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RESUMEN

La evaluacion de la actividad diurética del jugo de cafia agria (Costus spicatus) utilizando el
extracto de los tallos para el efecto diurético en Rattus novergicus con pesos promedio de 270 g
tratadas en jaulas metabdlicas, a través del método experimental de Nail y Col. Se realizé un
estudio preclinico, el andlisis fitoquimico preliminar incluyé: tamizaje fitoquimico, analisis
cromatografico y flavonoides totales. Se evalué el efecto diurético del jugo de cafa agria
(Costus spicatus) administrando via oro faringea, usando ratas en 5 lotes para los grupos
experimentales de los tratamientos al 20, 60 y 80 % del jugo de cafia agria (Costus spicatus) y
los grupos control con cloruro de sodio y furosemida. La cuantificacion de flavonoides totales
por el método del AICI; dio 0.56 % de flavonoides. La identificacion del posible metabolito se
realizé por cromatografia en capa fina, con el solvente cloroformo — acetona — &cido férmico
(75:16.5:8.5).Determinando la presencia de Kaempferol. La diuresis del Blanco es 2 ml, el
control positivo (furosemida) da 6 ml, los tratamientos al 20 %, 60 %, 80 %, de jugo de cafia
agria (Costus spicatus) dan 2.03; 2.70; 5; ml de orina respectivamente. Se concluye que con el
jugo de cafia agria al 80 %, presento una diuresis similar a la furosemida, corroborando el uso
tradicional como diurético no electrolitico. Extracto no toxico. Por lo que se recomienda
continuar con el estudio para determinar si la actividad diurética atribuida a la misma se

encuentra presente en otras partes de la planta.
Palabras claves: <CANA AGRIA [Costus spicatus]> <DIURETICO> <FITOTERAPIA>

<PLANTAS MEDICINALES> <FUROSEMIDA> <ACTIVIDAD DIURETICA >
<CLORURO DE SODIO > <FLAVONOIDES TOTALES >
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SUMMARY

The evaluation of the diuretic activity of the juice of sour cane (Costus Spicatus), it was taken in
the Phytochemical Laboratories, Vivarium and Instrumental of the Faculty of Sciences of
ESPOCH by using the extract of the branches for the diuretic effect in Rattus novergicus with
the average weights of 270 g treated in metabolic cages, through the experimental method of
Nail and Col. It was made a pre-clinic study, the preliminary phytochemical analysis included:
phytochemical screening, chromatographic analysis and total flavonoids. The diuretic effect of
the juice of sour cane was evaluated (Costus Spicatus) administering via oro-pharyngeal, using
rats in 5 lots for the experimental groups of treatments to 20, 60, and 80 % of juice of sour cane
(Costus Spicatus) and the control groups with the Sodium Chloride and Furosemide. The
quantification of the total flavonoids by the method AICI; gave as a result 0.56 % of flavonoids.
The identification of the possible metabolites was made by layer chromatography, with the
solvent chloroform — acetone- formic acid (75:16.5:8.5). Being determined the presence of
Kaempferol; the diuresis of the white is 2ml, the positive control (furosemide) gives 6 ml, the
20%, 60%, 80% , of the sugar of sour cane (Costus Spicatus) gives 2.03; 2.70; 5ml of urine
respectively. It was concluded that with the juice of sour cane, to 80 % presented a similar
diuresis to the furosemide corroborating the traditional usage as non-electrolytic diuretic activity
is attributed to the same which is present in other parts of the plant.

Key Words :< SOUR CANE (Costus Spicatus)> <DIURETIC> <PHYTOTHERATY>
<MEDICINAL PLANTS> <FUROSEMIDE> <DIUETIC ACTIVITY> <SODIUM
CHLORIDE> <TOTAL FLAVONOIDS>
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INTRODUCCION

El uso de plantas con fines curativos surge desde tiempos remotos, siendo las plantas el Unico
arsenal terapéutico de la época (GRANDA, 1982, p8). Especialmente, al desarrollarse la quimica
dentro de las ciencias, freno el uso de las plantas medicinales, ya que éstas comenzaron a ser
sustituidas por diversos farmacos obtenidos por sintesis quimica. Ultimamente, se ha retomado
nuevamente su empleo, ya que muchos estudios realizados por diversos investigadores han
demostrado que las plantas pueden ser tan efectivas como los medicamentos sintéticos,
demostrando grandes ventajas con relacién a estos (GARCIA. 1995, p22).Asi la ciencia estudia
nuevos principios activos investigando sus efectos en forma de: infusion, tintura, extracto,

cocimiento etc. Retornando la mirada esperanzada a las plantas.

Sin embargo también los fitofarmacos pueden llegar a presentar efectos secundarios
desagradables y peligrosos, aunque en menor grado.

La organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha determinado que alrededor del 80 % de la
poblacion mundial utiliza la medicina tradicional para atender las necesidades primarias de
asistencia médica, la OMS acordd promocionar la medicina tradicional y establecer pautas para

la identificacion de medicamentos herbarios que sean inocuos y eficaces.

En 1978, la OMS define la integracion de los remedios tradicionales de eficacia comprobada en
las politicas farmacéuticas y reglamentacion de los paises, correspondiéndoles a los Ministerios
de Salud la aprobacion de los remedios vegetales y la prohibicion del uso de aquellos

peligrosos.

En 1989, se reconoce la importancia de los medicamentos herbarios en la salud de los
individuos y de las comunidades, por lo que se establece que los paises, necesitan de
informacién actualizadas y autorizada sobre las propiedades beneficiosas y posibles efectos de

los medicamentos herbarios. (oMs. 1989, p 56)

Existen dos mercados para las plantas medicinales: la industria farmacéutica, donde las materias
primas son procesadas y los principios activos incluidos en preparaciones mas complejas; y el
comercio popular, donde las materias primas son vendidas en su estado natural o son procesadas

de forma sencilla para jarabes, polvos y otros.(NUREZ, J.2005, p 13)

Las plantas diuréticas: son las que actlan como antisépticas, diuréticas y ayudan en los

problemas como retencion de liquidos, infecciones de las vias urinarias y calculos renales.
(OLAYA, M., MENDEZ, A.2003. p 18).



Los diuréticos, directa o indirectamente pueden modificar iones como Ca**, P y Mg** y alterar
funciones: cardiovasculares, endocrina, hepatico y renal. De ahi que se utilicen también en
otras enfermedades: hipertension arterial, falla cardiaca congestiva, ascitis, edema, las
hipercalcemias, la diabetes insipida, el glaucoma, las intoxicaciones, etc.La hidroclorotiazida y
furosemida se relacionan con un desbalance de electrolitos, diabetes, activacion del sistema
renina-angiotensina y disminucién de la funcion sexual. Por lo cual hace imprescindible la

busqueda de nuevos diuréticos, potencialmente menos toxicos.

La Cafia agria es util en afecciones e inflamaciones de las vias urinarias y para la eliminacion de
calculos renales. Se recomienda su uso en caso de nefritis, calculos urinarios e inflamacién de la
vejiga (cistitis), aumenta la menstruacion cuando es escasa (Emenagoga), es calmante de
dolores menstruales (dismenorrea). Otros usos importantes se da por su actividad Diurética;

ademas de aumentar la produccion de orina y por la eliminacion de sustancias de desecho.
(HERNANDEZ, I. 2012. p 12)

Los resultados del presente estudio permitiran un mayor conocimiento del efecto diurético de
esta planta, de manera que se contribuird con informacion a los pacientes que lo usan en sus

tratamientos ademas se genera evidencia de la composicion quimica.

Con este tipo de investigacién se pretende evaluar la actividad diurética de cafia agria (Costus
spicatus), atribuida a uno de sus componentes el kaempferol (Flavonoide), empleando un
modelo experimental en ratas, usando furosemida como control positivo de referencia para
actividad diurética, se administrara a diferentes concentraciones el extracto de cafia a los grupos
experimentales, y mediante niveles de eliminacidon de orina, y determinacion de electrolitos

por el método del ion selectivo, determinar la actividad farmacoldgica.



CAPITULO |

1.1 MARCO TEORICO

1.1 Bases tedricas

1.1.1. Importancia del uso de plantas medicinales

Los recursos genéticos vegetales con propiedades medicinales pueden contribuir a los servicios

modernos de salud y a la produccion de productos farmacéuticos de diferentes modos
(OLDFIELD, 1981. p 20).

Gracias a la tradicion oral y escrita sobre la medicina popular se sabe que el hombre desde
tiempo inmemorial ha conocido y aplicado la actividad curativa de un sinnimero de hierbas. A
pesar de los adelantos en la produccion de la medicina “moderna”, las plantas medicinales no
han perdido su importancia. Por el contrario, el desarrollo de los medicamentos modernos ha
sido resultado de formas cada vez mas complejas de aprovechar las plantas medicinales, y su
produccién sigue dependiendo en gran parte del uso de estas plantas como materia

prima.(HOOGESTEGER, C.1994. p 28).

Para la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), rescatar el conocimiento sobre el uso de
plantas en la medicina tradicional es una alternativa para la atencién primaria, sobre todo en los

paises en vias de desarrollo.

El avance de la ciencia y la tecnologia en el campo de la industria farmacéutica y la medicina no
han logrado dar soluciones a enfermedades incurables como el cancer, el SIDA vy otras que
afectan a la poblacion mundial. Por ello, el conocimiento de la medicina tradicional y el uso de

plantas medicinales han recuperado un lugar importante como fuente de informacion. (ponz,
E.2005. p 32).

1.1.1. Plantas medicinales con accion diurética

En la fitoterapia, como terapia alternativa a los fa&rmacos sintéticos se utilizan varias plantas
medicinales cuyos extractos pueden provocar diuresis y cuya composicion quimica se ha

relacionado con dicho efecto.



La accion diurética en las plantas medicinales puede ser originada por principios activos de
naturaleza quimica muy variada. Comunmente, la presencia de varios de estos principios activos
en la misma planta son los responsables de su accién diurética, aunque no esté claro el nivel de

contribucion de cada uno de ellos a la actividad diurética total. (PEREZ, M. y otros. 2011. p 28)

De manera general, las plantas con propiedades diuréticas se clasifican desde el punto de vista

quimico en:

Drogas con sapondsidos: que tienen propiedades tensoactivas y conllevan a un aumento de la

permeabilidad de la membrana filtrante glomerular acompafiado de una congestion local.

Drogas con flavonoides: afectan la permeabilidad de la membrana celular, al tiempo que
inhiben a la fosfatasa renal, todo ello integrado por el efecto vasoprotector capilarotropo que

mejora la microcirculacion a nivel de todo el organismo.

Drogas con bases xanticas: son de especifico interés en el edema cardiaco.

Drogas con glacidos: algunos aumentan la diuresis por mecanismos osmaticos (manitol) y

otros inhiben la reabsorcion activa de Na* en el tibulo proximal, actuando como natriurético.

En cuanto a su mecanismo de accion, parece ser que algunos aceites esenciales, sapondsidos y
flavonoides podrian operar a nivel glomerular més que a nivel tubular, estimulando un aumento
de la circulacién renal e incrementando asi la tasa de filtracion glomerular y la formacion de

orina primera, el efecto obtenido seria, por tanto, una acuaresis.

La determinacidn del cociente Na*/K*, el mismo constituye un indicador de gran beneficio, pues

ayuda a orientar el mecanismo de accién diurético. (PEREZ, M. y otros. 2011. p 28)

1.1.2.1. Indicaciones

El uso de plantas medicinales con actividad diurética esti especialmente beneficioso en los

siguientes casos:

e Enafecciones bacterianas e inflamatorias de la pelvis renal y de las vias urinarias bajas.

e Enlaprevencion y tratamiento de célculos urinarios



e En infecciones de las vias urinarias, en el tratamiento con citostaticos y en caso de
hipertension arterial.

« Enlos procedimientos de adelgazamiento. (LOPEZz, M. p 19)

1.2. Diuresis

La diuresis nos muestra la cantidad de orina secretada y su analisis cualitativo. Estudia el
contenido en la orina de: los iones, el agua, los compuestos organicos, las bacterias, los
procesos de fabricacion, de transporte, de almacenamiento y de eliminacion de la orina asi como
asimismo el débito urinario. La diuresis estudia el aparato urinario en su conjunto formado por
los rifiones, los uréteres, la vejiga y la uretra. La diuresis puede ser escasa en caso de oliguria o

anuria, o también excesiva en caso de poliuria. (KIOSKEA. 2014 p 25)

En el caso de afecciones renales, la diuresis se ve perturbada:

e Poliuria : diuresis superior a 2,5 | diarios

o Oliguria : diuresis inferior a 600 ml diarios

e Anuria: diuresis nula o inferior a 100 ml diarios
o Diuresis osmotica

e Diuresis hidrica

1.2.2. Protocolos farmacoldgicos donde se utiliza los diuréticos

Los diuréticos se han convertido en un grupo de farmacos de uso cotidiano en casi todas las
ramas de la medicina siendo, los farmacos antihipertensivos méas antiguos y continGian siendo
uno de los grupos de mayor beneficio, habitualmente bien tolerados a dosis bajas. Ademas, los
diuréticos son los agentes de eleccién en las asociaciones de farmacos antihipertensivos. Con las
dosis recomendadas en la actualidad (12,5-25 mg/dia). Habitualmente se elige una tiazida, Los
pacientes mayores con HTA sistdlica aislada y diabetes obtienen un beneficio especial con este
tipo de tratamiento. Los diuréticos son farmacos bésicos en el manejo de la insuficiencia
cardiaca solo cuando aparecen edemas o sintomas secundarios a la congestion pulmonar
(disnea, ortopnea). Indicacion posible de diuréticos: Diabetes insipida, y en la Osteoporosis los

diuréticos actuan al reducir el indice de excrecidn urinaria de calcio, efecto temporal.

1.3. Medicamentos esenciales

Diuréticos


http://es.wikipedia.org/wiki/Poliuria
http://es.wikipedia.org/wiki/Oliguria
http://es.wikipedia.org/wiki/Anuria
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Diuresis_osm%C3%B3tica&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Diuresis_h%C3%ADdrica&action=edit&redlink=1

CODIGO C
DESCRIPCION SISTEMA CARDIOVASCULAR
CO3 DIURETICOS

Tabla 1-1:CO3B diuréticos de techo bajo, EXLC. Tiazidas; CO3BA
Sulfonamidas, mono drogas

CcODIGO | DESCRIPCION FORMA CONCENTRACION VIA DE
FARMACEUTICA ADMINISTRACION
C0O3B404 | CLORTALIDOA Sélido oral 25 mg Y 50 mg o]

Fuente: (CNMB 92 Edicién, Ecuador)

Tabla 2-1:CO3C diuréticos de techo alto, CO3CA Sulfonamidas, mono drogas

DESCRIPCION FORMA CONCENTRACION VIA DE
CODIGO FARMACEUTICA ADMINISTRACION
furosemida Sélido Oral 40 mg 0]
CO3CAO01 Liquido parenteral 10 mg/ml P
Fuente:(CNMB 92 Edicién, Ecuador)
Tabla 3-1:CO3D agentes ahorradores de potasio, CO3D4
Antagonistas de la aldosterona
DESCRIPCION FORMA CONCENTRACION | VIA DE
CODIGO FARMACEUTICA ADMINISTRACION
Espironolactona Sélido oral 25 mg y 100 mg (0]
C03D401

Fuente:(CNMB 92 Edicién, Ecuador)

1.3.1. Farmaco diurético

Son medicamentos que provocan la excrecion renal de agua y electrolitos, como consecuencia
de su accién turbulenta sobre el transporte i6nico a lo largo de la nefrona. Esta interferencia
puede llevarse a cabo en uno o algunos sitios del recorrido tubular, pero la accién en un sitio
mas proximal puede ser proporcionada a nivel méas distal o liberar mecanismos compensadores

que contrarresten la accion inicial.

Su objetivo esencial es conseguir un balance negativo de agua, pero los diuréticos no acttan
directamente sobre el agua, sino a través del sodio (diuréticosnatriuréticos) o de la osmolaridad
(diuréticos osmoticos). Por ello, el proposito principal de los diuréticos se dirige al tratamiento
de los edemas. Cada segmento de la nefrona posee en su epitelio mecanismos especializados en
el transporte de determinados iones; por lo tanto, la accion del diurético en un segmento

determinado provocard un patron caracteristico de eliminacion de agua y electrélitos. Y,




viceversa, a partir de un patrén de eliminacién ionica se puede deducir, al menos de manera

aproximada, el segmento donde el diurético actla. (FLOREZ, J., ARMIJO, A. 2008 p 815)

1.3.2. Clasificacion de drogas diuréticas

a) Diuréticos inhibidores de la reabsorcion de sodio (saluréticos o natriuréticos)

Diuréticos tiazidicos: Desde el punto de vista terapéutico son los diuréticos mas importantes. Su
uso es amplio en el tratamiento de todos los sindromes edematosos, en la hipertension arterial,

en la diabetes insipida y en la hipercalciuria con litiasis calcica recurrente.

Quimica: Son compuestos Sulfamidicos aromaticos derivados de las Benzotiadiazinas. Los
derivados analogos solo difieren en potencia farmacolégica o en su vida media u otros

parametros farmacocinéticos, no obstante en su respuesta diurética éptima.

Mecanismo de accién: Los diuréticos Tiazidicos como muchos &cidos organicos débiles, se
secretan activamente en la Parte recta del tibulo contorneado proximal. Los diuréticos tiazidicos
ejercen su accion de inhibicidn de la reabsorcion tubular de sodio desde el fluido tubular, al que

se incorporan por ese mecanismo. (APESTEGUIA, 1. 2009. p 10)

b) Diuréticos de alta eficacia

Furosemida, Bumetanida, y Acido Etacrinico, tienen una intensidad diurética mucho mayor que
las Tiazidas. Su accion emprende antes de los 30 minutos por via oral, y su duracién es

relativamente leve, de 4-6 horas.

Quimica: La furosemida, es un derivado del &cido antranilico; el 4cido etacrinico del &cido

arilacético y la bumetanida del 4cido 3-aminobenzoico.

Mecanismo de accion: Los diuréticos de alta eficacia, o llamados también diuréticos del asa,
acttan inhibiendo la reabsorcion tubular del Na+ y CI-, en el 12 segmento medular y cortical de
la rama ascendente gruesa del asa de Henle. La accidn se relaciona con una inhibicion de la
enzima Na-KATPasa. Estos diuréticos, aumentan definidamente la excrecion de sodio, cloruro,
potasio, y agua. Se presentan efectos secundarios menos frecuentes como erupcion cutanea,
aplasia de médula Osea, pancreatitis, acufenos, vértigo, sordera, agranulocitosis y

fotosensibilidad. (APESTEGUIA, 1. 2009. p 11)



c) Diuréticos ahorradores de potasio.

Espironolactona: Es un antagonista competitivo de la aldosterona. El bloqueo de la accion de
la aldosterona en el tabulo distal, y tabulo contorneado produce, (al contrario de la aldosterona),
un aumento de la excrecién de Na+ y ClI, y una disminucion de la eliminacion de potasio,
hidrégeno, y amonio. El efecto de la Espironolactona, solo es evidente en presencia de
aldosterona; Util en el tratamiento del edema del sindrome nefrético, o de la cirrosis hepatica,

gue cursan con altos niveles de aldosterona.

Farmacocinética: Se absorbe bien por via oral la Espironolactona. Tolera una importante
metabolizacion en su primer paso por el higado, ligada a las proteinas plasmaticas transita

ampliamente.

Amilorida y triamtirene: Estos poseen una moderada accién natriurética, diurética y un
importante efecto ahorrador de potasio. Quimicamente son bases organicas. EI Triamtirene es
una Pteridina y la Amilorida un derivado de la Pirazina. Su mecanismo de accion se desarrolla
en el Tubulo, colector, segmento cortical, que es el sitio de mayor eliminacion de potasio, tanto
por transporte activo como pasivo. Estos agentes producen una disminucion de la reabsorcion
de sodio en el fluido colector. Asi eliminando moderadamente sodio, cloro y agua y se retiene
potasio.

Farmacocinética: Amilorida y Triamtirene se administran por via oral, usualmente en
combinacion con Hidroclorotiazidas u otras Tiazidas. El Triamtireno se liga a proteinas
plasmaticas en un 60% y se metaboliza ampliamente en el higado. La Amilorida circula casi
libremente en el plasma y no se metaboliza, eliminandose en forma inalterada. Sus metabolitos

se secretan activamente en el tabulo proximal, por el mecanismo de los cationes organicos.

Los efectos adversos son hiponatremia, acidosis metabélica, debilidad muscular, impotencia,
cefalea, trastornos gastrointestinales, y con menor frecuencia, fotosensibilidad y

anafilaxia.(APESTEGUIA, 1.2009. p 12).
d) Diuréticos osmoticos
Mecanismo de accion: Los diuréticos osmoéticos (Manitol al 15-20 %, y Urea), son sustancias

que en solucion son marcadamente hipertonicas. Al administrarse por via intravenosa, filtran

por el glomérulo, no se reabsorben o lo hacen muy escasamente por los tabulos ejerciendo alli



una presion osmotica, reteniendo agua. Ademasinterceptan con la reabsorcion de sodio y

cloruro. Produciendo, una intensa diuresis osmotica.

Farmacocinética: Los diuréticos osmaticos asi como no se reabsorben en los tubulos renales,
tampoco se absorben o lo hacen con dificultad por el epitelio intestinal, por lo que se deben dar
por via intravenosa, en infusiones continuas. Son agentes inocuos o inertes, y no se
metabolizan. La elevacion de la osmolaridad, produce un aumento o arrastre del pasaje de agua
hacia la sangre con una tendencia a la expansién plasmatica o hipervolemia. Los diuréticos
osmoticos estan contraindicados en los pacientes con anuria debido a enfermedad renal y en los

gue no han respondido a dosis de prueba de los farmacos.

e) Diuréticos inhibidores de la anhidrasa carbonica

La anhidrasa carbdnica enzima que cataliza la reaccién CO2+ H,O --> CO3H,. La enzima se
encuentra distribuida considerablemente en todos los tejidos, y deben inhibir el 99% de la

actividad enzimatica para que los inhibidores de la anhidrasa carbonica, sean efectivos.

Mecanismo de accion: La anhidrasa carbdnica renal se encuentra en la membrana luminal de
las células epiteliales tubulares y en el citoplasma de las mismas. EI 90% del bicarbonato
filtrado, es reabsorbido en el tubulo proximal. Un intercambio de H* (que se excretan por
secrecion activa al fluido tubular) por iones de sodio da como resultado que el COsHNa es
reabsorbido del tubulo hacia el liquido intersticial y al plasma, acompafian de una reabsorcion

pasiva de un volumen osméticamente equivalente al agua.

Farmacocinética:La Acetazolamida, y los inhibidores de la anhidrasa carbonica, se reabsorben
por via oral. Su maxima concentracion plasmatica, se alcanza a las dos horas, se excreta por
rifidn, no se metaboliza, y se liga estrechamente a la enzima anhidrasa carbonica. Los
inhibidores de la anhidrasa carbonica logran provocar acidosis metabdlica hipercloremica,
fosfaturia e hipercalciuria con produccion de calculos renales, hipopotasemia intensa y

reacciones de hipersensibilidad. (APESTEGUIA, 1. 2009. p 14)

La clasificacion que combina, en lo posible, la eficacia diurética, con el sitio de accion y con la

estructura quimica.



a) Diuréticos de maxima eficacia.

Actutan en los segmentos diluyentes; la fraccion de eliminacién de Na * es superior al 15 %.
Entre los mas importantes estan los sulfamoil benzoatos furosemida, bumetanida y piretanida,
el derivado de la sulfonilurea torasemida (torsemida), el derivado del &cido fenoxiacético acido

etacrinico y la tiazo-lidona etozolina.

b) Diuréticos de eficacia mediana.

Actlan en la porcion final del segmento diluyente cortical y en el primer segmento del tibulo
distal; la fraccion de eliminacion de Na+ es del 5-10 %. Entre estos tenemos las benzotia-
diazinas (tiazidas e hidrotiazidas): hidroclorotiazida, al-tizida, bendroflumetiazida y mebutizida;

sus derivados son clopamida, clortalidona, indapamida, Xipamida y qui-netazona.

¢) Diuréticos de eficacia ligera.

La porcion de eliminacion de Na* es inferior al 5 %. Entre los sitios de accion se localizan: a)
Ahorradores de K*: actian en el ultimo segmento del tubulo distal por inhibicion de la
aldosterona: espironolactona y canrenoato de potasio, o con independencia de la aldosterona:
amilorida y triamtereno. b) Inhibidores de la anhidrasa carbonica: acetazola-mida vy

diclorfenamida.c) Agentes osmoticos: actuan en el tibulo proximal: manitol e isosorbida.
(FLOREZ, J; ARMIJO, A. p 819)

1.4. La hipertension arterial (HTA)

Es un sindrome distinguido por elevacion de la presion arterial (PA) y sus consecuencias. Entre
los factores se entiende, cada dia mas, que son varios procesos aun no identificados, y con base
genética. La HTA es un elemento de riesgo muy importante para el desarrollo futuro de
enfermedad vascular (enfermedad cerebrovascular, cardiopatia coronaria, insuficiencia cardiaca

o renal).
Se siguen las recomendaciones de la OMS-SIH. Asi pues, la hipertension se define como una

presion arterial sistolica de 140 mmHg o superior y/o una presion arterial diastélica de 90

mmHg 0 superior. (CASTELLS, E.2009. p 7)
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1.5. Edema

Resulta del griego OIDEMA: hinchazon, se puedeapreciar porque al apretar fuerte con el dedo y
soltar el hundimiento permaneceun tiempo, puede ser muy pocos segundos ovarios minutos.Es
la acumulacion de cantidades anormales de liquido en los espacios intercelulares de los tejidos o
en las cavidades corporales.

1.5.1. Tipos de edema segun su origen:

1. Edema Inflamatorio: que corresponde a un aumento de la permeabilidad vascular con
aumento de la presion hidrostatica intravascular y disminucién de la presion coloidosmotica

del plasma.

2. Edema No Inflamatorio: se debe a modificaciones de las fuerzas hemodinamicas a través de

la pared capilar (edema hemodinamico).

1.5.2. Tipos de edema segun su extension:

e Localizado: que se origina en una parte del cuerpo, por ejemplo ante una Inflamacién o

hinchazon de una pierna en caso de trombosis venosa

e Generalizado o sistémico: que cuando es agudo provoca una hinchazon difusa de todos los

tejidos y érganos del cuerpo, especialmente el tejido celular subcutaneo.

1.5.3. Tipos de edema segun su localizacién.

La presencia de edema en las diversas cavidades serosas del cuerpo adopta las siguientes
designaciones: hidrotérax o derrame pleural (acimulo de liquido en la cavidad pleural o
torécica), hidropericardio o derrame pericardico (acumulacién de liquido en la cavidad
pericardica), e hidroperitoneo o ascitis (acumulo de liquido en la cavidad peritoneal o

abdominal). (BUYO, M. ARRIBAS, 1. 2006. p 18)

1.6. Desequilibrio electrolitico

El desequilibrio hidroelectrolitico es un efecto secundario provocado por los farmacos El
equilibrio de los electrolitos, ayuda al cuerpo a mantener los liquidos a las concentraciones

adecuadas. La hiponatremia es un efecto adverso de todos los diuréticos. El riesgo de
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hipopotasemia, que puede aparecer con los diuréticos tiacidicos y los de asa, depende de la
duracién de la accion, y es mayor con los tiacidicos que con los diuréticos. El riesgo de
hipopotasemia, que puede aparecer con los diuréticos tiacidicos y los de asa (administrados a
dosis equipolentes). Los diuréticos ahorradores de potasio pueden producir hiperpotasemia.
Ademaés pueden producir otros trastornos electroliticos , como hipercalcemia ( tiacidas ) ,
hipocalcemia ( diuréticos de asa ) e hipomagnesemia ( tiacidas y diuréticos de asa ) . Los
sintomas de desequilibrio hidroelectrolitico  son sequedad de boca, sed alteraciones

gastrointestinales (oms 2004. p 19).

1.7. Estudio fitoquimico

El estudio fitoquimico tiene como propoésito aislar e identificar los diferentes tipo de
compuestos los que podran tener actividad o toxicidad en la planta. Utiliza un esquema general
gue emplea la extraccion sucesiva con solventes de polaridad creciente. Sometiendo a una
extraccion sucesiva a la planta fresca o seca, al extracto se mide el volumen obtenido y se le

calcula su concentracién, en gramos de sustancias extraidas por ml de extracto. (MIRANDA, M.2006.
p 50)

Los metabolitos secundarios, se distribuyen diferencialmente entre grupos taxondmicos,
presentan propiedades biol6gicas, se caracterizan por sus diferentes usos y aplicaciones con
medicamentos, insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes, entre otros. Adoptan también la
denominacion de productos naturales. Se sintetizan en pequefias cantidades, estando a menudo
su produccion restringida a un determinado genero de plantas, a una familia, o incluso a algunas

especies.

Se agrupan en cuatro clases principales.

Terpenos. Entre los que se encuentran hormonas, pigmentos o aceites esenciales.
Compuestos fendlicos. Cumarinas, flavonoides, lignina y taninos.
Glicosidos. Saponinas, glicésidos cardiacos, glicésidos ciangenos y glucosinolatos.

Alcaloides.

1.7.1. Tamizaje farmacolégico y toxicolégico

Establece una de las etapas iniciales en la investigacion sobre plantas medicinales.
Entendiéndose por tamizaje un conjunto de técnicas relativamente simples que permite al

investigador evaluar la posible accion farmacoldgica y la toxicidad de una planta. El tamizaje
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farmacoldgico de extractos de plantas busca descubrir aquellas que presentan actividad
farmacoldgica. El tamizaje farmacoldgico debe ser solicitamente realizado, para que sea seguro
y reproducible; sin embargo, las técnicas y los procedimientos no deben de ser exageradamente
elaborados y caros. La cantidad del material preciso para el tamizaje debe ser pequefio y los
procedimientos deben programarse de tal manera que se pueda utilizar el material bruto, como
extractos de plantas o fracciones de extractos. El tamizaje sea general o especifico, produce solo

probabilidades sobré la actividad que la muestra tendria en un ser humano enfermo.

El estudio farmacoldgico de las drogas tiene como finalidad:

1. Establecer las acciones farmacolégicas, es decir, determinar la actividad de dichas drogas
sobre organismos vivos. Procurando determinar tanto el efecto o efectos principales como

los efectos secundarios.

2. Efectuar estudios de toxicidad para valorar los posibles efectos toxicos de las drogas que se

estan estudiando.

3. Establecer el margen terapéutico es decir establecer la diferencia entre la dosis terapéutica
y la dosis toxica. Habitualmente de la dosis depende la manifestacion de efectos
terapéuticos o toxicos. En ocasiones, la diferencia entre dosis terapéutica (dosis a la que se
desarrolla una accién eficaz) y dosis toxica (dosis a la que aparecen manifestaciones

nocivas) es muy pequefia y se indica entonces que el marquen terapéutico es muy estrecho.

El tamizaje general es conocido también como “screening hipocratico, este nombre se deriva del
método clasico de observacion y deduccion, preconizado por Hipdcrates. EI screening
hipocratico es una técnica observacional, cualitativa y semi- cuantitativa, en la cual se utiliza los
resultados verificados como patrén de actividad. Se lleva a cabo utilizando ratones o ratas, se
observa en los animales que reciben la droga y los animales que sirven como control. Las vias
de administracién mas comunes son la oral y la intraperitoneal. Las drogas deben de disolverse
previamente o deben de estar en una suspension en un vehiculo acuoso. El uso de acidos, de

bases y de solventes organicos puede enmarcar la verdadera actividad bioldgica.

1.7.2. El tamizaje fitoquimico o screening fitoquimico

Una de las etapas iniciales del tamizaje farmacoldgico, que permite determina cualitativamente
los principales grupos quimicos presentes en una planta y conllevando a orientar la extraccion

y/o fraccionamiento de los extractos para el aislamiento de los de mayor interés. EIl tamizaje
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fitoquimico consiste en la extraccion de la planta con solventes apropiados y la aplicacién de
reacciones de color y precipitacion, con la evaluacién rapida, con reacciones sensibles,

reproducibles y de bajo coste. (0SORIO, J. 2009. p 18)

1.8.  Compuestos polifenolicos

Incluye varios millares de estructuras muy variadas desde acidos fendlicos, flavonoides y
estilbenos de bajo peso molecular, hasta estructuras altamente polimerizadas y/o enlazadas a

paredes celulares, como los taninos. (csic.2009. p 12)

1.8.1 Flavonoides

Los flavonoides son compuestos fenolicos de 15 carbonos, distribuidos en el reino vegetal en
méas de 2.000 especies de muy numerosas familias. En su estructura quimica contienen un
nimero de grupos hidro-fendlicos, son quelatantes del hierro y otros metales de transicion y
presentan una gran capacidad antioxidante que depende de las propiedades redox de sus grupos
hidroxifendlicos y de la accion inhibitoria de radicales hidroxilo y superoxido, altamente
reactivos en la cadena de peroxidacién lipidica. Previenen la agregacion plaquetaria (efectos
antitromboticos) y de proteger a las lipoproteinas de baja densidad de la oxidacion (prevencién
de la placa de ateroma).Poseen efectos terapéuticos en un elevado nimero de condiciones

patoldgicas, incluyendo la aterosclerosis y la cardiopatia isquémica. (RUSSO, Ry otros. 2006. p 7)
1.8.2  Aspectos quimicos
Son moléculas que tienen dos anillos bencénicos unidos a través de una cadena de tres atomos

de carbono, puesto que cada anillo bencénico tiene 6 &tomos de carbono, también Ilamados por

los autores como compuestos C6C3C6. (MARTINEZ, A.2005. p 25)

Figural-1: Estructura bésica de los flavonoides

Fuente:http://bvs.sld.cu/revistas/ibi/vol22 1 03/ibi07103.htm
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De acuerdo con las variantes estructurales que presenta la cadena central C3 se han clasificado
en varios grupos: Chalconas, flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanonoles, antocianidinas,
catequinas, epicatequinas, auronas, isoflavonoides, pterocarpanos, rotenoides. Sin embargo
dentro de las plantas los estudios han mostrado que estas sustancias se encuentran en su
mayoria, ligados a moléculas de carbohidratos. A este tipo de combinacion nucleo flavonoide
basico + una o varias unidades de carbohidratos, se les denomina GLICOSIDQOS, y cuando no

tienen ligadas moléculas de carbohidratos se las denomina AGLICONAS FLAVONOIDES.
(MARTINEZ, A.2005. p 24).

1.8.3. Fuentes naturales

Los flavonoides se encuentran dentro de la dieta humana en productos tales como frutas,
verduras y semillas, asi como en bebidas como té verde, té negro, cerveza y vino asi como en

forma de suplementos nutricionales, junto con ciertas vitaminas y minerales.

Se han identificado mas de 5.000 flavonoides, entre los que se pueden destacar:

1. Citroflavonoides: quercitina, hesperidina, rutina, naranjina y limoneno. La quercitina es un
flavonoide amarillo-verdoso presente en cebollas, manzanas, brécoli, cerezas, uvas o repollo
rojo. La hesperidina se encuentra en los hollejos de las naranjas y limones. La naranjina da el
sabor amargo a frutas como la naranja, limén y toronja, y el limoneno se ha aislado del limén
y la lima.

2. Isoflavonoides: estan presentes en los alimentos con soya tales como frijoles, leche, harina 'y
proteina vegetal texturizada. Los dos mas conocidos son la genisteina y la daidzeina.

3. Proantocianidinas se localizan en las semillas de uva y vino tinto

4. Antocianidinas: son pigmentos vegetales responsables de los colores rojo y rojo-azulado de
las cerezas.

5. Acido elagico: se encuentra en frutas como la uva y en verduras.

6. Catequina: en té verde y negro.

7. Kaemferol: aparece en puerros, brécoli, rabano y remolacha. (RUSSO, Ry otros. 2006. p 7)

1.8.4. Propiedades

Antialérgicas, antiinflamatorias, antihipertensivas, diuréticas y papel en el cancer y en las

hiperlipidemias. (csic.2009. p 8)
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1.9. Cromatografia en capa fina (CCF)

La cromatografia en capa fina técnica que consiste en la separacion de los componentes de una
mezcla a través de la migracion diferencial sobre una capa fina de absorvente, retenida sobre
una superficie plana. En esta técnica, una solucion de la muestra que va a ser analizada se aplica
por medio de un tubo capilar sobre la superficie de un adsorbente inerte (silica, alimina)

distribuido uniformemente. (SHARAPIN. N.2000. p 152)

La constante RF mide la retencién de un componente. EI méximo valor de RF que se puede
alcanzar es de 1. Lo magnifico es un RF entre 0.65y 0.7.

Las ventajas del uso de la cromatografia en capa fina:

e  Equipo simple y de bajo costo

e  Es facil sucompresién y ejecucion

o Rapidez, reproducibilidad y versatilidad en el anélisis

e  Utilizacion de una pequefia cantidad de solvente y de la muestra a ser analizada

e Posibilidad de analizar varias muestras en una sola placa cromatografica

o Posibilidad de revelar las placas con reactivos cromogénicos, lo cual hace posible detectar
sustancias que no absorben en la region UV/ visible.

. Posibilidad de efectuar separaciones en escala semi-preparativa. (SHARAPIN. N.2000. p 161)

1.10. Espectrometria uv-vis

Se usan frecuentemente para confirmar la identidad de una sustancia mediante la comparacion
del espectro medido con uno de referencia, La espectroscopia UV-visible puede utilizarse para

determinar muchas caracteristicas fisico-quimicas de los compuestos. (OWEN, T.2000. p 66)

1.10.1. Espectro ultravioleta-visible

Cuando la radiacion interacciona con la materia, pueden ocurrir varios procesos como reflexion,
dispersion, absorbancia, fluorescencia/fosforescencia (absorcion y reemision) y una reaccion
fotoquimica (absorbancia y rotura de enlaces). En general, cuando se miden espectros UV-
visible, s6lo es deseable que ocurra absorbancia. Como la luz es una forma de energia, la
absorcién de la luz por la materia causa que aumente el contenido de energia de las moléculas (o

atomos). (OWEN, T.2000. p 67).
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Los Flavonoides pueden detectarse en una CCD por el color que desarrollan en el Vis o en el
UV; los espectros de los flavonoides son determinados cominmente en solucion metandlica. El
espectro tipicamente consiste de dos maximos de absorcién en los rangos 240-285 nm y 300 -

550 nm. (Lock, 0.1997. p 85)

Tabla 4-1: Valores de absorcion de los diferentes tipos de flavonoides.

250-280 310-350 Flavonas

250-280 330-360 Flavonoles(3-OH sustituido)

250-280 350-385 Flavonoles (3-0H libre)

245-275 310-330h Isoflavonas(5-dioxi-6,7-dioxi)

275-295 300-330h Isoflavonas,dihidroflavonoles
230-270(baja intensidad) 340-390 Chalconas
230-270(baja intensidad) 380-430 Auronas

270-280 465-560 Antocianidinas,antocianinas

Fuente: LOCK, 0.1997

1.11. Animales de experimentacion

La importancia del uso de animales en el laboratorio, la ciencia se ha desarrollado de una forma
significativa gracias a los diferentes modelos animales, aportando al conocimiento de la
biologia y fisiologiay estableciendo diagndsticos y tratamientos que mejoran la calidad de vida

del hombre.

Asi mismo la importancia de trabajar con ética y sin hacer dafio innecesario a los modelos

animales, evitandoles sufrimiento y dolor. (MuROZ, J.Y OTROS.2007. p 15).

Las plantas constituyen un arsenal de sustancias biolégicamente activas, para identificar una
accion farmacologica supuesta en la planta, en el estudio farmacolégico se deben emplear
modelos experimentales que sean imprescindibles y adecuadamente validados, trabajar con
animales sanos, originarios de Bioterios y adecuadamente estandarizados, emplear controles
positivos y aplicar las buenas practicas de laboratorio, asi como los principios éticos para la
investigacion en animales, en el estudio de plantas medicinales para luego incorporarlos en

formas farmacéuticas (fitofarmacos). (DEHESA, M. p 25)

Convirtiéndose los fitofarmacos en una terapia alternativa necesaria. La aplicacion debe
efectuarse sobre una base cientifica, resultados de las investigaciones que corroboran su eficacia
y seguridad. En las investigaciones farmacoldgicas los ensayos con animales de
experimentacion resultan imprescindibles para la busqueda y aplicacion de posibles medidas

terapéuticas.
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Los experimentos con animales tienen su fundamento en el hecho de considerar a otras especies
animales como modelos en miniatura de los problemas humanos brindando informacién

exclusiva. (RODRIGUEZ, E. 2007. p 15)

1.11.1 Ratas de laboratorio

Fuente: POCH.P. 2012

Corresponden a la especie Rattus norvegicus, es una cepa de ratas albinas. Con finalidad de
utilizarlas en la investigacion médica y bioldgica, en la constituyéndose una de las cepas de
ratas mas utilizadas en la experimentacion cientifica. Esta especie se caracteriza por ser de
facil manejo, pelo corto y orejas pequefias, de 250 —-300 g, olfato y oido desarrollado.
Anatomia y Fisiologia de la rata: Higado Pentalobulado, la Vesicula Biliar esta ausente en la

rata, No regurgitan ni Vomitan.

La rata, después del raton, es el animal de experimentacién mas utilizado en investigaciones
biomédicas, especialmente en fisiologia, toxicologia, farmacologia, comportamiento,
inmunologia y oncologia. Ademas por el hecho de que algunas lineas de rata de laboratorio
presentan una susceptibilidad especifica para ciertas enfermedades complejas como la obesidad
o el cancer. Su mayor tamafio permite efectuar ciertos protocolos que son muy dificultosos de
llevar a cabo en el ratén. Por ejemplo, con el desarrollo de las técnicas de microcirugia, y desde
la existencia de lineas definidas (con un detallado conocimiento de sus parametros
inmunolégicos), la rata de laboratorio se ha convertido, en la especie mas importante como

estandar en trasplantes de 6rganos. (BAKER, J.y otros.1980. p 6)

1.11.2. Manipulacion de las ratas

La farmacologia experimental se sirve de animales como reactivo biol6gico, para ensayos de

farmacos, muchas veces, lo que se trata es administrar un producto por varias vias, para ello se
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necesita que el animal no presente resistencia para la administracion aqui la importancia de

saber manipular desde el primer momento a los animales.

La rata es un animal décil y menos nervioso el macho que la hembra, para extraerlo de la jaula,
se debe abrir previamente la rejilla, dejar que los animales tomen confianza y posteriormente se

realiza una sujecion de todo el cuerpo, con los 5 dedos, en forma gentil.

Una de las técnicas mas recomendadas para su sujecién consiste en apoyar la nuca del animal en
el borde interno del dedo indice, si se sujeta con la mano derecha, el dedo pulgar pondré el
miembro anterior izquierdo del animal frente a su hocico, el miembro anterior izquierdo quedara

sujeto entre el dedo indice y medial, de manera que la cabeza quede inmdvil. (MuRoz, J.Y otros.
2010. p2)

1.11.3. Vias de administracion.

a) Via oral (p.0.): Por esta via se administran soluciones y suspensiones por medio de una
sonda de pequefio calibre, que permite la introduccion del farmaco a la camara gastrica
por el hocico del animal; si el producto no es soluble por sonda orogastrica directamente
hasta el nivel gastrico, se puede mezclar la sustancia con sirope obteniendo un alimento,

mejor si se tiene hydroxipropil metil celulosa a 0.5 %.

b) Via intravenosa (i.v.): Administracion de sustancias a dosis exactas, asi como para
extraer muestras de sangre. En ratas y ratones se puede utilizar la vena marginal de la

cola.

c) via intraperitoneal (i.p.): Tomando en cuenta la rapida absorcion por esta via y el facil
acceso a la misma, es una de las vias méas utilizadas en el laboratorio. En el ratony la
rata, se expone la region abdominal y se inyecta en el cuadrante inferior izquierdo; la

aguja, de 27 X 6 mm, debe formar un angulo de 10 grados con el plano corporal.

d) via intramuscular (i.m.): En el caso de esta via, se presenta el dorso del animal y el
farmaco se deposita con una aguja de 27 X 13 mm en la parte posterior de los cuartos

traseros.

e) via subcuténea (s.c.): El f&rmaco es depositado por debajo de la piel del dorso con una
aguja de 27 x 6 mm, levantando la piel con una mano introduciendo la aguja con la otra

mano.
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Tabla 5-1: Volumen méximo permitido en administracion por cada via

ANIMAL i.v. i.m. i.p p.o
RATON (20-30g) 0.5 0.05 1.0 1.0
RATA(100g) 1.0 0.1 2.0-3.0 5.0
COBAYO(250g) 1.0 0.25 2.0-5.0 10.0
CONEJO(2.5kg) 5.0-10.0 0.5 0.5 20.0

Fuente: MANEJO DE ANIMALES. file:///C:/Users/CELESTE/Downloads/56T00314.p

1.12. Cafa agria (Costus spicatus)

Imagen 2- 1: Planta de Cafia Agria (Costus spicatus)
Fuente: BRUNO.2010

Caia de jabali

Tabla 6-1: Clasificacion cientifica de Cafia Agria (Costus spicatus)

Reino Plantae
Familia Zingiberaceae
Division Plantae
Genero Costus
Especie C. spicatus

Nombre comun cafiita de monte

Orden Zingiberales

Fuente: Sosa, R.2015

1.13. 1. Botanicay ecologia.

Hierba de 1 a 2 m de altura, con tallos sin ramificar, articulados y cilindrico. Las hojas son
alargadas y envuelven al tallo. Las flores se prestan en grandes espigas Y tienen una estructura
parecida a una hoja de color rojizo. Originaria de México. Presente en climas célido, semicalido
y templado entre los 800 y los 2600 m snm. Asociada a bosques tropicales su perennifolio y
perennifolio y bosques meso filo de montafia.
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1.12.2. Etnoboténica y antropologia.

La cafa agria se emplea, para el tratamiento del “mal de orina; el enfermo presenta dificultad y
dolor al orinar, dolor fuerte en el vientre. El tratamiento consiste en beber en ayunas el agua en
donde se han remojado trozos de la capa delgada que se desprende del tallo de la cafia agria, 0
bien, se hierve el tallo sin hojas para que el enfermo beba una taza por la mafiana y otra por la
tarde; igualmente se aconseja en ocasiones masticar el tallo. En algunas preparaciones se

sugiere acompafiar los preparados con cabellos de maiz o con chote y ojite.

Se le menciona util para tratar afecciones de los rifiones (inflamacion), las paperas, “boca
pelada” y en infecciones de la vista. En este ultimo caso, se aplican unas gotas obtenidas al

exprimir el tallo tierno.

1.12. 3. Fitoquimica y farmacologia

Se sabe muy poco acerca de fotoquimica de esta planta, los estudios que se han realizado sobre
la quimica de Costus spicatus han reportado presencia de cianidin, camferol, delfinidin,
flavonoides y quercetina en las hojas. También se ha probado que protege a los rifiones de la
toxicidad de los medicamentos.Por su amplio espectro se recomienda para todas las afecciones
inflamatorias.Otro componente como el kamferol actia como: antioxidante, antiinflamatorio,

antiepiléptico, anti cancerigeno, antiespasmaodico, diurético

1.12. 4. Forma de empleo

Se usan los tallos y hojas, en infusién, té, colirio, y en agua fresca para tomar.

1.12. 5. Usos medicinales

Diurética, ademas de aumentar la produccion de orina y la eliminacion de sustancias de
desecho, desarrolla una interesante accion antiinflamatoria sobre los érganos urinarios.La cafia
de jabali es una de las hierbas mas completas para aliviar afecciones de los rifiones.

Se recomienda su uso en caso de nefritis, calculos urinarios e inflamacion de la vejiga (cistitis).

Emenagoga: aumenta la menstruacion cuando es escasa.

Es calmante de los dolores menstruales (dismenorrea)
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1.12. 6. Posologia y recetas
Agua fresca: para inflamacién de los rifiones y vias urinarias. Las hojas se licuan con un poco
de agua, se cuela el licuado y se prepara en una jarra con agua limpia como agua fresca. Se

puede endulzar con un poco de miel o azlcar morena. Esta preparacion se puede tomar a diario.

Té: las hojas secas se lavan y se ponen a hervir con un poco de agua, la coccion se puede

endulzar con un poco de miel o azlcar aziicar morena, tomandose asi por las noches.

Infusion: Para el mal de orina. Tres trozos de tallo, mezclados con un pedazo de sébila, en un

litro de agua; tomando como agua de tiempo.
Dos pedazos de cafita en medio litro de agua o puede comerse el fruto crudo; ambos se toman
en ayunas. Se hierve junto con los cabellos de maiz y se toma contra el mal de orina, o también

se usa junto con el chote y ojite, se cuela y se deja reposar, tomandose al dia siguiente.

Colirio: para infecciones en los o0jos. Se corta una parte del tallo tierno, se exprime para
Extraer unas gotas de este, que se colocaran en los ojos.

Otros: afecciones en la boca. Se mastica un pedazo del tallo. Para bajar la fiebre.

1.12.7. Cuidados y contraindicaciones

No se conocen contraindicaciones. (OCAMPO, Z., CRUZ, A.2010. p 2)
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CAPITULO II

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Lugar de investigacion

Confirmacion e identificacion taxondmica: Herbario de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo (ESPOCH).

Control de calidad de la droga (Costus spicatus) y preparacion de extractos: Laboratorio de
fitoquimica, andlisis instrumental, de la Facultad de Ciencias, Escuela de Bioquimica y
Farmacia, ESPOCH.

Evaluacidn de la actividad diurética: Bioterio de la Facultad de Ciencias, Escuela de Bioquimica
y Farmacia.

Anédlisis de electrolitos: Laboratorio clinicos automatizados LACFE.

2.2 Materiales, equipos y reactivos.

2.2.1 Materia prima

El material vegetal de cafia agria (Costus spicatus) la parte utilizada son los tallos.

2.2.2 Material bioldgico

Para el estudio in vivo de la actividad diurética se utilizaron ratas (Rattus norvegicus),
provenientes del Bioterio de la Escuela de Bioquimica y Farmacia, Facultad de Ciencias de la
ESPOCH.

Las ratas se dividieron en 5 grupos: grupo B (blanco), grupo C+ (control positivo), Grupo T1
(tratamiento al 20%), grupo T2 (tratamiento al 60%) y grupo T3 (tratamiento al 100 %).

a. Caracteristicas

Peso promedio: 270g
Edad: 4-5 meses
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Sexo: Machos/ hembras
Lugar de nacimiento: Bioterio de la Facultad de Ciencias, Escuela de Bioquimica y Farmacia,
Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

b. Condiciones ambientales:

Temperatura: 22°C +/- 2

Humedad relativa: 50 % +/-10

Periodo de fotoluminiscencia: 12 Horas de luz y 12 Horas de oscuridad

Cama con viruta: cambio cada 48 horas

Alimentacidn: pellets de balanceado para roedor 159/100g peso al dia y Agua ad libitum

Periodo de tiempo (ambientacién):7 dias

2.2.3 Equipos

e  Mufla (Optic lvymen System )

e  Estufa ( Memmert)

e Rotavapor (HEIDOLPH TYPE HEIZBAD HEI-V)
e Balanza de animales de sensibilidad 0,1 g analitica
e  Refractometro

e  pH-metro

e  Espectrofotometro

e AVL 9380

2.2.4 Materiales de laboratorio

e  Frasco &mbar estériles de vidrio

e  Tubos de ensayo

e  Capsulas de porcelana

e Crisol

e Gradilla

e Balones aforados de 10, 25, 50 y 100 mL
e Vasos de precipitacion 50, 250 y 500 mL
e  Pipetas volumétricas 1, 5, y 10mL

e  Probetas 25 y 50 mL

e Tripode

24



e Varilla de agitacion

e Reverbero

e  Mortero con pistilo

e  Matraces

e  Embudo simple

e  Mangueras

e  Termdmetro

e  Perade succion

e Placas de vidrio

e  Papel filtro

e  Papel aluminio

e Canula

e Jeringuillade 1y 3 mL (NYPRO)
e Algoddn

e  Guantes, mascarilla, cubre zapatos
e Jaulas para ratas

e  Bebederos para ratas

2.2.5 Reactivos

e  Furosemida 20 mg / kg
e  Eter dietilico

e Alcohol al 96°

e Acido clorhidrico

e Acido sulfarico

e Acido férmico

e Acetona

e  Agua Destilada

e Reactivos de Dragendorff
e Reactivo de Mayer

e Reactivo de Wagner

e Reactivo de Baljet

e Reactivo de Sudan IlI

e Reactivo de Fehling

e Hidroxido de sodio 1 M
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e Amonio 5%

e  Magnesio metélico

e  Metanol

e Solucidn de carbonato de calcio
e  Suero fisioldgico (NaCl 0.9 %)
e Cloruro férrico

e Alcohol amilico

e Jugo de cafia

o Silica gel 60 F254 (Merck)

e NaNO;

e AICI510%

e  Cloroformo

2.3 METODOS Y TECNICAS

2.3.1 Comprobacidn e identificacion taxonémica

La comprobacion e identificacion taxondmica del vegetal Cafia Agria (Costus spicatus) fueron

realizadas en el Herbario de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (ESPOCH).

2.3.2 Recoleccidn del material vegetal: muestreo

La materia prima tallo de Cafia Agria (Costus spicatus) fue recolectada a una altitud 924 metros
sobre el nivel del mar, temperatura promedio de 27°C, Humedad relativa 80%, en época de
verano, en la ciudad del Puyo, Provincia de Pastaza. Se descartd todas las partes aéreas, se lavé
con abundante agua y luego se desinfecté con Kilol DF 100, seguido del secado con corriente
de aire a una temperatura no mayor de 30 + 5 °C, para impedir deteriorar algin componente

quimico presente en la planta.

2.3.4 Preparacion de extracto

En la preparacion del extracto por prensado de tallos de cafia agria (Costus spicatus), Se
obtiene la planta de cafa agria fresca, separar las partes aéreas de los tallos, desechar los tallos
que presenten contaminacion ya sea por insectos o microorganismos, y aquellos cafiotes que se
encuentren manchados y deteriorados,eliminar las impurezas de los cafiotes lavando con

abundante agua purificada, se retir6 el bagazo de los cafiotes de cafia agria, se procedio a
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fragmentar la cafia en cortes pequefios para facilitar el prensado asi obteniendo el liquido, luego
se procedio a filtrar, y posteriormente colocar en un envase de vidrio obscuro y guardar en un

lugar fresco para su posterior uso.

2.3.5 Parametros de control de calidad

El andlisis de control de calidad del vegetal se lo realizé en base a la Norma Ecuatoriana de

Fitomedicamentos (2001) y Norma Internacional.

Determinacion de Humedad

A una capsula de porcelana previamente tarada se agrega 2g de vegetal pulverizado y molido
colocar en la estufa a T de 105°C, por tres horas. Colocar en un desecador hasta su enfriamiento

se pesa hasta peso constante, la medicion se realiza cada 30 minutos. (MIRANDA, M.2000 p 33)

p=M2mMyi00
C M2-M

H = Pérdida de peso por desecacién (%)

m = Peso de la capsula mas la muestra (g)
m1= Peso de la capsula méas la muestra (g)
m2= Peso de la capsula méas la muestra (g)

100 = Factor matematico para los calculos

Determinacion de cenizas totales

Colocar en un crisol previamente tarado 2g de vegetal pulverizado y molido, se calienta la
muestra hasta carbonizarla y posteriormente se la coloca en una mufla a una temperatura de 700
a 750 °C, durante 2 h.

Se coloca en un desecador hasta que se enfrie y se pesa tres veces hasta que tenga un peso
constante, la medicién se realiza cada 30 minutos.

Si la muestra posee residuos de carbén se adiciona perdxido de hidrogeno concentrado vy

calentar hasta que se evapore obteniéndose asi un residuo de color blanco. (MIRANDA, M. 2000 p 36)

_M2-M
- M1-M
C = Porcentaje de cenizas totales en base hidratada

X100

M = Masa del crisol vacio (g)
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M1 = Masa del crisol con la porcidn de ensayo (g)

M2 = Masa del crisol con la ceniza (Q)
100 = Factor matematico para los calculos.

Determinacion de cenizas solubles en agua

A las cenizas anteriormente obtenidas, afiadir 15ml de agua. Se tapa y se coloca el crisol en un
reverbero hasta que hierva durante 5 minutos y luego se filtra.

El residuo se coloca en un crisol, se carboniza y se coloca en la mufla a 700 o 750°C, durante 2
horas. Se coloca en el desecador hasta que se enfrié y se pesa cada 30 minutos hasta obtener una

temperatura constante.

m2 —ma
Ca = ——
ml—m

Ca = porcentaje de cenizas solubles en agua en base hidratada.
M2= masa del crisol con las cenizas totales (g)

Ma =masa del crisol con las cenizas insolubles en agua (g)
M1 = masa del crisol con la muestra de ensayo (g)

M = masa del crisol vacio

100 = factor matematico
Determinacion de cenizas solubles en &cido clorhidrico

A las cenizas se afiaden 2 ml de &cido clorhidrico al 10% en un crisol en donde se les cubre con
un vidrio reloj y se calienta en un bafio de agua durante 10 minutos, se lava el vidrio reloj con 5
ml de agua caliente y se coloca en el crisol. (MIRANDA, M. 2000 p 39)

Se filtra la solucién y se enjuaga con agua caliente, al cual se adiciona una gota de nitrato de
plata 0.1mol/L, para que no haya la presencia de cloruros, en donde se coloca nuevamente en el
crisol y se deseca a una temperatura de 105°C, luego se le coloca en la mufla a una temperatura
de 700 a 750°C durante 2 horas. Se coloca en el desecador hasta que se enfrié y se pesa cada 30

minutos hasta obtener una temperatura constante. (MIRANDA, M. 2000 p 35)
M2 - M

“M1i-M

A= porcentaje de cenizas insolubles en &cido clorhidrico en base hidratada.

X100

M = masa del crisol con la porcion de ensayos (g)
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M2 = masa del crisol con la ceniza (g)

100 = factor matematico.

2.3.5.1Parémetros de calidad del extracto de cafia agria

El andlisis de control de calidad reconoce determinar la calidad de los extractos obtenidos o

mantener la estabilidad de la misma (MINSAP. 1992 p 68)

Requisitos organolépticos

Apariencia

Anadlisis visual del aspecto colocando en un tubo de ensayo la muestra del extracto de jugo de

cafia.

Olor

Se toma un tira de papel secante aproximadamente 1 cm de ancho por 10 cm de largo y se
introduce un extremo en la muestra de ensayo. Se huele y se determina si corresponde con la
caracteristica del producto.

Color

Se toma un tubo de ensayo bien limpio y seco y se llena hasta las tres cuartas partes con la
muestra de ensayo Yy se observa el color, la transparencia, la presencia de particulas y si existe la
separacidn de capas.

Sabor

Se toma una pequefia cantidad del extracto en la palma de la mano o en el dedo indice y se hace

contacto con la punta de la lengua y se identifica el sabor.

Determinacion del pH

Se ajustd el equipo con la solucién reguladora de pH adecuada al rango que se realizé la
determinacion. Posteriormente se determiné el valor del pH de la muestra. El método potencio

métrico determina la concentracion del ion hidrdgeno.
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Densidad Relativa

Primero se pesé el picndmetro previamente lavado y secado, se llena con la porcion de ensayo,
se mantiene a temperatura de 25 °C+1 °C durante 15 min, se ajusta el liquido al nivel empleado,

Si es preciso, se usa una tira de papel para extraer el exceso y secar exteriormente el picnémetro.

Se pesa con mucho cuidado el picnémetro con la porcidn de ensayo y se repite la operacion con

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

Indice de refraccién

Este parametro es una constante caracteristica de cada sustancia. Se mide colocando sobre el
prisma de medicion una gota de agua destilada, para encerar. Se ajusta el equipo seleccionando
la zona del espectro visible que aparece en la linea limite del campo visual, moviendo el
compensador cromatico y colocando la interseccion del reticulo sobre la linea limite de los

campos claro y oscuro. Se seca el prisma y se coloca una gota del extracto y se realiza la lectura.

Solidos totales

Tarar una capsula de porcelana hasta peso constante colocar una muestra de 5ml, colocar la
capsula en bafio maria hasta que el residuo este aparentemente seco, luego colocar en un estufa

hasta peso constante (3h), retirar la capsula de la estufa y colocar en una desecadora.

M1-M
st = TXlOO

M1= masa de la capsula mas el residuo (g)
M= masa de la capsula vacia (g)
V= volumen de la porcién de ensayo.

100=factor matematico para el calculo.

2.3.6 Estudio quimico cualitativo tamizaje fitoquimico del extracto de cafia agria

Para determinar cualitativamente los metabolitos presentes se utilizaron los solventes

apropiados 'y la aplicacién de reacciones de coloracion.
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20 - 50 g MATER AL WEGETAL

EXTRAER COM 20 -150 mL E ETER ETILICO FOR MACEHACIDN
DURARKNTE 42 HORAS A TEMFERATURA AWMBIERN

|
FILTRAR

ExXTRACTO ETEREO
Medlrvoinme y ycabnlarconce s tack

ExXTRAER COMN 2WECES EL PESO DEL RESIDNUD
ENM YOLUMEN CON ETANOL POR MACERACION
DURAHNTE 42 HORAS. |

FILTR AR
1
EXTREACTO ALCOHOLCO
Mediuolime sy cakct Rrcorce s racba

EXTRAER CON 2 WELCES ELFESO DEL REESIDUO .
EH WOLUMEN CONAGUADESTILADS FPOR MACERACION
DURANMTE 4= HORAS.

FILTRE AR

EXXT
Mediruchme

RESIDUO SALID O
Secar, pesary desachar

Figura 2-2: Procedimiento para obtencion de extractos
Fuente: (MIRANDA, M. 2000. p 43)

El tamizaje se realiz6 mediante el proceso que se observa a continuacion:

ESTRACTO ETEREQ
DIVIDIR EN FRACCIONES
Sl 15 dividiren 3 porciones ol Sl
ENSAYODESUDAN e ENSAYODEBALET ENSAY0 F LEBERUAN BUCHARD
(ACEITES Y GRASAS) (LACTONASY COURARNAS) (TRITERPENGS-ESTERCIDES)

(A1 ATIORFS]
Figura3-2: Esquema de las reacciones, realizadas en el extracto de éter etilico

Fuente:(MIRANDA, M. 2000. p 44)
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ESTRACTO ALCOHOLICO

DIVIDIR EN FRACCIONES
Iml ml il il Il Iml imlen 3 porciones
ENSAYD CE ENSAYD DE ENSAYO DE ENSAYO DE EMSAYODE EMSAYO DE ENSAYD DE
CATECUINAS FEHLING LIEBERMAN-BUCHARD tke BORKTRAGER KEDDE [JRAGENCOREF
AZRECUCTORES | (TRITERPENCS-ESTERCIDES] | (FENCLES Y TAKINGS) (QUINORAS) (CARDENOLIDGS) MEYER Y WAGNER
(ALCALIIDES)
Iml Iml Iml Iml 2ml iml
ENGAYCDE BNSAVC DE ENSAYD ESPUMA ENSAYC DE ENSAYO DE ENSAYO DE
RESINAS BALIET |SAPONINAS) NIMHIGRINA SHINODA ANTOCIANDINA
(LACTONAS) (AMINCRSIDOS) [FLAVONDIDES)
Figura4-2: Tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdlico
Fuente:(MIRANDA, M. 2000. p 45)
ESTRACTO ACUQSO
DIVIDIR EN FRACCIONES
ML en 3 porciones
ENSAYCS DE DRAGENDORFF ml
MAYER ¥ WAGHER il
(ALCALOIDES) ENSAYC) DE CLORLIAC il
FERRICO LENSAYO DE SHINODA -
(TANINOS] FLAVONCADES)  ENSAYO DE FEHLING 1ol
[AZ REDUCTORES) ENSAYO DE ESPUMA 30
[SAFONINAS) ENSANO DE
MUCILAGOS 107 GATAS
ENSAYD DE
PRINCIPIOS AMARGOS

Figura5-2: Tamizaje fitoquimico del extracto acuoso
Fuente:(MIRANDA, M. 2000. p 49)

2.3.6.1 Ensayo de Dragendorff

Detecta la presencia de alcaloides, si el extracto esta disuelto en solvente organico, este debe
evaporarse en bafio de agua y el residuo, re disolver en 1 ml de acido clorhidrico al 1 % en agua.
Si se trata de un extracto acuoso, a la alicuota se le afiade 1 gota de acido clorhidrico

concentrado, (calentar suavemente y dejar enfriar hasta acidez).
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Para el ensayo, a la solucion acuosa acida se le afiade 3 gotas del reactivo de Dragendorff, y se

observa:

Opalescencia: (+)
Turbidez definida: (++)
Precipitado: (+++)

2.3.6.2 Ensayo de Wagner

Se parte de la solucidn éacida, de igual forma que en los casos anteriores. A esta solucion, se le
adiciona 2 o 3 gotas del reactivo de Mayer y se reporta los resultados de igual forma que en la

reaccion anterior.

2.3.6.3 Ensayo de Mayer

Se parte de la solucion acida, de igual forma que en los casos anteriores. A esta solucidn se le
adiciona 2 o 3 gotas del reactivo de Mayer y se reporta los resultados de igual forma que en la

reaccion anterior.

2.3.6.4 Ensayo de Liberman —Buchard

Reconoce en un extracto la presencia de triterpenos. Para ello, si la alicuota no se encuentra en
cloroformo debe evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo re disolver en 1 ml de
cloroformo. Se adicionalml de anhidrido acético y se mezcla bien. Un ensayo positivo se tiene

por un cambio rapido de coloracion.

Rosado —azul muy rapido.

Verde intenso —visible aunque rapido.

Verde oscuro —negro —final de la reaccion

Para realizar este ensayo no puede haber agua en el medio de reaccion pues esta con el acido

sulfurico reacciona de forma violenta y puede ocurrir un accidente.

2.3.6.5 Ensayo de Borntrager

Indica presencia de quinonas.
Si la alicuota no esté en cloroformo debe evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo re

disolverse en 1 ml de cloroformo. Se adiciona 1 ml de hidréxido de sodio, hidroxido de potasio
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0 amonio al 5 % en agua. Se agita mezclando las fases y se deja en reposo hasta su anterior
separacion.

El ensayo es positivo cuando la fase acuosa alcalina (superior) se colorea de rosado, en este caso
se reporta (++), 0, rojo para lo cual se reporta (+++)

2.3.6.6 Ensayo de Baljet

Permite reconocer la presencia de Camarinas. Si la alicuota de la muestra a probar no esta en
alcohol, debe evaporarse el solvente en bafio de agua y re disolverse en 1 ml de alcohol.
Seguidamente, se afiade 1 ml del reactivo. La prueba es positiva, cuando aparece una coloracion

o0 precipitado de color rojizo (++ y +++) respectivamente.

2.3.6.7 Ensayo de Sudan iii.

Es atil para conocer en un extracto la presencia de compuestos grasos, para ello cuando un
extracto etéreo se evapora a sequedad en presencia de una solucién de Sudan Il al 0.6 % en
glicerina —agua (1:1)

La aparicion de gotas oleosas de color rojo obscuro, indica la presencia de Lipidos y/o aceites

esenciales.

2.3.6.8 Ensayo de Catequinas.

Para ello, tomar de la solucién alcohdlica obtenida, una gota con la ayuda de un capilar y
aplique la solucion sobre papel filtro. Sobre la mancha aplique una solucién de Carbonato de
Sodio.

La aparicion de una mancha verde carmelita a la Luz UV, indica positiva la prueba

2.3.6.9 Ensayo de Resinas

Para detectar este tipo de compuestos, adicione a 2 ml de la solucion alcohélica, 10 ml de agua

destilada. La aparicion de un precipitado, indica un ensayo positivo

2.3.6.10 Ensayo de Espuma

Permite reconocer en un extracto la presencia de saponinas, tanto del tipo esteroidal como
triterpénica. De modo que si la alicuota se encuentra en alcohol, se diluye con 5 veces su

volumen en agua y se agita la mezcla fuertemente durante 5 —10 minutos.
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El ensayo se considera positivo si aparece espuma en la superficie del liquido de més de 2 mm

de altura y es persistente por mas de 2 minutos.

2.3.6.11 Ensayo del Cloruro Férrico.

Permite reconocer la presencia de compuestos fen6licos y/o taninos en un extracto vegetal. Si el
extracto de la planta se realiza con alcohol, el ensayo determina tanto fenoles como taninos. A
una alicuota del extracto alcohdlico se le adiciona 3 gotas de una solucién de tricloruro férrico al
5 % en solucion salina fisioldgica (cloruro de sodio al 0.9 % en agua). Si el extracto es acuoso,
el ensayo determina fundamentalmente taninos. A una alicuota del extracto se afiade acetato de
sodio para neutralizar y tres gotas de una solucion de tricloruro férrico al 5 % en solucion salina

fisioldgica, un ensayo positivo puede dar la siguiente informacién general:

v" Desarrollo de una coloracion rojo —vino, compuestos fendlicos en general.
v" Desarrollo de una coloracion verde intensa, taninos del tipo pirocatecolicos.

v Desarrollo de una coloracién azul, taninos del tipo pirogalotanicos

2.3.6.12 Ensayo de Ninhidrina

Permite reconocer en los extractos vegetales la presencia de aminoacidos libres o de aminas en
general

A la fraccion disuelta en 1 ml de Etanol se le adiciona 1 ml de solucién de Ninhidrina al 5 %. Se
calienta en bafio de agua de 5 a 10 minutos.

Si aparece una coloracion azul o violeta el ensayo es positivo

2.3.6.13 Ensayo de Shinoda

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

Si la alicuota del extracto se encuentra en agua, se procede de igual forma, a partir de la adicion
del &cido clorhidrico concentrado.

El ensayo se considera positivo, cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo, naranja,

carmelita o rojo; intenso en todos los casos.
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2.3.6.14 Ensayo de Antocianidinas

Permite conocer en los extractos vegetales la presencia de estas estructuras de secuencia C6 —C3
—C6 del grupo de los flavonoides.

Se calienta 2 ml del extracto etandlico por 10 minutos con 1 ml de HCI concentrado.

Dejar enfriar y luego adicionar 1 ml de agua y 2 ml de alcohol amilico. Agitar y dejar separadas
las 2 fases.

La aparicion de color rojo a marrén en la fase amilica, indica ensayo positivo

2.3.6.15 Ensayo de Fehling

Permite reconocer en un extracto la presencia de azlcares reductores. Para ello, si la alicuota del
extracto no se encuentra en agua, debe evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo o re
disolverse en 1 —2 ml de agua. Se adiciona 2 ml del reactivo y se calienta en bafio de agua 5 —10
minutos la mezcla. El ensayo se considera positivo si la solucién se colorea de rojo o aparece

precipitado rojo

2.3.7 Andlisis cromatogréfico del marcador quimico flavonoides

Fundamento

La cromatografia en capa fina es una técnica analitica rapida y sencilla que permite:

» Determinar el grado de pureza de un compuesto.

»  Comparar muestras.

» Realizar el seguimiento de una reaccién.

Se basa en la distribucion en dos fases, la estacionaria, compuesta por una capa de hidratacion y
la mavil, que se trata de un solvente organico y en un soporte de una capa de 0,1 a 1 mm de

oxido de silicico o celulosa, apoyada en un subsoporte de cristal, de tal forma que los

componentes que se desplacen con mayor velocidad seran los menos polares. (CASTAREDA, C.
2002. p 15)

Procedimiento

> Se utilizo el extracto metandlico concentrado para realizar la cromatografia.
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> Con la ayuda de un capilar se coloca una muestra de (10 uL) del concentrado metanolico
en una placa cromatografia de silica gel 60 F254.

»  Aplicar por triplicado en el mismo punto, dejando secar después de cada aplicacion.

> Se prepara el solvente de corrido y se deja por unos minutos en la cuba cerrada para
saturar el vapor.

> Se procede a colocar la placa en la cuba cromatografica y se dejo correr el solvente hasta
las % partes de la placa.

> Se retird la placa de la cuba y se dejo secar para observarla en la lampara UV 365 nm.

> Se reveld la placa con vapores de vapores de sulfato de cerio y se dejo secar al calor del
reverbero.

> Se observo la fluorescencia coloreada nuevamente a la luz UV (365nm), y se toma nota
de los Rf.

Calculo:

Distancia recorrida por la muestra

~ Distancia recorrida por los solventes
Condiciones de ensayo
Adsorbentes: Silica gel 60 F254
Sistema de solventes: cloroformo — acetona — acido formico (75:16.5:8.5)

Revelador: vapores de sulfato de cerio

2.3.8 Cuantificacion espectrofotométrica de flavonoides totales (método del AICIs) expresados
como rutina

Fundamento:
El tricloruro de aluminio anhidro (AICIs) forma quelatos con flavonoides orto-dihidroxilados, 3-

hidroxilados y 5-hidroxilados en medio basico. Estos quelatos presentan una coloracion rosada

indicando la presencia de flavonoides. (PALOMINO, L. y otros. 2009. p 8)
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Figura6-2:  Reaccion de quelacion del ién AI** con los flavonoides

Fuente:

MARKHAM, 1968

Procedimiento

El analisis del contenido de flavonoides en extracto acuoso fue medido por espectrofotometria
UV- visible.

Tomar una alicuota de 500 pL de extracto acuoso de Costus spicatus se coloca en un
tubo de ensayo, se afiade 400 uL de agua bidestilada.

Inmediatamente se afiade 38 uL de NaNO; al 5% p/v, se homogeniza y se coloca a la
mezcla a un reposo cerrado a temperatura ambiente por 5 minutos.

Luego se afiadi6 38uL de AICl; al 10% pl/v, se agitd, y se dejé en reposo, cerrado a
temperatura ambiente durante 6min.

Finalmente a la reaccion se agregd 250 uL de NaOH 1M mas 24 uL de agua bidestilada,
asi completando un volumen final de 1250 pL.

La absorbancia fue medida inmediatamente transcurrido el tiempo de reaccion a 510 nm
en un espectrofotdmetro UV — visible. Realizando el ensayo por triplicado.

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

Los resultados se expresaron como ug de rutina por ml de extracto.

El contenido de flavonoides totales se calculd en base a la ecuacion de la recta del

estandar utilizado (rutina).
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Formula: Y =0,01228 X + 0,0067

Donde:
Y = Absorbancia

X= Concentracion de flavonoides

2.3.9 Evaluacion de la actividad diurética del extracto del tallo de cafia agria (Costus

spicatus).

Tabla 1-2: Definicion de los grupos por extractos

CODIGO GRUPO TRATAMIENTO NUMERO DE
ANIMALES
A Blanco Suero fisioldgico 3
B Tratamiento 1 JCA al 20 % 3
o Tratamiento 2 JCA al 60 % 3
D Tratamiento 3 JCA al 80 % 3
E Control + Furosemida 20 mg/kg 3
15
TOTAL
Fuente: COLOMA, J; TOAPANTA, G. 2015
2.3.9.1 Protocolo farmacolégico
Tabla 2-2: Evaluacién farmacoldgica
] EVALUACION NUME
GRUPOS ADMINISTRACION % de volumen de orina | Valoraciéon de | RO DE
excretado en horas electrolitos RATAS
mEq
1]2[3[4]5]6 [Na* |K*
BLANCO Suero fisiologico 5 ml/ kg de
rata
TRATAMIENTO 1 Extracto al 20 %
TRATAMIENTO 2 | Extracto al 60 %
TRATAMIENTO 3 | Extracto al 80 %
CONTROL + Furosemida 20 mg/kg
TOTAL 15

Fuente: COLOMA, J; TOAPANTA, G. 2015

a. Periodo de ambientacion

Periodo en el cual

se ambientan a los animales de experimentacion a las condiciones

ambientales y de alimentacién segun el protocolo de investigacion. Ademas se ambientan al

investigador y a la técnica que se va a realizar mediante manipulacién y adaptacion.

Temperatura: 22 °C +/- 2
Humedad: 50 % +/-10

Periodo de fotoluminiscencia: 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.
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Alimentacion: pellets de balanceado para roedor 15g/100g peso al dia y Agua ad libitum.
Homologacion de pesos: 290 +5

Periodo de tiempo: 7 dias.

b. Modelo experimental

Tabla 3-2: Denominacion de grupos para la investigacion

GRUPOS REPETICIONES
Gl R1 R2 R3
Gll R1 R2 R3
Glll R1 R2 R3
GIV R1 R2 R3
GV R1 R2 R3
DONDE:

GIl: BLANCO: suero fisiolégico administracion de 5ml via oral.

G II: control positivo (G C +): furosemida en dosis de 20 mg/kg de peso, administracion via
parenteral.

GIII: Tratamiento 1: administracion de 5 ml de solucién acuosa de cafia agria al 20%

GIV: Tratamiento 2: administracién de 5 ml de solucién acuosa de cafia agria al 60%

GV: Tratamiento 3: administracion de 5 ml de jugo de cafia agria al 80%

¢. Evaluacion de la actividad diurética en RATAS (Rattus novergicus)

Demostracion de la actividad diurética segin el método de Naiky y Col. modificado.Se
utilizaron 19Ratas, con un peso promedio de 270 -300g. Se utilizaron ratas machos y hembras,
de 7 semanas de edad, los mismos que fueron mantenidos en cuarentena durante 7 dias con libre
disposicién de alimentos y agua, controlando la temperatura y ciclos circadianos de doce horas

luz, doce horas oscuridad.

Las ratas fueron, privados de agua y comida 18 h antes del experimento y durante el mismo. Se
realiza la separacion aleatoria a los animales y se procede a administrar los tratamientos a
diferentes concentraciones de jugo de cafia agria (Costus spicatus) por via oral en un volumen
igual a 5 mL; al lote control se administr6 solucion salina de la misma manera que al bloque
control positivo mas una dosis de furosemida 20mg/Kg peso por via intraperitoneal, en el

mismo volumen de 5 ml.

Luego de la hidratacion correspondiente se procede a colocar en jaulas metabdlicasadaptadas
de forma individualpara la recoleccion de orina, recolectando el volumen de orina cada hora
durante un periodo de 6 horas, posteriormente determinar las concentraciones de Na*, K*

excretados en el volumen final.
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Al concluir con el ensayo se realizé los siguientes calculos a partir de la media de los datos

obtenidos

Porcentaje de Diuresis Respecto al Blanco

Es la cantidad de orina de cada tratamiento en relacion a la orina promedio del blanco.

X—volumen de orina del blanco

% dediuresisrespectoalblanco= : x 100
volumen de orina del blanco

Doénde:
X =Volumen de orina del tratamiento X

Accion Diurética de los Tratamientos

Porcentaje de diuresis respecto al grupo control positivo

Excrecion urinaria del grupo tratado

Accibén diurética= x100

Excrecion urinaria del grupo control

Excrecion Urinaria Volumétrica (E.U.V)

Es el volumen total excretado en relacion al volumen total administrado.

.. . ., _  Volumen total excretado
Excrecion urinaria= — x100
Volumen total administrado

2.3.10. Determinacion de electrolitos Na*, K* mediante el analizador AVL 9380

AVL 9380. Analizador de electrolitos versatil. Su caracteristica principal es la de poseer
electrodos intercambiables, qué permiten configurar al equipo en siete perfiles diferentes. Las
calibraciones son rapidas y completamente automaticas.

Método: Analisis por electrodo de ion selectivo

Analisis: se levanta la puerta de toma de muestra, y el analizador autométicamente hace la

aspiracion.

Volumen de muestra: 95 uL
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Tipo de muestra: orina
Tiempo de andlisis: 50 seg
Temperatura: 15-32°C
Humedad relativa: 5%-95%

2.3.11. Ensayo de toxicidad aguda

La toxicidad aguda implica determinar la dosis letal media (DL50), definida como una
expresion derivada de una sola dosis de una sustancia que pronosticable menté matara al 50 %

de los animales.

2.3.11.1. Disefio experimental

Se emplea 4 ratas, de seis meses de edad de 270+10 g de peso dejandolos en ayunas por 24
horas con agua ad libitum y mantenidos a temperatura 22 °C+2, cumpliendo previamente un

periodo de readaptacion de 3 dias.

Se determina la prueba de toxicidad aguda (DL50) del extracto de acuerdo con las directrices
420 de la OCDE (Organizacion para la cooperacion y el desarrollo econdmico). Se administrd,
(via oral) 5ml de extracto durante tres dias cada 24 horas. El periodo de observacién fue de 14
dias observando la mortalidad y el comportamiento general de los animales tratados. Durante
los tres primeros dias de administracion del extracto se observé cuidadosamente a cada animal
a los 30, 60, 120 ,240 y 360 minutos después de la administracion del extracto. Luego de los

tres dias se realizo periddicamente hasta completar los 14 dias.

Recogiendo signos y sintomas de toxicidad como grito, actividad general, respuesta al toque,
irritabilidad, huida, contorsiones patas posteriores, enderezamiento, tono corporal, convulsiones,
miccion, lagrimacio, pilo ereccion, defecacién, nimero de muertos. Y ademas el peso de los
animales.

2.3.12. Analisis estadistico

Test de Anova:

Procedimiento estadistico que sirve para medir la variacion total de las observaciones a la que se

divide para sus componentes quedando el residuo con error experimental.
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Coeficiente de varianza:

Indica el nivel de confianza que se puede tener en los datos.

Prueba de separacion de medias:

La prueba de Tuckey al 5 % para comprobar que todas las variables estén dentro del margen de

error, y determinar las diferencias existentes entre las medias de los tratamientos realizados
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se expondran en cuadros los datos experimentales con una media de los valores

obtenidos de cada uno de las determinaciones analizadas.

3.1 Control de calidad del vegetal crudo, cafotes de cafia agria

Cuadrol-3: Control de calidad de la materia prima cafia agria (Costus spicatus)
PARAMETRO (Costus spicatus) (%)
Determinacion de humedad 69.46
Determinacion de cenizas totales 0.66
Determinacion de cenizas solubles en agua 0.35
Determinacion de cenizas insolubles en 4cido clorhidrico 0.03

ELABORADO POR: COLOMA, J; 2015

En el cuadro No. 1 los resultados para humedad es de 69.46 %, cenizas totales 0.66 %, cenizas
solubles es agua 0.35% Yy cenizas insolubles en &cido 0.03%. Los valores se encuentran dentro
de los limites establecidos por la farmacopea 2002 a excepcion de la humedad. Por lo cual esta

planta resulta ser eficaz para la obtencién de un extracto.

La determinacion de humedad el exceso indica la proliferacion de hongos, bacterias, presencia
de insectos seguido de una hidrolisis de los principios activos modificando de esta manera la

actividad farmacolégica del vegetal estudiado.

La determinacién de cenizas totales es un indicativo de presencia de metales pesados tales como
(Pb, Cu, Ni, Zn y C), que pudieron contaminarse durante el proceso de recoleccion o mucho

antes.
La determinacion de cenizas insolubles en &cido es indicativa de la presencia de silica como

arena y tierra. Lo que nos permite conocer si se ha realizado u adecuado proceso de lavado para

Su Uso posterior.
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3.2 Control de calidad del extracto de cafia agria (Costus spicatus).

Se realizd el control de calidad del extracto (jugo) obtenido por presion de los cafiotes sin

bagazo de cafia agria (Costus spicatus).

3.2.1 Determinacion de requisitos organolépticas del jugo de cafia agria (Costus spicatus).

Cuadro 2-3:  Control de calidad del extracto de cafia agria (Costus spicatus)

Parametro Resultado

Aspecto Homogéneo

Color Amarillo tenue
Olor olor citrico
Sabor agridulce

ELABORADO POR: COLOMA, J; 2015

El cuadro No 2. Muestra los parametros de la valoracién de los requisitos organolépticos del
extracto de cafia agria (Costus spicatus), los mismos que estan acorde con las peculiaridades
propias del vegetal. Presenta un aspecto homogéneo con coloracién amarillo tenue, libre de

particulas extrafias; olor citrico; sabor agridulce.

3.2.2 Determinacion de los parametros fisico- quimicos

Cuadro 3-3:  Determinacion de los parametros fisico- quimicos

Parametro Resultado
Densidad 0.986 g/ml
pH 4.89
indice de refraccion 1.27
Solidos totales 1.38

ELABORADO POR: COLOMA, J; 2015

Los resultados obtenidos en el extracto de cafia agria muestran una densidad de 0.986 g/ml,
cercano a la del agua. El pH se refiere al potencial de iones de hidrégeno, de acuerdo a una
escala se puede determinar qué tan acida o basica es una muestra. EI pH es de4.89 ligeramente
acido. Lo que evitaria la degradacion y la proliferacién de microorganismos rapidamente. Con
un indice de refraccion de 1.27 este parametro nos da informacion de una presencia

considerable de sustancia disuelta solido soluble.
El porcentaje de solidos totales nos permite valorar la cantidad total de materia dispersa en el
medio. Particularmente residuos organicos, obteniéndose un porcentaje de 1.38 %, indicativo de

la cantidad de metabolitos secundarios presentes.
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3.3 Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fotoquimico es un procedimiento que permite identificar cualitativamente los

componentes quimicos que presenta el vegetal en estudio.

Cuadro 4-3: Resultados de calidad cualitativa (tamizaje fitoquimico) de cafia agria (Costus

spicatus)

METABOLITOS ENSAYO EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO
SECUNDARIOS ETEREO ETANOLICO ACUOSO
Compuestos grasos Sudan 111 )
Cumarinas Baljet +)

Dragendorff ¢) (+) (+)
Alcaloides Mayer () (+) (+)

Wagner ) (+) )
Catequinas Catequinas “)
Triterpenos y esteroides Lieberman —

Buchard )
Resinas Resinas O]
Azucares reductores Fehling (+++) +)
Saponina Espuma ) O]
Taninos y fenoles Cloruro Férrico O] O]
Quinonas Borntrager ()

Shinoda (+++) (+++)
Flavonoides Antocianidina +)

(-): Sin evidencia del metabolito; (+): Baja evidencia; (++): Evidencia considerable; (+++):

Alta evidencia

El tamizaje fitoquimico se realiza con tres tipos de extractos elaborados por extracciones
sucesivas para lograr la mayor extraccion con solventes de polaridad creciente de los
compuestos quimicos presentes en el material vegetal. Los compuestos extraidos se denominan

metabolitos secundarios, con los siguientes solventes: éter di etilico, etanol 96% y agua.

El Tamizaje fitogquimico indica la presencia de compuestos como: flavonoides, alcaloides,
cumarinas, y azUcares reductores, que estan presentes en el tallo de las cafias agrias sin corteza,
y segun bibliografia en la composicion quimica contiene presencia de flavonoides como:

Kaempferol, delfinidin, quercetina.

De acuerdo a la polaridad los principios activos son extraidos en los respectivos solventes. Los
flavonoides estdn presentes en gran cantidad en el tallo lo que le otorga propiedades

antiinflamatorias, antioxidantes, anticancerigeno, antiespasmadicas y diuréticas.
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3.4 Analisis cromatogréafico

3.4.1 Anélisis cromatogréfico de flavonoides

Cuadro 5-3: Determinacion de flavonoides segun su Rf en cromatografia de capa fina del
jugo de cafa agria (Costus spicatus)”. Laboratorio de Fitoquimica. Facultad de
Ciencias. ESPOCH. Abril 2015.

TLC-EXTRACTO METANOLICO Calculo de Rf Compuesto Especificacion
!
!
,’
Rf=4,75/6,5= Kaempferol 0.77
0.73

i
:

Fotografia No. 1: Placa cromatografia del extracto cafia agria (Costus spicatus)”

En la cromatografia en capa fina, el posible flavonoide identificado a partir de su Rf calculado.
Este Rf se compard con los citados por Wagner H. 1996 y Sarié¢, M. 2003 Para estandares de

flavonoides, por lo cual es posible que se trate del siguiente compuesto: kaempferol (WAGNER,
H. 1996. p 59)

3.5 Cuantificacion espectrofotométrica de flavonoides totales expresado como porcentaje

de rutina.

Para la curva de calibracion la lectura se realiz6 una longitud de onda de 510 nm, y como
estandar rutina. Para la determinacion de flavonoides totales presentes en el jugo de cafa agria

con un promedio de tres repeticiones, se obtuvieron los siguientes resultados.

El célculo de la concentracién de flavonoides se obtuvo a partir de la ecuacién de la curva de
calibracion de rutina realizada anticipadamente al ensayo. A continuacion se muestra los
resultados obtenidos tanto de la curva de calibracion y las lecturas de absorbancia para las

muestras:
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CURVA DE CALIBRACION A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE RUTINA
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Gréfico 1-3: Curva de calibracion de rutina

La curva de calibracion obtenida de rutina a las concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm;
Los valores de absorbancia obtenidos aumentan de acuerdo a la concentracion de rutina
teniendo asi la ecuacion de la curva y = 0,0067x + 0,1228 que permite calcular la

concentracion de flavonoides totales para las muestra problema.

Cuadro 6-3: Resultados de la medicion de absorbancia en el jugo de cafia agria (Costus

spicatus)
Muestra Absorbancia
1 0.467
2 0.563
3 0.479
Promedio 0.503
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Cuadro 7-3: Determinacion de concentracion de flavonoides totales de cafia agria (Costus
spicatus). Laboratorio de quimica instrumental. Facultad de Ciencias. ESPOCH.

Abril. 2015.
Absorbancia Concentracion en ppm (pg de | Porciento de flavonoides totales
rutina /mL de extracto)
0.503 56.75 0.56

Los resultados obtenidos de la concentracion de flavonoides totales presentes en el extracto de
jugo de cafia agria en funcion de rutina encontrandose un porciento de flavonoides totales de
0.56 %, lo que ratifica los resultados obtenidos en el andlisis cualitativo.

Calculos:
y=0,0067x + 0,1228
Y= atbx
A= atbc
A =0,0067c +0.1228

_ 0.503-0.1228
0.0067

56.75ug 100ml 1mg 1g
1ml © 1mg 1000ug . 1000mg

=56.75 ug/ml

x100 = 0.56 %

3.6 Evaluacion de la actividad diurética del jugo de cafia agria (Costus spicatus) en ratas

(Rattus norvegicus).

Cuadro 8-3: Resultados promedio del ensayo farmacolégico de diuresis a diferentes
concentraciones de jugo de cafia agria (Costus spicatus).

VOLUMEN DE ORINA DE LOS
BLOQUES POR HORAS

TRATAMIENTOS | BLOQUES VOLUMEN | PROMEDIO DE
1 2 3 |4 5 6 | TOTAL(mI) | VOLUMEN FINAL
(ml)
B1 03 |07 |- |05 |- 02|17
Blanco (SF) B2 0.7 - 0503 |02 [02]19 18
B3 03 |03 |04]03 |05 |- |18
C1 1 16 |14]02 |05 |o01]48
Control positivo C2 24 2 1 04 05 02165 5.8
(furosemida) i : : : :
c3 2 15 | 16|05 |06 |01]623
JAL 06 |05 |02]02 |03 |01 17
Extracto al 20 % JA2 05 |04 |03|04 |02 |03 21 | 2
JA3 06 |05 |03|02 |04 |03 23
JB1 05 |05 |05|04 |04 |04 27
Extracto al 60 % JB3 06 |05 |04|04 |04 |04 27 | 27
JB4 05 |05 |04|04 |05 |04 27
JC1 1 18 |04]02 |05 |05 44
Extracto al 80% JC2 14 |04 |16|04 |05 |03 4, 4.6
JC3 1 17 |04|05 |06 |05 47
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Control positivo =Furosemida (20mg/Kg)

T1 = subextracto de jugo de cafia agria al 20 %
T2 = subextracto de jugo de cafia agria al 60 %
T3 = subextracto de jugo de cafia agria al 80 %

DIURESIS A INTERVALOS DE HORAS VERSUS VOLUMEN RECOLECTADO

3
2,5
2
1,5
1
0,5
e
0
h1 h2 h3 h4 h5 h6
e BLANCO = CONTROL POSITIVO
EXTRACTO 20 % = EXTRACTO 60 %

= EXTRACTO 80%

Gréfico2-3: Volumenes (ml) de orina durante cada h por seis hs de los diferentes grupos

El mayor volumen de diuresis con respecto a la furosemida se da a la 1 hora con un volumen de
2.4 ml y a la segunda hora 2 ml con disminucion del volumen, seguida del extracto de 80 %
con mayor volumen de diuresis a la 3 h con un volumen de 1.6 ml seguido de la 1hora con un
volumen de 1.4 ml. Mientras que con el blanco, el extracto al 20 %, extracto al 60 % el mayor
volumen de diuresis es a la 1 h con un volumen de 0.7 ml, 0.6 ml, 0.6 ml. Volumen inferior a

los demas grupos.
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VOLUMEN PROMEDIO DE ORINA A LAS 6 h DE TODOS LOS
GRUPOS

= BLANCO
CONTROL +
= T1(J 20%)
= T2 () 60 %)
= T3 (J 80%)

Gréfico3-3: Promedio de los volimenes (ml) al final del ensayo de diuresis a diferente
concentraciones del extracto de cafia agria (Costus spicatus).

Se distingue que el promedio del volumen del control positivo del farmaco furosemida es
mayor a todos los tratamientos con un volumen excretado de 5.8 ml se muestra claramente la
actividad diurética , seguido del tratamiento 3 del jugo de cafia agria al 80 % con un volumen
excretado de 4.6 ml casi similar al grupo control (furosemida) , seguido el tratamiento al 60 %
de jugo de cafia agria con un volumen de 2.7 ml de orina eliminada y continuando con el
tratamiento de jugo de cafia agria al 20% con un volumen de orina de 2 ml y finalmente el

blanco con un volumen de orina de 1.8 ml .

Cuadro 9-3: Célculo del volumen de excrecion urinaria para cada uno de las concentraciones.

TRATAMIENTOS VOLUMEN PROMEDIO %
FINAL (mL)

BLANCO 18 36

CONTROL POSITIVO 5.8 109

T1 2 40

T2 2.7 54

T3 46 92
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PORCENTAJE DE VOLUMEN DE EXCRECION URINARIA

H Blanco
1 Control positivo
mT1
T2
mT3

Gréfico4-3: Porcentaje de volumen de excrecidn de cada uno de los grupos.

La cantidad de orina excretada en relacion al volumen administrado (5 mL) en cada uno de los

tratamientos incluyendo al blanco y al control positivo, asi de esta manera en porcentaje el

volumen excretado de orina para el blanco que es del 36%, para el control positivo (furosemida)

109%, y para cada uno de los tratamientos T1 = 40%, T2 = 54%, T3 = 92% ; podemos apreciar

que el control positivo presenta mayor volumen de excrecion orina en relacion al volumen

administrado que es de 5 mL, en los tratamientos el que mejor volumen de excrecion presento

fue el T3 que elimino en un 92% el volumen administrado presentando una diuresis efectiva,

seguidamente del T2 y T1, porcentajes superiores al del blanco .

Cuadro 10-3: Porcentaje de diuresis respecto al blanco del extracto de cafia agria (Costus

spicatus) a sus diferentes concentraciones.

TRATAMIENTOS VOLUMEN PORCENTAJE
PROMEDIO FINAL (ml)
T1 2 11
T2 2.7 50
T3 4.6 156
Furosemida 5.8 222
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' PORCENTAJE DE DIURESIS RESPECTO AL BLANCO ‘

= T1() 20%)
 T2() 60%)
= T3() 80%)

A A

Gréfico5-3: Porcentaje de diuresis respecto al blanco del extracto de cafia agria
(Costusspicatus) a sus diferentes concentraciones.

El porcentaje de diuresis respecto al blanco asi observandose que el tratamiento T3 posee una
buena actividad diurética del 155% respecto al volumen del blanco que es de 1.8ml,
seguidamente del T2 con el 50% Y los tratamientos T1 posee 11%.

Cuadro 11-3: Porcentaje de diuresis respecto al control positivo furosemida (20 mg/Kg peso)
de jugo de cafia agria (Costus spicatus) a sus diferentes concentraciones.

TRATAMIENTOS VOLUMEN PROMEDIO FINAL PORCENTAJE
(mL)
TI 2 37
T2 2.7 50
T3 5.6 84
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ACCION DIURETICA RESPECTO AL CONTROL POSITIVO

= T1(J 20 %)
T2() 60 %)
= T3 ()80 %)

Gréfico6-3: Porcentaje de diuresis respecto al control positivo furosemida (20 mg/Kg peso) de
jugo de cafa agria (Costus spicatus) a sus diferentes concentraciones.

La accion diurética respecto al control positivo furosemida teniendo asi para el T1 un 37%, T2
un 50%, T3 un 84%; de esta manera el T3 posee el mayor porcentaje de accion diurética frente a
los demés tratamientos seguidamente del T2, sin embargo el T2 solo es aproximadamente al
50% de actividad diurética en relacion al control positivo (furosemida) a una concentracion de

60 % de jugo de cafia agria.

3.6.2 Analisis estadistico

A continuidad se muestra el analisis estadistico para los volumenes promedio finales a las 6
horas de ensayo farmacologico de cada uno de los tratamientos estudiados, los valores
estadisticos expuestos fueron obtenidos mediante la utilizacion del software G-STAT Student el
cual también se utilizo para el andlisis de varianza ANOVA y la prueba de comparaciones
maltiples TUKEY.
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Cuadro 12-3: Andlisis estadistico de los tratamiento utilizados en el ensayo farmacoldgico de la

actividad diurética de jugo de cafia agria (Costus spicatus)

Produccién de orina durante las seis horas

Tratamientos

Suero Jugo de Jugo de Jugo de

Variables fisioldgico Furosemida cafia20% cafa60% cafa80% E.E. Prob.

1 hora 0.43 ab 180 a 057 b 053 b 113 B 0.21 0.00
2 hora 050 b 170 a 047 b 050 b 130 ab 0.23 0.01
3 hora 045 b 133 a 027 b 043 b 080 B 0.21 0.04
4 hora 0.37 a 0.37 a 0.27 a 040 a 037 A 0.07 0.72
5 hora 035 b 053 a 030 b 043 b 053 B 0.06 0.06
6 hora 013 b 013 b 0.23 ab 040 a 043 A 0.05 0.01
total 1.80 c 587 a 203 c 270 ¢ 457 B 0.26 0.00

Letras iguales no difieren significativamente segun Tukey (P < 0,05).

E.E.: Error Estandar.
Prob: Probabilidad.

La utilizacion de furosemida en ratas permiti6 registrar una produccién de orina total de 5.87
ml durante un control de 6 horas, valor que difiere significativamente del resto de tratamientos,
puesto que al utilizar suero fisioldgico, jugo de cafa agria al 20 %, jugo de cafia agria al 60 % y
jugo de cafia agria al 80 % permiti6 registrar producciones de orina de 1,80, 2,03, 2,70 y 4,57

ml. El volumen de 4.57 ml que presenta el extracto al 80 % debido a la concentracién de

flavonoides.

Volumen de orina total (ml)

Grafico7-3: Andlisis del volumen final de los tratamientos
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Cuadro 13-3: Andlisis de varianza para los volumenes promedio finales de cada tratamiento

ADEVA

F. Var S. Cuad C. Medio  Fisher P. Fisher
Total 14 39,07

Tratamientos 4 37,09 9,27 46,83 0,00
Error 10 1,98 0,20

CV % 13,11

Media 3,39

El volumen total de orina producido en las ratas segin el ADEVA (cuadro 8), permite aceptar la
Hipotesis puesto que existe diferencias estadisticas (P < 0.01) entre las medias de los

tratamientos.

Cuadro 14-3: Andlisis de comparaciones multiples (test de tukey), para los volumenes
promedio finales de cada tratamiento

Separacion de Medias segin Tukey (P < 0.05)

Tratamientos Media Rango
Suero fisiologico 1,80 c
Furosemida 5,87 a
Jugo de cafia 20 % 2,03 c
Jugo de cafia 60 % 2,70 c
Jugo de cafia 80 % 4,57 b

El uso de Furosemida en ratas permitio registrar una produccion de orina de 5.87 ml, valor que
difiere significativamente seglin Tukey (P < 0.05) del resto de tratamientos tales como el suero
fisioldgico, jugo de cafia 20, 60 y 80 % con los cuales se registr6 1.80, 2.03, 2.70 y 4.57 ml de
orina respectivamente (cuadro 9), el jugo de cafia al 80 % se observa que funciona como un

producto diurético, similar mas no igual ala furosemida.
3.6.3 Electrolitos urinario
Finalizado el experimento, se cuantificd Na*, K* excretados en el volumen final de orina, como

se muestra en el cuadro.

Cuadro 15-3: Resultados de efecto farmacoldgico sobre algunos indicadores urinarios en ratas

Tratamiento Concentracion de electrolitos (mEg/L)
Na* K*
Suero fisioldgico 92.7 80
Furosemida 101.2 240.7
extracto al 20 % 92.7 80
Extracto al 60 % 92.7 80
Extracto al 80 % 92.7 80

Valores expresados en media.
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Na* (mEg/L) K* (MEg/L).

M suero M Suero
fisiologico fisiologico

m furosemida M Furosemida

jugo de cafa Jugo al 20 %

al20%
jugo de caiia M Jugo de cafa
al 60 % 60 %
M jugo de cafa M Jugo de cafa
al 80 % 80 %
Gréfico 8-3: Concentracion de Na* Grafico9-3: Concentracion de K*

Con el control negativo (suero fisiol6gico) se obtuvo Na* 92.7 mEg/L, al igual que la excrecion
de K*80 mEg/L, siendo igual al de los tratamientos

La eliminacién de Na* producida por la furosemida (101.2 mEqg/L) es mayor que la de los
extractos de cafia agria y del grupo control negativo, al igual que la excrecién de K* (240.7
mEg/L) siendo superior a los demas grupos. Mostrando que el jugo de cafia agria no tiene

accion sobre los electrolitos.

3.7 Evaluacion de la toxicidad aguda del extracto de cafia agria (Costus spicatus)

Resultados de la determinacion de la toxicidad aguda en dosis repetida realizado en el Bioterio
de la escuela de Bioquimica y Farmacia, Facultad de Ciencias ESPOCH Marzo a Abril 2015.

Para el estudio de la toxicidad aguda se utilizé 4 ratas (Rattus novergicus) a las cuales se les
asigné un codigo individual que permite la identificacion para el estudio de los signos a

evaluar.
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Cuadro 16-3: Pardmetros evaluados en la toxicidad aguda

SIGNOS DE Valoracion BLANCO R1 R2 R3
TOXICIDAD DIAS DIAS DIAS DIAS
1234567 1234567 1234567 1234567
Actividad general 5 5555555 5555555 5555555 5555555
Grito 0 0000000 0000000 0000000 0000000
Irritabilidad 0 0000000 0000000 0000001 0000000
Respuesta al 5 5555555 5555555 5555555 5555555
toque
Huida 5 5555555 5555555 5555555 5555555
Contorsiones 0 0000000 0000000 0000000 0000000
Patas posteriores 0 0000000 0000000 0000000 0000000
Enderezamiento 0 0000000 0000000 0000000 0000000
Tono corporal 5 5555555 5555555 5555555 5555555
Convulsiones 0 0000000 0000000 0000000 0000000
Lagrimacion 0 0000000 0000000 0000000 0000000
Miccion 5 5555555 5555555 5555555 5555555
Defecacion 5 1000010 0000111 1010100 1000111
Piloereccion 0 0000000 0000000 0000000 0000000
Numeros de 0 0000000 0000000 0000000 0000000
muertos

Los signos examinados durante los 14 dias que duré el ensayo, para determinar la presencia de
toxicidad aguda. Se atribuy6 arbitrariamente los valores de los parametros de 0 y 5 a partir de
aquellos que son calificados normales. Luego del ensayo se mostr6 que no hubo efectos
colaterales en los parametros de evaluacion.

Con los resultados obtenidos se puede decir que el extracto del tallo de cafia agria (Costus
spicatus) utilizado, no posee ningun efecto toxico.

Cuadro 17-3: Valores obtenidos de la medicion del peso en gramos durante el analisis de
toxicidad aguda (dosis repetida)

DIAS
GRUPO 1 3 5 7 9 11 13 14
Blanco 250.7 250.4 250.4 250.1 250 249.8 249.5 249.2
R1 235.4 233.3 2334 2334 232.3 232.1 2314 231.2
R2 258.3 257.1 257.2 257.1 256.3 255.1 254.3 254.2
R3 245.3 2451 240.2 240.1 239.2 238.1 237.8 237.3

Los pardmetros analizados no presentan alteracion, el Unico factor cambiante es el de la

miccion presente a lo largo del ensayo farmacolégico.
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PESOS DE RATAS DURANTE EL ANALISIS DE TOXICIDAD AGUDA
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Graficol10-3: Pesos de las ratas durante el analisis de toxicidad aguda.

Los pesos durante el ensayo toxicol6gico, muestra una leve variacion, con una disminucién

leve a medida que avanza el ensayo, esto debido a la diuresis.
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CONCLUSIONES

Del estudio de la evaluacion del efecto diurético del jugo de cafia agria (Costus spicatus) en

ratas de experimentacién se desprenden las siguientes conclusiones:

Las caracteristicas fisico quimica y de calidad de (Costus spicatus) cumplen con las
especificaciones establecidas en la Norma Ecuatoriana de Fitomedicamentos a excepcion de
la humedad , los resultados obtenidos en el control de calidad de los cafiotes de cafia agria,
muestra, humedad 69.46 %, cenizas totales 0.66 %, cenizas solubles en agua 0.35 % y
cenizas insolubles en acido 0.03%. El control de calidad del jugo de cafia agria indico un
olor caracteristico, color amarillo tenue, sabor agridulce, densidad de 0.986 g/mL, indice de
refraccion de 1.27, pH de 4.89.

En el tamizaje fitoquimico realizado a los extractos etéreo, alcoholico y acuoso de la cafia
agria (Costus spicatus) se comprobé la presencia de varios metabolitos secundarios como:
flavonoides, alcaloides, cumarinas, y azlcares reductores, que estan presentes en el tallo de
las cafias agrias sin corteza.

Mediante el andlisis cromatografico TLC realizado sobre placa Silica Gel 60 F254 con un
sistema de solventes:cloroformo — acetona — &cido formico ((75:16.5:8.5) v/v), se determind

un Rf 0.73 el cual pertenece presumiblemente al kaempferol segln referencia bibliografica
(WAGNER, H. 1996)
Por cuantificacion espectrofotométrica de flavonoides totales (Método del AICIs) expresados

como rutina sedetermind0. 56 %por gramo de (Costus spicatus).

Segun el analisis de ANOVA a un nivel de confiabilidad del 95%, se confirmé la hipoétesis,
determinando que el ensayo realizado con el extracto al 80 % demuestra una actividad
diurética del 84 %respecto al control positivo (furosemida) y un 156 % en relacion al Blanco
(solucién salina 0.9% NaCl) de cafia agria (Costus spicatus).

Lo parametros controlados del ensayo toxicol6gico no presento efectos colaterales para el
jugo de cafia agria (Costus spicatus) a dosis maxima de 80 % durante los 14 dias.

Al finalizar la investigacion se concluye que los grupos tratados con extracto de jugo de cafia
agria (Costus spicatus) a diferentes dosis frente a un grupo control positivo (furosemida)
presenta actividad diurética ala dosis administrada, de 80%llegando a ser similar al
medicamento utilizado como control positivo. Al estudiar la excrecion de electrolitos se puso
en evidencia que todos los extractos de “ cafia agria ” presentan la misma capacidad de
eliminacion al igual que el grupo control negativo , resultando significativamente inferior al
efecto producido por la furosemida. Por lo que se podria decir que presenta una diuresis de

tipo no electrolitico.
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RECOMENDACIONES

e Continuar los estudios de la planta para determinar si la actividad diurética atribuida a la

misma se encuentra presente en otras partes de la planta.

o Elaborar un Fito medicamento diurético a partir del extracto del tallo de cafia agria (Costus

spicatus).
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