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ABSTRACT

Introduction: Aristolochia constricta is widely spread in Ecuador and has traditionally been reported to have
anti-inflammatory, antispasmodic, anticancer and emmenagogue activity; however, scientific information is
scarce.

Objective: determine the chemical composition and analgesic activity of hydroalcoholic and aqueous
extracts from A. constricta.

Method: an aqueous extract was prepared by decoction and another hydroalcoholic extract by maceration,
which were chemically characterized by the quantification of phenols, flavonoids, alkaloids, carbohydrates
and proteins, by the methods of Folin-Ciocalteu, aluminum trichloride, bromocresol green, phenol -sulfuric
and Bradford, respectively. The analgesic activity of the extracts was evaluated at doses of 100, 200 and 300
mg/kg, using the acetic acid-induced writhing test in mice.

Results: in the quantitative determinations, significant differences were perceived, with the content of each
metabolite being higher in the hydroalcoholic extract. Both extracts significantly decreased the number of
abdominal contortions produced by acetic acid, highlighting the hydroalcoholic extract at a dose of 300 mg/
kg with an analgesic effect similar to acetylsalicylic acid used as reference drug.

Conclusions: the results provide the first findings on the analgesic potential of A. constricta and make a
contribution to the study of its chemical composition.

Keywords: Aristolochia Constricta; Extracts; Phytochemistry; Analgesia.
RESUMEN

Introduccion: Aristolochia constricta esta ampliamente difundida en Ecuador y tiene referida,
tradicionalmente, actividad antiinflamatoria, analgésica, antiespasmodica, anticancerigena y emenagoga,
sin embargo, la informacion cientifica es escasa.

Objetivo: determinar la composicion quimica y actividad analgésica de extractos hidroalcoholico y acuoso
de A. constricta.

Método: se elabord un extracto acuoso por decoccion y otro hidroalcohdlico por maceracion, los que se
caracterizaron quimicamente mediante la cuantificacion de fenoles, flavonoides, alcaloides, carbohidratos
y proteinas, por los métodos de Folin-Ciocalteu, tricloruro de aluminio, verde bromocresol, fenol-sulfirico
y Bradford, respectivamente. Se evalué la actividad analgésica de los extractos a las dosis de 100, 200 y 300
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mg/kg, mediante el ensayo de contorsiones inducidas por acido acético en ratones.

Resultados: en las determinaciones cuantitativas se percibieron diferencias significativas, siendo
mayor el contenido de cada metabolito en el extracto hidroalcoholico. Los dos extractos disminuyeron
significativamente el niUmero de contorsiones abdominales producidas por el acido acético, destacando el
extracto hidroalcoholico a la dosis de 300 mg/kg con efecto analgésico similar al acido acetilsalicilico usado
como farmaco de referencia.

Conclusiones: los resultados brindan los primeros hallazgos sobre el potencial analgésico de A. constrictay
hacen un aporte al estudio de su composicion quimica.

Palabras clave: Aristolochia Constricta; Extractos; Fitoquimica; Analgesia.

INTRODUCCION

El dolor representa una sensacion desagradable asociado con dano tisular real o potencial y se transforma
desde una senal de advertencia a corto plazo hasta una condicion devastadora crénica. El proceso implica
un complejo conjunto de eventos bioquimicos como la activacion de enzimas, liberacion de mediadores
inflamatorios y extravasacion de fluido celular, migracion, dano y reparacion tisular."?

A pesar de la disponibilidad de suficientes medicamentos sintéticos, los efectos secundarios de agentes
analgésicos, que incluyen malestar gastrointestinal, Ulcera gastrica, hemorragia y dano hepatico, son una
preocupacion importante en el uso clinico. En este sentido, la seleccion de plantas medicinales con efecto
analgésico puede crear la oportunidad de descubrir nuevos compuestos con mas seguridad y eficacia.?

El género Aristolochia, el mas abundante de la familia Aristolochiaceae, pudiera constituir una fuente
potencial de compuestos con propiedades analgésicas. Los estudios fitoquimicos mostraron diversos fitoquimicos
de interés terapéutico y referidos con actividad analgésica como terpenoides, alcaloides, compuestos fenolicos
(acidos fenolicos, flavonoides), acidos grasos, entre otros.“ Este género se utiliza con fines ornamentales y
en la medicina tradicional como fuente de abortivos, emenagogos, sedantes, analgésicos, anticancerigenos,
antiinflamatorios, relajantes musculares, antihistaminicos, antiparasitarios, para tratar el célera, dolor
abdominal, reumatismo, problemas de la piel y diferentes tipos de mordeduras y picaduras de animales e
insectos.®

Aristolochia constricta, conocida por el nombre comln de zaragoza, es una planta encontrada en Ecuador
y ampliamente distribuida en Sudamérica. Aunque las partes aéreas se utilizan empiricamente en la medicina
popular como antiespasmodico, emenagogo y contra picaduras serpientes,® no existen evidencias cientificas
sobre sus posibles efectos farmacologicos y la informacion quimica es limitada, pudiendo destacar a los acidos
aristoloquicos, aristolactamas y alcaloides entre los principales metabolitos identificados.” Por dichas razones
el trabajo se orient6 a evaluar la composicion quimica y la actividad analgésica de los extractos hidroalcohdlico
y acuoso de A. constricta.

METODO
La presente investigacion es un estudio del tipo exploratorio, de caracter estadistico, descriptivo e inductivo
con enfoque cualitativo-cuantitativo.

Recoleccion y procesamiento del material vegetal

La especie vegetal Aristolochia constricta se recolecté en el mes de mayo de 2023 en la parroquia Salitre,
recinto La Matilde, provincia Guayas, Ecuador. Se seleccionaron plantas adultas de aproximadamente 2 m de
altura en estado fenologico vegetativo (ni flores ni frutos). Una muestra de los especimenes se depositd en el
herbario de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad de Guayaquil, donde se designd el cddigo de
identificacion 171 GUAY.

De las colectas se emplearon los tallos (bejuco), los cuales fueron lavados con agua potable y secados
en estufa marca Mettler Toledo (Alemania) a 40 °C, hasta peso constante. Una vez secadas, las muestra, se
molieron en molino de cuchilla Pulvex (México) con malla 2 mm y se almacenaron en frascos de vidrio para su
ulterior analisis.

Preparacion de los extractos

El extracto hidroalcohdlico se obtuvo a partir de 20 g de muestra seca y molida con 100 mL de una mezcla
hidroalcoholica al 50 % (v/v) por el método de maceracion, por un espacio de siete dias y una temperatura
de 30°C = 2 °C. El extracto acuoso se prepar6 por decoccion, partiendo de igual cantidad de droga cruda y
100 mL de agua, durante 15 minutos.®® Para el desarrollo del ensayo bioldgico el extracto hidroalcohodlico se
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concentroé a presion reducida en un rotoevaporador (IKA, China) a 40 °C y resuspendié en carboximetilcelulosa
(Sigma Aldrich) al 0,5 %.

Anadlisis fitoquimico
Cuantificacion de fenoles, flavonoides, alcaloides, carbohidratos y proteinas

Los fenoles totales se evaluaron por el método de Folin-Ciocalteu.® La determinacion de la concentracion
se efectud mediante una curva patréon usando acido galico como sustancia de referencia a las concentraciones
de 0,1, 0,2, 0,4, 0,6 y 0,8 y 1 mg/mL. La mezcla de reaccion estuvo constituida por 200 uL de extracto o
sustancia de referencia, 10 mL del reactivo Folin-Ciocalteu, 1,8 mL de agua destilada y 8 mL de carbonato de
sodio 7,5 %. Después de dos horas se midi6 la absorbancia a 765 nm en un espectrofotémetro (Rayleigh UV-1601,
China). El contenido de fenoles totales se declar6 en mg equivalentes de acido galico por gramo de extracto
seco (mg EAG/g).

La cuantificacion de flavonoides totales se ejecuto por el método colorimétrico del tricloruro de aluminio.
(19 Se prepard una disolucion de 1,5 mL del extracto y la sustancia de referencia con igual cantidad de una
disolucion de tricloruro de aluminio al 2 %, se agito6 vigorosamente y a los 10 minutos se determiné la absorbancia
a 415 nm con la ayuda de un espectrofotometro UV (Rayleigh UV-1601, China). La concentracion se determiné
a través de una curva patron de quercetina, utilizada como patron de referencia, a las concentraciones de 5,
20, 50, 60y 80 pg/mL. El contenido de flavonoides totales se expresé en miligramos equivalentes de quercetina
por gramo de extracto seco (mg EQ/g).

Los alcaloides se determinaron por el método del verde bromocresol.™ En un embudo de separacion se
adicionaron 5 mL de extracto o disolucion patron de quinina, 5 mL de disolucion verde bromocresol (34,9 mg
verde, 0,25 mL agua, 0,15 mL de NaOH 1N y completo a 50 mL con agua destilada), 5 mL de disolucion buffer
fosfato (7,16 g de Na,HPO, en 100 mL de agua, se ajusto a pH 4,7 con acido citrico y sobresaturé con NaCl).
Se agito la mezcla y se anadio 5 mL de cloroformo. La absorbancia se leydé a 470 nm (espectrofotémetro
Rayleigh UV-1601, China). Se construy6 una curva de calibracién a partir de una disoluciéon de quinina a las
concentraciones de 0,01, 0,02, 0,04, 0,06, 0,08 y 0,1 mg/mL. El contenido de alcaloides totales se expresé en
mg/g en base a quinina.

Los carbohidratos se cuantificaron mediante la técnica del fenol-sulfurico.™ Como estandar de referencia
se utilizd D-(+)-galactosa. Para la determinacion se tomaron 200 pL de extracto y se mezclaron con 200 pL de
una disolucion de fenol al 5 % y 1 mL de acido sulflrico concentrado. La mezcla se agitd vigorosamente con
ayuda de un vortex (IKA-KMO, Alemania) y luego las muestras se colocaron en un bafio de calentamiento a 100
°C por 5 minutos. Finalmente, las muestras se incubaron a 30 °C en la oscuridad y se midi6 la absorbancia a 487
nm en espectrofotémetro (Shimadzu UV 1201, China). El procedimiento se realizo por triplicado. El contenido
de azucares solubles totales se expreso en miligramos equivalentes de D (+) galactosa por gramo de extracto
seco (mg Eq G/g de extracto).

La cuantificacion de proteinas se realizé por el método descrito por Bradford® empleando como estandar
de referencia la albimina de suero bovino (BSA) a una concentracion de 1 mg/mL. El ensayo consistio en
anadir 1 mL de reactivo Bradford a 100 pL de extracto. La mezcla se incubo a 30°C en la oscuridad y se midio
la absorbancia a 595 nm en espectrofotometro (Shimadzu UV 1201). El procedimiento se realizé por triplicado.
El contenido de proteinas solubles se expresd en miligramos equivalentes de BSA por gramo de extracto seco
(mg Eq BSA/g de extracto).

Actividad analgésica

La actividad analgésica se determino por el ensayo de contorsiones inducidas por acido acético en ratones,
via intraperitoneal. 4"

Se emplearon ratones albinos de la linea OF1, machos, procedentes del CENPALAB (Centro Nacional para la
Produccion de Animales de Laboratorio). Todos los ratones tenian su certificado de calidad que garantizaba la
salud de los mismos y se encontraban aptos para efectuar este tipo de ensayo. El peso de los ratones vario de
20 a 30 g. La temperatura del local fue de 20 + 3 °C, humedad relativa: 30 - 70 % + 5 %, ciclo de luz/ oscuridad:
12/ 12 h. El agua y la comida fueron suministradas “ad libitum” hasta 24 horas antes del comienzo del ensayo
donde solo se les permitio el acceso al agua.

En el ensayo se confeccionaron ocho grupos de seis animales cada uno: grupo I: 0,25 mL de disolucion acuosa
de acido acético al 3 % (agente algésico), Grupo II: 0,25 mL de agente algésico via intraperitoneal y 200 mg/kg
p.c de acido acetilsalicilico (ASA), en un volumen de 0,5 mL, grupos Ill-V: 0,25 mL de agente algésico y extracto
hidroalcoholico de A. constricta 100, 200, 300 mg/kg p.c., respectivamente, grupos VI-VIIl: 0,25 mL de agente
algésico y extracto acuoso de A. constricta 100, 200, 300 mg/kg p.c., respectivamente.

Los extractos y el farmaco de referencia (ASA) se administraron por via oral mediante una canula metalica
intragastrica para ratones, una hora después de haber administrado los tratamientos farmacoldgicos, se
administro, por via intraperitoneal, acido acético 3 %, inmediatamente se procedio a cuantificar el nUmero de
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contorsiones abdominales de cada grupo durante 20 minutos. La algesia se cuantificé mediante el porcentaje
de inhibicion en la reduccion del niUmero de contorsiones en los grupos tratados respecto al grupo control
mediante la formula siguiente:

% Inhibicion = [(control - tratado) / control] x 100

Donde:
% Inhibicion: porciento de inhibicion de las contorsiones abdominales inducidas quimicamente (%).
control: niUmero de contorsiones para el grupo control
tratado: nimero de contorsiones para los grupos tratados con la sustancia en estudio y la de referencia.

Todos los experimentos se realizaron siguiendo lo establecido en los procedimientos normalizados de
operacion (PNO) vigentes en el Centro de Estudios para las Investigaciones y Evaluaciones Bioldgicas del
Instituto de Farmacia y Alimentos de La Universidad de La Habana (CIEB-IFAL, Cuba), y aprobados bajo el cddigo
de autorizacion IR/P1/2023/039. Los animales recibieron una dosificacion exacta de acuerdo al peso corporal y
la via de administracion utilizada. "¢

Al final del ensayo se procedio a sacrificar los animales empleando para ello una atmdsfera saturada de éter,
teniendo siempre en cuenta las técnicas de refinamiento planteadas actualmente para realizar los ensayos con
animales de experimentacion.

Los investigadores que participaron en el estudio respetaron los principios éticos que rigen la experimentacion
animal, garantizando el bienestar y la proteccion de los mismos, tanto por la sensibilidad humana ante el
sufrimiento animal, como por garantizar la validez de los resultados, cumpliendo con las Normas de Bioética y
Bioseguridad establecidas.

Analisis estadistico

Para la comparacion de los resultados correspondientes a las determinaciones cuantitativas de metabolitos
se aplico la prueba de t-Student con significacion estadistica p < 0,05. Los datos de la actividad farmacoldgica se
analizaron por ANOVA-1, seguido de la prueba de comparaciones multiples de medias de Tukey con significacion
estadistica p < 0,05. Para el procesamiento y analisis estadistico de los resultados se empled el programa
estadistico SPSS para Windows version 8.0. Los valores experimentales se expresaron como la media/desviacion
estandar (DE).

RESULTADOS
Andlisis fitoquimico
Cuantificacion de fenoles, flavonoides, alcaloides, carbohidratos y proteinas
Los resultados correspondientes a las determinaciones cuantitativas de metabolitos se presentan en la
tabla 1.

Tabla 1. Concentracion de fenoles, flavonoides, alcaloides, carbohidratos y proteinas en
los extractos hidroalcoholico y acuoso de A. constricta

Metabolito Resultados X/DE

Extracto hidroalcohélico Extracto acuoso
Fenoles totales (mg EAG/g) 362,55/3,222 305,09/2,12°
Flavonoides totales (mg EQ/g) 275,51/1,36¢° 232,82/3,64¢
Alcaloides (mg/g) 1,82/0,12¢ 0,98/0,40f
Carbohidratos (mg Eq G/g) 33,58/1,08¢ 25,41/1,11"
Proteinas (mg Eq BSA/g) 145,99/1,31 59,98/0,86

Nota: X/DE: media/desviacion estandar (n=3). Letras diferentes en una fila indican
diferencias significativas (p<0,05) segin t-Student; EAG: equivalentes de acido galico; EQ:
equivalentes de quercetina; mg Eq G: miligramos equivalentes de D (+) galactosa; mg Eq
BSA/g: miligramos equivalentes de albimina de suero bovino

Actividad analgésica
En la tabla 2 se muestran el total de contorsiones y el porcentaje de inhibicion de las contorsiones por grupo
experimental.
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Tabla 2. Actividad analgésica de los extractos hidroalcohdlico y acuoso de A. constricta

Total de contorsiones Porciento de inhibicion
Grupos

X/DE de las contorsiones (%)

I. Control negativo 19,50/2,25a

Il. Control positivo (ASA) 200 mg/kg 1,66/0,81b 91,48
IIl. Extracto hidroalcoholico 100 mg/kg 5,00/0,89c 74,35
IV. Extracto hidroalcoholico 200 mg/kg 3,00/0,89d 84,61
V. Extracto hidroalcohoélico 300 mg/kg 1,83/0,75b 90,61
VI. Extracto acuoso 100 mg/kg 6,5/1,76e 66,66
VII. Extracto acuoso 200 mg/kg 4,60/1,63c 76,41
VIIl. Extracto acuoso 300 mg/kg 3,33/1,21d 82,92

Nota: X/DE: Valor medio de las determinaciones/ desviacion estandar (n=6). ASA: acido acetilsalicilico.
Letras diferentes en una columna indican que existen diferencias significativas (p<0,05), segin el test de
Tukey

DISCUSION

Los fenoles, flavonoides, alcaloides, carbohidratos y proteinas se midieron en la presente investigacion,
por ser metabolitos ampliamente distribuidos en el reino vegetal con multiples propiedades biologicas, ('® sin
embargo, en A. constricta no han sido cuantificados.

El contenido de fenoles totales en los extractos fue determinado por la técnica de Folin-Ciocalteu. Es el
método mas utilizado, sencillo, econdmico y conveniente en el analisis de extractos de plantas. El reactivo
de Folin al reaccionar con los compuestos fenélicos presentes en una preparacion, da lugar a 6xidos de color
azul (6xidos de wolframio y molibdeno) que exhiben un maximo de absorcién a 765 nm, lo cual permite su
cuantificacion por espectroscopia UV/visible. Diferentes estandares fendlicos como acido galico, acido ferulico,
acido clorogénico, entre otros, se utilizan para las curvas de calibracion en este ensayo. "

Para la estimacion de flavonoides totales se utilizo el método colorimétrico del tricloruro de aluminio, el
cual se basa en la formacion de quelatos de aluminio-flavonoides. Debido a sus grupos oxo e hidroxilos, los
flavonoides tienen la afinidad de unirse a metales como el aluminio. Como resultado se produce un complejo
de color amarillo que posee un maximo de absorcion en el rango de 410-440 nm. @02

Los compuestos fenolicos, especialmente los flavonoides, estan ampliamente distribuidos en casi todas
las plantas, constituyen un medio de defensa eficaz contra la agresion patogena y la radiacion ultravioleta.
Dichos compuestos muestran una gama amplia de propiedades tales como antioxidante, anticancerigeno,
antidiabético, cardiovascular, antiinflamatorio, protectores en trastornos neurodegenerativos y otros efectos
terapéuticos. @)

Los alcaloides, representan uno de los grupos mas amplios debido a su variada estructura. Estos compuestos
pueden estimular o deprimir el Sistema Nervioso Central (SNC), algunos tienen propiedades anticancerigenas,
analgésicas y ayudan a la cicatrizacion de heridas.®%

Los carbohidratos son biomoléculas que tienen una gran importancia en el campo de la investigacion de las
ciencias de la vida y en la aplicacion industrial derivada de ello.? Dichos compuestos realizan funciones claves
en el proceso de reparacion de heridas, actuando como fuente de energia, lubricante y agente inmunoldgico,
de transporte, estructural y regulador.? De ahi, la importancia en su cuantificacion.

La determinacion de proteinas también es primordial, ya que muchas de ellas, facilitan la comunicacion
entre células no parenquimatosas de la matriz extracelular como células inflamatorias y fibroblastos, y células
parenquimatosas. Otras tienen propiedad antibacteriana, anticancerigena, nefroprotectora, antidiabética,
antioxidante, contribuyen a la integridad estructural y fisioldgica de los tejidos, jugando un papel importante
en la cicatrizacion de heridas, entre otras propiedades. 242"

Como se puede apreciar (tabla 1), el contenido de fenoles, flavonoides, alcaloides, carbohidratos y proteinas
es mayor en el extracto hidroalcohdlico que en el acuoso. El comportamiento anterior pudiera estar dado por
las caracteristicas propias de cada extracto, tiempo de extraccion y disolvente utilizado, cuyo poder extractivo
es diferente. @2

La concentracion de fenoles y flavonoides de A. constricta fue superior al informado para las hojas de
Aristolochia clematitis procedente de Argelia, donde se hallaron valores de fenoles y flavonoides en un extracto
metandlico de 93,62 mgEAG/g y 13,53 mgEQ/g, respectivamente, mientras que en un extracto acuoso se
encontré una concentracion de 61,45 mgEAG/g y 5,71 mgEQ/g, respectivamente. Las diferencias pudieron
estar asociadas a las caracteristicas propias del organo vegetativo ensayado, el disolvente utilizado, factores
genéticos, ambientales, entre otros.?

En la literatura consultada no existen referencias sobre las determinaciones de fenoles, flavonoides,
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alcaloides, carbohidratos y proteinas de A. constricta, por lo que los datos ofrecidos constituyen un aspecto
novedoso. En el caso de los alcaloides, carbohidratos y proteinas tampoco se informan sus determinaciones en
otras especies del género Aristolochia.

La actividad analgésica del extracto hidroalcohodlico y acuoso se determind mediante el modelo de las
contorsiones abdominales inducidas por el acido acético en ratones, el cual se utiliza para investigar la
actividad analgésica periférica o local, donde se produce un reflejo de retorcimiento en los animales de
laboratorio mediante la activacion de los nociceptores quimiosensibles. La reduccion porcentual en el nUmero
de contorsiones abdominales indica el nivel de analgesia en el modelo. "3

Los animales tratados con los extractos hidroalcoholico y acuoso de A. constricta y el acido acetilsalicilico
disminuyeron significativamente el nimero de contorsiones abdominales producidas por el agente algésico
acido acético. El extracto hidroalcoholico a la dosis de 300 mg/kg tuvo un comportamiento casi en la misma
magnitud que el farmaco de referencia, con porcentaje de inhibicion de las contorsiones superiores al 90 %. El
extracto hidroalcoholico a las otras dosis ensayadas y el extracto acuoso, igualmente, redujeron el nimero de
contorsiones, pero en menor medida respecto al ASA, aunque en todos los casos los porcentajes de inhibicion
de las contorsiones fueron superiores al 60 %. El comportamiento anterior demuestra el efecto analgésico de
todas las muestras bajo las condiciones experimentales ensayadas.

La inyeccion intraperitoneal de acido acético provoca la liberacion de sustancias endogenas como
prostaglandina E2 y F2a, serotonina e histamina en el area peritoneal, excitando las terminaciones nerviosas
del dolor. 323339 Esto sugiere que el efecto analgésico obtenido para los dos extractos de A. constricta puede
ser el resultado de un sinergismo entre sus componentes, en cuyas acciones estarian involucrados mecanismos
periféricos de analgesia que impiden la sintesis de prostaglandinas, provocando por tanto un alivio sintomatico
del dolor.

El acido acetilsalicilico se utilizd como control positivo, un derivado carboxilico del grupo de los
antiinflamatorios no esteroidales que posee alta efectividad como analgésico, antipirético y antiinflamatorio,
por ese motivo se emplea en modelos experimentales como farmaco de referencia, permitiendo evaluar la
eficacia de nuevas drogas. >

El efecto analgésico por dicho modelo ha sido poco ensayado en especies del género Aristolochia. No
obstante, se puede citar que el extracto metanolico de la especie Aristolochia clematilis mostré un porcentaje
de inhibicion inferior a los obtenidos en la experiencia realizada, a la dosis de 300 mg/kg (40,68 %).¢% Por su
parte, extractos etandlicos de raices y tubérculos de A. pubescens y A. lagesiana también han manifestado
efecto analgésico.®”

Es importante destacar que el efecto analgésico de A. constricta no ha sido referido con anterioridad, lo
cual constituye un aporte novedoso a la investigacion de la planta.

CONCLUSIONES

Los métodos utilizados para analizar el perfil quimico de los extractos permitieron cuantificar los fenoles,
flavonoides, alcaloides, carbohidratos y proteinas, con mayor prevalencia en el extracto hidroalcoholico.
Asimismo, los dos extractos ensayados disminuyeron las contorsiones inducidas por el acido acético, destacando
al extracto hidroalcohdlico a la dosis de 300 mg/kg con porcentaje de inhibicion de las contorsiones similar al
acido acetilsalicilico.

Los resultados que se presentan en esta investigacion aportan informacion quimica y farmacolégica novedosa
sobre A. constricta, que sustenta su uso por la poblacion con fines medicinales, todo lo cual contribuye a
ampliar el necesario soporte cientifico para la especie y el género Aristolochia.
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