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INTRODUCCION

Las plantas medicinales han acompafiado la evolucion del hombre histéricamente y han
estado ligadas a la forma de curar ancestral. Es por ello que forman parte de lo que ahora
se conoce como medicina tradicional. Este es el caso del bosque nativo de San
Francisco de Guayllabamba del Canton Chambo- Provincia de Chimborazo; que sin la
intervencién humana tienen un ecosistema de plantas propias del lugar. Tomando en
cuenta el uso empirico de los habitantes de este sector como la Sra. Josefa Morocho
Tixi y su esposo, los que aseguran que son utilizadas para tratar la gripe de los pollos, y
para adornos rituales religiosos; por lo que se han elegido para la presente
investigacion;los que se han sido identificados en trabajos de Tesis en la Escuela de
Ingenieria y Turismo en la ESPOCH (2003-2004) y corroborado por el Ing. Jorge
Caranqui, el que asegura que se trata de especies propias del lugar, las que se conocen
con nombre cientifico como: Brachiotum ledifolium, Miconia pseudocentrophora,
Fuchsia loxensis; los cuales presentan flores de colores intensos; lo que puede indicar
la presencia de compuestos Flavonoides, por lo cual se pretende evaluar la actividad
antiinflamatoria mediante pruebas in vitro, ya que los flavonoides poseen una elevada
afinidad para unirse a proteinas y otras macromoléculas bioldgicas, asi como aniones
metélicos, ademas de presentar una gran capacidad para catalizar el trasporte de
electrones y captar radicales libres. Teniendo como argumento que la inflamacion esta
provocada por gérmenes patdgenos Yy por lesiones de la piel, se sabe que en trabajos
realizados en la Habana Cuba (dic2012) se demuestra que en animales de
experimentacion; los flavonoides inhiben la actividad inflamatoria formando un
complejo con la pared celular bacteriana. Por tanto se indica en bibliografia, que los
flavonoides son los responsables de la actividad antiinflamatoria, ya que presenta una
disminucion de actividad de la COX-1, de la COX-2 contribuyendo a mejorar su

capacidad antiinflamatoria.

En el presente trabajo se plantearon los siguientes objetivos:

e “Evaluar el efecto antiinflamatorio de los extractos (Miconia pseudocentrophora,
Brachyotum ledifolium, Fuchsia loxensis) en ratas (Rattus novergicus)”
e Recolectar el material vegetal e identificar su taxonomia



e Preparar los extractos etandlico y sub extractos cloroférmicos y determinar sus
propiedades fisicas y quimicas

e Evaluar el efecto antiinflamatorio del extracto etandlico y subextractos
cloroférmicos de (Miconia pseudocentrophora, Brachyotum ledifolium, Fuchsia
loxensis) en ratas Winstar inducidas la inflamacion.

e Aplicar un DCA del efecto antiinflamatorio.

El método aplicado para evaluar el efecto antiinflamatorio, se lo hizo mediante la prueba
de edema plantar inducido en ratas por carragenina (0,5 %).

Eligiendo un nimero de 20 ratas, de los cuales se tuvo un blanco, y un estandar
(Naproxeno conc.33mg/ Kg) ; disponiéndose en 3 lotes, para cada uno de los vegetales,
con repeticiones por triplicado; para el extracto alcohdlico y sub extracto cloroférmico

respectivamente.

Los tiempos de medicion se eligieron en base al control positivo, que se hizo previamente
a las ratas para establecer los picos de la inflamacion, siendo estos 1,3,5,7, y 8 hora

donde empieza a perder el efecto la carragenina.

Los resultados que se obtuvieron son favorables para los sub extractos cloroférmicos
de la Miconia pseudocentrophora, la que inhibe en mayor porcentaje la inflamacion,

seguida por el Brachiotum ledifolium, y la Fuchsia loxensis.
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1 ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA.

1.1.1 DEFINICION

Consiste en la inhibicidn de la sintesis de prostaglandinas, también inhiben otros procesos
celulares e inmunitarios como la produccion de anticuerpos, acoplamiento antigeno

anticuerpo y la liberacion de histamina, e inhiben la permeabilidad capilar. (3,6)

1.1.2 FARMACOLOGIA DE LA INFLAMACION

La inflamacion es una respuesta fisioldgica del organismo cuyo objetivo es proteger y
liberar al individuo de la causa inicial de la lesion y de las consecuencias de la misma.
La inflamacion permite la destruccion gérmenes patdgenos Yy despues promueve la
reparacion y cicatrizacion del tejido lesionado. Si no existiera la reaccion inflamatoria,
las infecciones y toxinas se propagarian por el organismo causando lesiones graves y la
muerte.(3,6)

Hoy en dia se sabe que la inflamacion presenta tres componentes principales:

e Modificacion en el calibre de los vasos que aumenta el flujo sanguineo regional
al lugar afectado.

e Alteraciones en la permeabilidad microvascular que permite la salida de células
y sustancias hacia el intersticio.

e Migracion de los leucocitos que abandonan el torrente sanguineo y se dirigen

hacia el foco de la lesion en donde se activa y organiza la respuesta inflamatoria.
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Dentro de los mediadores quimicos se encuentran estan: histamina, serotonina, enzimas
lisosomales derivadas de neutrdfilos, prostaglandinas, leucotrienos, citosinas, 6xido

nitrico y factores del complemento(6,3,2, 13).

Si bien la inflamacion es un mecanismo protector, también se constituye en una fuente
de lesion tisular o sistémica, ya que al mismo tiempo se destruye el germen causal,
puede lesionar los 6rganos Y sistemas afectados, la inflamacion puede presentarse en
forma aguda o formar parte de una enfermedad cronica que lesiona uno o mas érganos

del cuerpo. (3)

Se caracteriza por dolor persistente, tumefaccion y deterioro funcional del area
comprometida. EI metabolismo del acido araquidonico, componente de la porcion
lipidica de la membrana celular da lugar a mediadores inflamatorios de gran importancia
bioquimica y farmacologica. Diferentes enzimas actian sobre este compuesto: la
cicloxigenasa (COX) produce prostaglandinas (PG) y tromboxanos (TX), mientras que

la lipoxigenasa produce leucotrienos.(2,24,3)

Las prostaglandinas son &cidos grasos insaturados de 20 carbonos que contienen un
anillo ciclo pentano. Se aislaron inicialmente del semen, pero hoy se saben que son
sustancias circulantes, presentes en todos los 6rganos del cuerpo. Pueden modificar la
capacidad  de los leucocitos para deformarse y atravesar las paredes capilares,
disminuyen la secrecion acida gastrica, modifican funciones hipofisarias, estimulan la
secrecion de la renina y mas importante adn, son fundamentales para un adecuado

mantenimiento de la circulacion tanto macro como microvascular. (2,3,6).

1.1.3 CICLOXIGENASAS.

El primer paso en la formacion de las PG, es la liberacion de acido araquidonico
proveniente de los fosfolipidos de membrana, gracias a la accion de la fosfolipasaA2.
Debido a la necesidad imperativa que tiene la fosfolipasa A2 de calcio y calmodulina,

este paso ha sido como el mas limitante en la produccion de PG.
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La cicloxigenasa, también conocida como la sintetasa de PGH2, es la enzima que cataliza
los dos primeros pasos de la biosintesis de PG a partir de acido araquidonico los cuales

son:

e Oxidacion de ac. Araquidonico a PGG2

e Reduccion de PGG2 a PGH2

e La PGH2 es transformada a través del mecanismo enzimatico a prostanoides

primarios.

La cicloxigenasa tipol se encarga de mediar la produccion de substancias que protegen
la mucosa gastrica, regular mecanismos homeostaticos vasculares, modular la funcion
plaguetaria, el metabolismo dseo y funcion renal. La ciclogenasa 2 participa en la
formacion de prostaglandinas que promueven el dolor, la inflamacién y de la fiebre,

regulan la distribucion regional del flujo sanguineo.(2)

1.2 BRACHYOTUM

I n S S
Fotografia No. 1. BRACHYOTUM
Melastomataceae
NOMBRES COMUNES
PUKA CHAKLLA, inchichaklla, patio fichana, llumbre
1.2.1 DESCRIPCION BOTANICA
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Arbusto que puede alcanzar hasta 5m, los tallos tienen la corteza que se descascara, las
hojas ovadas de 2,5 cm de largo, al tacto estan recubiertas de diminutos pelitos. Las
flores son colgantes, el cdliz es rojo y presenta pelos amarillos, los pétalos son de color
amarillo palido, forman un tubo. Los frutos son secos con diminutas semillas.

El género Brachyotum consta de 50 especies distribuidas en los Andes desde el centro de
Colombia hasta el noroeste de la Argentina. En el Ecuador estan representadas 21

especies, todas en los subparamos y paramos y ocasionalmente en el bosque andino.

USOS. La flor es comestible y tiene sabor dulce. El tallo se usa como escoba y como
largueros para las viviendas, también como arcos en las iglesias y como adornos para
las fiestas. El zumo se usa para extraer tintes indelebles, también se usa para tratar catarro
en pollos. En agroforesteria, la planta se usa como cerca viva. (5,16,17)

1.3 MICONIA PSEUDOCENTROPHORA

Fotografia No. 2MICONIA PSEUDOCENTROPHORA

Melastomataceae
NOMBRES COMUNES

Colca



1.3.1 DESCRIPCION BOTANICA

Es una especie de planta con flor en la familia de las Melastomataceae, arbusto, o
pequefios arboles de 3 a 7 metros de altura. Hojas simples, opuestas, de margen entero y
envés con pubescencia café, con nervaduras principales que se extienden desde la base
de la lamina hasta el apice. Flores: dispuestas en paniculas terminales, con cinco pétalos
blancos, filamentos blancos y anteras moradas. Frutos: bayas verdes cuando estan

inmaduras y negras al madurar, con numerosas semillas.
Algunas especies arbustivas se cultivan en jardines grandes ya que contienen alimento
para la fauna silvestre. Si se hallan cerca de los rios, sirven de alimento para los

peces.(11,5,16,17,18)

1.4 FUCHSIA LOXENSIS

Fotografia No. 3FUCHSIA LOXENSIS

Onagraceae
NOMBRE COMUN
Arete de inca



1.4.1 DESCRIPCION BOTANICA

Son arbustos de 2 a 4 m,trepadoras,las hojas de Fuchsia son opuestas engrupos de 3-5,
lanceoladas simples aunque normalmente presentan margenes serrados de 1-25 cm de
longitud, de hoja perenne. Posee matices en el caliz fucsia intenso. Las flores son
colgantes, de pedunculos largos que las hacen mirar hacia abajo. El céliz es cilindrico,
con cuatro lobulos y corola de cuatro petalos. Tienen forma de unos decorativos
pendientes. Tienen cuatro sépalos alargados y estrechos, y cuatro pétalos cortos y anchos.
El fruto es una baya pequefia (5-25 mm) rojo-verdosa oscura a rojo intensa, es comestible
y presenta numerosas semillas pequefias en su interior.(16, 17, 11)

El género Fuchsia consta de 100 especies distribuidas en las zonas montafiosas desde
México hasta Tierra del Fuego, en Nueva Zelanda y Tahiti. En el Ecuador estan
representadas unas 30 especies andinas; muy pocas se distribuyen a 1000 m de altitud. El
género es extremadamente diverso y se encuentra hasta lossubparamos; 22 especies se
han registrado en los bosques andinos y subparamos como en el bosque de San Pedro
de Llucud, Canton Chambo, provincia de Chimborazo. (16,17,11)

En el Per( existen especies endémicas y son: la Abrupta, andrei, apetala,ayavacencis,
cestroides, denticulata, y otras.(26)

En el ecuador se han reportado la Fuchsia ampliatabenth, y la F: hybridaHort.(25)

USOS: Dentro de este conjunto de Fuchsias, existen aplicaciones como laxantes, aunque

no se conoce los mecanismos de accion.(16)
1.5 EXTRACTOS VEGETALES
Se define como extracto vegetal el producto liquido obtenido a partir de plantas o parte

de ellas con varios procedimientos ya sean estos, maceracion, percolacién, decoccion,

infusion, y con varios solventes como: etanol, agua, u otros.(18)


http://es.wikipedia.org/wiki/Hoja
http://es.wikipedia.org/wiki/Hoja_perenne
http://es.wikipedia.org/wiki/Flor
http://es.wikipedia.org/wiki/S%C3%A9palo
http://es.wikipedia.org/wiki/P%C3%A9talo
http://es.wikipedia.org/wiki/Fruto
http://es.wikipedia.org/wiki/Baya

1.5.1 METODOS DE EXTRACCION

La extraccion sélido-liquido es una operacion que esta presente practicamente en todos
los procesos tecnoldgicos relacionados con la industria quimica y médico-farmacéutica;
dentro de ésta, los métodos de extraccion por maceracion y la percolacion o lixiviacion

son los més utilizados. (18)

1.5.1.1 Maceracion

El material crudo previamente triturado se pone en contacto duradero con cantidad
suficiente de solvente, en un tanque cerrado a temperatura ambiente durante 2-14 dias
hasta el agotamiento de la droga vegetal. Puede utilizarse agitacion. Posterior a este
tiempo la mezcla es filtrada, el material insoluble es lavado con el mismo solvente y los

filtrados se mezclan para concentrar o eliminar el solvente de extraccion.(18)

1.5.1.2 Percolacion o lixiviacion

El material crudo previamente triturado se pone en contacto con cantidad suficiente de
solvente de forma tal que el solvente cubra la capa de solido en el tanque percolador.

El solvente se renueva de modo continuo manteniéndose un gradiente de concentracion,
el disolvente puro desplaza al que contiene la sustancia extraida sin ser necesario aplicar
presion. Ladrogaresidual es prensada y el fluido obtenido es combinado con el percolado

para concentrar para en el residual tener el extracto (18)

1.5.2 CLASIFICACION DE LOS EXTRACTOS VEGETALES

Dependiendo del grado de concentracién de los extractivos, los extractos pueden

clasificarse en:

e Extractos fluidos o liquidos
e Extractos semisélidos o blandos

e [Extractos secos



Extractos fluidos o liquidos.

También conocidos como extractos liquidos, son preparaciones de material vegetal que
contiene alcohol como disolvente o como preservarte, 0 ambos, preparados de tal manera
que cada mililitro contiene los constituyentes extraidos de 1 g del material crudo que
representa, a menos que se especifique lo contrario en la monografia individual. Los
extractos fluidos también pueden ser preparados a partir de extractos apropiados y pueden
contener antimicrobianos y otros preservan tés apropiados. (18)

Los extractos fluidos farmacopéicos son preparados por percolacion, generalmente
después de un periodo de maceracion. El disolvente requerido esta especificado en la
monografia individual. El procedimiento de manufactura mas comun incluye la
concentracion de la porcion mas diluida del percolado por evaporacion o destilacion al
vacio a temperaturas por debajo de los 60. El tiempo de maceracion y la tasa de flujo
durante la percolacion pueden variar para ajustar la cantidad y naturaleza del material
vegetal bajo extraccion, siempre y cuando la composicion de los constituyentes de interés

extraidos no se vea comprometida. (18)

La tasa de flujo del percolado puede ser lenta, moderada o rapida. En referencia a la
extraccion de 1000g del material original, a una tasa lenta, no mas de 1 mL del percolado
producido por minuto; a una tasa moderada entre 1 y 3mL/min y a una tasa rapida, entre
3y 5 mL/min. Un extracto fluido que tienda a depositar sedimento puede estar viejo, se
debe decantar o filtrar la porcion clara, siempre y cuando el resultante liquido clarificado

cumpla con los estandares farmacopéicos. (18)

Extractos semisolidos o blandos

Los extractos semisolidos, se conocen también como extractos blandos o pilulares. Estas
son preparaciones que tienen consistencias entre aquellas de los extractos fluidos y los
extractos pulverizados, son obtenidos por evaporacion parcial del disolvente (agua,
alcohol o mezcla hidroalcohdlica) utilizada en la extraccion. Puede tener algin
antimicrobiano apropiado u otro preservante. Un extracto semisolido y extracto
pulverizado obtenido a partir del mismo material son intercambiables como drogas o

como suplementos, pero cada uno tiene sus ventajas. (18)



Extractos pulverizados o secos

Los extractos pulverizados son preparaciones solidas con consistencia de polvo obtenidas
por la evaporacion del disolvente utilizado para la extraccion. Puede contener sustancias
apropiadas afiadidas, tales como excipientes, estabilizantes y preservantes. Los extractos
pulverizados estandarizados son ajustados al contenido definido de los constituyentes,
utilizando materiales inertes apropiados o un extracto pulverizado del material vegetal
utilizado para la preparacion. Donde se requiere, se debe especificar un limite para el
disolvente utilizado durante la extraccion en la monografia individual. (18)

1.5.3 FUNDAMENTO DEL PROCESO DE EXTRACCION

Consiste en la separacion de una mezcla de sustancias por disolucién de cada
componente, sirviéndose de uno o varios disolventes, donde siempre se obtienen, por lo
menos, dos componentes: la solucion extraida en su disolvente (extracto y el residuo).
(18)

Al embeber la droga con el liquido de extraccion se disuelven primero las sustancias a las
que el disolvente puede llegar sin obstaculos. Al triturar la droga se destruyen varias
células donde el grado de finura creciente favorece la disolucion. Las sustancias que estan
contenidas en la droga son lavadas y arrastradas de los fragmentos celulares por los
disolventes mediante un proceso denominado “lavado celular”, simultancamente,
transcurre el proceso de difusion celular. El tiempo necesario para el equilibrio de
concentraciones es, parcialmente, dependiente del tipo de droga, raiz u hoja y del grado
de trituracion. (18)

La extraccion termina cuando se produce un equilibrio de concentraciones. Para cada
extraccion se necesita una droga y un liquido de extraccion o disolvente que deben
cumplir una serie de exigencias. La calidad del extracto vegetal depende de la calidad del

material de partida. (18)

El contenido en sustancia activa de una droga viene determinado, generalmente, por
factores previos a la cosecha y que pueden tener su origen en el tiempo de recoleccion, el

lugar, el tipo de abono, suelo y factores climaticos, asi como a los procesos de
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envejecimiento o degradacién que puedan ocurrir durante el secado y almacenamiento de

la droga, es por ello necesario la estabilizacion de los mismos. (18)

Extraccion de solidos con liquidos: Lixiviacion

Se denomina a la separacién preferencial de uno 0 mas componentes de una mezcla sélida
por disolucién en un solvente liquido. En la industria farmacéutica los dos procedimientos
de extraccion basicos son maceracion y percolacién, sumamos a esto la extraccion por
Soxhlet. (18)

El intercambio de materia entre una fase sélida y una liquida interviene en numerosos
procesos de interés quimico-técnico. La disolucién de materias sélidas, con o sin
transformaciones quimicas, constituye uno de los primeros pasos en un buen namero de
industrias, en las que se trata de utilizar un componente valioso presente entre los solidos.
(18)

En otros casos, la operacion tiene por objeto eliminar las impurezas indeseables: lavado
de materiales diversos, desimpregnacion de fibras celulésicas, etc. En determinados
procesos Yy operaciones el intercambio de materia tiene lugar de forma inversa: por paso
de la fase liquida a la solida, cristalizacion, adsorcion, cromatografia o intercambio
ionico. (18)

En el caso de la lixiviacion, se trata de la disolucion en un disolvente apropiado de un
componente o grupo de componentes que forman parte de un sélido, el cual contiene otros
componentes insolubles. Existen, por tanto, dos fases, la solida y la disolucion. Las
variables son temperatura, presion y concentracion de soluto en la disolucion. Todas ellas

variables independientes. (18)

Variables de la extraccion solido-liquido
Como en el estudio de otras muchas operaciones, hay que considerar aqui el equilibrio
que se tiende a alcanzar durante la operacion y la velocidad con que se alcanza, en funcion

de los diversos factores que pueden afectar a uno y a otra.

El conocimiento que se posee de la interface liquido-sélido es escaso y por ello el

mecanismo primario del cambio de fase de un soluto presente, inicialmente, en forma
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solida, de la cual depende como es l6gico, la cinética del proceso, permanece oscuro,
haciendo dificil el desarrollo de una teoria general para esta operacion. (18)

Los factores que influyen en el equilibrio son: La naturaleza del soluto, la naturaleza del

disolvente, la presion, la temperatura.

En cambio, en la cinética del proceso, influyen ademas de los anteriores, la forma en que
esta dividido los solidos, la presencia de restos de organizacién celular cuando se trata de
tejidos animales o vegetales y las caracteristicas propias del aparato y sistema de

extraccion que se emplee. (18)

FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO.

En un embudo de separacion colocar 50 ml del extracto hidro-alcoholico, adicionar
cloroformo 30 ml, agitar, y dejar en reposo hasta obtener dos fases. Separar las fases
superior etandlico, y la inferior cloroformica recolectar en un balon esmerilado

previamente pesado.(18)

1.5.4 RATAS (Rattus novergicus)

1.5.4.1 CLASIFICACION TAXONOMICA
Superreino: Eucariota
Reino: Animalia

Subreino: Eumetazoa
Superphylum: Deuterostomi
Phylum: Chordata
Subphylum: Vertebrata
Infraphylum: Gnathostomata
Superclase: Tetrapoda

Clase: Mammalia

Subclase: Theria

Infraclase: Placentalia
Orden: Rodentia



-12 -

Suborden: Myomorpha
Superfamilia: Muroidea

Familia: Muridae

Subfamilia: Murinae

Género: Rattus

Especie: norvegicus

Nombre binomial: Rattusnovergicus

Subspecies: R. n. albinicus-R. n. albus -R. n. novergicus. (22,1)

1.5.4.2 DESCRIPCION DE LA ESPECIE BIOLOGICA.

La rata noruega presenta un pelaje aspero y grueso con prominentes orejas desnudas y
cola practicamente desnuda, que generalmente es mas corta que el cuerpo y cabeza. De
color blanco.

Las hembras tienen 12 mamas. Posee cuatro incisivos, dos superiores y dos inferiores,
carece de caninos y premolares anteriores lo que ocasiona que haya un diastema. (75)
Sus incisivos crecen durante toda su vida a partir de la base, que va sustituyendo la
porcion desgastada por la actividad de cortar y roer materiales duros. La parte exterior

del diente es mas dura y carece de nervio, salvo en la base. (1)

1.5.4.3 MEDIDAS

Longitud total: 80 a 480 mm.

Longitud de la cola: 187 mm en promedio 153 a 218 mm.
Longitud de la pata trasera: 37 a 44 mm promedio.
Peso: 200 a 300 g. (1).

CICLO REPRODUCTIVO
Puede ser a lo largo de todo el afio, aunque se han reportado picos en primavera y otofio;

las hembras son poliéstricas y pueden tener entre 1 y 12 camadas al afio;presentan esto

posparto.
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Las hembras son receptivas por un periodo de 20 horas, cada 4 a 6 dias (51)
Tiempo de gestacion: De 21 a 26 dias. (1)

TAMANO DE LA CAMADA

Desde 2 hasta 22 crias; promedio 8 a 9. Las crias nacen ciegas y desnudas, pero pueden
ver y estan completamente cubiertas de pelo a los 15 dias, dejando el nido a los 22 dias,
aproximadamente.

Madurez sexual: Entre 2 y 3 meses. (1)

HABITOS ALIMENTICIOS

Omnivora, comiendo desde materia vegetal, hasta animal y en particular semillas, granos,
nueces, vegetales y frutas, aunque también comen insectos y otros invertebrados. Esta
especie come todo lo que el ser humano y mas, incluyendo papel, cera de abejas, jabon,
etc.

La comida comunmente es llevada para almacenar a sus guaridas. En particular prefiere
alimentarse de productos animales, tales como pajaros y huevos, y es excelente cazadora
de peces. También se pueden alimentar de ratones, pollos y crias de cerdos y borregos,

atacando en ocasiones animales mayores. La principal limitante es la presencia de agua.

1)

1.6 PRUEBAS IN VITRO.

Las pruebas in vitro evalGan la citoxicidad del material de prueba o de sus extractos y
se emplean cultivos de células o tejidos, las pruebas in vitro comprenden el uso de
organismos inferiores como bacterias , algas y hongos ; de fracciones subcelulares o
incluso de material no bioldgico; de sistemas celulares a corto plazo, como las
suspensiones celulares, tejidos de biopsia, rodajas de tejidos y 6rganos perfundidos ; y
cultivos celulares en forma de células, tejidos u 6rganos mantenidos en un medio
nutriente.

Segun la finalidad los ensayos in vitro pueden ser sustitutivas de los ensayos con

animales , o bien pruebas de criba previas a las de aquellos, o con el caracter de
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complementarias para mejorar la sensibilidad y especificidad de los estudios con
animales.(23)

Los procedimientos In vitro tienen la entidad propia entre los métodos experimentales
y proporcionan una informacion mas profunda sobre los mecanismos de accidn toxica

que la obtenida in vivo. (23)

Son preferentemente utilizados porque son mas econdémicos, requieren mucho menos

cantidad de material y las condiciones experimentales son mas controlables (23).

1.7 EVALUACION.

La evaluacion de la actividad antiinflamatoria utiliza métodos experimentales “In Vivo”,
para lo cual se produce la inflamacién con agente externo como es la Carragenina en
solucion inyectada en la region subplantar de la pata de la rata, se determina el volumen
de inflamacion en tiempos especificos al inicio de la administracion de un extracto
vegetal administrado en forma oral y se evalla el efecto de los metabolitos secundarios

presentes en el vegetal estudiado (25)

Se cuenta con el estudio de la actividad antifungica de la familia Melastomataceae
;Miconia reducens Triana el extracto etandlico inhibe en forma total el crecimiento
bacteriano de Stafilococcus aureus, Escherichia coli, Bacilluss ubtilis, Speudomonas
aeruginosa, Salmonella tiphy . (27).

Miconia coronata 3- Sitosterol, acido elagico, un flavonoide llamado kaemferol -7-O-4-
a,B- (presentando actividad antibacterial), y una isoflavona diglicosilada 10 en el extracto,
propanol-agua, (65:35); y actividad anti fungica del extracto en fase acuosa al 5% contra
Candida albicans.(25)

1.8 RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL
La recoleccion de una determinada especie hacerse con la ayuda de un botanico quien

ademas de clasificar el material guardara una muestra testigo para futuras

comprobaciones. (25)
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1.9 PRUEBAS DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA.

Una inflamacion representa un proceso fisiologico fundamental para eliminar estimulos
lesivos aun organismo vivo. Una caracteristica marcada de este proceso o de caracter
independiente de la naturaleza del estimulo, sea fisico, quimico o biolégico donde se

observan edema, aumento de la temperatura, eritema en el area.(28)

Varios modelos In Vivo son utilizados en la investigacion de compuestos con actividad
analgésica / antiinflamatoria (Waker e cols, 1999). En general una estereotipia del
género de 2 procesos y sintomas de inflamacion sirven de base para el ensayo de estas
drogas. Dentro de los pardmetros normalmente validados estan el edema, alteracion de la
permeabilidad vascular, migracion leucocitaria, fiebre y dolor. (28)

Estas pruebas de caracterizacion farmacoldgica sirven para el andlisis de nuevos

compuestos capaces de inferir con el curso de la inflamacion. (28)

1.10 EXAMEN QUIMICO DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS.

Se ha desarrollado una serie de métodos para la deteccion preliminar de los diferentes
constituyentes quimicos en los vegetales, basados en la extraccion de estos solventes

apropiados y en la aplicacion de pruebas de coloracion.

Las pruebas mas comunes son:

A.- ENSAYO DE DRAGENDORFF

Permite reconocer en un extracto la presencia de alcaloides, para ello, si la alicuota del
extracto esta disuelta en un solvente organico, este debe evaporarse en bafio de agua y el
residuo redisolverse en 1 mL de &cido clorhidrico al 1 % en agua. Si el extracto es acuoso,
a la alicuota sele afiade 1 gota de acido clorhidrico concentrado, (calentar suavemente y
dejar enfriar hasta acidez). Con la solucion acuosa &cida se realiza el ensayo, afiadiendo
3gotas del reactivo de Dragendorff, si hay opalescencia se considera (+), turbidez definida
(++), precipitado (+++).

B.- ENSAYO DE LIEBERMANN-BURCHARD
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Permite reconocer en un extracto la presencia de triterpenos y/o esteroides, por ambos
tipos de productos poseer un nucleo del androstano, generalmente insaturado en el anillo
B y la posicién 5-6.

Para ello, si la alicuota del extracto no se encuentra en cloroformo, debe evaporarse el
solvente en bafio de agua y el residuo redisolverse en 1 mL de cloroformo. Se adiciona 1
mL de anhidrido acético y se mezcla bien. Por la pared del tubo de ensayos se dejan
reshalar 2 - 3 gotas de &cido sulfrico concentrado sin agitar. Un ensayo positivo se tiene

por un cambio rapido de coloracion:

1-Rosado-azul muy rapido.
2-Verde intenso-visible aunque rapido.
3- Verde oscuro-negro- final de la reaccion.

A veces el ensayo queda en dos fases o desarrollo de color. Muy pocas veces puede
observarse el primer cambio. El tercer cambio generalmente ocurre cuando el material

evaluado tiene cantidades importantes de estos compuestos.

NOTA: Para realizar este ensayo no puede haber agua en el medio de reaccion pues ésta
con el acido sulfurico reacciona de forma violenta y puede ocurrir un accidente. La
reaccion de Liebermann-Burchard se emplea también para diferenciar las estructuras
esteroidales de los triterpenoides, las primeras producen coloraciones azul o azul
verdoso,mientras que para las segundas se observa rojo, rosado o purpura. Estas
coloraciones pueden variar por interferencias producidas por carotenos, xantofilas y

esteroides saturados que puedan estarpresentes.

C.- ENSAYO DE BORNTRAGER

Permite reconocer en un extracto la presencia de quinonas. Para ello si la alicuota del
extracto no se encuentra en cloroformo, debe evaporarse el solvente en bafio de agua y el
residuo redisolverseen 1 mL de cloroformo. Se adiciona 1 mL de hidroxido de sodio,

hidroxido de potasio 6 amonio al 5 % en agua. Se agita mezclando las fases y se deja en
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reposo hasta su ulterior separacion. Si la fase acuosa alcalina (superior) se colorea de
rosado o rojo, el ensayo se considera positivo.Coloracion rosada (++), coloracién roja

(+++).

D.-ENSAYO DE BALJET

Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos con agrupamiento lacténico,
en particular Cumarinas, aunque otros compuestos lactonicos pueden dar positivo al
ensayo.Para ello, si la alicuota del extracto no se encuentra en alcohol, debe evaporarse
el solvente en bafio de agua y redisolverse en la menor cantidad de alcohol (ImL). En
estas condiciones se adiciona 1mLdel reactivo, considerandose un ensayo positivo la

aparicion de coloracion o precipitado rojo (++y +++) respectivamente.

E.- ENSAYO DE CATEQUINAS

Para ello, tome de la solucion alcohdlica obtenida una gota, con la ayuda de un capilar y
aplique la solucion sobre papel de filtro. Sobre la mancha aplique solucion de carbonato

de aparicion de una mancha verde carmelita a la luz UV, indica un ensayo positivo.

F.-ENSAYO DE LA ESPUMA

Permite reconocer en un extracto la presencia de saponinas, tanto del tipo esteroidal
comotriterpénica. De modo que si la alicuota se encuentra en alcohol, se diluye con 5
veces su volumen en agua y se agita la mezcla fuertementedurante 5-10 minutos.ElI
ensayo se considera positivo si aparece espuma en la superficie del liquido de méas de 2
mm de altura y persistente por mas de 2 minutos.Para detectar este tipo de compuesto,
adicione a 2 mL de la solucion alcohdlica, 10 mL de aguadestilada. La aparicion de un

precipitado, indica un ensayo positivo.

G.-ENSAYO DEL CLORURO FERRICO
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Permite reconocer la presencia de compuestos fenodlicos y/o taninos en un extracto
vegetal. Siel extracto de la planta se realiza con alcohol, el ensayo determina tanto fenoles
como taninos. Si el extracto es acuoso, el ensayo determina fundamentalmente taninos.
1. Desarrollo de una coloracién rojo-vino, compuestos fendélicos en general.

2. Desarrollo de una coloracién verde intensa, taninos del tipo pirocatecoélicos.

3. Desarrollo de una coloracién azul, taninos del tipo pirogalotanicos.

H.-ENSAYO DE SHINODA

Permite reconocer la presencia de flavonoides en un extracto de un vegetal. Si la alicuota
del extracto se encuentra en alcohol, se diluye con 1 mL de acido clorhidrico concentrado
y un pedacito de cinta de magnesio metalico. Después de la reaccion se espera 5 minutos,
se aflade 1mL de alcohol amilico, se mezclan las fases y se deja reposar hasta que se
separen.

Si la alicuota del extracto se encuentra en agua, se procede de igual forma, a partir de la
adicién del acido clorhidrico concentrado. EIl ensayo se considera positivo, cuando el
alcohol amilico se colorea de amarillo, naranja, carmelita o rojo; intenso en todos los

Casos.

I.-ENSAYO DE ANTOCIANIDINAS

Permite reconocer en los extractos vegetales la presencia de estas estructuras de secuencia
C6-C3-C6 del grupo de los flavonoides. Se calientan 2 mL delextractoetandlico 10 min
con 1 mL de HCL conc. Se deja enfriar y se adiciona 1 alcohol amilico. Se agita y se deja
separar las dos fases. La aparicion de color rojo a marron en la fase amilica, es indicativa

de un ensayo positivo (8).
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1.11 PREPARACION DE LOS SUBEXTRACTOS.

La maceracion contiene numerosos compuestos de dificil purificacion, razon fundamental
para preparar subextractos por extraccion con solventes inmiscibles, después de basificar
la solucion y liberar los alcaloides de sus sales.

Para la obtencion de los subextractos se elige solvente para este caso; con el fin de extraer
los flavonoides y terpenos presentes en los vegetales siendo el mas favorable para la
extraccion el cloroformo.

De la solucion alcohdlica se coge una alicuota de 25 mL se coloca en un embudo de
separacion y se afiade un volumen igual de cloroformo, se agita por varios minutos, se
deja reposar, y se repite el proceso hasta cuando la fase cloroférmica este transparente,
Se trasvasa esta fase a un balon esmerilado previamente pesado y concentrar el

subextracto.

Para reconstituir el extracto y alcanzar el volumen requerido para la aplicacion en ratas
se tiene que preparar una emulsion (liquida — liquida) formada por agua subextracto y

alcohol para luego evaporar el alcohol.

1.11.1 SUBEXTRACTO CLOROFORMICO

e A lasolucion alcoholica concentrar, pasar a un embudo de separacion.
e Afadir un volumen igual de cloroformo agitar por varios minutos dejar en reposo.

e Separar la solucién alcohdlica (fase superior) de la solucién cloroférmica (fase
inferior) repetir el proceso hasta tener incolora la fase cloroférmica repetir cuantas

Veces sean necesarias.

e A lasolucion cloroférmica recoger en un balén esmerilado pesado y llevar a sequedad

a presion reducida, pesar.(8)
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CAPITULO Il

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 LUGAR DE LA INVESTIGACION

La presente investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Fitoquimica, Facultad de
Ciencias. Bioterio de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, del 17 de Febrero
Marzo- al 31 de Abril del 2013.

2.2 MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

2.2.1 MATERIAL VEGETAL E IDENTIFICACION TAXONOMICA.

Como materia prima se utilizo las hojas, tallos, y frutos de Miconia, Brachyotum y
Fuchsia; Los que fueron identificados en el herbario de la ESPOCH, por el curador Ing.

Jorge Caranqui, respectivamente:

Nombre comun: Colca
Orden: Myrtales

Familia: Melastomataceae
Género: Miconia

Especie: pseudocentrophora

Nombre comun: Llumbre
Orden: Myrtales

Familia: Melastomataceae
Género: Brachyotum

Especie: ledifolium



-21-

Nombre comun: Arete de inca
Orden: Myrtales

Familia: Onagraceae

Género: Fuhsia

Especie: loxensis

La misma que se recolectd en el mes Febrero del 2013 en San Francisco de
Guayllabamba del Cantén Chambo - Provincia de Chimborazo.

2.3 MATERIAL BIOLOGICO.

Ratas (Rattusnovergicus) del Bioterio de la

i) ~ Facultad de Ciencias Escuela Superior Politécnica
3 ’ R de Chimborazo
Oa < J ’

<

Fotografia No. 4 RattusNovergicus.

2.4 MATERIALES DE LABORATORIO

v' Probeta v" Embudo simple

v" Tubos de ensayo v Reverbero eléctrico
v" Algodén v Pinza para tubo

v' Caja de guantes y mascarillas v Pinza para capsula

v' Jeringas v Equipo de reflujo

v' Canulas. v' Matraces Erlenmeyer
v" Vasos de precipitacion v Pipetas

v' Balones aforados v Pipetas Volumétricas
v' Cépsulas de porcelana v' Gradilla

v' Crisoles v' Varilla de agitacion
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v" Tripode v’ Papel filtro
2.4 EQUIPOS
v/ Balanza Analitica v’ Cabina extractora de gases
v’ Cémara UV v' Computadora
v Rotavapor v' Mufla
v Estufa v Estufa
v" Refractometro v" pH — metro
v" Bomba de vacio v’ Espectrofotémetro UV - Visible
2.5 REACTIVOS
v' Agua destilada v Cloroformo
v Reactivo de Dragendorff v Cloruro de Sodio
v" Reactivo de Mayer v Hidréxido de Sodio
v" Reactivo de Wagner v" Acido Clorhidrico 1%
v Reactivo de Lieberman - v" Acido Clorhidrico concentrado
Buchard v Granallas de Magnesio Metalico
¥v" Reactivo de Borntrager v’ Acetato de Etilo
v Reactivo de Baljet v Metanol
v Reactivo de Sudan 11l v' Acido Sulfdrico concentrado
v Solucion de Cloruro Férrico al v" Vainillina
5% v Formol
v Solucién de Ninhidrina al 5% v Etanol
v" Solucién de Fehling Ay B

2.6 TECNICAS Y METODOS

2.6.1 CONTROL DE CALIDAD DEL MATERIAL VEGETAL

Para realizar el control de calidad de la parte aérea de Miconia pseudocentrophora,

Brachyotum ledifolium, Fuchsia loxensis. La materia prima fue obtenida en el mes de

Marzo del 2013 en San Francisco de Guayllabamba del Canton Chambo - Provincia de
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Chimborazo, se consider6 multiples pardmetros encargados para asegurar la calidad de

los vegetales en el que se incluyen las siguientes determinaciones
2.6.2 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD

Se basa en la determinacion gravimétrica de la pérdida en masa que muestre una droga
después de ser desecada en la estufa. Para una buena conservacién debe ser inferior al
10%, para evitar procesos enzimaticos, y para expresar la valoracion de los principios

activos referidos a materia seca.
2.6.2.1 METODO GRAVIMETRICO

Se pesd 2 g. £ 0.5 mg de droga cruda y se transfirieron a un pesa filtro previamente tarado
y se sec a 100°C durante 3 horas. El pesa filtro se puso en un desecador donde se dejo
enfriar hasta temperatura ambiente y se peso; colocandose nuevamente en la estufa

durante 1 horay se repitio el procedimiento hasta obtener masa constante.

Célculos:

%H:u* 100
M,— M

Donde:

%H = Porcentaje de Humedad

M,= masa de la capsula con la muestra de ensayo (g)

M1= masa de la capsula con la muestra de ensayo desecada (g)
M = masa de la capsula vacia

100 = factor matematico
2.6.3 DETERMINACION DE CENIZAS

Representan el contenido en sales minerales o en materia inorgéanica de la droga. Las

cenizas dan una idea del contenido en materia mineral de la planta, que suele ser alrededor
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del 5%. Su determinacion es importante porque la materia mineral puede ser responsable

de alguna accién farmacoldgica.
2.6.3.1 DETERMINACION DE CENIZAS TOTALES

Se denominan cenizas totales al residuo inorgéanico que se obtiene al incinerar una droga,
fundamentalmente en su determinacién gravimétrica.

Se determina la masa de no menos de 2.0g ni mas de 3.0g de la porcién de ensayo
pulverizada y tamizada con una desviacién permisible de 0.5mg en un crisol de porcelana
previamente tarado. Se calienta carboniza la porcién de ensayo y posteriormente se
incinera en un horno mufla a una temperatura de 700 a 750 °C, durante 2 horas. Se enfria
el crisol en una desecadora y se pesa, repitiéndose el proceso hasta obtener masa
constante. Si el residuo presenta trazas de carbon, se le afiaden unas gotas de solucién de
perdxido de hidrogeno concentrado, acido nitrico o solucion de nitrato de amonio al 10%
m/v y se calienta hasta evaporar los solventes. Al enfriar el crisol el residuo es de color
blanco o casi blanco.

Célculos:

%Ct=M M*100
Ml_M

Donde:

Ct: porcentaje de cenizas totales en base hidratada
M= masa crisol vacio (g)

M1= masa del crisol con la porcion del ensayo (g)

M= masa del crisol con la ceniza (g)

2.7PREPARACION DEL EXTRACTO ALCOHOLICO DE PARTE AEREA DE

Miconia pseudocentrophora, Brachyotum ledifolium, Fuchsia loxensis.

Después de la recoleccion e identificacién de los vegetales se procede a limpiar y
desinfectar; se lava en abundante agua, se elimina el exceso de agua y se corta en trozos
pequefios para luego proceder a triturar, colocar en un recipiente de vidrio de boca ancha

se agrega etanol (96 °) GL; luego se deja macerar por 2 a 3 dias. Se decanta y el filtrado
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se concentra una octava parte del volumen inicial, en el mejor de los casos por presion

reducida; se refrigera para eliminar las clorofilas obteniendo asi el extracto alcohdlico.

2.7.1 PREPARACION DE LOS SUBEXTRACTOS DE LA PARTE AEREA DE

Miconia pseudocentrophora, Brachyotum ledifolium, Fuchsia loxensis.

Para la obtencion de los subextractos se elige solvente inmiscible con el etanol; en el

presente caso el cloroformo con el fin de extraer los metabolitos secundarios en el.

Del extracto alcohdlico se coge una alicuota de 25 mLy coloca en un embudo de
separacion luego afiade un volumen igual de cloroformo, se agita por varios minutos, se
deja reposar, una vez formadas dos fases separar la fase superior corresponde al extracto
etanolico, y la fase inferior al cloroformo que debe recogerse en un recipiente previamente
tarado. Se repite el proceso desde la adicion cloroférmica, hasta que este transparente.
Todas las fases cloroformicas reunidas en balon esmerilado previamente pesado eliminar

el solvente y constituyen el subextracto.

Para reconstituir el extracto y alcanzar el volumen requerido para la aplicacion en ratas
se tiene que preparar una emulsion (liquida — liquida) formada por agua subextracto y

alcohol para luego evaporar el alcohol.

2.3.3 CONTROL DE CALIDAD DEL EXTRACTO ALCOHOLICO.

Se realiza previamente; el vegetal debe estar libre de impurezas, sano, para que no existan

interferencias durante el analisis.

2.3.3.1 DETERMINACION DE REQUISITOS ORGANOLEPTICOS DEL
EXTRACTO ALCOHOLICO

e Olor: Se toma una tira de papel secante de aproximadamente 1 cm de ancho por
10 cm de largo y se introduce un extremo en la muestra de ensayo. Se huele y se

determina la caracteristica del producto.
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e Color: Se toma un tubo de ensayo limpio y seco y se llena las tres cuartas partes
con la muestra de ensayo y se observa el color, transparencia, presencia de
particulas y la separacion en capas.

e Sabor: colocar una pequefia cantidad de muestra en el borde de la palma de la
mano o en el dedo indice e inmediatamente Al contacto con la punta de la lengua
se realiza la identificacion de su sabor.

e Aspecto: Se determina observando contra luz la presencia de particulas y/o

turbidez en el tubo de ensayo donde se encuentra la muestra.

2.3.3.2 DETERMINACION DEL pH

La acidez o la alcalinidad de las soluciones acuosas se caracterizan por el valor del indice
de hidrégeno, pH. EIl pH es por tanto un indice numérico que se utiliza para expresar la
mayor o menor acidez de una solucion en funcién de los iones hidrogenos. Para realizar
la determinacion se toma una alicuota de 25 mL, de la muestra y procedemos a medir

directamente en el equipo de pH previamente calibrado.

2.3.3.3 DETERMINACION DEL INDICE DE REFRACCION

Los refractometros utilizan como principio de medicién, la determinacion del angulo
limite el cual presenta en el campo visual un contraste claro y otro oscuro. La linea de

separacion entre ambos campos establece el &ngulo limite de la luz incidente.

e Enunrefractometro de Abbe, se realiza la medicidn calibrando el equipo con agua
destilada.

e Se levanta la tapa del refractometro y se limpia con papel filtro.

e Colocar una o dos gotas de la muestra a analizar (extracto)

e Anotar los resultados
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Expresion de los resultados:
Se hacen tres lecturas y se calcula el promedio de las mismas. Dos 0 mas lecturas no
deben diferir en méas de 0.002. Si las determinaciones no se efectan a la temperatura de

referencia se emplea la formula siguiente:

n2® = ni 4 0.00044 (T — 25)
Donde:
n2° = Indice de refraccion a 25°C
nf= Valor leido en la escala del aparato a temperatura
0.00044 y 25 = Factor de correccién matematica

T=temperatura a la que se realiza la lectura
2.3.3.4 DETERMINACION DE LA DENSIDAD RELATIVA

Se entiende por densidad relativa a la relacion entre masa de un volumen de la sustancia
a ensayar a 25°C y la masa de un volumen igual de agua a la misma temperatura. Este
término equivale a peso especifico. Para realizar la determinacion, se debe pesar el
picnometro vacio y seco 2 °C y llenar con la porcion de ensayo, mantener a la temperatura
de 25 °C (£1°C) durante 15 min y ajustar el liquido al nivel empleado, si es preciso, una
tira de papel para extraer el exceso secar exteriormente el picnémetro. Se pesa
cuidadosamente el picnémetro con la porcion de ensayo Yy se repite la operacion con el

agua destilada a 25 °C, después de limpio el picnémetro.

Expresion del resultado:
La densidad relativa a 25°C se calcula por la siguiente formula:
Das = u
M, — M
Donde:
M1= peso del picnémetro con la muestra (g)
M= peso del picnémetro con el agua (g)

M = peso del picndmetro vacio ()
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2.3.4.1 TAMIZAJE FITOQUIMICO

El tamizaje fitoquimico constituye una de las etapas que nos ayuda a determinar
cualitativamente los principales grupos de constituyentes quimicos presentes en las
plantas.

2.3.4.1 Ensayo de Dragendorff

Permite reconocer en un extracto la presencia de alcaloides, para ello, si la alicuota del
extracto esta disuelta en un solvente organico, este debe evaporarse en bafio de agua y el
residuo redisolverse en 1 mL de &cido clorhidrico al 1 % en agua. Si el extracto es acuoso,
a la alicuota se le afiade 1 gota de acido clorhidrico concentrado, (calentar suavemente y
dejar enfriar hasta acidez). Con la solucion acuosa &cida se realiza el ensayo, afiadiendo
3gotas del reactivo de Dragendorff, si hay opalescencia se considera (+), turbidez definida

(++), precipitado (+++).

2.3.4.2 Ensayo de Mayer

Proceda de la forma descrita anteriormente, hasta obtener la solucion acida. Afada una
pizca de cloruro de sodio en polvo, agite y filtre. Afiada 2 6 3 gotas de la solucidn reactiva
de Mayer, los resultados se clasifican de la misma forma.

2.3.4.3 Ensayo de Wagner

Se parte al igual que en los casos anteriores de la solucion &cida, afiadiendo 2 o 3 gotas

del reactivo, clasificando los resultados de la misma forma.

2.3.4.4 Ensayo de Baljet

Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos con agrupamiento
lactonicos, sesquiterpenolactonas, Cumarinas, aunque otros compuestos lactonicos
pueden dar positivo al ensayo. Para ello, si la alicuota del extracto se encuentra en alcohol,

debe evaporarse el solvente en bafio de agua y redisolverse en la menor cantidad de



-31-

alcohol (1 mL). En estas condiciones se adiciona 1mL de reactivo, considerandose un
ensayo positivo la aparicion de una coloracion o precipitado rojo (++ y +++)

respectivamente.

2.3.4.5 Ensayo del cloruro férrico

Permite reconocer la presencia de compuestos fendlicos y/o taninos en un extracto
vegetal. Si el extracto de la planta se realiza con alcohol, el ensayo determina tanto fenoles
como taninos. A una alicuota del extracto alcohdlico se le adicionan 3 gotas de una
solucion de tricloruro férrico al 5 % en solucion salina fisiolégica (cloruro de sodio al 0.9

% en agua). Si el extracto es acuoso, el ensayo determina fundamentalmente taninos.

A una alicuota del extracto se afiade acetato de sodio para neutralizar y tres gotas de una
solucion de tricloruro férrico al 5 % en solucion salina fisiologica, un ensayo positivo

puede dar la siguiente informacidn general:

1. Desarrollo de una coloracion rojo-vino, compuestos fendlicos en general.
2. Desarrollo de una coloracion verde intensa, taninos del tipo pirocatecdlicos.

3. Desarrollo de una coloracion azul, taninos del tipo pirogalotanicos. (33)

2.3.4.6 Ensayo de la espuma

Permite reconocer en un extracto la presencia de saponinas, tanto del tipo esferoidal como
triterpénica. De modo que si la alicuota se encuentra en alcohol, se diluye con 5 veces su
volumen en agua y se agita la mezcla fuertemente durante 5-10 minutos. El ensayo se
considera positivo si aparece espuma en la superficie del liquido de mas de 2 mm de altura

y persistente por mas de 2 minutos.
2.3.4.7 Ensayo de Shinoda
Permite reconocer la presencia de flavonoides en un extracto de un vegetal. Si la alicuota

del extracto se encuentra en alcohol, se diluye con 1 mL de acido clorhidrico concentrado

y un pedacito de cinta de magnesio metalico. Después de la reaccion se espera 5 minutos,
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se afiade 1 mL de alcohol amilico, se mezclan las fases y se deja reposar hasta que se
separen. Si la alicuota del extracto se encuentra en agua, se procede de igual forma, a
partir de la adicién del acido clorhidrico concentrado. El ensayo se considera positivo,
cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo, naranja, carmelita o rojo; intenso en

todos los casos.

2.3.4.8 Ensayo de principios amargos El ensayo se realiza saboreando 1 gota del
extracto acuoso o del vegetal reconociendo el sabor de cado uno de los principios,
bien diferenciado por el paladar.

235 PRUEBA DE EDEMA PLANTAR EN RATA INDUCIDO POR
CARRAGENINA.

Es conocido que el proceso inflamatorio puede ser producido por un conjunto de
mediadores actuando independientemente y en forma sinérgica, ocurriendo que un mismo

mediador puede ser activo en las diferentes etapas de respuesta inflamatoria. (1)

Los biomodelos para la investigacion de la actividad antiinflamatoria tienen como base
para el ensayo los sintomas de la inflamacion, siendo el mas frecuentemente utilizado el
edema. En estos modelos, la mayoria de veces solamente nos permite llegar a determinar
la actividad mas no el mecanismo implicado en el proceso antiinflamatorio que presenta
el extracto de la planta investigada, pero son de gran importancia ya que nos permiten
hacer un evaluacidn de esta actividad y puede ser el punto de partida para la investigacion
de nuevos compuestos capaces de interferir en el proceso inflamatorio. (1)

La técnica utilizada para evaluar la actividad antiinflamatoria fue la del edema de pata en

rata, inducido por carragenina (Método de Wintter y col.). (1) (2)

El método de edema plantar inducido por cartagenina consiste en la administracion
subcutanea de una solucion de carragenina a nivel de la aponeurosis plantar de la rata,
provocando una reaccion de caracter inflamatorio mediada por la liberacion de diversos
autacoides (histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas) ademas diversos factores
del complemento que estan implicados en la amplificacion de la respuesta. El producto a

ensayar se puede administrar via intraperitoneal, oral, etc. (3)(4)
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Una hora después de la administracion de la sustancia problema, la histamina y la
serotonina tienen un papel principal como mediadores. De una hora y media a dos y media
horas después de la inyeccion de carragenina, intervienen las cininas como mediadores.
La dltima fase esta mediada por prostaglandinas (PGE1 y PGE2, PGF2).(3)(4).

La respuesta vascular maxima ocurre aproximadamente a las 4 horas de la administracion
de carragenina y coincide con la fase mediada por las prostaglandinas. La extravasacion
de proteinas ocurre durante toda la respuesta al agente edematdgeno. La migracion
celular, fundamentalmente leucocitos polimorfonucleares, comienza a las 2 horas de

haberse inyectado el agente. (4)

Es muy importante la estandarizacion del ensayo: hora, temperatura, etc. Se prefiere la
carragenina ante otros irritantes porque el edema producido esta menos modificado por
factores ajenos a los propiamente caracteristicos de la inflamacion y ademas, porque la
actividad antiinflamatoria de este ensayo guarda una buena correlacion con la actividad

anti-inflamatoria en clinica. (4)

Se utilizaron grupos de 3 ratas por cada formulacion. Se midieron los volimenes normales
de la pata derecha posterior de las ratas con una cinta métrica. Las formulaciones a
ensayar se administraron por via oral empleando jeringas con aguja adaptada para ser
usadas como sonda orogastrica. El vehiculo utilizado fue agua destilada. El grupo control
recibio solamente el vehiculo y otro grupo una dosis del agente antiinflamatorio (Farmaco

de referencia) Naproxeno sodico 550mg ( 7.86 mg/Kg).

Media hora después de la administracion de las sustancias de ensayo, se indujo el edema
inyectando 0,1mL de una disolucién acuosa al 0,5% de carragenina en la aponeurosis
plantar derecha de las ratas. La medida del volumen de la pata derecha inflamada se
realizé con una cinta métrica (largo y diametro). La inflamacién se cuantifico midiendo
el volumen de las patasalas 0, 1, 3, 5, 7, y 8, horas después de la inyeccion de carragenina.
La diferencia de volumen entre la pata derecha inflamada y la misma pata derecha normal

antes de la inyeccidn de carragenina es indicativa del grado de inflamacion.
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Se calculd el volumen de inflamacion producido, con la siguiente formula:

vi=2qzp
4
Doénde:

d = diametro de la pata
h = largo de la pata

Los resultados se determinaron como porcentaje de inflamacién utilizando la siguiente

formula;

V C.positivo — Volunen normal
% DE INFLAMACION = V normal x 100

Donde:
V control positivo = volumen de la pata inflamada a un tiempo x

V normal = volumen normal (antes de la aplicacion de Cartagenina).

Nota: Las ratas se encontraban en un estado de salud optimo y en ayuno de 12 horas.
Previo a un periodo de adaptacion de siete dias.

El porcentaje de Inhibicion de la reaccidn inflamatoria de la Carragenina, se calcula en la
fase aguda a las 1, 3, 5, 7, y 8 horas de la inyeccion de la misma.

. v.c.problema — V. c. positivo
% de inhibicion de la fase aguda = volumen c. problema x 100

Donde:
V control problema = volumen de la pata inflamada sin antiinflamatorio
V control positivo = volumen de la pata inflamada con antiinflamatorio

V normal = volumen normal (antes de la aplicacion de Cartagenina).

2.3.6 ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Se emplearon 20 animales de experimentacion (13hembras,7 machos) Aplicando el

principio de las 3R (reduccidn, refinamiento y reemplazo), se utilizan 15 animales de



-35-

experimentacion para la primera ronda de administracion y se realizaran 3 repeticiones
por lote (extracto alcoholico: L1,L2,L3);(subextracto cloroformico:Lsl,Ls2,Ls3) para

verificar la reproducibilidad y se valide la investigacion.

Procedimiento:

FASE 1: ACLIMATACION

Aislamiento de las ratas (machos y hembras) una
semana previo a la experimentacion.

Peso de las ratas: 180-200g.

Edad: Dos meses

Temperatura: 18°C

Comida: 3g de pellets/100g peso de la rata; agua
ad libitum

Fotografia No. 5 ACLIMATACION

FASE 2: DISTRIBUCION DE GRUPOS

: Grupo blanco: 3 ratas

- Grupo negativo (Naproxeno 7.86mg/Kg +
Carragenina): 3 ratas

Grupo positivo (carragenina): 3ratas

Fotografia No. 6 GRUPOS

Grupos experimentales: 18 ratas, divididas en grupos de 3 para cada dosis del extracto
y subextracto de cada vegetal en este caso son: Miconia, Fuchsia,Brachiotum.Medir de
cada grupo los volimenes normales de la pata derecha posterior de las ratas con una cinta

métrica. El grupo control recibié solamente el vehiculo (agua ad libitum).



-36 -

FASE 3: INDUCCION DEL EDEMA PLANTAR

Carragernina 0,5mL en la region subplantar de las dos
patas posteriores, es inyectada 30 min. después de la
administracion intragastrica de la sustancia a estudiar; un
lote de tres animales sirve de control y recibe el liquido
fisiologico, para cada dosis de sustancia, las
concentraciones de las soluciones o suspensiones
utilizadas deberan administrarse segin cada farmaco
llevandose a 5mL. con agua.

Fotografia No. 7 Induccion edema

Dosis: A partir del octavo dia de
experimentacion administramos 0,1 mL de
una disolucion acuosa de carragenina
0,5% por via subcutanea a nivel de la
aponeurosis plantar derecha,
posteriormente se mide el volumen de la
pata desde el inicio hasta el final de

lainvestigacion.

Fotografia No. 8 Induccion con Carragenina

Intervalos: Medir el volumen (largo y diametro) de las patas a las 1, 3, 5, 7,8 horas
después de la inyeccién de Carragenina.La diferencia de volumen entre la pata derecha
inflamada y la misma pata derecha normal antes de la inyeccién de Carragenina es

indicativa del grado de inflamacidn.
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FASE 4: TRATAMIENTO

Control Negativo:

osis: Administrar 1 mL de solucion de
naproxeno de 550mg en agua a una
concentracion 7,86mg/kg por via oral
empleando jeringas con aguja adaptada para
ser usadas como sonda orogastrica. Media
hora despuésadministramos 0,1 mLde

carragenina 0,5%.
Fotografia No. 9 TRATAMIENTO

Posteriormente se mide el volumen de la pata desde el inicio hasta el final de la
investigacion.

Intervalos: Medir el volumen (largo y didmetro) de las patas a las 0, 1, 3, 5, 7, 8 horas.

FASE 5: GRUPOS EXPERIMENTALES.

Dosis: Administrar 0.1 ml de extracto y subextracto de la Miconia, Brachiotum,Fuchsia
a concentraciones del 100%. Por viaoral
empleando jeringas con aguja adaptada
para ser usadas como sonda orogastrica.
El vehiculo utilizado fue agua destilada.
Media hora después-administramos 0,1
mL de carragenina 0,5%.Medir el
volumen de la pata desde el inicio hasta
el final de la investigacion.

Fotografia No. 10 Medida edema.

Intervalos: Medir el volumen (largo y diametro) de las patas a las 1, 3, 5, 7, 8 horas.
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2.3.7 MODELO EXPERIMENTAL
Cuadro No. 1 ESQUEMA DE ENSAYO UTILIZADO PARA EVALUAR LA
ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE 3 TRATAMIENTOS.

Extracto alcohélico Extracto cloroférmico
Repeticiones

Tratamientos | R1 R2 |R3 Ts |[R1 |R2 |R3

T1 Tsl
T2 Ts2
T3 Ts3

DONDE:

T1= Extracto alcoholico.

Ts =subextracto Cloroformico.

Medicamento de Referencia Naproxeno sodico7.86mg/KgGrupo Control

Carragenina0,5%

Al extracto alcoholico de cada uno de los vegetales en estudio se le evaporo el etanol
hasta eliminarlo para evitar gastritis en las ratas, y se les administré en dosis de 1mLde
extracto alcohdlico de cada uno de los vegetales y subextractoscloroférmicos,
paracomprobar la actividad antiinflamatoria en ratas (Rattusnovergicus) con edema

plantar inducido con carragenina 0,5%.

El Naproxeno sddico 550mg fue administrado en dosis (7,86mg/Kg),utilizada como
droga control positivo para reducir la inflamacion provocada por carragenina 0,5%.
Mientras que el grupo control negativo recibié cada uno de los tratamientos (extractos y
subextractos). El volumen del edema plantar de la rata se evalto al inicio de la
investigacion y al término de la misma para esto se toma en cuenta tanto el diametro como
el largo de la pata derecha, con el fin de conocer de qué manera actla el extracto

administrado.

Las mediciones se realizaron a las 1, 3, 5, 7, 8, horas después de la inyeccién de la
carragenina, posteriormente se calcula el volumen de cada medicién y se realiza un

promedio de las tres mediciones.
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la presente investigacion se identific su taxonomia de acuerdo a su familia, genero,
y especie. A través de métodos cualitativos y cuantitativos identificamos la presencia de
compuestos fitoquimico y su actividad antiinflamatoria en un sistema biol6gico complejo,
los resultados presentados en seis lotes por triplicado, obteniendo el promedio para poder
realizar una valoracion estadistica sustentable se analizaran los distintos extractos
experimentales en relacion a un estandar de accion antiinflamatoria conocida para poder

establecer la actividad resultante del presente analisis.

3.1 CONTROL DE CALIDAD DROGA CRUDA

Para realizar el control de calidad se utilizo hojas, tallos, y frutosde Miconia
pseudocentrophora, Brachyotum ledifolium, Fuchsia loxensiscon muestras por triplicado

para cada prueba, con lo que se obtuvo los siguientes resultados:

3.1.1 DETERMINACION DE HUMEDAD

Los vegetales contienen agua cuando estan frescos. Es necesario conocer cual es la
cantidad, de la misma; si se quiere guardar: en este caso el alcohol que se utilizé al
96°GL, que hace que por su fendmeno de osmosis se mantengan inalterados los

metabolitos existentes.

3.1.2 DETERMINACION DE CENIZAS

Este parametro de control de calidad da el porcentaje de minerales presentes en las

plantas, sirve para establecer el grado de limpieza de materias primas vegetales, son una
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medida de la materia arenosa proveniente de la cosecha de las especies vegetales. Cuando
hay un alto contenido de cenizas, superior a la especificacion se sugiere la presencia de

un adulterante inorganico.

Cuadro No. 2RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE LAS
PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICASDE LOS VEGETALES.

PARAMETRO | ESPECIFICACION LLUMBRE ARETE COLCA
(Brachyotumledifolium) DE (Miconiapseudocentrophora)
INCA
(Fuchsia
loxensis)
% 49.49 79.48 48.90
HUMEDAD
%CENIZAS Hasta 12 % 4.07 3.70 291

En el cuadro No. 2 se puede apreciar el porcentaje de humedad de la planta fresca; en el
cual se obtuvo un valor de 79.48% para el Arete de Inca (Fuchsia loxensis),49.49% para
el Llumbre (Brachyotum ledifolium) y 4890 % para la Colca (Miconia
pseudocentrophora) valores que reflejan la cantidad de agua libre que contiene el material
vegetal que es alta. Las plantas recién recolectadas contienen una cantidad de agua
importante, variable en los distintos 6rganos. Las semillas y frutos secos contienen el
porcentaje menor, 5 a 10%, pero las cortezas contienen del 30 al 40% de agua, las hojas
del 60 al 90%, segln su textura, las raices y rizomas del 70 al 85% vy las flores y frutos
del 80 al 90%. Las especificaciones nos ayudan en la preparacion de alcoholatos y la

extraccion de aceites esenciales. (19)

Por lo tanto el contenido de humedad es mayor para el Arete de Inca, ya que la zona
donde fue recolectado el material vegetal mantiene alta humedad, con presencia de
neblina, otra de las causas puede ser que se trata de un arbusto poco lefioso, por lo que

retiene mayor cantidad de agua.
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En el Cuadro ademés se puede apreciar el porcentaje de Cenizas de las especies en
estudio. Las cenizas totales en la planta fresca son de 4.07 % para el Llumbre
(Brachyotum ledifolium); 3.70 % para el Arete de Inca (Fuchsia loxensis) lo que puede
ser debido a las raices gruesas y profundas que presenta y que absorbe mayor cantidad
de compuestos organicos .Para la Colca (Miconia pseudocentrophora), de 2.91%,el valor

corresponderia a que este vegetal se encuentra entre materiales térreos poco subterraneos.

En el analisis que se realiz6 puede considerar que los resultados obtenidos se encuentran
dentro de los limites establecidos, ya que para las plantas medicinales de uso tradicional,
generalmente el contenido de cenizas se encuentra hasta el12 %; si el valor sobrepasara
esta especificacion, deberia ser rechazado el vegetal ya que podria haber una
contaminacion de la muestra con materiales térreos como: sales, arena, materiales

pesados. (18)

PROCESO DE MACERACION.

El proceso de maceracion realizado con cada uno de los vegetales triturados en etanol,
dejando en contacto con el solvente durante 4 dias, sin variacion de temperatura y
agitando ocasionalmente; lo que ayudo a las células vegetales mediante la presion
osmatica a la lisis celular vertiendo todo su contenido en el alcohol, encontrandose en el

las sustancias activas responsables de la actividad antiinflamatoria.

3.2 CONTROL DE CALIDAD DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LA PARTE
AEREA DE (Miconia pseudocentrophora), LLUMBRE (Brachyotum ledifolium),
ARETE DE INCA (Fuchsia loxensis)

El andlisis de control de calidad se realiz6 en el extracto de hojas, tallos, y frutosde colca
(Miconia pseudocentrophora), llumbre (Brachyotum ledifolium), arete de inca (Fuchsia

loxensis) obtenido por maceracion con etanol (96 °), que forma mezcla azeotrépica, con

el agua del vegetal, lo que facilita la eliminacion del etanol.

Se eligi6 este solvente por la polaridad que tiene el etanol, por no ser toxico y porque

puede ser facilmente eliminado, ya que puede administrarse por via oral.
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La extraccion de los principios activos se da por la diferencia de presion osmética en la
celula vegetal ya que entre los compartimentos de los fluidos intracelulares y
extracelulares existentes se llena del contenido del solvente de extraccidn (etanol), hasta
producirse la lisis celular, vertiendo todo su contenido al solvente, de manera que una

parte de esta serd los principios activos responsables de la actividad antiinflamatoria.

3.2.1 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS FISICOS Y QUIMICOS DEL
EXTRACTO ALCOHOLICO

Cuadro No. 3DETERMINACION DE LOS PARAMETROS FiSICOS Y
QUIMICAS DE LOS VEGETALES.

RESULTADOS

PARAMETRO | LLUMBREL(Brachyotum) | ARETE DE COLCA (Miconia
INCA Colca(Miconia
(Fuchsia pseudocentrophora)
loxensis)
Peso de la 20009 2000g 2000g
muestra
Rendimiento 78,6% 89,2% 97,5%
Aspecto Liquido Liquido Liquido
Consistencia Transparente Ligeramente Turbio
turbio
Color Verde amarillento Café Marron
amarillento
Olor Herbal fuerte Caracteristico Endulzante
Sabor Ligeramente dulce Dulce Amargo
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Ph 4.18 3.77 3.60
indice de 1.355 1.358 1.363
refraccion
Densidad 0.91 g/ml 0.75 g/ml 0.97 g/ml

relativa
Rendimiento de 3.5% 1.8% 1%
los subextractos

COLCA (Miconia)

El porcentaje de rendimiento del extracto concentrado es de 97.5%, este valor puede
variar por el método utilizado para la recuperacion del solvente (rotavapor). En este caso
se utilizo el método de destilacion directa, también influye la relacion entre el vegetal con
el Etanol al 70% que aumenta de acuerdo al tiempo de maceracion.

Las caracteristicas organolépticas del extracto etandlico, se observé que era liquido en
su aspecto, de color marron, sabor amargo del vegetal joven ( que repele la presencia de
insectos, aves; presencia de compuestos fenolicos, como los taninos que son compuestos
propios de los vegetales que funcionan como autodefensa)y olor endulzante que atrae a
las mariposas y abejas que polinizan el lugar, disponiéndose arbustos coposos a lo largo

de la zona donde se extrajo el vegetal.

El pH expresa la concentracion de iones hidronio [H30+] presentes en determinadas
sustancias. En el extracto etandlico del vegetal pH es de 3.60. Sugiere, la presencia de
compuestos con OH presentes son con caracteristicas acidas (fenoles, taninos,

flavonoides, entre otros), en comparacion con el pH del agua que es 7. (26)

Comparandolo con la densidad del solvente empleado en la preparacion de la misma
(etanol), siendo de 0.97 g/ml; se observa que es mayor. Este valor es indicativo de que en

el extracto existen sustancias en disolucion. (27)

El indice de refraccion es de 1.363 este valor nos indica la presencia de sustancias

disueltas, ya que al compararlo con el del agua el indice de refraccion es de 1,333,
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podemos observar que es ligeramente mayor; la pureza del extracto denota el valor

reportado en comparacion con la densidad del agua. (27)

LLUMBRE (Brachyotum)

El porcentaje de rendimiento del extracto concentrado es de 78.6% el valor nos indica
que se trata de un arbusto lefioso con raices poco profundas, con menor absorcién de

agua.

Las caracteristicas organolépticas del extracto etandlico, se observo que era liquido en
su aspecto, de color verde amarillento, sabor ligeramente dulce, lo que puede deberse a
la presencia de azucares como glucosa en el vegetal y olor herbal fuerte.

El pH expresa la concentracion de iones hidronio [H30+] presentes en determinadas
sustancias. En el extracto etanolico del vegetal pH es de 4.18. Sugiere, que los
compuestos quimicos presentes son con caracteristicas &cidas  débiles.
(24,26)Comparandolo con la densidad del solvente empleado en la preparacion de la
misma (etanol), siendo de 0.91 g/ml; Este valor es indicativo de que en el extracto existen

sustancias en disolucion, responsables de la actividad.

El indice de refraccion es de 1.355 este valor nos indica la presencia de sustancias

disueltas, en el extracto, el extracto posiblemente es menos viscoso.

ARETE DE INCA (Fuchsia)

El porcentaje de rendimiento del extracto concentrado es de 89.2%, la humedad
contenida se encuentra en hojas, flores y frutos, el resto de la planta es lefiosa vy al
proceder con la extraccion del vegetal el extracto se obtiene un rendimiento considerado
como 6ptimo.

Las caracteristicas organolépticas del extracto etandlico, se observd que era liquido en
su aspecto, de color café amarillento, sabor dulce posible (esteres de glucosa), lo que
puede deberse a la presencia de azucares como glucosa en el vegetal y olor caracteristico.
El pH expresa la concentracion de iones hidronio [H30+] presentes en determinadas

sustancias. En el extracto etandlico del vegetal pH es de 4.18. Sugiere, que los
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compuestos quimicos presentes son con caracteristicas &cidas debiles (fenoles, taninos,

flavonoides, entre otros). (24,26)

Comparéandolo con la densidad del solvente empleado en la preparacion de la misma
(etanol), siendo de 0.91 g/ml; este valor es indicativo de que en el extracto existen
sustancias en disolucion.

El indice de refraccion es de 1.355 este valor nos indica la presencia de sustancias
disueltas, pues al compararlo con el del agua (1,333), podemos observar que es mayor.
En cuanto a los subextractos el lavado con cloroformo hace que se forme una emulsion,
se rompa esta, y se tome la fase cloroférmica, la que se separa, tomando un color mas
claro, y que se tenga un menor rendimiento por lo que se parte de una minima cantidad
de extracto etanolico (25mL).Se debe indicar que los parametros de calidad del extracto
no tienen estandares de referencia con los cuales se los puede comparar ya que estos

extractos tienen sus propios valores y caracteristicas dependiendo de cada especie.

3.2.2 TAMIZAJE FITOQUIMICO

El tamizaje fitoquimico ayuda a determinar cualitativamente la presencia de los
principales metabolitos secundarios, se utilizaron pruebas cualitativas mediante

formacidn de precipitados o cambios de coloracién en la muestra de ensayo.

Cuadro No. 4aTAMIZAJE FITOQUIMICO DEL EXTRACTO DE COLCA
(Miconia pseudocentrophora).

Ensayo Metabolito Especificacion Resultados

FeCI3 Compuestos Coloracion  rojo-vino  (compuestos | -Coloracion azul,
fendlicos en general).

Coloracion verde intensa (taninos del tipo
pirocatecdlicos). pirogalotanicos)
Coloracion azul, (taninos del tipo

fendlicos y/o taninos (taninos  del tipo

pirogalotanicos).

Shinoda Flavonoides Coloracion, amarillo, naranja, carmelita | Carmelita (++)

0 rojo intensos en todos los casos

Dragendorff Alcaloides Opalescencia (+) Precipitado(+++)
Turbidez(++)
Precipitado (+++)
Baljet Compuestos con | Coloracion rojo (++) Café amarillento(-)
agrupamiento precipitado rojo( +++)

Lactonico
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( cumarinas)

Borntrager Quinonas Coloracion rosada(++) Coloracion rojo(+++)

Coloracion rojo(+++)

Liebermann-Burchard | Triterpenos y/o | Rosado-azul Coloracion.
esteroides Verde intenso-visible Verde oscuro-negro-
Verde oscuro-negro-final final (++)
Saponinas Triterpenos y/o | Espuma en la superficie del liquido de | Persistente  por 3
esteroides més de 2 mmde altura y persistente por | minutos(++)
més de 2 minutos.(+)
Fehling Azucares reductores Solucion de color rojo o aparece | Colorrojo(+)

precipitado rojo

+++: ALTA EVIDENCIA
++: EVIDENCIA

+: BAJAEVIDENCIA
—:NEGATIVO

En la Investigacion fitoquimica de la Melastomataceae pertenecientes a la familia
Miconia se indica la presencia de taninos, flavonoides y cumarinas ; las que en
bibliografia se ha corroborado la presencia de estos grupos tales como triterpenos,
flavanonas, quinonas y cumarinas, en general y que dan actividades biologicas tales
como antibiotica, antitumoral, analgésica y antimalarial, saponinas y taninos son los
marcadores representativos de COLCA (Miconiapseudocentrophora).(20)

Cuadro No. 5 TAMIZAJE FITOQUIMICO DEL EXTRACTODELLUMBRE (Brachyotum
ledifolium).

Ensayo Metabolito | Especificacion Resultados
FeClI3 Compuestos Coloracion rojo-vino (compuestos fenélicos | -Coloracion azul,
fendlicos ylo | en general). (taninos  del  tipo
taninos Coloracion verde intensa (taninos del tipo | pirogalotanicos)
pirocatecdlicos).
Coloracion  azul, (taninos del tipo
pirogalotanicos).
Shinoda Flavonoides Coloracion, amarillo, naranja, carmelita o | Carmelita (++)
rojo intensos en todos los casos
Dragendorff Alcaloides Opalescencia (+) Precipitado(+++)
Turbidez(++)
Precipitado (+++)
Baljet Compuestos  con | Coloracion rojo (++) Pardo rojizo (-)
agrupamiento precipitado rojo( +++)
Lactonico
( cumarinas)
Borntrager Quinonas Coloracion rosada(++) Coloracion rojo(+++)
Coloracion rojo(+++)




Liebermann-Burchard

Triterpenos ylo

esteroides
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Rosado-azul
Verde intenso-visible

Verde oscuro-negro-final

Coloracion.
Verde oscuro-negro-

final (++)

Saponinas Triterpenos ylo | Espuma en la superficie del liquido de mas | Persistente  por 3
esteroides de 2 mm de altura y persistente por mas de | minutos(++)
2 minutos.(+)
Fehling Azucares Solucioén de color rojo o aparece precipitado | Color rojo(+)
reductores rojo

+++: ALTA EVIDENCIA

++: EVIDENCIA

+: BAJAEVIDENCIA

—: NEGATIVO

El resultado de la tabla nos indica que en el tamizaje fitoquimico nos da la presencia
de taninos , flavonoides y cumarinas ; las que en bibliografia se ha corroborado que la
familia Melastomataceae ,al cual pertenece el generoBrachyotum presenta estos
compuestos como triterpenos, flavanonas, quinonas y cumarinas, y que dan actividades

bioldgicas tales como antibiotica, antitumoral, analgésica y antimalarial.(20)

Cuadro No. 6TAMIZAJE FITOQUIMICO DEL EXTRACTO DE ARETE DE INCA (Fuchsia
loxensis).

Ensayo Metabolito | Especificacion Resultados
FeCI3 Compuestos Coloracion rojo-vino (compuestos fenélicos | -Coloracion azul,
fendlicos ylo | en general). (taninos  del tipo
taninos -Coloracién verde intensa (taninos del tipo | pirogalotanicos)
pirocatecdlicos).
-Coloracién azul, (taninos del tipo
pirogalotanicos).
Shinoda Flavonoides Coloracion, amarillo, naranja, carmelita o | Carmelita (++)
rojo intensos en todos los casos
Dragendorff Alcaloides Opalescencia (+) Precipitado(+++)
Turbidez(++)
Precipitado (+++)
Baljet Compuestos  con | Coloracion rojo (++) Precipitado rojo (+++)
agrupamiento precipitado rojo( +++)
Lactonico
(cumarinas)
Borntrager Quinonas Coloracion rosada(++) Coloracion rojo(+++)
Coloracion rojo(+++)
Liebermann-Burchard | Triterpenos ylo Rosado-azul Coloracion.
esteroides Verde intenso-visible Verde oscuro-negro-
Verde oscuro-negro-final final (++)
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Saponinas Triterpenos ylo | Espuma en la superficie del liquido de mas | Persistente por 3
esteroides de 2 mm de altura y persistente por mas de | minutos)
2 minutos.(+)
Fehling Azucares Solucion de color rojo o aparece precipitado | Color rojo(+)
reductores rojo

+++: ALTA EVIDENCIA

++: EVIDENCIA

+: BAJAEVIDENCIA

—:NEGATIVO

En latabla se muestran los resultados del tamizaje fitoquimico de la familia Onagraceae

genero fuschia los cuales dan positivo para flavonoides y cumarinas, alcaloides azucares,

los que no pueden ser comparados en bibliografia por falta de estudios que indiquen la

presencia de estos grupos a los que se responsabiliza propiedades antiinflamatorias y

antiespasmodicas(19)

Se debe indicar que no existen datos que corroboren con lo reportado en el tamizaje

fotoquimico.

3.3. ANALISIS ESTADISTICO DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE

LOS EXTRACTOS ETANOLITOS Y SUBEXTRACTOS
CLOROFORMICOS.
PROMEDIO DEL % DE INHIBICION DE LA INFLAMACION
COLCA ARETE DE INCA LLUMBRE
TIEMPO NAPROXENO ETANOLICO | CLOROFORMICO | ETANOLICO | CLOROFORMICO | ETANOLICO | CLOROFORMICO

1 38,23071 33,32676 34,00213 16,21766 33,32676 29,69647 34,99921
3 48,69033 50,96998 54,07295 43,59137 52,41159 39,27266 52,8595
5 38,96708 32,65436 44,98367 32,36688 42,19348 36,26559 41,1193
7 22,53468 11,05901 18,24786 2,47888 18,65381 16,12784 21,08918
3 5,2453 7,71059 7,19835 -23,56615 5,2453 1,19167 3,97331

Cuadro No. 7 ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE LOS EXTRACTOS
ETANOLICOS Y SUBEXTRACTO CLOROFORMICOSDELOS VEGETALES.
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3.3.1 ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE EXTRACTOETANOLICO Y
SUBEXTRACTO CLOROFORMICO DE COLCA, LLUMBRE, ARETE
DE INCA.

Para realizar un andlisis estadistico exhaustivo de la actividad antiinflamatoria de los
distintos extractos obtenidos se efectud ensayos en lotes de tres ratas teniendo como
referencia un grupo control negativo y un grupo control positivo mismos que se analizaran

a seis tiempos distintos (0, 1, 3, 5, 7, y 8 horas) en el proceso de inflamacion.

Para poder realizar un analisis explicativo e identificar la eficacia de cada uno de los
extractos ensayados se aplicara el test estadistico de Anova y su posterior comparacion
maltiple con el post hoc Tukey HSD al 95% Utilizando los datos presentados en el anexo
N° 7,de esta manera se identificaran las principales diferencias significativas entre los

grupos de estudio.

Cuadro No. BACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE LOS EXTRACTOS
ETANOLICOS Y SUBEXTRACTO CLOROFORMICOS DE COLCALLUMBRE,
ARETE DE INCA DESPUES DE 1 HORA DE ADMINISTRACION EN RATAS.

EXTRACTOS PROMEDIO INHIBICION
CONTROL - naproxeno 38.2333
COLCA (Miconia pseudocentrophora)Extracto etan6lico100% 33.3333
COLCA (Miconia pseudocentrophora) 34.0000

Subextractocloroférmicol100%

ARETE DE INCA (Fuchsia loxensis) Extracto etandlico 100% 16.2333

ARETE DE INCA (Fuchsia loxensis) Subextractocloroférmico 33.3333
100%

LLUMBRE (Brachyotum ledifolium) Extracto etanélico 100% 29.7000

LLUMBRE (Brachyotum ledifolium) Subextracto cloroférmico 35.0000

100%
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Cuadro No. 9ANALISIS ESTADISTICO ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE
LOS EXTRACTOS ETANOLICOS Y SUBEXTRACTOSCLOROFORMICOSDE
COLCALLUMBRE, ARETE DE INCADESPUES DE 1 HORA DE
ADMINISTRACION EN RATAS.

Estadisticos para la variable ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA T 1 por EXTRACTOS

Grupos CONTROL + naproxenc COLCA ALC COLCA CLO ARETE ALC ARETE CLO LLUMERE ALC LLUMBRE CLO

n 3 3 3 3 3 3 3 3

Media 0.0000 38.2333 33.3333 34.0000 16.2333 33.3333 25.7000 35.0000
Warianza 9.6100 14.9633 16.3333 3.2500 13.4433 16.3333 1.4700 13.0000
Desviacidon Tipica  3.1000 3.8682 4.04135 1.8028 3.6665 4.04135 1.2124 3.6056
Minimo -3.1000 36.0000 31.0000 32.5000 13.5000 31.0000 28.4000 31.0000
Maximo 3.1000 42.7000 35.0000 36.0000 20.4000 35.0000 30.8000 38.0000

e | O &/

ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIAT 1

1]
|

CONTROL + naproxeno COLCAALC COLCA CLO ARETE ALC ARETE CLO  LLUMBRE ALC LLUMBRE CLO
EXTRACTOS

Grafico No. 1CAJAS DE MEDIAS Y DESVIACION DE ACTIVIDAD
ANTIINFLAMATORIA DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS Y
SUBEXTRACTO CLOROFORMICOS DE COLCALLUMBRE, ARETE DE INCA
DESPUES DE 1 HORA DE ADMINISTRACION EN RATAS.

Al transcurrir una hora de haberse realizado el estudio se identifica claramente que todos
los grupos presentan un porcentaje de inhibicion de la inflamacién similar alrededor del
33% el unico extracto que tiene un desempefio relativamente menor es el extracto
alcoholico de ARETE DE INCA (Fuchsia loxensis) con un porcentaje de inhibicién del
16%.

Como se puede observar en el grafico N° 1 el tamafio de las cajas correspondientes a cada
grupo de estudio son pequefias y no presentan puntos extremos fuera de las mismas con
lo cual se establece que la centralizacion y reproducibilidad de los datos es muy buena
respaldando los resultados finales del ensayo, este grafico es la esquematizacion de los

valores de media y desviacion tipica en cada uno de los grupos de estudio.
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Cuadro No. 10ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE LOS EXTRACTOS
ETANOLICOS Y SUBEXTRACTO CLOROFORMICOS DE COLCALLUMBRE,
ARETE DE INCADESPUES DE 1 HORA DE ADMINISTRACION EN RATAS.
ANOVA UN FACTOR.

Anova Un Factor

Variable Respuesta: ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA T 1
Variable Explicativa: EXTRACTOS
Nimero de Casos: 24
Suma de Cuadrado
Cuadrados G.L. Medio F-valor p-valor
Entre Grupos 3309.3529 7 501.3361 43,3681 0.0002E-5
Dentro Grupos 176.8067 16 11.0504
Total (corr.) 3686.1596 23

Anova Un Factor, Comparacicnes Mualtiples

Variable Respuesta: ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA T 1
Variable Explicatiwva: EXTRACTOS
Nimerc de Casos: 24

Método: Tukey HSD al 95.00%

Grupos

EXTRACTOS H Media Homogéneos
CONTROL + 3 0.0000 X

ARETE ALC 3 16.2333 X
LLUMERE ALC 3 29,7000 X

COLCA ALC 3 33.3333 X

ARETE CLO 3 33.3333 X

COLCA CLO 3 34.0000 X
LLUMBRE CLO 3 35.0000 X
NaproxXeno 3 38.2333 X

El test de Anova se basa en la postulacién de dos hipétesis la nula que expresa que no
existe diferencia significativa entre los grupos de estudio en funcién de su actividad
antiinflamatoria y la hipotesis alternativa que establece que al menos uno de los grupos
de estudio presenta una diferencia estadisticamente significativa en funcion de la
actividad antiinflamatoria.

Para aceptar o rechazar la hip6tesis nula se toma la decision en funcion del P- valor si
este es menor a 0.05 se rechaza la hipdtesis nula y se acepta la hipotesis alternativa que

es lo que se busca en el presente estudio.
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En el cuadro N° 10 se observa que el P — valor es de 0.0002 E-5 con lo que se rechaza la
hipotesis nula y se acepta la hipdtesis alternativa estableciendo que si existe diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos de estudio.

Al observar los resultados del post hoc Tukey HSD al 95% se identifica claramente que
el grupo tratado con el extracto alcoh6lico ARETE DE INCA (Fuchsia loxensis) presenta
un porcentaje menor de inhibicién de la inflamacion con respecto a los demas grupos de

tratamiento que junto con el grupo de control de naproxeno establecen un solo grupo

homogéneo con la misma actividad antiinflamatoria.

Cuadro No. 11ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE LOS EXTRACTOS
ETANOLICOS Y SUBEXTRACTO CLOROFORMICOS DE COLCALLUMBRE,
ARETE DE INCADESPUES DE 3 HORAS DE ADMINISTRACION EN RATAS.

EXTRACTOS PROMEDIO INHIBICION
CONTROL - naproxeno 48.7000
COLCA (Miconia pseudocentrophora) Extracto etanélico 40.9667
100%

COLCA (Miconia pseudocentrophora) Subextracto 54.0667
cloroférmico 100%

ARETE DE INCA (Fuchsia loxensis) Extracto etan6lico 100% 43.6000

ARETE DE INCA (Fuchsia loxensis) Subextracto 52.4000
cloroférmico 100%

LLUMBRE (Brachyotum ledifolium) Extracto etandlico 100% 39.2667

LLUMBRE (Brachyotum ledifolium) Subextracto 52.8667

cloroférmico 100%
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Cuadro No. 12ANALISIS ESTADISTICO ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA
DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS Y SUBEXTRACTO CLOROFORMICOS
DE COLCALLUMBRE, ARETE DE INCADESPUES DE 3 HORAS DE
ADMINISTRACION EN RATAS.

Estadisticos para la variable ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA T 3 por EXTRACTOS

Grupos CONTROL + naproxenc COLCA ALC COLCA CLO ARETE ALC ARETE CLO LLUMBEE ALC LLUMBEE CLO
1o} 3 3 3 3 3 3 3 3
Media 0.0000 43.7000 40.9667 54.0667 43,6000 52.4000 39.2667 52.8667
Varianza 8.1300 7.7700 488.1233 2.8033 3.8100 1.4700 4,6433 7.3633
Desviacion Tipica 2.8513 2.7875 22.0935 1.6743 1.9519 1.2124 2.1548 2.7135
Minimo -2.8000 45.6000 15.6000 53.1000 41.7000 51.0000 37.6000 51.3000
Maximo 2.9000 51.0000 56.0000 56.0000 45,6000 53.1000 41.7000 56.0000
Cajas de ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIAT 3
— - — (]
: = =
-
z =
5
=T
=
=
o
=
z
=
=y
=
I
=]
=
5
'
|
| I
CONTROL + naprozeno COLCAALC COLCA CLO ARETE ALC ARETE CLO LLUMBRE ALC LLUMBRE CLO

EXTRACTOS

Grafico No. 2 CAJAS DE MEDIAS Y DESVIACION DE ACTIVIDAD
ANTIINFLAMATORIA DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS Y
SUBEXTRACTO CLOROFORMICOS DE COLCALLUMBRE, ARETE DE
INCADESPUES DE 3 HORAS DE ADMINISTRACION EN RATAS.

Al transcurrir tres horas de haberse realizado el estudio se identifica que los grupos
presentan un porcentaje de inhibicion de la inflamacion similar alrededor del 48% a
excepcion del extracto alcoholico de COLCA (Miconia pseudocentrophora) y el extracto
alcoholico de LLUMBRE (Brachyotum ledifolium) con un porcentaje de inhibicion

menor a los anteriores del 40% y 38% respectivamente.

Como se puede observar en el grafico N°2 el tamafio de las cajas correspondientes a cada
grupo de estudio son pequefias y no presentan puntos extremos fuera de las mismas con
lo cual se establece que la centralizacidn y reproducibilidad de los datos es muy buena,
respaldando los resultados finales del ensayo, la Gnica caja que presenta una caja grande

es la formada por el extracto alcohdlico de COLCA (Miconia pseudocentrophora) debido
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al tamafio de su desviacion tipica de 22.0935 mas grande que la de los otros grupos este
grafico es la esquematizacion de los valores de media y desviacion tipica en cada uno de

los grupos de estudio.

Cuadro No. 13ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE LOS EXTRACTOS
ETANOLICOS Y SUBEXTRACTO CLOROFORMICOS DE COLCALLUMBRE,
ARETE DE INCADESPUES DE 3 HORAS DE ADMINISTRACION EN
RATAS.ANOVA UN FACTOR.

Anova Un Factor

Variable Respuesta: ACTTVIDAD ANTIINFLAMATORIA T 3
Variable Explicativa: EXTRACTOS
Nimero de Casos: 24
Suma de Cuadrado
Cuadrados G.L. Medio F-valor p-valor
Entre Grupos 6569.1067 7 938.4438 14.3243 0.0008E-2
Dentro Grupos 1048.2287 16 65,5142
Total (corr.) 7617.3333 23

Anova Un Factor, Comparaciones Mialtiples

Variable Respuesta: ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA T 3
Variable Explicatiwva: EXTRACTOS
Himero de Casos: 24

Método: Tukey HSD al 95.00%

Grupos
EXTRACTOS H Media Homogéneos
CONTROL + 3 0.0000 X
LLUMBRE ALC 3 39.2667 X
COLCA ALC 3 40.9667 X
ARETE ALC 3 43.6000 X
Naproxeno 3 45.7000 X
ARETE CLO 3 52.4000 X
LLUMBRE CLO 3 52.8667 X
COLCA CLO 3 54.0667 X

Transcurrido tres horas del estudio se obtiene en el test de Anovaque el P - valor es de
0.0008E-2 con lo que se rechaza la hip6tesis nula y se acepta la hipdtesis alternativa

estableciendo diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de estudio.

Al ensayar el post hoc de Tukey HSD al 95% se establece que a diferencia del grupo sin
antiinflamatorio todos presenta una homogeneidad en su actividad antiinflamatoria con
un porcentaje de inhibicion del 48% esta homogeneidad es una expresion netamente

estadistica.
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Cuadro No. 14ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE LOS EXTRACTOS
ETANOLICOS Y SUBEXTRACTO CLOROFORMICOS DE COLCALLUMBRE,
ARETE DE INCADESPUES DE 5 HORAS DE ADMINISTRACION EN RATAS.

EXTRACTOS PROMEDIO INHIBICION
CONTROL - naproxeno 38.9667
COLCA (Miconia pseudocentrophora) Extracto etanélico 32.6667
100%

COLCA (Miconia pseudocentrophora) Subextracto 44.9667
cloroférmico 100%

ARETE DE INCA (Fuchsia loxensis) Extracto etanolico 100% 32.3667

ARETE DE INCA (Fuchsia loxensis) Subextracto 42.1667
cloroférmico 100%

LLUMBRE (Brachyotum ledifolium) Extracto etanolico 100% 36.2333

LLUMBRE (Brachyotum ledifolium) Subextracto 40.8333

cloroférmico 100%

Cuadro No. 15ANALISIS ESTADTSTICO ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA
DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS Y SUBEXTRACTO CLOROFORMICOS
DE COLCALLUMBRE, ARETE DE INCADESPUES DE 5 HORAS DE

ADMINISTRACION EN RATAS.

Estadisticos para la variable ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA T 5 por EXTRACTOS

Grupos CONTROL + naproxenc COLCA ALC COLCA CLO ARETE ALC ARETE CLO LLUMBEE ALC LLUMBRE CLO
n 3 3 3 3 3 3 3 3

Media 0.0001E-12 38.9667 32.6667 44,9667 32.3667 42,1667 36.2333 40.8333
WVarianza 12.6300 0.0533 62,4233 10.2633 26.4033 1.7633 6.4133 2.3433
Desviacidn Tipica 3.3539 0.230% 7.5008 3.2036 5.1384 1.3279 2.5325 1.5308
Minimo -4.1000 38.7000 24.3000 41.4000 25.4000 41.4000 34.3000 3%.1000
Maximo 2,2000 39.1000 40.0000 47.6000 38.3000 43,7000 39.1000 42,0000

Cajas de ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA TS

0

= =

20

ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA T 5

| —

L]

CONTROL + naproxeno COLCAALC COLCACLO ARETE ALC ARETE CLO  LLUMBRE ALC LLUMBRE CLO

EXTRACTOS
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Grafico No. 3CAJAS DE MEDIAS Y DESVIACION DE ACTIVIDAD
ANTIINFLAMATORIA DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS Y
SUBEXTRACTO CLOROFORMICOS DE COLCALLUMBRE, ARETE DE
INCADESPUES DE 5 HORAS DE ADMINISTRACION EN RATAS.

Al transcurrir cinco horas de haberse realizado el estudio se identifica que los grupos
presentan un porcentaje de inhibicion de la inflamacion similar alrededor del 38% a
excepcion del extracto cloroférmico de COLCA (Miconia pseudocentrophora) con un
porcentaje de inhibicion mayor a los anteriores del 44.9667%

Como se puede observar en el grafico N°3 el tamafio de las cajas correspondientes a cada
grupo de estudio son pequefias y no presentan puntos extremos fuera de las mismas a
excepcion del extracto alcohdlico de COLCA (Miconia pseudocentrophora) que presenta
una caja ligeramente mas grande que los demas grupos de estudio es debido a su
desviacion tipica de 7.9008 que es ligeramente mayor a los demas grupos pero la simetria
de la caja establece un punto medio de anélisis muy estable para el estudio por lo que no

se ve significativamente alterado.

Cuadro No. 16ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE LOS EXTRACTOS

ETANOLICOS Y SUBEXTRACTO CLOROFORMICOS DE COLCALLUMBRE,
ARETE DE INCADESPUES DE 5 HORAS DE ADMINISTRACION EN RATAS.
ANOVA UN FACTOR.

Anowa Un Factor

Variable Respuesta: ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA T 5
Variable Explicatiwva: EXTRACTOS
Nimerc de Casos: 24
Suma de Cuadrado
Cuadrados G.L. Medio F-valor p-valor
Entre Grupos 4265.8583 7 609.4083 39.8654 0.0006E-5
Dentro Grupos 244 5887 18 15,2867

Total (corr.) 4510 .4450 23
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Anova Un Factor, Comparaciones Mioltiples

Variable Respuesta: ACTIVIDAD ANTITINFLAMATORIA T 5
Variable Explicativa: EXTRACTOS
Himero de Casos: 24

Método: Tukey HSD al 55.00%

Grupos

EXTRACTOS N Media Homogéneos
CONTROL + 3 0.0001E-12 X

ARETE ALC 3 32.3667 X

COLCA ALC 3 32,6667 X

LLUMBRE ALC 3 36.2333 XX
Naproxenc 3 38.9667 XX
LLUMBRE CLO 3 40.8333 XX
ARETE CLO 3 42,1667 XX
COLCA CLO 3 44. 9667 X

Transcurrido cinco horas del estudio se obtiene en el test de Anova que el P - valor es de
0.0006E-5 con lo que se rechaza la hipdtesis nula y se acepta la hipdtesis alternativa

estableciendo diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de estudio.

Al ensayar el post hoc de Tukey HSD al 95% se reconocen dos grupos de actividad
antiinflamatoria uno formado por el extracto cloroférmico de COLCA
(Miconiapseudocentrophora) con un porcentaje de inhibicién mayor al resto de grupos
que conforman un solo grupo homogéneo de actividad antiinflamatoria con un porcentaje

de inhibicién alrededor del 38%

Cuadro No. 17ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE LOS EXTRACTOS
ETANOLICOS Y SUBEXTRACTO CLOROFORMICOS DE COLCALLUMBRE,
ARETE DE INCADESPUES DE 7 HORAS DE ADMINISTRACION EN RATAS.

EXTRACTOS PROMEDIO INHIBICION
CONTROL - naproxeno 22.5333
COLCA (Miconia pseudocentrophora) Extracto etanélico 11.0667
100%
COLCA (Miconia pseudocentrophora) Subextracto 18.2667
cloroférmico 100%




- 58 -

ARETE DE INCA (Fuchsia loxensis) Extracto etandlico 100% 2.5000

ARETE DE INCA (Fuchsia loxensis) Subextractocloroformico 18.6667
100%

LLUMBRE (Brachyotumledifolium) Extracto etandlico 100% 16.1333

LLUMBRE (Brachyotumledifolium) Subextractocloroférmico 21.0667
100%

Cuadro No. 18ANALISIS ESTADISTICO ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA
DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS Y SUBEXTRACTO CLOROFORMICOS
DE COLCALLUMBRE, ARETE DE INCADESPUES DE 7 HORAS DE
ADMINISTRACION EN RATAS.

Estadisticos para la wariable ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA T 7 por EXTRACTOS

Grupos CONTROL + Naproxenc COLCA ALC COLCA CLO ARETE ALC ARETE CLO LLUMBRE ALC LLUMBRE CLO
u 3 3 3 3 3 3 3 3

Media 0.0000 22.5333 11.0667 18.2667 2.5000 18.6667 16.1333 21.0667
Varianza 24.4500 10.0633 112.3733 21.5833 32.6700 26.6633 10.7033 2.6133
Desviacidn Tipica 4.9487 3.1723 10.6006 4.6458 5.7158 5.1637 3.2716 1.6166
Minimo -4.5000 19.6000 -0.8000 13.1000 -0.8000 13.1000 13.1000 15.6000
Maximo 5.3000 25.5000 15.6000 22.1000 5.1000 23.3000 15.6000 22,8000

Cajas de ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIAT 7

ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA T 7

CONTROL + naproxeno COLCAALC COLCACLO ARETE ALC ARETE CLO LLUMBRE ALC LLUMBRE CLO
EXTRACTOS

Grafico No. 4CAJAS DE MEDIAS Y DESVIACION DE ACTIVIDAD
ANTIINFLAMATORIA DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS Y
SUBEXTRACTO CLOROFORMICOS DE COLCALLUMBRE, ARETE DE
INCADESPUES DE 7 HORAS DE ADMINISTRACION EN RATAS.

Al transcurrir siete horas de haberse realizado el estudio se identifica que los grupos

presentan un descenso en su actividad antiinflamatoria en relacion a los tiempos
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anteriormente analizados es asi que se observa que el extracto alcohdlico de ARETE DE
INCA (Fuchsia loxensis) presenta una inhibicién de la inflacion de 2.5%, el extracto
alcohdlico de COLCA (Miconia pseudocentrophora) presenta una inhibicion de la
inflamacion del 11.0667% Y los demas grupos de analisis presentan un grupo homogéneo
con un porcentaje de inhibicién de la inflamacién alrededor del 20%

Como se puede observar en el grafico N°4 el tamafio de las cajas correspondientes a cada
grupo de estudio son medianas y no presentan puntos extremos fuera de las mismas a
excepcion del extracto alcohdlico de COLCA (Miconia pseudocentrophora) que presenta
una caja ligeramente mas grande que los demas grupos de estudio es debido a su
desviacion tipica de 10.6006 que es ligeramente mayor a los demas grupos pero la
simetria de las cajas establece un punto medio de analisis muy estable para el estudio por

lo que no se ve significativamente alterado.

Cuadro No. 19ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE LOS EXTRACTOS

ETANOLICOS Y SUBEXTRACTO CLOROFORMICOS DE COLCALLUMBRE,
ARETE DE INCADESPUES DE 7 HORAS DE ADMINISTRACION EN RATAS.
ANOVA UN FACTOR.

Anova Un Factor

Variable Respuesta: ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA T 7
Variable Explicatiwva: EXTRACTOS
Wimero de Casos: 24
Suma de Cuadrado
Cuadrados G.L. Medio F-valor p-valor
Entre Grupos 1511.25596 7 215.8942 7.1619 0.0006
Dentro Grupos 482.3200 16 30.1450
Total (corr.) 1993.5796 23
Anova Un Factor, Comparaciones Mialtiples
WVariable Respuesta: ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA T 7
Variable Explicativa: EXTRACTOS
Nimero de Casos: 24

Método: Tukey HSD al 95.00%

3

3
COLCA ALC 3
LLUMBEE ALC 3 16.1333
COLCA CLO 3 18.2667
ARETE CLO 3 18.6667
LLUMBRE CLO 3 21.0667
naproxenc 3 23.5333

MMMM@EEQN
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Transcurrido siete horas del estudio se obtiene en el test de Anovaque el P - valor es de
0.0006 con lo que se rechaza la hipdtesis nula y se acepta la hipdtesis alternativa

estableciendo diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de estudio.

Al ensayar el post hoc de Tukey HSD al 95% se reconoce que el extracto alcohdlico de
COLCA (Miconiapseudocentrophora) y extracto alcohdlico de ARETE DE INCA
(Fuchsia loxensis) son los que presentan menor actividad antiinflamatoria con un

11.0667% y 2.5% de inhibicién de la inflamacién dejando como grupo homogéneo de

accion antiinflamatoria a los restantes grupos de estudio con un20% promedio de accion

de actividad antiinflamatoria.

Cuadro No. 20ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE LOS EXTRACTOS
ETANOLICOS Y SUBEXTRACTO CLOROFORMICOS DE COLCALLUMBRE,
ARETE DE INCADESPUES DE 8 HORAS DE ADMINISTRACION EN RATAS.

EXTRACTOS PROMEDIO INHIBICION
CONTROL - naproxeno 5.2667
COLCA (Miconia pseudocentrophora) Extracto etanélico 7.7333
100%

COLCA (Miconia pseudocentrophora) Subextracto 7.2333

cloroférmico 100%
ARETE DE INCA (Fuchsia loxensis) Extracto etandlico 100% -23.5667

ARETE DE INCA (Fuchsia loxensis) Subextracto 5.2667
cloroférmico 100%

LLUMBRE (Brachyotum ledifolium) Extracto etan6lico 100% 1.2333

LLUMBRE (Brachyotum ledifolium) Subextracto 3.9667

cloroférmico 100%
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Cuadro No. 21ANALISIS ESTADISTICO ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA
DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS Y SUBEXTRACTO CLOROFORMICOS
DE COLCALLUMBRE, ARETE DE INCADESPUES DE 8 HORAS DE
ADMINISTRACION EN RATAS.

Estadisticos para la variable ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA T & por EXTRACTOS

Grupos CONTROL + naproxenc COLCA ALC COLCA CLO ARETE ALC ARETE CLO LLUMBRE ALC LLUMBRE CLO
n 3 3 3 3 3 3 3 3
Media 0.0000 5.2667 7.7333 7.2333 -23.5667 5.2667 1.2333 3.9667
WVarianza 32.59700 15.0633 63.9033 69.2033 17.2433 15.0633 0.6333 4.0133
Desviacién Tipica 5.7420 3.8812 7.9540 §.3189 4.,1525 3.8812 0.8083 2.0033
Minimo -6.4000 1.7000 1.7000 1.7000 -27.8000 1.7000 0.3000 1.7000
Maximo 4.7000 g.4000 16.8000 16.8000 -15.5000 $.4000 1.7000 5.5000
Cajas de ACTIVIDAD ANTINFLAMATORIATS8
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CONTROL + naprozeno COLCAALC COLCA CLO ARETE ALC ARETE CLO LLUMBRE ALC LLUMBRE CLO

EXTRACTOS

Grafico No. 5CAJAS DE MEDIAS Y DESVIACION DE ACTIVIDAD
ANTIINFLAMATORIA DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS Y
SUBEXTRACTO CLOROFORMICOS DE COLCALLUMBRE, ARETE DE
INCADESPUES DE 8 HORAS DE ADMINISTRACION EN RATAS.

Al transcurrir ocho horas de haberse realizado el estudio se identifica que los grupos
presentan un descenso en su actividad antiinflamatoria en relacion a los tiempos
anteriormente analizados es asi que se observa gue los grupos presentan un porcentaje en
la actividad antinflamatoria de entre el 3% y el 7% vy el extracto alcohdlico ARETE DE
INCA (Fuchsia loxensis) presenta cero por ciento de actividad antiinflamatoria en este

punto del analisis.

Como se puede observar en el grafico N°5 el tamafio de las cajas correspondientes a cada

grupo de estudio son medianas y no presentan puntos extremos fuera de las misma por
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otra parte en este punto del analisis el porcentaje de inhibicion de la inflamacion de todos

los grupos es minimo resultados no muy significativos.

Cuadro No. 22ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE LOS EXTRACTOS
ETANOLICOS Y SUBEXTRACTO CLOROFORMICOS DE COLCALLUMBRE,
ARETE DE INCADESPUES DE 8 HORAS DE ADMINISTRACION EN
RATAS.ANOVA UN FACTOR .

Anova Un Factor

Variable Respuesta: ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA T &
Variable Explicativa: EXTRACTOS
Himere de Casos: 24
Suma de Cuadrado
Cuadrados G.L. Medio F-valor p-valor
Entre Grupos 2201.6517 7 314.35217 11.5361 0.0003E-1
Dentro Grupos 436.2267 16 27.2642
Total (corr.) 2637.8783 23

Anova Un Factor, Comparaciones Maltiples

Variable Respuesta: ACTTVIDAD ANTIINFLAMATORIA T 8
Variable Explicativa: EXTRACTOS
Nimerc de Casos: 24

Metodo: Tukey HSD al 55.00%

Grupos
EXTRACTOS H Media Homogéneos
ARETE ALC 3 -23.5667 X
CONTROL + 3 0.0000 X
LLUMBRE ALC 3 1.2333 X
LLUMBRE CLO 3 3.9667 X
naproxenc 3 5.2667 X
ARETE CLO 3 5.2667 p .4
COLCA CLO 3 7.2333 X
COLCA ALC 3 T7.7333 X

A pesar de que el P- valor es de 0.0003E-1 y se puede establecer que existe diferencias
significativas entre los grupos de estudio tal aseveracion es respaldada tan solo por la
aparicion de un valor negativo correspondiente al extracto alcohdlico de ARETE DE
INCA (Fuchsia loxensis) mismo que al ser descartado por su actividad antiinflamatoria
nula y aplicado el post hoc de Tukey al 95% no se registra diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos de interés al culminar el tiempo de estudio de la actividad

antiinflamatoria.
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Cuadro No. 23VOLUMEN DE INFLAMACION DE LOS EXTRACTOS
ETANOLICOSDE COLCA), LLUMBRE, ARETE DE INCA

VOLUMEN DE INFLAMACION EXTRACTOS ETANOLICOS

CARRAGENIA [NAPROXENO ARETE DE
TIEMPO | CONTROL (+) | CONTROL (-) | COLCA INCA LLUMBRE
0 15,708 15,708 15,708 15,708 15,708
1 26,5486 16,3989 | 17,7008 22,2431 18,6646
3 37,3783 19,1787 | 18,3266 21,0846 22,6988
5 28,7773 17,5636 | 19,3803 19,463 18,3411
7 20,1534 15,6119 | 17,9247 19,6538 16,9031
8 15,9716 15,1339 | 14,7401 19,7355 15,7813

VOLUMEN DE INFLAMACION cm3

COMPORTAMIENTO DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS VS CONTROL (+) Y

39

CONTROL (-)

34

29

/\
/

7

~~

24
19 ﬂ%ﬁ:
14

0 2

4 6
TIEMPO ( H)

8

10

== CARRAGENINA
== NAPROXENO

COLCA

=>&=ARETE DE INCA

==ié=|LUMBRE

Grafico No. 6 VOLUMEN DE INFLAMACION DE LOS EXTRACTOS Y GRUPOS
CONTROL DURANTE 8 HORAS

Cuadro No. 24VOLUMEN DE INFLAMACION DE LOS SUBEXTRACTOS

CLOROFORMICOS DE COLCA, LLUMBRE, ARETE DE INCA

VOLUMEN DE INFLAMACION SUBEXTRACTOS CLOROFORMICOS

CARRAGENIA [ NAPROXENO ARETE DE
TIEMPO | CONTROL (+) | CONTROL (-) | COLCA INCA LLUMBRE
0 15,708 15,708 15,708 15,708 15,708
1 26,5486 16,3989 17,5215 17,7008 17,2568
3 37,3783 19,1787 17,1667 17,7877 17,6203
5 28,7773 17,5636 15,8322 16,6352 16,9443
7 20,1534 15,6119 16,4759 16,394 15,9032
8 15,9716 15,1339 14,8219 15,1339 15,337
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VOLUMEN DE INFLAMACION cm3

COMPORTAMIENTO DE LOSSUBEXTRACTOS CLOROFORMICOS VS CONTROL(+)

39

34

29

24

14

Y CONTROL (-)

/\
/

=== CARRAGENINA

/

== NAPROXENO

/

N

COLCA
=>é=ARETE DE INCA

19&%

== LLUMBRE

0 2

4 6
TIEMPO (H)

8

10

Gréafico No. 7VOLUMEN DE INFLAMACION DE LOS SUBEXTRACTOS
CLOROFORMICOSY GRUPOS CONTROL DURANTE 8 HORAS

Cuadro No. 25 % DE I[\IHIBICION DE LA INFLAMACIONDE LOS
EXTRACTOS ETANOLICOSDE COLCA, LLUMBRE, ARETE DE INCA

% DE INHIBICION DE LA INFLAMACION EXTRACTOS ETANOLICOS

CARRAGENIA | NAPROXENO ARETE DE
TIEMPO | CONTROL (+) | CONTROL (-) | COLCA INCA LLUMBRE

0 0 0 0 0 0

1 0 38,23071 33,32676 16,21766 29,69647
3 0 48,69033 50,96998 43,59137 39,27266
5 0 38,96708 32,65436 32,36688 36,26559
7 0 22,53468 11,05901 2,47888 16,12784
8 0 5,2453 7,71059 -23,56615 1,19167
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CONTROL (-)
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Grafico No. 8% DE INHIBJCION DE LA INFLAMACION INFLAMACIONI DE
LOS EXTRACTOS ETANOLICOS Y GRUPOS CONTROL DURANTE 8 HORAS

Cuadro No. 26 % DE INHIBICION DE LA INFLAMACION DE
LOSSUBEXTRACTOS CLOROFORMICOS DE COLCA, LLUMBRE, ARETE
DE INCA

CLOROFORMICOS

% DE INHIBICION DE LA INFLAMACION SUBEXTRACTOS

CARRAGENIA | NAPROXENO ARETE DE
TIEMPO| CONTROL (+) | CONTROL (-) | COLCA INCA LLUMBRE

0 0 0 0 0 0

1 0 38,23071 34,00213 33,32676 34,99921
3 0 48,69033 54,07295 52,41159 52,8595
5 0 38,96708 44,98367 42,19348 41,1193
7 0 22,53468 18,24786 18,65381 21,08918
8 0 5,2453 7,19835 5,2453 3,97331
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COMPORTAMIENTO DE LOSSUBEXTRACTOS CLOROFORMICOS VS CONTROL(+)

Y CONTROL (-)
60
50
2
O 40
S —o— CARRAGENINA
=]
; 30 == NAPROXENO
W, —t—COLCA
X = ARETE DE INCA
10
J 3= LLUMBRE
0 ¢ ¢ ¢ L 4
0 2 4 6 8 10
TIEMPO (H)

Grafico No. 9% DE INHIBICION DE LA INFLAMACION DE LOS
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HORAS



-67 -

CAPITULO IV

CONCLUSIONES

Los promedios de inhibicion observados a 1,3,5,7,8, horas del Naproxeno y los
extractos etandlicos de (Miconiapseudocentrophora, Brachyotumledifolium,
Fuchsia loxensis), aplicados a ratas con edema plantar inducido con Carragenina
al 0.5%, presenta actividad antiinflamatoria con lo cual se acepta la hipotesis.
(Cuadro 12y 13)

Los vegetales para el estudio fueron recolectados en Febrero del 2013 en San
Francisco de Guayllabamba del Canton Chambo- Provincia de Chimborazo ,
fueron identificados en el herbario de la ESPOCH y corresponden a Miconia

pseudocentrophora, Brachyotum ledifolium, y Fuchsia loxensis

Los macerados se concentraron a 1/8 de su volumen y se determind las

propiedades fisicas y quimicas con los siguientes datos:

Brachiotum: humedad relativa 49,49; cenizas 4,07; rendimiento del extracto
etanolico 78,6%; transparente verde amarillento ; herbal fuerte, ligeramente dulce;
pH4,18; indice de refraccién 1,355; densidad relativa 0,91g /mL, contiene taninos
galotanicos ,flavonoides, alcaloides, sesquiterpeno lactonas, quinonas,

triterpenos. El subextracto cloroférmico con rendimiento 3,5%.

Fuchsia: humedad relativa 79,48; cenizas3,70; rendimiento del extracto etanélico
89,2%; liquido, ligeramente turbio ,café amarillento, caracteristico dulce; pH

3,77; Iindice de refraccion 1,358; densidad relativa 0,75 g /mL. Contiene taninos
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galotanicos, flavonoides, alcaloides, sesquiterpeno lactonas, quinonas,
triterpenos. El subextracto cloroférmico con rendimientol, 8% (Cuadro N°4,5,6)

Miconia; humedad relativa 48,90; cenizas2,91; rendimiento del extracto etandlico
97,5%; liquido, ligeramente turbio, marrén, endulzante, amargo; pH 3,60; indice
de refraccion 1,363; densidad relativa 0,97 g /mL. Contiene taninos galotéanicos,
flavonoides, alcaloides,  sesquiterpeno lactonas, quinonas, triterpenos. El
subextracto cloroférmico con rendimiento 1% (Cuadro N°4,5,6)

Se evalué la actividad antiinflamatoria de extractos y subextractos, de Miconia,
Brachiotum, y Fuchsia utilizando el modelo de edema plantar inducido por
Carragenina(0.5%) en ratas caracterizandose a la tercera hora por inhibicion de
la inflamacion para el Naproxeno 48%, Brachiotum 39%, Miconia 40%, Fuchsia
43% en el extracto etanolico; en el mismo orden para el subextracto cloroférmico
para , Brachiotum 52%, Miconia 54%, Fuchsia 52% .(CUADRO N°25, 26)

En el analisis del comportamiento de los tratamientos(extractos y subextractos)

de inhibicién de la inflamacion por los métodos estadisticos son:

Brachiotum: El test de Anova establecio diferencias significativas entre el
tratamiento alcoholico y cloroférmico. Los resultados post Tukey a las 1,3,5,7
horas confirman la actividad y dan valores de 34%, 52%, 41%, 21%, 3%
respectivamente, para el subextracto cloroférmico, a la tercera hora es mas alta

la actividad antiinflamatoria con respecto al Naproxeno 48%.(CUADRO N ° 26)

Miconia: El test de Anova establece diferencias significativas entre los
tratamiento alcohdlico y cloroférmico.. Los resultados post Tukey a las 1,3,5,7
horas confirman la actividad y dan valores de 34%, 54%, 44%, 18%, 7%
respectivamente, para el subextracto cloroférmico, a la tercera hora es mas alta

la actividad antiinflamatoria con respecto al Naproxeno 48%.(CUADRO N ° 26)
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Fuchsia: El test de Anova establece diferencias significativas entre los
tratamiento alcoholico y cloroférmico.. Los resultados post Tukey a las 1,3,5,7
horas confirman la actividad y dan valores de 33%, 52%, 42%, 18%, 5%
respectivamente, para el subextracto cloroférmico, a la tercera hora es mas alta

la actividad antiinflamatoria con respecto al Naproxeno 48%. (CUADRO N °26)
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CAPITULO V

RECOMENDACIONES

Realizar estudios de toxicidad

Alargar la toma de tratamientos

Realizar estudios de estabilidad para la estimacion de vida atil de los extractos y
subextractos.

Realizar la dosificacion de los principios activos en los vegetales para elaborar

un fitofarmaco potenciando la actividad antiinflamatoria.
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CAPITULO VI

6. RESUMEN

La investigacion de la evaluacion del efecto antiinflamatorio (Miconia
pseudocentrophora, Brachyotum ledifolium, Fuchsia loxensis) en Rattus novergicus, se
realiz6 en el Bioterio, Laboratorio de fitoquimica - Facultad de Ciencias- ESPOCH.

La identificacion taxondmica se hizo en el herbario; la metodologia utilizada en la
preparacion de extractos fue primero por maceracion del vegetal fresco con etanol
concentrado a un 1/8 del volumen refrigerado, los sub extractos obtenidos por extraccion
con cloroformo, eliminado el solvente, los residuos obtenidos se analizaron las
propiedades fisicas y quimicas, la aplicacion por via oral a Rattus Novergicus en seis
lotes por triplicado para cada vegetal, previo a la induccion de edema plantar por

Carragenina 0,5%, la disminucion de la medida plantar en cm2 indica efectividad.

Los resultados obtenidos son: Llumbre que corresponde: Brachiotumledifolium,
humedad 49%; Cenizas 4,07; Rendimiento Extracto 78,6%; liquido transparente; verde
amarillento herbal; ligeramente dulce; pH 14,18; indice refraccion 1.355,Densidad 0,91
g/mL; metabolitos, Flavonoides, alcaloides, quinonas, triterpenos; la actividad
antiinflamatoria 39.27%. Fuchsia loxensis humedad 79,48; Cenizas 3.70; Rendimiento
extracto 89,2%; liquido ligeramente turbio; café amarillento; caracteristico dulce, pH
4,18, 1. refraccion 1,35; Densidad relativa 0,75 g/mL metabolitos, Flavonoides,
alcaloides, quinonas, triterpenos. La actividad antiinflamatoria 43,59%. Miconia
pseudocentrophora Humedad 48%; Cenizas 2,91; rendimiento extracto 97,5%; liquido
turbio; marrdn, endulzante, amargo; pH 3.60; indice r. 1,363; Densidad relativa 0,97
g/mL; metabolitos, flavonoides, alcaloides, quinonas, triterpenos. La actividad
antiinfalmatoria, 54,07%. El extracto cloroférmico Brachiotum con actividad de 52,85%);
Miconia 54,07%, Fuchsia 52,41%.

Los resultados de la actividad antiinflamatoria son para el subextracto de Miconia.
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SUMARY

The investigation  of the evaluation of  anti-inflammatory effect (Miconia
pseudocentrophora, Brachyotum ledifolium, Fuchsia loxensis) in Ratus novergicus was
conducted at the Bioterio, phytochemical Laboratory, Faculty of Scienes- ESPOCH.
The taxonomic identification was done in the herbarium, the methodology used in
preparing extracts was first by maceration of fresh vegetable with etathanol refrigerated
and concentrated at a volume of 1/8, the sub extracts obtained by extraction with
chloroform, the solvent removed, in the residues obtained the physical and chemical
properties were analyzed, the oral application at Rattus novergicus in six lots triplicated
for each plant, prior to the induction of plantar edema by Carrageenan 0,5%, decrease of
the measure in cm2 shows effectiveness.

The obtanained results correspond to LIlumbre: Brachiotum ledifolium, moisture 49%,ash
4,07, extractyield 78,6%, transparent liquid, yellowish gree herbal, slightly sweet,
pH14,18; refractive index 1,355 densitity 0,91 g/ml; metabolites, flavonoids, alkaloids,
quinones, triterpenes, antin-inflamatory activity 39,27%. Fuchsia loxensis moisture
79,48%, ash 3,70, extract efficiency 89,2%, slightly cloudy liquid , brown yellowish,
characteristic sweet, pH 4,18, 1. refraction 1,35, relative density 0,75 g/mL metabolites,
flavonoids, alkaloids, quinones, triterpenes. The antin-inflamatory activity 54,0. 7%.The
chloroform extract activity Brachiotum with 52,85%; Miconia 54,07%, 52,41% Fuchsia.

The results of the anti- inflammatory activity are for The extract from sub Miconia.
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CAPITULO VIII

8. ANEXOS

Anexo No. 1 EQUIPOS USADOS EN EL CONTROL DE CALIDAD DE LA
MATERIA PRIMA

Fotografia No. 11 Fotografia No. 13 Mufla

Balanza Analitica Fotografia No. 12
Estufa

Fotografia No. 14 Desecador
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Anexo No. 2EQUIPOS USADOS EN EL CONTROL DE CALIDAD DEL EXTRACTO
ETANOLICO

Fotografia No. 15 pH-metro Fotografia No. 16 Refractometro

Anexo N°3 TAMIZAJE FITOQUIMICO DE LAS PARTES AEREAS DE LOS
VEGETALES

BRACHIOTUM

Fotografia No. 17

‘ . s{: “' {

sl B0 b
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TAMIZAJE FITOQUIMICO MICONIA

Fotografia No. 18 E. Espuma Fotografia No. 19 Compuestos fendlicos

Fotografia No. E. Shinoda
Fotografia No. 20 E. Chalconas

Fotografia No. 21 E. Quinonas Fotografia No. 22
/i : — Sesquiterpenolactonas

Fotografia No. 23 Rosentaler
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TAMIZAJE FITOQUIMICO FUSHIA

Fotografia No. 24 E. Espuma Fotografia No. 25 Compuestos fendlicos

Fotografia No. 26 E. Shinoda Fotografia No. 27 Quinonas

Fotografia No. 28 Rosentaller
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ANEXO N° 4 ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA EN RATAS (Rattusnovergicus)

Fotografia No. 29 Manipulacion

Fotografia No. 30 Aplicacion de la sedacion

Fotografia No. 31
Edema plantar con tratamiento Miconia ala 3
hora

Fotografia No. 32
Edema plantar con tratamiento Miconiaala 8
hora

Fotografia No. 33 Edema plantar con
tratamiento Brachiotum a la 3 hora

Fotografia No. 34 Edema plantar con

tratamiento Brachiotum a la 8 hora
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ANEXO N° 4 ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA EN RATAS (Rattusnovergicus)

Fotografia No. 35 Edema plantar con tratamiento Fuchsia a la 3 hora

Fotografia No. 36 Edema plantar con tratamiento Fuchsia a la 8 hora
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Anexo No. 5 ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA EN RATAS (Rattusnovergicu

Cuadro No. 27 DATOS ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE
LOSEXTRACTO ALCOHOLICO Y SUBEXTRACTO CLOROFORMICO
RESPECTIVAMENTE DE COLCA (Miconiapseudocentrophora), LLUMBRE
(Brachyotumledifolium), ARETE DE INCA (Fuchsia loxensis). BIOTERIO.
FACULTAD DE CIENCIAS.

ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA EN RATAS (Rattusnovergicus)
TIEMPO DIAMETRO| LARGO VOLUMEN DE % DE PROMEDIO
(H) EXTRACTOS (cm) (cm) INFLAMACION | INHIBICION | INHIBICION
2,5 3,2 15,7080 0,0
2,5 3,2 15,7080 0,0
CONTROL + 2,5 3,2 15,7080 0,0 0.0000
2,5 3,2 15,7080 0,0
CONTROL - naproxeno 2,5 3,2 15,7080 0.0
cartagenina 2,5 3,2 15,7080 0,0 0.0000
2,5 3,2 15,7080 0,0
COLCA
(Miconiapseudocentrophora) 2,5 3,2 15,7080 0.0
ALCOHOLICO 100% 2,5 3,2 15,7080 0,0 0.0000
2,5 3,2 15,7080 0,0
COLCA
(Miconiapseudocentrophora) 2,5 3.2 15,7080 0,0
CLOROFORMICO 100% 2,5 3,2 15,7080 0,0 0.0000
. 2,5 3,2 15,7080 0,0
ARETE DE INCA (Fuchsia
loxensis) ALCOHOLICO 2,5 3,2 15,7080 0,0
100% 2,5 3,2 15,7080 0,0 0.0000
) 2,5 3,2 15,7080 0,0
ARETE DE INCA (Fuchsia
loxensis) CLOROFORMICO 2,5 3,2 15,7080 0,0
100% 2,5 3,2 15,7080 0,0 0.0000
2,5 3,2 15,7080 0,0
LLUMBRE
(Brachyotumledifolium) 2,5 3.2 15,7080 0,0
ALCOHOLICO 100% 2,5 3,2 15,7080 0,0 0.0000
2,5 3,2 15,7080 0,0
LLUMBRE
(Brachyotumledifolium) 2,5 3.2 15,7080 0,0
0 CLOROFORMICO 100% 2,5 3,2 15,7080 0,0 0.0000
3,2 3,2 25,7360 3,1
3,2 3,3 26,5402 0,0
CONTROL + 3,3 3,2 27,3696 -3,1 0,00000
2,6 3,2 16,9898 36,0
CONTROL - 2,5 3,1 15,2171 42,7
naproxenocarragenina 2,6 3,2 16,9898 36,0 38,23071
COLCA 2,7 3,2 18,3218 31,0
(Miconiapseudocentrophora) 2,7 3,2 18,3218 31,0
ALCOHOLICO 100% 2,6 3,1 16,4588 38,0 33,32676
1 2,65 3,25 17,9253 32,5 34,00213
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~ COLCA 2,6 3,2 16,9898 36,0
(Miconiapseudocentrophora)
CLOROFORMICO 100% 2,65 3,2 17,6495 33,5
ARETE DE INCA (Fuchsia 3 3,2 22,619 14,8
loxensis) ALCOHOLICO 2.9 3.2 21,1367 20,4
100% 3 3,25 22,9730 13,5 16,21766
2,7 2 18,321 1
ARETE DE INCA (Fuchsia . 3 83218 31,0
loxensis) CLOROFORMICO 2,6 3.1 16,4588 38,0
100% 2,7 3,2 18,3218 31,0 33,32676
LLUMBRE 2,7 3,21 18,3791 30,8
(Brachyotumledifolium) 2,7 3,25 18,6081 29.9
ALCOHOLICO 100% 2,75 3,2 19,0067 28,4 29,69647
LLUMBRE 2,6 3,2 16,9898 36,0
(Brachyotumledifolium) 2,6 3.1 16,4588 38,0
CLOROFORMICO 100% 2,7 3,2 18,3218 31,0 34,99921
3,8 3,3 37,4259 -0,1
3,85 3,3 38,4173 -2,8
CONTROL + 3,8 3,2 36,2918 2,9 0,00000
2,7 3,3 18,8944 49,5
CONTROL - 2,7 3,2 18,3218 51,0
naproxenocarragenina 2,8 3,3 20,3199 45,6 48,69033
COLCA 2,8 3,3 20,3199 45,6
(Miconiapseudocentrophora) 2,6 31 16,4588 56,0
ALCOHOLICO 100% 2,65 3,3 18,2011 51,3 50,96998
COLCA 2,6 3,3 17,5207 53,1
(Miconiapseudocentrophora) 2,6 31 16,4588 56,0
CLOROFORMICO 100% 2,6 3,3 17,5207 53,1 54,07295
ARETE DE INCA (Fuchsia 2.9 33 21,7972 41,7
loxensis) ALCOHOLICO 2,9 3.2 21,1367 43,5
100% 2,8 3,3 20,3199 45,6 43,59137
. 2,6 3,3 17,5207 53,1
ARETE DE INCA (Fuchsia
loxensis) CLOROFORMICO 2,7 3.2 18,3218 51,0
100% 2,6 3,3 17,5207 53,1 52,41159
LLUMBRE 3 3,3 23,3264 37,6
(Brachyotumledifolium) 2,9 33 21,7972 41,7
ALCOHOLICO 100% 3 3,25 22,9730 38,5 39,27266
LLUMBRE 2,65 3,3 18,2011 51,3
(Brachyotumledifolium) 2,6 31 16,4588 56,0
CLOROFORMICO 100% 2,65 3,3 18,2011 51,3 52,85950
3,4 3,3 29,9614 -4,1
3,3 3,3 28,2249 1,9
CONTROL + 3,4 3,1 28,1456 2,2 0,00000
2,6 3,3 17,5207 39,1
CONTROL - 2,65 3.2 17,6495 38,7
naproxenocarragenina 2,6 3,3 17,5207 39,1 38,96708
2,9 3,3 21,7972 24,3 32,65436




COLCA
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o 2,8 3,1 19,0884 33,7
(Miconiapseudocentrophora)
ALCOHOLICO 100% 2,6 3,25 17,2552 40,0
COLCA 2,55 33 16,8533 41,4
(Miconiapseudocentrophora) 2,45 3.3 15,5574 459
CLOROFORMICO 100% 2,45 3,2 15,0860 47,6 44,98367
2 20,31 29,4
ARETE DE INCA (Fuchsia 8 3.3 0,3199 S,
loxensis) ALCOHOLICO 2.7 3.1 17,7493 38,3
100% 2,8 3,3 20,3199 29,4 32,36688
ARETE DE INCA (Fuchsia 2,55 33 16,8533 41,4
loxensis) CLOROFORMICO 2,5 3.3 16,1989 43,7
100% 2,55 3,3 16,8533 41,4 42,19348
LLUMBRE 2,7 3,25 18,6081 35,3
(Brachyotumledifolium) 2,6 3.3 17,5207 39.1
ALCOHOLICO 100% 2,7 3,3 18,8944 34,3 36,26559
LLUMBRE 2,6 3,3 17,5207 39,1
(Brachyotumledifolium) 2,95 3.3 16,8533 1.4
CLOROFORMICO 100% 2,6 3,1 16,4588 42,8 41,11930
2,8 3,3 20,3199 -0,8
2,8 3,1 19,0884 5,3
CONTROL + 2,85 3,3 21,0521 -4,5 0,00000
2,5 3,2 15,7080 22,1
CONTROL - 2,5 3,3 16,1989 19,6
naproxenocarragenina 2,4 3,3 14,9289 25,9 22,53468
COLCA 2,8 3,3 20,3199 -0,8
(Miconiapseudocentrophora) 2,6 3,25 17,2552 14,4
ALCOHOLICO 100% 2,5 3,3 16,1989 19,6 11,05901
COLCA 2,5 3,3 16,1989 19,6
(Miconiapseudocentrophora) 2,5 3.2 15,7080 22,1
CLOROFORMICO 100% 2,6 3,3 17,5207 13,1 18,24786
. 2,8 3,3 20,3199 -0,8
ARETE DE INCA (Fuchsia
loxensis) ALCOHOLICO 2,7 3,2 18,3218 91
100% 2,8 3,3 20,3199 -0,8 2,47888
ARETE DE INCA (Fuchsia 2,5 33 16,1989 196
loxensis) CLOROFORMICO 2,6 33 17,5207 13,1
100% 2,5 3,15 15,4626 23,3 18,65381
LLUMBRE 2,6 3,3 17,5207 13,1
(Brachyotumledifolium) 2,6 3.2 16,9898 15,7
ALCOHOLICO 100% 2,5 3,3 16,1989 19,6 16,12784
LLUMBRE 2,5 3,25 15,9534 20,8
(Brachyotumledifolium) 2,45 33 15,5574 22,8
CLOROFORMICO 100% 2,5 3,3 16,1989 19,6 21,08918
2,5 3,2 15,7080 1,7
2,6 3,2 16,9898 -6,4
CONTROL + 2,5 3,1 15,2171 4,7 0,00000
2,5 3,2 15,7080 1,7 5,24530
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CONTROL - 2,5 3,1 15,2171 4.7
naproxenocarragenina 2,4 3,2 14,4765 9,4
2 1 15,2171 4,7
COLCA S 3 > :
(Miconiapseudocentrophora) 2,5 3,2 15,7080 17
ALCOHOLICO 100% 2,3 3,2 13,2953 16,8 7,71059
COLCA 2,5 3,2 15,7080 1,7
(Miconiapseudocentrophora) 2,3 3,2 13,2953 16,8
CLOROFORMICO 100% 2,5 3,15 15,4626 3,2 7,19835
ARETE DE INCA (Fuchsia 2,85 3.2 20,4141 27,8
loxensis) ALCOHOLICO 2,8 3,2 19,7041 -23,4
100% 2,8 3,1 19,0884 -19,5 -23,56615
2 2 15,7 1,7
ARETE DE INCA (Fuchsia i 3 2,7080 :
loxensis) CLOROFORMICO 2,5 31 15,2171 4,7
100% 2,4 3,2 14,4765 9,4 5,24530
LLUMBRE 2,5 3,2 15,7080 1,7
(Brachyotumledifolium) 2,6 3 15,9279 03
ALCOHOLICO 100% 2,5 3,2 15,7080 1,7 1,19167
LLUMBRE 2,5 3,1 15,2171 4,7
(Brachyotumledifolium) 2,5 3,2 15,7080 17
CLOROFORMICO 100% 2,45 3,2 15,0860 5,5 3,97331




