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INTRODUCCION

En la actualidad tenemos patologias que despiertan gran interés y generan procesos
inflamatorios. La inflamacion que es wuna reaccion local del organismo frente a la
agresion de un agente exterior, el mismo que puede ser causado por agentes infecciosos,
irritantes, fisicos y traumas. Esta respuesta puede ser excesiva y causar dafio al tejido,
por esta razdn es necesario bloquear el proceso inflamatorio aplicando sustancias

antiinflamatorias. (61)

La reaccion inflamatoria constituye un fenémeno béasico de la patologia acompafada de
dolor, por tanto el dolor es una de los primeros signos de enfermedad que ha provisto la
naturaleza. El dolor es un problema de salud, las personas que lo padecen buscan
asistencia medica para encontrar un alivio, para ello existen diferentes medidas como
farmacos analgésicos, antipiréticos, y antiinflamatorios no esteroides, que son los més

despachados tanto en farmacias como en tiendas de nuestro pais. (14)

Los AINES son medicamentos muy utilizados debido a su maltiple accion. Se estima que
mas de 30 millones de individuos utilizan cada dia en el todo el mundo, ya que es uno de
los grupos farmacoldgicos méas vendidos. Las molestias gastrointestinales son efectos
indeseables primarios de los AINES. EI consumo de antiinflamatorios ha incrementado
en los dltimos afios lo que ha ocasionado, mas del 30% de efectos adversos a nivel

gastrointestinal, renal, sistema nervioso o alérgico e incluso la muerte. (62)



Las plantas medicinales han servido como tratamientos alternativos en problemas
relacionados a la salud, en Ecuador se usan para aliviar las manifestaciones de varias
enfermedades. EI 80 % de la poblacion mundial depende de las plantas para su atencion
primaria de la salud. EI 20% de la poblacion que tiene acceso a la medicina
convencional, el uso de medicamentos herbaceos y de “suplementos nutricionales” ha

crecido exponencialmente en el Gltimo cuarto de siglo. (44)

La finalidad de este trabajo se basa en la necesidad actual de dar soluciones a los
procesos de inflamacién que son muy comunes en nuestro medio, de tal forma reducir los

efectos adversos que producen los medicamentos.

Es por ello que se ha tomado como punto de investigacion a la planta herbacea Piper
peltatum L. que pertenece a la familia de las Piperaceas, ya que posee propiedades
medicinales tales como: rubefaciente, tonico estomacal, emoliente, diurético, y
antiinflamatorio. Esta planta es muy utilizada para edemas, inflamacion linfatica y
enfermedades reumaticas, razon por la cual es un indicador de que la planta debe ser

analizada por sus propiedades antiinflamatorias. (29) (65)

En esta investigacion se realiza una evaluacion in vivo de la actividad antiinflamatoria de
Piper peltatum L. mediante el test de edema inducido con carragenina, en modelos
biologicos, con el objetivo de buscar una mayor eficacia antiinflamatoria a diferentes
concentraciones. Se realizo el control de calidad de la materia prima y de los extractos
para obtener resultados de alto rendimiento, y asi garantizar la eficiencia y eficacia de la
actividad antiinflamatoria investigada, andlisis cualitativo de flavonoides y de alcaloides
mediante la cromatografia de capa fina, y se realizd la cuantificacion de flavonoide,
mediante analisis espectrofotométrico (UV). También se evalta el grado de toxicidad,
empleando el ensayo de toxicidad aguda a dosis fijas, el cual determina la dosis letal

media.
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1 INFLAMACION

1.1.1 INTRODUCCION

La inflamacion es uno de los mecanismos béasicos de defensa de los organismos
pluricelulares frente a la injuria. Es una reaccion local del tejido conjuntivo. Como
consecuencia de respuestas inmunes adaptativas humorales y celulares frente a antigenos
de origen exdgeno o endogeno. EI mecanismo basico que esta presente en la inflamacion
es la fagocitosis ya que logra la eliminacién o aislamiento del tejido dafiado. Este proceso

regulada por los mediadores quimicos de la inflamacion. (1)

1.1.2 DEFINICION

Es una respuesta localizada y protectora de los tejidos vascularizados frente a un dafio,
que puede ser causado por patdgenos bacterianos o por algun agresor de naturaleza

biologica, quimica, fisica 0 mecanica. (1)

Incluye reacciones de naturaleza nerviosa, vascular, humoral y celular en el sitio
lesionado, conformando un proceso dinamico, el objetivo es delimitar las areas
afectadas y degradar las células lesionadas asi como el agente agresor. El evento final de

la inflamacidn es la regeneracion y la reparacion. (1) (3)



La inflamacion es un proceso que implica un enorme gasto de energia metabolica. En
ocasiones, transcurre hacia una situacion crénica que suele dar lugar a una enfermedad

degenerativa como artritis, arteriosclerosis o, incluso, cancer. (1) (19)

— _ __ _ _
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inflamatorio tisular celular
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fisiologico l ) reparacion tisular al estado homeostatico
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fisiopatolégicas inflamat tumorogénesis enf. autoinflamatorias

FIGURA No. 1 PROCESO INFLAMATORIO.

FUENTE: CELADA, A. http://www.uco.es/grupos/inmunologiamolecular/inmunologia/tema25/etexto25.htm

1.1.3 FACTORES DE LA INFLAMACION

Este proceso produce el acumulo de fluidos y leucocitos en el espacio extravascular. La
inflamacion puede ser causada por diversos factores entre ellos tenemos: factores
enddgenos (necrosis tisular o rotura 6sea) o factores exdgenos como lesiones por agentes
mecanicos (corte), fisicos (quemaduras), quimicos (corrosivos), bioldégicos
(microorganismos) e inmunoldgicos (reacciones de hipersensibilidad). A los factores
enddgenos y exdgenos se los denomina inductores ya que incluye, secuencialmente,

inductores, sensores, mediadores y efectores. (48)


http://www.uco.es/grupos/inmunologiamolecular/inmunologia/tema25/etexto25.htm
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FIGURA No. 2 FACTORES DE LA INFLAMACION.

FUENTE:http://www.uco.es/grupos/inmunologiamolecular/inmunologia/tema25/etexto25.htm

Aunque en algunos casos, como la hipersensibilidad, la inflamacion puede tener

consecuencias nocivas, por lo general €S una respuesta protectora que trata de restaurar

los tejidos lesionados. Tras un proceso inflamatorio puede ocurrir lo siguiente:

1.
2.

Resolucion con retorno a una estructura y funcién normales

Supuracién con formacion de absceso

Hinchazdn con regeneracion de tejido especializado o fibroso formando una
cicatriz.

Persistencia del agente causante, haciéndose el proceso cronico (48)

La respuesta inflamatoria esta formada por plasma, células circulantes, vasos sanguineos

y constituyentes celulares y extracelulares del tejido conectivo. Entre las células

circulantes se incluyen los neutréfilos, monocitos, eosinéfilos, linfocitos, baséfilos y

plaquetas. (4)


http://www.uco.es/grupos/inmunologiamolecular/inmunologia/tema25/etexto25.htm

Las células del tejido conectivo son los mastocitos, que rodean los vasos sanguineos y los
fibroblastos. La matriz extracelular consiste en proteinas fibrosas estructurales (colageno,
elastina), glicoproteinas adherentes (fibronectina, laminina, entactina, tenascina y otras) y
proteoglicanos. La membrana basal es un componente especializado de la matriz

extracelular que consiste en glicoproteinas adhesivas y proteoglicanos. (4) (5).

Los cuatro signos cardinales de la inflamacion fueron descritos por Paracelso (30 AC al
38 DC) y son:
Rubor: Enrojecimiento, debido principalmente a los fendmenos de aumento de

presion por vasodilatacion.

- Tumefaccion: Aumento del liquido intersticial y formacion de edema.

- Calor: Aumento de la temperatura de la zona inflamada. Se debe a la
vasodilatacion y al incremento del consumo local de oxigeno.

- Dolor: El dolor aparece como consecuencia de la liberacion de sustancias capaces

de provocar la activacion de los receptores, tales como las prostaglandinas.(4)

Galeno afiadio un quinto signo: pérdida de funcion. La coloracion y el calor se deben a
un aumento del flujo sanguineo en el area traumatica y a la constriccion de las vénulas.
Los cambios de la microcirculacién son inducidos por mediadores quimicos. Estos
mediadores, ademas, aumentan la permeabilidad capilar con lo que los liquidos y las
células sanguineas pasan al espacio extravascular provocando la hinchazén y un aumento

de la presion local que es el que origina el dolor. (4) (47)

1.1.4 PROCESO INFLAMATORIO

El proceso inflamatorio representa una reaccion tisular imprevista ante una agresion,
que incluye: decisiones de puesta en marcha o de cese, basadas en la integracion de
secuencias moleculares incitadas por el dafio tisular causado por la penetracion de

microbios o por la presencia de material extrafio exdgeno o endégeno. (18)
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Como consecuencia de estos eventos vasculares se torna lenta la circulacién que hace
que los leucocitos se dirijan hacia la periferia, proceso conocido como marginacion.
Continuando con el proceso estos leucocitos marginados se sitdan sobre el endotelio
vascular, lo que se conoce como rodamiento, se produce la adhesion leucocitaria y
posteriormente, la trasmigracion que es el proceso mediante el cual los leucocitos

abandonan la circulacion mediante diapédesis. (61)

Una vez fuera del sistema vascular se produce el fendmeno de quimiotaxis, migrando
los leucocitos hacia la zona de lesion. Los diversos factores favorecen la activacion
leucocitaria como las sustancias quimiotacticas en concentraciones elevadas, la

fagocitosis y complejos antigeno-anticuerpo. (7)

La activacion leucocitaria se caracteriza por la produccién de metabolitos del acido
araquidonico (AA) debido al incremento de la actividad de fosfolipasa A2 (FLA2)
por diacilglicerol (DAG) y calcio, generacion de especies reactivas del oxigeno
(ERO) y liberacion del contenido lisosomal a causa de la lisis celular, lo cual conduce

al dafio celular y tisular.(4) (9)

1.1.5 FASES DE LA INFLAMACION

De forma esquematica podemos dividir la inflamacion en cinco etapas:

1. Liberacion de mediadores. Estan formados por moléculas que en su mayoria
presentan una estructura elemental que son liberadas o sintetizadas por el

mastocito bajo la actuacidn de determinados estimulos.

2. Efecto de los mediadores. Cuando estas moléculas son liberadas producen
alteraciones vasculares y efectos quimiotacticos que favorecen la llegada de

moléculas y células inmunes al foco inflamatorio.
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3. Llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio. Proceden en su
mayor parte de la sangre, pero también de las zonas circundantes al foco.

4. Regulacion del proceso inflamatorio. Fendmeno inflamatorio también integra una
serie de mecanismos inhibidores tendentes a finalizar o equilibrar el proceso, en

la mayor parte de las repuestas inmunes.

5. Reparacién. Fase constituida por fendmenos que van a determinar la reparacion
total o parcial de los tejidos dafados por el agente agresor o por la propia
respuesta inflamatoria. (9)

1.1.6 TIPOS DE INFLAMACION

Segun el tiempo de duracion se divide en aguda y cronica. La inflamacién aguda tiene
un tiempo relativamente corto (minutos, horas), se inicia muy rapidamente y se
caracteriza por el exudado de fluidos plasmaticos y la migracién de leucocitos
predominantemente neutrofilos. (2) (4)

La inflamacién crénica tiene un tiempo de duracién larga (semanas, meses o incluso
afios) y se caracteriza histolégicamente por el infiltrado de linfocitos y macréfagos con la

proliferacion de vasos sanguineos Yy tejido conectivo. (45)

1.1.6.1 Inflamacion Aguda (1A)

Es una respuesta a un agente dafiino o causal, la funcidn de esta respuesta es suministrar
leucocitos en el sitio lesionado, donde puede ayudar a depurar las bacterias invasoras,
también ayuda a descomponer los tejidos necrosados resultantes del dafio. La funcién de
los leucocitos en si prolongan la inflamacion e inducir dafio tisular mediante la

liberacién de enzimas, mediadores quimicos y radicales toxicos de oxigeno. (9)



Los cambios que se producen tras la lesion tisular se deben a tres procesos:

1. Alteraciones en el flujo y calibre vascular, que hacen que aumente el flujo
sanguineo (vasodilatacion). El incremento local de riesgo sanguineo es causa del
enrojecimiento y del calor caracteristicas que se observan en la inflamacion
aguda.(9)

2. Cambios estructurales en los vasos sanguineos que aumentan la permeabilidad
vascular e inducen la formacién de exudado inflamatorio. En la fase mas
temprana dela inflamacién, la vasodilatacion arteriolar y el incremento del riego
sanguineo aumentan la presidn hidrostéatica intravascular y la filtracién del liquido
desde los capilares. El resultado neto es la salida de agua e iones hacia los tejidos

extravasculares, esta acumulacion de liquido se denomina edema. (9)

3. Emigracién de los leucocitos del espacio vascular al extravascular alcanzando asi

el foco de las lesiones.

JA. NORMAL No net flow
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macrophage
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FIGURA N° 3. CAMBIOS QUE SE PRODUCE TRAS LA LESION TISULAR

FUENTE: INFLAMACION. http://www.slideshare.net/migaos89/inflamacion-aguda-1243017
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Este proceso explica tres de los cinco signos locales de la inflamaciéon aguda: calor,
rubor, tumor. Obteniendo en la lesion tisular un fluido rico en proteinas, fibrina y
leucocitos. En los primeros 10-15 minutos se produce una hiperemia por dilatacion de
arteriolas y vénulas y apertura de los vasos de pequefio calibre. Tras esta fase aumenta la

viscosidad de la sangre, lo que reduce la velocidad del flujo sanguineo. (18) (3)

La presion osmética del plasma aumenta cuando disminuye la presion hidrostética,
producto de este proceso sale de los vasos sanguineos un liquido rico en proteinas,
originado del exudado inflamatorio. (18)

1.1.6.1.1 Evolucion de la Inflamacion Aguda.

Son modificadas por la naturaleza e intensidad de la lesion, el sitio y tejidos afectados, y

se basa en tres maneras:

1. Resolucion completa: Cuando la lesion es leve o implica una destruccion
pequefia del tejido, el resultado es el restablecimiento de la normalidad
histoldgica y funcional. Existe una eliminacién de los distintos mediadores
quimicos, en ultima instancia, los esfuerzos combinados del drenaje linfatico y de
la ingestion macrofagica conducen a la depuracion del liquido de edema, las

células inflamatorias y los restos necréticos del “campo de batalla”. (18)

2. Cicatrizacion o fibrosis: Ocurre cuando la destruccién histica es importante o
cuando la inflamacidn afecta a tejidos sin capacidad de regeneracion. Ademas, los
exudados fibrinosos extensos, pueden no reabsorberse por completo y organizarse
como consecuencia de la penetracion de elementos del tejido conjuntivo, con la
consiguiente fibrosis. La formacion de abscesos puede tener lugar cuando los
infiltrados por neutrofilos son especialmente abundantes o en determinadas
infecciones bacterianas omicoticas (microorganismos pidgenos o “formadores de
pus”). El unico resultado posible de la formacion de un absceso es la

cicatrizacion. (18) (3)
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3. Progresion hacia la inflamacion cronica: inflamacion aguda, aunque a veces se

encuentran ya signos de inflamacion cronica desde el momento de la lesion.

1.1.6.2 Inflamacién Cronica (IC)

La IC tiene una duracion prolongada (semanas 0 meses) en la que se pueden observar
signos de inflamacion activa, de destruccion tisular y de intentos de curacién, puede dar

lugar a un proceso neoplasico, es decir puede ser maligna. (39)

1.1.6.2.1 Caracteristicas de la inflamacion cronica

1. Infiltrado celular estd compuesto sobre todo por macrofagos, linfocitos y células
plasmaticas.

2. Destruccion tisular inducida principalmente por células inflamatorias. Las células
inflamadas generan mediadores quimicos (citosinas) que inducen destruccion del
propio tejido.

3. Como hay destruccioOn de tejido también se da un intento de reparacion mediante

sustitucion por conjuntivo pasa a fibrosis y concluye con angiogénesis.(46) (48)

La inflamacion crdnica puede producirse por diversas causas: progresion de inflamacion
aguda, episodios recurrentes de inflamacion aguda e IC desde el comienzo asociada

frecuentemente a infecciones intracelulares. (48)

Microscopicamente la inflamacidn crdnica se caracteriza por la presencia de macréfagos

y sus derivados, linfocitos, células plasmaticas, neutréfilos, eosinéfilos y fibroblastos. (5)

Algunas formas de IC tienen una histologia peculiar que consiste en el acimulo de
macrofagos modificados llamados epitelioides formando unos agregados nodulares
Ilamados granulomas, a lo que se denomina inflamaciones crénicas granulomatosa, que
pueden sistematizarse de acuerdo a la topografia, etiologia o caracteristicas histoldgicas

de los granulomas. (49)
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Tienen abundante citoplasma eosin6filo y segregan el enzima convertidor de
angiotensina (Kininasa Il), la fosfatasa &cida y mucopolisacéridos, y un nucleo vesicular.
Ademas, los macréfagos pueden fusionarse por efecto del IFN-g y formar células
gigantes que contienen hasta 100 nucleos. (49) (50)

1.1.7. MECANISMOS DE LA INFLAMACION

1.1.7.1 Migracion Leucocitaria

En la IA se acumula los leucocitos, neutrofilos polimorfonucleares y en las fases tardias,
los monocitos y macrofagos. Existen tres fases para el reclutamiento de las células en la
region dafiada, entre ellas, la extravasacion o salida de las células desde la luz del vaso al

espacio intersticial. (51)

Las células ocupan la parte central del torrente sanguineo teniendo muy poco contacto
con el endotelio. Al aumentar la permeabilidad vascular, el flujo sanguineo, permite a los
leucocitos acercarse al endotelio vascular. Este proceso se denomina marginacion y se

debe a los cambios hemodinamicos producidos en la inflamacién (51).

Los leucocitos salen del torrente sanguineo y entran en contacto con la célula endotelial,
proyectan pseuddpodos y migran por la superficie hasta que detectan una union celular
inter-endotelial. Durante su trayecto al tejido extravascular, el leucocito rompe estas

uniones mediante la secrecidn de colagenasa. (6)

El leucocito que ha migrado depende mucho del tiempo que dura la inflamacion y del
tipo de estimulo. Casi siempre en IA los neutréfilos son las células predominantes
durante las primeras 24 horas. Estas células empiezan a acumularse en los primeros
minutos tras la lesion, mientras que los monocitos y macrofagos se acumulan mas tarde,
tras 24 horas. Posteriormente de la extravasacion, los leucocitos migran en los tejidos a

los lugares donde se ha producido la lesion mediante el proceso denominado quimiotaxis.

(6) (51).
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1.1.7.2 Células y moléculas que actuan en la inflamacion

Las células que intervienen son los granulocitos neutrofilos (viven de 3 a 4 dias) y los
fagocitos mononucleares. Algunos de los productos de los granulos son bactericidas,
mientras que otros son capaces de degradar la matriz proteica extracelular. Varios de los
neutrofilos mueren en los lugares de la inflamacion, pueden dafar las células o las

proteinas de la matriz extracelular con una enzima que libera. (14)

Los macrdfagos tienen una produccion autocrina de factores de crecimiento tales como el
GM-CSF o el M-CSF que hacen que proliferen localmente en los tejidos. Para llevar a

cabo sus funciones, los macrdofagos necesitan ser activados por el IFN-g. (8) (14)

Ademas de las células directamente implicadas en la inflamacion, como son los
neutrofilo macrofagos y linfocitos, los basofilos, mastocitos, plaquetas y células

endoteliales también produce mediadores quimicos. (14).

1.1.8 MEDIADORES QUIMICOS DE LA INFLAMACION

En el proceso de inflamacion intervienen una serie de moléculas, que son producidas
directa o indirectamente antes mencionadas. En condiciones normales estos mediadores
son inactivos, porque circulan en forma de precursores en la sangre a los que se
denomina mediadores plasmaticos, y los que se encuentran empaquetados en organulos o

son sintetizados de nuevo durante la inflamacion se denomina mediadores celulares.(52)

Estos mediadores quimicos actlan sobre una o maultiples células dianas, su duracion

puede ser corta o larga segun el tiempo de estadia puede ser muy perjudicial. (52)



-12 -

TABLA N° 1. MEDIADORES QUIMICOS DE LA INFLAMACION

MEDIADORES QUIMICOS DE LA INFLAMACION
PLASMATICOS Sistema del complemento

Sistema plasmatico de la coagulacion

Sistema plasmatico de la fibrindlisis

Sistema de las cininas

CELULARES Aminas vasoactivas (histamina, serotonina)

Biolipidos (Eicosanoides) , PAF (Factor

activador de las plaquetas)

Radicales libres de oxigeno

Oxido nitrico

Enzimas lisosomales

Citosinas proinflamatorias

Fuente: Castro. D. 2006.Mediadores quimicos de la Inflamacién.

1.1.8.1 Mediadores Derivados de Células

Dentro de estos mediadores tenemos a los macrofagos tisulares, células endoteliales, y
células cebadas, en el sitio de la inflamacion. Numerosos estudios sefialan la importancia
del reclutamiento de leucocitos en el foco inflamatorio, sin embargo, una rapida

respuesta requiere células centinelas estacionadas en los tejidos. (52)

Los mediadores quimicos fundamentales hasta el momento son los siguientes:

-  HISTAMINA

Es una amina producida por células cebadas y basofilos, estimulan su liberacion la
bradiquinina y las fracciones del complemento C3a y C5a. Se produce liberacion de esta
amina con una lesion celular inespecifica. (2)

Su accion es mediada por tres tipos de receptores (H1, H2 y H3) y como mediador
quimico del proceso infamatorio estimula la vasodilatacion, la permeabilidad vascular y

la adhesion leucocitaria. (2) (52)
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- SEROTONINA

Se encuentra en las plaquetas su liberacion se estimula cuando estas se agregan tras su
contacto con el colageno, la trombina, el Adenosin difosfato (ADP) y los complejos
antigeno-anticuerpo. Como mediador quimico del proceso inflamatorio estimula la

permeabilidad vascular. (2)

- PROSTAGLANDINAS (PG)

Se producen a partir del AA, el cual es liberado de las membranas por la FLA2. Se ha
demostrado que la FLA2 de tipo secretoria (FLAZ2s), que es inducida, juega un papel
importante en la inflamacion. La expresion de esta enzima se incrementa con la

activacion del factor de transcripcion nuclear kappa B (FNkB). (18)

La Ciclooxigenasa es la enzima que actla sobre el acido araquidénico de la cual se
conocen dos formas denominadas 1y2 (Cox-1y Cox-2). La Cox-1 es constitutiva y la

Cox-2 es inducida por citoquinas y factores de crecimiento. (18)

La principal funcién sobre la inflamacién es aumentar la vasodilatacion por la PGE. y la
PGD-

- LEUCOTRIENOS (LT)

Pertenecen a los icosanoides (via de la 5-lipoxigenasa). ElI Leucotrieno B4 (LTB4) se
obtiene por hidrélisis enzimatica del Leucotrieno A (LTA) en neutrofilos, eosinéfilos,
monocitos, macrofagos, células cebadas y queratinocitos. Las funciones del LTB4 son:
ligando de receptores celulares, adhesién leucocitaria, quimiotaxis, activacion

leucocitaria y aumento de la permeabilidad vascular. (18)

Los leucotrienos C4, D4, y E4 (LTC4, LTD4 y LTE4) se obtienen en polimorfonucleares

(PMN), eosindfilos, monocitos, macrofagos, células cebadas y queratinocitos. (18)
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- FACTOR ACTIVADOR DE PLAQUETAS (FAP)

Derivado de los fosfolipidos especificamente acetil-gliceril-éterfosforilcolina, es un
mediador bioactivo. Se acopla a proteina G. En esta etapa intervienen células como:
plaquetas, basofilos y mastocitos, neutréfilos, monocitos, macréfagos y células
endoteliales pueden elaborar FAP en forma secretada y en forma intracelular. (8)

Es mas potente que la histamina y la bradiquinina, factor quimiotactico, estimula la
adhesion leucocitaria. Debido a estimulos muy diversos tales como microorganismos,
activadores de macrdéfagos y complejos antigeno-anticuerpo. Su secrecion puede estar
estimulada por endotoxina, toxinas, lesiones fisicas y diversos procesos inflamatorios. El
efecto principal en la inflamacion es: aumento de la quimiotaxis y aumento de la

permeabilidad vascular. (8)

- OXIDO NITRICO (NO)

Es sintetizado por las células endoteliales, macrofagos y grupos neuronales especificos
del cerebro, es un mediador pleiotropico de la inflamacion. EI NO tiene un mecanismo de
accion paracrino sobre las células dianas mediante la induccion de guanosin monofosfato
ciclico (GMPc) que, a su vez, inicia una serie de acontecimientos intracelulares que dan
lugar a una respuesta como la relajacion de las células musculares lisas de la pared
vascular. EI NO desempefia un papel importante en la funcion vascular durante las
respuestas inflamatorias y provoca, aumento de la vasodilatacion, la permeabilidad

vascular y la quimiotaxis. (8)

1.1.8.2 Mediadores derivados de las proteinas plasmaticas

Dentro de este sistema encontramos a proteinas circulantes tales como: sistemas del

complemento, de las cininas y de la coagulacion. (47)
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- SISTEMA DEL COMPLEMENTO

Est& constituido por 20 proteinas que aparecen inactivas en el plasma. Las funciones
bioldgicas del complemento se incluyen en dos categorias generales: lisis celular por el
complejo de ataque a membrana (MAC) y efectos bioldgicos de los fragmentos
proteoliticos del complemento. El paso mas importante para la realizacion de las
funciones biol6gicas del complemento es la activacion de su tercer componente C3a. La
fragmentacién de C3a ocurre por dos vias: una via clasica que se inicia con la fijacion de
Claaun anticuerpo unido a un antigeno y una via alternativa que se puede activar por las

superficies de los microorganismos. (47)

Los factores liberados del complemento afectan a diversos fendbmenos en la inflamacion:
fendmenos vasculares que se ven afectados por C3a y Cha y aumentan la permeabilidad
vascular y producen vasodilatacion principalmente mediante la liberacion de histamina

desde los mastocitos. (20)

- CININAS

El sistema calicreina — cinina o sencillamente sistema cinina es un sistema poco definido
de proteinas sanguineas de importancia en las inflamaciones, el control de la presion
sanguinea, la coagulacion y el dolor. Sus importantes mediadores, la bradiquinina y la

calidina son vasodilatadores y acttian sobre muchos tipos de células (37)
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TABLA N° 2. ACCIONES DE LOS PRINCIPALES MEDIADORES DE LA INFLAMACION

Mediador Origen Principales acciones
Derivados de Células
Histamina Mastocitos, baséfilos, Vasodilatacién, aumento de la permeabilidad
plaquetas vascular, activacién endotelial.
Serotonina Plaguetas Vasodilatacion, aumento de la permeabilidad

vascular

Prostaglandinas

Mastocitos, leucocitos

Vasodilatacion, dolor, fiebre.

Leucotrienos

Mastocitos, leucocitos

Aumento de la permeabilidad vascular,

quimiotaxis, adhesion y activacion leucocitaria

Factor activador de Leucocitos células Vasodilatacion, aumento de la permeabilidad

plaquetas endoteliales vascular, adhesion leucocitaria, quimiotaxis, de
granulacion, estallido oxidativo

Metabolitos del oxigeno Leucocitos Destruccién de microbios, dafio tisular.

Oxido nitrico

Endotelio, macréfagos

del

destruccion de microbios.

Relajacion muasculo  liso  vascular,

Citosinas (TNF, I1L-1) Macrofagos, linfocitos, Activacion endotelial  local(expresion  de
células endoteliales, moléculas de adhesion), respuesta de fase aguda
mastocitos sistémica; en infecciones graves, shock septico

Quimiocinas Leucocitos,  macréfagos Quimiotaxis, activacién leucocitaria
activados

Derivados de las Proteinas Plasmaticas

Complemento

Plasma (producido en el
higado)

Quimiotaxis 'y  activacién  leucocitaria,
opsonizacién, vasodilatacion (estimulacion de

mastocitos)

Cininas

Plasma (producido en el
higado)

Aumento de la permeabilidad vascular,

contraccion del musculo liso, vasodilatacién,

dolor.
Proteasas activadas durante Plasma (producido en el Actuacion  endotelial, reclutamiento  de
la coagulacidn higado) leucocitos

Fuente: KUMMAR. V. 2008. Patologia Humana.
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1.1.9 MANIFESTACIONES SISTEMICAS DE LA INFLAMACION

Se conocen de forma colectiva como respuesta de la fase aguda. Al llegar un agente que
produzca una lesion hay un ajuste rapido en la composicién de las proteinas plasmaticas
y la concentracion de algunas aumenta, mientras que las otras disminuyen. Una de las
que aumenta es la proteina C reactiva, que funciona como opsonina de bacterias, la a-2-
macroglobulina y otras antiproteinasas, el fibrindgeno del sistema de la coagulacion y el
amiloide sérico A, cuya funcion se desconoce. La albimina y la transferrina disminuyen.
(25)

La inflamacion produce fiebre a traves de pirdgenos externos que estimulan la
produccion de pirogenos endogenos como la IL1 o el TNF. Estas citocinas actian sobre
el hipotalamo anterior, donde se encuentra el termostato central del organismo e inducen

la produccion de PGE2 que hace aumentar la temperatura corporal. (38)

Manifestaciones locales y sistémicas

del proceso inflamatorio

Dolor Astenia Reactantes
De fase

Rubor Adinamia Aguda PCR

. Anemia
Tumor Anorexia o
normocitica

Impotencia Baja peso
Funcional

Malestar
Formacidn pus general

Alteracion
Patron
suefio-
vigilia

FIGURA N° 4. MANIFESTACIONES SISTEMICAS DEL PROCESO INFLAMATORIO

FUENTE: MANIFESTACION SISTEMICA. https://www.u-cursos.cl/odontologia/2011/1/0D1403/1/.../581804
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1.1.9.1 Reparacion de la inflamacion

En la inflamacién se produce una destruccion de las células del parénquima y de las del
estroma. El tejido lesionado se repara mediante tejido conectivo que va a producir la

fibrosis y la escarificacion. (64)

En este proceso intervienen los componentes siguientes:

1. Formacién de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis)

2. Migracion y proliferacion de fibroblastos

3. Deposito de matriz extracelular

4. Maduracioén y organizacion del tejido fibroso (remodelacion).

El proceso de reparacion empieza a las 24 horas tras la lesion. Los fibroblastos y las
células del endotelio vascular comienzan a proliferar formando el tejido de granulacion

en el cual se forman nuevos vasos. (38)

1.2 ANTIINFLAMATORIOS

Son farmacos disefiados para combatir la inflamacion y las enfermedades que se derivan
de problemas como: fracturas, reumatismo, estomatitis y lesiones urinarias y genitales.
Como todos los medicamentos, pueden causar efectos secundarios y pueden ser causa de

intoxicacion, incluyendo sobredosis o la interaccion con otros medicamentos. (1) (11)

1.2.1 MEDICAMENTOS ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS (AINES)

Son un grupo de farmacos inhiben la enzima Ciclooxigenasa, mediadora de la sintesis de
prostaglandinas y su efecto es antiinflamatorio, analgésico y antipirético. Los productos
que tienen estas propiedades los diferenciamos por sus efectos secundarios y por la

duracion del efecto producido. (12)
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Los primeros AINES que se comercializaron comparten los mismos mecanismos de
accion y los efectos adversos potenciales resultado de sus acciones no selectivas sobre la
COX. (11)

De hecho, los antiinflamatorios no esteroideos tradicionales bloquean la produccién de
prostaglandinas responsables del dolor y la inflamacién de la Ciclooxigenasa, inhibiendo
la enzima que controla la produccion de prostaglandinas. Por lo que también bloquean
los aspectos positivos de las prostaglandinas, por ejemplo en el control de la produccién

de moco gastrico, que protege el estomago. (11) (13).

Con el descubrimiento de la presencia de dos isocoras, esta enzima cambié el curso de
las investigaciones farmacologicas sobre los AINES y puso énfasis en hallar drogas con
accion predominante o selectiva sobre COX - 2, en un esfuerzo por evitar la inhibicion.
(45)

TABLA N° 3. CLASIFICACION DE LOS AINES

Clasificacion de los AINES
No selectivos (COX -1 Selectivos (COX -2)
Y 2) (Cosibles)
Tradicionales,
convencionales
Aspirina Rofecoxib
Acetaminofén Valdecoxib
Indometacina Parecoxib
Ibuprofeno Celecoxib
Naproxeno Etoricoxib
Sulindac Lumiracoxib
Diclofenaco
Piroxicam
- Piroxicam
Meloxicam

FUENTE: AINES. http://sibdi.ucr.ac.cr/boletinespdf/cimed18.pdf
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1.2.2 MECANISMO DE ACCION

AINES inhiben la actividad de la enzima Ciclooxigenasa (COX), produciendo una
disminucién de la formacion de prostaglandinas y tromboxanos a partir del &cido
araquidénico. Los efectos terapéuticos producen disminucion en la sintesis de

prostaglandinas y su importancia en la produccién del dolor, inflamacion y fiebre. (55)

Mediado por la COX

a- Soporte renal y
funcion plaquetaria
b- Proteccion de la

Acido araquidénico ' @ * Prostaglandinas |:> Igr:::.];suodeml'

¢-  Produccion de
inflamacion y dolor
en las

Inhibicién de los AINES articulaciones

FIGURA N° 5. MECANISMO DE ACCION DE LOS AINES
FUENTE: HUANG.S. RHEUMATOLOGY. BASICS OF THERAPY.CMAJ.2000

1.2.3 MEDICAMENTOS ANTIINFLAMATORIOS ESTEROIDEOS

Son hormonas producidas por la corteza adrenal o semisintéticos. Los corticoesteroides
(cortisona) son hormonas que tienen propiedades antiinflamatorias e inmunoreguladoras,
estas hormonas controlan una gran variedad de funciones metabolicas en el organismo.
Los corticoesteroides se producen en forma sintética para reducir la inflamacion y

suprimir la actividad del sistema inmunolégico. EI mas importante es la prednisona. (54)

El uso de medicamentos antiinflamatorios se ha visto limitado por problemas de
estomago desde el principio de su uso, como, por ejemplo, el riesgo de Ulcera gastrica

aumenta casi diez veces al utilizar de forma frecuentes los antiinflamatorios. (33)
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1.2.4 OTROS ANTIINFLAMATORIOS

Otros Farmacos con propiedades antiinflamatorias leves o de efecto indirecto son
algunos Antihistaminicos H1. Pero el mecanismo no es claro y muchos solo se han
podido documentar en estudios in vitro. La colchinilla, medicamento para tratar la gota,
tiene efecto antiinflamatorio al inhibir la respuesta tisular a los cristales de acido Urico
(54)

1.3 NAPROXENO SODICO

Es un AINE derivado del &cido propionico utilizado en: tratamiento de enfermedades
reumaticas, tales como: artritis reumatoide, osteoartritis, artritis juvenil. Tratamiento del
dolor, tratamiento de artritis gotosa aguda o enfermedad aguda, depdsito de pirofosfato
de calcio, tratamiento de la fiebre, tratamiento de la dismenorrea, tratamiento y
profilaxis del dolor de cabeza vascular. La FDA le asigna a un factor de riesgo durante el

embarazo categoria B. (20)

1.3.1 ESTRUCTURA DEL NAPROXENO

El naproxeno es parte de la familia de los derivados del &cido arilacético. Entre las
caracteristicas tenemos: sustancia cristalina, sin olor, de color blanquecino. Su peso
molecular es 230.2628. El naproxeno es soluble en grasas, practicamente insoluble en
agua con un bajo pH (por debajo de pH 4), pero muy soluble en el pH del agua superior o

igual a 6. Presenta un punto de fusion de 153 ° C. (22)

Hs

..||||G

OH

HSCH‘O O

FIGURA N° 6. FORMULA DEL NAPROXENO

Fuente: Naproxeno http://antiinflamatorios.net/naproxeno/



http://antiinflamatorios.net/naproxeno/

-22-

1.3.2 MECANISMO DE ACCION

El naproxeno inhibe la ciclooxigenasa de manera inespecifica, por lo cual evita la
conversion del &cido araquidonico en endoperdxidos ciclicos, los cuales se transforman
en prostaglandinas, tromboxanos y mediadores de la inflamacion circulantes autacoides y
eicosanoides. (22)

Una vez que se inhibe la ciclooxigenasa y la sintesis de prostaglandinas, se reduce la
liberacion de sustancias y mediadores proinflamatorios. Puede también inhibir la

quimiotaxis y la agregacion de los neutrofilos y alterar la actividad linfocitica. (15)

1.3.3 EFECTOS ADVERSOS

Los sintomas mas frecuentes estan relacionados con el sistema digestivo que se presentan
entre el 1 al 10% de los pacientes como nauseas, dolor abdominal, pirosis y dispepsia.
También pueden presentarse mareos, cefalea y somnolencia. Eventos reportados con
menor frecuencia (del 1 al 3%) son diarrea, Yy Ulcera digestiva. Las alteraciones de las

pruebas hepaticas se presentan en < 1% de los pacientes. (53)

1.4 PLANTAS MEDICINALES CON ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

Muchos procesos inflamatorios son acompafiados de anemia y repetidas hemorragias,
pero la afectacion local y sistémica del hierro en el area inflamada y la disponibilidad de
este hierro es desconocida; aunque se piensa que a pesar de su toxicidad local, la
acumulacion de hierro en areas inflamadas puede ser interpretada como un mecanismo
protector contra la reaccidén de los radicales oxidativos inducidos por su metabolismo.
(59).
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Las plantas que contienen este y otros oligoelementos pueden contribuir con la actividad

antioxidante y antiinflamatoria.

Existen plantas como la Bonafousia sp, Croton menthodorum, Heisteria acuminata,
Marsdenia condurango y Piperlenticellosum que son usadas en el Ecuador para
diferentes enfermedades inflamatorias. Extractos alcohdlicos de estas plantas,
administrados por via oral, fueron evaluados utilizando el test del edema de la pata de los
ratones inducido por carragenina y se comprobd el efecto antiinflamatorio que ha sido
reportado por la poblacién. (43)

A estos extractos etandlicos se les realizé cromatografia de capa delgada con la finalidad
de analizar sus componentes. En ellos se encontraron cumarinas, taninos, saponinas y

flavonoides, sustancias que presentan actividad antioxidante. (59) (28)

Un extracto fluido de caisimén de anis (Piper auritum) fue evaluado con el método del
edema de la pata de la rata inducido por carragenina. Se obtuvo que una dosis de 816,09
mg/kg provoca una inhibicion en la formacion del edema en 50 %.15 En estudios
quimico-farmacéuticos realizados a la planta se encontré la presencia de aceites,
alcaloides, aminas, azucares reductores, taninos, flavonoides, saponinas, triterpenos

esteroides en las hojas y el fruto. (60)

1.5 PRUEBAS IN VIVO DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

151 PRUEBA DE EDEMA PLANTAR EN RATA INDUCIDO POR
CARRAGENINA

Consiste en la administracion subcutanea de una solucion de carragenina a nivel de la
aponeurosis plantar de rata, provocando una reaccion de caracter inflamatorio mediada
por la liberacion de diversos autocoides (histamina, serotonina, bradicinina,
prostaglandinas) ademas diversos factores del complemento que estan implicados en la
amplificacion de la respuesta. El producto a ensayar (natural o sintético) se puede

administrar via intraperitoneal, oral. (15)
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Una hora después de la administracion del producto a ensayar, los mediadores quimicos
son: la histamina y la serotonina tienen un papel principal. Después de la inyeccién de
carragenina, en un tiempo de 1 a 2 horas intervienen las cininas como mediadores. La
ultima fase de la inflamacion est4 mediada por prostaglandinas (PGE1 y PGE2, PGF2).
(25)

Obteniendo de esta manera una respuesta vascular maxima ocurre 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.
(19)

La migracion celular, fundamentalmente leucocitos polimorfonuclear es, comienza a las
2 horas de haberse inyectado el agente. La estandarizacion del ensayo: hora,

temperatura, etc. (19)

La inflamacion producida por la Carragenina se debe fundamentalmente a que esta
sustancia estimula la produccion de prostaglandina las cuales derivan del metabolismo
del &cido araquiddénico. y promueven los procesos inflamatorios-inmunologicos y

angiogénicos. (19)

1.5.1.1 CARRAGENINA

El carragenano se obtuvo por primera vez en forma pura en 1844, mediante extraccion en

medio alcalina y precipitacion con alcohol, sistema que, entre otros, aun se utiliza.

Es un hidrocoloide extraido de algas marinas rojas de las especies Gigartina, Hypnea,
Eucheuma, Chondrus y Iridaea. Es utilizada en diversas aplicaciones en la industria

alimentaria como espesante, gelificante, agente de suspension y estabilizante. (36)

La carragenina cuando produce la inflamacion se debe a la produccién de prostaglandina,
las cuales derivan del metabolismo del acido araquidonico y promueve los procesos

inflamatorios-inmunoldgicos y angiogénicos.
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Para poder anular la inflamacién producida por la carragenina puede utilizarse un AINES
que bloquea la sintesis de prostaglandina, y ayuda a la reduccion de la inflamacién. (36)
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FIGURA N° 7. ESTRUCTURA DE LA CARRAGENINA

FUENTE: CARRAGENINA. http://www.agargel.com.br/carragenina-tec.html

1.5.1.1.1 Propiedades

Son solubles en caliente, a temperaturas del orden de 80 °C, y se mantienen en disolucion
al enfriar, si se encuentran en forma de sal sodica. A pH neutro, el calentamiento
practicamente no le afecta, aunque las cadenas se rompen por hidrolisis cuando se
calienta en medio acido, especialmente por debajo de pH 3,5. La viscosidad depende del

tipo concreto, pero se ve relativamente poco influida por la presencia de sales. (63)

Este tipo de carragenano mejora las propiedades de los geles de almiddn, evitando la

sinéresis y obtener geles mucho mas resistentes. (63)


http://www.agargel.com.br/carragenina-tec.html
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1.5.1.2. Rattus norvegicus

Es una especie de roedores comunes con amplia distribucion. El animal de laboratorio
tiene que ser respetado como ser vivo, entender que padece necesidades y sufre dolor,
por ley es obligacion del personal (investigador) que lo cuida, mantiene y utiliza,
asegurar su bienestar y confort mientras viva. Presentan una coloracion parda o gris
oscura en las partes superiores, con pelos negros alternados y un color mas claro grisaceo

en el vientre. (17)

TABLA N° 4. TAXONOMIA (Rattus norvegicus)

TAXONOMIA
Reino Animalia
Phylum Chordata
Clase Mammalia
Orden Rodentia
Familia Muridae
Nombre cientifico | Rattus norvegicus

FUENTE: http://www.europe-aliens.org/pdf/Rattus norvegicus.pdf

1.5.1.2.1. Macroambiente y Microambiente

Las condiciones ambientales y de manejo 6ptimos que aseguren la salud y la comodidad
de especimenes, de modo que sus patrones metabdlicos y de comportamiento se

mantengan normales y estables, dando respuestas confiables.(53)


http://www.europe-aliens.org/pdf/Rattus_norvegicus.pdf
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FIGURA N° 8. MACROAMBIENTE Y MICROAMBIENTE
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FUENTE: www.harlan.com/models/balbc.asp

- ALIMENTACION

Se basa generalmente en alimento balanceado pellets y agua ad libitum

- CICLO REPRODUCTIVO

Es durante todo el afio ya que las hembras son poliéstricas y pueden tener entre 1 y 12
camadas al afio; presentan estro posparto. Las hembras son receptivas por un periodo de 20
horas, cada 4 a 6 dias. (17)

- CAMADA

El tamafio de la camada es de 2 hasta 22 crias; promedio 8 a 9. Las crias son destetadas a los
22 dias. Madurez sexual: Entre 2 y 3 meses.

Las ratas son muy sensibles a los sonidos ultrasénicos ya que les provocan lesiones
audiogenicas, la luz una importante factor de regulacion de las actividades fisioldgicas ya

que puede provocar atrofia de retina. (32)


http://www.harlan.com/models/balbc.asp
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En las investigaciones el uso de animales de experimentacion el protocolo esta basado

en el «principio de las tres erres» (reduccion, refinamiento y reemplazo):

1. Reduccion: estrategia encaminada a utilizar el minimo nimero de animales

necesario para alcanzar el objetivo propuesto en el procedimiento.

2. Refinamiento: incluye la mayoria de aquellos procedimientos que afectan a la vida
del animal de experimentacién y permiten aliviar o reducir el posible dolor o

malestar, es decir el bienestar animal.

3. Reemplazo: con la utilizacién de técnicas alternativas que puedan aportar el mismo
nivel de informacion que el obtenido en procedimientos con animales, e incluso
mejores resultados, y que no impliquen en absoluto la utilizacion de estos animales

de experimentacion. (17) (32).

1.6 TOXICIDAD AGUDA

La prueba de DL50 se introdujo por primera vez en 1927 por Trevan. El test DL50
proporciona informacion sobre la cantidad de sustancia necesaria para tener efectos no
deseados en los humanos, en si en este test se cuestionan su fiabilidad, y sin embargo se

sigue realizando. (69)

DL50 ha sido criticada tanto por razones cientificas y de bienestar animal, y el
procedimiento de prueba ha sido modificado en varias formas de reducir el nimero de
animales necesarios, y para reducir el sufrimiento causado a cualquier animal utilizado.

Esta modificacion a la prueba LD50 clasica incluye el procedimiento de dosis fija. (41)

Los resultados obtenidos de este test varian significativamente debido a diferentes
variables, tales como la especie animal, la cepa, la edad, el peso, el sexo, el estado de
salud, la dieta, si el animal ha pasado una fase de ayuno antes del test, el método de

administracion, la temperatura, y el tipo de jaula. (41)
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TABLA N° 5. FACTORES QUE INFLUYEN EN ENSAYOS DE DL50

Factor a considerar Descripcion
Especies Diferencias metabolicas
Cepas Deficiencias enzimaticas
Sexo Nivel hormonal/prefiacion
Edad/Peso Higado/funcidn renal: actividad microsomal enzimatica
Medio ambiente Alojamiento, manejo de humedad relativa, temperatura,
actividad.
Dieta Proteina: grasa, proporcion
Modo de administracion Ruta/velocidad de administracion
Formulacion Vehiculo, volumen, pH, osmolaridad

FUENTE: http://www.unc.edu/courses/2006spring/enwr/132/001/Botham 2004.pdf

La toxicidad aguda sirve de base para el establecimiento de un régimen de dosis para las
investigaciones sobre la toxidad aguda, subcronica, cronica y con las dosis repetidas,

para informar sobre el modo de accion del toxico de la sustancia a estudiar. (41)

La observacion de los animales se lleva a cabo después de la administracion de la
sustancia y dura hasta 14 dias, después de los cuales los animales son sacrificados y
autopsiados. En general, el test se realiza con 5 grupos de 10 animales de cada sexo,
aungue existen algunos métodos abreviados que intentan reducir el namero de animales a

sacrificar. De tal manera aplicar el principio de las tres R. (69)

1.7 SANTA MARIA (Piper peltatum)

1.7.1 FAMILIA PIPERACEAE

Entre las caracteristicas frecuentemente tenemos son arbustos aromaticos, rara vez como
arboles, lianas o epifitos. Hojas alternas, enteras a menudo lobuladas en la base. Flores

pequefas, bisexuales o unisexuales, dispuestas en espiga opuestas a las hojas. Tienen 1-
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10 estambres y carecen de pétalos y sépalos, su fruto es una baya carnosa con una sola
semilla. (27) (35)

La familia de Orden Piperales que comprende 11 géneros y 1.200 especies, distribuidas
por regiones tropicales de todo el mundo. Son arboles, arbustos, hierbas o bejucos, a
veces epifitas, las trepadoras con raices adventicias en los nudos. Algunas especies son
aromaticas, con aceites esenciales (27) (24)

1.7.2 SINONIMIA: Pothomorphe peltata (L.), Lepianthes peltata (L).

FIGURA N° 9. Piper peltatum L

Fuente: http://www.hear.org//details/piper_peltatum.htm

1.7.3 DESCRIPCION BOTANICA

Planta erecta hasta 2 m de altura casi totalmente herbacea y sus hojas son alternas,
enteras, suborbiculares, flaccidas, de 16 a 35 cm de largo y de 14 a 34 cm de ancho, a
menudo peltadas; agudas en el apice, acorazonadas en la base, lampifias o purulentas en
los nervios en ambas caras, con finos puntos traslicidos, con las venas palmeadas, el
nervio central con uno o dos nervios pennados a cada lado; peciolo lampifio de 8 a 20 cm
de largo. (34) (40).

Flores en espigas umbeladas, sobre pedunculos axilares; el peddnculo comdn mas corto
que el peciolo, de 1 a 7 cm de largo, lampifio o puberulento; espigas de 4 a 10,
pedunculos individuales de 7 a 12 mm de longitud. Bracteas peltadas, con el margen

velloso-fimbriado. (40)
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Flores sésiles perfectas. Estambres 2, filamentos filiformes cortos, anteras reniformes, 1-
loculares. Ovario sésil; estigmas 2, sésiles, recurvados. Fruto de 0,5 a 0,6 mm de

longitud, anguloso. (29)
TABLA N° 6. CLASIFICACION BOTANICA

Taxonomia
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Piperales
Familia: Piperaceae
Genero: Piper
Especie: P. peltatum

Fuente: Callejas, R. Herbario Gabriel Gutiérrez V. MEDEL (7)

1.7.4 DATOS AGROTECNOLOGICOS

1.7.4.1 Habitat

Se da en los bosques o matorrales de tierras bajas humedas o mojadas, a veces en
segundo crecimiento, a 600 metros o mas bajo. Generalmente en Guatemala. Sur de
México hacia Panama, Indias Occidentales. (29)

1.7.4.2 Altura y Distribucién Geografica

Desde México hasta Bolivia. En panamé se ha registrado en climas himedos de zonas

bajas y elevaciones medias en todo el pais. La floracion es durante todo el afio. Crece,

ademas, en las otras Antillas y en la América tropical continental. (21)


http://es.wikipedia.org/wiki/Reino_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Plantae
http://es.wikipedia.org/wiki/Divisi%C3%B3n_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
http://es.wikipedia.org/wiki/Clase_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
http://es.wikipedia.org/wiki/Orden_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Piperales
http://es.wikipedia.org/wiki/Familia_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Piperaceae
http://es.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Piper
http://es.wikipedia.org/wiki/Especie
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1.7.4.3 Usos Medicinales

La parte mas utilizada son las hojas y en ocasiones toda la planta. La planta actia como
rubefaciente, tonico estomacal, como remedio para edemas y escorbuto. Las hojas se
colocan en la cabeza para aliviar el dolor de cabeza. Cuando es aplicada en cataplasmas
es emoliente y madurativa. El cocimiento de las hojas alivia la inflamacién de los

testiculos y otras inflamaciones. (29)

El cocimiento de las hojas se usa para inflamacion linfatica. Las hojas frescas son
aplicadas como emolientes sobre el higado, se dice que disuelve calculos renales. Las

hojas estrujadas, calientes se aplican en tumores y ulceras. (65)

El cocimiento de las raices es muy estimado como un diurético potente y para el
tratamiento de gonorrea. La hoja calentada, aplicada directamente se dice que cura
espasmos musculares, dolor de estobmago. Los bafios del té de las hojas se usan como
galactagogos. Las hojas secas se toman en infusion y se obtiene un efecto anticonceptivo.
(65) (56).

1.7.4.4 Composicién Quimica

De acuerdo a la revision realizada se encontrd0 metabolitos secundarios como: aceites
esenciales del 1 al 2%, quinonas libres, alcaloides, terpenoides, cumarinas, flavonoides,
taninos, aminas, resinas y azucares reductores. (29)

1.7.4.5 Farmacologia

Se utiliza para la malaria, como febrifugo, para inducir el aborto, problemas del higado,

mordida de serpiente, infecciones cutaneas, Ulceras externas, urticaria, es digestivo,

repelente de insectos, sudorifico, anticonceptivo, para el dolor estomacal y la diarrea (61)
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CAPITULO 11

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. LUGAR DE INVESTIGACION

- Comprobacidn e identificacion taxonomica: Herbario de la Pontificia Universidad
Catolica del Ecuador (PUCE).

- Control de calidad de la droga: Laboratorio de Fitoquimica y analisis
Instrumental de la Facultad de Ciencias, Escuela de Bioquimica y Farmacia de la

Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.
- Evaluacion de la Actividad Antiinflamatoria: Bioterio de la Facultad de Ciencias,
Escuela de Bioquimica y Farmacia de la Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo.

- Analisis Histopatologico: Laboratorio Histopatoldgico de SOLCA — Riobamba.

2.2. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

2.2.1 MATERIA PRIMA

La materia prima (hojas), Santa Maria (Piper peltatum) fue recolectada a una altitud
1.285 m.s.n.m., temperatura promedio de 20°C, Humedad relativa entre 48 y 60 %, en
época de verano, en la provincia de Chimborazo, Canton Pallatanga, Parroquia

Chillagoto, Barrio Chillagoto alto, para la posterior realizacion de los extractos.



-34 -

2.2.2 REACTIVO BIOLOGICO

En el estudio in vivo de la actividad antiinflamatoria se utilizaron ratas (Rattus

norvegicus)

2.2.2.1 Descripcion

Nomenclatura: Crl (WI1) BR

Peso promedio: 325 — 389¢

Edad: 4 a 5 meses

Sexo: Machos

Lugar de nacimiento: Bioterio de la Universidad Estatal de Guayaquil.

2.2.2.3 Condiciones Ambientales

Humedad relativa: 55% +/-10

Temperatura: 22°C +/- 2

Periodo: 12 horas de luz — 12 horas de oscuridad
Cama con viruta: cambio cada 48 horas

Alimento: Balanceado para roedor en forma de pellets (159) y Agua ad libitum

223 EQUIPOS MATERIALES Y REACTIVOS PARA EL ANALISIS DEL
VEGETAL

EQUIPOS
- Balanza analitica (Boeco)
- Rotavapor (HEIDOLPH TYPE HEIZBAD HEI-V)
- Estufa ( Memmert)
- Mufla (Optic Ivymen System )
- pH-metro
- Refractémetro

- Espectrofotometro



MATERIALES

Balones aforados de 10, 25, 50 y
de 100 mL

Vasos de precipitacion 50, 250 y
500 mL

Pipetas volumétricas 1, 5, vy
10mL

Probetas 25 y 50 mL

Tripode

Varilla de agitacion

Reverbero

Crisol

Mortero con pistilo

Capsulas de porcelana

Matraces

Embudo simple

REACTIVOS

Naproxeno sodico 550 mg
Carragenina al 1% en suero
fisiologico

Eter dietilico

Alcohol al 96

Acido clorhidrico

Acido sulfarico

Cloroformo

Hexano

Agua Destilada

Reactivos de Dragendorff

Reactivo de Mayer
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Mangueras
Termdmetro
Envases estériles de vidrio
500mL
Placas de vidrio
Papel filtro
Papel aluminio
Canula
Jeringuilla de
(NYPRO)

Algodon

1 yv 3 mL

Guantes, mascarilla, cubre
zapatos
Jaulas para ratas

Cinta métrica

Reactivo de Wagner
Reactivo de Baljet
Reactivo de Sudan 11l
Reactivo de Fehling
Hidroxido de sodio
Amonio 5%

Magnesio metalico
Solucién de carbonato de calcio
Cloruro férrico

Alcohol amilico

Silica gel 60 F254 (Merck)

Formol al 10%
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2.3 METODOS Y TECNICAS

2.3.1 COMPROBACION TAXONOMICA

La comprobacion e identificacion taxondmica de las hojas de Santa Maria (Piper
peltatum) fueron realizadas en el Herbario de la Pontificia Universidad Catolica del

Ecuador (PUCE) quien certificd el ejemplar.

2.3.2. RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL

La materia prima (hojas), Santa Maria (Piper peltatum) fue recolectada a una altitud
1.285 m.s.n.m., temperatura promedio de 20°C, Humedad relativa entre 48 y 60 %, en
época de verano, en la provincia de Chimborazo, Canton Pallatanga, Parroquia

Chillagoto, Barrio Chillagoto alto.

Se descarté aquellas partes aéreas deterioradas, se lavo la planta con abundante agua y
luego se desinfectd con Kilol DF 100, y se procedié al secado a una temperatura no
mayor de 30 + 5 °C, ya que se puede deteriorar algiin compuesto quimico presente en la

planta.

2.3.3. LIMPIEZA Y DESINFECCION DEL MATERIAL VEGETAL

El material vegetal Santa Maria (Piper peltatum) luego de recolectar, se someti6 a un
proceso de limpieza y desinfeccion, que consta de la siguiente manera:
- Se descart6 partes aéreas deterioradas tomando en cuenta el color y estado fisico
de la planta.
- Las hojas de Santa Maria fueron sometidos a limpieza, eliminando impurezas.
- Se lavo con agua, sumergiéndolas en un recipiente.

- Se dejo escurrir en un recipiente limpio por una hora.



-37-

- Una vez separadas las mismas, se lavd la planta con abundante agua potable para
luego desinfectarlas con Kilol DF 100.

- Luego se seco en la estufa con aire circulante a una temperatura 30 £ 5 °C

- Setroced las hojas en un recipiente limpio hasta obtener pequefias particulas.

- Se almacené la droga evitando contacto con luz y humedad en bolsas de plastico.

234. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS PARA EVALUACION
ANTIINFLAMATORIA

- Extracto Etéreo y Etandlico

Se peso 50g de material vegetal seco y troceado se coloco en un recipiente de vidrio con
400 mL de solventes (1: eter dietilico y 2: etandlico), se cubrié completamente la planta y
se dejé macerar por 48 horas, a temperatura ambiente (20 +2 °C) con agitacion normal.
Después se filtrd y en un rotavapor, se concentrd el extracto a casi seco a 50 °C. Se
obtuvo de esta manera los extractos blandos: etéreo (1), etandlico (2). Los extractos
obtenidos se colocaron en frascos ambar y se dejé en refrigeracion, hasta su uso. (Ver
Anexo No. 14)

- Extracto Acuoso

Se pes6 50g de material vegetal seco y troceado se coloco en un recipiente de vidrio con
400 mL de agua destilada, se tapd completamente la planta y se deja macerar por 48
horas, a temperatura ambiente (20 £2 °C) con agitacion normal. Después se filtro y se
concentrd el extracto a casi seco a 50 °C. El extracto se coloco en un frasco ambar en el

refrigerador. (Ver Anexo No. 14)
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2.3.5. CONTROL DE CALIDAD DE LA MATERIA PRIMA

El control de calidad de la droga vegetal se lo realizo, en base a la Norma Ecuatoriana de
Fitomedicamentos (2001) y Norma internacional.

Para el control de calidad de la droga cruda se realizo las siguientes pruebas:

- Contenido de humedad: método gravimétrico (pérdida por desecacién en
estufa).

- Cenizas totales: método gravimétrico (determinacion en seco)

- Cenizas solubles en agua: método de calcinacion.

- Cenizas insolubles en acido clorhidrico: método de calcinacion.

2.3.6 PARAMETROS DE CALIDAD CUALITATIVO (TAMIZAJE FITOQUIMICO)

El analisis del tamizaje fitoquimico se realizd en base a las Normas Ramales Drogas
crudas. Extractos y tinturas. NRSP 309,311 y 312. MINSAP 1992. El analisis cualitativo

se realiza para los siguientes metabolitos secundarios.



TABLA No. 7 TAMIZAJE FITOQUIMICO DE METABOLITOS SECUNDARIOS
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METABOLITO ENSAYO
Alcaloides Dragendorff
Mayer
Wagner

Triterpenos y esteroides

Lieberman — Buchard

Flavonoides

Shinoda

Fenoles y taninos

Cloruro férrico

Saponinas Espuma
AzuUcar reductores Felhing
Compuestos Grasos Sudan Il
Quinonas Borntrager
Cumarinas Baljet
Flavonoides Antocianidinas
Catequinas Catequinas
Resinas Resinas
Mucilagos Mucilagos
Principios amargos Sabor

FUENTE: NRSP 309,311y 312. MINSAP 1992




- 40 -

2.3.7 PARAMETROS DE CALIDAD DEL EXTRACTO ETANOLICO

La determinacién de los parametros de calidad del extracto etandlico, se realizé en base
a las Normas Ramales Drogas Crudas. Extractos y Tinturas. NRSP 309,311 y 312.
MINSAP 1992. Los pardmetros de calidad son:

- Requisitos organolépticos.

- Densidad relativa

- Indice de refraccion

- pH de extractos

- Solidos totales: método gravimétrico (Estufa)

2.4. ANALISIS CROMATOGRAFICO

La deteccion de flavonoides y alcaloides se llevd a cabo segun la técnica de

cromatografia de capa fina de Wagner H. 1996.

- Se uso extracto etandlico concentrado para la cromatografia

- Se aplico 10 pL del concentrado etanodlico en una placa cromatografia de silica
gel 60 F254 con ayuda de un capilar.

- Se dejo secar después de cada aplicacion.

- Se colocd la placa en la cuba cromatografia, hasta que el solvente recorra %
partes de la placa.

- Seretird de lacubay se dejo secar para luego observar en la lampara UV 365nm

- Serevelo la placa y se dejo secar, calentando en el reverbero.

- Se observo la fluorescencia coloreada nuevamente a la luz UV (366nm), después

de revelado con los reactivos correspondientes.
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2.4.1. ANALISIS CROMATOGRAFICO PARA FLAVONOIDES
Adsorbentes: Silica gel 60 F2s4

Sistema de solventes: cloroformo — acetona — &cido formico (75:16.5:8.5)

Revelador: Sulfato de Cerio

2.4.2. ANALISIS CROMATOGRAFICO PARA ALCALOIDES

Adsorbentes: Silica gel 60 Fos4
Sistema de solventes: Trietilamina — Cloroformo — Tolueno (10:20:70)
Revelador: Reactivo Wagner

Calculo:

Distancia recorrida de la muestra

Distancia recorrida del solvente

2.5 CUANTIFICACION ESPECTROFOTOMETRICA PARA FLAVONOIDES
TOTALES EXPRESADO COMO PORCENTAJE DE RUTINA

El analisis del contenido de flavonoides en extracto etandlico fue medido por
espectrofotometria UV- visible, segun el método de Shin et al., con ligeras

modificaciones.

- Se tomd una alicuota de 500 pL de extracto y se colocd en un tubo con 400 pL de
agua bidestilada.

- Se afadi6 38 puL de NaNO2 al 5% p/v, se homogenizo, se tap0 y se dejo en
reposo a temperatura ambiente durante 5min.

- Luego se afadieron 38ulL de AICI3 al 10% p/v, se agitd, se tapd y se dejo en
reposo a temperatura ambiente durante 6min.

- Para finalizar se agregdé 250 pL de NaOH 1M y se completd a un volumen final
de 1250uL con agua bidestilada.
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- La absorbancia de la reaccion fue medida inmediatamente a 510 nm en un
espectrofotdmetro UV — visible.

- La concentracién de flavonoides fue establecida empleando una curva de
calibracion con un estandar de rutina a diferentes diluciones.

Los resultados se expresaron como mg de rutina por gramo de tejido vegetal.

26 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE
EXTRACTOS SANTA MARIA (Piper peltatum)

La investigacion se llevo a cabo en el Bioterio de la Facultad de ciencias de la Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo.

El método utilizado para evaluar la actividad antiinflamatoria se realizd mediante la
Prueba del edema a la Carragenina segun Winter.

El método se fundamenta en la inyeccidn de carragenina bajo la aponeurosis plantar de la
pata posterior derecha de la rata, en la que provoca una reaccion inflamatoria que puede
ser reducida por las sustancias antiinflamatorias a investigar. En la mayoria de estos
modelos permite llegar a evaluar la actividad mas no el mecanismo implicado en el
proceso antiinflamatorio que presenta el vegetal a estudiar. Para la prueba del edema se
prefiere carragenina y no otros irritantes, ya que el edema provocado esta menos

modificado por factores ajenos a los de la inflamacién. (30)

Para la evaluacion de la actividad antiinflamatoria se utilizaron 8 grupos de 3 ratas
seleccionados aleatoriamente. La carragenina al 1% (0.05mL en la aponeurosis plantar de
la pata posterior derecha) se inyectd 30 minutos después de la administracion
intragastrica de los extractos a estudiar, el vehiculo utilizado fue Tween 80 al 1% y agua
destilada, un grupo sirve como control (GAB) vy recibié solamente el vehiculo agua
destilada mas Tween 80 al 1% para que el metabolismo sea uniforme, otro grupo se

denominé control positivo y se administra Naproxeno sédico 500mg (7mg/kg).
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La evaluacion de la actividad antiinflamatoria se realizo en ratas (Rattus norvegicus), Se
les administrd extractos etéreo, etanolico, acuoso, a diferentes dosis de 1mg/kg, 2mg/kg,
3mg/kg respectivamente, se realizd un pre ensayo de los diferentes extractos con
distintos solventes de polaridad creciente, una vez concluido con el pre ensayo se
determind que el extracto de mayor actividad fue el etanélico, posterior a esto se realizd
el ensayo con dos concentraciones para establecer la dosis efectiva para la actividad

antiinflamatoria.

Las mediciones se realizaron a las 0, 1, 2, 3, 4, 5 y 6 horas después de la induccion del
edema plantar con carragenina, posteriormente se calcul6 el volumen de cada medicion y

se realizo el promedio de las tres replicas.

Para evaluar la actividad antiinflamatoria de extractos de Santa Maria (Piper peltatum),

se realiz6 mediante cinco etapas:

ETAPA 1: PERIODO DE AMBIENTACION

Se ambient6 a todos los animales por grupos a las mismas condiciones ambientales y de

alimentacion de acuerdo al protocolo de investigacion.

Temperatura: 22° C +/- 2

Humedad: 50 % +/-10

Periodo de fotoluminiscencia: 12 Horas de luz y 12 Horas de oscuridad
Alimentacion: 15g al dia

Periodo de tiempo: 7 dias

Los animales de experimentacion se ambientan al investigador y a la técnica que se va a

realizar mediante manipulacién y adaptacion.
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ETAPA 2: MODELO EXPERIMENTAL

En la siguiente tabla se indica los ensayos realizados a cada grupo con tres repeticiones
para determinar la actividad antiinflamatoria de extractos de Santa Maria (Piper
peltatum). Los animales de experimentacion fueron seleccionados aleatoriamente para
formar 8 grupos de tres ratas que servirdn como Blanco, Control Negativo, Control
Positivo y Experimento Neto.

Se mide cada hora el volumen de la inflamacion en la aponeurosis plantar de la rata. Se
aplica el principio de las 3 R (reduccion, refinamiento y reemplazo), para el estudio se

utiliza 28 animales de experimentacion.

TABLA No. 8 DENOMINACION DE GRUPOS PARA LA INVESTIGACION

GRUPOS REPETICIONES
GAB R1 Rz Rs
GAP R1 Rz Rs
GAN R1 Rz Rs
GAE: R1 R2 R3
GAE; R1 R2 R3
GAE;3 R1 R2 R3
GAE4 R1 R2 R3
GAEs R1 R2 R3

Fuente. MUNOZ. M. 2013
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Donde:

GAB: Grupo Aleatorio Blanco, administracion de vehiculo

GAP: Grupo Aleatorio Positivo, administracion de Naproxeno sédico 500mg (7 mg/Kg)
GAN: Grupo Aleatorio Negativo, administracion 0.05 mL de carragenina al 1%
GAE;:: Grupo Aleatorio Experimental Extracto etéreo 60% (2mg/Kg)

GAE:2: Grupo Aleatorio Experimental Extracto etandlico 60% (2mg/Kg)

GAEs: Grupo Aleatorio Experimental Extracto acuoso 60% (2mg/kg)

GAE;4: Grupo Aleatorio Experimental Extracto etandlico 30% (1mg/kg)

GAEs: Grupo Aleatorio Experimental Extracto etandlico 90% (3mg/kg)

ETAPA 3: Induccion del Edema en la aponeurosis plantas en ratas

Prueba del edema a la Carragenina segun Winter

Los animales de experimentacion fueron sometidos a un ayuno de 12 horas para que
asimilen el extracto. Al grupo GAN se inyectd carragenina 1% en suero fisiologico
(0.05mL en la aponeurosis plantar de la pata posterior derecha), 30 min. Después de la

administracion intragastrica de la sustancia a estudiar.

El volumen es medido (largo y diametro) de la pata posterior derechaala 0, 1, 2, 3, 4,5

y 6 horas, después de la administracion de carragenina.

La diferencia de volumen entre la pata derecha inflamada y la misma pata derecha

normal antes de la inyeccion de carragenina es indicativa del grado de inflamacién.
ETAPA 4: TRATAMIENTO
Grupo Aleatorio Positivo (GAP) se le administrdé 1 mL de solucién de Naproxeno

sodico de 500mg a una concentracion 7mg/kg por via oral empleando jeringas con una

canula adaptada que sirve como sonda orogastrica.
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El vehiculo utilizado fue agua destilada mas Tween 80 al 1%. Media hora después se
administré 0,05 mL de carragenina 1%. Posteriormente se mide el volumen de la pata
posterior derecha desde el inicio hasta el final de la investigacion.

Medir el volumen (largo y didmetro) de las patas a las 0, 1, 2, 3, 4, 5y 6 horas.

ETAPA 4: GRUPO EXPERIMENTAL

GAE;:: Grupo Aleatorio Experimental 1, se administré 1ml del extracto etéreo al

60% el vehiculo es agua destilada mas Tween 80 al 1%.

e GAE:: Grupo Aleatorio Experimental 2, se le administr0 1ml del extracto
etanolico al 60% el vehiculo es agua destilada mas Tween 80 al 1%.

e GAEs: Grupo Aleatorio Experimental 3, se administré 1ml del extracto acuoso al

60% el vehiculo es agua destilada mas Tween 80 al 1%.

e GAE.: Grupo Aleatorio Experimental 4, se administro 1ml del extracto etandlico

al 30% el vehiculo es agua destilada mas Tween 80 al 1%.

e GAEs: Grupo Aleatorio Experimental 5, se administré 1ml del extracto etanolico

al 90% el vehiculo es agua destilada mas Tween 80 al 1%.

La medida del volumen de la pata posterior derecha inflamada se realiz6 con una cinta
métrica (largo y diametro). Las medidas fueron tomadas cada hora desde la hora 0, 1, 2,

3, 4, 5y 6 horas después de la inyeccidn de carragenina.
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Se calculd el volumen de inflamacion causado, con la siguiente formula:

Jd*h
4

Volumen =

Doénde:

d = didmetro de la pata
h = largo de la pata

n=23.14
Los resultados se determinaron como porcentaje de inhibicion utilizando la siguiente
formula:
L Vol. Control — Vol. Problema
% Inhibicion = X 100
Vol. Control
Donde:

Vol. Control = volumen de la pata inflamada a un tiempo x

Vol. Problema= volumen del grupo problema

2.7 EVALUACION DE LA TOXICIDAD AGUDA DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE SANTA MARIA (Piper peltatum)

La prueba mas comun de toxicidad aguda involucra la determinacion de la dosis letal
media (DL50) del compuesto en estudio. La dosis letal media esta definida como una
expresion estadisticamente derivada de una sola dosis de una sustancia que

previsiblemente matara al 50% de los animales. (41)
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2.7.1 DISENO EXPERIMENTAL

Aleatoriamente se conformo un grupo de cuatro ratas, de seis meses de edad, de 355 10
g de peso, dejandolos en ayunas por 24 horas con agua ad libitum y mantenidos a
temperatura 22 ° C +/- 2. Los cuales se encontraron aptos para realizar el estudio de
toxicidad aguda por via oral.

Los animales fueron observados individualmente durante los primeros 30 minutos y
durante las primeras 4 horas y diariamente hasta los 14 dias del experimento, para ir
recogiéndose signos que son indicativo de la toxicidad aguda.

TABLA No. 9 VALORACION DE LOS SIGNOS DE TOXICIDAD AGUDA

Signos de Toxicidad
Actividad general Enderezamiento
Grito Tono corporal
Irritabilidad Convulsiones
Respuesta al toque Lagrimacian
Huida Miccion
Contorsiones Defecacion
Patas posteriores Piloereccion
Numero de muertos

FUENTE. SIGNOS DE LA TOXICIDAD. http://www.mma.gob.cl/retc/1279/article-42172.html

Asi los parametros, cuyos valores iniciales reciben una anotacion de 0, en el caso de
desaparicion de una respuesta analizada o un aumento del efecto analizado, que puede

tener maximo 4.

Se controla el peso corporal de los animales de experimentacion en los dias 1, 7 y 14 del
experimento como uno de los parametros demostrativos de toxicidad. Finalizado los 14
dias de estudio se procedio a realizar las necropsias de los érganos farmacocinéticos mas

importantes de cada fitotratamiento.


http://www.mma.gob.cl/retc/1279/article-42172.html
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Los pesos de los ratones en sus diferentes tiempos se procesaron estadisticamente para

obtener la media. (69)

Para determinar la DLsp los datos obtenidos anteriormente se analizan utilizando el

metodo de Karber y Beherens.

2 (axb)

DLso = Ds

Donde:

D+ = Primera dosis que mata a todos los animales de un grupo.

a = Suma de muertos de dos lotes consecutivos.

b = Diferencia entre dosis consecutivas entre lotes, expresada en mg.

n = Numero de animales por lote.

2.7.2 EXAMEN ANATOMOPATOLOGICO

Los animales de experimentacion despues del andlisis fueron sacrificados, mediante
eutanasia con CO2. Fueron sometidos a necropsia macroscopica y todas las alteracion son
registradas como: color, peso y tamafio como: largo, ancho y profundidad, se registrd
tanto del estobmago, higado y rifiones. Las muestras tomadas fueron colocadas en envases
herméticos que contenian formol buferado al 10% para su posterior analisis

histopatoldgico.

2.7.3 EXAMEN HISTOPATOLOGICO

A las muestras recolectadas de la investigacion, se realizé el estudio histopatolégico,
luego se prepar0 las placas para su posterior observacion microscopica para determinar,

el dafio a nivel tisular ocasionado por los diferentes extractos administrados.
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1. CONTROL FISICO - QUIMICO DE LA DROGA CRUDA

Se procedid hacer el control de calidad de la droga cruda seca y triturada, los rangos de
las especificaciones establecidas estdn dadas por las Norma Ecuatoriana de
Fitomedicamentos y Farmacopea Britanica y Brasilefia (2010).

CUADRO No. 1 RESULTADOS DEL CONTROL DE CALIDAD DE LA DROGA CRUDA SANTA MARIA
(Piper peltatum)”. LABORATORIO DE FITOQUIMICA. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. SEPTIEMBRE 2013.

Parametro Resultado Especificaciones
NEFT
Determinacion de humedad 7.30% 10%
Determinacion de cenizas totales 6.5 12 %
Determinacion de cenizas solubles en agua 4.7 7%
Determinacion de cenizas insolubles en 2.1 5%

acido

Los datos obtenidos en el cuadro No.1 estan dentro de los rangos establecidos segun la
Noma Ecuatoriana de Fitomedicamentos (2001) y Farmacopea Britanica y Brasilefia
(2010). Lo cual indica que los parametros fisicos — quimicos estan dentro de las

especificaciones para garantizar la calidad de la droga vegetal.



3.2 TAMIZAJE FITOQUIMICO

El tamizaje fitoquimico o “screening” fitoquimico, permite determinar cualitativamente
los principales compuestos quimicos presentes en la planta, la evaluacion es rapida, con

reacciones sensibles, reproducibles, se realiza con solventes adecuados y mediante la
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aplicacion de reaccion de color y precipitado.

CUADRO No. 2 RESULTADOS DE CALIDAD CUALITATIVO (TAMIZAJE FITOQUMICO)
MARIA (Piper peltatum)”. LABORATORIO DE FITOQUIMICA. FACULTAD DE

CIENCIAS. ESPOCH. SEPTIEMBRE 2013.

METABOLITOS ENSAYO EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO
SECUNDARIOS ETEREO ETANOLICO ACUOSO
Dragendorff (+) (++) (+)
Alcaloides Wagner (+) (++) (+)
Mayer (+) (+1) (+)
Triterpenos y Lieberman- (++) (++)
Esteroides Buchard
Flavonoides Shinoda (+++) (++)
Taninos y Fenoles Cloruro férrico (+++) (+++)
Saponina Espuma ) ()
AzUcares Reductores Fehling (+4)
Compuestos Grasos Sudan 111 (+)
Quinonas Borntrager (+)
Cumarinas Baljet () (+)
Catequinas Catequinas (-)
Resinas Resinas (+++)
Mucilagos Mucilagos ()
Flavonoides Antocianidinas (-)

() SIN EVIDENCIA, (+) BAJA EVIDENCIA, (++) MODERADA EVIDENCIA, (+++) ALTA EVIDENCIA.

SANTA
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El analisis fitoquimico se llevo a cabo en tres extractos con distintos solventes de
polaridad creciente con la finalidad de lograr un mayor agotamiento de la droga del
material vegetal seco. Solo se extrae metabolitos secundarios de acuerdo a su solubilidad.
Los solventes utilizados son: éter dietilico, etanol 96% y agua.

Cada solvente utilizado va extraer principios activos de polaridad semejante es decir el
éter dietilico al ponerse en contacto con la droga va extraer compuestos liposolubles, el
etanol al 96% al tener una polaridad intermedia compuestos afines. EI agua extrae
compuestos hidrofilicos.

En el tamizaje fitoquimico se realizd la determinacion los siguientes compuestos
quimicos como: alcaloides, flavonoides, quinonas, triterpenos, cumarinas, taninos,
fenoles, resinas, azucares reductores. (MEJIA, M. 2009). (25)

Estos metabolitos encontramos en el extracto etandlico al 96%, lo cual se debe a la
polaridad intermedia que permite extraer mayor cantidad de compuestos afines. (Ver
Anexo No. 15)



-53-

3.3 CONTROL DE CALIDAD DE LOS EXTRACTO ETANOLICO DE SANTA
MARIA (Piper peltatum)

El control de calidad se realizd sobre el extracto blando de hojas de Santa Maria (Piper
peltatum) obtenido por maceracién con alcohol al 96%.

3.3.1 DETERMINACION DE REQUISITOS ORGANOLEPTICOS DEL
EXTRACTO ETANOLICO.

CUADRO No.3 DETERMINACION ORGANOLEPTICA DEL EXTRACTO ETANOLICO SANTA MARIA

(Piper peltatum)”. LABORATORIO DE FITOQUIMICA. FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH. NOVIEMBRE 2013.

Parametro Resultado
Aspecto Liquido pegajoso
Olor Picante
Color Verde oscuro
Sabor Amargo

En el cuadro N° 3 nos indica las caracteristicas organolépticas de Santa Maria (Piper
peltatum), el extracto analizado tiene sus propias caracteristicas, siendo liquido

pegajoso, color verde oscuro, sabor amargo y de olor picante caracteristico a su especie.
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3.3.2 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS FISICOS DEL EXTRACTO
ETANOLICO.

CUADRO N-° 4. DETERMINAQION DE LOS PARAMETROS FiSICOS DEL EXTRACTO ETANOLICO
SANTA MARIA (Piper peltatum)”. LABORATORIO DE FITOQUIMICA. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. NOVIEMBRE 2013.

Parametro Resultado
pH 5.89
Densidad relativa 0.8740 g/mL
Indice de refraccion 1.372
Solidos totales 3.74%

En el cuadro No. 4 indica los parametros fisicos del extracto etandlico, obteniendo un
pH 5.89 que es poco acido lo cual indica que los compuestos quimicos presentes como
los flavonoides, alcaloides, acidos grasos entre otros, no se modifican de tal forma

proporcionan estabilidad y solubilidad, conservando de esta manera su actividad.

El indice de refraccion fue de 1.372 es mayor en comparacion con el indice de refraccion

del agua 1.333, lo cual nos indica la presencia de sustancias disueltas.

La densidad relativa fue de 0.8740 g/mL comparandolo con la densidad del solvente
empleado para la preparacion del extracto, siendo de 0,789 g/mL; es decir es mayor lo

cual indica que en el extracto existen sustancias en disolucién.

Porcentaje de sélidos totales permite estimar la cantidad de materia disuelta, mide
especificamente el total de residuos solidos filtrables (sales y residuos organicos) fue de
que abarca sales y residuos organicos fue de 3.74 %, lo que nos indica la gran cantidad

de metabolitos secundarios extraidos por el solvente empleado para la maceracion.
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3.4 ANALISIS CROMATOGRAFICO

Mediante el analisis cromatografico en capa fina, se puede determinar los posibles

compuestos presentes en el extracto.

3.4.1 ANALISIS CROMATOGRAFICO PARA FLAVONOIDES

CUADRO No. 5 DETERMINACION DE FLAVONOIDES SEGUN SU Rf EN CROMATOGRAFIA DE CAPA
FINA DEL EXTRACTO SANTA MARIA (Piper peltatum)”. LABORATORIO DE
FITOQUIMICA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. NOVIEMBRE 2013.

Manchas Célculo Rf Compuesto
oty observadas
7.1cm -
7.8cm .
1 Rf=3.4/7.8=0.44 Quercetina
=
3.4cm
= 2 Rf=7.1/7.8=0.91 Kaempferol

En el cuadro No. 5 nos indica la distancia recorrida y el posible compuesto al que
pertenece, se obtuvo una coloracion que varia de morado a café. Debido a la presencia
del flavonoide que posiblemente sea quercetina y Kaempferol.

Para realizar su identificacion se compar6 los Rf encontrados con los citados en Wagner
H. 1996. Y no con estandares. (Ver Anexo No 7)

En estudios realizados en la familia Piperaceae indica la presencia de quercetina y
Kaempferol respectivamente los cuales son responsables de la actividad antioxidante.
(REGASINI, L. 2008)
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3.4.2 ANALISIS CROMATOGRAFICO PARA ALCALOIDES

CUADRO N° 6. DETERMINACION DE ALCALOIDES SEQUN SU Rf EN CROMATOGRAFIA DE CAPA
FINA ' DEL EXTRACTO SANTA MARIA (Piper peltatum)”. LABORATORIO DE
FITOQUIMICA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. NOVIEMBRE 2013.

Manchas observadas Célculo Rf Compuesto
1 Rf=1.2/6.2=0.19 Capsaicina
6.2cm 2 Rf=2.9/6.2 =0.47 Piperina
3 Rf=23.6/6.2 =0.58 | Isomeros de Piperina
4 Rf=4.5/6.2=0.73 Piperaesthin

En el cuadro No. 6 se indica los Rf de los compuestos encontrados que posiblemente son:
Capsaicina, Piperina, Isdmeros de la piperina, piperaesthin.

Para realizar su identificacion se comparo los Rf encontrados con los citados en Wagner
H. 1996. Y no con estandares. (Ver Anexo No 8)

En estudios realizados en la familia Piperaceae indica la presencia de alcaloides
piperina, pipaesthin y capsaicina respectivamente. Piperina presente tiene actividad
antiinflamatoria, antiparasitaria. (MARTINEZ, A. 2011)
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3.5 CUANTIFICACION ESPECTROFOTOMETRICA PARA FLAVONOIDES
TOTALES EXPRESADO COMO PORCENTAJE DE RUTINA

Para la cuantificacién de flavonoides se utiliz6 como estandar de referencia rutina a

diferentes concentraciones. (Ver Anexo No. 6 — 16)

Mediante la aplicacion de la ecuacion en la curva de calibracion se determind el
contenido de flavonoides totales en el extracto etandlico de Santa Maria (Piper peltatum)
con un valor de 2%, cuyo valor estd dentro de los rangos establecidos 0.1-2% para
principio activo presente en plantas. (LOCK, O. 1994)

3.6 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE SANTA MARIA (Piper peltatum) EN
RATAS (Rattus norvegicus) CON EDEMA PLANTAR INDUCIDO CON
CARRAGENINA.

El resultado de la evaluaciébn de la actividad antiinflamatoria en ratas (Rattus
norvegicus), Se les administrd extractos etéreo, etandlico, acuoso, a diferentes dosis de
1mg/kg, 2mg/kg, 3mg/kg respectivamente. Los datos obtenidos del promedio de las tres

replicas se detallan en el cuadro No. 7. (Ver Anexo 12)
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CUADRO No. 7 RESULTADOS DEL VOLUMEN DE INFLAMACION DE LOS GRUPOS TRATADOS EN
LOS DIFERERENTES TIEMPOS (HORAS). BIOTERIO DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. NOVIEMBRE 2013.

VOLUMEN DE INFLAMACION

TIEMPO GAB

1 2,39 +0,26
2 2,39 0,26
3 2,39 +0,26
4 2,39 +0,26
5 2,39 +0,26
6 2,39 +0,26

GAN

3,49 +0,28

4,91 0,07

5,43 +0,52

5,37 +1,00

5,29 #1,05

5,29 +1,05

GAP

3,58 +0,11

3,04+0,38

2,97 +0.16

2,97 0,16

2,97 0,16

2,97 0,16

GAE1

3,46 +0,08

3,26 +0.05

5,76 +0,66

4,87+0,26

4.8+0,48

5,48+0,41

GAE2

3,49 0,33

4,13 £1,06

4,36 £1.09

4,4 +0,72

4,47 +0,61

4,72 +0.63

GAE3

3,79 +0.38

5,14 +5,14

5,22 +0,44

5,05 +0,39

4,88 +0,29

5,23 +0.36

GAE4

4.04 £0,85

4,09 £0,27

5,08 +0,43

4.71 +0,53

4,55 £0,26

4,55 +0,26

GAE5

3,45 +0,03

3,74 £0,13

4,04 0,28

3,89 +0.40

3,89 +0.40

3,89 +0,40

+ Desviacién estandar. p < 0,05

En el cuadro No. 7 se observa el volumen de inflamacion promedio de todos los

animales de experimentacion, es decir se puede visualizar el comportamiento de cada

grupo tratado en comparacion con el grupo control positivo, el que se asemeja mas es el

grupo aleatorio experimental 5 (3mg/kg).
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GRAFICO No. 1 RESULTADO DE VOLUMEN DE INFLAMAC;ION DE LOS DIFERENTES GRUPOS VS
TIEMPO. DE EXTRACTOS SANTA MARIA (Piper peltatum). BIOTERIO DE LA
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. SEPTIEMBRE 2013.

El Grafico No. 1 indica el volumen de inflamacion de los grupos de ensayo, teniendo un
valor maximo de inflamacion a la cuarta hora de 5.37 cm® que pertenece al grupo
aleatorio negativo, que coincide con la fase mediada por las prostaglandinas, el grupo
aleatorio positivo presenta un volumen de 3.58 cm?®. Con respecto a los grupos tratados el
volumen que presenta: GAE1 (5.76 cm®), GAE2 (4.72 cm®), GAE3 (5,23 cm®), GAE4
(5.08 cm®), GAES5 (4,04 cm®). De tal manera que el volumen inferior al grupo control

presenta actividad antiinflamatoria ya que el edema va disminuyendo.
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3.6.1 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron calculados mediante la formula del porcentaje de inhibicion. Para la
elaboracién de las graficas se utilizé el programa Microsoft office Excel 2007.
El anélisis estadistico se realizd comparando los promedios de cada grupo utilizando el

test Anova (analisis de varianzas) y el de Tukey HSD al 95% de significancia.

CUADRO N° 8. RESULTADOS DEL PORCENTAJES DE INHIBICION DE LA INFLAMACION DE LOS
GRUPOS TRATADOS EN LOS DIFERERENTES TIEMPOS (HORAS). BIOTERIO DE
LA FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. NOVIEMBRE 2013.

% DE INHIBICION DE LA INFLAMACION

TIEMPO GAN GAP GAE1 GAE2 GAE3 GAE4 GAES
1 0,00+0,0 2,58+0,03 0,85+0,03 0,00+0,00 -8,59+0,03 -15,76+0,03 1,15+0,03
2 0,00+0,0 38,09+0,17 0,2+0,17 15,89+0,17 4,68+0,17 16,70+0,17 23,83+0,17
3 0,00+0,0 45,3+0,16 -6,08+0,16  19,71+0,16 3,87+0,16 6,45+0,16 25,60+0,16
4 0,00+0,0 44,69+0,20 9,31+0,20 18,06+0,20 5,96+0,20 12,29+0,20 27,56+0,20
5 0,00+0,0 43,86+0,19 9,26+0,19 15,5+0,19 7,75+0,19 13,99+0,19 26,47+0,19
6 0,00+0,0 43,86+0,15  -3,59#0,15  10,22+0,15 1,13+0,15 13,99+0,15 26,47+0,15

+ Desviacioén estandar p < 0,05

El cuadro N°8 indica el porcentaje de inhibicion de los diferentes grupos tratados y la
desviacion estandar de cada grupo respectivamente. ElI comportamiento de cada grupo

tratado en comparacion con el grupo aleatorio negativo.
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Porcentaje de Inhibicion de la Inflamacion (%) vs Tiempo (H)
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GRAFICO N° 2 PORCENTAJE DE INHIBICION DE LA INFLAMACION DE LOS GRUPOS TRATADOS
EN LOS DIFERENTES TIEMPOS (HORAS). BIOTERIO DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. SEPTIEMBRE 2013.

En el grafico N°2 se describe el porcentaje de inhibicion de grupos tratados en los
diferentes tiempos.

El porcentaje de inhibicion a la primera hora de administracion del extracto, podemos
observar la presencia de valores positivos: GAP (2.58%), GAE5 (1.15%), GAE1l
(0.85%), esto nos indica que la inflamacion estd disminuyendo por efecto de los
diferentes tratamientos; y los valores negativos: GAE4 (-15.76%), GAE3 (-8.59%), nos

revela que no existe ain el efecto en estudio (actividad antiinflamatoria).

A la segunda hora de administracion del extracto, el porcentaje de inhibicion del Grupo
aleatorio positivo (38.09%) se acerca al grupo aleatorio experimental 5 (23.83%) lo cual

nos indica que a la segunda hora ya tiene similar actividad antiinflamatoria.
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Los demds grupos en tratamiento presentan porcentaje de inhibicibn menor en
comparacion con el GAP, el porcentaje de inhibicion para los grupos en estudio fueron:
grupo aleatorio experimental 2 (19.71%), grupo aleatorio experimental 4 (16.70%),
grupo aleatorio experimental 3 (4.68%), y finalmente el grupo aleatorio experimental 1
(0.2%)

El porcentaje de inhibicion en la tercera y cuarta hora tiene un comportamiento similar
entre el grupo aleatorio positivo (45.3%), el grupo aleatorio experimental 5 (25.60%),
En comparacion con los demas grupos el porcentaje de inhibicién es menor lo cual se
debe que los extractos se encuentran en diferentes solventes y sus dosis son menores, y

por ende sus metabolitos secundarios.

A partir de la cuarta hora de administracion se mantiene constante el volumen de la
aponeurosis plantar de la rata, y el porcentaje de inhibicidn, en algunos grupos empieza
a mantenerse y en otros a disminuir ya que el tiempo de vida media del extracto empieza

a descender.

El grupo aleatorio experimental 5 tiene similar actividad antiinflamatoria que el grupo
aleatorio positivo Naproxeno sodico (7mg/kg). Es decir inhiben la liberacidn o accion de
las prostaglandinas, esta actividad podria estar relacionada con la presencia de

flavonoides, compuestos fendlicos y saponinas presentes en los extractos.

El grupo tratado que presentd porcentajes de Inhibicion similares al medicamento fue el
grupo aleatorio experimental 5 (3mg/kg), luego el grupo aleatorio experimental 4

(2mg/kg); los demas grupos son inestables ya que el porcentaje de inhibicion es menor.

Haciendo una comparacion con otros estudios realizados acerca de la familia piperaceae
encontramos el extracto fluido de (Piper auritum) fue evaluado con el método del edema
de la pata de la rata inducido por carragenina. Se obtuvo que una dosis de 816,09 mg/kg

provogue una inhibicion en la formacion del edema en 50 %.
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En estudios quimico-farmacéuticos realizados a la planta se encontr6 la presencia de
aceites, alcaloides, aminas, azlcares reductores, taninos, flavonoides, saponinas,

triterpenos esteroides en las hojas y el fruto. (60)

3.6.2 HIPOTESIS ESTADISTICA

Hipotesis nula: Que no existe diferencia significativa en el efecto antiinflamatorio entre los

grupos tratados, el control negativo y el control positivo.

Hipotesis Alternativa: Que si exista diferencia significativa entre los grupos de estudio

Anova Tn Factor

limero de Casos: 2

Suma de Cuadrado
Cuadrados  G.L.  Medio F-valor  p-valor

Entre Grupos 3149.8360 6 5249727 5.5713 0.0039
Dentro Grupos 1319.1940 14 94,2281

Total (corr.) 4469.0300 20

GRAFICO No. 3 APLICACION DEL TEST ANOVA DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE LOS
GRUPOS TRATADOS EN LOS DIFERENTES TIEMPOS (HORAS). ESPOCH
SEPTIEMBRE 2013.

En el grafico No. 3 indica la aplicacion del test Anova de un factor, se encontrd que
existen diferencias significativas al 95% de confiabilidad en los grupos tratados: grupo
aleatorio positivo, grupo aleatorio negativo y los grupos experimentales.

Se observa que p < 0.05 con lo que se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipotesis
alternativa estableciendo que existe diferencia estadisticamente significativa entre los

grupos de estudio.
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Anova Un Factor, Comparaciones Miltiples

imero de Casos: 1

Metodo: LSD al 95.00%

Grupos
N HMedia Homogéneos
GAN 3 0.1000 X
GAE1 3 1.6600 X
GAES 3 2.4700 X
GAE4 3 7.9400 X X
GAE2 3 13.3200 X X
GAES 3 21,8500 XX
GAP 3 36.4000 X

GRAFICO No. 4 APLICACION DEL TEST DE TUKEY DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE LOS
GRUPOS TRATADOS EN LOS DIFERENTES TIEMPOS (HORAS). ESPOCH.
SEPTIEMBRE 2013.

En el grafico No. 4 indica la aplicacion del test de Tukey al 95% de significancia de los
grupos homogéneos, se identifica claramente que el grupo aleatorio positivo presenta
mayor porcentaje de inhibicion de la inflamacion seguido por el grupo aleatorio
experimental 5, grupo aleatorio experimental 2, tan solo estos grupos presentan un
comportamiento individualizado de inhibicion de la inflamacién los demas grupos de
tratamiento que establecen un solo grupo homogéneo con la misma actividad

antiinflamatoria.

Segun la media de los grupos en estudio nos indica que el grupo aleatorio experimental 5
que corresponde al extracto etanolico (3mg/Kg), tiene similar actividad al grupo aleatorio

positivo Naproxeno sodico (7mg/kg).
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3.7 EVALpACION DE LA TOXICIDAD AGUDA DEL EXTRACTO
ETANOLICO SANTA MARIA (Piper peltatum)

Para el analisis de la toxicidad aguda se le asign6 codigos individuales a cada rata lo que

permite una identificacion correcta de cada animal de experimentacion.

Doénde:

TA: = Toxicidad aguda rata experimental 1
TA = toxicidad aguda rata experimental 2
TAs = toxicidad aguda rata experimental 3
TA4= toxicidad aguda rata experimental 4

Total de animales utilizados para el estudio de la toxicidad aguda 5 ratas (Rattus
norvegicus) el tiempo de investigacion es por 14 dias, el estudio de toxicidad es en dosis

simples con aplicacion de la norma OCDE 423.
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CUADRO N° 9. ANALISIS DE LOS SIGNOS EN LOS PRIMEROS 7 DIAS. EN RATAS DURANTE LA
INVESTIGACION DE LA TOXICIDAD AGUDA DEL EXTRACTO ETANOLICO
SANTA MARIA (Piper peltatum)”. BIOTERIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH. NOVIEMBRE 2013.

SIGNOS DE TA1 TA2 TAs3 TA4

TOXICIDAD DIAS DIAS DIAS DIAS

AGUDA 1 2
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El cuadro No. 9 describe los signos de la toxicidad aguda, Gnicamente tomando los datos
de los primeros 7 dias de observacion, no se incluyen los datos de los dias posteriores
puesto a que los animales de experimentacion no presentaron ninguna reaccion adversa.

No se reportan datos del blanco ya que no existe ninguna modificacion.

El calculo del DL50 no puede ser calculado puesto que no hubo muerte de ningun animal

en el transcurso del ensayo.
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Lo cual nos indica que el extracto etandlico de Santa Maria (Piper peltatum), no posee un
efecto tdxico a esta dosis administrada, no se puede estimar la dosis letal cincuenta en los

animales de experimentacion.

3.8 EXAMEN HISTOPATOLOGICO EN RATAS (Rattus norvegicus)

Se realizaron los cortes histopatologicos del estbmago, higado, y de los rifiones de cada
animal de experimentacion, luego se prepararon las placas para su posterior observacion

microscopica para determinar, el dafio ocasionado por la dosis administrada.

CUADRO No. 10 EXAMEN HISTOPATOLOGICO DE BIOPSIAS DE RATAS (Rattus norvegicus),
QUE SE LES ADMINISTRO EXTRACTO ETANOLICO SANTA MARIA (Piper
peltatum)” PARA EL ANALISIS DEL EFECTO TOXICO. BIOTERIO DE LA
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. NOVIEMBRE 2013.

MUESTRA EXAMEN MACROSCOPICO EXAMEN MICROSCOPICO
Estdmago
Color: Mucosa color rosa palido Mucosa géastrica de consistencia y
TB Peso: 2.9 g aspecto normal; calibre de los vasos
Largo: 3.0 cm adecuados. Muscularis mucosa
Ancho:1.1 cm conservada.

Profundidad:0.6cm

Rifiones

Color: Rojo Vino

Nefronas de distribucién normal;

TB Peso: 1.1 ¢ glomérulos de circulacion
Largo: 1.7 cm adecuada; espacio de Browman y
Ancho:1.1 cm de calibre normal.
Profundidad:0.5cm
Higado
Color: Rojo pardo Lobulillos hepéticos de arquitectura
TB Peso: 11.1g normal, hepatocitos conservados
Largo: 5.5 cm espacios porta normales.
Ancho:4,1 cm

Profundidad:0.6cm
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TA1 Estomago
Color: Mucosa color rosa palido Mucosa gastrica integra, no se
Peso: 2.6 g observa lesiones focales ni
Largo: 2.1 cm erosivas.  Muscularis  mucosa
Ancho:1.1cm conservada.
Profundidad:0.6cm
Rifiones

TA1 Color: Rojo Vino Glomérulos con integridad de la
Peso: 1.2 g capsula, tbulos de calibre normal,
Largo: 2.0 cm Vasos congestivos.
Ancho:1.1 cm
Profundidad:0.4cm
Higado

TA1 Color: Rojo pardo Lobulillos hepaticos de arquitectura
Peso: 13.7 g normal, espacios porta con Vvasos
Largo: 5.5cm congestivos.
Ancho:4,1 cm
Profundidad:0.4cm
Estémago

TA2 Color: Mucosa color rosa palido Mucosa géastrica de consistencia y
Peso: 2.4 g aspecto normal, no se observa
Largo: 2.5cm lesiones  focales. Muscularis
Ancho:1.1 cm mucosa conservada.
Profundidad:0.6cm
Rifones

TA2 Color: Rojo Vino Glomérulos de circulacién

Peso: 1.3 ¢

Largo: 1.9 cm
Ancho:1.1 cm
Profundidad:0.5cm

adecuada con integridad de la
capsula, tbulos de calibre normal,

Vasos congestivos.
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Higado
Color: Rojo oscuro Lobulillos, hepatocitos de
TA2 Peso: 12.8 g arquitectura normal, espacios porta
Largo: 5.0 cm con vasos congestivo ligero.
Ancho:4,6 cm
Profundidad:0.7cm
TA3 Estomago
Color: Mucosa color rosa Mucosa gastrica integra, no se
Peso: 2.9 g observa lesiones focales ni
Largo: 2.9 cm erosivas.  Muscularis  mucosa
Ancho:0.8 cm conservada.
Profundidad:0.6cm
TA3 Rifiones
Color: Rojo pardo Glomérulos con integridad de la
Peso: 1.4 ¢ capsula, tabulos de calibre normal,
Largo: 2.2 cm Vasos congestivos.
Ancho:1.2 cm
Profundidad:0.5cm
TA3 Higado
Color: Rojo oscuro Lobulillos hepaticos de arquitectura
Peso: 13.1 g normal, hepatocitos conservados,
Largo: 5.9 cm espacios  porta  con  Vvasos
Ancho:4,6 cm congestivos.
Profundidad:0.6cm
TA4 Estémago

Color: Mucosa color rosa palido
Peso: 2.3 g

Largo: 2.5¢cm

Ancho:0.9 cm
Profundidad:0.5cm

Mucosa gastrica de consistencia y
aspecto normal,, no se observa
lesiones focales ni  erosivas.

Muscularis mucosa conservada.
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TA4 Rifiones
Color: Rojo Vino Glomérulos de circulacion
Peso: 1.3 g adecuada con integridad de la
Largo: 2.0 cm capsula, tbulos de calibre normal.
Ancho:1.2 cm Marcada congestion vascular

Profundidad:0.7cm

TA4 Higado
Color: Rojo pardo Lobulillos, hepatocitos de
Peso: 10.9 g arquitectura normal, espacios porta
Largo: 5.6 cm con marcada congestion vascular
Ancho:3.9 cm

Profundidad:0.6cm

En el cuadro No. 10 nos indica el analisis microscopico y macroscopico que se realizo a
los animales de experimentacion para determinar la toxicidad aguda del extracto

etanolico de Santa Maria (Piper peltatum).

Dentro del analisis macroscopico se observo el peso, color, ancho, largo y profundidad

de los distintos 6rganos, los cuales se encuentran dentro de los rangos normales.

El examen microscopico del estbmago presentd una mucosa gastrica de consistencia y
aspecto normal, no se observa lesiones focales ni erosivas, muscularis mucosa

conservada.

El higado presenta lobulillos, hepatocitos de arquitectura normal, presenta espacios porta
con marcada congestién vascular. El rifion presenta glomérulos de circulacion adecuada

con integridad de la capsula, tubulos de calibre normal. Marcada congestion vascular

Esto nos indica que durante el analisis microscépico y macroscopico de los 6rganos
estomago, higado y rifiones no se observd afectacion en ninguno de ellos, presentan una
estructura histolégica normal, por lo tanto el extracto de Santa Maria (Piper peltatum) en

dosis de 3mg/kg no es tdxico.
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CAPITULO IV

3. CONCLUSIONES

1. Al término de la investigacion se evalu6 el control de calidad de la droga cruda y
del extracto administrar, los cuales se encontraron dentro de las especificaciones

de la Norma Ecuatoriana de Fitomedicamentos.

2. Mediante el analisis del tamizaje fitoquimico se determind los compuestos
quimicos como: alcaloides, flavonoides, quinonas, triterpenos, cumarinas,
taninos, fenoles, resinas, azucares reductores que estan presentes en la droga

cruda Santa Maria (Piper peltatum)

3. Al culminar el pre ensayo se concluyd que el extracto etandlico tiene una
actividad antiinflamatoria mayor, por tal motivo se realizo el ensayo a diferentes

dosis.

4. Se evalu6 la actividad antiinflamatoria del extracto de Santa Maria (Piper
peltatum) a dosis de 1mg/kg, 2mg/kg, 3mg/kg de peso, mediante el edema plantar
en ratas inducido por carragenina al 0.05%. Al realizar la comparacion de medias
mediante el analisis de varianzas se encontrd que existe una diferencia

estadisticamente significativa entre los grupos tratados y el grupo control.
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5. Al término de la investigacion los extractos fueron comparados con un grupo
control positivo al que se administr6 7mg/kg de peso, el andlisis se hizo en
relacion al grupo control positivo, es decir el extracto que presenta una actividad
antiinflamatoria semejante es el extracto etandlico a una dosis de 3mg/kg, ya que

su porcentaje de inhibicién es mayor

6. Se comprobd que el extracto etandlico Santa Maria (Piper peltatum) con la dosis
de 3mg/kg no presenta un efecto toxico en animales de experimentacion,
apoyando esta teoria con el analisis macroscopico y microscépico los cuales
indican que no hay dafio tisular en los 6rganos expuesto al efecto de este extracto,

por lo que se establece que esta dosis es segura para su utilizacion,
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CAPITULO V

4. RECOMENDACIONES

1. Deben realizarse méas estudios sobre Santa Maria (Piper peltatum), ya que
también se atribuye propiedades diuréticas, laxantes y digestivas, que su

investigacion seria de gran aporte.

2. Se recomienda que se realice més investigaciones con el fin de que se elabore un
fitofarmaco a base de Santa Maria (Piper peltatum), que sea factible su aplicacion

en procesos inflamatorios.

3. Debido a la gran cantidad de metabolitos secundarios que posee la planta se

recomienda realizar un aislamiento y elucidacion de los compuestos.

4. Establecer la dosis antiinflamatoria necesaria para producir el efecto

antiinflamatorio de Santa Maria (Piper peltatum) en humanos.
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CAPITULO VI

6. RESUMEN

Evaluar la actividad antiinflamatoria de extractos Santa Maria (Piper peltatum) mediante
el test de edema inducido en ratas (Rattus novergicus), segun Winter se realiz6 en el
Bioterio de la Escuela de Bioquimica y Farmacia de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo.

Mediante el método de investigacion Analitico-Experimental, evaluar si el extracto de
Santa Maria presenta actividad antiinflamatoria aplicando dosis de extractos a diferente

polaridad con la finalidad de encontrar la mas adecuada.

Se utilizo 28 ratas dividido en 8 grupos: GAP (Grupo Aleatorio Positivo naproxeno
sodico), GAN (Grupo Aleatorio Negativo carragenina 1%), grupos tratados fueron:
GAE1 (Grupo experimental 1 extracto etéreo 2mg/Kg), GAE2 (Grupo experimental 2
extracto etandlico 2mg/Kg), GAE3 (Grupo experimental 3 extracto acuoso 2mg/kg),
GAE4 (Grupo experimental 4 extracto etanolico 1mg/Kg), GAES5 (Grupo experimental 5
extracto etanolico 3mg/kg), administrados por via oral, como vehiculo Tween 80 al 1% y
agua destilada. Se midio los volimenes de inflamacién desde las 0 hasta 6 horas, para el
andlisis de los datos se utiliz6 test ANOVA (analisis de varianzas), y Tucker HSD 95%
de confianza. Se comprobd la actividad antiinflamatoria resultando la dosis mas efectiva
3mg/kg. El estudio toxicoldgico e histopatologico de dosis administradas, resultaron ser
atoxicas, y seguras sobre los 6rganos farmacocinéticos involucrados (Estomago, Higado,
Rif6N).

Se concluye que este extracto de Santa Maria mostro una efectividad antiinflamatoria,
siendo los metabolitos secundarios flavonoides que intervienen en dicha capacidad
farmacoldgica. Recomiendo que a partir de esta investigacion se elabore un fitofarmaco

que sea factible su aplicacion.
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SUMARY

Evaluate the anti-inflammatory activity of Santa Maria extracts (Piper peltatum) by the
test of edema induced in rats (Rattus novergicus); according to Winter it was carried out
at the Vivarium of Biochemistry and pharmacy school from Escuela Superior
Polytechnic de Chimborazo.

By the analytical experimental method of investigation, evaluate if Santa Maria extract
presents anti-inflammatory activity using doses of extracts to different polarity with the

purpose of finding the most appropriate.

28 Rats were divided into 8 groups: PRG (Positive Random Group) naproxen sodium,
NGR (Negative Random Group) carrageenan 1%, groups treated were: ERG1
(Experimental Random group 1) ether extract 2mg/Kg, ERG2 (Experimental Random
group 2) Etandlico extract 2mg/kg, ERG3 (Experimental Random group 3), Aqueous
extract 2mg/kg, ERG4 (Experimental random group 4) Etandlico extract 1mg/kg, ERG5
(Experimental Random group 5) Etandlico extract 3mg/kg, administered orally, as tween

vehicle 80 to 1% and distilled water.

The volumes of swelling were measured from 0 up to 6 hours; for the data analysis were
used ANOVA test (analysis of variance) and Tucked HSD 95% of confidence. The anti-
inflammatory activity was verified resulting the dose 3mg/kg the most effective. The
toxicological and histopathological study of doses administered, proved to be nontoxic

and safe on pharmacokinetic involved organs (stomach, liver, kidney).

It is concluded that the extract of Santa Maria showed an anti-inflammatory
effectiveness, being the secondary metabolites flavonoids that are involved in the
pharmacological capacity. It’s recommended that from this research, a plant-based

medication be developed that have a feasible application.
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http://agrobiotecnologiasenatumaco.blogspot.com/p/herbar

io.html
2013-08-29


http://dspace.espoch.edu.ec/browse?type=author&value=Santamar%C3%ADa%20C%C3%A1seres,%20Liliana%20Maricela
http://www.conabio.gob.mx/conocimiento/exoticas/fichaexoticas/Rattusnorvegicus00.pdf
http://www.conabio.gob.mx/conocimiento/exoticas/fichaexoticas/Rattusnorvegicus00.pdf
http://agrobiotecnologiasenatumaco.blogspot.com/p/herbario.html
http://agrobiotecnologiasenatumaco.blogspot.com/p/herbario.html

-83-

35. CARACTERISTICAS DE LAS PIPERACEAE
http://herbario.up.ac.pa/Herbario/herb/vasculares/view/spe
cies/4159

2013-08-12

36. CARRAGENINA
http://dspace.espoch.edu.ec/bitstream/123456789/928/1/27

T033.pdf
2013-08-20

37. CININAS PRESENTES EN LA INFLAMACION
http://nonsomedicos.files.wordpress.com/2010/09/cininas.
2013-11-24

38. CONCEPTOS BASICOS DE PATOLOGIA:
INFLAMACION.

http://www.mvzunipaz.edu.co/documentos/blogues/patolo

gia/charlas/inflamacion.pdf
2013-09-12

39. DEFINICION DE INFLAMACION CRONICA
http://www.veoapuntes.com/MEDICINA/3/ANATOMIA
%20PATOLOGICA/7.%20INFLAMACION%20CRONI

CA.pdf
2013-11-16



http://herbario.up.ac.pa/Herbario/herb/vasculares/view/species/4159
http://herbario.up.ac.pa/Herbario/herb/vasculares/view/species/4159
http://es.wikipedia.org/wiki/Carragenano
http://es.wikipedia.org/wiki/Carragenano
http://nonsomedicos.files.wordpress.com/2010/09/cininas.pdf
http://www.mvzunipaz.edu.co/documentos/bloques/patologia/charlas/inflamacion.pdf
http://www.mvzunipaz.edu.co/documentos/bloques/patologia/charlas/inflamacion.pdf
http://www.veoapuntes.com/MEDICINA/3/ANATOMIA%20PATOLOGICA/7.%20INFLAMACION%20CRONICA.pdf
http://www.veoapuntes.com/MEDICINA/3/ANATOMIA%20PATOLOGICA/7.%20INFLAMACION%20CRONICA.pdf
http://www.veoapuntes.com/MEDICINA/3/ANATOMIA%20PATOLOGICA/7.%20INFLAMACION%20CRONICA.pdf

40.

41.

42.

43.

44,
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DESCRIPCION BOTANICA (Piper peltatum)
http://es.scribd.com/doc/55844311/Album-Digital-
Familias-Botanicas
2013-09-25

DOSIS LETAL 50
http://www.animanaturalis.org/p/1361/dosis letal 50 DL50

2013-12-11

ESTUDIO FITOQUIMICO.
http://sisbib.unmsm.edu.pe/bvrevistas/ciencia/vl4 n2/pdf/

a06v14n2.pdf
2013-12-05

ETNOFARMACOLOGIA
www.elmundo.es/salud/1995/166/00936.html
2013-08-29

ETHNOPHARMACOLOGY AND FUTURE OF DRUG
DEVELOPMENT
http:/files.sld.cu/mednat/files/2012/01/fitofarmacos-
intervencion-educativa.pdf
2013-08-29



http://es.scribd.com/doc/55844311/Album-Digital-Familias-Botanicas
http://es.scribd.com/doc/55844311/Album-Digital-Familias-Botanicas
http://www.animanaturalis.org/p/1361/dosis_letal_50_DL50
http://sisbib.unmsm.edu.pe/bvrevistas/ciencia/v14_n2/pdf/a06v14n2.pdf
http://sisbib.unmsm.edu.pe/bvrevistas/ciencia/v14_n2/pdf/a06v14n2.pdf
http://www.elmundo.es/salud/1995/166/00936.html
http://files.sld.cu/mednat/files/2012/01/fitofarmacos-intervencion-educativa.pdf
http://files.sld.cu/mednat/files/2012/01/fitofarmacos-intervencion-educativa.pdf

45.

46.

47.

48.

49.
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FORMAS DE INFLAMACION
http://escuela.med.puc.cl/publ/patologiageneral/Patol 061.

html
2013-11-28

INFLAMACION

http://www.uco.es/grupos/inmunologia-

molecular/texto pdf/tema 25.pdf
2013-09-11

INFLAMACION AGUDA
http://campus.usal.es/~dermed/Tema%?28.Inflamacion.pdf
2013-09-11

INFLACION CRONICA Y AGUDA
http://www.uco.es/grupos/inmunologiamolecular/inmunol
ogia/tema25/etexto25.htm
2013-11-21

INFLAMACION GRANULOMATOSA

http://www.patologiafcm.com.ar/wpcontent/uploads/down

loads/2012/05/Inflamacion-granulomatosa.pdf
2013-11-16



http://escuela.med.puc.cl/publ/patologiageneral/Patol_061.html
http://escuela.med.puc.cl/publ/patologiageneral/Patol_061.html
http://www.uco.es/grupos/inmunologia-molecular/texto_pdf/tema_25.pdf
http://www.uco.es/grupos/inmunologia-molecular/texto_pdf/tema_25.pdf
http://www.uco.es/grupos/inmunologiamolecular/inmunologia/tema25/etexto25.htm
http://www.uco.es/grupos/inmunologiamolecular/inmunologia/tema25/etexto25.htm
http://www.patologiafcm.com.ar/wpcontent/uploads/downloads/2012/05/Inflamacion-granulomatosa.pdf
http://www.patologiafcm.com.ar/wpcontent/uploads/downloads/2012/05/Inflamacion-granulomatosa.pdf
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50. INFLAMACION CRONICA GRANULOMATOSA
http://www.med.ufro.cl/Recursos/Patologia/CursoPatologi
aGeneral/Patologia2001/Cd/cd12j.htm
2013-11-22

51. MECANISMOS QUE INTERVIENEN EN LA
INFLAMACION
http://ruidera.uclm.es/xmlui/bitstream/handle/10578/266/1
994-5.pdf?sequence=1
2013-11-25

52. MEDIADORES QUIMICOS DE LA INFLAMACION
http://www.gonzalezdearriba.com/2012/02/fases-de-la-

inflamacion.html
2013-11-23

53. MEDICAMENTOS ANTIINFLAMATORIOS NO
ESTEROIDEOS (AINES)

http://www.tuotromedico.com/temas/medicamentos antiin

flamatorios.ht
2013-08-11

54. MEDICAMENTOS ANTIINFLAMATORIOS
http://antiinflamatorios.net/
2013-09-13



http://www.med.ufro.cl/Recursos/Patologia/CursoPatologiaGeneral/Patologia2001/Cd/cd12j.htm
http://www.med.ufro.cl/Recursos/Patologia/CursoPatologiaGeneral/Patologia2001/Cd/cd12j.htm
http://antiinflamatorios.net/
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55. MEDICAMENTOS ANTIINFLAMATORIOS (AINES)
http://www.dolor-pain.com/aines.html
2013-09-13

56. METABOLITOS SECUNDARIOS DE ESPECIES DEL
GENERO PIPER
http://www.hear.org/pier/commonnames/details/piper pelt

atum.htm
2013-09-13

57. NORMAS Y ESPECIFICACIONES DEL CONTROL DE
CALIDAD.
http://scielo.sld.cu/scielo.php?pid=S086403002002000300
012&script=sciarttext&ting=pt
2013-12-02

58. PARAMETROS DE EXTRACCION.
http://catarina.udlap.mx/u dl a/tales/documentos/Ipro/lop

ez a e/capitulol.pdf
2013-12-05

59. PLANTAS MEDICINALES CURATIVAS

http://www.jorgevaleranatura.com/plantas medicinales cu

rativas/s/usos propiedades.php?naturales=santa-maria
2013-11-09



http://www.dolor-pain.com/aines.html
http://www.hear.org/pier/commonnames/details/piper_peltatum.htm
http://www.hear.org/pier/commonnames/details/piper_peltatum.htm
http://catarina.udlap.mx/u_dl_a/tales/documentos/lpro/lopez_a_e/capitulo1.pdf
http://catarina.udlap.mx/u_dl_a/tales/documentos/lpro/lopez_a_e/capitulo1.pdf
http://www.jorgevaleranatura.com/plantas_medicinales_curativas/s/usos_propiedades.php?naturales=santa-maria
http://www.jorgevaleranatura.com/plantas_medicinales_curativas/s/usos_propiedades.php?naturales=santa-maria
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60. PLANTAS MEDICINALES.
http://catarina.udlap.mx/u_dl a/tales/documentos/laf/barra

nco | sl/capitulol.pdf
2013-12-05

61. PROCESO INFLAMATORIO
http://exa.unne.edu.ar/bioquimica/inmunoclinica/documen
tos/Clase_1-09-09_Inflamacion.pdf
2013-11-24

62. PROMOCION ETICA DE MEDICAMENTOS EN EL
ECUADOR

http://www.consumidoresandinos.com/documentos/campa

nas/3/estudios/medicamentosecuador.pdf
2013-10-01

63. PROPIEDADES DE LA CARRAGENINA
http://vri.cz/docs/vetmed/58-4-187.pdf
2013-11-29

64. RESULTADOS DE LA INFLAMACION AGUDA
http://www.cirugest.com/htm/revisiones/cir02-02/02-02-
01.htm
2013-11-28



http://catarina.udlap.mx/u_dl_a/tales/documentos/lqf/barranco_l_sl/capitulo1.pdf
http://catarina.udlap.mx/u_dl_a/tales/documentos/lqf/barranco_l_sl/capitulo1.pdf
http://exa.unne.edu.ar/bioquimica/inmunoclinica/documentos/Clase_1-09-09_Inflamacion.pdf
http://exa.unne.edu.ar/bioquimica/inmunoclinica/documentos/Clase_1-09-09_Inflamacion.pdf
http://www.consumidoresandinos.com/documentos/campanas/3/estudios/medicamentosecuador.pdf
http://www.consumidoresandinos.com/documentos/campanas/3/estudios/medicamentosecuador.pdf
http://vri.cz/docs/vetmed/58-4-187.pdf
http://www.cirugest.com/htm/revisiones/cir02-02/02-02-01.htm
http://www.cirugest.com/htm/revisiones/cir02-02/02-02-01.htm

65.

66.

67.

68.

69.
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SANTA MARIA (Piper peltatum)
http://www.hear.org/pier/commonnames/details/piper_pelt
atum.htm
2013-12-02

SOLVENTES PARA LA EXTARCCION
http://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/33632

/1/Celio-2011
2013-12-02

TAXONOMIA DE Piper peltatum
http://herbario.medellin.unal.edu.co/MEDEL/?controlador
=ShowObject&accion=show&id=8350
2013-08-12

TIPOS DE INFLAMACION
http://patologiafesc.webcindario.com/archivos/Capituloinf
lam3a%5B1%5D.pdf
2013-11-30

TOXICIDAD AGUDA
http://www.unc.edu/courses/2006spring/envr/132/001/Bot

ham 2004.pdf
20131211



http://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/33632/1/Celio-2011
http://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/33632/1/Celio-2011
http://herbario.medellin.unal.edu.co/MEDEL/?controlador=ShowObject&accion=show&id=8350
http://herbario.medellin.unal.edu.co/MEDEL/?controlador=ShowObject&accion=show&id=8350
http://patologiafesc.webcindario.com/archivos/Capituloinflam3a%5B1%5D.pdf
http://patologiafesc.webcindario.com/archivos/Capituloinflam3a%5B1%5D.pdf
http://www.unc.edu/courses/2006spring/envr/132/001/Botham%202004.pdf
http://www.unc.edu/courses/2006spring/envr/132/001/Botham%202004.pdf
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CAPITULO VIII

8. ANEXOS

ANEXO No.1 MATERIA PRIMA

FOTOGRAFIA No. 1 HOJAS SECAS Y TRITURADAS (Piper peltatum)
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ANEXO No.2 OBTENCION DEL EXTRACTO CON DISTINTOS SOLVENTES

FOTOGRAFIA No. 4 EVAPORACION DEL SOLVENTE ETANOLICO

FOTOGRAFIA No. 5 CONCENTRACION DEL EXTRACTO (Piper peltatum)
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ANEXO No.3 CONTROL DE CALIDAD DE LA DROGA CRUDA HOJAS SANTA MARIA (Piper
peltatum)

FOTOGRAFIA No. 7 DETERMINACION DE CENIZAS TOTALES

FOTOGRAFIA No. 9 DETERMINACION DE CENIZAS INSOLUBLES EN HCI
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ANEXO No. 4 CONTROL DE CALIDAD DEL EXTRACTO ETANOLCO HOJAS DE SANTA MARIA
(Piper peltatum)

FOTOGRAFIA No. 10 REQUISITOS ORGANOLEPTICOS

—

FOTOGRAFIA No. 11 SOLIDOS TOTALES

FOTOGRAFIA No. 12 INDICE DE REFRACCION

FOTOGRAFIA No. 13 pH
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FOTOGRAFIA No. 14 DENSIDAD RELATIVA
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ANEXO No. 5 TAMIZAJE FITOQUIMICO HOJAS DE SANTA MARIA (Piper peltatum)

FOTOGRAFIA No. 15 ENSAYO DE DRAGENDORFF

FOTOGRAFIA No. 16 ENSAYO DE WAGNER
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FOTOGRAFIA No. 17 ENSAYO DE MAYER

FOTOGRAFIA No. 18 ENSAYO DE SHINODA
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FOTOGRAFIA No. 19 ENSAYO DE LIEBERMAN BUCHARD

FOTOGRAFIA No. 20 ENSAYO DE CLORURO FERRICO
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FOTOGRAFIA No. 21 ENSAYO DE FEHLING

FOTOGRAFIA No. 22 ENSAYO DE SUDAN I
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FOTOGRAFIA No. 23 ENSAYO DE BORNTRAGER

FOTOGRAFIA N° 24 ENSAYO DE BALJET

FOTOGRAFIA No. 25 ENSAYO DE RESINAS
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ANEXO No. 6 CUANTIFICACION ESPECTROFOTOMETRICA PARA FLAVONOIDES TOTALES

FOTOGRAFIA No. 26 LECTURA DEL ESTANDAR RUTINA
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ANEXO No. 7 ANALISIS CROMATOGRAFICO PARA FLAVONOIDES

FOTOGRAFIA No. 27 CROMATOGRAFIA CAPA FINA PARA FLAVONOIDES
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ANEXO No. 8 ANALISIS CROMATOGRAFICO PARA ALCALOIDES

FOTOGRAFIA No. 28 CROMATOGRAFIA CAPA FINA PARA ALCALOIDES
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ANEXO No. 9 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE SANTA MARIA (Piper
peltatum). BIOTERIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. NOVIEMBRE 2013

FOTOGRAFIA No. 29 GRUPOS ALEATORIOS EXPERIMENTALES RATAS

FOTOGRAFIA No. 30 TOMA DE PESOS DE LOS GRUPOS EXPERIMENTALES
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FOTOGRAFIA No. 32 EXTRACTOS ADMINISTRADOS EN DIFERENTES CONCENTRACIONES

FOTOGRAFIA No. 33 ADMINISTRACION DE EXTRACTOS POR ViA ORAL
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FOTOGRAFIA No. 35 INDUCCION DEL EDEMA PLANTAR EN RATAS

FOTOGRAFIA No. 36 FORMACION DEL EDEMA PLANTAR EN RATAS
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FOTOGRAFIA No. 38 MEDICION DEL VOLUMEN DE LA PATA TRASERA DERECHA DE LA RATA
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ANEXO No 10 EVALU'ACION DE LA TOXICIDAD AGUDA DEL EXTRACTO ETANOLICO SANTA
MARIA (Piper peltatum). BIOTERIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.
NOVIEMBRE 2013

FOTOGRAFIA No. 39 EUTANASIA CON CO2

FOTOGRAFIA No. 40 DISECCION DE RATAS (Rattus norvegicus)
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ANEXO No. 11 ANALISIS MACROSCOPICO DEL ESTOMAGO, HIGADO Y RINONES DE
ANIMALES DE EXPERIMENTACION RATAS (Rattus norvegicus). BIOTERIO
DE LA FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. NOVIEMBRE 2013

FOTOGRAFIA No. 42 PESO DEL ESTOMAGO DE LAS RATAS (Rattus norvegicus)

FOTOGRAFIA N° 43 PESO DEL HIGADO DE LAS RATAS (Rattus norvegicus)



- 109 -

FOTOGRAFIA No. 44 PESO DEL RINON DE LAS RATAS (Rattus norvegicus)

FOTOGRAFIA No. 45 MEDICION DEL ESTOMAGO, HIGADO Y RINON DE RATAS (Rattus
norvegicus)

FOTOGRAFIA No. 46 ESTOMAGO, HIGADO Y RINON DE RATAS (Rattus norvegicus) EN FORMOL
10%
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ANEXO No. 12  EXAMEN HISTOPATOLOGICO DEL ESTOMAGO, HIGADO Y RINONES DE ANIMALES DE
EXPERIMENTACION RATAS (Rattus norvegicus). LABORATORIO HISTOPATOLOGICO
Dr. OSWALDO DUQUE ANDRADE. NOVIEMBRE 2013

FOTOGRAFIA No. 47 FIJACION DE PLACAS DEL ESTOMAGO, HIGADO Y RINON DE RATAS
(Rattus norvegicus)
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FOTOGRAFIA No. 48 EXAMEN HISTOPATOLOGICO DEL ESTOMAGO, HIGADO Y RINON DE
RATAS (Rattus norvegicus)
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ANEXO No. 13 RESULTADOS DEL VOLUMEN PROMEDIO DE LAS TRES REPLICAS DE EXTRACTOS
SANTA MARIA (Piper peltatum). BIOTERIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH. NOVIEMBRE 2013.

TIEMPO DE ADMINISTRACION 1 HORAS

R1 R R )¢ Desviacion
GRUPOS Volumen Volumen Volumen Volumen Estandar
(cm?) (cm?) (cm?®) (cm?)

GAB 2,11 2,44 2,63 2,39 0,26
GAP 3,59 3,47 3,68 3,58 0,11
GAN 3,5 3,21 3,77 3,49 0,28
GAE1l 3,55 3,42 3,42 3,46 0,08
GAE2 3,21 3,4 3,86 3,49 0,33
GAE3 3,55 3,59 4,23 3,79 0,38
GAE4 3,29 3,86 4,96 4,04 0,85
GAES5S 3,47 3,42 3,47 3,45 0,03

TIEMPO DE ADMINISTRACION 2 HORAS

Ri R Rs X Desviacion
GRUPOS Volumen Volumen Volumen Volumen Estandar
(cmd) (cmd) (cm?®) (cm?3)

GAB 2,11 2,44 2,63 2,39 0,26
GAP 2,61 3,26 3,26 3,04 0,38
GAN 4,94 4,83 4,96 4,91 0,07
GAE1l 4,84 4,92 4,94 4,90 0,05
GAEZ2 3,42 3,61 5,35 4,13 1,06
GAE3 5,48 5,22 4,71 5,14 0,39
GAE4 5.08 4,09 4.47 4,09 0,27
GAES5 3,89 3,64 3,68 3,74 0,13

TIEMPO DE ADMINISTRACION 3 HORAS
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R: R R )¢ Desviacion
GRUPOS Volumen Volumen Volumen Volumen Estandar
(cm?®) (cm?®) (cm?®) (cm?3)

GAB 2,11 2,44 2,63 2,39 0,26
GAP 2,79 3,06 3,06 2,97 0,16
GAN 5,19 5,08 6,03 5,43 0,52
GAE1l 5,76 4.33 4.83 5,76 0,66
GAE2 3,64 3,82 5,62 4,36 1,09
GAE3 5,48 5,47 4,71 5,22 0,44
GAE4 5,08 4.33 4.47 5,08 0,43
GAE5 3,89 3,86 4,36 4,04 0,28

TIEMPO DE ADMINISTRACION 4 HORAS

R1 R2 Rs X Desviacion
GRUPOS Volumen Volumen Volumen Volumen Estandar
em) M)  (©m)  (cm?)

GAB 2,11 2,44 2,63 2,39 0,26
GAP 2,79 3,06 3,06 2,97 0,16
GAN 5,47 4,33 6,32 5,37 1,00
GAE1l 4,96 4,58 5,08 4,87 0,26
GAE2 3,64 4,48 5,08 4,40 0,72
GAE3 5,48 4,97 4,71 5,05 0,39
GAE4 5,08 4,33 4.47 4,71 0,53
GAE5 3,68 3,64 4,36 3,89 0,40

TIEMPO DE ADMINISTRACION 5 HORAS

R; R2 R3 X Desviacion
GRUPOS Volumen Volumen Volumen Volumen Estandar

(cm’) (cm’) (cm?®) (cm®)
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GAB 2,11 2,44 2,63 2,39 0,26
GAP 2,79 3,06 3,06 2,97 0,16
GAN 5,75 4,09 6,03 5,29 1,05
GAE1l 4,47 4,58 5,35 4,80 0,48
GAE2 3,86 4,48 5,08 4,47 0,61
GAE3 5,22 4,72 4,71 4,88 0,29
GAE4 4,84 4,33 4,47 4,55 0,26
GAES 3,68 3,64 4,36 3,89 0,40

TIEMPO DE ADMINISTRACION 6 HORAS

R: R R )¢ Desviacion
GRUPOS Volumen Volumen Volumen Volumen Estandar
(cm?) (cm?) (cm?®) (cm?)

GAB 2,11 2,44 2,63 2,39 0,26
GAP 2,79 3,06 3,06 2,97 0,16
GAN 5,75 4,09 6,03 5,29 1,05
GAEl 5,48 5,08 5,89 5,48 0,41
GAE?2 4,09 4,71 5,35 4,72 0,63
GAE3 5,48 4,97 4.96 5,23 0,36
GAE4 4,84 4,33 4,47 4,55 0,26

GAE5 3,68 3,64 4,36 3,89 0,40




ANEXO No. 14
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METODOS DE EXTRACCION DISCONTINUA

Extracciones Temperatura Tiempo Solvente
discontinuas
Maceracién T ambiente Horas — dias Agua, mezcla
hidroalcoholicas,
glicerina
Digestion T > ambiente Horas — dias Agua, mezcla
hidroalcéholicas,
glicerina
Infusién T proxima a|1-2minutos Agua
ebullicion Hasta 30
T menos minutos
Decoccion T de ebullicion 15 -30 minutos | Agua
ANEXO No. 15 SOLVENTES UTILIZADOS PARA LA EXTRACCION
Agua Etanol Metanol | Cloroformo Eter Acetona
Antocianinas | Taninos Antocianinas | Terpenoides | Alcaloides | Fenol
Almidones Polifenoles Terpenoides | Flavonoides | Terpenoides | Flavonoles
Taninos Poliacetilenos | Saponinas Cumarinas
Saponinas Flavonoides | Taninos Acido
grasos
Terpenoides | Terpenoides | Lactonas
Polipectidos | Esteroles Flavonas
Lecitinas Alcaloides Fenonas
Polifenoles
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ANEXO No. 16 CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES TOTALES USANDO COMO PATRON LA
RUTINA EN CONCENTRACIONES DE 20, 40, 60, 80 Y 100 PPM. LABORATORIO DE
QUIMICA INSTRUMENTAL. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. SEPTIEMBRE

DEL 2013.
Concentracion (ppm) Absorbancia a 510 nm
20 0,222
40 0,435
60 0,647
80 0,86
100 1,073
Absorbancia a 510 nm
1,200 y =0,2127x +0,0093
1,000 // R?=1
0,800
0,600 / == Absorbanciaa 510 nm

0,400 /
_/ —Lineal (Absorbancia a
0,200 -

510 nm)

ABSORBANCIA

0,000
20 40 60 80 100

CONCETRACION ppm (ug de RUTINA/mL Extracto




