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RESUMEN

El presente estudio experimental tuvo como objetivo determinarlasactividades antihipertensivay toxica del extracto metandlico
de Calceolaria myriophylla (zapatilla). Se utilizaron ratones albinos machos Mus musculus BALB/c, de dos meses con peso de 25+5
gramos para la induccion de hipertension arterial con la administracion de N-nitro-L-arginina metil eter (L-NAME) a dosis de 130
mg/kg/dia, via oral durante siete dias, midiéndose la presion arterial basal, y post induccién. Los ratones fueron divididos en seis
grupos de diez animales: grupo control negativo (agua destilada), control positivo (L-NAME), grupos experimentales a dosis de 200,
400y 600 mg/kg del extracto metandlico, y enalapril a 75 mg/kg. Se administro el tratamiento durante 30 dias continuos, midiendo
la presion arterial cada cinco dias. El estudio de toxicidad cronica se determind a dosis repetidas por 60 dias en ratas albinas machos
de raza Holtzmann con peso de 180+20 gramos, normotensas, distribuidas en tres grupos de seis animales cada uno, utilizando
dosis de 400 y 600 mg/kg. El extracto metandlico de Calceolaria myriophylla presenté abundante cantidad de compuestos fendlicos,
mejor efecto antihipertensivo a dosis de 600 mg/kg comparado con enalapril y no present6 toxicidad cronica a las dosis evaluadas;
concluyéndose que presentd actividad antihipertensiva sin efectos toxicos.
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SUMMARY

Objective of this experimental study was to determine the antihypertensive and toxic activities of methanolic extract from
Calceolaria myriophylla (zapatilla). Male albino mice Mus musculus BALB/c of two months, 25+5 g weigth, were used for induction of
hypertension with N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) administered at doses of 130 mg/kg/day, orally for seven days, measuring
baseline and post induction blood pressure. The mice were divided into six groups of ten animals: negative control (distilled water),
positive control (L-NAME), experimental groups at doses of 200, 400 and 600 mg/kg of methanolic extract, and enalapril group to
doses 75 mg/kg. The treatment was administered for 30 days continuous and blood pressure was measured every five days. The study
of chronic toxicity was determined to repeated doses for 60 days in normotensive rats, divided into three groups of six animals each
group; using doses of 400 and 600 mg/kg. The methanolic extract from Calceolaria myriophylla presented abundance of phenolics
compounds, better antihypertensive effect at the dose of 600 mg/kg compared with enalapril and it did not show chronic toxicity at the
doses evaluated; concluding that the methanolic extract showed antihypertensive activity without toxic effects.

Keywords: Calceolaria myriophylla, antihypertensive activity, chronic toxicity, albino mice.

INTRODUCCION parecidas a las “zapatillas o zapatos”, de ahi su nombre
comun. Se encuentra en laderas y cercos de piedra
hasta los 4000 metros de altitud 3. Las flores tienen
corola bilabiada con la parte inferior hinchada, la
inflorescencia tiene 3-10 flores, las ramas son blancas
y las hojas son pequeiias, elipticas a ovaladas * (figura
1). Existen multiples reportes etnobotdnicos de sus
propiedades terapéuticas, entre las que destacan el
tratamiento de afecciones renales y vias urinarias,
reumatismos, regulaciones menstruales, infecciones,
ulceras gastricas y dolores estomacales; sin embargo,
existen escasos estudios cientificos que validen
estas aplicaciones 35 La presente investigacién
farmacolégica tuvo como objetivo evaluar el actividad

principales factores de riesgo cardiovasculary
causadirectade morbilidady mortalidad enlos
paises desarrollados, estando implicada en la enfermedad
isquémica cardiaca, insuficiencia cardiaca, enfermedad
vascular cerebral, nefropatias y alteraciones organicas
y funcionales originadas por lesiones microvasculares
1. por lo tanto, el tratamiento antihipertensivo previene
complicaciones cardiovasculares, cerebrovasculares
y renales, pudiendo incluir el control de factores de
riesgo y de enfermedades asociadas que generan mayor
riesgo. En la actualidad existe diversidad de esquemas
de tratamiento, pero la mayor _parte presentan efectos antihipertensiva y tdxica del extracto etanolico de
secundarios y sus costos determlnar} que el paciente, por gty especie en ratones con hipertension inducida
lo general, no contintie con su terapia “. por L-NAME, para sustentar su posible uso como
Calceolaria myriophylla es una hierba anual terapia alternativa o coadyuvante al tratamiento de la

de 20 a 30 cm de altura, cuyas flores amarillas son hipertension arterial.

I a hipertensién arterial (HTA) es uno de los
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Figura 1. Calceolaria myriophylla “Zapatilla”.
MATERIALES Y METODOS

Es una investigacion experimental de tipo descriptivo,
analitico, prospectivo y longitudinal, realizada en la Facultad
de Medicinade la Universidad Nacional Mayorde San Marcos.

Material biolégico

Se utilizaron ratones albinos machos Mus musculus
BALB/c de 2 meses, con peso de 25+5 g, y ratas albinas
macho de raza Holtzmann con peso de 180+20 g.

Recoleccidon y obtencion de la muestra vegetal

La planta en estudio fue recolectada en el distrito
de Q'orao (3500 metros de altitud), provincia del Cusco,
regién Cusco. Se colect6 la planta entera en su estado
silvestre (hojas, tallos y flores) sin raiz. La muestra se
sometio a secado en un horno a temperatura constante de
35°C, luego se realiz6 la molienda y finalmente el tamizaje
para uniformizar el pulverizado.

Obtencion del extracto metanolico y analisis
fitoquimico

El extracto se obtuvo en una proporciénde 20% (P/V)
en metanol, para lo cual se procedié a la maceracién de la
muestra seca pulverizada por15 dias, pasando el macerado
a filtracién y luego a evaporacién para obtener el extracto
seco 8, que fue conservado de 4 a 8°C y posteriormente
sometido a andlisis fitoquimico —basado en reacciones
de coloracion o precipitacién- para la determinacion de
metabolitos secundarios ’.

Tabla 1. Andlisis fitoquimico del extracto metanélico de
Calceolaria myriophylla.

Metabolitos

Reactivos Secundarios  Reaccion
Reaccién con tricloruro férrico 1% Compuestos fendlicos — +++
Reaccién de Shinoda Flavonoides ++
Reaccioén de la gelatina - sal 1% Taninos +
Reaccion de Dragendorff Alcaloides +
Reacciéon de Mayer Alcaloides +
Reaccidén de hidréxido de sodio Quinonas +
Reaccién de Molish Glicésidos =

(+++) Abundante cantidad, (++) Regular cantidad,
(+) Poca cantidad, (-) Ausente.

Figura 2. Medicién incruenta de la presion arterial

Determinacion de la actividad antihipertensiva
en ratones

Para la medicién de la presién arterial se utilizo
un medidor de presion arterial incruento, que es un
instrumento con memoria basado en un microprocesador
especifico disefiado para realizar la medicion indirecta de
la presidn sanguinea en animales de experimentacion
(figura 2). La induccion de la hipertensién arterial se hizo
administrando N-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME)
a dosis de 130 mg/kg/dia, via oral, durante siete dias, en
ratones albinos, con monitoreo de la presion arterial
sistolica, diastdlica y media, en los estadios basal y post
induccion &9,

Los animales fueron mantenidos en jaulas de
crianza acondicionados al ambiente de laboratorio con
un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas a temperatura de
24+2°C. 60 ratones, pesados, distribuidos al azar en seis
grupos de diez animales cada uno, y marcados, fueron
privados de agua y alimentos 12 horas antes del inicio
de procedimientos, al cabo de las cuales se les midid la
presion arterial basal antes de la induccion con L-NAME.
Los grupos formados fueron: 1: agua destilada; 2: L-NAME
(130 mg/kg) 1% 3, 4y 5: L-NAME + extracto metanolico
a dosis de 200, 400 y 600 mg/kg, respectivamente; y 6:
L-NAME + enalapril a dosis de 75 mg/kg.

La presion arterial se midio colocando el sensor en
el tercio medio de la cola del animal con previa dilatacion
a una temperatura de 30 a 35°C. En cada sesion se registro
el promedio de tres mediciones por ratén. Se hicieron en
total 6 sesiones con cada espécimen —una cada cinco dias,
durante un periodo de 30 dias-). Los datos de presion
arterial sistdlica, diastolica y media fueron expresados en
mmHg.

Determinacion de la toxicidad cronica

Los animales de experimentacion, adaptados a las
condiciones de laboratorio, fueron marcados y pesados
periédicamentehastalaculminaciéndel ensayo. Seutilizaron
24 ratas divididas al azar en tres grupos de ocho animales: 1:
control agua destilada; 2 y 3: extracto metandlico a dosis de
400 y 600 mg/kg, respectivamente. La administracién, en
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Tabla 2. Efecto antihipertensivo sobre la presién arterial sist6lica del extracto metandlico en ratones con hipertensién inducida por L-NAME.

Tratamiento PB PPI PS1 PS5 PS10 PS15 PS20
Control sin L-NAME 106,24 + 1,23 105,34 + 0,662 104,7+1,76 106,17 1,21 108,86 + 1,83 110,83+ 1,47 110,93+ 1,10
Control con L-NAME 107,07 +1,09 161+1,33 161,7+1,40? 1549+0,72° 14756+1,33" 13984+1,51" 126,66+1,19"
Extracto 200 mg/kg 105,47 1,89 159,39 + 1,24 154,9+0,72 147,56+1,33 139,84+ 1,51 126,66+ 1,19 113,63 0,42
Extracto 400 mg/kg 103,53 +2,23 159,89 + 1,14 147,56+ 1,33 139,84+ 1,51 126,66+ 1,19 126,66+ 1,19 109,43 + 1,58
Extracto 600 mg/kg 107,06 + 1,64 162,74 +1,87 137,77 +1,28° 124,34+ 1,12° 113,63+0,42° 106,51 +1,92¢ 109,43 + 1,58
Enalapril 75 mg/kg 107,78 + 1,36 153,19+ 1,12 144,57 +0,71 133,62 +0,58 124,34 +1,12 113,63+0,42 106,51+ 1,92

Los valores son expresados como media + error estandar. PB=Presién Basal, PPI=Presion Postinduccién, PS=Presion Sistdlica segun dia de medicién (1, 5, 10, 15, 20).
Existe diferencia significativa entre las medias de los grupos con respecto al grupo control sin L-NAME (p<0,05) (a), con respecto al grupo control con L-NAME
(p<0,05) (b) y existe diferencia significativa entre las medias del grupo de 600 mg/kg con respecto a los grupos de 200 mg/kg, 400 mg/kg y enalapril (p<0,05) (c).

Tabla 3. Efecto antihipertensivo sobre la presion arterial diastélica del extracto metandlico a ratones con hipertension inducida por L-NAME.

Tratamiento PB PPI PD1 PD5 PD10 PD15 PD20
ControlsinL-NAME 85,11+1,81 839+1,67% 7957+1,70 7881+158 7945+227 81,99+1,09 81,6+1,32
Control con L-NAME 84,14 +2,3 134,74 +2,72 136,16 +4,10° 1254+1,94° 127,09+255" 119,17+153® 103 +1,08°
Extracto 200 mg/kg 81,59+ 2,01 133,63 +2,48 1254+1,94 127,09+2,55 119,17+1,53 103+1,08 87,14 +3,24
Extracto 400 mg/kg 79,53 +1,96 138,34 +2,09 127,09 +2,55 119,17+1,53 103 +1,08 103 + 1,08 82,6 2,2
Extracto 600 mg/kg 83,46 +2,45 13525+1,39 9694+1,69¢ 8564+206°¢ 87,14+324° 7962+278° 82,6%22
Enalapril 75 mg/kg 80,76+ 1,84 12928+4,71 11987 +190 9506+199 8564+206 87,14+324 79,62+278

Los valores son expresados como media * error estandar. PB=Presion Basal, PPI=Presién Postinduccion, PD=Presién Diastdlica seguin dia de tratamiento (1, 5, 10, 15, 20).
Existe diferencia significativa entre las medias de los grupos con respecto al grupo control sin L-NAME (p<0,05) (a), con respecto al grupo control con L-NAME
(p<0,05) (b) y existe diferencia significativa entre las medias del grupo de 600 mg/kg con respecto a los grupos de 200, 400 mg/kg y enalapril (p<0,05) (c).

Tabla 4. Efecto antihipertensivo sobre la presion arterial media del extracto metandlico a ratones con hipertension inducida por L-NAME.

Tratamiento PB PPI PM1 PM5 PM10 PM15 PM20
Control sin L-NAME 92,33 +1,45 91,35+1,39% 881+1,51 87,94 +1,33 89,32+1,67 91,9 £0,92 90,94 + 1,05
Control con L-NAME 91,76 + 1,83 143,62 + 1,92 143,79+3,09° 135,68+ 1,27 134,69+3,74 126,16+1,28 110,72 +0,87
Extracto 200 mg/kg 89,6 + 1,86 142,2+1,48 135,68+1,27 134,69+3,74 126,16+1,28 110,72+0,87 93,7+1,03
Extracto 400 mg/kg 87,55 +1,79 144,8+3,30 134,69+3,74 12616+1,28 110,72+0,87 110,72+0,87 91,39%1,96
Extracto 600 mg/kg 912,22 141,82+1,68 110,19+1,16¢ 98,57+1,49¢ 93,7+1,03¢ 8887+2,23¢ 91,39+1,96
Enalapril75mg/kg 89,64+ 1,54 13932+4,13 12551+1,74 107,62+1,27 98,57+1,49 93,7+1,03 88,87 + 2,23

Los valores son expresados como media + error estandar. PB=Presién Basal, PPI=Presién Postinduccién, PM=Presién Media segun dia de tratamiento (1, 5, 10, 15, 20).
Existe diferencia significativa entre las medias de los grupos con respecto al grupo control sin L-NAME (p<0,05) (a), con respecto al grupo control con L-NAME
(p<0,05) (b) y existe diferencia significativa entre las medias del grupo de 600 mg/kg con respecto a los grupos de 200, 400 mg/kg y enalapril (p<0,05) (c).
cada caso, se hizo diariamente, via oral, por 60 dias, luegode Determinacion de la toxicidad crénica

lo cual, se extrajo sangre por puncion cardiaca para realizar  Ver tablas 5y 6.

andlisis a nivel hematoldgico (recuento de leucocitos) y

bioquimico (glucosa, urea, transaminase}, f.os'fgtasa alcalina, DISCUSION

colesterol total, HDL-colesterol y triglicéridos). Luego

se sacrificaron los animales con pentobarbital a dosis de En el analisis fitoquimico (tabla 1) el extracto
100 mg/kg, segin normas internacionales del cuidado metandlico mostré la presencia de compuestos fendlicos,
de animales de experimentacién 2 para determinar la flavonoides, taninos, alcaloides y quinonas. Estos
presencia de cambios histoldgicos en relacién al grupo resultados concuerdan con lo obtenido por Lastray Yafiez
control a través del examen anatomopatoldgico de rifién, '*, quienes determinaron la presencia de flavonoides,
higado, corazoén, cerebroy pulmén 3.

Tabla 5. Niveles de los datos bioquimicos al administrar el extracto metandlico a ratas

Analisis estadistico normotensas por 60 dias.

Los resultados obtenidos Tratamiento Glucosa Colesterol total HDL-Colesterol Triglicéridos
fueron analizados mediante el test Control 87,5 +2,2 158,75 + 10,2 39+1,3 147,25 £ 11,7
de Student (media y error estandar)  Extracto400mg/kg 91,62 +3,8% 179,75+69° 37,75+2,7Y 14562+7,6°
y se aplico el test de Tukey para las _Extracto 600 mg/kg 89,75+ 3,32 161,37 +7,8 46 + 2,8 131,75+13,6%

comparaciones entre los grupos, Los valores son expresados como media + error estandar. (a) No Existe diferencia significativa entre las

considerandose estadisticamente ™medias de los grupos con respecto al grupo control (p<0,05). (b) Existe diferencia significativa entre la
.. . media con respecto al grupo control y grupo de 600 mg/kg (p<0,05).

significativo para un p<o,05.

Tabla 6. Niveles de los datos bioquimicos y hematolégicos al administrar el extracto

RESULTADOS metanolico a ratas normotensas por 60 dias.
: Fosfatasa :
Del analisis fito quimico Tratamiento Urea TGP i Leucocitos
Ver tabla 1. Control 195+2,8? 17,25+3,7* 143,75+10,7% 7872,5+840°?
Extracto 400 mg/kg 20,87 + 2,1 22,5+53 139+4,2 6776,25 + 524

De la determinacion del efecto  pyicto600mg/ks 1675+ 1.2 2412 +52 119,5+8,8 7103757781

antlhlpertenswo Los valores son expresados como media + error estandar. (a) No Existe diferencia significativa entre las
Ver tablas 2-4. medias de los grupos con respecto al grupo control (p<0,05).
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compuestos fendlicos, saponinas y taninos en el extracto
hidroalcohdlico seco de la misma planta. Asimismo, en
el extracto acuoso de otra especie del mismo género,
Calceolaria tripartita, Tomas et al 5, encontraron la
presencia de diterpenos, cumarinas y alcaloides, lo
que evidencia concordancias con los hallazgos aqui
reportados. Se debe senalar que la especie vegetal del
presente estudio pertenece a la familia Scrofulariaceae,
donde también se encuentran Digitalis lanatay Digitalis
purpurea,que en su composicion fitoquimica presentan
heterosidos cardioténicos 6.

Estda demostrado que la administracion durante
siete dias consecutivos de L-NAME, a dosis de 130 mg/
kg por via oral, produce aumento de la presién arterial
1) L-NAME inhibe irreversiblemente la enzima o6xido
nitrico sintetasa (NOS) ocasionando disminucion de la
produccion de oxido nitrico en el endotelio a partir de
L-arginina, vasoconstriccion, aumento de la liberacion
de renina e hipertension arterial . Segtn los resultados
de la presente investigacion, el extracto metanolico
de Calceolaria myriophylla en dosis de 200, 400 y 600
mg/kg produjo actividad antihipertensiva a nivel de
presién arterial sistdlica, diastdlica y media a lo largo
del tratamiento durante 30 dias, como se indica en las
tablas 2, 3y 4. Esta actividad se hizo sostenible a partir del
décimo dia de tratamiento. Hubo diferencia significativa
(p<0,05) entre los grupos experimentales en relacién
al grupo control con L-NAME. Un dato importante a
resaltar es que el grupo experimental a dosis de 600 mg/
kg present6 mejor efecto antihipertensivo, sin diferencias
significativas con los demas, superando incluso al grupo
con enalapril (p<o,05).

Estudios como el presente, en plantas medicinales
con actividad antihipertensiva, desarrollados en modelos
preclinicos y clinicos, muestran constituyentes quimicos
responsables de dicha actividad como son los flavonoides,
compuestos fenolicos y saponinas esteroidales 16,
Los flavonoides y compuestos fendlicos acttian como
vasodilatadores ' e inhibidores del sistema renina-
angiotensina ', lo cual explicaria la accion diurética
atribuida por la medicina tradicional *¢2°.

En la evaluacion de la toxicidad cronica por dosis
repetidas de 400 y 600 mg/kg via oral, por 6o dias
(tablas 5y 6), se determind que el extracto metanolico de
Calceolaria myriophyllano present6 cambios bioquimicos
ni hematoldgicos estadisticamente significativos (p>0,05)
tomando como referencia al grupo control, a excepcion
de los niveles de HDL-colesterol, que aumentaron, y de
colesterol sérico, que disminuyeron (con significatividad
estadistica el primero y si ella el segundo), a la dosis de
600 mg/kg.

En la evaluacion anatomopatologica del rifidn,
corazdn, cerebro, higado y pulmon no se presentaron
cambios histopatologicos anormales con relacién al
grupo control. Esto indicaria que existe un margen de
seguridad a nivel de toxicidad, sin embargo, se necesita
confirmar con estudios mas prolongados, porque al ser la
hipertension arterial una enfermedad croénica, implica la
administracion de medicamentos —fitoterapéuticos o no—
por tiempo indefinido.
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CONCLUSIONES

El extracto metandlico de Calceolaria myriophylla
(zapatilla) contiene compuestos fenolicos y flavonoides;
asimismo produjo actividad antihipertensiva sobre la
presion arterial sistdlica, diastdlica y media en ratones
con hipertension inducida por L-NAME, sin efecto toxico
a nivel hematolégico, bioquimico y anatomopatologico.
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