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RESUMEN

El propésito del trabajo fue comprobar la actividad antiinflamatoria del extracto de
Allpa atsera (Lepidium bipinnatifidum) mediante el test de edema inducido en ratas
(Rattus norvegicus), realizado en el laboratorio Fitoquimico de la Facultad de Ciencias
de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, con finalidad de dar una alternativa
frente al uso de farmacos antiinflamatorios. Para la evaluacion de la actividad
antiinflamatoria se realizé el control de calidad de la materia prima y del extracto de
Allpa atsera (Lepidium bipinnatifidum), el efecto antiinflamatorio se evalu6 en 22
ratas albinas de cepa Wistart de forma aleatoria se dividi6 en 6 grupos de 3 ratas cada
uno. Se administré por via oral 1 mL de las soluciones, GB (blanco), GN (control
negativo), GP (control positivo), grupos con el tratamiento: GE; (extracto etanélico
20% mas carragenina 1%), GE, (extracto etanélico 40% mas carragenina 1%) y GE;
(extracto etanolico 80% mas carragenina 1%). Se midié el volumen de inflamacion de
la pata derecha de la rata desde las 0 hasta las 6 horas, los resultados se analizaron con
el test ANOVA y Tuckey HSD con un intervalo de 95% de confianza. El anélisis de
toxicidad aguda con el extracto al 80% no present6 ninguna evidencia. Se concluye
que el extracto etandlico de Allpa atsera (Lepidium bipinnatifidum) al 80% tienen
actividad antiinflamatoria idéntica al Naproxeno sodico y es seguro. Se recomienda
elaborar un fitofarmaco del extracto de Allpa atsera (Lepidium bipinnatifidum) para

facilitar la administracion.
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SUMMARY

The purpose of the study was to test anti-inflammatory activity of the extract Allpa
atsera (Lepidium bipinnatifidum) by induced edema test in rats (Rattus norvegicus),
performing on the phytochemical laboratory Science Faculty of the Polytechnic
School of Chimborazo with the purpose of providing an alternative to the use of anti-
inflammatory drugs. To evaluate the antiinflammatory activity, quality control of raw
material and extract Allpa atsera (Lepidium bipinnatifidum) was performed, the
antiinflammatory effect was value at 22 albino rats of strain Wistart randomly they
were divided into 6 groups of 3 rats each. It was administered orally 1 mL of solution,
GB (White), NG (negative control) GP (positive control), treatment groups: GE;:
(etanol extract 20% plus 1% carrageen), GE;: (etanol extract 40% plus 1% carrageen)
and GE; (etanol extract 80% plus 1% carrageenan). Volumen swelling of the right leg
of the rat was measured fron 0 to 6 hours the results were analyzed with ANOVA and
Tuckey HSD test with a 95% confidence level. Analysis of acute toxicity extract 80%
presented no evidence. It is concluded that ethanol extract of Allpa atsera (Lepidium
bipinnatifidum) 80% have anti-inflammatory activity identical to naproxen sodium
and is safe. It is recommended that a phytodrug atsera Allpa extract (Lepidium
bipinnatifidum) to facilitate administration.
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INTRODUCCION

Las lesiones que se producen en los tejidos vascularizados produce varios sucesos,
que pueden ser dindmicos o complejos llamados en forma general inflamacion.
(CAMERON, Michelle. 2009). La inflamacion es una respuesta protectora que
interviene en la reparacion de los tejidos o vasos dafiados, mediante la destruccion o el
bloqueo del agente causal. Sin embargo, cuando el agente inflamatorio persiste,
provoca la destruccion tisular y la formacidn de tejido fibroso originandose un proceso
inflamatorio cronico. (KUMAR, Vinay y otros. 2008)

En ocasiones la inflamacion se oculta entre las causas mas importantes de muerte en el
mundo, con sus diversas formas y manifestaciones. Ademés, forma parte del
desarrollo de enfermedades que no pueden ser mortales, pero que producen
sufrimiento e incapacidad, dando paso a enfermedades degenerativas y a la basqueda

de tratamientos, como el uso de farmacos. (CASCALES, Maria y otros. 2007)

Por lo que hoy en dia el uso y el abuso de los farmacos, como los antiinflamatorios,
analgeésicos, y antipiréticos es tan amplio como, la cantidad de informacion que
recibimos anualmente sobre estos. (GOODMAN, Alfred y otros. 2003)

Siendo los antiinflamatorios no esteroides (AINES) los medicamentos mas utilizados,
debido a su efectividad comprobada como un desinflamatorio, que en ocasiones las
personas minimizan los efectos adversos que estos producen. Estos farmacos también
son utilizados como analgésicos para aliviar el dolor, ya sea intenso o moderada,
debido a que bloquea la biosintesis de las PG. (GOODMAN, Alfred y otros. 2003)

Los AINES como antipiréticos disminuyen la temperatura en estado febril, ya que las
isoformas de la ciclooxigenasa-2 intervienen en la termorregulacion. Sin embargo los
antiinflamatorios no esteroides tienen efectos adversos indeseables, siendo el més
frecuente las ulceras géstricas y problemas cardiacos, pero el abuso de los diferentes
antiinflamatorios puede producir dafios renales por su uso prolongado. (GOODMAN,
Alfred y otros. 2003)



Actualmente los AINES es un problema que se vive en paises (como América Latina)
que estan en vias de desarrollo. Investigaciones de la Asociacion de la Industria
Farmacoldgica Britanica mostraron que de los 315 millones de farmacos vendidos sin
receta médica el 35-40% eran para pacientes adultos mayores, es por ello que la falta
de informacion de los prescriptores y los usuarios en cuanto al uso de los
medicamentos y de sus potenciales efectos adversos constituyen un problema que
cada dia va creciendo. (GUILLEN, Gabriela y otros. 2014)

Como alternativa, las plantas medicinales, desde hace afios han sido empleadas para
tratar problemas relacionados con la salud. Utilizando las plantas como tratamientos
ya sea para calmar o para evitar las molestias, que produce una enfermedad.
(GOODMAN, Alfred y otros. 2003). En el Ecuador las causas de la utilizacion de
plantas medicinales estan relacionadas a varios factores, tales como la cotidianidad de
las personas, el coste de medicamentos efectivos y sobre todo los efectos secundarios
que producen ciertos medicamentos econémicos. (TORRE, Lucia y otros. 2008). Es

por ello, que la poblacidén Ecuatoriana requiere de otras alternativas terapéuticas.

Por lo cual se ha tomado como un tema de investigacion a la planta herbacea
Lepidium bipinnatifidum, es una hierba que crece anualmente, presenta una simple
raiz de 10 centimetros de largos sus hojas son alternas, pinnatilobadas, con una
inflorescencia en racimos, su fruto es alargado en capsula formados por dos carpelos.

Crece en verano y en laderas de cerros. (LINARES, Eliana. 1995).

Por su propiedad es utilizada en medicina indigena contra las hemorragias y se emplea
oliendola (LINARES, Eliana. 1995) y en infusién para la mala circulacién de las
venas del cerebro y para el dolor de cabeza. (MARIN, Bladimir. 2014). La Sra. Maria
Rosa Acero Zaruma de 42 afios de edad y la Sra. Maria Griselda Pizha Pinguil de 65
afios de la provincia del Cafar utilizan la Allpa atsera para aliviar los dolores del
sobreparto y otros dolores, al igual que en la provincia de Chimborazo la Sra.
Natividad Paca Paca de 69 afos de edad, ha utilizado con el mismo fin.

Por lo que ha hecho que priorice esta investigacion, en el estudio de la especie de
Lepidium bipinnatifidum por su empleo en problemas relacionados con procesos

inflamatorios.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. INFLAMACION

1.1.1. INTRODUCCION

Inflamacién es un nombre genérico que abarca una serie de reacciones en el tejido
conjuntivo vascularizado como un impulso a una agresion exogena o endogena. En
estas reacciones participan células y factores solubles, que son denominados
mediadores inflamatorios. (MARTIN, Duce. 2005)

La inflamacion y la inmunidad, son el mecanismo mas importante de defensa en la
supervivencia de organismos pluricelulares. Mediante la respuesta protectora a una
lesion celular. El estimulo que produce la lesion celular a la vez, es el desencadenante
de una inflamacidn, que esté orientada a la neutralizacion o eliminacion de la causa
inicial de la lesion. (ORDI, Jaume. 2012)

1.1.2. DEFINICION

La inflamacidn es una respuesta del organismo, frente a una agresion fisica, infecciosa
0 autoinmune, que produce una serie de reacciones contra el agente causal, para la
reparacion de tejidos o bazos dafiados producidos por estos, mediante la
identificacion, aislamiento y eliminacion del agente agresor. La reaccion
antiinflamatoria est4 formada por varias interacciones celulares. (KUMAR, Vinay y
otros. 2008)

Los procesos inflamatorios que se dan en el organismo, son medios de defensa contra
agentes agresores, que pueden desarrollar una respuesta o reacciones. A simple vista
se puede observar mediante los signos clinicos que son, edema, dolor y eritema.
(ROJAS, Montoya. 2004).
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La inflamacion se produce con la finalidad de:

a) Destruir, atenuar o mantener localizado al agente patogeno.

b) Iniciar una cadena de acontecimientos que ayuden a curar y a reconstruir el tejido
lesionado.

c) Evitar que las infecciones se propaguen de forma incontrolada.
(GUIAINFLAMACION. 2011)

Inductores ——> Sensores —> Mediadores —> Efectores

\

Exégenos Endogenos
. A . Derivados  Derivados Derivados  Derivados
Mrcmlnanos - mucrlobmnos celulares 1isullates plasmaticos MEC
PAMP Alergenos Macromoléculas  Cristales Factor XII Productos
Factores virulencia  Cuerpos extrafios Molec. preinflamat. Oxolipoprot.  degradacion
Gompuestes toxicos (AGE)
Hipoperfusion
Inductores sensores mediadores efectores
Lipopolisacaridos bacterianos ~ TLR4 TNF-1, IL-8, PGE2 endoteliocitos, leucocitos,
hepatocitos, hipotalamacitos...
Alergenos IgE aminas vasoactivas  endoteliocitos, lisomiocitos
Cristales - urato monosédico,o  NALP3 IL-1p endoteliocitos, leucocitos,
pirofosfato célcice deshidratade  (inflamasomay) hepatogitos, hipotalamacitos
Coligens Factor Hageman bradiquinina, coagul, endoteliocitos, lisomiocitos
fibrinol., C'

FUENTE: GARCIA, Pedro. Inflamacion. 2008

FIGURA No. 1 VIA INFLAMATORIA GENERICA

1.1.3. LAS CAUSAS Y LOS EFECTOS DE LA INFLAMACION

Las causas de una inflamacién son los mismos que producen lesiones en los tejidos:
ademas de las infecciones, que desde el punto de vista médico son las mas importantes
y frecuentes, que también producen reacciones inflamatorias, los agentes fisicos
(como radiaciones ionizantes, temperaturas extremas, etc.), traumatismos, agentes

quimicos (bases, acidos, etc.), tejidos necrosados, reacciones inmunoldgicas, cuerpos
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extrarios, etc. Siendo los gérmenes patdgenos una de las causas mas frecuentes de la
inflamacidn originada por una infeccién debido a la invasion de estos en el organismo.
(ORDI, Jaume. 2012)

Los efectos de la inflamacion son favorables, debido que eliminan el agente causal del
dafo o, al menos aislan, inactivan o bloquean. Otro efecto importante es la reparacion
de tejidos lesionados. Sin embargo, el proceso inflamatorio en ocasiones puede tener
efectos contraproducentes, por ejemplo; en algunos glomerulonefritis destruyen de
forma definitiva la compleja y delicada estructura de los glomérulos renales
produciendo insuficiencia renal. Por otra parte, una vez que ha sido reparada la lesion
por el proceso inflamatorio, pueden quedarse secuelas (como estenosis, retraccion,

predispuesto a padecer un nuevo dafio en la misma zona, etc.). (ORDI, Jaume. 2012)

Es por estos motivos que en determinados casos justifica la administracion terapéutica
o profilactica de medicamentos antiinflamatorios, con la finalidad de reducir y
prevenir posibles complicaciones. (ORDI, Jaume. 2012)

1.1.4. PROCESOS DE LA INFLAMACION

Los procesos inflamatorios puede ser sistémico o local.

Local: aqui participan los sistemas de la coagulacion, de Kininas y de complemento,
produciendo eliminacién de liquidos, vasodilatacion, hinchazon, aumento de la
temperatura y afluencia de células sanguineas hacia los tejidos lesionados. (ROJAS,
Montoya. 2004).

Sistémica: se da por cuadros febriles, aumento de proteinas del higado y leucocitosis.
También se da variaciones endocrinas, “aumento del catabolismo protéico y de la
gluconeogenesis”. En la Figura 2, se puede ver los componentes de la respuesta local

y sistémico del proceso inflamatorio. (ROJAS, Montoya. 2004).
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FUENTE: ROJAS, Montoya. 2004. INMUNOLOGIA

FIGURA No. 2 COMPONENTES DE LA RESPUESTA LOCAL Y SISTEMICO

1.1.5. FAGOCITOSIS

La fagocitosis y la liberacion de enzimas por los neutréfilos y macréfagos que
constituyen dos de los principales dos efectos beneficiosos de la acumulacion de
leucocitos en el foco de inflamacion. La fagocitosis se lleva a cabo a través de tres
pasos. (GUIAINFLAMACION. 2011)

1.1.5.1. Reconocimiento y fijacion

En ocasiones, los neutréfilos y los macréfagos reconocen y fagocitan bacterias y
cuerpos extrafios en ausencia de sueros, sin embargo, la mayor parte de los
microorganismos no son reconocidos hasta que no estdn recubiertos de factores

naturales denominados opsoninas.,que se unen a receptores especificos situados en
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los leucocitos, esta opsonizacion de particulas como bacterias incrementan de forma

importante la eficiencia de la fagocitosis. Las opsoninas mas importantes son:

a) El fragmento fc de la inmunoglobulina G.

b) EI C3b (componente del complemento).

c) Las proteinas plasmaticas de fijacion de carbohidratos(lecitinas).
(GUIAINFLAMACION. 2011)

1.1.5.2. Englobamiento

La fijacion de la particula opsonizada al receptor fc y r es suficiente para poner en
marcha el englobamiento, proceso que se intensifica de forma importante en presencia
de los receptores del complemento. Durante el englobamiento, el citoplasma emite
extensiones (PSEUDOPODOS) que rodean a la particula que va a ser fagocitada,
proceso que finalmente hace que la particula quede incluida completamente en el
interior de un fagosoma cuya membrana precede la membrana citoplasmatica de la
célula, posteriormente, la membrana limitante de esta vacuola fagocitica se fusiona
con la de un granulo lisosomal, de manera gque el contenido de este Gltimo se descarga
en el fagolisosoma. (GUIAINFLAMACION. 2011)

1.1.5.3. Destruccion o degradacion

El paso final en la fagocitosis de las bacterias es su destrucciéon y degradacién. La
destruccidn de las bacterias se consigue principalmente por mecanismos dependientes
del oxigeno a través del aumento de el consumo de oxigeno, la glucogendlisis, el
aumento en la oxidacion de la glucosa a través de la derivacion hexosamonofosfato, y
la produccién de metabolitos reactivos del oxigeno. Ademas por mecanismos
independientes del oxigeno como por la accion de sustancias contenidas en los
granulos de los leucocitos (proteinas bactericidas, la lactoferrina, la proteina béasica
principal y las defensinas). Tras su destruccion, las bacterias son degradas en el
interior de los fagolisosomas por accion de las hidrolasas acidas de los granulos
azurofilos. (GUIAINFLAMACION. 2011)
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1.1.6. CELULAS DE LA INFLAMACION

1.1.6.1. Mastocitos y basofilos

Los mastocitos y los basofilos son células provenientes de la misma familia que
contienen heparina, histamina y otras enzimas, estos se degranulan cuando se unen a
las inmunoglobulinas (IgE) especificas de superficie y el antigeno correspondiente de
hipersensibilidad. =~ También se origina la degranulacion cuando los
mastocitos/basofilos tienen relacion con definidas fracciones del complemento, como
por la accién de ciertos mediadores quimicos de la inflamacion que se encuentran

presentes en el foco inflamatorio y en traumatismos. (ORDI, Jaume. 2012)

1.1.6.2. Neutréfilos

Los neutrofilos son las primeras lineas protectoras contra los patdgenos, es por ello
que son células tipicas de la inflamacién aguda. Estas células tienen una vida corta
que circulan en la sangre unos pocos dias, atraviesan las paredes vasculares y se
trasladan por los tejidos en respuesta a los estimulos provenientes del foco originado
por gérmenes, tejidos lesionados u otras células inflamatorias.

El conjunto formado por los neutrofilos degenerados, gérmenes en el foco

inflamatorio y restos celulares necréticos forman el pus. (ORDI, Jaume. 2012)

La funcion de los neutrofilos es la eliminacion de tejidos destruidos y la fagocitosis de
bacteriana. La fagocitosis es la ingestion de particula y su posterior eliminacién por
parte de células viables. La fagocitosis se caracteriza morfologicamente por una

variedad de cambios celulares. (ORDI, Jaume. 2012)

a) Adhesion de la bacteria o particula previamente opsonizada.

b) Englobamiento de la bacteria o particula por expansiones pseudopddicas de la
superficie de los leucocitos.

c) Internalizacion de bacteria/particulas originandose una vacuola fagocitica en el
citoplasma de la célula fagocitica.

d) Unidn de los lisosomas citoplasmaticos con el fagosoma.

e) Desintegracion parcial o total de la bacteria o particula. (ORDI, Jaume. 2012)



1.1.6.3. Fibroblastos

Los fibroblastos son células que proliferan in situ en el foco inflamatorio, cuando la
inflamacion aguda y en especial la inflamacion cronica estan en fases avanzadas. Los
fibroblastos son importantes en las reparaciones de lesiones y son los responsables de
la cicatrizacion. (ORDI, Jaume. 2012)

1.1.6.4. Linfocitos y las células plasmaticas

Los linfocitos llegan al lugar de la inflamacion en escasa cantidad y cuando la
reaccion inflamatoria esta en fases avanzadas. Los linfocitos se movilizan por las
reacciones inmunoldgicas. Siendo los linfocitos de tipo T estimulados por
enfermedades granulomatosas, crénicas autoinmunes y por virus y los de tipo B son
predominantemente por infecciones bacterianas. Las células plasmaticas aparecen en
el foco inflamatorio ya en las fases avanzadas de la inflamacion aguda, siendo mas
prolifico en las inflamaciones de origen virica e inmunoldgica y en inflamaciones
cronicas. (ORDI, Jaume. 2012)

1.1.6.5. Las células endoteliales

Las células endoteliales forman un papel importante en la respuesta inflamatoria,
participan en fases diferentes. En la fase inicial, estd implicada en la emigracion y la
adhesion de los leucocitos y en fendmenos de trasudacién y exudacion de diferentes
células de la sangre y moléculas a los tejidos dafiados. En las etapas avanzadas, la
proliferacion de células endoteliales a partir de vasos préximos al sitio de la
inflamacion, ayudan a la restauracion de lesiones mediante la construccién del tejido
de granulacién. (ORDI, Jaume. 2012)
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FIGURA N° 3: RUTAS PRINCIPALES DE INFLAMACION ALERGICA

1.1.7. FASES DE LA INFLAMACION

Cuando los microorganismos entran en el organismo humano induce en éste a una

respuesta o reaccion inflamatoria cuyas propiedades dependen de:

— La patogenicidad del agente 0 microorganismo invasor.

— Capacidad de responder del organismo invadido. (ARIAS, Jaime. 1999)

El resultado de esta interaccion es verdaderamente una batalla y otras veces una
coexistencia casi pacifica, que en ocasiones se manifiestan respectivamente en dos
prototipos de respuesta inflamatoria que son: inflamacién aguada y crdnica. Estos dos
tipos de respuesta inflamatoria estan constituidos por tres diferentes fases: (ARIAS,
Jaime.1999)

— Fase nerviosa o inmediata: En esta fase predominan sintomas y signos nerviosos

sensitivos (como dolor, analgesia) y los motores (como contraccién y relajacion).
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— Fase inmune o intermedia: Esta fase se caracteriza por la invasion molecular
(edema), celular (celulas sanguineas) y bacteriana.

— Fase endocrina o tardia: En esta fase hay predominio del anabolismo y sobretodo
la reconstruccion tisular (regeneracion y cicatrizacion) si el cambio es favorable.

(ARIAS, Jaime.1999)

FASE DE LATENCIA O INFLAMATORIA
INJURIA

INFLAMACION

ALTERACION VASOCONTRICCION LIBERACION
ARQUITEC TURA REFLEJA MEDIADORES
CELULAR TRANSITORIA QuiMicos

l i k3 w v

VASIDILATACION HISTA MINA SEROTONINA

CAPILARES
LOCALES

l l v v w

HEMORRAGIA

PLAQUETARIA

PROLONGADAS

SANGRE EXPUESTA * RUBOR, ALTERACION  EFECTO SIMILAR  SEPARACION
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TEMPERATURA CAPILAR E HISTAMINA  ENDOTELIALES
i LOCAL
ACTIVACION l l l
FACTOR HAGEMAN * ACCIONES A ER
Sl des L * EDEMA INFLAMATORIAS PERMEAEILIDAD
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|
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BIOGQUIMICOS
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COMPLEMENTO CININAS PLASMINAS

MECANISMOS DE
COAGULACION

FUENTE: http://www7.uc.cl/sw_educ/ninoquemado/html/mod4/icicatriza.html

FIGURA N° 4: FASE INFLAMATORIA O DE LATENCIA

1.1.8. CLASIFICACION DE LA INFLAMACION

La inflamacion se clasifica como inflamacion aguda o inflamacion cronica,
dependiendo de los tipos de leucocitos que prevalecen en ella. En la inflamacion
aguda un primer signo que aparece habitualmente durante las primeras etapas de
infeccion, es la adhesion de neutrofilos a las células endoteliales que tapizan a los

vasos sanguineos pequefios. Luego, los neutréfilos insertan pseuddpodos entre las


http://www7.uc.cl/sw_educ/ninoquemado/html/mod4/lcicatriza.html
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células endoteliales y migran al espacio. Finalmente pasan hacia el sitio de la
inflamacion a través de la membrana basal. INGRAHAM, John y otros.1992)

INFLAMACION AGUDA RESOLUCION
+ Cambios vasculares * Eliminacion de los estimulos agresores
* Reclutamiento de neutrdfilos * Eliminacion de mediadores
* Mediadores y células inflamatorias agudas
- * Sustitucion de células lesionadas
* Funcidn normal

* Infecciones bacterianas
» Toxinas
» Traumatismo

* [nfacciones viricas
* [nfacciones cronicas

* Lesion persistente FIBROSIS
* Enfermedades autoinmunitarias + Pérdida de funcion
INFLAMACION CRONICA
+ Angiogénesis
* Infiltrado de células mononucleares
» Fibrosis (cicatriz)

FUENTE: http://belenjaymepatologia.blogspot.com/

FIGURA N° 5: TIPOS DE INFLAMACION

La inflamacién cronica tiene lugar mientras existan muchas infecciones persistentes,
caracterizada por un gran numero de linfocitos dentro del tejido. Los términos
inflamacion aguda e inflamacién crénica no son mutuamente excluyentes.
(INGRAHAM, John y otros.1992)
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1.1.8.1. Inflamacion aguda

La inflamacion aguda es una respuesta rapida del hospedador que se utiliza para
acercar a las proteinas plasmaticas y leucocitos como los anticuerpos, al lugar de la
infeccion. La inflamacién aguda normalmente dura no mas de dos semanas. Esta
inflamacion esta formada por tres componentes principales: (KUMAR, Vinay Yy otros.
2010)

— Cambios vasculares: alteracion del calibre de los vasos que producen el
incremento del flujo sanguineo (vasodilatacion) y aumento de la permeabilidad
vascular.

— Modificacion de la estructura: los microvasos proporcionan la salida de la
circulacion de los leucocitos y de las proteinas plasmaticas.

— Acontecimientos celulares: migracion de los leucocitos desde la
microcirculacion, depdsito de los mismos en el foco de la lesion y activacion para

la eliminacidon del agente lesivo. (KUMAR, Vinay y otros. 2010)
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FUENTE: http://resumenmedicina.blogspot.com/2012/04/inflamacion-aguda.html

FIGURA N° 6. INFLAMACION AGUDA
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- Signos de la inflamacién aguda

Los signos de la inflamacion aguda son los siguientes:

— Calor

— Enrojecimiento (rubor)
— Tumefaccion

— Dolor

— Pérdida de la funcion

Estos signos se dan de manera répida gracias a la respuesta vascular y a los
acontecimientos celulares que son caracteristicos de la inflamacién. La funcion
principal de estas alteraciones es lograr que los elementos del sistema inmune
alcancen el lugar de la lesion y prevenir lesiones posteriores. (ATUL, Anand. 2011)

Si la inflamacion continua dura més de cuatro semanas es denominada inflamacion
subaguda. La inflamacion crénica puede durar meses e incluso afios. (CAMERON,
Michelle. 2009)

1.1.8.2. Inflamacién cronica

La inflamacién crénica es crecimiento simultaneo de la inflamacién activa, la curacion
y la muerte del tejido. Patolégicamente la inflamacion crénica se caracteriza, por
producir una mayor destruccién tisular que en la inflamacion aguda y por la presencia
en el lugar de inflamacién de fendmenos reparativos que no pueden entrar a
completarse debido a la actividad inflamatoria y a la persistencia del agente causal.
(ORDI, Jaume. 2012)

La inflamacién cronica puede surgir en una de las dos vias: la primera sigue a la
inflamacion aguda, pudiendo ser el resultado de una persistencia del agente lesivo o
por una interferencia con la evolucion normal de curacién. La segunda es el resultado
de la respuesta inmune frente a un material extrafio (como una sutura o implanta), o
frente a un tejido huésped alterado, o como el resultado de una enfermedad
autoinmune (como artritis reumatoide). (CAMERON, Michelle. 2009)
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— Tejido de granulacion e infiltracibn mononuclear

La inflamacidn cronica esta marcada por:

a) Los linfocitos

b) Las células plasmaticas

c) Macrdfagos (para la fagocitosis); y ciertos macréfagos se dividen y forman
células gigantes multinucleadas. (ATUL, Anand. 2011)

Los macrdfagos del tejido inflamados se forman por transformaciones de monocitos
presentes en la sangre. EI nimero de macréfagos se incrementa de forma gradual
durante la inflamacion aguda hasta llegar a tener el tipo dominante en la cronica.
(ATUL, Anand. 2011)

Estos macrofagos se activan innumerables estimulos, incluyendo el interferon gama
(IFNYy), que es originado por los linfocitos activados. Los macrofagos van eliminando
de forma progresiva el tejido lesionado mediante fagocitosis y producen sustancias
bioldgicas activas que ayudan en la reparacién mediante fibrosis. Esto facilita la lenta
sustitucion del tejido lesionado por el tejido de granulacion. (ATUL, Anand. 2011)

1.1.8.3. Mediadores quimicos de la inflamacion

Distintos sistemas de mediadores inflamatorios interaccionan para producir
inflamacion. Pero ningun mediador quimico puede ser responsable de forma aislada
de ninguna caracteristica de respuesta inflamatoria.

Existen mecanismos reguladores en todos los sistemas de mediadores. (ATUL,
Anand. 2011)
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MEDIADORES FUENTE

Mediadores Histamina Mastocitos, basfilos, plaquetas
preformados Sefptoning Plaquetas
en grinulos secretores Enzimas lisosomales  Neutrofilos, macréfagos
~ Prostaglandinas Todos los leucacitos, plaquetas, CE
Leucotrienos Todos los leucocitos
; Factores activadores  Todos los leucocitos, CE
l e "
¥ IRE e de plaquetas Todos los leucocitos
Especles de oxigeno  Macrofagos
activadas Linfocitos, macréfagos, CE
Oxido nitrico
| Cttocinas
Activacion del [ Sistema cinina (bradicinina)
factor XII L Sistema de coagulacion/fibrindlisis
(factor Hageman)
PLASMA
Ca
Actvacién de Ca }anaﬁlatoxinas
complemento Cay
HIGADO Cap.9 (complejo de ataque de membrana)

(fuente principal)

FUENTE: http://slideplayer.es/slide/2343644/

FIGURA N° 7. MEDIADORES QUIMICOS.

- SISTEMA DEL COMPLEMENTO

Esta secuencia en cascada de las proteinas séricas abarca méas de veinte componentes;
el producto que es activado de una proteina activa a la siguiente. Este sistema se puede
activar de cuatro diferentes formas durante la respuesta inflamatoria aguda. (ATUL,
Anand. 2011)

1. Células necroticas liberan unas enzimas capaces de activar el complemento.

2. Los complejos antigeno-anticuerpo activan al complemento por la via clasica.

3. Las endotoxinas de bacterias gramnegativas activan al complemento por una via
alternativa.

4. Productos de los sistemas de las quininas y fibrinolitico activan el complemento.
(ATUL, Anand. 2011)
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QUININAS

Las quininas son pequefios péptidos vasoactivos (de unos 10 amino&cidos). ElI més
conocido es la bradiquinina. Realiza sus acciones aumentando la permeabilidad
vascular y provoca dolor. El sistema de las quininas es estimulado por el factor XII

activo de la coagulacién (que es el factor de Hageman). (ATUL, Anand. 2011)

ACIDO ARAQUIDONICO LEUCOTRIENOS Y PROSTAGLANDINAS

Durante la inflamacion aguda, los fosfolipidos de la membrana de los mastocitos y
neutréfilos se metabolizan para formar leucotrienos y prostaglandinas. La accion de
los farmacos antiinflamatorios (ejemplo aspirina, glucocorticoides, y farmacos
parecidos a la aspirina) se debe a su capacidad de inhibicion de la produccion de
prostaglandinas. (ATUL, Anand. 2011)

AMINAS VASOACTIVAS

Se refiere a mediadores de la inflamacion preformados que pueden ser liberados con
rapidez por las células inflamatorias. Por ejemplo las histaminas, que son liberados
luego de la desgranulacion de los mastocitos. La histamina produce aumento de la

permeabilidad vascular y vasodilatacion arteriolar. (ATUL, Anand. 2011)

CITOSINAS

Las citosinas son mensajeros quimicos que actian a una corta distancia (paracrina y/o
autocrina) mediante uniones a receptores especificos del exterior de las células diana.
Que incluye: (ATUL, Anand.2011)

— Linfocinas: citosinas que son producidas por los linfocitos.

— Monocinas: citosinas que son producidas por macréfagos/monocitos.

— Interleucinas: citosinas que actuan entre los leucocitos.

— Interferones: inhiben la replicacion de virus dentro de las células y activan a las

células citoliticas naturales (NK) y a los macréfagos.



— Factores de necrosis tumoral: destruye a las células tumorales, estimula el
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catabolismo del tejido muscular y adiposo, lo que provoca pérdida de peso.
— Factores de crecimiento (ATUL, Anand. 2011)

OXIDO NITRICO

El 6xido nitrico (NO) es un potente vasodilatador que es liberado de los macréfagos y
de las células endoteliales. Se origina por la accién de la sintasa del 6xido nitrico
sobre la L-arginina. El NO acttia como un regulador de la inflamacion, disminuyendo

de forma activa los efectos de otros mediadores proinflamatorios. (ATUL, Anand.

2011)
TABLA N°. 1 ACCIONES DE LOS MEDIADORES DE LA INFLAMACION
Origen Mediador quimico Accidn
Mastocitos, basofilos y Histamina Vasodilatacion arteriolar
plaquetas
Plaquetas Serotonina Similar accion
Neutrofilos. macrofagos Enzimashsosomales  Lesion tisular
Leucocitos y plaquetas Prostaglandinas Vasodilatacion
Lencocttos Leucotrienos Quimiotaxis, activacion d
levcocitos
Leucocttos Factoractivadorde  Quiniotais
Plaquetas Permeabilidad de Ia pared vascular
Especies activadas Lesion tisular
de oxigeno
Macrofagos Oxidonitrico Vasodilatacion
Activacion del factor XII  Coagulaciény Lestn tisular
(Hageman) fibrindlists
Activacion del complemento  Anafilotoximas Complejo de ataque
(c3ycia) de membrana

FUENTE.:http://gsdl.bvs.sld.cu/cgi-bin/library?e=d-00000-00-off-Ocirugia-0-10-0-0direct-10-4-0-1I-11-ru-50-20-about-00-0-1-0-11-1-

0gbk00&a=d&cl=CL1&d=HASHO1e891aleecb51a7923c6aff.5.2
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REPARACION

Cuando las causas de la agresion han desaparecido o han sido eliminadas por la propia
respuesta inflamatoria, se inician los procesos de reparacion. Estos procesos integran
la llegada a la zona de fibroblastos que van a proliferar y sintetizar colageno,
proliferacion de células epiteliales y proliferacion de vasos dentro de la herida.
(GONZALES, Bordés. y otros. 2010)

1.2. TRATAMIENTOS Y CUIDADOS UTILIZADOS EN PROCESOS DE LA
INFLAMACION

Una buena estrategia terapéutica frente a un proceso inflamatorio se debe enfrentar
desde dos puntos: por el un lado, tratamiento farmacol6gico general con
administracion de farmacos antiinflamatorios y por el otro lado con un plan de
cuidados. Los cuidados locales (como forma, tamafo, localizacién de la lesion,
infeccion, etc.) son de relevancia importante por su influencia directa en la evolucion

general del proceso inflamatorio. (MARTIN, Duce. 2005)
1.2.1. FARMACOS ANTIINFLAMATORIOS

Existen diferentes tipos de farmacos empleados en tratamientos de dolores ya sea leve
0 moderado, en especial los del musculosesqueléticos. Entre los antiinflamatorios mas
utilizados son: AIE: Antiinflamatorios esteroideos y AINES: Antiinflamatoios no
esteroideos. Las dos clases de farmacos producen sus efectos al inhibir la formacion
de eicosanoides. Sin embargo los AINES tienen la capasidad de inhibir la enzima
COX-1,2 (cicliooxigenasa), la que tiene menor probabilidad de producir efectos
adversos a nivel gastrico. (DANIEL, Horton. 2013)

1.2.1.1. ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEQOS (AINES)
Los AINES son un grupo heterogéneo de farmacos encargados de reducir la respuesta

inflamatoria. La actividad farmacologica posee un amplio espectro, siendo lo mas

relevante la inhibicion de la ciclooxigenasa (COX), tanto la tipo-1 como la tipo-2,
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evitando asi la produccion de prostaglandinas (PG). También inhibe la activacion de
las células proinflamatorias. (AGUILAR, Juan. y otros.2008).

Las prostaglandinas son sustancias mediadoras de la inflamacion, que son liberadas
por los leucocitos y por los tejidos lesionados. La liberacion de la prostaglandina
(PGF, y PGE;) provocan localmente vasodilatacion, aumento de la sensibilidad de las
terminaciones nerviosas y elevacion de la permeabilidad capilar. (JOVER, Alejandro.
y otros. 2003)

La isoenzima COX-1 es la responsable de mdltiples funciones celulares, como la
homeostasis vascular, citoproteccion gastrica, funcion renal y agregacion plaquetaria,
también esté presente en casi todos los tejidos. La isoenzima COX-2 es responsable de
ciertas funciones fisiologicas renales, del aparato reproductor y vasculares. Los
antiinflamatorios no esteroideos clasicos inhiben a los dos de modo inespecifico.
(AGUILAR, Juan. y otros. 2008)

i (, i Fosfolipidos

1 de membrana

| Fosfolipasa Qo ”
A2 -° |
‘ W
| o PGE2 PGD2 PGI2 TX
v A2
S \A/

T S TV b Leucotrienos
Acido araquidonico (Anafilotoxinas)

LIPO-0Xigenasa

FUENTE: MENDOZA, Patifio. Farmacologia médica. 2008

FIGURA N° 8: BIOSINTESIS DE PROSTAGLANDINAS Y LEUCOTRIENOS
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ACCIONES FARMACOLOGICAS DE LOS AINES

— Accion analgeésica: reduccion la susceptibilidad de los receptores del dolor.

— Accion antipirética: inhibicion de la sintesis de prostaglandina.

— Accion antiinflamatoria: inhibicion de la sintesis de prostaglandina.

— Accion antiagregante plaquetaria: inhibicion de la sintesis de tromboxano A..
(JOVER, Alejandro. y otros 2003)

EFECTOS SECUNDARIOS DE LOS  ANTIINFLAMATORIOS NO
ESTEROIDEOS (AINES)

Los efectos adversos mas comunes es la propension a Ulceras gastrointestinales,
pudiendo darse una anemia por las hemorragias. A excepcion de la ciclooxigenasa-2
(COX-2), que no produce Ulceras en el estomago. Los problemas que causan estos
antiinflamatorios en el estbmago se dan por dos mecanismos que son: (GOODMAN,
Alfred. y otros. 2003)

— Los farmacos ingeridos producen difusion retrograda del &cido estomacal.

— Lainduccidn al dafo a nivel tisular.

Otros efectos que producen estos farmacos son la alteracion en la agregacion
plaquetaria, problemas renales, un parto espontaneo, etc., debido al bloqueo de las
prostaglandinas. (GOODMAN, Alfred y otros. 2003).
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TABLA N° 2: CLASIFICACION DE LOS AINES

SALICILATOS

» Acerilados; dcido acetilsalicilico (AAS)

= No acetilados; acetilsalicilato de lisina, diflunisal, fosfosal v
salsalaro

MO SALICTILATOS
s Aridos arilcarboxilicos:

- Acidos antranilicos (fenamatos): dcido mefenamico y
meclofenamato

- Acidos nicotinicos: clonixinato de lisina, acido niflumico,
isonixina y momiflumato

o Acidos arilalcanoicos:

- Acidos arilpropidnicos: ibuprofeno, dexibuprofeno, keto-
prafeno, dexketoprofeno, naproxeno, Hurbiprofeno, buti-
bufeno, iburproxam y fenbufeno

- Acidos fenilacéticos: diclofenaco, aceclofenaco y fentia-
ZAC0

- Acidos heteroarilacéticos o pirrolacéticos: twolmetina y
ketorolaco

- Acidos indolacéticos: sulindaco. indometacina, acemeta-
cina y proglumetacina

o Acidos endlicos:

- Pirazolonas: metamizol, fenilbutazona y piracinobuta-
Fona

- Owicams: meloxicamn, piroxicam, lornoxicam y tenoxicam

= No acidicos:

- Maftilalcanonas: nabumerona

- Inhibidores selectiveos de COX-2 (bencenosulfonamidas)
+ De primera generacion: celecoxib
+ De segunda generacion: etoricoxib v lumiracoxib

FUENTE. AGUILAR Juan. Manual SERMEF de rehabilitacién y medicina fisica. 2008

1.2.1.2. ANTIINFLAMATORIOS ESTEROIDEQOS

Dentro de estos farmacos se encuentran dos grupos principales de corticoesteroides,
los mineralocorticoides y los glucocorticoides. Los glucocorticoides, como el cortisol
y la cortisona poseen una accion antiinflamatoria potente que son de gran utilidad en
varias enfermedades; como en la artritis reumatoide, el asma bronquial, las
enfermedades inflamatorias intestinales y afecciones inflamatorias de la piel.
(DANIEL, Horton. 2013)

Tiene importantes efectos inhibidores de las respuestas inflamatorias son

consecuencias de los efectos de los corticoesteroides que modifican la actividad de
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ciertos genes de respuesta a corticoesteroides. La accion antiinflamatoria es debido a

la consecuencia de:

— De la disminucion de la produccion de mediadores en la inflamacion aguda, en
especial de los Eicosanoides.

— Ladisminucion del nimero y la actividad de las células inmunocompetentes
circulantes, macrofagos y neutrofilos.

— Disminucién de la actividad de los macréfagos y fibroblastos involucrados en
estadios cronicos de la inflamacién. (DANIEL, Horton. 2013)

1.3.NAPROXENO

El Naproxeno es un derivado del &cido propionico, con los efectos clasicos de los
AINES. Es completamente absorbido en dos horas luego de su administracion oral
aunque su absorcion disminuye por los antibidticos y los alimentos. La vida media

plasmatica esta entre 12-15 horas. (TORRES, Luis. 2001)

CHs
‘. _OH

H;:,CMO O

FUENTE. GENNARO, Alfonso. Remington Farmacia. 2003

FIGURA N° 9: ESTRUCTURA DEL NAPROXENO

— Descripcién: es un polvo cristalino blanco, de sabor amargo, se funde
aproximadamente a 155°C, con un pK aparentemente de 4,15.

— Solubilidad: es totalmente soluble en agua a pH 8 0 més y es insoluble en agua
a pH 2, escasamente soluble en alcohol. (GENNARO, Alfonso. 2003)
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1.3.1. FARMACOCINETICA

El naproxeno sodico luego de ser administrado por via oral, es absorbido por
completo, y se unen a las proteinas plasmaticas. La vida media del naproxeno en el
plasma es de 14 horas y en personas de la tercera edad su cifra se incrementa dos
tantos, por lo que se les hace ajustes en la dosis terapéutica. El naproxeno es
eliminado como glucoronido a través de la orina al igual que casi todos sus
metabolitos son excretados. (GOODMAN, Alfred y otros. 2003).

1.3.2. EFECTOS ADVERSOS

Los efectos secundarios mas frecuentes son las ulceras gastroduodenal, perforacion y
hemorragia gastrointestinales. También producen efectos adversos en el sistema
nervioso central produciendo cefaleas, somnolencia, fatiga y depresion. Esta
contraindicado en personas con problemas de difusion renal, con dlceras
gastroduodenal, en personas con deshidratacion, en nifios menores de 12 afios, etc.
(DANIEL, Horton. 2013)

1.4. USO DE PLANTAS MEDICINALES

En la actualidad, los conocimientos tradicionales de las plantas medicinales y de
medicina tradicional han recobrado un lugar importante en paises desarrollados v,
sobre todo en paises en vias de desarrollo, como una alternativa para tratar
enfermedades y ante el uso de medicamentos oficiales u convencionales en atencion
primaria de la salud. (PONZ, Elizabet y otros. 2005).

El conocimiento de la subsistencia de las plantas medicinales se deriva de los
primeros intentos y errores humanos que intentaron utilizar las plantas. Hoy en dia el
consumo de plantas medicinales se ha extendido considerablemente alrededor del
mundo. (YANEZ, Gabriela y otros. 2014)

La organizacion mundial de la salud (OMS) estima que un 80% de personas de paises
en vias de desarrollo emplean tradicionalmente plantas medicinales en necesidades
primarias de salud. En general, la variedad de fauna y flora del Ecuador representan
un alto porcentaje de biodiversidad. (YANEZ, Gabriela y otros. 2014)
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Ecuador cuenta con centenares de plantas medicinales y aromaticas. Por ende en el
pais el uso de plantas medicinales estd inmerso en la cotidianidad de sus habitantes. Se
puede hallar grandes variedades de plantas con usos medicinales que se comercializa
en mercados de la Costa, Sierra y Amazonia. (YANEZ, Gabriela y otros. 2014)

Los problemas de salud y la dificil consecuencia de los medicamentos sintéticos han
llevado de nuevo a los pueblos a la busqueda de la medicina tradicional; es asi como
el conocimiento de las plantas medicinales ha vuelto a tener un auge acelerado y dia a
dia se ubica en un relevante lugar como una de las medicinas alternativas del futuro
que asegura seguridad, eficacia, bajos costos, siempre y cuando sea usado en forma

adecuado y por personal calificado. (FONNEGRA, Ramiro y otros. 2007)

En el Ecuador la mayoria de plantas medicinales (47%) se registrd en la categoria de
los sintomas. Es decir, en el Ecuador la mayoria de plantas medicinales se usan para
aliviar las manifestaciones de enfermedades que pueden ser 0 no diagnosticadas por el
tratante o enfermo; asi tenemos que el 13% de especies medicinales como las
Solanaceae, Astareceae y Malvaceae son utilizadas como desinflamantes en general.
(TORRE, Lucia y otros. 2008)

1.5. FAMILIA BRASSICACEAE

La familia Brassicaceae consta principalmente de hierbas y subarbustos, que en su
mayoria son anuales, tal vez sea esa la razon por la cual han recibido poca atencién
por parte de los investigadores. (MONSALVE, Cristhian y otros. 2003)

Las Brassicaceae comprenden tricomas simples, estrellados con mudltiples
ramificaciones o bifurcados. Tallos verdosos o coloreados, delgados, tipicamente
herbaceos, en ocasiones lefiosos, especies que cresen a grandes altitudes. Hojas de
morfologia variada, las caulinares, alternas o en ocasiones opuestas; las basales
comunmente dispuestas en rosetas; simples; con bordes enteros, ondeados, dentados o
diversamente partidos. (MONSALVE, Cristhian. 2003)
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Flores dispuestas en racimos terminales, cominmente desprovistos de bracteas,
hermafroditas, tetrameras. Sépalos 4; dispuestos en dos series; pétalos 4, de color
amarillos, blancos, rojos, lilas. Estambres 6; dispuestos en dos ciclos, el fruto de
morfologia variada, sus semillas de coloracion variada, el embrién camoso, rico en
aceites. (MONSALVE, Cristhian. 2003)

1.5.1. GENERO Lepidium

El género Lepidium comprende aproximadamente 175 especies, que se encuentran
distribuidas practicamente en todos los continentes, excepto en la Antartida, siendo
una de las especies mas grandes dentro de las cruciferas. Las especies de Australia,
Europa y América del Norte han sido estudiadas ampliamente, pero se tiene muy poca
informacion de las especies endémicas Andinas. (ARIAS, Angela. 2002)

1.5.2. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

En la Gltima década los cientificos han centrado su interés en la identificacion de los
compuestos activos presentes en una especie de Lepidium (como de la Lepidium
meyenii) el estudio llevado a cabo revelo que esta especie de Lepidium es un
importante deposito de diversos &cidos grasos (linoleico, palmitico y oleico, etc),
flavonoides, son pigmentos naturales que poseen efectos positivos como la accién
antioxidante que depende de las propiedades redox de sus grupos hidroxifenolicos y
eliminacion de radicales libres, compuestos fendlicos se les atribuye propiedades
diuréticas, hemostaticas, antiinflamatorias, astringentes y anticancerigenas. (GARCIA,
Jacquelin. 2010)

Las saponinas son muy frecuentes en los vegetales y presentan propiedades
antibacteriana, antimicotica, antiinflamatoria, antioxidante y anticancerigena. Las
saponinas también tienen la propiedad de disminuir la proliferacién celular de células

tumorales e inducen apoptosis. (GARCIA, Jacquelin. 2010)
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1.5.3. Lepidium bipinnatifidum (ALLPA ATSERA)
-  NOMBRES COMUNES DE Lepidium bipinnatifidum

Anuccara, anocara, chicchi, chiche, chichicara, chichira, mostacilla, mayo-mostaza.
(MONSALVE, Cristhian. 2003)

FUENTE. MONSALVE, Cristhian. Taxonomiay Distribucién de Familia Brassicaceae en la provincia Huaylas. 2003

FIGURA N°10: Lepidium bipinnatifidum

- DESCRIPCION

Sus raices son pivotantes y bien profundas, sus tallos postrados como una roseta, de
base lefiosa y ancha. Las flores dispuestas en racimo terminales y son pequefias,
pedunculos florales curvados y delgados, pétalos blancos, oblongos de 1.5 milimetros
de largo. Sépalos elipticos de color pdrpura o verdoso. Sus hojas son ovaladas y estan
dispuestas en roseta basal, sésiles, de 2 centimetros de ancho y 5 centimetros de largo,

sus semillas son de color claro anaranjado. (MONSALVE, Cristhian. 2003)

- HABITAT

De origen neotropical, de variedades de climas caracteristicos como calidos a boreales
0 secos de suelos de color pardo y calcicos. Se puede encontrar en los caminos, en
areas disturbadas o en pastizales o arbustos que se encuentran sobre laderas rocosas.
(MONSALVE, Cristhian. 2003



- 26 -

TABLA N° 3. CLASIFICACION BOTANICA DE ALLPA ATSERA

Especie Lepidium bipinnatifidum
Reino plantae

Phylum pagnoliophyta

Clase pagnoliopsida

Orden papparales

Familia brassicaceae

Género Lepidium

Epitelio Especifico bipinnatidum

FUENTE: http://www.biovirtual.unal.edu.co/ICN/?controlador=ShowObject&accion=show&id=58995

- USOS

La Allpa astera es utilizada como antiinflamatorio, disminuye los dolores en el parto
de una mujer cuando esta sufriendo mucho tiempo, antioxidante. (Acero, G. y otros.
1992). Estudios recientes han determinado que tiene propiedad oxitocica y
antihemorragica realizada por Ramirez Anchayhua, Huaman Natalia y Fajardo

Carmen (2013), de la Universidad Nacional “San Luis Gonzaga de Inca”.

- COMPOSICION QUIMICA DEL GENERO LEPIDIUM

Las plantas producen un gran numero de sustancias entre ellos los metabolitos
secundarios que son utilizados por las personas para tratar una variedad de
enfermedades. Aproximadamente el 25% de las drogas prescritas en el mundo se
originan de plantas y se ha estimado que el 60% de las drogas antiinfecciosas y
antitumorales son de origen natural. (GARCIA, Jacquelin. 2010)

Mucho de estos metabolitos secundarios han demostrado presentar acciones
farmacoldgicas y bioldgicas, siendo utilizados como agente quimioterapéuticos o es

utilizado para el desarrollo de medicinas modernas. (GARCIA, Jacquelin. 2010)

Los metabolitos secundarios presentes en plantas son elementos biolégicos como los

glucanos, acidos grasos polinsaturados, esteroles, los alcaloides, taninos y flavonoides
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(como la quercetina), varios de estos metabolitos secundarios han podido ser
detectados en un género de Lepidium. (GARCIA, Jacquelin. 2010)

1.6. ESTUDIOS INVIVO E INVITRO

Los estudios in vivo e in vitro han demostrado que los metabolitos secundarios como
los flavonoides pueden modular la actividad de las enzimas que intervienen en el
proceso de formacion de las células cancerigenas. En experimentos in vitro se ha
confirmado el papel protector de la quercetina, siendo el flavonoide de mayor ingesta
en la dieta humana, produciendo efectos de inhibicion frente a las células cancerigenas
de personas: en glandulas mamarias, region gastrointestinal, en colon, ovario y en
leucemia. (GARCIA, Jacquelin. 2010)

1.7. CARRAGENINA

La carragenina es un polisacérido, extraida de algas marinas de clase Rodoficeas, es
un hidrocoloide que contiene mezclas de sulfato de potasio, ésteres, amonio con
polimeros, sodio, calcio. Siendo tres copolimeros los mas importantes de la
carragenina y son; los iota-carragenina, kapa-carragenina y lambda-carragenina, esta
tiene mayor solubilidad por lo que se disuelve por completo cunado presentan iones
de calcio y potasio. Es por ello que son utilizados en Industrias farmacéuticas y
alimentos. (GENNARO, Alfonso. 2003)

La lambda-carragenina es utilizada en estudios de actividad antiinflamatoria en ratas,
por actuar como un estimulante quimico, ya que reacciona con la COX-2 produciendo
una respuesta proinflamatoria. La inflamacion producida por COX-2, es rapida que
puede aumentar de 10 a 80 veces mas a nivel basal, por produccion de la sintesis de
prostaglandina por el bloqueo selectivo del COX-1. Mientras que el COX-2 solo
“inhibe la biosintesis de prostaglandina”, siendo una propiedad para los AINE.
(GENARO, Alfonso. 2003)
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FUENTE: http://slideplayer.es/slide/1799755/

FIGURA N° 11: ESTRUCTURA QUIMICA DE LA CARRAGENINA

1.8. Rattus norvegicus (Rata)

Las ratas son una especie de roedores que comenzaron a producirse con el objetivo de
que sirvan de reactivos biologicos. Estos son roedores dociles, carifiosos que se dejan
manipular facilmente de color blanco, con las extremidades de las patas y el iris

rosaceas. (SAIS, Laureano y otros. 1983.)

TABLA N° 4. TAXONOMIA DE LA RATA (Rattus norvegicus)

Nombre cientifico Rattus norvegicus
Reino animalia

Clase aammalia

Familia muridae

Orden rodentia

Phylum chordata

Genero Rattus

Especie norvegicus

FUENTE: HERNANDEZ, Yesica. Manejo y sujecion de roedores utilizados en el laboratorio. 2009

La utilizacion de los animales de laboratorio en investigaciones biomédicas
representan un elemento importante en el desarrollo de nuevos avances en prevencion
y tratamientos de enfermedades no transmisible y transmisible. (HERNANDEZ,
Silvia. 2006)
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Estos animales para la investigacion son reactivos biologicos, por lo que su pureza
debe ser controlada, vigilada y contrastada, al igual que un reactivo sin descuidar su
posible contaminacion bidtica. Por lo que se requiere la produccion de animales
“definidos o estandarizados” con caracteristicas sanitarias y genéticas bien definidas,
criados en un ambiente controlado respetando los requerimientos de la especie, con un
correcto cumplimiento del bienestar animal y de los
investigacion: “Rs”. Reducir, Remplazar y Refinar. (HERNANDEZ, Silvia. 2006)

principios éticos en la

Estos son los fundamentos para una inteligente y racional estrategia para minimizar el
uso de animales y las causas de dolor y de diestres. Por lo que los proyectos de
investigacion que requieren el uso de animales de laboratorio deben realizarse con
ndmeros minimos necesarios de animales que permitan obtener resultados
cientificamente confiables. (HERNANDEZ, Silvia. 2006)

TABLA N° 5. DATOS FISIOLOGICOS DE LA RATA (Rattus norvegicus)

EVENTOS DATOS
Frecuencia | 66 - 144 por minuto
respiratoria
Frecuencia | 250 - 600 por minuto
cardiaca
Temperatura | 35.9 —37.5°C
corporal
Consumo de | 15 - 30 g por dia, 0 5 - 6 g por cada 100 g de peso
alimento corporal, por dia de (Pellets)
Consumo de | 24 - 60 ml por dia, 0 10 - 12 ml por cada 100 g de
agua peso corporal por dia (agua potable ad libitum)
Peso Macho adulto: 300 -500 g
Hembra adulta: 200 — 400 g
Recién nacido: 5 ¢
NUmero de | 42
cromosomas
Orina Amarilla y transparente
Heces Color marrén, duras y alargadas con extremos
redondeados.
Duracion de | 2.5 — 3.5 afios de vida
vida

FUENTE: HERNANDEZ, Yesica. Manejo y sujecion de roedores. 2009
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- DETERMINACION DEL SEXO DE LA RATA

La determinacion del sexo se evalua a traves de la distancia entre el ano y la papila
genital (anogenital), generalmente es mayor en el macho que en la hembra. En ratas
adultas machos, sus testiculos resalta prominentemente debajo de su cola.
(HERNANDEZ, Silvia. 2006)

TABLA N° 6: CICLO BIOLOGICO

EVENTO DATOS
Gestacion 21- 22 dias
NUmero de las crias 6 -8 (E), menor a 6 (C)
La lactancia Durante 21 dias
El peso al destete 40-60g
Edad a la pubertad 70 — 80 dias
La madurez reproductiva 65 a 110 dias
Via productiva 365 dias
Peso del adulto 20a 5009
Ciclo estral 4 a5 dias
Duracion del estro 14 horas
Longevidad 2.5 afios
C = animales consanguineos Cepas
E = animales exogamicos Estirpe

FUENTE: HERNANDEZ, Yesica. Manejo y sujecion de roedores. 2009
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TABLA N° 7: REQUISITOS AMBIENTALES DE LAS RATAS

EVENTO DATOS
Humedad relativa 60 %
Temperatura 20-24°C
Luz/oscuridad 12 — 14/10 — 12 horas
Ventilacion 10 — 15 (cambios/hora)

Dimensiones minimas del suelo al de sus cubetas

Altura minima de la cubeta 14 cm
Adulto alojado individualmente 350 cm
Animal con crias 800 cm

FUENTE: HERNANDEZ, Yesica. Manejo y sujecion de roedores. 2009

1.9.TOXICIDAD AGUDA

Esta prueba tiene como objetivo determinar los efectos adversos de una sustancia
quimica tras la administracion por via oral o cutanea de una sola dosis o dosis
repetida. Comdnmente, el punto final de estudio es la muerte del animal, la toxicidad
aguda es expresada por Dosis Letal 50 (DL50), que representa la dosis de la sustancia
que provoca la muerte de un 50 % de los animales empleados en el experimento y
permite establecer la potencia de toxicidad de la sustancia, el otro 50 % que
sobreviven es sacrificados para la determinacion de diferentes pardmetros de tejidos y
6rganos. (MENDOZA, Patifio. 2008)

La observacion de los animales se realiza después de la administracion de la sustancia
y dura hasta 14 dias, posteriormente los animales son sacrificados y autopsiados para
la observacién de efectos locales. (MENDOZA, Patifio. 2008)

En teoria, el test DL50 facilita informacién de la cantidad de sustancia necesaria para
tener efectos no deseados en las personas. Los resultados obtenidos de este test varian
notablemente debido a las diferentes variables, como la cepa, el peso, la especie
animal, la edad, el sexo, la dieta, el estado de salud, si el animal ha pasado un periodo
de ayuno antes de la realizacion del test, el método de administracion, el tipo de jaula,
la temperatura del estabulario, etc. (ANIMANATURALIS. 2009)
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. LUGAR DE INVESTIGACION

La presente investigacion se realizé en los siguientes laboratorios:

- Analisis del control de calidad de droga cruda: en el laboratorio de
Fitoquimica y analisis instrumental de la Escuela de Bioquimica y Farmacia,

Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

- Evaluacioén de la Actividad antiinflamatoria: en el Bioterio de la Escuela de
Bioquimica y Farmacia de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior

Politécnica de Chimborazo.

- Anélisis histopatologico: en el Laboratorio Histopatoldgico de SOLCA de la

ciudad de Riobamba.

2.2. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

2.2.1. MATERIA PRIMA

La materia prima (hojas, tallos, flores y frutos), de Allpa atsera (Lepidium
bipinnatifidum), fue recolectada en la provincia del Cafar, Cantén el Tambo,
Parroquia el Tambo, Comunidad Chuichun que se encuentra a una altitud de 2.366
metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m), con un clima templado y una temperatura
de 14 °C. (INIAP. 1995)



2.2.2. REACTIVO BIOLOGICO

Para el estudio in vivo de la actividad antiinflamatoria de Allpa atsera (Lepidium

bipinnatifidum) se utilizaron ratas (Rattus norvegicus).

2.2.2.1. Descripcion

Nomenclatura: Crl. (WI) BR

Lugar de nacimiento: Bioterio de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

Edad: 3 — 4 meses
Peso promedio: 187 — 232 g
Sexo: Machos

2.2.2.2. Condiciones Ambientales

- Temperatura: 22 £ 2 °C

- Periodo: 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad

- Humedad: 40 — 70 %

- Alimento: Agua ad libitum y balanceado para roedores de forma de pellets

(15g)

- Cama: con viruta cambio cada 48 horas

2.2.3. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS PARA EL ANALISIS DEL

VEGETAL

MATERIALES

- Vasos de precipitacion 50, 250,
500 y 1000 mL

- Probetas de 10, 25, 50 mL

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

Pipetas volumétricas 1, 5 y 10
mL

Piseta

Varilla de agitacion

Tubos tapa rosca

Erlenmeyer de 250 mL



- Embudo simple

- Tripode

- Crisol

- Capsulas de porcelana
- Mortero con pistilo

- Matraces

- TermOmetro

- Reverbero

Mangueras

Papel filtro

REACTIVOS

- Carragenina al 1%

- Agua destilada

- Alcohol al 96 °

- Suero fisiologico

- Eter dietilico

- Naproxeno sédico 550 mg
- Coloroformo

- Alcohol amilico

- Acido clorhidrico

- Acido sulfarico

- Reactivo de Wagner
- Reactivo de Sudan I11

- Reactivo de Dragendorff

EQUIPOS

Rotavapor (HEIDOLPH TYPE
HEIZBAD HEI-V)
Mufla (Optic lvymen System)

Balanza analitica (Boeco)
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- Papel aluminio

- Envases estériles de vidrio

- Jeringuillasde 1y 3 mL

- Cénula

- Mascarillas, guantes y cubre
zapatos

- Algodén

- Cinta métrica

- Jaulas para ratas

- Bebederos para ratas

- Dietil amina

- Reactivo de Mayer
- Reactivo de Baljet

- Reactivo de Fehling
- Hidroxido de sodio
- Magnesio metalico
- Cloruro férrico

- Amonio 5%

- Solucién de carbonato de calsio
- Acetato de etilo

- Sulfato de cerio

- Tolueno

- Formol 10%

- Estufa (Memmert)
- Espectrofotometro
- pH-metro

- Refractometro
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2.3. METODOS Y TECNICAS

2.3.1. RECOLECCION DE LA MATERIA VEGETAL

La materia prima (hojas, tallo, flores y fruto), de Allpa atsera (Lepidium
bipinnatifidum), fue recolectada de la Provincia del Cafiar de la Comunidad de
Chuichun que se encuentra a 2.366 m.s.n.m, un clima templado y temperatura de 14
°C. (INIAP. 1995). La época del afio en la que se recolecto el material vegetal fue en

verano.

Se selecciono las hojas, tallos, flores y frutos que estén en buenas condiciones y se
eliminaron las partes aéreas deterioradas, la planta se lavd con abundante agua y se
procedio a secar a temperatura no mayor a 30 £ 5 °C, para evitar el deterioro de algun

compuesto quimico presente en las partes de la planta.

2.3.2. LIMPIEZA Y DESINFECCION DE LA MATERIA VEGETAL

La materia vegetal como las hojas, tallos, flores y fruto de Allpa atsera (Lepidium
bipinnatifidum), después de su recoleccion fueron sometidas al proceso de limpieza y

desinfeccion de la siguiente manera:

- Se eliminaron las partes aéreas deterioradas basandose en el color y el estado
fisico de la planta.

- Las hojas, tallos, flores y fruto de la materia vegetal fueron sometidas a la limpieza
y eliminacion de impurezas sumergiéndolas en agua clorada.

- Se procedi6 al secado del material vegetal con una temperatura de 20 £ 2°C, en un
lugar cerrado con ausencia de luz.

- Se pulverizo y se almaceno en bolsas plasticas en condiciones adecuadas, en

ausencia de luz y humedad.
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2.3.3. EXTRACCION DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS DE ALLPA
ATSERA (Lepidium bipinnatifidum) PARA EL ESTUDIO
FARMACOLOGICO

En la extraccion de los metabolitos secundarios de Allpa atsera (Lepidium
bipinnatifidum) y evaluacién de la actividad antiinflamatoria se realiz6 mediante la
metodologia de la norma ramal de Salud Pablica (NRSP) 311, descrita por Flores,
Enriquez (2008). Para lo cual la materia prima fue recolectada en condiciones

adecuadas y sometidas al proceso de limpieza y desinfeccion.

Para obtener el extracto etanolico se pesé 50 gramos de Allpa atsera seco pulverizado,
se colocd en un recipiente de vidrio &mbar con 530 mL del solvente (alcohol al 96%)
hasta que cubra por completo la planta, posteriormente se dejo macerar en un lugar
oscuro a temperatura ambiente (20 £ 2 °C) y con agitacion.

Posteriormente el extracto se filtro y se colocd en un envase &mbar de vidrio, luego se
concentré en el rota vapor hasta evaporacion del solvente obteniendo un extracto

blando.

En la preparacion de las muestras se pes6 4.523 g del extracto blando y se
reconstituyo con Tween 80 al 1% mas agua destilada (3:22) (v/v en mL), obteniendo
el extracto madre (Em), del cual se tomé 2 mL, 4 mL y 8 mL aforado en un bal6n de

10 mL con agua destilada para la obtencion del extracto al 20%, 40% y 40%.

Para la preparacion del Naproxeno sédico se pesé 0,06 g y se aforo a 10 mL con
Tween 80 al 1% mas agua destilada (1:9) (v/v en mL), para su posterior

administracion por via oral a los animales de experimentacion.

2.3.4. CONTROL DE CALIDAD DE LA MATERIA PRIMA

Para el control de calidad de la materia vegetal se realiz6 tomando en cuenta las
Normas Ramales para Drogas Crudas y Tinturas. NRSP 309,311 y 312 MINSAP
1992.

Para el analisis del control de calidad de la droga cruda se realizaron las pruebas

siguientes:
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- Contenido de la humedad: mediante el método gravimétrico (perdida por
desecacion en la estufa).

- Cenizas totales: se determind mediante el método gravimétrico (determinacion
en seco).

- Cenizas solubles en agua: se determind mediante el método de la calcinacion.

- Cenizas insolubles en acido clorhidrico (HCI): se determind mediante el

método de calcinacion.

2.3.5. CONTROL DE CALIDAD DE LOS EXTRACTOS

2.3.5.1. Parametros de calidad cualitativo del extracto etanodlico

Para la realizacion del control de calidad se baso de acuerdo a las Normas Ramales.
Drogas crudas. Extractos y tinturas. NRSP 309, 311 y las 312. MINSAP 1992. Para la

determinacion de los parametros de calidad.

— Los requisitos organolépticos
— El indice de refraccion

— Ladensidad relativa

— El pH de los extractos

— Los Sdlidos totales (método gravimétrico)

2.3.6. TAMIZAIJE FITOQUIMICO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Para la realizacion del Tamizaje Fitoquimico se basé de acuerdo a las Normas
Ramales. Drogas crudas. Extractos y tinturas. NRSP 309, 311 y las 312. MINSAP

1992. Para los siguientes analisis:
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TABLA No. 8 TAMIZAJE FITOQUIMICO DEL EXTRACTO DE ALLPA ATSERA (Lepidium
bipinnatifidum)

METABOLITOS SECUNDARIOS ENSAYO
Dragendorff
Alcaloides Wagner
Mayer

Taninos y Fenoles

Cloruro férrico

Triterpenos y Esteroides

Lieberman-Buchard

Flavonoides Shinoda
Antocianidinas

Saponinas Espuma
Compuestos grasos Sudan 11

Azucares reductores Fehling
Catequinas Catequinas
Quinonas Borntrager

Resinas Resinas

Cumarinas Baljet

Mucilagos Mucilagos

Principios Amargos

Prin. Amargos

ELABORADO POR: PENIDA, DIANA

2.4. ANALISIS CROMATOGRAFICO

Para la identificacion de flavonoides y de alcaloides se realiz6 mediante la técnica de

cromatografia de capa fina de WAGNER, Hildebert y otros (1996).

2.4.1. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA PARA FLAVONOIDES

— Procedimiento

Para la cromatografia se uso el extracto etanolico concentrado en el rota vapor, para el
cual se utilizé un medio de corrido compuesto por: los solventes: Tolueno: Acetato de

etilo. (90:13.5), Adsorbente: Silica gel 60 F,s4 y se revel6 con sulfato de cerio. Se
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observd las manchas en la lampara luz Ultravioleta (UV a 365nm) marca

Aoguang/oem.

2.4.2. ANALISIS CROMATOGRAFICO PARA LOS ALCALOIDES

- Sistema de solventes: Tolueno: Acetato de etilo: Dietilamina. (17.5: 5: 2.5)
- Adsorbentes: Silica gel 60 Fys4

- Revelador: Reactivo de Dragendorff

CALCULDO:

¢ espacio recorrodo de la muestra

espacio recorrido del solvente

2.5.CUANTIFICACION ESPECTROFOTOMETRICA PARA LOS
FLAVONOIDES TOTALES EXPRESADOS COMO PORCENTAJE DE
RUTINA

El analisis de la cuantificacion de flavonoides fue determinado en el extracto etanolico

por espectrofotometria UV- visible, segun la metodologia de Shin et al.

- Tomar una alicuota de 500 uL del extracto etandlico y colocar en un tubo que
contiene 400 pL de agua bidestilada.

- Afadir 38 puL de NaNO, al 5% p/v, tapar, homogenizar y dejar durante 5 minutos
en reposo a temperatura ambiente.

- Afadir 38 pL de AlCl;al 10% p/v, tapar, agitar y dejar por 6 minutos en reposo a
temperatura ambiente.

- Afadir 250 pL de NaOH 1M y se completa con un volumen final de 1250 pL con
agua bidestilada.

- Las absorbancias de las reacciones se midieron inmediatamente a 510 nm en el
espectrofotometro UV — visible.

- La concentracion de los flavonoides se estableci6 empleando una curva de

calibracién con el estandar de rutina a las diferentes diluciones.
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- Se expresaron los resultados como miligramos de rutina por gramo de tejido
vegetal. (MUNOZ, Marisol. 2014)

2.6. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE ALLPA ATSERA (Lepidium bipinnatifidum)
MEDIANTE EL EDEMA PLANTAR INDUCIDO POR CARRAGENINA

La actividad antiinflamatoria del extracto de Lepidium bipinnatifidum, se analiz6 en
un lote de 18 ratas (Rattus norvegicus) albinas de la cepa Wistar en machos de 3 - 4
meses de edad y con un peso promedio de 187-232 g de peso. Procedentes del
Bioterio de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

Para la evaluacion de la actividad antiinflamatoria se distribuyeron lotes de 18 ratas y
se dividieron en 6 grupos de 3 ratas seleccionados aleatoriamente. Luego de
seleccionarles se les ubico de forma individual en cada caja plastica con su

correspondiente etiqueta, para su posterior administracion.

2.6.1. PERIODO DE ACONDICIONAMIENTO Y AMBIENTACION

Para la investigacion se ambienté a todos los grupos a las mismas condiciones de
alimentacion, ambientales y a la manipulacion, siguiendo el protocolo investigativo

como:

Temperatura: 22 + 2°C,

Humedad: 40 — 70 %

Fotoluminiscencia: 12 horas de luz y 12 horas de obscuridad
Ruido: ausencia

Alimentacion: dieta equilibrada Pellets y Ad libitum

Periodo de tiempo: por 7 dias

2.6.2. MODELO EXPERIMENTAL

Para la investigacion se utiliz6 18 ratas a las cuales se dividio aleatoriamente en 6

grupos de 3 ratas, que se utilizaron como: Blanco, Control Positivo, Control Negativo
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y Grupos para el Experimento neto, como se ve en la tabla N° 9, que indica el ensayo
de la actividad antiinflamatoria del extracto de Allpa atsera (Lepidium bipinnatifidum)

realizado a cada grupo con tres repeticiones.

La Carragenina (1%) se inyecta 0.05 mL en la aponeurosis plantar de la pata posterior
derecha después de unos 30 minutos de la administracion de los diferentes extractos a
evaluar. El vehiculo utilizado fue Tween 80 al 1% y agua destilada, al grupo control
(GB) se le administro el vehiculo, grupo denominado control positivo, se le administro
el medicamento (Naproxeno sédico 550 mg (7mg/kg)) y a los grupos 1, 2 y 3 (GE;,
GE,, GE3) se les administro los extractos etandlico a diferentes concentraciones.

TABLA No. 9 DENOMINACION DE LOS GRUPOS EXPERIMENTALES

GRUPQOS REPETICIONES
GB R; R2 Rs
GN R: R» Rs
GP R1 R> R3
GE; R1 R> Rs
GE, R1 R, Rs
GE3 R1 R, R3

ELABORADO POR: PENIDA DIANA. 2014

DONDE:

GB: Grupo Experimental Blanco: Administracion del vehiculo.

GN: Grupo Experimental Negativo: Administracion de carragenina (1%) 0.05mL.
GP: Grupo Experimental Positivo: Administracion Naproxeno sodico 550mg
(7mg/kg).

GE;1: Grupo Experimental 1 Extracto Etandlico al 20%

GE;: Grupo Experimental 2 Extracto Etandlico al 40%

GEj3: Grupo Experimental 3 Extracto Etanolico al 80%
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2.6.3. MODELO DE INFLAMACION (EDEMA PLANTAR INDUCIDO POR
CARRAGENINA)

Ensayo mediante la prueba del edema a la Carragenina segin Winter. (SARAVIA,
Amarallis. 2005)

Para el andlisis de experimentacion las ratas fueron puestas en ayuno de 12 horas para

que no hubiera una interferencia entre el alimento y los extractos.

Se separaron 6 lotes de 3 ratas cada uno, se etiquetd y midio los volimenes plantares

iniciales de las patas derechas con una cinta métrica.

Se administr6 1 mL del vehiculo (Tween 80 al 1% mas agua destilada) por via oral al
grupo control (GB). Al grupo control positivo (GP) se le dio Naproxeno sédico 550
mg (7mg/kg) por via oral. Al grupo control negativo (GN) se inyectd carragenina al
1% en suero fisioldgico 0.05 mL en la aponeurosis plantar de la pata posterior
derecha, 20 minutos después de la administracion de la sustancia. Al grupo
experimental 1 (GE;): 1 mL del extracto al 20% via oral, al grupo experimental 2
(GE2): 1 mL por via oral del extracto al 40% y al | grupo experimental 3 (GE3): 1 mL

del extracto al 80% por via oral veinte minutos antes de producir la inflamacion.

Después de veinte minutos se administrd a los 5 grupos, carragenina (al 1% disuelto
en solucion fisiolégica) 0.05 mL en la aponeurosis de la pata derecha de cada animal
experimenta. Luego se realiz6 las mediciones con la cinta métrica del volumen plantar
alaoO, 1, 2, 3, 4,5, 6 horas. Con los resultados que se obtuvieron se analizé el
porcentaje de inflamacion e inhibicion de la reacciéon inflamatoria de carragenina.
(SINANI, Gladis. 2009)

2.6.4. TRATAMIENTO

Se emplearon los extractos al 20%, 40% y al 80%. Para la evaluacion de la actividad
antiinflamatoria del extracto de Allpa atsera (Lepidium bipinnatifidum) en ratas y se
administro por via oral los extractos, empleando una jeringa con una canula que sirve

como sonda orogastrica. Después de producir la inflamacion con 0.05 mL de
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carragenina al 1% en la aponeurosis plantar derecha, se midio el volumen (largo y

ancho) de las plantas posteriores desde: 0, 1, 2, 3, 4, 5y 6 horas.
- Calculo del volumen de inflamacion:

FORMULA

md?h
V—

Doénde:

V = Volumen de inflamacion de la pata de la rata.
I[1=3.14
d = Diametro de la pata derecha.

h = Largo de la pata.

Los resultados obtenidos se determinan como porcentaje de inhibicién y se calcul6 de

la siguiente manera:

FORMULA

%uz%xmo

Donde:
% | = Porcentaje de inhibicion

V¢ = Volumen de la pata de la rata inflamada en un tiempo x.

Vp = Volumen del grupo problema
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27.EVALUACION DE LA TOXICIDAD AGUDA DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE ALLPA ATSERA ((Lepidium bipinnatifidum) EN RATAS

(Rattus norvegicus)

La toxicidad se utiliza como base en las investigaciones sobre toxicidad aguda y para
informar sobre el modo de la accidn toxica de las sustancias que se van a analizar. La
toxicidad aguda se realiza dentro de un corto periodo de tiempo, esta dosis esta
relacionada con la dosis letal media (DL50) y que estadisticamente deriva de la
administracion de una sustancia de una dosis Unica que puede provocar la muerte del
50% de los animales utilizados en la experimentacion.

La dosificacion es un término general que comprende la dosis, la frecuencia y la
duracion de la administracion. (SARAVIA, Amarallis. 2005)

2.7.1. DISENO EXPERIMENTAL

Para la investigacion de toxicidad aguda se seleccioné de forma aleatoria un grupo de
cuatro ratas, a las cuales se les dejo en ayuno por 24 horas antes de administracién del
extracto etanolico de mayor concentracion. Después de la administracion los animales
de experimentacion fueron observados durante los 30, 60, 120 y 240 minutos y
diariamente durante los 14 dias del experimento. La observacion se realiza después de
la administracion y se registra individualmente para cada uno de los animales de
experimentacion. (SARAVIA Amarallis. 2005)

TABLA No. 10 TOXICIDAD AGUDA

Valoracion de los signos de toxicidad

Actividad general 4 Tono corporal

Irritabilidad

Enderezamiento

Contorciones

Grito

Lagrimacion

Convulsiones

Respuesta al toque Miccién

ol | | O O O &

0
0
0
Huida 4 Defecacion
4
0

Patas posteriores Piloereccion

No. de muertos

FUENTE: (GOMEZ, Amarallis. 2005)
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Asi los parametros, cuyos valores tienen una anotacion de 4 pueden reducirse hasta 0,
en el caso de desaparicion de una respuesta analizada que puede llegar a tener hasta
una anotacién maxima de 4. (SARAVIA, Amarallis. 2005)

- Determinacion de la dosis letal media (DLsg)

Para calcular la DLsg los datos que se obtuvieron anteriormente se analiza mediante el
método de Beherens y Karber. (SARAVIA, Amarallis. 2005)

FORMULA

> (axb)
DLso=Df- ——

Doénde:

DLso = Dosis letal media

Ds = Es la primera dosis de administracion que mata a todos los animales de un grupo
de experimentacion.

a = Es la suma de animales muertos de dos lotes consecutivos.

b = Es el nimero de animales de experimentacién por lote.

n = Numero de animales por cada lote. (SARAVIA, Amarallis. 2005)

2.7.2. ANALISIS ANATOPATOLOGICO DE LAS RATAS (Rattus norvegicus)

Los animales de experimentacion después de terminar con la toxicidad son
sacrificados, mediante la eutanasia con diéxido de carbono (CO;) para la evaluacion
macroscopica de sus Organos internos (estdbmago, rifion e higado). Todas sus
alteraciones fueron observadas y registradas como: peso, color y tamafio (largo, ancho
y profundidad), todas estas muestras fueron colocados en envases de plastico estériles
que contenian 30 mL de formol buferado al 10% hasta que lleve al laboratorio para

sus analisis histopatologico.
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2.7.3. EXAMEN HISTOPATOLOGICO

Las muestras recolectadas en envases estériles fueron llevadas al laboratorio
histopatoldgico para la preparacion de las placas y para su posterior observacion
microscopica, determinando asi si existe 0 no dafios a nivel tisular que pueden ser

ocasionados por los extractos administrados al grupo experimental.



CAPITULO 11

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta presente investigacion se realizd el control de calidad Fisico-Quimico de la
droga cruda, de los diferentes tipos de extractos y la evaluacion de la actividad

antiinflamatoria del extracto de Allpa atsera en ratas.

3.1 CONTROL FiSICO-QUIMICO DE LA DROGA CRUDA

Para el andlisis de la droga cruda seca y triturada se realizo el control de calidad y se
comparé con las especificaciones establecidas por la Norma Ecuatoriana de
Fitomedicamentos (NEFT). (MUNOZ, Marisol. 2014)

CUADRO No 1. RESULTADOS DEL CONTROL DE CALIDAD DE LA DROGA CRUDA
ALLPA ATSERA (Lepidium bipinnatifidum). EN EL LABORATORIO
DE FITOQUIMICA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS. MAYO 2014.

PARAMETROS RESULTADOS NEFT
Determinacion de Humedad 9% 8-14%
Determinacion de Cenizas totales 10% Hasta 12%
Determinacion de Cenizas solubles en agua 5% Hasta 7%
Determinacion de Cenizas insolubles en 4cido 4% Hasta 5%
clorhidrico

En el cuadro N° 1 nos indica los resultados que se obtuvieron en el control de calidad
de la droga cruda, los cuales se encuentran dentro de los parametros establecidos por
la Norma Ecuatoriana de Fitomedicamentos (NEFT) 2001, lo que nos indica que los
parametros fisico-quimicos de la droga vegetal cumplen con los especificaciones

establecidas.
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3.2 TAMIZAJE FITOQUIMICO

Este analisis nos permite identificar de forma cualitativa los principales compuestos

quimicos presentes en Lepidium bipinnatifidum.

CUADRO No. 2 TAMIZAJE FITOQUIMICO DE LOS EXTRACTOS DE ALLPA ATSERA
(Lepidium bipinnatifidum). EN EL LABORATORIO DE FITOQUIMICA
DE LA FACULTAD DE CIENCIAS. MAYO 2014.

METABOLITOS ENSAYO EXTRACTO | EXTRACTO | EXTRACTO
SECUNDARIOS ETEREO | ALCOHOLICO| ACUOSO
Dragendorff ) (+) )
Wagner ¢) (++) )
Alcaloides Mayer +) (++)
Taninos y Cloruro férrico (++) (++)
Fenoles
Triterpenos y Lieberman- (+) (+)
Esteroides Buchard
Flavonoides Shinoda (++) (++)
Antocianidinas (++)
Saponinas Espuma (+) (+)
Compuestos Sudan 111 +)
grasos
Azlcares Fehling ) +)
reductores
Catequinas Catequinas )
Quinonas Borntrager )
Resinas Resinas )
Cumarinas Baljet ) Q)
Mucilagos Mucilagos (+)
Prin. Amargos | Prin. Amargos (+)

(-): No hay evidencia del compuesto; (+): Baja evidencia; (++): Evidencia moderada; (+++): Alta evidencia
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Para el tamizaje fitoquimico, las extracciones se llevaron a cabo en orden de su
polaridad de menor a mayor, utilizando tres solventes: éter dietilico, etanol y agua.
Estos solventes tienen la capacidad de cambiar el pH del medio para obtener los
metabolitos secundarios de acuerdo a la solubilidad.

En el proceso de extraccion de la droga vegetal, con éter dietilico va a extraer a los
principios activos de polaridad semejante (lipofilico), la extraccion con etanol al 96%
va extraer los constituyentes afines y en el acuoso se extrae los compuestos més
hidrosolubles, debido a la polaridad.

Se obtuvieron en la caracterizacién de los metabolitos secundarios de Allpa atsera
(Lepidium bipinnatifidum) respuestas positivas para una gran variedad de grupos
funcionales, destacandose los siguientes:

- Alcaloides

- Taninos y fenoles

- Triterpenos y esteroides

- Flavonoides

- Saponinas

- Compuestos grasos, Quinonas
- Azucares reductores

- Mucilagos y Principios amargos

Varios de estos metabolitos secundarios han podido también ser detectados en un tipo
de Lepidium (Maca: Lepidium peruvianum) que es una planta que pertenece a la
misma familia. (GARCIA, J. 2010)

Estos compuestos presentan accion terapéutica, como los flavonoides presentan
actividad antiinflamatoria, antioxidante entre otras, los alcaloides tienen actividad
analgésica, antipirética y los taninos intervienen en la cicatrizacion. (LUCK, Olga.
1994)

La mayoria de los compuestos son mas afines al extracto etandlico como se ve en el
cuadro N° 2, debido a la polaridad intermedia que este presenta, es por ello que la
mayoria de las pruebas dan positivo, ya que las sustancias activas se solubilizan en

mayor porcentaje en el extracto etanolico al 96%.
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3.3 CONTROL DE CALIDAD DEL EXTRACTO ETANOLICO DE ALLPA
ATSERA (Lepidium bipinnatifidum)

3.3.1 DETERMINACION,DE LOS REQUISITOS ORGANOLEPTICOS DEL
EXTRACTO ETANOLICO

La determinacion organoléptica de las hojas, tallos, flores y fruto de Allpa atsera
(Lepidium bipinnatifidum) se realiz6 después de obtener por maceracion con alcohol
al 96%.

CUADRO No. 3. DETERMINACION ORGANOLEPTICA DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE ALLPA ATSERA (Lepidium
bipinnatifidum). LABORATORIO DE FITOQUIMICA.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. MAYO 2014

PARAMETROS RESULTADOS
Olor Caracteristico
Color Verde obscuro
Sabor Ligeramente Amargo

Aspecto Liquido

En el cuadro N° 3 se observa las caracteristicas organolépticas del extracto etandlico
de Allpa atsera (Lepidium bipinnatifidum) se observé un color verde obscuro, su
aspecto liquido, presentdé un sabor caracteristico, olor ligeramente picante, siendo

caracteristico de la planta.

3.3.2 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS FISICOS DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE ALLPA ATSERA

CUADRO No. 4 DETERMINACION DE PARAMETROS FiSICOS DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE ALLPA ATSERA (Lepidium bipinnatifidum).
LABORATORIO DE FITOQUIMICA. FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH. MAYO 2014.

PARAMETRO RESULTADO
pH 6,11
indice de refraccion 1.367
Densidad relativa 0.8793 g/MlI

Sélidos totales 2.40 %
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En el cuadro N° 4 se muestran los resultados de los parametros fisicos del extracto
etanolico de Allpa atsera, obteniendo un pH de 6.11 lo que nos indica una ligera acido,
esto hace que los compuestos quimicos de la planta no se alteren de tal forma que
proporcionan solubilidad y estabilidad, manteniendo asi la actividad de la planta.

En el indice de refraccion se obtuvo un valor de 1.367, siendo mas alto que el indice
de refraccion del agua que es de 1.333, lo que nos indica que hay la presencia de

sustancias disueltas.

La densidad relativa fue de 0.8793 g/mL a diferencia de la densidad del solvente que
es de 0.789 g/mL, siendo mas alto la densidad del extracto lo que indica que existen

sustancias en disolucion.
Los soélidos totales nos indican la cantidad de materia disuelta, mide el total de

residuos solidos filtrables (como los residuos organicos y sales). Se obtuvo un valor
de solidos totales de 2.40 %.

3.4 ANALISIS CROMATOGRAFICO EN CAPA FINA (TLC)
3.4.1 CROMATOGRAFIA PARA FLAVONOIDES
En el cuadro N° 5 se muestran los resultados obtenidos al calcular los Rf luego de

la realizacion de la cromatografia de capa fina del extracto de Allpa atsera

(Lepidium bipinnatifidum).



-52-

CUADRO No. 5 DETERMINACION CROMATOGRAFICA DE FLAVONOIDES EN
CAPA FINA DEL EXTRACTO ETANOLICO DE ALLPA ATSERA
(Lepidium bipinnatifidum). LABORATORIO DE FITOQUIMICA.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. MAYO 2014.

6
5
4
3
2
1
(a) (b)

Solventes: Tolueno: Acetato de etilo: (90:13.5)

Adsorbentes: Silica gel 60 Fys4

Revelador: (a) Sulfato de cerio: (b) UV a 365 nm

Manchas observadas Célculo del Rf Compuesto

1

Rf=2.1/7.8=0.27

Quercetina (flavonol)

Rf =3.9/7.8 =0.50

Kaemferol

Rf=4.7/7.8=0.60

Crisina (Flavonol)

Rf =5.0/7.8 = 0.64

Galangina (Flavonol)

Rf=6.0/7.8=0.77

3-Hydroxyflavone

2
3
4
5
6

Rf=6.9/7.8=0.88

Flavona
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En las placas obtenidas por cromatografia de capa fina (CCF) del extracto etanolico de
Allpa atsera se observé 6 manchas, con una coloracion que varia de amarillo a violeta.
Debido a la presencia de los posibles flavonoides que pueden ser: quercetina,
kaemferol, crisina, galangina, 3-Hydroxyflavone y flavona, segun (WAGNER,
Hildebert y otros. 1996) (SARIE, Marica y otros. 2004). Como se indica en el cuadro
N° 5.

En un estudio realizado a un genero de Lepidium se ha encontrado flavonoides como
la quercetina, que es considerado como un principio activo neuroprotector,
antitumoral y es un inhibidor de la Tirosinquinasa (TKN), de la ornitina
descarboxilasa (ODC). (CASTANEDA, Benjamin y otros. 2010)

CUADRO No. 6 DETERMINACION CROMATOGRAFICA DE ALCALOIDES EN
CAPA FINA DEL EXTRACTO DE ALLPA ATSERA (Lepidium
bipinnatifidum). LABORATORIO DE FITOQUIMICA. FACULTAD
DE CIENCIAS. ESPOCH. MAYO 2014.

Solventes: Tolueno: Acetato de etilo: Dietilamina. (17.5: 5: 2.5)
Adsorbentes: Silica gel 60 Fys4
Revelador: Reactivo de Dragendorff

Manchas observadas Calculo del Rf
1 Rf=4.7/8.3 =0.57
2 Rf=6.2/8.3=0.75

3 Rf=6.5/8.3=0.78
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En el cuadro N° 6 se indica la placa cromatografica de alcaloide con tres manchas de
diferente color que se obtuvo luego de revelar. También se indica sus célculos de los

Rf de cada mancha y la presencia de los posibles alcaloides.

Segun realizado por Garcia Jacquelin (2010) a un género de Lepidium se identificaron
alcaloides de tipo imidazélicos: el cloruro de 1,3-dibenzil-4,5-dimetilimidazol llamado

lepidilina Ay el cloruro de 1,3-dibenzil-2, 4, 5-trimetilimidazol llamado lepidilina B.

3.5. CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES TOTALES COMO
PORCENTAJE DE RUTINA POR METODO ESPECTROFOTOMETRIA

En el anélisis del contenido de flavonoides, se utiliz6 como muestra estandar la rutina
en diferentes concentraciones que fue medido por espectrofotometria UV-visible a una
longitud de onda de 510 nm. Se determiné el contenido de flavonoides totales en el
extracto etandlico de Lepidium bipinnatifidum mediante la ecuacion de la curva de

calibracion (ver anexo N° 13) y se obtuvo los siguientes resultados.

CUADRO No. 7 CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES TOTALES EXPRESADOS EN
ug DE RUTINA/g DE MUESTRA DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
ALLPA ATSERA (Lepidium bipinnatifidum). LABORATORIO DE
QUIMICA INSTRUMENTAL. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.
MAYO 2014.

Absorbancia Concentracion en ppm (ug Contenido de flavonoides en pg
rutina/mL del extracto) rutina/g muestra
0.671 81.82 +19 93.05

N = 3; + DESVIACION ESTANDAR PARA TRES MEDICIONES; p-Valor < 0,05.

Los resultados del contenido de flavonoides totales en funcion de rutina fue de 93.05

Kg/g de muestra, como se muestra en el cuadro N° 7.

3.6. “EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DEL
EXTRACTO DE ALLPA ATSERA (Lepidium bipinnatifidum) MEDIANTE
EL TEST DE EDEMA INDUCIDO EN RATAS (Rattus norvegicus)”.

Los datos obtenidos de las tres réplicas se detallan en el cuadro N° 8, de los tres

extractos administrados (20%, 40% y 80%).
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CUADRO No. 8 DATOS DE LOS VOLUMENES DE INFLAMACION DE ALLPA ATSERA
(Lepidium bipinnatifidum) DE LOS GRUPOS TRATADOS A
DIFERENTES TIEMPOS. BIOTERIO. FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH. JULIO 2014.

VOLUMEN DE INFLAMACION DE LOS DIFERENTES GRUPOS (cm®)

TIEMPO GB GN GP GE; GE; GE3
(Hora)
1 1,48+0,12 2,03+0,03 1,64+0,07 1,91+0,21 1,88+0,25 1,68+0,12
2 1,48+0,12 2,10+0,23 1,78+0,17 2,38+0,34 1,98+0,21 2,09+0,14
3 1,48+0,12 2,42+0,28 1,65+0,16 2,54+0,30 2,10+0,23 2,10+0,23
4 1,48+0,12 3,05+0,43 1,55+0,21 2,86+0,29 2,10+0,23 2,06+0,11
5 1,48+0,12 3,40+0,15 1,52+0,12 2,86+0,29 2,06+0,11 1,96+0,30

6 1,48+0,12 3,89+0,12 1,52+0,12 2,53+0,24 1,95+0,36 1,79+0,30

+ Desviacion estandar p < 0,05
GB: Blanco; GN: control negativo; GP: Control positivo; GE;: Grupo experimental 1; GE,: Grupo experimental 2; GE3: Grupo experimental 3.

En la cuadro N° 8 se muestran los resultados obtenidos con respecto al volumen
promedio de inflamacién de todos los animales de experimentacion, mediante el
modelo de edema plantar inducido por carragenina al 1%. Se puede observar que el
grupo experimental 3 (GEj3) es el que mas se asemeja al grupo control positivo (GP) al

que se le administrd el medicamento.
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VOLUMEN DE INFLAMACION
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GRAFICO No.l. VOLUMENES DE INFLAMACION DE LOS DIFERENTES GRUPOS
EXPERIMENTALES VS TIEMPO. BIOTERIO. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. JULIO 2014

En el grafico N° 1 se observan los volimenes de inflamacion de los grupos de
experimentacion, obteniéndose un valor maximo de inflamacion a la sexta hora de
3,89 cm?® que pertenece al grupo control negativo (GN) al que se le administré solo
carragenina al 1 % en la aponeurosis plantar, el grupo control positivo (GP) presentd
un volumen maximo de inflamacion a la segunda hora de 1,78 cm®y a la cuarta hora
empez06 a bajar, el grupo experimental 1 (GE;) presentd un volumen de inflamacién
méximo a la cuarta hora de 2,86 cm®, mientras que el grupo experimental dos y tres
(GE; y GEj3) presentd un volumen méximo de inflamacién a la tercera hora de 2,10
cm?®, pero el GEs a la cuarta hora empez6 a bajar a 2,06 cm®, a diferencia del GE, que
se mantiene. De tal manera que el volumen inferior al grupo control tiene actividad
antiinflamatoria, debido a que el edema plantar en el animal de experimentacion va

disminuyendo.
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3.6.1. ANALISIS ESTADISTICO DE LA ACTIVIDADA
ANTIINFLAMATORIA DEL EXTRACTO ETANOLICO DE ALLPA
ATSERA (Lepidium bipinnatifidum)

Para calcular los datos del porcentaje de inhibicién de cada grupo de experimentacion,
se utiliza las medias de los volimenes de inflamacion y se calculé mediante la férmula
del porcentaje de inhibicidn. El analisis estadistico se realizd mediante el test ANOVA

y el de Tukey HSD al 95% de significancia.

PORCENTAJE DE INHIBICION DE INFLAMACION DEL ALLPA
ATSERA (Lepidium bipinnatifidum) DE LOS GRUPOS TRATADOS
A DIFERENTES TIEMPOS. BIOTERIO. FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH. JULIO 2014

CUADRO No. 9

% DE INHIBICION DE INFLAMACION

TIEMPO GN GP GE; GE, GE;3
(Hora)
1 0,00+0,00 19,21+0,16 5,91+0,03 7,39+0,16 17,24+0,17
2 0,00+0,00 15,23+0,17 -13,33+0,03 5,71+0,20 0,48%0,03
3 0,00+0,00 31,82+0,17 -4,96+0,03 13,22+0,16 13,22+0,17
4 0,00+0,00 49,18+0,21 6,23+0,15 31,15+0,17 32,46%0,17
5 0,00+0,00 55,59+0,21 15,88+0,16 39,41+0,21 42,35+0,20
6 0,00+0,00 60,93+0,22 34,96+0,17 49,87+0,21 53,98+0,21

+ Desviacion estandar p < 0,05

En el cuadro N° 9 se muestran los resultados obtenidos del porcentaje de inhibicion de
los diferentes grupos experimentales con sus respectivas desviaciones estandares. El
comportamiento de los cuatro grupos (GP, GE;, GE, y GE3) tratados en comparacion
con el GN.
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GRAFICO No.2. PORCENTAJE DE INHIBICION DE LA INFLAMACION DE LOS
DIFERENTES GRUPOS EXPERIMENTALES VS TIEMPO. BIOTERIO.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. JULIO 2014

En el grafico N° 2 se muestran los resultados de inhibicion de la inflamacion que se
obtuvieron con la carragenina, medicamento y el extracto a diferentes concentraciones

en diferentes tiempos.

El porcentaje de inhibicion a la primera hora de los grupos GE; y GE; fue de 5,19% y
7,39% respectivamente lo cual no difiere mucho entre los dos, a diferencia del GE;
que muestra un porcentaje de inhibicion de 17,24%, dato que resulta ser
estadisticamente significativo con respecto a los grupos GE;, GE;, y al grupo control

(GP) en el que se obtuvo un porcentaje de inflamacion de 19,21%.

En la segunda hora el porcentaje de inhibicion del GE; de 0,48% que es
significativamente diferente a los demas grupos experimentales, siendo el mas cercano
el porcentaje de inhibicion del grupo experimental GE; de 5,71%, mientras que del

GE; fue de -13,33% lo que nos indica que no existe aun el efecto de la actividad



-59 -

antiinflamatoria. En el caso del farmaco Naproxeno sodico presenta 15,23% de
inhibicién de la inflamacion, dato que resulta ser estadisticamente significativo a los

demas.

A las 3 horas el porcentaje de inhibicion de los grupos de experimentacion: GE; y del
GEj3 son iguales de 13,22%, a las 4 y 5 horas no existe mucha diferencia entre los dos
grupos experimentales (4 horas: GE;: 32,46% y GEjs: 32,46%) y (5 horas: GE;:
39,41% y GEjs: 39,41%), a diferencia del grupo control positivo que en las dos horas
su valor fue superior a los tres grupos experimentales (4 hora: GP: 49,18%; 5 hora:
55,59%) datos que resultan ser estadisticamente significativos con respecto a los

grupos experimentales.

Al cabo de seis horas se tiene un porcentaje de inhibicion de la inflamacion de
34,96%, 49,87%, 53,98% y 60,93% para el extracto etandlico de Allpa atsera
(Lepidium bipinnatifidum) y para el Naproxeno sddico de (550 mg) respectivamente,
datos que resultan ser estadisticamente significativos (p<0,05).

Por lo que el resultado del estudio farmacoldgico demuestra que el extracto de Allpa
atsera (Lepidium bipinnatifidum) tiene actividad antiinflamatoria similar que el grupo
control (GP) al que se le administro el medicamento, es decir que es capaz de inhibir
la liberacion o la accion de las prostaglandinas, esta actividad antiinflamatoria podria
estar en relacion con la presencia de metabolitos secundarios como los flavonoides y
compuestos fendlicos que dan la actividad antiinflamatoria al extracto, ya que actdan a
nivel del foco inflamatorio por un mecanismo indirecto, inhibiendo la COX
(ciclooxigenasa) y por ende la biosintesis de las PGs (prostaglandinas) esenciales en la

inflamacion.

3.6.2. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realiz6 comparando las medias de los diferentes grupos de
experimentacién utilizando el test de ANOVA (anélisis de varianzas) y el de Tukey
para determinar los valores significativos con respecto al grupo control (p<0,05), para
lo cual se utilizé el programa estadistico SPSS
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= ANOVA de un factor

[Conjunto de datos0]

ANOVA de un factor
INHIBICION
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 5807292 4 1451,823 5223 oo3
Intra-grupos 6949 006 25 277 4960
Total 12756,299 29

GRAFICO No.3. TEST DE ANOVA DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE LOS
GRUPOS TRATADOS EN TIEMPOS DIFERENTES. BIOTERIO.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. JULIO 2014

En el grafico N° 3 se observa el resultado obtenido en el analisis de ANOVA y nos
indica que los resultados se consideran estadisticamente significativos, donde p<0,05,
esto significa que se rechaza la Hipdtesis nula y se acepta la Hipotesis alternativa. Por

lo tanto uno de los grupos de experimentacion es variable.

INHIBICION
HSD de Tukey®
Subconjunto para alfa=0.05%
TRATAMIEMNTO X 1 2
1,00 6 0000
3,00 G 7.4483
=l 4,00 B 24,4583 24,4583
5,00 G 26,6217 26,6217
2,00 6 38,6600
Sig. o7z 587

Se muestran las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armdnica =
G,000.

GRAFICO No.4. TEST DE TUCKEY DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE LOS
GRUPOS TRATADOS EN TIEMPOS DIFERENTES. BIOTERIO.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. JULIO 2014
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El test de Tukey indica que el tratamiento mas efectivo fue el control positivo (GP) al
que se le administro Naproxeno sodico y de los tres extracto (20%, 40% y 80%) el
mas eficaz es el extracto al 80% y el 40%, siendo ligeramente més eficaz el extracto al
80%, debido que entre los dos existe una diferencia de 2.1634% y teniendo una

significancia de 0.587, como se indica en el gréafico No. 4.

3.7. TOXICIDAD AGUDA DEL EXTRACTO ETANOLICO DE ALLPA
ATSERA (Lepidium bipinnatifidum)

Para la evaluacion de toxicidad aguda se selecciond cuatro ratas y se les codifico
individualmente para una correcta identificacion de cada animal de experimentacion,

como se ve en la cuadro N° 10.

CUADRO No. 10 EVALUACION DE LA TOXICIDAD AGUDA DEL EXTRACTO DE ALLPA
ATSERA (Lepidium bipinnatifidum) EN RATAS. BIOTERIO.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. JULIO 2014

GRUPO EXTRACTO DOSIS N° N° DE ANIMALES
ANIMALES MUERTO
GB - - 1 0
GTA: 80% 1 1 0
GTA; 80% 1 1 0
GTA; 80% 1 1 0
Donde:

GC: Grupo control o blanco para la evaluacion toxicoldgica
GTA:;: Grupo de Toxicidad aguda uno
GTA;: Grupo de Toxicidad aguda dos
GTAg;: Grupo de Toxicidad aguda tres

La toxicidad aguda se realizd en 4 ratas (Rattus norvegicus) en una sola concentracion
al 80 % del extracto etandlico de Allpa atsera (Lepidium bipinnatifidum) por via oral y
en dosis simple. El tiempo de investigacion fue durante 14 dias, con la aplicacion de la
norma OCDE/OECD 423, 2012. (RODRIGUEZ, JesUs y otros. 2012)
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CUADRO No. 11 DETERMINACION DE LOS SIGNOS DE LAS RATAS DURANTE LOS 7
DIAS DE LA EVALUACION DE LA TOXICIDAD AGUDA DEL

EXTRACTO ETANOLICO DE ALLPA ATSERA (Lepidium
bipinnatifidum). BIOTERIO. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.
JULIO 2014
SIGNOS GTA; GTA; GTA;
DIAS DIAS DIAS
246 8 10 12 14 | 246810 12 14 | 246810 12 14
Actividad 444 4 4 4 4 (4444 4 4 4 (444 4 4 4 4
general
Irritabilidad 000000 O |0OOOO0OO0OO0 O |O0OOOOOO0 O
Contorciones 0o0oo0oo000 O |OOOO0OO0 O |OOOCGOOCGO O
Grito 000OO0O0OO0O O |OOOCOCOO O 001000 O
Huida 4 4 4 444 4 (444444 4 4 4 4 4 44 4
Respuestatoque |4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Patas posteriores |0 0 0 0 0 0 O 000O0O0OO0O O 000O0O0OO0O O
Tono corporal 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Enderezamiento |0 0 0 0 0 0 O 0000O0O0 O 0000O0O0 O
Lagrimacion 000O0OO0O0OTO 0000O0CO0 O 0000O0O0 O
Convulsiones 0000O0O0OO0O [0OOOO0OO0OO O |[0OOO0OOOOTO
Defecacion 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Miccion 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Piloereccion 000O0OO0O0TO 0000O0CO0 O 0000O0OO0OO
No.demuertos [0 0 0 000 0 ([0 0O0O0O0O0 O 000O0O0O0O
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En el cuadro N° 11 describe los signos de los 14 dias de la evaluacion toxicoldgica en
los animales de experimentacion, no se adjuntan los datos de los ultimos siete dias
debido a que no presentaron ninguna reaccion.

En el sexto dia de experimentacion se observo grito del GTA; antes de la
administracion, mientras que de los deméas grupos no se observé ningun signo de
toxicidad aguda, lo cual significa que el extracto de Allpa atsera (Lepidium

bipinnatifidum) no presenta reaccion adversa.

En el calculo de la dosis letal media (DLso) de los animales de experimentacion no se
puede realizar, debido a que no hubo muerte de los animales durante los 14 dias de la

evaluacion de toxicidad aguda.

Lo que nos indica que el extracto etanolico de Allpa atsera (Lepidium bipinnatifidum)

administrado en estas dosis no posee efectos toxicos para la salud,

3.8. EXAMEN HISTOPATOLOGICO

Los 14 dias de administracion del extracto al 80% se realizé la diseccion la diseccion
y se realizd un analisis histopatolégico de los drganos: Estomago, Rifion e Higado de
cada animal de experimentacion para la observacion macroscopica y luego se llevo al
laboratorio histopatol6gico para la observacion microscépica y se determiné si existio

0 no dafio causado por la dosis administrada.



CUADRO No. 12.
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EXAMEN HISTOPATOLOGICO DE LAS RATAS DESPUES DE LA

ADMINISTRACION DEL
ATSERA

EXTRACTO ETANOLICO DE ALLPA
(Lepidium bipinnatifidum). BIOTERIO. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. JULIO 2014

MUESTRAS EXAMEN MACROSCOPICO | EXAMEN MICROSCOPICO

Estomago
Color: Mucosa color rosa palido | Mucosa géastrica conservada;

GB Peso: 1.4 ¢ vasos sanguineos de calibre
Largo: 3.0 cm normal.
Ancho: 1.9 cm
Profundidad: 0.5 cm
Rifiones
Color: Rojo pardo Glomérulos con integridad de

GB Peso: 1.9 ¢ la membrana; espacios de
Largo: 3.0 cm Bowman adecuada; tubulos de
Ancho: 1.1 cm calibre y contenido normal.
Profundidad: 0.6 cm
Higado
Color: Rojo vino Lobulillos hepaticos de

GB Peso: 8.8 ¢ arquitectura y  disposicion
Largo: 4.2 cm normal; sinusoides de calibre
Ancho: 5.4 cm normal; espacios porta con
Profundidad: 0.6 cm vasos de calibre normal.
Estomago

GTA; Color: Mucosa color rosa palido | Mucosa gastrica integra; vasos
Peso: 1.8 ¢ sanguineos de calibre normal.
Largo: 2.2 cm
Ancho: 0.8 cm
Profundidad: 0.5 cm
Rifiones
GTA; Color: Rojo vino Glomérulos con integridad de

Peso: 1.0g

Largo: 1.7 cm

la  membrana; tdbulos de

calibre y contenido adecuada;
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Ancho: 1.1 cm espacios de Bowman normal.
Profundidad: 0.5 cm
Higado

GTA; Color: Rojo vino Lobulillos hepaticos de
Peso: 11.3 g arquitectura 'y  disposicion
Largo: 4.6 cm normal; sinusoides de calibre
Ancho: 6.3 cm normal; espacios porta con
Profundidad: 0.7 cm vasos de calibre normal.
Estomago

GTA; Color: Mucosa color rosa palido | Mucosa gastrica conservada;
Peso: 1.7 ¢ vasos sanguineos de calibre
Largo: 3.2 cm normal.
Ancho: 0.9 cm
Profundidad: 0.2 cm
Rifiones

GTA; Color: Rojo pardo Glomérulos con integridad de
Peso: 0.9 ¢ la membrana; tubulos de
Largo: 1.8 cm calibre y contenido adecuada;
Ancho: 0.9 cm espacios de Bowman normal.
Profundidad: 0.5 cm
Higado

GTA; Color: Rojo vino Lobulillos hepaticos de
Peso: 11.4 g arquitectura 'y  disposicion
Largo: 4.5cm normal; sinusoides de calibre
Ancho: 6.0 cm normal; espacios porta con
Profundidad: 0.8 cm vasos de calibre normal.
Estomago

GTA; Color: Mucosa color rosa palido | Mucosa gastrica integra; vasos

Peso: 149

Largo: 3.0 cm
Ancho: 0.8 cm
Profundidad: 0.5 cm

sanguineos de calibre normal.
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Rifiones

GTA; Color: Rojo vino Glomérulos con integridad de
Peso: 0.8 ¢ la membrana; espacios de
Largo: 1.2 cm Bowman adecuada; tubulos de
Ancho: 0.8 cm calibre y contenido normal.
Profundidad: 0.5 cm
Higado

GTA; Color: Rojo vino Lobulillos hepaticos de
Peso: 10.7 g arquitectura 'y  disposicion
Largo: 4.6 cm normal; espacios porta con
Ancho: 5.6 cm vasos de calibre normal;
Profundidad: 0.8 cm sinusoides de calibre normal.

En el cuadro N° 12, se observa los resultados obtenidos del examen macroscépico y
microscopico realizados a los animales de experimentacién para determinar la

toxicidad aguda del extracto etanolico de Lepidium bipinnatifidum.

En el anélisis macroscdpico realizado a los animales de experimentacion se observo el
color, peso, largo, ancho y profundidad de los tres 6rganos (estomago, rifion y

higado), los cuales se encuentran dentro de los pardmetros normales.

En el analisis microscdpico de los tres érganos no se observo ninguna afeccion, asi la
mucosa gastrica del estbmago estaba integra y sus vasos sanguineos normal, los
lobulillos del higado presento una arquitectura y disposicion normal, sus sinusoides de

calibre normal.

Los rifiones presentaron glomérulos con integridad de la membrana; tdbulos de calibre

y contenido adecuada y espacios de Bowman normal.

Lo que nos indica que en el examen macroscépico y en el microscopico realizado a
los d6rganos de los animales de experimentacion no presentd ninguna anomalia en
ninguno de ellos, por lo que el extracto etanolico de Allpa atsera (Lepidium

bipinnatifidum) no es téxico en dosis altas.




CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES

En el analisis del control de calidad de la droga cruda como la determinacion de
humedad, cenizas totales, cenizas solubles en agua y en acido clorhidrico
presentaron resultados que cumplen con las especificaciones establecidas en la

Norma Ecuatoriana de Fitomedicamentos.

Al realizar el tamizaje fitoquimico de los extractos: etéreo, alcoholico y acuoso de
Lepidium bipinnatifidum se observd que en los extractos contenian metabolitos
secundarios como: flavonoides, alcaloides, taninos, compuestos fenodlicos,

triterpenos y esteroides, saponinas, azlcares reductores, mucilagos.

Se comprobé el efecto antiinflamatorio del extracto etandlico de Allpa atsera
(Lepidium bipinnatifidum) a concentracion diferentes, mediante la induccion de
edema plantar por carragenina 1%. Evidenciandose un efecto antiinflamatorio en el
tratamiento con el extracto de Allpa atsera al 80%, mediante el andlisis de varianzas
en comparacion de medias, comprobandose diferencias estadisticamente

significativa entre el grupo control y los grupos experimentales.

La evaluacion de la actividad antiinflamatoria del extracto etandlico de Allpa atsera
(Lepidium bipinnatifidum) al 80% present6 una actividad antiinflamatoria similar al
medicamento (550 mg), debido a que su porcentaje de inhibicién es mayor que de

los demas grupos de experimentacion.

El analisis macroscopico y microscépico en los animales de experimentacion se
comprobo que el extracto de Allpa atsera, administrado por via oral durante 14 dias,
no presento efectos tdxicos, pero si presento un efecto antiinflamatorio a una

concentracion alta de la planta seca.



CAPITULO V

5. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda que se realicen investigaciones de la especie Lepidium
bipinnatifidum, ya que existen muy pocos estudios e informacion sobre esta
planta que es de gran importancia, debido a que presenta diversas propiedades

terapéuticas gracias a sus metabolitos secundarios.

2. Se recomienda continuar con investigaciones de las diferentes plantas
medicinales que existen en el Ecuador y en el mundo en busqueda de acciones

farmacoldgicas y terapéuticas.

3. Se aconseja continuar con la investigacion del extracto etandlico de Allpa
atsera mediante el fraccionamiento del extracto, con el objetivo de identificar

al metabolito que le da la actividad antiinflamatoria.

4. Se sugiere elaborar un fitofarmaco tratando de potenciar la actividad
antiinflamatoria del extracto a mayor concentracién (80%).
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CAPITULO VI

6. ANEXOS

ANEXO No. 1. MATERIA PRIMA

FOTOGRAFIA No. 1. MATERIA PRIMA SECADA Y TRITURADA ALLPA ATSERA
(Lepidium bipinnatifidum)

ANEXO No. 2. OBTENCION DE LOS DIFERENTES EXTRACTOS

FOTOGRAFIA No. 2. MACERACION DE LA MATERIA
PRIMA (Lepidium bipinnatifidum)



FOTOGRAFIA No. 3. EVAPORACION DEL SOLVENTE DEL EXTRACTO DE ALLPA
ATSERA

ANEXO No. 3. CONTROL DE CALIDAD DE LA DROGA CRUDA DE ALLPA ATSERA

FOTOGRAFIA No. 4. SOLIDOS TOTALES
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ANEXO No. 4. CONTROL DE CALIDAD DEL EXTRACTO ETANOLICO DE ALLPA
ATSERA (Lepidium bipinnatifidum)

FOTOGRAFIA No.5. REQUISITOS ORGANOLEPTICOS

FOTOGRAFIA No.6. DETERMINACION DEL pH
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ANEXO No. 5. TAMIZAJE FITOQUIMICO DE LAS HOJAS Y TALLO (Lepidium
bipinnatifidum)

FOTOGRAFIA No. 7. ENSAYO DE DRAGENDORFF

FOTOGRAFIA No. 8. ENSAYO DE MAYER

FOTOGRAFIA No.9. ENSAYO DE CLORURO FERRICO
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FOTOGRAFIA NO.10. ENSAYO DE SHINODA

FOTOGRAFIA No.11. ENSAYO DE ANTOCIANIDINAS

FOTOGRAFIA No.12. ENSAYO DE ESPUMA
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FOTOGRAFIA No.13. ENSAYO DE FEHLING

ANEXO No. 6. CUANTIFICACION ESPECTROFOTOMETRICA DE FLAVONOIDES
TOTALES

FOTOGRAFIA No.14. LECTURA DEL EXTRACTO ETANOLICO

FOTOGRAFIA No.15. LECTURA DEL ESTANDAR
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ANEXO No.7. CROMATOGRAFICO DE FLAVONOIDES

FOTOGRAFIA No.16. CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA PARA FLAVONOIDES

ANEXO No. 8. ANALISIS CROMATOGRAFICO DE ALCALOIDES

FOTOGRAFIA No. 17. CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA PARA ALCALOIDES
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ANEXO No. 9. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE ALLPA
ATSERA (Lepidium bipinnatifidum)

FOTOGRAFIA No. 19. PESOS DE LOS GRUPOS DE EXPERIMENTACION



FOTOGRAFIA No. 20. DISOLUCIONES DEL EXTRACTO DE ALLPA ATSERA

FOTOGRAFIA No. 21. INDUCCION DEL EDEMA PLANTAR EN RATAS

FOTOGRAFIA No. 22. ADMINISTRACION DE LOS EXTRACTOS VIA ORAL
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FOTOGRAFIA No. 23. MEDICION DEL VOLUMEN PLANTAR

ANEXO No. 10. EVALUACION DE LA TOXICIDAD AGUDA DL EXTRACTO ETANOLICO
DE ALLPA ATSERA (Lepidium bipinnatifidum)

FOTOGRAFIA No. 24. EUTANASIA DE RATAS CON CO2

FOTOGRAFIA No. 25. DISECCION DE LAS RATAS
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ANEXO No. 11.  ANALISIS MACROSCOI?ICO DE LOS ORGANOS DE LOS ANIMALES
DE EXPERIMENTACION RATAS (Rattus norvegicus)

FOTOGRAFIA No. 26. EXTRACCION DE LOS ORGANOS INTERNOS A INVESTIGAR

FOTOGRAFIA No. 27. ORGANOS EXTRAIDOS A INVESTIGAR

FOTOGRAFIA No. 28. ORGANOS EN FORMOL AL 10%: RINON, HIGADO Y ESTOMAGO
DE RATAS
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ANEXO No. 12.  ANALISIS HISTOPATOLOGICO DEL RINON, HIGADO Y ESTOMAGO
DE LAS RATAS (Rattus norvegicus).

FOTOGRAFIA No. 29. PLACAS FIJADAS DEL RINON, HIGADO Y ESTOMAGO PARA LA
OBSERVACION MICROSCOPICA

FOTOGRAFIA No0.30. EXAMEN HISTOPATOLOGICO DEL RINON, HIGADO Y
ESTOMAGO DE RATAS
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ANEXO No. 13. CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES TOTALES UTILIZADO COMO
ESTANDAR LA RUTINA A DIFERENTES CONCENTRACIONES.
LABORATORIO DE QUIMICA INSTRUMENTAL, FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. MAYO 2014.

CONCENTRACION (ppm) ABSORBANCIA A 510 nm
20 0,223
40 0,461
60 0,478
80 0,669
100 0,787

ABSORBANCIAS A 510 nm

1,200
1,000
0,800 y =0,0067x + 0,1228
R?=0,9551
0,600 === absorbancia a 510

ABSORBANCIA

ﬁ/ am

0,400 —— Lineal (absorbancia
/ a 510 nm)
0,200
0,000 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

CONCENTRACION ppm (ug Rutina/ mL Extracto)
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ANEXO No. 14. EXTRACCION SUCESIVA DE LA MATERIA PRIMA PARA LA
APLICACION DE DIFERENTES PRUEBAS. LABORATORIO DE

QUIMICA INSTRUMENTAL. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.
MAYO 2014.

30 - 50 g MATERIAL VEGETAL

EXTRAER CON 90 -150 mL DE ETER ETILICO POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE

FILTRAR

EXTRACTO ETEREO

Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO

Secar y pesar

EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO

EN VOLUMEN CON ETANOL POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS. |

FILTRAR

EXTRACTO ALCOHOLICO

Medir volumen y calcular concentracionj

RESIDUO SOLIDO

Secary pesar

EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO

EN VOLUMEN CON AGUA DESTILADA POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS.

FILTRAR

EXTRACTO ACUOSO

Medir volumen y calcular concentracion
RESIDUO SOLIDO
Secar, pesar y desechar




