatrecazanum y H. luteynii preparadas a manera de
infusion se utilizan para tratar afecciones de los rifiones; H. scabrum, H. sprucei y H.
goudotianum, para el dolor estomacal y la diarrea (Jorensen et al., 1999; De la Torre et al.,
2008; Guerrini et al., 2016). Esta tltima especie ademas es utilizada para tratar dolores de
cabeza; el brote remojado de H. sprucei en agua caliente con comino se utiliza por sus
propiedades antiespasmddicas; las hojas de H. translucidum junto con la decoccion de la flor
de begonia y toronjil se usan para tratar los nervios; H. racemosum con Bixa orellana
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(achiote) se usa para reducir hinchazones y junto con Cordia nodosa para tratar mordeduras

de serpientes (De la Torre et al., 2008).

En Brasil H. brasilense se reporta su uso como sedante, para el tratamiento de
migranas, enfermedades del ovario, como diurético, tonico y afrodisiaco (Kirchner et al.,
2010); ademas con las hojas frescas infusionadas en vino blanco se prepara un ténico con
efectos afrodisiacos (Reitz, 1965); la corteza de H. bomplandianum se emplea en el

tratamiento de fiebres malignas y contra algunos dolores de los miembros (Monserrat, 1883).

En Meéxico la infrutescencia madura de H. mexicanum es consumida por los
pobladores ya que tiene un sabor dulce y es de consistencia suave (Fonseca, 2005); el fruto
cuando estd seco se pulveriza y se usa en inhalaciones para aliviar episodios de estornudos;

la decoccidn de sus hojas se emplea para tratar desordenes estomacales (IUCN, 2019).

En Pert las hojas de H. lechleri y H. racemosum se maceran en alcohol y son
empleadas como un remedio para el reumatismo (Macbride, 1937); la resina se aplica en la
frente para aliviar dolores de la cabeza (Quattrocchi, 2012); H. luteynii se usa para tratar
dolores abdominales, como diurético, afrodisiaco, antiséptico, para las neuralgias y el

reumatismo (Gupta, 20006).

En Colombia Hedyosmum toxicum, es la inica especie reportada como toxica, por lo
que no se recomienda tomarlo en bebidas ya que puede actuar como un violento emético y
las personas pueden sufrir fuertes intoxicaciones; H. translucidum esta descrito como un
importante tonico estimulante, su efecto se nota inmediatamente después de tomar una
decoccidon muy caliente de sus hojas; también preparan una bebida aromadtica usada como

estimulante (Ames, 1949).
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1.2.2.4 Farmacologia y fitoquimica

De las 45 especies del género Hedyosmum, sélo de seis especies se han realizado
estudios descriptivos de sus constituyentes quimicos y de sus propiedades farmacoldgicas.
Entre los principales constituyentes de las especies de este género, se encuentran
sesquiterpenos y sesterterpenos, principales focos de atencion para estudios concernientes a
probar sus actividades bioldgicas; también se reportan derivados del acido hidroxicinamico,
flavonoides como kaempferol (més comun), neolignanos (los reportes de estos compuestos
son muy raros, lo que los convierte en un tema interesante para futuras investigaciones),
aldehidos fendlicos, aldehido protocatéquico, cumarinas (escopoletina). Muchos estudios se
han enfocado en determinar la composicion del aceite esencial extraido de diferentes 6rganos
de la planta de algunas de estas especies; los terpenos incluyendo sesquiterpenos y
monoterpenos son los principales constituyentes, siendo B-pineno y sabineno los mas

comunes, seguido de germacrano, isoprenoid pinocarvane (Radice et al., 2019).

Hedyosmum angustifolium

Cinco compuestos sesquiterpénicos son extraidos del extracto etanolico de la corteza
del tallo de esta especie: oxynoseriolide, hedyosmone, onoseriolide, chloranthalactone A y
spathulenol, de cada compuesto evaluaron la actividad leishmanicida con resultados
positivos para el compuesto onoseriolide evaluada en amastigotes axénicos, las propiedades
citotoxicas también fueron analizadas, resultando una fuerte toxicidad del compuesto

oxynoseriolide en células VERO (células renales de mono) (Acebey et al., 2010).
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Hedyosmum arborescens

Una nueva lactona sesquiterpénica es extraida de las partes aéreas de la especie
7a,10a-epoxy-1a(H),5a(H)-guaia-3,11(13)-dien-8a,12-olide, ademéas de dos nuevos

compuestos identificados: spathulenol y sitosterol (Bercion et al., 2005).

Hedyosmum brasiliense

Estudios farmacologicos han evaluado los efectos sedantes, hipnoticos, ansioliticos y
antidepresivos del extracto etandlico de esta especie, obteniendo efectos significativos a dosis
de 20 y 100 mg/kg administrados via i.p. en ratones analizados mediante pruebas de
comportamiento tales como: test de campo abierto, test de laberinto en cruz; los resultados
de estos experimentos mostraron efectos similares al diazepam, una benzodiacepina de
sintesis, lo que sugiere la participacion del sistema gabaérgico en los efectos encontrados
(Tolardo et al., 2010). Por otra parte, mostrd efecto antidepresivo del extracto etandlico y el
compuesto aislado podoandin (lactona sesquiterpenica) a partir de H. brasiliense. Ademas,
se comprobd que el sistema dopaminérgico es el que estaria involucrado en esta accion,
mediante los receptores D1 y D2. Estudios in vivo realizados en ratones mostraron también
un efecto similar a la fluoxetina indicando una posible accion de los extractos en los

receptores de serotonina (Goncalves et al., 2012).

Amoah y colaboradores (2015s), describieron, en ratones, efectos nootropicos sobre
el sistema nervioso causados por compuestos aislados de las partes aéreas de H. brasiliense,
lactonas sesquiterpenicas y sesquiterpeno alcohol aromadendrane-4f3,10a-diol. Estos
compuestos inhiben los déficits cognitivos inducidos por el péptido AB1-42, pudiendo ser

esta sustancia un potencial fairmaco para la terapia de la enfermedad del Alzheimer,
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pareciendo tener un efecto sobre el estrés oxidativo ayudando a mejorar la memoria (Amoah

et al., 2015,).

La composicion del aceite esencial de H. brasiliense estd conformada por 70
compuestos de los cuales el 90% son terpenos: 20 monoterpenos oxigenados, 19
sesquiterpenos oxigenados, 13 sequiterpenos no oxigenados y 11 monoterpenos no
oxigenados. El compuesto mas abundante es un monoterpeno de alcohol a-terpineol, seguido
de un sesquiterpeno curzereno, cetonas monoterpénicas pinocarvone y B-thujeno. Se
determinaron resultados positivos para la actividad antibacteriana actuando sobre bacterias
gram positivas (S. aureus, S. saprophyticus y B. subtilis) y propiedades antifungicas contra
hongos patégenos de humanos (M. canis, M. gypseum, T. mentagrophytes y T. rubrum)
actividades relacionadas con la accién de uno de sus mayores componentes o-terpineol

(Kirchner et al., 2010).

Sagoe en, 2015, aisla del extracto de diclorometano el compuesto aromadendrano-
48,10a-diol; de la fraccion de acetato de etilo los compuestos: acido rosmarinico, rosmarinato
de etilo, kaempferol, oresbiusina A, acido vanilico y aldehido protocatéquico; de la fraccién
acuosa: kaempferol-3p-o-glucuronideo, 4cido 4-hidroxi-3-metoxi-benzoico y escopoletina.
Amoah y colaboradores (2015.), encuentran en la infusion de las hojas de H. brasiliense un
total de nueve compuestos, siendo el dcido rosmarinico el mayor componente. Estos autores
consideran que, esta especie podria ser un recurso de este acido para la aplicacion en
alimentos y cosmética debido al alto rendimiento de este compuesto; otros compuestos
encontrados fueron 4cido isorinico, kaempferol, neolignanos, lactonas sesquiterpénicas como
podoandin y onoseriolidos e identifican un nuevo compuesto derivado del esqueleto

eudesmano (1-a-acetoxyeudesma-3,7(11)-dien-8,12-olide); la investigacion la realizaron con
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la infusion de las hojas de individuos femeninos y masculinos de esta especie, estableciendo
que presentan el mismo perfil de metabolitos extraidos. Trentin y colaboradores (1999)
estudian las propiedades anticonceptivas del extracto hidroalcohdlico de los tallos y hojas,
resultando un efecto significativo atribuido a la lactona sesquiterpenica 13-hydroxy-8,9-
dehydroshizukanolide, actuando rapidamente a los 30 minutos de administrado el extracto

por via intraperitoneal.

Hedyosmum bonplandianum

De las hojas de esta especie se aislaron dos tipos de flavonoides glicosilados: 3-O-[a-
L-rthamnopyranosyl(1-6)-B-p-glucopyranoside] y kaempferol 3-0-[B-p-glucopyranoside]; se
probd la actividad analgésica tanto para el extracto de n-butanol como para los flavonoides
aislados con resultados significativos sobre la actividad analgésica probada en ratones, a
dosis de 100mg/kg para el extracto y 80mg/kg de flavonoides aislados (Cérdenas et al.,

1992).

Hedyosmum orientale

Del extracto etandlico de las partes aéreas de esta especie se describen cinco nuevos
sesquiterpenos de tipo guaiane: hedyosumins A, B, C, D, E.; asi como cinco compuestos ya
conocidos:  10a-hydroxy-1,5aH-guaia-3,7(11)-dien-8a,12-olide,  9a-hydroxyasterolide,
spathulenol, 13-hydroxy-8,9-dehydroshizukanolide y aromadendrane-4f3,10B-diol. La
actividad citotoxica fue analizada resultando una moderada actividad del compuesto 9a-
hydroxyasterolide contra A-549 (adenocarcinoma de pulmén humano) y HL-60 (leucemia

humana) (Su et al., 2008).
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Hedvosmum racemosum

Ojeda (2016), identifica como principales compuestos para esta especie: escualeno,
escopoletina, una mezcla de cicloartenol con &cido linolénico; del extracto metandlico
reporta el compuesto llamado bolivianine, describe un potencial efecto hipoglucemiante del

extracto desclorofilado.

HEdVOSI’an sprucei

Se ha estudiado la actividad antibacterial del aceite esencial, con resultados
significativos contra bacterias patogenas de humanos gram positivas y negativas (L. grayi 'y
S. aureus), asi como para bacterias de plantas (Clavibacter michiganensis subsp.
nebraskensis 'y Pseudomonas syringae pv. syringae). El autor determina también una
promisoria actividad citotoxica contra MCF-7 (linea celular aislada de cancer de mama), que
exhibe alta sensibilidad, afectada con una interesante inhibicidon del crecimiento, lo que

sugiere un potencial quimiopreventivo de esta especie (Guerrini et al., 2016).

1.2.3 Antecedentes de las especies en estudio

1.2.3.1 Hedyosmum goudotianum Solms

1.2.3.1.1 Nombres comunes

En Costa Rica: «Agiillo». Ecuador: «Guayusa», «Sacha guayusa», «Granicilloy,
«Granizo de monte», «Tarqui». Colombia: «Granicillo del grande», «Granizoy», «Granizo

blanco».
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1.2.3.1.2 Distribucion geografica

Se distribuye por: Costa Rica, Panama, Venezuela, Colombia, Ecuador y Peru. En
Ecuador, crece en bosques nublados desde los 1.500 a 3.500 m s. m. en las provincias del
Azuay, Carchi, Imbabura, Loja, Morona Santiago, Napo, Pichincha, Sucumbios, Zamora

Chinchipe (Tropicos, 2020) (Figura 3).

)

U

Figura 3: Mapa de distribucion de H. goudotianum en el Ecuador (Coordenadas geograficas obtenidas de

GBIF, 2020).

1.2.3.1.3 Descripcion morfologica

Arboles dioicos de 2 a 10 m de altura, con raices zancudas en algunos casos (Figura
4a). Corteza externa ligeramente fisurada, de color gris blanquecino; corteza interna color
rosa; madera suave de color blanquecino tornandose naranja al oxidarse (Figura 4b). Tallos
jovenes cuadrados volviéndose cilindricos cuando maduros, color verde o en algunas
ocasiones violeta; emiten un exudado de color transparente cuando se cortan (Figura 4g).
Hojas simples, opuestas; lamina de 3,5-18,5 x 2-8,4 cm, eliptica a ovada, aguda a acuminada,

base cuneada (Figura 4c, d), serrulada con dientes de 1-3 mm de distancia (Figura 4e),
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subcoridcea a coridceae. Tricomas cuando presentes, restringidos al envés de las venas
primarias, secundarias y a veces las terciarias, el tipo de indumento es constante pero su
densidad varia de glabro a densamente pubescente; vainas peciolares lisas a asperas,
ligeramente infladas con dos fimbriados a ligeramente fimbriados apéndices estipulares de
1-3 mm de longitud (Figura 4f). Venacion eucamptodroma, con nervaduras secundarias
ligeramente sobresalientes en el envés, con 6 a 12 pares de nervios ascendentes (Figura 4d).
Inflorescencias estaminadas terminales o axilares, reunidas en espigas de 1-2,5 cm de largo,
color verde amarillento. Inflorescencias femeninas terminales o axilares, en racimo o
paniculas de 2,5-8,5 cm de largo, color blanco. Frutos blancos, irregularmente globosos
(Todzia, 1988; 1990; Todzia & Keating, 1991; Minga et al., 2019). En Ecuador, en los boques

de estribaciones orientales florece entre los meses de septiembre a enero (Minga et al., 2019).

1.2.3.1.4 Relevancia del uso medicinal

La infusién de las hojas se bebe como agua aromatica, similar al t€ o café. Las hojas
frescas se preparan en un bafio que se aplica para tratar los dolores de cabeza; a manera de

infusion se utilizan las hojas por sus propiedades antiespasmodicas (De la Torre et al., 2008).

1.2.3.1.5 Farmacologia y fitoquimica

En el presente trabajo no se ha encontrado, en la bibliografia consultada, estudios
cientificos que avalen los usos etnobotanicos de esta especie ni de sus constituyentes

quimicos.
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Figura 4: H. goudotianum, caracteristicas morfoldgicas: a) raices zancudas; b) corteza y madera; c) hojas; d)
detalle de la hoja y nervadura; e) margen serrulado; f) vainas peciolares y estipulas; g) exudado emitido por
las ramas.
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1.2.3.2 Hedyosmum translucidum Cuatrec.

1.2.3.2.1 Nombres comunes

En Ecuador: «Sachaguayusa», «Guayusa», «Toronjil de cerro». Colombia:

«Granizoy, «Granicillo», «Granicillo del grande», «Granizo moradoy», «Aguaquiny.

1.2.3.2.2 Distribucion geografica

Se distribuye por: Venezuela, Colombia, Ecuador y Norte de Perti. Ocurre en bosques
himedos montanos a lo largo de pendientes pronunciadas. En Ecuador se encuentra
registrada en las provincias del Azuay, Carchi, Loja, Morona-Santiago, Zamora-Chinchipe

desde los 1.500 a 3.500 m s. m. (Tropicos, 2020) (Figura 5).

Figura 5: Mapa de distribucion de H. translucidum en el Ecuador (Coordenadas geograficas obtenidas de

GBIF, 2020).
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1.2.3.2.3 Descripcion morfologica

Arboles dioicos de 1 a 8 m de altura, en algunas ocasiones con raices zancudas de
soporte. Corteza externa de color gris, madera suave de color blanquecino torndndose naranja
al oxidarse. Tallos jovenes cuadrados volviéndose cilindricos cuando maduros, usualmente
de color morado o en algunas ocasiones verde; exudan un mucilago transparente cuando se
cortan. Hojas simples, opuestas (Figura 6a); lamina de 5-11 x 2-4,5 cm, estrechamente
oblonga a estrechamente eliptica, apice acuminado, base cuneada ligeramente revoluta
(Figura 6c¢); bruscamente serrulada con dientes de 2,5-4 mm de distancia, en algunos casos
el apice de los dientes es de color rojizo (Figura 6e); textura coridcea, brillosa en el haz y
palida en el envés, glabra; vainas peciolares lisas o escamosas, sin apéndices estipulares.
Nervadura primaria impresa en el haz y sobresaliendo en el envés, con o sin escamas
rametaceas en el extremo proximal (Figura 6d); nervaduras secundarias no visibles.
Inflorescencias estaminadas terminales o axilares, con 1 a 3 pares de espigas de 2,2-5,1 cm
de longitud, color verde. Inflorescencias femeninas axilares o terminales, en racimos simples
o basalmente ramificados 2,5-5 cm de largo, color blanco. Frutos blancos, irregularmente
globosos. Especie facilmente reconocible por sus hojas brillantes en el haz, venas secundarias

y terciarias no visibles en el envés (Todzia, 1988; 1990; Todzia & Keating, 1991).
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Figura 6: H. translucidum, caracteristicas morfoldgicas: a) hojas; b) detalle de la hoja y nervaduras; ¢) base
ligeramente revoluta; d) escamas rametaceas dispuestas en el envés de la nervadura media; ¢) dientes con el
apice color rojo.

1.2.3.2.4 Relevancia del uso medicinal

La infusion de las hojas se bebe como agua aromatica; junto con otras especies se usa
para tratar los nervios (De la Torre ef al., 2008); como ténico estimulante y coadyuvante en
el trabajo de parto (Ames, 1949); las hojas preparadas en maceracion en licores locales se
consumen como una bebida tonificante y facilitador del suefio (Zamora & Perdomo, 2016);
el extracto alcohodlico se usa para el manejo de la agresividad en camadas de cuyes machos

(Caycedo et al., 2011).
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1.2.3.2.5 Farmacologia y fitoquimica

Zamora y Perdomo (2016), realizan un estudio sobre la composiciéon quimica del
aceite esencial de las hojas de H. translucidum, obteniendo un rendimiento del aceite de
1.2%, caracteristicas organolépticas color amarillo claro de olor agradable a eucaliptado.
Dentro de la composicion quimica del aceite identifican que un 66% de los compuestos
corresponden al grupo de sesquiterpenos oxigenados, seguido de hidrocarburos
sesquiterpénicos (26%), hidrocarburos monoterpénicos y monoterpenos oxigenados. El
constituyente mas abundante es el sesquiterpeno oxigenado B-eudesmol (11.4%), seguido de
germacreno D (8.9%), trans-B-cariofileno (7.8%), elemol (5.8%) y 6xido de cariofileno
(5.3%), concluyendo que el aceite de esta especie presenta diferencias con respecto a los
constituyentes quimicos del aceite esencial de otras especies del mismo género (Zamora &

Perdomo, 2016).

No existen estudios cientificos farmacologicos que avalen sus propiedades
medicinales como antiespasmodicas, para tratar los nervios y facilitador el suefio (Ames,

1949; De la Torre et al., 2008; Zamora & Perdomo, 2016).
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1.3 EL USO DE PLANTAS MEDICINALES: RIESGOS Y BENEFICIOS

La frecuencia de uso de las plantas medicinales como infusion, decoccion u otra forma
de administracion esta en aumento, no solo en toda Latinoamérica sino también en el mundo
entero (Capasso et al., 2003). Sin embargo, en bibliografia existen pocos estudios que avalen
los usos tradicionales de las plantas medicinales y menos aun reportes de posibles efectos

adversos, interacciones o contraindicaciones (Consolini & Ragone, 2010).

En el contexto del uso de las plantas medicinales, donde se desconoce no solo su
completa composicién sino también su posologia adecuada, es de gran valor realizar un
screening farmacoldgico en diversos sistemas bioldgicos dado que la mayoria de las plantas
medicinales que se utilizan son para dolencias que pueden no ser menores como: problemas
gastrointestinales, trastornos del suefio, estados de animo o problemas respiratorios leves

(Alonso & Desmarchelier, 2005; Ragone et al., 2007).

Por lo tanto, es de nuevo interés profundizar en el estudio de los efectos
farmacoldgicos de estas dos especies del género Hedyosmum presentes en el Ecuador:
Hedyosmum goudotianum y Hedyosmum translucidum, debido a que es escasa o nula la
informacion bibliografica que avale o desestime los usos etnomedicinales reportados a nivel

de la conducta espontanea, antidepresiva y efectos antiespasmoédicos.
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2.

OBJETIVOS
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2.1 Objetivos generales

Efectuar estudios botanicos de dos especies nativas del Ecuador, Hedyosmum

goudotianum y Hedyosmum translucidum, utilizadas en la medicina tradicional.

Evaluar la actividad antiespasmodica intestinal, antidepresiva, sedante, ansiolitica y
anorexigena de los extractos de las dos especies del género Hedyosmum mediante el estudio

farmacoldgico en diferentes modelos animales.

2.2 Objetivos especificos
- Realizar estudios anatémicos foliares de las dos especies en estudio, con el fin de
caracterizar elementos histologicos de diagndstico que ayuden a la correcta identificacion

de las especies y la diferenciacion entre las mismas.

- Evaluar los usos en medicina popular como antiespasmddico intestinal de las tinturas de
ambas especies de Hedyosmum, mediante el uso de curvas concentracion-respuesta y

estudiar el mecanismo de accién farmacologico.

- Evaluar si la infusion de las hojas de las dos especies en estudio tiene accion a nivel del

sistema nervioso central como: sedantes, ansioliticos y antidepresivos.

- Evaluar el efecto anorexigeno de la infusion de las hojas de ambas especies en estudio.

- Comparar las actividades encontradas de los extractos de ambas especies en los modelos

experimentales estudiados.
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3.

MATERIALES Y METODOS
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3.1 Material vegetal

3.1.1 Sitio de recoleccion

La recoleccion del material vegetal se realizo en el mes de febrero del afio 2019, en la
localidad de San José de Guarumales, perteneciente a la provincia de Morona-Santiago,
Ecuador (Figura 7). Aprovechando la orografia del sitio y la continua y marcada variacion
altitudinal, las especies se colectaron en dos diferentes niveles altitudinales dentro de la
misma area y a una distancia relativamente pequefa: H. translucidum se colect6 a los 2.100
m s. m. y H. goudotianum a los 1.500 m s. m. Cada altura se halla dominada por una
formacion vegetal distinta: bosque de Neblina Montano de los Andes Orientales y bosque
Siempre Verde Montano Bajo de los Andes, respectivamente (Sierra, 1999).
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Figura 7: Mapa del sitio de coleccion de las dos especies en estudio.
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La vegetacion nativa representada en estos bosques guarda elementos floristicos muy
diversos y estructuralmente complejos, relacionados con las caracteristicas micro-climaticas
de la zona: pendientes pronunciadas, altas precipitaciones (297 mm precipitacion promedio

anual), temperatura promedio 17°C; suelos acidos, poco profundos, de textura franco-

arcillosa con altos contenidos de N, Al, Cu y Fe (Minga et al., 2019).

Figura 8: Sitio de recoleccion y procesamiento de las especies en estudio. Bosque de Neblina Montano de los
Andes Orientales, Morona-Santiago, Ecuador.

3.1.2 Recoleccion, tratamiento y almacenamiento del material vegetal

Para el desarrollo del trabajo realizado en esta tesis se utilizé material fresco, con la ayuda
de una podadora aérea se colectaron hojas en completo estado de desarrollo, sobre tres niveles
(bajo, medio, alto) del estrato arboreo de individuos de aprox. 8 m de altura, pertenecientes
a las dos especies en estudio: Hedyosmum goudotianum y Hedyosmum translucidum (Figura
8); los ejemplares fueron herborizados y depositados como material de referencia en el
Herbario Azuay (HA) de la ciudad de Cuenca-Ecuador, inscrito en el Index Herbariorum del
New York Botanical Garden. El material vegetal fue determinado usando la bibliografia
correspondiente por el Curador del Herbario M. Sc. Danilo Minga, (Voucher: Guzman N°
186y 187).
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Para el estudio anatdmico se utilizaron hojas en completo estado de desarrollo, el material
fresco se fijo en FAA (solucién de formalina: dcido acético glacial: alcohol etilico 50%,
5:5:90) y para los estudios posteriores el material recolectado fue secado en estufa con
conveccion forzada de aire a 40°C y posteriormente molido a polvo grueso, el cual fue

almacenado al abrigo de la luz y humedad.

El trabajo experimental de esta tesis se desarrolld en el Laboratorio de Morfologia
Comparada de Espermatofitas (LAMCE) de la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales,

(UNLP) y en el Laboratorio de Farmacologia de la Facultad de Ciencias Exactas (UNLP).

3.2 Estudios Anatomicos

Para observar y describir las caracteristicas de las células epidérmicas, estomas, tricomas
y ornamentacion cuticular de las hojas, se utiliz6 la técnica de diafanizacion de Dizeo de
Strittmatter (1973), aplicada sobre los segmentos de la parte media y los dos lados de la vena

media de la lamina foliar.

Protocolo de diafanizacion (Dizeo de Strittmatter, 1973):

1. El material previamente fijado en FAA, fue colocado en un vaso de precipitado con
alcohol 96° y se llevo a ebullicion por 10 minutos.

2. Transcurrido ese tiempo se pasé a una solucidon preparada en partes iguales, con alcohol
96° y NaOH al 5%. Se llevo a ebullicion durante un minuto.

3. Se efectuaron varios lavados hasta que el agua quedé totalmente limpia.

4. El material lavado se pasé a agua destilada y se efectuaron dos cambios.
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5. El material se introdujo en una soluciéon de NaClO al 50% y se dejo hasta que se torne
transparente.

6. Se paso a agua destilada y se efectuaron 5 cambios de 3 minutos cada uno.

7. El material se coloco en Hidrato de Cloral (5 g en 100 ml de agua destilada) el tiempo
necesario hasta quitarle opacidad.

8. El material transparente fue lavado, coloreado con solucion alcoholica de safranina O al

80% y montado con gelatina glicerina.

Para describir las estructuras foliares, se realizaron cortes transversales y longitudinales
a mano alzada de la lamina y el peciolo de la hoja, las secciones logradas fueron decoloradas
con hipoclorito de sodio al 50% y posteriormente lavadas en agua destilada. Se realiz6 el
montado de cada corte en gelatina-glicerina o con safranina O en solucion alcoholica al 80%

con el fin de colorearlas previamente para luego realizar el montaje en gelatina-glicerina.

Los preparados histologicos obtenidos se analizaron utilizando un microscopio Optico
Leitz SM Lux equipado con cdmara clara y las imagenes se obtuvieron con un microscopio

optico Gemalux equipado con una cdmara color PAL CCD.

3.3 Extraccion del material vegetal

3.3.1 Preparacion de los extractos de Hedyosmum goudotianum (Hg) y Hedyosmum

translucidum (Ht)

Para la preparacion de la tintura madre (Tm) al 20% de H. goudotianum (HgT) y H.

translucidum (HtT), se pesaron 20 g del material vegetal previamente triturado, se agrego
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100 ml de etanol 70° y se dejo en maceracion dindmica a temperatura ambiente, en un envase
ambar por un periodo de 48 h. Posteriormente los extractos fueron filtrados. Se obtuvo un

rendimiento de 6.4% gr hojas/ml HgT'y 8% gr hojas/ml tintura HtT.

La preparacion del extracto acuoso se realizdo mediante una infusion (In) al 5% p/v, de
las hojas desecadas de H. goudotianum (iHg) y H. translucidum (iHf), se pesaron 5 g
previamente triturados de la droga vegetal de cada especie. En envase hermético se agregaron
100 ml de agua destilada en ebullicion, se dejo en reposo durante 20 minutos, y luego se
filtré. Los extractos Tm e Infusion se prepararon segun las directrices de la FARMACOPEA

Argentina, VII Ed.

3.4 Estudio fitoquimico preliminar para la deteccion de flavonoides de Hedyosmum

translucidum

3.4.1. Reacciones de caracterizacion de flavonoides

Durante el curso de Productos naturales de origen vegetal. Il Metabolitos secundarios
con accion farmacoldgica (asignatura obligatoria del plan de estudio de ésta Maestria de
Plantas Medicinales), se llevd a cabo el analisis fitoquimico y cromatografico de flavonoides
aplicando la técnica de cromatografia de capa delgada detallada por Wagner & Bladt (1996)
en “Plant Drug Analysis”, asi como reacciones generales para la deteccion de estos grupos
fitoquimicos (Dominguez, 1973) presentes en los extractos hexanico, acetato de etilo,

hidroalcohélico y acuoso.
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Los extractos se obtuvieron con extracciones sucesivas liquido-liquido con solventes
de polaridad creciente, a partir del concentrado del extracto hidroalcoholico que fue
inicialmente preparado con las hojas de H. translucidum, utilizando un equipo extractor

Soxhlet y la solucién solvente Etanol 96° / Agua (80:20).

3.4.1.1. Reaccion de Shinoda

Se colocod en un tubo de ensayo 0.5 ml del extracto hidroalcohdlico de Ht, se
agregaron granallas de Mg y 0.2 ml de HCI, se espero a que se enfrie y posterior se afiadio
0.2 ml de alcohol amilico y 2 ml de agua destilada, se agitd y dejo reposar. Se observo el

color de la fase organica.

3.4.1.2. Reacciones de caracterizacion en papel

Sobre un trozo de papel filtro se marcaron circulos de aproximadamente 0,5 cm de
diametro, en los cuales con ayuda de un capilar se sembraron los extractos, se secd y se
agregaron gotas de los siguientes reactivos: solucion de hidroxido de sodio al 10% (NaOH),
solucion de acido borico (H3BO3), solucion de cloruro de aluminio (AICI3) y solucion de

cloruro férrico (FeCls)

Se secod y se observo el color y fluorescencia, bajo luz UV a 365 nm. Se realizaron un
total de cuatro pruebas con los siguientes extractos de Ht: hidroalcohoélico, hexéanico, acetato

de etilo y acuoso.
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3.4.2. Analisis cromatografico de flavonoides por cromatografia en capa delgada

Se realiz6 la cromatografia de los extractos de Ht: acetato de etilo y acuoso, en
distintas fases moviles. Para ello los andlisis se realizaron con las siguientes soluciones

testigo: rutina, acido clorogénico, apigenina y kaempferol.

Como fase estacionaria se usaron cromatofolios de Silica gel 60 F2s4 Merck® 0.25
mm de espesor. Como fase movil se utilizaron dos sistemas: fase movil 1, acetato de
etilo/acido formico/acido acético glacial/agua destilada (100:11:11:27); y fase movil 2,

tolueno/acetato de etilo (80:20).

Los cromatogramas se inspeccionaron bajo luz UV-254 nm y UV-365 nm; luego cada
cromatograma fue analizado por medio de la pulverizacién con el reactivo de productos

naturales (Wagner & Bladt, 1996).

3.5. Actividades Farmacoldgicas

3.5.1. Animales empleados en los estudios de actividad farmacologica

El manejo de los animales de experimentacion se realizd bajo los principios y normas
internacionales, publicados en la guia para el uso y cuidado de animales de laboratorio por el
Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos (publicacion del NIH #85-23 revisado en

1985).

La eutanasia y los procedimientos realizados en cada uno de los ensayos utilizados fueron
aprobados por el Comité Institucional para el cuidado y uso de animales de laboratorio

(CICUAL) de la Facultad de Ciencias Exactas, UNLP. Los protocolos autorizados fueron los
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siguientes: N° 001-29-18 (Protocolo para el estudio farmacologico de plantas medicinales en
preparados aislados de musculo liso intestinal, vesical y uterino de rata), el cual fue seguido
para la realizacion de las curvas dosis respuestas en duodeno e intestino de rata; y N° 005-
29-18 (Protocolo para el estudio farmacoldgico de extractos de plantas medicinales en el
comportamiento de conducta en ratones), el cual fue seguido para la realizacion de los test

para evaluar actividad en el sistema nervioso central.

Los animales utilizados fueron ratas Wistar (para el estudio de la actividad
antiespasmodica) y ratones Swiss (para el estudio de los efectos a nivel del sistema nervioso
central). Todos ellos fueron mantenidos en el bioterio de la catedra de Farmacologia bajo un
ambiente estandarizado acorde a las necesidades de los animales y condiciones controladas
de 12 hs luz — 12 hs oscuridad, con alimento y agua ad libitum, a menos que el ensayo a

realizar tenga algiin requerimiento especifico en cuanto a este aspecto.

3.5.2. Estudio de la actividad antiespasmddica

La actividad antiespasmodica se evalu6 en estudios ex vivo mediante curvas de
concentracion-respuesta (CCR) del agonista muscarinico carbacol (Cbl), en ausencia y
presencia de diversas concentraciones del extracto alcoholico (tintura) de H. goudotianum
(HgT)y H. translucidum (HtT) (Protocolo CICUAL 001-29-18). Para evaluar los efectos de
ambas tinturas a nivel de los canales de calcio del musculo liso intestinal de rata, se
efectuaron protocolos de CCR de calcio en medio despolarizante de alta [K'] (40 mM), en

ausencia y presencia de diversas concentraciones de HgT'y HtT.
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3.5.2.1.Soluciones y drogas empleadas

Soluciéon Tyrode (concentraciones en mM): 8.0 NaCl, 2.0 KCl, 2.6 MgCl,, 1.0 NaHCO3,
1.3 PO4H2Na, 1.0 CsH120s, 1.8 CaCl; para intestino (Hamada et al., 1997).

Tyrode sin Calcio (0-Ca**): misma composicion de la solucion Tyrode sin agregado de
CaCl,.

Tyrode 0-Ca®" 40mMK": con agregado de 0.6 ml de solucion de KC1 10% en la cuba de
20 ml de Tyrode 0-Ca*"

Curvas concentracion-respuesta de Carbacol (Sigma®): A partir de una solucion madre
preparada de 2000 pg/ml de carbacol se realizaron diluciones con el fin de obtener las
siguientes concentraciones: 1, 2, 7, 20, 70, 200, 700 y 1000 pg/ml, de las cuales se agregd
sucesiva y acumulativamente 0.2 ml de cada concentracién en 20 ml de Tyrode (dilucion
1/100 en cuba).

Curvas de concentracion-respuesta de Calcio: se prepard una solucion madre de 500
pg/ml de CaCl, (Anedra®), a partir de la misma se realizaron diluciones con el fin de
obtener las siguientes concentraciones: 0.882, 1.75, 5.3, 18.5, 56, 186 pg/ml que se
agregaron sucesiva y acumulativamente 0.2 ml de cada concentracion en 20 ml de Tyrode
0-Ca*" 40m MK (dilucion 1/100 en cuba).

Vehiculo etandlico: solucion de etanol 70° sin el agregado de la droga vegetal de las
especies en estudio Hg 'y Ht.

Tintura Madre Hg y Ht: se diluyd la TM 20% en agua destilada con concentraciones
resultantes de 0.1, 0.96, 3.2, 6.4 mg de droga seca/ml de cuba para H. goudotianum y
0.12, 0.4, 1.2, 4, 8 mg de droga seca/ml de cuba para H. translucidum, agregadas en 20

ml de Tyrode utilizado para las CCR de Carbacol y Calcio (dilucion 1/100 en cuba).
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3.5.2.2. Preparado bioldgico de intestino aislado de rata

Se utilizaron ratas Wistar de 200-250 g de peso, los animales previo ayuno fueron
sacrificados con sobredosis de tiopental (40 mg/kg via intraperitoneal) previa analgesia con
tramadol (10-20 mg/kg S.C.). Una vez realizado el sacrificio se aislaron los duodenos e
ileons, se cortaron trozos de aproximadamente 2 o 3 cm de longitud, se colocaron en cubas
de doble camisa termostatizadas a 37°C contenidas con 20 ml solucién Tyrode y burbujeo
contante de aire y pH 8.2 (Livingstone & Livingstone, 1970; Ragone et al., 2007). Los trozos
de intestino se sujetaron longitudinalmente, el extremo inferior fue sujetado en la cuba de
doble camisa mientras que el extremo superior se conectd6 a un transductor de fuerza
isométrico (WPI Instruments, USA) con el fin de registrar la tension desarrollada por los
organos, remitiendo las sefiales a la computadora a través del programa Eagle (USA), tal

como se indica en la figura 9.

Figura 9: Foto de una cuba termostatizada de doble camisa en cuyo interior se encuentra montado un
duodeno aislado de rata, el que se encuentra sujeto a un transductor de fuerza. El preparado se encuentra
sumergido en solucion Tyrode y aireado.

49



3.5.2.3. Curvas concentracion — respuesta (CCR) acumulativas de carbacol

Para el estudio de la actividad antiespasmodica de los extractos de las especies en estudio
se realizaron curvas concentracion-respuesta, metodologia que ha sido puesta a punto en el
laboratorio (Ragone et al., 2007; Consolini et al., 2011). Luego de un periodo de
estabilizacion se efectuaron dos curvas control (en ausencia de tintura y/o vehiculo) con el
agregado de 0.2 ml de cada concentracion de carbacol en orden creciente, hasta obtener el
efecto maximo (Eméx: 100%). Posteriormente se realizaron curvas con concentraciones
unicas de la tintura de cada especie HgT y HtT, agregando 0.2 ml de cada dilucion
previamente preparada, partiendo de una menor a mayor concentracion. La tintura se agregé
5 minutos previos a la realizacion de la CCR (tiempo en que el extracto estuvo en contacto
con el tejido). Se realiz6 un control con el vehiculo etandlico para cada una de las curvas, las

CCR fueron analizadas referidas al Emax. del control inicial/vehiculo segun corresponda.

3.5.2.4.Curvas concentracion — respuesta (CCR) acumulativas de calcio

Previamente se realizd una estabilizacion de los preparados de 6rgano aislado en medio
de Tyrode con Ca**, el cual posteriormente se reemplazé con medio Tyrode 0-Ca®*, para
iniciar con las CCR control de calcio. Una vez estabilizado el tejido se agregaron 0.6 ml de
solucion KCI 10% para llevar la concentracion de potasio a 40 mM, y se realizaron las CCR.
Se adicionaron sucesivamente 0.2 ml de cada concentracion de Ca®*, en orden creciente,
hasta registrar el Emax. (100%). Se realizaron curvas sucesivas en presencia de
concentraciones unicas de la tintura de cada especie HgT y HtT, en orden creciente de

concentracion y sus respectivos vehiculos. La tintura o su vehiculo fueron agregados 5
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minutos previos a la realizacion de las CCR, se realizé un control con el vehiculo etandlico.
Las CCR se analizaron referidas al Emax. obtenido en las curvas control o vehiculo segin

corresponda (Ragone et al., 2007; Consolini et al., 2011).

3.5.3. Estudio de la actividad central

3.5.3.1.Soluciones y drogas empleadas

- Solucién fisioldgica: solucion estéril de cloruro de sodio al 0.9% (p/v)

- Diazepam (Roche ®, Argentina): a partir de ampollas de 10 mg/2ml, a dosis de 0.3
mg/kg. Control positivo.

- Clomipramina (Novartis ®, Argentina): a partir de ampollas de 25 mg/2ml a dosis de
1.25 mg/kg.

- Infusion 5% p/v Hedyosmum goudotianum (1Hg): dosis de 25 mg/kg

- Infusion 5% p/v Hedyosmum translucidum (1Ht): dosis de 25 mg/kg

3.5.3.2.Mediciones de la movilidad espontinea en ratones

3.5.3.2.1. Test de campo abierto en ratones

Mediante este test se evalud por un lado la locomocién espontanea, a partir del nimero
de lineas cruzadas por ambas patas delanteras del raton; ademas y de forma simultanea se
evaluaron la actividad exploratoria mediante el conteo del nimero de veces que el raton
mantuvo su cuerpo erguido apoyado sobre sus patas traseras; y el nimero de acicalamientos
como estimacién de la emocionalidad (Choleris ef al., 2001).
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El test se realizo utilizando una caja de 30 x 50 cm, con paredes de 27 cm de alto, el piso
de la caja dividido en 15 cuadrados, marcados con lineas trazadas sobre el mismo, tal como
lo indicado en la figura 10, en condiciones de baja luminosidad. Los ratones se dividieron
aleatoriamente en grupos, con seis individuos cada uno, a los cuales se les inyectaron via i.p.
los siguientes tratamientos: 1) solucidn fisioldgica (control negativo), 2) diazepam 1 mg/kg
(control positivo), 3) Infusion H. goudotianum (1Hg) 25 mg/kg, 4) Infusion H. translucidum

(1Ht) 25 mg/kg.

El animal se coloc6 en un extremo de la caja, permitiendo su libre exploracion durante 5
minutos, se grabo en videocamara con el fin de analizar los comportamientos anteriormente
mencionados. La medicion fue repetida durante 30 minutos por cada ratdn, siendo la primera
medida a los 0 min., con el fin de analizar el comportamiento del animal antes de la inyeccion
del extracto a evaluar, luego de la inyeccion se realizaron cuatro medidas a los 30, 60, 90 y

120 minutos respectivamente (Choleris et al., 200; Ragone et al., 2010).

Figura 10: Foto del campo abierto usado en la medicion de la movilidad espontanea en ratones.

52



3.5.3.3. Evaluacion de la actividad ansiolitica

3.5.3.3.1. Test de supresion de alimento

El test de supresion de alimento permite evaluar el efecto ansiolitico de diversas
sustancias, dado que la latencia para comenzar a comer refleja una situacién de conflicto
entre el impulso de comer y el miedo natural de los ratones para areas abierta,
comportamiento relacionado con la ansiedad y el estrés (Oliveira et al., 2013). Es por ello
que el tiempo hasta el primer momento de alimentacion y la comida ingerida después de un

lapso de tiempo son los parametros que se midieron.

El dispositivo consiste en una caja de 40 x 40 cm (Figura 11), con una altura de las
paredes de 30 cm, en el centro de la caja se coloca un papel circular color blanco con un trozo
de comida de raton (Mineur et al., 2007). Previo a la realizacion del test los ratones fueron
privados de alimento durante 24 horas, se dividieron aleatoriamente en grupos y
posteriormente fueron inyectados via i.p. con los siguientes tratamientos: 1) solucion
fisiologica (control negativo), 2) diazepam 0.3 mg/kg (control positivo), 3) Infusion H.

goudotianum (1Hg) 25 mg/kg, 4) Infusion H. transluidum (1Ht) 25 mg/kg.

Transcurrido una hora post-administracion se coloca el raton en una esquina de la caja y
se registra el tiempo de latencia desde que es ubicado en su posicion hasta el primer momento
de alimentacion, inmediatamente después el raton es removido y colocado en una jaula
individual con un trozo de comida previamente pesado. A los 5 minutos posteriores, se retira
el alimento no ingerido y se pesa nuevamente, de esta manera, se determinan los gramos de

alimento consumido durante 5 minutos.
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Figura 11: Foto del sistema empleado para la realizacion del test de supresion de alimento.

3.5.3.3.2. Test de laberinto en cruz elevado

El laberinto en cruz elevado es uno de los test mas ampliamente utilizados para medir
ansiedad en ratones. Este test se basa en la aversion natural de los ratones por areas abiertas,
luminosas y elevadas, asi como en su comportamiento exploratorio espontaneo natural en
entornos nuevos (Komada et al., 2008). El sistema consta de cuatro brazos, dos abiertos y
dos cerrados a los cuales los ratones tuvieron acceso, permitiéndoles moverse libremente, el
laberinto se coloco a unos 50 cm del suelo, el test se realizdé en condiciones controladas de

luz y sonido (Figura 12).

Los ratones fueron colocados en la plataforma central del laberinto y se midi6 el nimero
de entradas en los brazos abiertos y cerrados, asi como el tiempo de permanencia en los
mismos durante 5 minutos. Se trabajd aleatoriamente con grupos de seis ratones a los cuales
se les administré via i.p. los siguientes tratamientos: 1) solucidon fisioldgica (control
negativo), 2) diazepam 0.3 mg/kg (control positivo), 3) Infusion H. goudotianum (1iHg) 25

mg/kg, 4) Infusion H. translucidum (1Ht) 25 mg/kg. Las mediciones se realizaron en una
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secuencia de 30 minutos, iniciando con un tiempo antes de que los ratones fueran inyectados

y siguiendo a los 30, 60, 90 y 120 minutos.

Figura 12: Foto del sistema empleado para la realizacion del test de laberinto en cruz elevado

3.5.3.4. Evaluacion de la actividad antidepresiva

3.5.3.4.1. Test de suspension de cola

Este test permite evaluar la actividad antidepresiva de la sustancia evaluada. Cuando un
raton es suspendido por su cola, los movimientos iniciales estan orientados al escape, pero
seguidamente desarrolla una postura inmovil, lo cual se considera como un estado conductual
de resignacion, el raton se coloca en una situacion estresante ineludible que implica el estrés
de ser colgado de manera incontrolable por la cola. Si se administran tratamientos
antidepresivos, los ratones persistiran activamente en un comportamiento dirigido hacia el
escape, disminuyendo el tiempo de inmovilidad. Una ventaja de esta prueba es su capacidad
para detectar un amplio rango de antidepresivos, independientemente de su mecanismo
subyacente (Yacoubi ef al., 2003; Cryan et al., 2005; Lad et al., 2007).
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Para la aplicacion del test se utilizd una estructura de 50 cm de alto por 60 cm de ancho
y 12 cm de profundidad, la misma que estuvo dividida en cuatro secciones (Figura 13). Los
ratones se suspendieron por la cola colocandoles una cinta adhesiva, a 50 cm sobre el piso.
Los registros se realizaron por un periodo de 6 minutos, en donde se analiz6 el tiempo de
inmovilidad. Los ratones aleatoriamente fueron inyectados 60 minutos antes de realizar el
test, por via i.p. con los siguientes tratamientos: 1) solucién fisiologica (control negativo), 2)
clomipramina 1.25 mg/kg (control positivo), 3) Infusion H. goudotianum (1Hg) 25 mg/kg, 4)

Infusion H. translucidum (1Ht) 25 mg/kg.

Figura 13: Foto del sistema empleado en esta tesis para la realizacion del test de suspension de cola.

3.5.3.5. Estudio del efecto anorexigeno

Con el fin de medir los efectos sobre el consumo de alimento en ratones, se llevo a cabo
un disefio experimental tal como los descriptos anteriormente por otros autores (Flannery et
al.,2011; Wu et al., 2012; Wu et al., 2014). El experimento se desarrollo en el transcurso de
24 horas, considerando los ciclos de luz y oscuridad. El dia del experimento los ratones
fueron privados de alimento a partir de las 10:00 horas hasta las 18:00 horas, s6lo provistos

con agua ad libitum.
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Inmediatamente (18:00 horas), los animales fueron aleatoriamente inyectados via i.p. con
los siguientes tratamientos: 1) solucion fisioldgica, 2) infusion H. goudotianum (1Hg) 25
mg/kg y 3) infusion H. translucidum (1Ht) 25 mg/kg, y colocados en jaulas individuales con
un trozo de alimento previamente pesado, después de 30 minutos transcurridos (18:30 horas)
se midio la ingesta del alimento, se continuaron con las mediciones de la ingesta del alimento
consumido durante el ciclo de oscuridad, iniciando a las 18:30 hs, 19:00 hs, 21:00 hs, 24:00

hs y a las 10:00 horas del dia siguiente (Figura 14).

Horario de medida de consumo de alimento s 18:00h 18:30h 15:00h 20:00h 21:00h 24:00h 10:00 h

{ ¢ J

Periodo de oscuridad

!

10:00 hs 18:00 hs 10:00 am
Retiro de alimento Administracion i.p. Fin del experimento

I Restauracion de alimento pesado
|

|DIAT | DIA 2

Figura 14: Esquema del test anorexigeno, empleado en esta tesis (segtin lo descripto por Wu et al., 2014).

3.5.4. Tratamiento estadistico de los datos

Los datos obtenidos de las CCR de carbacol y calcio fueron analizados con el programa
Graph Pad Prisma version 8.01. Para comparar las respectivas CCR se utilizé el método
estadistico ANOVA de dos vias considerando como variables el tratamiento y log [agonista],
seguido de comparaciones pareadas a posteriori a los respectivos log [agonista] por el test de
Turkey. Los datos de CI50 se expresaron como medio + ESM a partir de los n datos
obtenidos. En todas las comparaciones estadisticas se consider6 un nivel de significancia de

p<0.05.
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Los datos obtenidos de las pruebas de comportamiento en el test de campo abierto,
laberinto en cruz y test anorexigeno se analizaron con el mismo programa Graph Pad Prisma
version 8.01, utilizando el método estadistico ANOVA de dos vias seguido por el test de

Turkey, considerando para todos los casos un nivel de significancia de p<0.05.

Para los andlisis de supresion de alimento y suspension de cola se aplicod el método
ANOVA de una via seguido por el test a posteriori Turkey con un nivel de significancia de

p<0.05.
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4.

RESULTADOS
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4.1 Estudios botanicos

4.1.1 Anatomia foliar de Hedyosmum goudotianum Solms

Lamina

Células epidérmicas: en vista frontal, en la cara adaxial y abaxial se observan células
de forma poligonal con paredes anticlinales rectas y gruesas. Presencia de estrias cuticulares
radiadas. Conspicuas células epidérmicas silicificadas distribuidas por toda la superficie de

la 1amina tanto en el haz como en el envés (Figura 15). No se observo presencia de tricomas.

Figura 15: H. goudotianum: vista frontal a) células epidérmicas de la cara adaxial, la flecha indica presencia
de silice; b) células epidérmicas de la cara abaxial.

Estomas: hoja hipoestomatica, estomas de tipo laterociticos, con 4 a 6 células

subsidiarias que forma una roseta que rodea las células guarda (Baranova, 1983) (Figura 16).

Figura 16: H. goudotianum: estomas a) vista frontal de la cara abaxial; b) vista en corte transversal.
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Estructura foliar en corte transversal: Ambas epidermis unistratas, formadas por
células rectangulares con la pared periclinal externa engrosada y cubierta por una cuticula
gruesa y sinuosa, las células epidérmicas de la cara adaxial estdn acompanadas de una
hipodermis discontinua formada por células de igual tamafio que las de la epidermis; las

células de la epidermis abaxial mas pequefias y alargadas que las de la cara adaxial.

Mesofilo dorsiventral con un parénquima en empalizada atipico ya que esta formado
por 4-6 capas de células cortas de contornos irregulares hacia la cara adaxial y hacia la cara
abaxial un parénquima esponjoso formado por una capa de 6-7 células que dejan amplios
espacios intercelulares (Figura 17a). Presencia de microcristales dispersos en la epidermis,
parénquima y colénquima, ademas de células esféricas con contenido celular presentes en el

meso6filo mas cercano a la cara adaxial (Figura 17¢, d).
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Figura 17: H. goudotianum: a) vista corte transversal de la hoja, e: epidermis adaxial; h: hipodermis; g:
epidermis abaxial; b) cuticula; ¢) célula esférica con contenido; d) microcristales.
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Tejido de sostén: abundantes esclereidas idioblésticas, encontrandose solas o en
grupos dispersos en todo el mesoéfilo, distinguiéndose tres tipos: braquiesclereidas, células
parenquimaticas esclerificadas y esclereidas ramificadas (Figura 18). Colénquima angular,
dispuesto sobre el haz vascular central, con 3-4 capas de células asociadas a la cara adaxial,

seguido por 3-4 capas de parénquima que lo separa del haz vascular.

Figura 18: H. goudotianum: a) células parenquimaticas esclerificadas; b) braquiesclereidas; c) esclereida
ramificada; d) conjunto de braquiesclereidas con esclereidas ramificadas.

Tejido vascular: Vena media notablemente convexa hacia la cara abaxial. Haz
vascular colateral, rodeado por 2 a 4 capas de fibras floemadticas, 3 a 4 cavidades
esquizogenas de tamafio variable asociadas; haces vasculares de las venas inferiores rodeados

por una vaina de fibras asociadas a esclereidas (Figura 19).
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Figura 19: H. goudotianum, corte transversal: a) vena media, ce: cavidades esquizogenas; b) detalle de una
cavidad esquizogena; c) detalle del haz vascular de la vena media, x: xilema, f: floema, i: fibra floematica; d)
haz vascular de las venas inferiores rodeado por fibras asociadas a esclereidas.

Dientes: Dientes densamente esclerificados, correspondientes al tercer tipo de
acuerdo a la clasificacion realizada por Todzia (1988) y Todzia & Keating (1991), hidatodos
presentes observandose un conjunto de grandes estomas dispersos sobre la base de los dientes

tanto en el haz como envés de la lamina (Figura 20).

Figura 20: H. goudotianum: a) diente densamente esclerificado, hidatodos dispuesto hacia la base del diente,
vista frontal del haz de la hoja; b) detalle del apice del diente, corte transversal; c) detalle de esclereidas.
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Peciolo

El corte transversal presenta contorno redondeado con dos pequenas expansiones
aladas en la cara adaxial; epidermis unistrata de células rectangulares con cuticula gruesa;
zona cortical formada por 5-6 capas de colénquima periférico, seguido de un parénquima
reservante; tejido vascular dispuesto en forma de arco, 3-5 cavidades esquizdgenas no
asociadas dispuestas hacia la cara adaxial. Esclereidas solitarias o en grupos, de tipo
braquiesclereidas y células parenquimaticas esclerificadas, dispersas por todo el parénquima

y colénquima. Abundantes microcristales en el parénquima y colénquima (Figura 21).

Figura 21: H. goudotianum: corte transversal del peciolo.

4.1.2. Anatomia foliar de Hedyosmum translucidum Cuatrec.

Lamina

Células epidérmicas: en vista frontal, en la cara adaxial se observan células de forma
poligonal con paredes anticlinales rectas y gruesas, las células de la cara abaxial presentan
paredes anticlinales ligeramente mas delgadas. Presencia de estrias cuticulares radiadas.
Células epidérmicas silicificadas distribuidas por toda la superficie de la lamina tanto en el

haz como en el envés (Figura 22). No se observé presencia de tricomas.
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Figura 22: H. translucidum: vista frontal a) células epidérmicas de la cara adaxial; b) células epidérmicas de
la cara abaxial; c) células silicificadas presentes en la epidermis.

Estomas: hoja hipoestomatica, estomas de tipo laterociticos, con 4 a 6 células

subsidiarias formando una roseta que rodea las células guarda (Baranova, 1983) (Figura 23).

Figura 23: H. translucidum: estomas a) vista frontal de la cara abaxial; b) vista en corte transversal.

Estructura foliar en corte transversal: Ambas epidermis unistratas, formadas por
células rectangulares con la pared periclinal externa gruesa, cuticula gruesa y sinuosa, las
células epidérmicas de la cara adaxial estan acompafiadas de una hipodermis discontinua
formada por células de igual tamafio que las de la epidermis; las células de la epidermis
abaxial evidentemente mas pequefias que las de la cara adaxial y de forma mas alargada

(Figura 24a, c).
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Mesofilo dorsiventral formado por un parénquima en empalizada atipico ya que estd
formado por 2-3 capas de células cortas de contornos irregulares hacia la cara adaxial y hacia
la cara abaxial un parénquima esponjoso formado por una capa de 10-12 células que dejan
amplios espacios intercelulares (Figura 24a). Microcristales presentes en el mesofilo,
colénquima y epidermis. Células esféricas con contenido celular distribuidas por el mesofilo
cercano a la cara adaxial, también se diferencian células de la hipodermis y parénquima

tefiidas de un contenido oscuro (Figura 24b, d).

Figura 24: H. translucidum: a) vista corte transversal de la hoja, e: epidermis adaxial; h: hipodermis; g:
epidermis abaxial; b) célula esférica con contenido; ¢) cuticula sinuosa; d) células tefiidas del mesofilo.

Tejido de sostén: esclereidas idioblasticas dispersas en todo el mesofilo,
distinguiéndose cuatro tipos: braquiesclereidas, macroesclereidas, células parenquimaticas

esclerificadas y esclereidas ramificadas, las mismas se encuentran solas o en grupos
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(Figura 25). Una capa de colénquima abaxial seguido de tejido parenquimatico que lo separa
del haz vascular. Las células de la epidermis tanto adaxial como abaxial se encuentran
asociadas a grupos de esclereidas en general macroesclereidas y braquiesclereidas dispuestas
en el mesofilo en forma perpendicular a la epidermis (Figura 25c¢, d), determinandose como

un patron distinguible de esta especie.

Figura 25: H. translucidum: a) células parenquimaticas esclerificadas; b) conjunto de braquiesclereidas y
esclereida ramificada; c) esclereidas asociadas a la epidermis adaxial; d) esclereidas asociadas a la epidermis
abaxial.

Tejido vascular: Vena media notablemente convexa hacia la cara abaxial. Haz
vascular colateral, rodeado por 2 a 4 capas de fibras floematicas, 2 a 4 cavidades
esquizogenas de tamafio variable asociadas; haces vasculares de las venas inferiores rodeados

por una vaina de fibras (Figura 26).

67



Figura 26: H. translucidum, corte transversal: a) vena media, ce: cavidades esquizogenas; b) detalle de una
cavidad esquizogena; c) detalle del haz vascular de la vena media, x: xilema, f: floema, i: fibra floematica
rodeando el haz vascular; d) haz vascular de las venas inferiores.

Dientes: dientes compuestos por un conjunto de esclereidas aglomeradas
principalmente en la base de los costados de cada diente, correspondientes al tercer tipo de
acuerdo a la clasificacion realizada por Todzia (1988) y Todzia & Keating (1991). Hidatodos

ausentes (Figura 27).

Figura 27: H. translucidum: a) diente densamente esclerificado, vista frontal; b) detalle apice del diente, corte
transversal.

68



Peciolo

El corte transversal presenta contorno redondeado, dos pequefias expansiones
laterales aladas presentes hacia la cara adaxial; epidermis unistrata, células rectangulares con
paredes y cuticula gruesa; zona cortical formada por 4-5 capas de colénquima periférico,
seguido de un parénquima reservante; tejido vascular formando un semicirculo, 4 a 5
cavidades esquizdgenas dispuestas hacia la cara adaxial, asociadas a los haces vasculares.
Esclereidas solitarias o en grupos, de tipo braquiesclereidas y células parenquimaticas
esclerificadas dispersas por todo el parénquima. Abundantes microcristales dispuestos en el

parénquima y colénquima (Figura 28).

Figura 28: H. translucidum, corte transversal del peciolo.

Si bien muchos caracteres anatdmicos se comparten entre estas dos especies, se
identificaron algunos especificos para Hedyosmum goudotianum y Hedyosmum

translucidum, detallados en la siguiente tabla:
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Tabla 1: Caracteres histologicos de las hojas de H. goudotianum y H. translucidum.

Caracteres histolégicos

Hedyosmum goudotianum

Hedyosmum translucidum

Forma de células
epidérmicas

Poligonal

Poligonal

Células silicificadas

Presentes en la epidermis

Presentes en la epidermis

Estomas

Hoja hipoestomatica
Tipo Laterociticos

Hoja hipoestomatica
Tipo Laterociticos

Numero de capas de

parénquima en 4-6 2-3
empalizada atipico
Numero de capas de 6-7 10-12

parénquima esponjoso

Posicion microcristales

Epidermis, mesofilo,
colénquima

Epidermis, mesofilo,
colénquima

Células esféricas con
contenido celular

Presentes en mesofilo

Presentes en mesofilo

Tipo de esclereidas

Braquiesclereidas.
Esclereidas ramificadas.
Células parenquimaticas
esclerificadas.

Conjunto de células
parenquimaticas
esclerificadas con
braquiesclereidas.
Conjunto de células
ramificadas con
braquiesclereidas.

Braquiesclereidas.
Esclereidas ramificadas.
Células parenquimaticas
esclerificadas.

Conjunto de células
parenquimaticas
esclerificadas con
braquiesclereidas.
Conjunto de células
ramificadas con
braquiesclereidas.
Macroesclereidas adjuntas
de manera paralela a la
epidermis adaxial y
abaxial.

Sistema vascular

Haz colateral rodeado por
fibras floematicas.

Venas de menor orden
rodeadas por fibras
asociadas a esclereidas

Haz colateral rodeado por
fibras floematicas.

Venas de menor orden
rodeadas por fibras
asociadas a esclereidas.

Cavidades esquizdgenas

Presentes en vena media

Presentes en vena media

Tipo de dientes

Dientes densamente
esclerotizados.
Hidatodos presentes.

Dientes densamente
esclerotizados.
Hidatodos ausentes.
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4.2 Estudios fitoquimicos

4.2.1 Reacciones de caracterizacion de flavonoides de H. translucidum

4.2.1.1 Reaccion de Shinoda

El magnesio metalico es oxidado por el HCIl, dando como producto hidrégeno
naciente, el cual es capaz de reducir el flavonoide resultando una coloracidon roja en fase
amilica (Roger, 2013). El extracto hidroalcohoélico de Ht dio positivo en la prueba con una

coloracion roja parda (Figura 29), indicando la presencia de flavonoides.

Figura 29: Reaccion de Shinoda: extracto hidroalcoholico de H. translucidum.

4.2.1.2.Reacciones de toque sobre papel
Se analizaron los extractos: hidroalcoholico, hexanico, acetato de etilo y acuoso de

Ht, obteniéndose los resultados indicados en la tabla 2.

Teniendo en cuenta que los flavonoides en su mayoria estdn constituidos por un
nucleo bencénico (A) unido por tres atomos de carbono a un anillo pirano (C), incluyendo

ademas en distintas posiciones un segundo anillo bencénico (B), dando lugar a distintas
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clases de flavonoides, que se diferencian también en el grupo -OH y en el grado de saturacion

que presenta el anillo C (Figura 30); la interpretacion de los resultados obtenidos en las

pruebas de toque de papel es la siguiente:

Tabla 2: Reacciones de toque sobre papel para deteccion de flavonoides de H. translucidum.

Soluciones NaOH H3BO3 AlICl3 FeCl3 Control
Extracto + + + + Pardo rojizo
hidroalcohélico Naranja | Amarillo- Amarillo | Negro | con bordes

pardo verde fluor. fluor. celestes
Extracto hexanico + - - + Rosado
Amarillo Negro
Extracto de + + + + Incoloro
acetato de etilo Naranja | Amarillo- | Amarillo | Negro
verde fluor. fluor.
Extracto acuoso + + + Incoloro
Amarillo - Amarillo | Negro
fluor.

En la reaccion con NaOH se produce la ruptura del anillo C de un flavonoide, el cual
puede ser de flavonas y flavonoles, lo que se evidencia con un color amarillo que puede
variar de intensidad al naranja rojizo. Todos los extractos de Ht estudiados fueron
positivos a esta prueba.

Adicionalmente, se realizo la prueba con acido boérico. Los flavonoides que poseen un
grupo carbonilo y un grupo hidroxilo en posicion 5, dan con H3BO3; complejos amarillos
con fluorescencia. Los extractos hidroalcoholico y de acetato de etilo de Ht fueron
positivos mostrando la presencia de flavonoides en los mismos.

En los compuestos que posean grupos OH en posicion 5 o en posicioén 3 y/o un orto-
dihidroxilo en posicion 3’- 4’ se presencia con la formacion de lacas color amarillo de
intensa fluorescencia, al realizar la prueba con Cloruro de Aluminio. Los extractos

hidroalcohdlico, de acetato de etilo y acuoso de Ht resultaron positivos a esta prueba.
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El tricloruro de hierro al reaccionar con grupos fendlicos puede presentarse la formacion
de compuestos coloreados, dado que los OH actian como activadores del anillo
bencénico, dando respuestas positivas en la presencia de coloraciones: verde, pardo
oscuro al azul (Roger, 2013). Los resultados fueron positivos para todos los extractos
probados, indicando la presencia de polifenoles con tres oxidrilos adyacentes al

presentar coloracion negruzca.
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Figura 30: Estructura quimica general del grupo fitoquimico flavonoides y de los principales grupos de
flavonoides (obtenida de Limén ef al., 2010).
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4.2.2. Analisis cromatografico de flavonoides por CCD de H. translucidum

Se realizé una CCD para identificacion de flavonoides del extracto acuoso de Hz,
utilizando la fase mévil 1: acetato de etilo/acido férmico/acido acético glacial/agua destilada
(100:11:11:27), en presencia de las soluciones de referencia de rutina y acido clorogénico.
Se evidenciaron un total de 6 bandas luego del revelado con el reactivo de productos naturales
(RPN) y exposicion a luz UV 365 nm (Tabla 3). Ninguna presenta coincidencia con las

sustancias de referencia utilizadas (rutina y dacido clorogénico).

Tabla 3: Cromatografia en capa delgada de flavonoides del extracto acuoso de Ht. Fase movil: Acetato de
etilo / acido formico / acido acético glacial / agua destilada (100:11:11:27), después del revelado con RPN.

Sustancias de referencia Rf Color
Rutina 4.3 | Anaranjado
Ac. clorogénico 3.6 | Celeste fluorescente
Extracto acuoso Rf Color
6 0.8 | Celeste fluorescente
5 2.3 | Celeste
4 2.7 | Anaranjado
3 3.3 | Celeste
2 3.7 | Amarillo fluorescente
1 4.6 | Celeste fluorescente

Ademés, se realizé una CCD para identificacion de flavonoides del extracto acetato
de etilo de Ht, utilizando la fase movil 2: tolueno/acetato de etilo (80:20), en presencia de
las sustancias de referencia de apigenina y kaempferol. Luego del revelado con el reactivo

de productos naturales (RPN) y exposicion a luz UV 365 nm.

Se evidencid una sola banda color celeste fluorescente con Rf ~4.4. Dado que la
muestra presenta una banda con un Rf muy cercano a la sustancia de referencia apigenina
(Rf ~4.3, celeste fluorescente) (Figura 31). Estos resultados sugieren que apigenina podria
estar presente en el extracto de acetato de etilo de Hz.
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Figura 31: Perfil cromatografico del extracto de acetato de etilo de Ht. Fase movil: tolueno/acetato de etilo
(80:20), después del revelado con RPN.
En resumen, los ensayos fitoquimicos realizados con los extractos de Hedyosmum
translucidum nos permiten confirmar la presencia de flavonoides en los mismos, sin
embargo, es necesario realizar un mayor numero de determinaciones y el uso de otras técnicas

mas especificas que las usadas para identificar los mismos.

4.3 Estudios farmacolégicos

4.3.1 Efectos antiespasmoédicos sobre musculo liso intestinal de los extractos

hidroalcohdlicos (tintura 20%) de H. goudotianum y H. translucidum.

4.3.1.1 Efectos de H. goudotianum sobre las curvas concentracion respuesta (CCR) de

Carbacol.

La adicion directa a la cuba de las distintas concentraciones empleadas de tintura de Hg
no produjo modificaciones en el tono basal intestinal (Figura 32c).
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La tintura de Hg produjo una caida en el efecto maximo en la curva concentracién
respuesta de carbacol, de forma tal que mostré una inhibicién en forma no competitiva del
receptor muscarinico (mayoritariamente M3) en el musculo liso del duodeno e ileon aislado
de rata (pD2=6.47 + 0.14; n=9). Este efecto fue dependiente de la concentracion en un rango
de 0.1 a 6.4 mg droga seca/ml de tintura. Se observo ademas que la caida del efecto maximo
fue estadisticamente significativa sélo cuando la CCR de carbacol fue realizada en presencia

de la mayor dosis de tintura ensayada (6.4 mg/ml) (Figura 32a).
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HgT 096 mg/ml (n=9)
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Figura 32: a) curva concentracion respuesta carbacol en ausencia y presencia de la tintura de H. goudotianum
(n=6). ANOVA de dos vias: Por tratamiento: F(4,280)= 180.8, p<0.001; por tiempo: F(6,280)= 20.55,
p<0.001. Post-test Tukey: *p<0.001; b) calculo de la concentracion inhibitoria 50% (CI50) de la tintura de H.
goudotianum; c) registro original de CCR de carbacol, la flecha indica la adicion directa de 6.4 mg droga
seca/ ml de cuba de H,T
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La concentracion inhibitoria al 50% del efecto méximo (CI50) producida por HgT en el

intestino aislado de rata fue de 3.37 + 0.74 mg de droga seca /ml (Figura 32b).

Los agregados de las diferentes concentraciones de Hg7 no modificaron el tono basal

intestinal, mostrando que no posee un efecto relajante directo del musculo liso intestinal.

En todos los casos se realiz6 una CCR de carbacol en presencia del vehiculo etanolico
(n=9), no se encontraron diferencias significativas entre el efecto maximo de contraccion en

presencia o ausencia del vehiculo.

4.3.1.2 Efectos de H. translucidum sobre las curvas concentracion respuesta (CCR) de

Carbacol

La adicion directa a la cuba de las distintas concentraciones empleadas de tintura de

Ht no produjeron modificaciones en el tono basal intestinal (Figura 33c).

La tintura de Hf indujo una disminucion leve del efecto maximo sobre la curva
concentracion respuesta de carbacol en intestino aislado de rata. Esta caida en el efecto
maximo fue sbélo estadisticamente significativa durante las primeras concentraciones del
agonista adicionado a la cuba y en presencia de la mayor concentracion de H¢T utilizada (8

mg de droga seca/ml) (pD2= 6.67 = 0.17; n=9) (Figura 33a).

Dado que el efecto inhibitorio de HtT fue escaso, no es posible calcular la CI50 de
este extracto. Sin embargo, calculamos la concentracion inhibitoria al 25% (CI25) del efecto

maximo producido en el intestino aislado, cuyo valor es de 3.15 + 0.86 mg/ml (Figura 33b).
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Se realizé una CCR de carbacol en presencia del vehiculo etandlico (n=9) y no se
encontraron diferencias significativas entre el porcentaje del efecto maximo de contraccion

en presencia o ausencia del vehiculo.

(a) Controlivehiculo (n=9)
HtT & mg/ml (n=9)

HtT 4 mg/mi (n=9)
HET 1.2 mg/mi (n=9)
HtT 0.4 mg/ml (n=9)
HtT 0.12 mgiml (n=9)

100+

bttt
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(contraccion maxima)
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leg [Carbaceol] (molil)

804 [Cl25=3.15=0 86 mg/ml c)
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Tmtura de Hedyosmun translucidum [mgiml]

Figura 33: a) curva concentracion respuesta de carbacol en ausencia y presencia de la tintura de H.
translucidum (n= 6). ANOVA de dos vias: Por tratamiento: F(5,329)= 9.593, p<0.0001; Por tiempo:
F(6,329)=25.5, p<0.001. Pos-test Tukey: *p<0.05; b) calculo de la concentracion inhibitoria 25% (CI25) de
la tintura de H. translucidum; c) registro original de CCR carbacol, la flecha indica la adicion directa de 4.8
mg droga seca/ ml de cuba de H,T
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4.3.1.3 Efectos de H. goudotianum sobre las curvas concentracion respuesta (CCR) de

Calcio

Con el objetivo de analizar si el extracto hidroalcohdlico podria ejercer efecto

antiespasmédico por actuar como inhibidor del influyjo de Ca*" en musculo liso

gastrointestinal, se realizaron CCR de Ca®" en medio despolarizante de alto K* con distintas

concentraciones (0.1, 0.32, 0.96, 3.2, 6.4 mg hoja seca/ml de tintura). Todas las

concentraciones de tintura empleadas inhibieron estadisticamente significativa las CCR de

Ca®" (pD2= 3.06 + 0.04), en forma no competitiva, dado que disminuyen el efecto maximo

alcanzado por calcio (Figura 34a).

a)

% Efecto
(contraccion maxima)

Figura 34: a) curva concentracion respuesta de calcio en ausencia y presencia de la tintura de AH.
goudotianum (n= 6). ANOVA de dos vias: Por tratamiento: F(5,154)= 180.8, p<0.0001; Por tiempo:
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Cantralivehizulo (n=6)
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HgT 0.32 mg/ml (n=8)
HgT 0.98 mg/ml (n=8)
HgT 3.2 mg/ml (n=8}
HgT 6.4 mg/ml (n=8)

F(6,154)=270.3; p<0.0001. Pos-test Tukey: *p<0.001; b) calculo de la concentracién inhibitoria 50% (CI50)

de la tintura de H. goudotianum.
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En todos los casos se realizo una CCR de Ca*" en presencia del vehiculo etanolico. No
se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de efecto maximo de contraccion

en presencia o ausencia del vehiculo.

La tintura de H. goudotianum logr6 una inhibicion de la curva de calcio con una CI50 de

0.27 + 0.14 mg/ml (Figura 34b).

4.3.1.4 Efectos de H. translucidum sobre las curvas concentracion respuesta (CCR) de

Calcio

Por su parte, la tintura de Ht también disminuy6 el efecto maximo de la curva
concentracion respuesta de Ca?’, de manera concentraciéon dependiente, con un efecto
maximo a la concentracion 8 mg/ml (pD2 de calcio= 5.54 + 0.07, n= 6). En todos los casos
se realizo una CCR de Ca®' en presencia de vehiculo etandlico (Figura 35a). No se
evidenciaron diferencias significativas en el porcentaje de efecto maximo de contraccion en

presencia o ausencia del vehiculo.

La tintura de H. translucidum indujo la inhibicion de la curva de calcio con una
concentracion inhibitoria al 50% (CI50) del efecto maximo de 0.77 £ 0.70 mg/ml (n= 6)

(Figura 35b).
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Figura 35: a) curva concentracion respuesta de calcio en ausencia y presencia de la tintura de H.
translucidum (n= 6). ANOVA de dos vias: Por tratamiento: F(5,168)= 2.820, p<0.0179. Por tiempo:
F(6,158)=6.125; p<0.0001. Pos-test Tukey *p<0.05; b) calculo de la concentracion inhibitoria 50% (CI50) de
la tintura de H. translucidum.

4.3.2 Efectos sobre la actividad central en ratones de los extractos acuosos (infusion

5%) de H. goudotianum y H. translucidum.

4.3.2.1 Efectos sobre la movilidad espontanea y enderezamientos

4.3.2.1.1 Test de campo abierto

Para estudiar los efectos centrales de ambas especies de Hedyosmum se utilizaron los
extractos acuosos (infusion de las hojas al 5% p/v) con el fin de evitar un sesgo debido a los
efectos propios del etanol sobre el comportamiento de los ratones (Persyn et al., 2018).
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No se encontraron diferencias significativas en los parametros evaluados en este test
durante los cinco minutos de control previo a la administracion de las drogas, por lo cual los

ratones fueron divididos al azar para la aplicacion de los grupos a ensayar.

Las infusiones de Hg y Ht no modificaron significativamente el nimero de lineas
cruzadas con respecto al control negativo (solucion fisiologica) durante el tiempo total de
duracioén del experimento, a diferencia de los ratones tratados con diazepam (control positivo)
en donde disminuy6 el nimero de lineas cruzadas a los 90 y 120 minutos del ensayo (Figura

36).

La disminucion significativa del nimero de lineas cruzadas ocasionada por diazepam
(benzodiacepina de sintesis) a dosis de 1 mg/kg, nos permite validar este test dado que

muestra el efecto sedante de esta droga (Figura 36).

£

£ 200 -

1) == SF (n=7)

g ~#— Dzp 0.3 mg/kg (n=7)
® 150 T

© Hg (25mg/kg; n=9)
g =¥= Ht (25 mg/kg; n=9)
S 1004

(3)

4 0

o 50 -

£

(] *

T

° 0 T T = 1

z 0 50 100 150

tiempo (min)

Figura 36: Efecto de las infusiones de H. goudotianum y H. translucidum sobre la movilidad espontanea de
ratones en el test de campo abierto. Test ANOVA de dos vias. Por tratamiento: F(3,140)= 6.682; P= 0.0003.
Por tiempo: F(3,140)= 10.78; p<0.0001. Test a posteriori: Tukey *p<0.05 vs SF.
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Los extractos iHg e iHt a dosis de 25 mg/kg disminuyeron significativamente el
numero de enderezamientos con respecto a la solucion fisiologica, a los 90 minutos para H.

goudotianum y 120 minutos para H. translucidum, de forma similar a diazepam (Figura 37).

== SF (n=7)
Dzp 0.3 mg/kg (n=7)
Hg (25mg/kg; n=6)

~¥— Ht(25 mg/kg; n=6)

N° enderezamientos en 5 min

0 50 100 150

tiempo (min)

Figura 37: Efecto de las infusiones de H. goudotianum 'y H. translucidum sobre el nimero de
enderezamientos en el test de campo abierto. Test ANOVA de dos vias. Por tratamiento: F(3,170)= 6.521;
P=0.0003. Por tiempo: F(4, 170)= 18.62; P<0.0001. Test a posteriori: Tukey *p<0.05 vs SF.

4.3.2.2 Efectos de las infusiones al 5% p/v de H. goudotianum y H. translucidum sobre

la ansiolisis en ratones

4.3.2.2.1 Test de laberinto en cruz elevado

Con el objetivo de evaluar la actividad ansiolitica de las infusiones de H. goudotianum 'y
H. translucidum se utiliz6 el test de laberinto en cruz elevado. Para ello se administraron en
forma intraperitoneal iHg e iHt a dosis de 25 mg/kg, y se realizaron las mediciones
correspondientes cada 30 min. Como se describio en el inciso 3.5.3.3.2 de la seccion

Materiales y métodos de esta tesis.

83



Previo a la realizacion de la experiencia, los ratones fueron sometidos al test durante 5
minutos donde se evaluaron todos los parametros a medir. Encontramos que los ratones no
mostraron comportamiento diferente entre ellos, con lo cual fueron sometidos al test en

grupos formados aleatoriamente. Los resultados obtenidos en se muestran en las siguientes

figuras:

m Soucion fsiolégica (n=0) B Solucion fsiclagica (n=3)
a) R Dccepam 0 3mgdg (r=10) b} B DEzepam 0.3mghkg (r=10)
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Figura 38: a) nimero de entradas y b) tiempo de permanencia en las ramas abiertas durante 5 minutos.
ANOVA de dos vias: (a) Por tratamiento: F(4,155)= 1.655, p<0.0001. Por tiempo: F(3,155)=9.540,
P=0.1633. Test a posteriori t-test: *p<0.05 vs Dzp; (b) Por tratamiento: F(4,127)=1.891, P=0.1161. Por
tiempo: F(3,127)=0.9627, P=0.4126, Test a posteriori t-test: *p<0.05 vs Dzp.

En este test se evidencid una caida significativa en el nimero de entradas en las ramas
abiertas tanto para el grupo con solucion fisioldgica como para los grupos de ratones tratados
con 1Hg e 1Ht a dosis de 25 mg/kg en comparacion con Dzp a los 30 minutos del experimento

(Figura 38a).
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Sin embargo, a los 120 minutos, los ratones tratados con las infusiones de Hg, Ht y Dzp
permanecen en las ramas abiertas un tiempo significativamente mayor que en los tratados
con solucidn fisioldgica, mostrando un efecto ansiolitico de ambas infusiones a este tiempo

(Figura 38b).

Las infusiones de Hg y Ht no mostraron diferencias ni en el nimero de entradas ni en el

tiempo de permanencia en las ramas cerradas (Figura 39 ay b).
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Figura 39: a) nimero de entradas y b) tiempo de permanencia en las ramas cerradas durante 5 minutos.
ANOVA de dos vias: (a) Por tratamiento: F(3,130)= 4.089, P=0.0089. Por tiempo: F(4,130)=3.521,
P=0.0092. Test a posteriori t-test: NS vs Dzp; (b) Por tratamiento: F(3,130)= 1.729, P= 0.1643. Por tiempo:
F(4,130)=0.1964, P=0.9399. Test a posteriori t-test: NS vs Dzp.

4.3.2.2.2 Test de supresion de alimento

Los ratones tratados con inyeccion intraperitoneal de iHg e iHt a dosis de 25 mg/kg
disminuyeron significativamente el tiempo de latencia para comer (Figura 40). Ademas, este

efecto fue mas marcado que el control positivo utilizado como ansiolitico: diazepam. La dosis
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ansiolitica de diazepam 0.3 mg/kg disminuy¢ significativamente el tiempo de latencia para
iniciar a comer del raton tratado con respecto a la solucion fisioldgica, dando validez al test

empleado para medir actividad ansiolitica.
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.g Hg 25 mg/kg (n=6)
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Figura 40: Efecto en el tiempo de latencia para comer (seg.) de las infusiones de Hg y Ht. Test ANOVA de
una via. F(1.255,12.55)=42.79; p <0.00013. Test a posteriori: Tukey *p<0.05 vs SF.
Teniendo en cuenta que la menor latencia para comer muestra un menor estado de
ansiedad en el raton, estos resultados sugieren que las infusiones de las hojas de Hg y Ht

muestran un efecto ansiolitico en el test de supresion de alimento.

Por otra parte, el uso de diazepam no mostr6 diferencias significativas en cuanto a la
cantidad de alimento ingerido por los ratones, a diferencia de las iHg e 1Hf que disminuyeron
significativamente este parametro comparado con el grupo control (SF) (Figura 41). Estos
datos sugieren que ambas infusiones modifican los estados de apetito de los ratones tratados.
En base a esto, nuestro proximo objetivo fue evaluar la capacidad de disminuir el apetito

(capacidad anorexigena) de ambas especies a las dosis 25 mg/kg.

86



o
a
1

o
H
1

o
w
1

o
N
1

Bl sr (n=3)

Dzp 0,3mg/mkg (n=9)

Consumo de comida
en casa-jaula (mg)
o
o
[

Hg 25 mg/kg (n=6)

I Ht25 mg/kg (n=6)

0.0

Figura 41: Efecto de las infusiones de Hg y Ht en la cantidad de comida en casa-jaula (mg) durante 5
minutos. Test ANOVA de una via. F(2.428,26.71)= 7.454; p<0.05. Test a posteriori: Tukey *p<0.05 vs SF.

4.3.2.3 Efectos de las infusiones al 5% p/v de H. goudotianum y H. translucidum sobre

la actividad anorexigena en ratones

Previo al ensayo, los ratones fueron cuidadosamente sometidos a ciclos de luz-oscuridad
de 12 horas. El consumo de alimento de los ratones tratados con las iHg e iH¢ durante el ciclo

de alimentacion nocturna fueron comparados con ratones tratados con solucion fisiologica.

Nuestros resultados muestran una clara diferencia entre ambas especies de Hedyosmum.
Mientras que a dosis de 25mg/kg de iHg disminuyé significativamente el consumo de
alimento a las 6 y 16 horas desde el inicio del test en comparacion al control (SF), 1H? a igual

dosis no modifico (Figura 42).
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Figura 42: Cantidad de comida ingerida (g) en forma acumulativa durante 16 horas. ANOVA de dos vias:
Por tratamiento: F(2,162)= 12.83, p<0.0001. Por tiempo: F(5,162)=57.44, p<0.0001. Test a posteriori Tukey
*
p<0.05
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4.3.2.4 Efectos antidepresivos de las infusiones al 5% p/v de H. goudotianum y H.

translucidum

4.3.2.4.1 Test suspension de cola

El tiempo de inmovilidad fue significativamente reducido por clomipramina
(antidepresivo triciclico) con respecto a la solucion fisiologica (SF) (Figura 43), lo que valida
este test. EI mismo que es ampliamente citado en bibliografia cientifica (Cryan et al., 2005;

Lad et al., 2007).

Por su parte, las iHg e iHt a dosis de 25mg/kg disminuyeron significativamente el tiempo
de inmovilidad de forma similar a clomipramina, mostrando un efecto antidepresivo de

ambas infusiones a las dosis ensayadas (Figura 43).

La caida en el tiempo de inmovilidad fue levemente mas marcada en los ratones tratados
con infusion de Hg, sin embargo, a 25 mg/kg de infusidon no hay diferencias estadisticamente

significativas entre ambas especies de Hedyosmum.
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Figura 43: Efecto de las infusiones de Hg y Ht en el tiempo de inmovilidad en segundos. Test ANOVA de
una via. F(3,25)= 8.4989; P= 0.0005. Test a posteriori: Tukey *p<0.05 vs SF.
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La gran variedad de usos ancestrales reportados para las especies del género
Hedyosmum y la falta de informacion cientifica complementaria, resalta la importancia de su
estudio. Dentro de los principales usos citados es coincidente la preparacion de aguas
aromaticas a partir de la infusion de las hojas de casi todas las especies de este género,
consumidas frecuentemente en muchas localidades, sustituyendo bebidas como el t¢ o el café.
Las propiedades medicinales se encuentran ligadas principalmente a aliviar problemas
estomacales, del sistema nervioso central y para tratar afecciones de los huesos (Macbride,

1937; Ames, 1949; Gupta, 2006; De la Torre et al., 2008; Kirchner et al., 2010; IUCN, 2019).

En el presente trabajo se estudiaron Hedyosmum goudotianum (Hg) y Hedyosmum
translucidum (Ht) contribuyendo a ampliar el conocimiento de las mismas, desde el punto de
vista botdnico, al estudiar la anatomia foliar y farmacolégico, comprobando sus propiedades

medicinales antiespasmodicas y a nivel del sistema nervioso central.

Cabe recalcar que tanto estudios anatomicos como farmacologicos de estas dos
especies son escasos. En las monografias publicadas por Todzia (1988), Todzia & Keating
(1991) sobre la revision morfo-anatomica del género constan algunas caracteristicas
anatomicas de H. goudotianum y H. translucidum, no existiendo mas documentos actuales
hasta la fecha para las dos especies; sobre una revision bibliografica de estudios
farmacoldgicos que avalen las propiedades medicinales ancestrales registradas (Ames, 1949;
De la Torre et al., 2008; Caycedo et al., 2011; Zamora & Perdomo, 2016), para las dos

especies no se encontrd ningln estudio.
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5.1 Estudios anatomicos

El valor de los caracteres anatomicos refuerza la diferenciacion taxondmica entre las
especies de la familia Chloranthaceae (Metcalfe & Chalk, 1950). Existe una dificultad al
establecer diferencias morfologicas claras que permitan la distincion entre los taxa del género
Hedyosmum, en especial si se encentran en su estado infértil (Todzia, 1988). La estructura
anatomica permite establecer caracteres mas especificos de las especies, pudiendo servir
como guia en la identificacion de vegetales o incluso como marcadores de la especie en
materia de control de calidad de productos de origen vegetal, en donde es indispensable
formar una base formal que permita identificar el material que, en la mayoria de los casos,
se encuentra como materia fragmentada o pulverizada (Gonzalez & Casares, 1996;

Spegazzini, 2007).

Muchas caracteristicas anatdmicas se comparten entre las especies H. goudotianum y
H. translucidum. Kong (2001) detalla, en vista frontal, que las células epidérmicas de la
familia Chloranthaceae son usualmente poligonales o irregulares; las células de la epidermis
de Hg y Ht son de forma poligonal con paredes anticlinales rectas, esta ultima caracteristica
coincide con la ultima de las tres clasificaciones que establece el autor sobre el patrén

anticlinal encontrado para la familia: ondulado, sinuoso o recto-arqueado.

Metcalfe & Chalk (1950), Eklund ef al. (2004) y Machado (2004) indican que una
ornamentacion cuticular puede ser utilizada como caracter de valor diagnostico para separar
especies, en este caso en Hg y Ht se observo la misma caracteristica, una cuticula
evidentemente gruesa con la presencia de estrias cuticulares radiadas. Conspicuas células

silicificadas dispersas por toda la epidermis tanto del haz como del envés también son
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observadas en el género Hedyosmum por Metcalfe & Chalk (1950); es frecuente encontrar
en ambas caras de la epidermis la presencia de silice restringido a los angulos Occhioni
(1954) o incrustada en toda la pared de las células epidérmicas adyacentes de Hedyosmum
brasiliense (Machado, 2004). Estas células silicificadas se encontraron frecuentemente

dispersas en la epidermis adaxial y abaxial de H. goudotianum y H. translucidum.

Para los géneros Hedyosmum 'y Ascarina de la familia Chloranthaceae, Swamy (1953)
y Todzia (1993) describen en seccidn transversal una epidermis adaxial unistrata con células
cuadradas a rectangulares y por debajo de ésta una capa de hipodermis, que para ciertas
especies se encuentra restringida s6lo a las venas. Las dos especies estudiadas H.
goudotianum y H. translucidum presentan una hipodermis situada debajo de la epidermis
superior, esta capa de hipodermis es discontinua, sin embargo, no es posible afirmar que la
disposicion se encuentra restringida sélo a las venas superiores e inferiores, ya que seria
indispensable analizar un mayor nimero de individuos. Todzia (1988), detalla que para
Hedyosmum translucidum existe una segunda capa de hipodermis ligada s6lo debajo de las

nervaduras, en este estudio no se observd una segunda capa de hipodermis en Ht.

Los estomas son evidencia de valores taxondmicos y sistematicos tanto en plantas
vivas como en fosiles (Upchurch, 1984, »; Kong, 2001) y también pueden jugar un rol
significativo en enmarcar hipotesis acerca de la evolucion de las angiospermas (Upchurch,
19844, v). H. goudotianum y H. translucidum presentan hojas hipoestomaticas con estomas
confinados solo a la epidermis abaxial, lo que concuerda con Metcalfe & Chalk (1950),

Todzia (1988), Todzia & Keating (1991) y Kong (2001).

De acuerdo al tipo de estomas Metcalfe & Chalk (1950) clasificaron a Chloranthaceae
dentro de las familias con estomas de “tipo especial”, estomas rodeados por varias células
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epidérmicas organizadas; décadas después, Swamy (1953) describe la misma caracteristica
para los géneros Ascarina y Hedyosmum; Baranova en el afio 1983, establece la posibilidad
de formalizar esta clasificacion, ya que este tipo de estomas también estan presentes en otras
familias, y no han sido referidos atin a ningtn tipo descrito, nombrandolos como estomas de
tipo laterociticos, definidos como “estomas flanqueados por 3 o mas células subsidiarias,
todas bordeando los lados laterales del par de células guarda; paredes anticlinales que separan

las células subsidiarias adyacentes que irradian el par de células guarda” (Baranova, 1983).

El tipo de estomas de H. goudotianum 'y H. translucidum de acuerdo a la clasificacion
de Baranova (1983), responden al tipo laterociticos, con 4 a 6 células subsidiaras que rodean
al estoma formando una roseta, los mismos encontrados también en la especie H. brasiliense
(Zaniolo et al., 2001). En los cuatro géneros de la familia Chloranthaceae la cuticula es
excesivamente gruesa alrededor de la apertura estomatica hasta desarrollar un vestibulo con
bordes sobresalientes (Swamy, 1953; Todzia, 1993; Kong, 2001), lo cual fue observado en

los estomas de las dos especies analizadas.

Mesofilo dorsiventral, con un parénquima de empalizada que no estd representado
por un tejido tipico de células alargadas, sino por células cortas poco diferenciables, es la
caracteristica descrita para la familia Chloranthaceae (Metcalfe & Chalk, 1950; Swamy,
1953; Todzia, 1993; Zaniolo ef al., 2001; Zaniolo, 2002). En concordancia con los autores
H. goudotianum y H. translucidum se describen con un parénquima en empalizada atipico

hacia la cara adaxial, seguido de un parénquima esponjoso (Metcalfe & Chalk, 1950).

El resultado de las descripciones anatomicas del género Hedyosmum (Metcalfe &
Chalk, 1950; Todzia, 1988; Todzia & Keating, 1991; Zaniolo et al., 2001; Machado, 2004)
detallan la importancia del tejido de sostén, referido a las esclereidas como posible caracter
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diferencial entre especies. Todzia (1988), basandose en el estudio de un total de 40 especies
del género Hedyosmum explica que los varios tipos de esclereidas son utiles
taxondmicamente, reporta la presencia de esclereidas aisladas o agrupadas dispersas por el
mesofilo y la epidermis y establece tres tipos: a) braquiesclereidas dispersas por el mesofilo
sin ningin patréon en particular, solas o formando grupos de hasta seis; b) esclereidas
irregularmente ramificadas; y ¢) una combinacidon entre braquiesclereidas y esclereidas
ramificadas. Todos estos tipos de esclereidas fueron encontradas en las especies H.
goudotianum y H. translucidum; sin embargo, para esta Ultima especie se observo una
caracteristica evidente que permite la diferenciacion entre los dos taxa analizados, que es la
disposicion de macroesclereidas que se encuentran dispuestas paralelamente a ambas caras
de la epidermis y dispersas por todo el mesofilo, marcando un patrén claro, caracteristica no
encontrada en H. goudotianum. Metcalfe & Chalk (1950) describen también la presencia de
células parenquimaticas esclerificadas presentes en la familia Chloranthaceae, células

también encontradas en las dos especies estudiadas, solas o formando grupos.

La presencia de células secretoras esféricas con contenido oleoso dispersas en el
mesofilo se cita para la familia Chloranthaceae (Metcalfe & Chalk, 1950; Swamy, 1953;
Zaniolo et al., 2001; Machado, 2004), que también pueden ocurrir en la corteza joven y
apéndices florales. La distribucion de estas células secretoras sirve como valor diagndstico
para el género Hedyosmum (Todzia, 1993). En H. goudotianum y H. translucidum se
observaron células de forma esférica y con contenido de color amarillo-marréon dispersas por

el mesofilo.

Las cavidades presentes en la vena media de las hojas de H. goudotianum y H.

translucidum, coinciden con el reporte de los autores, Metcalfe & Chalk (1950), Swamy
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(1953), Todzia (1993), Zaniolo y colaboradores (2001) y Machado (2004), quienes hablan
de canales esquizogenos localizados en la mitad de la nervadura media tanto para el género
como para la familia; en las dos especies estudiadas el numero de estos canales fue variable
al igual que el tamafio de los mismos. La presencia de microcristales en la epidermis,

mesofilo, colénquima también son descritos para la familia Chloranthaceae (Metcalfe &

Chalk, 1950; Zaniolo et al., 2001).

Segun Todzia & Keating (1991) y Todzia (1993), los dientes son uno de los
principales elementos de diferenciacion de las especies de Hedyosmum. En 1975, Hickey &
Wolfe, clasifican los dientes de la familia Chloranthaceae como de “tipo chlorantoide”:
diente con apice glandular, vascularizado por una vena media y laterales accesorias (Hickey
& Wolf, 1975), en la actualidad se describen como mas variables; Todzia (1988) y Todzia &
Keating (1991) describen tres distintos tipos de dientes, que a su vez se subdividen,
considerando pequetias variaciones dentro de cada tipo: 1) diente simétrico ancho con la vena
media usualmente surgiendo de una vena secundaria y situada entre dos pequefias venas
colaterales que convergen y terminan en una punta glandular hidatoda; 2) diente fuertemente
curvado entre el extremo distal de 1a hoja, con el &pice orientado muy cerradamente al margen
distal del sinus; 3) diente de tipo esclerdtico con una prominente punta densamente
esclerotizada, vascularizado por una prominente vena media con 0 a 2 venas laterales

convergiendo bien adentro del margen de la hoja.

Todzia & Keating (1991) citan las especies H. goudotianum y H. translucidum con
el tercer tipo de diente; en el presente trabajo en concordancia con los autores, se describen
las dos especies con dientes densamente esclerotizados. Zaniolo et al. (2001) y Zaniolo

(2002) en la descripcion de Hedyosmum brasiliense reporta la presencia de hidatodos, de

96



acuerdo a nuestras observaciones los hidatodos sdlo se pudieron encontrar en la especie H.
goudotianum, observandose un conjunto de grandes estomas dispersos sobre la base de los
dientes tanto en el haz como envés de la lamina, presentando una caracteristica diferenciable

entre las dos especies en estudio.

Peciolo caracterizado por dos expansiones laterales en la cara adaxial, con presencia
de ductos secretores de mucilagos, se describe para las especies H. brasiliense y H.
arborescens (Swamy, 1953; Occhioni, 1954; Zaniolo et al., 2001; Machado, 2004), en el
peciolo de las especies en estudio se observan evidentes cavidades secretoras esquizogenas
de diferente tamafio, sin embargo, es necesario realizar estudios para determinar las
sustancias de secrecion. Metcalfe & Chalk (1950) describen en la familia Chloranthaceae que
los haces vasculares se disponen formando una curvatura contraria a la cara adaxial, células
pétreas solitarias y en pequefios grupos dispersas por todo el tejido parenquimatoso del
peciolo. Todas estas caracteristicas coincidentes con las observadas en el peciolo de H.
goudotianum y H. translucidum, ademas de la presencia de células parenquimaticas

esclerificadas en grupos o aisladas, microcristales dispersos por todo el tejido.

5.2 Estudios fitoquimicos de Hedyosmum translucidum

Si bien, en bibliografia, existen diversos estudios fitoquimicos sobre la caracterizacion
quimica del aceite esencial de muchas especies de Hedyosmum, son escasos los estudios
similares de otros extractos como etandlico, acuoso (Cong-Mei et al., 2008; Radice et al.,

2019). Dado que en la medicina popular la forma de preparacion de casi todas las especies
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del género es como tintura o infusion de sus hojas, resulta interesante y necesario contar con
un perfil fitoquimico de este tipo de extractos en las especies de Hedyosmum estudiadas en

esta tesis.

Por otra parte, es importante destacar que los flavonoides, son el grupo fitoquimico al
cual le atribuyen la gran mayoria de las actividades bioldgicas de las especies de la familia
Chloranthaceae (Cong-Mei et al., 2008; Zhang et al., 2016), por lo que su caracterizacion es

de sumo interés.

Dentro del género Hedyosmum se ha reportado la presencia de flavonoides (Kaempferol
como uno de los mas comunes), aldehidos fenolicos (vanilina), aldehido protocatéquico,
cumarinas (escopoletina) (Radice et al., 2019). En particular, en el extracto de acetato de
etilo de H. brasiliense se describen la presencia de compuestos como acido rosmarinico
(considerado el principal componente), rosmarinato de etilo, kaempferol, oresbiusina A,
acido vanilico y aldehido protocatéquico; de la fraccion acuosa: kaempferol-3p-o-

glucuronideo, 4acido 4-hidroxi-3-metoxi-benzoico y escopoletina (Sagoe, 2015).

Mediante las pruebas realizadas en esta tesis mostramos la presencia de flavonoides en
los extractos ensayados: hidroalcoholico, hexdnico, de acetado de etilo y acuoso de H.
translucidum; evidenciando la presencia de apigenina en el extracto de acetato de etilo de Hz.
Sin embargo, es necesario realizar un mayor nimero de determinaciones utilizando técnicas
mas especificas (HPLC) para comprobar la presencia de apigenina en otros extractos, y

ademas el perfil de flavonoides presentes en las hojas de Ht.
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Por otra parte, es de nuestro interés realizar estudios similares en los extractos de Hg que
nos permitan comparar la composicion fitoquimica de ambas especies, y estudiar asi la
posibilidad de atribuir las propiedades farmacoldgicas estudiadas a alguno de los

componentes presentes.

5.3 Estudios farmacolégicos

Los estudios farmacologicos efectuados en esta tesis tienen como objetivo fundamental
realizar un screening de actividades en distintos sistemas biologicos, con el fin de ser
utilizados como punto de partida en el estudio mas profundo de las propiedades
farmacoldgicas y los posibles efectos adversos de ambas especies de Hedyosmum. Ademas,
los resultados obtenidos nos permiten evidenciar posibles diferencias o similitudes en las
actividades evaluadas entre H. goudotianum'y H. translucidum. Esta informacion en conjunto
con la correcta identificacion botanica servird no solo para futuras investigaciones, sino
también contribuiran al uso adecuado de las mismas en las comunidades en las cuales son

utilizadas.

Es de radical importancia probar, en los test en donde los resultados son promisorios,
otras preparaciones y otras dosis de Hedyosmum goudotianum y Hedyosmum translucidum.
Si bien, sélo es el principio de este estudio, los resultados son muy valiosos y prometedores

y aportaran al conocimiento de actividades que no han sido estudiadas hasta la actualidad.
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5.3.1 Estudio del efecto de la tintura de Hedyosmum goudotianum y Hedyosmum

translucidum sobre el musculo liso gastrointestinal.

Toda aquella sustancia pura o en preparacion que produzca la relajacion del musculo
liso gastrointestinal posee propiedades antiespasmodicas (Goodman & Gillman, 2016)
incluyendo en este grupo de sustancias a las hierbas medicinales. Las plantas medicinales
han sido ampliamente utilizadas por nuestros ancestros para disminuir el dolor producido por
los calambres o espasmos abdominales (Alonso & Desmarchelier, 2005), de hecho, muchas
plantas medicinales de Latinoamérica son citadas en bibliografia donde se utilizan

folcloricamente con este fin (Gattuso, 2013).

Si bien, la mayoria de estas plantas no poseen estudios cientificos que avalen su uso
como antiespasmodico, diversos autores coinciden que el tratamiento para estas dolencias
menores del tracto digestivo con preparaciones que contengan plantas medicinales, es de gran
importancia debido al bajo costo y al relativo bajo riesgo para la salud, en parte debido a las
formas de preparacion, en donde los principios activos estan en baja concentracion (Gattuso,

2013).

Teniendo en cuenta los estudios realizados en el laboratorio de Farmacologia
(Farmacia - UNLP), la mayoria de las plantas medicinales con actividad antiespasmoédica
ejercen su efecto relajante del musculo liso intestinal no s6lo por la accion de un principio
activo aislado, sino por la actividad conjunta de sus compuestos (Ragone et al., 2007;

Vanegas, 2019).
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En cuanto a los farmacos antiespasmodicos de sintesis, hoy en dia se encuentran en
el mercado aquellos que tienen como mecanismos de accidon principal antagonizar de forma
competitiva los receptores muscarinicos o los canales de calcio en el musculo liso intestinal,
tales como el bromuro de hioscina (derivado de un alcaloide de origen vegetal) o el bromuro
de otilonio, respectivamente (Goodman & Gillman, 2016). También, existe otro grupo de
antiespasmodicos, agentes relajantes directos del musculo liso, como la mebeverina, un

agente derivado de la papaverina, alcaloide derivado del Papaver somniferum (Hani, 2014).

Las plantas medicinales han sido el origen de la mayoria de estos farmacos que en la
actualidad se dispensan en forma de medicamento, regulado por tales leyes, con una
posologia y forma farmacéutica determinada. Si bien la industria farmacéutica tiene un
desarrollo constante y eficaz de productos medicinales sintéticos y bioldgicos, éste hecho no
ha disminuido la importancia de las plantas medicinales en muchas sociedades. En
contrapartida a esta situacion, las naciones industrializadas han ampliado enormemente la
demanda de las plantas medicinales y sus productos derivados (Gattuso, 2013). Ademas,
muchos paises hacen un gran esfuerzo para lograr la reglamentacion de la evaluacion de la
calidad, la inocuidad y la eficacia de las plantas medicinales, apoyando de esta manera a la
medicina popular. Estrategias que en su conjunto implican un gran reconocimiento de la

importancia del uso de plantas medicinales en la atencion de la salud (Valtueiia, 2001).

Como propone la botanica Martha Gatusso en su trabajo “Plantas medicinales en
Latinoamérica”, para la sistematizacion de una puesta en valor de los productos naturales se
necesita una posicion multidisciplinaria compuesta por un minimo de cinco eslabones

entrelazados entre si: a) correcta deteccion e identificacion, b) agrotecnologia, ¢) validacién
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de las propiedades medicinales, d) tecnologia fitofarmacéutica y e) uso racional de las plantas

medicinales y fitoterapia.

Es importante destacar que cuando se hace referencia a las plantas medicinales como
materia prima se hace real hincapié¢ en la calidad de la materia prima, siendo el motivo
principal de discusion, la necesidad y dificultad de contar con principios activos identificados
o marcadores definidos que permitan autenticar y separar las plantas deseadas de las
contaminantes o adulterantes, para lo cual es primordial conocer profundamente su anatomia

botanica y su composicion (Ocampo & Mora, 2010).

También, ante la necesidad de la industria de contar con un principio activo posible
de ser comercializado, una preocupacion no menor son las dificultades del abastecimiento.
En este punto, las variabilidades geograficas, climatoldgicas, edaficas y biologicas, y su
posible control son fundamentales siendo menos abundante la informacion en este campo a
la actualidad (Ocampo & Mora, 2010). Esta preocupacion ha sido el origen de la comparacion
en cuanto a las propiedades anatomicas y farmacologicas de dos especies del mismo género
(Hedyosmum) colectadas a distintas alturas (1.500 y 2.100 m s. m.) en un bosque nativo en

la localidad de San José de Guarumales, en Ecuador.

Dentro del género Hedyosmum, para especies como H. anisodorum, H. arborescens,
H. scaberrimum y H. scabrum se han reportado propiedades digestivas, antiespasmoédicas y
para calmar dolores estomacales simples (Radice et al., 2019). Es posible entonces, que las
especies H. goudotianum y H. translucidum también posean estas propiedades, que no han
sido comprobadas hasta el momento de forma cientifica, pero los pobladores del lugar la
utilizan con ese fin (De la Torre et al., 2008). Sin embargo, tal como lo expusimos con

anterioridad, no hay estudios preclinicos ni clinicos que aborden los efectos de los extractos
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de dichas especies sobre el musculo liso gastrointestinal y menos aun la comparacion de los

posibles efectos entre ellas.

En esta tesis, estudiamos este efecto mediante el uso de curvas concentracion
respuesta en duodeno e ileon aislado de rata, como se describi6 previamente en la seccion de
materiales y métodos 3.5.2 y cuyos resultados fueron mostrados en la correspondiente

seccion 4.3.1.

En nuestros experimentos mostramos que cuando se afiade directamente la tintura al
ileon o duodeno aislado de rata, ninguna de las dos tinturas HgT'y HtT disminuye la linea de
base del registro de fuerza de contraccion, mostrando la ausencia del efecto relajante directo
del musculo liso gastrointestinal. Esto nos permite evidenciar la ausencia de una accion
agonista 32- adrenérgico o inhibidor de la fosfodiesterasa (conocidos mecanismos relajantes

directos del musculo liso intestinal) (Goodman & Gillman, 2016).

Por su parte, a través de las curvas concentracion respuesta, encontramos que ambas
tinturas HgT'y HtT disminuyen el efecto maximo de la curva de carbacol, lo que demuestra
un efecto antagonista muscarinico no competitivo, es decir, no bloquean directamente al
receptor M3 presentes mayoritariamente en el ileon y duodeno de rata. En ambas especies

vegetales este efecto es dependiente de la concentracion utilizada.

Si bien, el efecto general es similar, claramente existe una diferencia importante en el
porcentaje de inhibicion de las CCR de carbacol inducida por cada una de estas especies.
Nuestros resultados muestran una inhibicion mayor con la tintura de Hedyosmum
goudotianum. Para HgT la caida en el efecto maximo es estadisticamente significativo para

todas las concentraciones utilizadas de carbacol en presencia de 6.4 mg de hoja seca/ml de
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tintura, mientras que para HtT la caida en el efecto maximo es solo estadisticamente
significativa a las tres primeras concentraciones de carbacol cuando la tintura se encuentra

en una concentracion de 8 mg de hoja seca/ml de tintura.

Esto queda demostrado a partir del calculo de las concentraciones inhibitorias de
ambos extractos, donde para la tintura de Hedyosmum goudotianum obtuvimos una CI50
(concentracion inhibitoria 50%) = 3.37 + 0.74 mg/ml, mientras que para la tintura de
Hedyosmum translucidum no logramos una inhibicion de la CCR de carbacol que nos permita
el calculo de la CI50. Para este ultimo caso obtuvimos una CI25 (concentracion inhibitoria

25%) =3.15 £ 0.86 mg/ml.

Estos resultados sugieren que la tintura de Hedyosmum goudotianum (HgT) posee
un efecto mas potente que la tintura de Hedyosmum translucidum (HtT) frente a la
contractura ocasionada por activacion de los receptores muscarinicos, demostrando una

clara diferencia entre las especies en la accion antiespasmodica.

Dado que mediante el uso de curvas concentracion respuesta mostramos que la HgT
v HtT actian como antagonistas no competitivos frente a carbacol, hipotetizamos una posible
accion antiespasmodica por bloqueo de los canales de Ca** tipo L del musculo liso. Para
probar esta hipétesis realizamos CCR de Ca®" en ausencia y presencia de distintas
concentraciones de tintura, tanto para H. goudotianum como para H. translucidum. Los
resultados obtenidos mostraron un antagonismo no competitivo en las CCR de Ca?',
sugiriendo la ausencia de un efecto directo a nivel del influjo de calcio. En este caso, HgT

disminuy¢ significativamente y en forma concentracion dependiente el efecto maximo de la
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CCR de Ca*", mientras que HtT sélo produjo este efecto a la mayor concentracion ensayada

(8 mg de hoja seca / ml de tintura).

Este resultado muestra que la tintura de Hedyosmum translucidum posee un efecto
antiespasmodico poco significativo a las dosis de 0.12, 0.4, 1.2 y 4 mg de hoja seca / ml de
tintura, bloqueando casi completamente la contraccién inducida por calcio cuando la

concentracion de tintura es la maxima utilizada (8 mg de hoja seca / ml de tintura).

Por otra parte, la tintura de Hedyosmum goudotianum produce una marcada
disminucién de la contraccion del musculo liso gastrointestinal actuando como antagonista
no competitivo del carbacol y del calcio. La CI50 de HgT frente a la contraccion inducida
por carbacol (3.37 + 0.14, n= 8) resulto significativamente mayor que la CIS0 de HgT sobre
la CCR de calcio (0.27 = 0.14, n= 6, *p<0.05 Test t: t= 3.353, df= 13). Este resultado sugiere
que el efecto antiespasmodico de HgT involucra una via mas sensible al influjo de calcio, y

no tan dependiente de una via exclusiva de la activacion de los receptores muscarinicos.

Existen abundantes reportes en bibliografia que comprueban el efecto relajante de
distintos extractos vegetales por un mecanismo bloqueante de los canales de calcio (Ventura-
Martinez et al., 2011) e inclusive por mecanismos duales (bloqueo de los receptores
muscarinicos y bloqueantes de los canales de calcio) (Mehmood et al., 2010; Ali et al., 2020).
Ademéds, se ha demostrado en muchos casos que el efecto relajante del musculo liso en
general, ya sea gastrointestinal, traqueal o vesical es debido a la accion de los flavonoides
presentes en las preparaciones de distintas plantas medicinales y la capacidad de estos

componentes de bloquear los canales de calcio (Nigusse ef al., 2019; Zoofisahn et al., 2019).
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En trabajos anteriores, en nuestro laboratorio hemos mostrado la actividad
antiespasmodica de varias plantas medicinales tales como: Aloysia citriodora, Gomphrena
perennis, Schinus lentiscifolius, entre otras; mostrando también un efecto relajante del
musculo liso intestinal con similar comportamiento al encontrando para ambas especies de
Hedyosmum ensayadas en esta tesis (Ragone et al., 2007; Bonilla, 2017; Vanegas, 2019).
Blanco y colaboradores (2013), también en nuestro laboratorio mostraron que verapamil, un
conocido bloqueante de canales de Ca** disminuye el efecto maximo en las CCR de Ca** en
intestino aislado de rata, los autores sugirieron que el modo de unidn del verapamil desde el
interior del canal de calcio podria ser la causante de que no se comporte como un tipico
antagonista competitivo (con corrimiento de la CCR hacia la derecha sin modificar el efecto
maximo de respuesta a la contraccion) (Blanco et al., 2013). Tanto las CCR de HgT como

las de HtT presentan un comportamiento comparable al encontrado por Blanco y col (2013).

Existen, ademads, algunos reportes que muestran la presencia de flavonoides en
diferentes especies de Hedyosmum y correlacionan las actividades expuestas en la medicina
popular de estas plantas medicinales con la presencia de los mismos (Radice et al., 2019).
Por otra parte, existe un gran nimero de trabajos experimentales que prueban que los
flavonoides pueden suprimir la contractilidad del musculo liso debido a su habilidad para

inhibir el influjo de calcio (Yang et al., 2014; Lanuzza et al., 2017).

Por lo tanto, es posible hipotetizar que HgT'y HtT actien a nivel del canal de Ca** de
manera similar a verapamil. Siendo HgT levemente mds potente que Ht7T aunque esta
tendencia no es estadisticamente significativa (CI50= 0.27 + 0.17 para HgT vs 0.27 = 0.17

para HtT, n= 6, Test t: P=0.5791, t= 0.5689, df= 13).

106



En las pruebas de identificacion de flavonoides realizadas en la Catedra de
Farmacognosia hemos mostrado la presencia de este grupo fitoquimico en nuestros extractos
y la posible existencia de apigenina en el extracto de acetato de etilo, preparado a partir de

las hojas de Hedyosmum translucidum, mediante un analisis cromatografico de flavonoides

por cromatografia en capa delgada.

Por lo tanto, podria ser posible que la presencia de flavonoides en la tintura de Ht sea
responsable en parte de la accion antiespasmddica gastrointestinal de H¢7. En este aspecto,
otros autores mostraron el efecto relajante de apigenina aislada de extractos de Apium
graveolens sobre la contraccidon de aorta de rata, concluyendo que el efecto relajante de este
flavonoide es debido principalmente a la supresion del influjo de Ca®" a través de canales de
calcio, operados tanto por voltaje como por receptor y no por inhibicion de las
fosfosdiesterasas (PDE) dependientes de cAMP o cGMP (Ko ef al., 1991). Por otro lado, en
traquea aislada de cobayo el efecto relajante de apigenina podria ser debido a la inhibicion
de la actividad de ambas PDEs ademds de la reduccion de las concentraciones de Ca**

intracelulares por inhibicion del influjo del mismo (Chen & Ko, 2017).

Es posible entonces que la presencia de flavonoides en la tintura de Ht, dentro de los
cudles podria encontrarse la apigenina sea en parte la responsable del efecto observado en

los preparados de duodeno e ileon aislado de rata.

Por otro lado, nuestros resultados nos permiten desestimar la posibilidad de que el
efecto antiespasmddico encontrado sea por inhibicion de la PDE dado que no hay relajacion
directa del tono basal cuando se pone en contacto la tintura y el tejido en la cuba, como se

describid anteriormente. Ademas, estos reportes estdn de acuerdo con la respuesta frente a
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las CCR de calcio obtenida en nuestros experimentos y la similitud con las CCR de verapamil

realizada por Blanco y colaboradores (2013).

Frente a estos resultados reafirmamos el interés de confirmar en estudios posteriores
no solo la presencia de apigenina en la muestra de Hedyosmum translucidum, sino también

realizar estudios fitoquimicos similares con la muestra de Hedyosmum goudotianum.

5.3.2 Estudio de los efectos de la infusion sobre la conducta de ratones Hedyosmum

goudotianum y Hedyosmum translucidum

Dado que los usos tradicionales mds reportados para el género Hedyosmum son los
asociados a sus propiedades sedativas y antidepresivas (Radice et al, 2019) evaluamos
preclinicamente las propiedades sobre la conducta de la infusion al 5% de Hedyosmum

goudotianum 'y Hedyosmum translucidum a dosis de 25 mg/kg.

Para evaluar la actividad espontanea de los ratones se realizo el test del campo abierto,
el cual ha sido utilizado y validado en nuestro laboratorio previamente (Ragone et al., 2007).
A través de la evaluacion de la locomocion, acicalamientos y enderezamientos de los
animales tratados, es posible evaluar los efectos de la sustancia en estudio (Céardenas &

Navarro, 2002).

Debido a que el etanol produce accidon depresora del sistema nervioso central
(Blednoy et al., 2017; Johnson et al., 2017) y podria distorsionar los posibles efectos

producidos por los extractos vegetales en estudio, elegimos realizar el extracto acuoso de Hg
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y de Ht para el estudio de los efectos centrales de ambas plantas medicinales. Por lo tanto, en
esta tesis se evaluaron las infusiones de Hedyosmum goudotianum y Hedyosmum

translucidum.

Diazepam (1 mg/kg) disminuy6 la movilidad espontanea de manera estadisticamente
significativa con respecto a la solucion fisiologica. Este resultado valida el test dado que el
diazepam es una benzodiacepina con efecto sedante conocido (Goodman & Gillman, 2016).
La infusion de ambas especies de H. goudotianum 'y H. translucidum, mantuvieron el nimero
de lineas cruzadas similar al grupo control negativo (NS vs SF), a diferencia del diazepam
que las redujo como se describio anteriormente (Figura 36). Sin embargo, tanto la infusion
de Hg como de Ht disminuyeron el nimero de enderezamientos durante 5 minutos de forma
similar que diazepam (Figura 37). A pesar de esto, ninguna de las infusiones modifico el
nimero de acicalamiento (no se muestran). Las infusiones de Hg y Ht no mostraron efectos
sedantes dado que no modificaron la movilidad espontdnea de ratones, pero disminuyeron
su capacidad exploratoria, sin diferencias entre ambas especies a la dosis empleada de 25

mg/kg.

Por lo tanto, a la dosis estudiada ninguna de las dos especies ensayadas de
Hedyosmum mostro efecto sedante en el test de campo abierto a diferencia de otras especies
de Hedyosmum como H. brasiliensis, Tolardo y col (2010) mostraron que el extracto

etanolico obtenido a partir de las hojas de esta especie mostrd efecto sedante.

Segun datos bibliograficos, sustancias con accion ansiolitica tienden a reducir el
nimero de exploraciones y aumentar el nimero de lineas cruzadas (Willner, 1991). En

nuestro trabajo encontramos, que si bien, no hay diferencia en la movilidad espontanea, existe
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una tendencia a aumentar el nimero de lineas cruzadas sobre todo al inicio del test con la
infusion de Hg y existe una disminucion estadisticamente significativa del nimero de
exploraciones, por lo que es posible que las infusiones de Hg y Ht tengan un efecto ansiolitico
que no ha podido ser evidenciado en el test de campo abierto mediante la evaluacion del

numero de lineas cruzadas.

En primera instancia evaluamos el posible efecto ansiolitico de ambas infusiones
mediante el test de supresion del alimento. Este test es un modelo experimental de respuesta
incondicionada donde se mide el consumo de alimento en un nuevo ambiente bajo privacion
previa del mismo, por lo que la reduccion del tiempo en que el animal tratado toma contacto
con el alimento por primera vez (tiempo de latencia para comer) se interpreta como un
comportamiento relacionado con la ansiedad (Bodnoff et a/, 1988). Tanto iHg como iHt a
dosis de 25 mg/kg disminuyeron significativamente el tiempo de latencia para comer, al igual
que Dzp (control positivo, figura 40). Estos resultados sugieren que las infusiones ensayadas

poseen un marcado efecto ansiolitico similar a diazepam.

Sin embargo, ambas infusiones también disminuyeron drasticamente la cantidad de
alimento ingerido en la casa jaula durante 5 minutos pos-test, mientras que diazepam no lo
modificd en comparacion con la solucion fisiologica. La caida en el consumo de alimento
inmediatamente posterior al experimento sugiere un posible efecto anorexigeno de los
extractos ensayados (Figura 41). Este test de supresion del alimento posee ciertas ventajas
dado que es una prueba rapida, sencilla y econdomica, sin embargo, tiene cierta sensibilidad
bidireccional, en cuanto a las manipulaciones de ansiedad y al requerimiento de la privacion

de alimento (Pellow et al., 1985,).
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Dado que algunos autores interpretan la reduccion del tiempo de latencia para comer
en el test de supresion de alimento no s6lo como un comportamiento similar a la ansiedad,
sino también como un comportamiento relacionado con la depresion (Bodnoff ez al., 1988)
y puesto que hay antecedentes de actividad ansiolitica y antidepresiva de otra especie de
Hedyosmum, particularmente el Hedyosmum brasiliensis (Goncalves et al., 2012), testeamos
las infusiones de Hg y Ht en el test de suspension de la cola para evaluar su efecto
antidepresivo, y en el test de laberinto en cruz elevado para evaluar su efecto ansiolitico por

un método adicional al ya realizado.

El test de laberinto en cruz elevado, es uno de los modelos de respuesta
incondicionada mas usados en los estudios preclinicos para evaluar la capacidad ansiolitica
ya sea de plantas medicinales o de drogas de sintesis, dado que es fécil de realizar, puede
automatizarse facilmente y los resultados son validos y reproducibles (Walf & Cherly, 2007).
En este test se muestra como determinadores de ansiedad la menor entrada en los brazos
abiertos, de manera opuesta existe mayor grado de ansiedad cuando la exploracion en los
brazos cerrados es menor que en los brazos abiertos dado que es el espacio desprotegido por

el animal testeado y por ende una potencial amenaza (Pellow et al., 1985y).

En nuestros experimentos no encontramos diferencias significativas ni en el numero
de entradas ni en el tiempo de permanencia en las ramas cerradas entre los tratamientos. En
cambio, se evidencid un menor numero de entradas en las ramas abiertas tanto para el grupo
con solucion fisioldgica como para los grupos de ratones tratados con las infusiones de Hg'y
Ht a dosis de 25 mg/kg. Esta caida en el numero de entradas y el tiempo de permanencia en
ramas abiertas para SF, Hg y Ht fue estadisticamente significativa en comparacion con

nuestro control positivo (diazepam). Estos resultados evidencian la ausencia de un efecto
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ansiolitico de las infusiones de ambas plantas medicinales a los 30 minutos del experimento.
Sin embargo, a partir de la medicion a los 60 minutos, las infusiones de Hg y Ht revierten

este efecto, aunque no es significativo el aumento.

En concordancia, a los 120 minutos, los ratones tratados con las infusiones de Hg y
Ht permanecen en las ramas abiertas un tiempo semejante a los ratones tratados con
diazepam, el cual es significativamente mayor que en los ratones tratados con solucion
fisiologica, evidenciando un efecto amsiolitico similar a diazepam para las especies de

Hedyosmum estudiadas.

Estos resultados son acordes a los efectos encontrados en el test de supresion de
alimento, donde los ratones son evaluados a la hora de ser tratados con la inyeccion peritoneal
correspondiente. Es posible entonces que los efectos ansioliticos no puedan observarse a un

tiempo anterior a los 60 minutos desde la administracion en ratones.

Por otra parte, trabajos realizados por otros autores donde se evalud el efecto
ansiolitico de diferentes extractos de plantas medicinales y apigenina como uno de sus
principales constituyentes mediante el test del laberinto en cruz elevado, han mostrado que
es justamente apigenina el compuesto responsable de la accion ansiolitica evidenciada
(Kumar & Sharma, 2006). Nuevamente, teniendo en cuenta la posible presencia de apigenina
en nuestras muestras de Hedyosmum translucidum podriamos postular a dicho flavonoide
como responsable al menos en parte de esta accion, sin embargo, es necesario confirmar la
presencia de este flavonoide en particular en nuestro extracto y hacer lo propio con el extracto

de Hedyosmum goudotianum.
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Si bien el objetivo del ensayo del test de supresion del alimento fue evaluar un posible
efecto ansiolitico de las infusiones, el resultado obtenido con el consumo de alimento es de
suma importancia. Un aumento en la cantidad de comida ingerida en la casa-jaula podria ser
indicativo de un ratébn con mayor apetito, lo que determina un importante sesgo en la
determinacion del tiempo de latencia del raton a comer (Jung et al., 2014). Cuando el test es
puesto a prueba con un control positivo como es diazepam, la cantidad de comida ingerida
en la casa-jaula no varia comparado a la cantidad ingerida por el grupo de ratones tratados
con solucidn fisioldgica, mostrando que el menor tiempo de latencia inducido por diazepam
estd asociado a menor aversion por lo desconocido y no por una accion en el centro del

apetito.

En nuestros ensayos, por el contrario, los ratones tratados con iHg e iHt disminuyeron
significativamente la cantidad de comida ingerida en la casa-jaula, siendo este efecto mas
macado para la infusion de Hg que para Ht, este hallazgo podria estar asociado a una
reduccion del apetito inducido por dichas infusiones. Para comprobar, entonces, la existencia
de un posible efecto inhibidor del hambre de las especies de Hedyosmum estudiadas en esta
tesis, se realizd el test anorexigeno para ambas infusiones en la misma dosis utilizada segiin

lo descripto en Materiales y Métodos de esta tesis (seccion 3.5.3.5).

En este test, encontramos una importante diferencia entre ambas especies de Hedyosmum,
mientras que 1Hg disminuy6 el consumo de alimento a todos los tiempos medidos siendo
estadisticamente significativa esta diferencia a las 6 y 16 horas, iHt no lo modifico, en
concordancia con la tendencia observada en el test de supresion de alimento. Estos resultados

muestran un efecto anorexigeno de la infusion de Hg, efecto que la diferencia de 1Hz¢.
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Para evaluar los efectos antidepresivos de las infusiones de Hg y Ht utilizamos el test de
suspension de la cola (TST), donde los ratones son suspendidos por sus colas durante 6
minutos y se registra la cantidad de tiempo que pasan inmoviles como medida de la actividad
antidepresiva de la sustancia en estudio (Cryan et al., 2005). En este test se espera que las
sustancias con actividad antidepresiva disminuyan la inmovilidad en el raton suspendido.
Esta prueba tiene como ventaja la capacidad para detectar un amplio espectro de
antidepresivos, es econdmica, metodoldgicamente poco sofisticada y puede ser facilmente

automatizada (Cryan & Mombereau, 2004).

Ademas, si comparamos el TST con el test de natacion forzada (FST) también utilizado
para evaluar la actividad antidepresiva de una sustancia, el TST evita cualquier posible
confusién inducida por la exposicion hipotérmica que pueda ser problematica en el FST y
evita la necesidad de que el raton nade, lo que puede ser relevante para examinar los efectos
de ciertos animales donde la coordinacidon motora puede verse comprometida (Cryan &

Mombereau, 2004).

En nuestros experimentos la sujecion del raton de su cola fue realizada a través de una
cinta como se muestra en la Figura 13 (Seccion Materiales y Métodos), los mismos fueron
filmados y los animales que treparon por la cola fueron eliminados de un analisis posterior,

ya que se consider6 un aprendizaje de escape en los mismos.

En el TST, encontramos que tanto la infusion de Hg como la de Ht a dosis de 25 mg/kg
mostraron una disminucion del tiempo de inmovilidad similar a clomipramina, sugiriendo un

efecto antidepresivo de ambas especies de Hedyosmum.
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Existen reportes bibliograficos que comprueban el efecto antidepresivo de H.
brasiliensis. En los estudios realizados por Goncalves y col (2012), los autores evidenciaron
el efecto antidepresivo de un extracto etanolico de H. brasiliensis dado que disminuy6 el
tiempo de inmovilidad en el FST. Ademas, mostraron que el mismo extracto no modifico la
locomocion en el test de campo abierto, demostrando asi que los efectos de inmovilidad
observados en el FST no son debidos a una actividad psicoestimulante (Goncalves et al.,

2012).

Nuestros resultados con las infusiones de Hg y Ht concuerdan con los obtenidos por
Goncalves y col (2012) con el extracto etandlico de H. brasiliensis, dado que muestran un
efecto antidepresivo evaluado por el TST y no hay cambios en la movilidad espontanea

evaluada en el test campo abierto.

Aunque ambos test mencionados para evaluar la actividad antidepresiva de una sustancia
son considerados modelos de depresion con buena validez predictiva (Goncalves et al., 2012)
es conocido que el espectro de compuestos activos en el FST y TST se superpone, pero no
es idéntico (Bai et al., 2001). Existe evidencia farmacologica que avala la idea de que las vias
neuroquimicas que median el comportamiento en la FST y la TST no son idénticas, y que
tales diferencias farmacoldgicas también podrian involucrar factores farmacocinéticos que
pueden confundir la interpretacion de estos datos (Bai et al., 2001). Es por ello que es de

nuestro interés evaluar las infusiones de Hg y Ht en el FST en una etapa proxima.
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6. CONCLUSIONES
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Nuestros resultados contribuyen al conocimiento de las plantas nativas del Ecuador
utilizadas con fines medicinales, abarcando el estudio desde un punto de vista morfo-
anatomico y farmacoldgico de las especies Hedyosmum goudotianum y Hedyosmum

translucidum pertenecientes a la familia Chloranthaceae.

6.1. Estudios anatomicos

Hedyosmum es un género que incluye varias especies de valor medicinal, los
caracteres empleados en su determinacion se basan principalmente en la flor e inflorescencia,
ademas de sus caracteres foliares, por lo que el valor de los caracteres anatomicos en la

diferenciacion de las especies de este género es ineludible.

En este estudio anatdmico se revela la importancia de ciertos caracteres histologicos
para la determinacidn en un principio del género y también de las dos especies en estudio, en
donde caracteristicas como: células poligonales de la epidermis con paredes anticlinales
rectas y gruesas, tipo de estomas laterociticos, presencia de células secretoras, mesofilo
conformado por un parénquima en empalizada atipico seguido de un parénquima
esponjoso, abundancia y el tipo de esclereidas presentes en el mesofilo, tipo de dientes y la
presencia de canales esquizogenos; son constantes y entonces podrian ser usadas para
clarificar ciertos procesos de clasificacion morfoldgica, ademas de ser una herramienta

marcador para estas especies.
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Existen ciertas caracteristicas puntuales que permiten distinguir la identidad entre las

dos especies:

Estructura del mesdfilo: para Hedyosmum goudotianum la presencia de 4-6 capas de
parénquima en empalizada atipico seguido de 6-7 capas de parénquima esponjoso, diferente
al mesofilo de H. translucidum con 2-3 capas de parénquima en empalizada atipico y 10-12

capas de parénquima esponjoso.

Hidatodos: La presencia de hidatodos dispuestos sobre la base del diente de H.

goudotianum que no estan presentes en H. translucidum.

Esclereidas: La presencia de macroesclereidas y braquiesclereidas dispuestas
perpendicularmente a la epidermis del haz y envés de las hojas de H. translucidum, patron

no diferenciado para H. goudotianum.

6.2. Estudios farmacoldgicos

Mediante el estudio farmacologico en distintos sistemas biologicos, hemos

demostrado que:

Las tinturas de Hedyosmum goudotianum (HgT) y Hedyosmum translucidum (HtT)
poseen actividad antiespasmodica mediante un antagonismo no competitivo de los

receptores muscarinicos y del influjo de calcio.

La tintura de H. goudotianum posee un efecto antiespasmodico mds potente que la

tintura de H. translucidum, frente a la contractura ocasionada por activacion de los
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receptores muscarinicos. Ambas tinturas presentan un patron similar al de verapamil en las

CCR de calcio, el cual ha sido reportado ser tipico de flavonoides.

Las infusiones de H. goudotianum y H. translucidum no mostraron efectos
sedantes sobre la movilidad espontdnea de los ratones en el test de campo abierto a dosis
de 25 mg/kg, mientras que ambas poseen un marcado efecto ansiolitico similar a diazepam,

resultado validado en el test de supresion de alimento y laberinto en cruz.

La infusion de H. goudotianum a dosis de 25 mg/kg muestra un efecto
anorexigeno, al disminuir significativamente el consumo de alimento por los ratones,
testeados en primera instancia en el test de supresion de alimento y corroborados en el test

anorexigeno. Este efecto no fue evidenciado con la infusion de H. translucidum.

Tanto la infusion de H. goudotianum como de H. translucidum muestran un efecto
antidepresivo en el test de suspension de cola en ratones, presenciado por una disminuciéon

del tiempo de inmovilidad similar a clomipramina.

A partir de estos resultados surge la necesidad de probar otras dosis de infusiones de

ambas especies de Hedyosmum y realizar un analisis fitoquimico de las mismas.
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Desde la ciencia, el estudio de los organismos implica un trabajo multidisciplinario, las
plantas, animales y demads seres que cohabitan con nosotros poseen una historia evolutiva
que trae consigo un acervo genético silencioso, esto ha permitido que hasta la actualidad se
desarrolle la vida sobre el planeta. Este complejo dindmico, sin lugar a duda ha sido el
impulso para que los organismos colonicen todos los ambientes, con adaptaciones y

propiedades extraordinarias, de las cuales hasta la actualidad los humanos hemos hecho uso.

Es por ello que, se reconoce de primera instancia el valor histérico de los saberes de
nuestros pueblos en cuanto al uso de las especies vegetales, pero se remarca la importancia
de validarlos cientificamente, sin el hecho de desvalorizar los mismos, sino de complementar
e identificar otros posibles efectos, asi como las dosis y la manera de preparacion, teniendo
en cuenta que los compuestos que contienen las plantas no son inocuos y que en muchos

casos podrian resultar hasta toxicos.

El valor del uso de las especies nativas de cada region, también es tema de énfasis en esta
tesis. Comprender que el aprovechamiento de los recursos que nos brinda el bosque estan
relacionados con la comunidad que los sabe utilizar, y por lo tanto, los saberes son enormes
en cada region. Asi como la distribucion de las especies, que, el enfrentarse tanto a cambios
bioticos como abidticos, ha repercutido en los metabolitos que éstas producen, entonces su

funcién no podria esperarse igual en los diferentes ecosistemas en los que se desarrollan.

La sintesis de todas estas caracteristicas evidencia un ciclo complejo, ademas, de todo lo
que conlleva la existencia de las especies y su relacion con el ser humano; el largo camino
que han tenido que pasar, ha llevado a las plantas a que sean organismos Unicos,
autosuficientes y generadores de vida. Por lo tanto, nuestra relacion con ellas no s6lo implica
su aprovechamiento sino su conservacion y respeto.
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