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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue determinar la actividad antiinflamatoria de
las hojas de Kalanchoe pinnata (Lam.) mediante inhibicion de edema plantar inducido con
carragenina en ratas. Se realizaron maceraciones sucesivas con etanol al 96% y mediante
concentracién en rotavapor se obtuvo un extracto blando que posteriormente fue vehiculizado en
forma de suspensidn en dosis de 25, 100 y 300 mg/Kg. Para evaluar la capacidad antiinflamatoria
del extracto alcohodlico se indujo una inflamacion en la pata derecha de la rata con la ayuda de
carragenina al 1% Intraperitoneal (IP), la medicidn se la realiz6 con el programa ImageJ el cual
permite calcular el rea de la pata inflamada a diferentes horas, el tratamiento de los datos se lo
hizo con el programa estadistico IBM SPSS statistics v.23. El extracto obtenido tuvo un
rendimiento del 17,79% y un pH de 2,55; con el tamizaje fitoquimico se identificd la presencia
de alcaloides, triterpenos, esteroides, fenoles, taninos y flavonoides; también exhibié una
concentracion de 1,586 mgEQ/mL, 57,723 mgEQ/mL, 21,319 ug/mL en la cuantificacion de
flavonoides, fenoles y actividad antioxidante respectivamente.Con este estudio se concluye que
el extracto de Kalanchoe pinnata (Lam.) tiene actividad antiinflamatoria, que es méas visible en la
hora 7 y efectiva a la dosis de 300 mg/Kg el mismo que fue administrado por via oral y que
presenta un porcentaje de inflamacion del 60,05%. Se recomienda un estudio etnoboténico y

toxicoldgico de la especie naturalizada en el Ecuador.

Palabras clave: <FARMACOLOGIA>, <FITOQUIMICA>, <HOJA DE AIRE (Kalanchoe
pinnata)>, <CRASULACEAS (FAMILIA)>, <METABOLITOS SECUNDARIOS>,
<TERPENOS>, <FLAVONOIDES>, <FITOTERAPIA>, <INFLAMACION AGUDA>
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SUMARY

The aim of this investigation was to determine the anti-inflammatory activity of the leaves of
Kalanchoe Pinnata (Lam.) by inhibition of plantar edema induced with carrageenan in rats.
Successive macerations were carried out with 96% ethanol by rotary evaporator concentration. A
soft extract was obtained, which was subsequently conveyed as suspension in doses of 25,100
and 300 mg / Kg. To evaluate the anti-inflammatory capacity of the alcoholic extract, an
inflammation in the right paw of the rat was induced with the aid of carrageenan to 1%
Intraperitoneal (IP), the measurement was performed with the Image J .It is a program which
allows to calculate the area of the inflamed paw at different hours, the treatment of the data was
done with the statistical program IBM SPSS statistics v.23. The extract obtained had a yield of
17.79% and a pH of 2.55; with phytochemical screening, the presence of alkaloids, triterpenes,
steroids, phenols, tannins and flavonoids. It also exhibited a concentration of 1,586 mg EQ / mL,
57,723 mgEQ / mL, 21,319 pg / mL in the quantification of flavonoids, phenols and antioxidant
activity respectively. This study concludes that the extract of Kalanchoe pinnata (Lam.) has anti-
inflammatory activity, which is more visible at time 7 and effective at the dose of 300 mg / kg,
which was administered orally and has a percentage of inflammation of 60.05%. An ethno
botanical and toxicological study of the naturalized species in Ecuador is recommended.

Key words: <PHARMACOLOGY>, < PHYTOCHEMICAL>, < AIR LEAF (Kalanchoe
pinnata)>, < CRASULACEAS (FAMILY)> <SECONDARY METABOLITES>, <
TERPENES>, < FLAVONOIDS >, <ACUTE INFLAMMATION>
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INTRODUCCION

Actualmente, los procesos inflamatorios se han convertido en una de las afecciones mas
frecuentes a nivel mundial, debido a la presencia de factores fisicos, quimicos y microbioldgicos

gue actlan significativamente sobre la salud de las personas.

La inflamacion puede definirse como una reaccion que el organismo genera, como mecanismo de

defensa local, presenta cuatro signos principales: enrojecimiento, edema, calor y dolor. (CHUAQUI
B, et al, 2016)

La magnitud de una respuesta inflamatoria depende principalmente del sitio, la proporcion y el
tiempo de exposicion con el agente causal, que ejerce un dafio sobre el organismo. (Gémez, 2011)

Debido a la gran cantidad de casos que se generan anualmente se han realizado varios estudios
farmacoldgicos, que permiten crear oportunidades para tratar dicha problematica de mejor
manera. En el mercado existen muchos medicamentos que sirven para aliviar los procesos
inflamatorios entre ellos encontramos a los AINES y los Glucocorticoides gue son los dos grupos
representativos de antinflamatorios, pero la mayoria producen efectos no deseados sobre el

paciente generando en algunos casos un dafio mayor.

Gracias a que la comunidad cientifica esta dirigiendo su mirada hacia el cuidado y
aprovechamiento de los recursos naturales, se ha podido tomar en cuenta el potencial
antiinflamatorio de determinados componentes procedentes de especies vegetales a nivel

mundial, se espera que no genere dafio alguno sino mas bien procure la mejora del paciente.

Siendo el Ecuador uno de los paises con una variedad de climas, su fauna y flora presenta una
gran gama de especies nativas, asi como también de otras introducidas que se adaptan y se
desarrollan facilmente en nuestro entorno, muchas de estas se han destacado por las diversas
propiedades, que cada una puede brindar para el mejoramiento de las salud de la poblacion. Es
por lo explicado, que se desea determinar la posible actividad antiinflamatoria de Kalanchoe
pinnata una especie vegetal naturalizada en nuestro pais que se desarrolla en mayor cantidad en

la sierra andina y en la region insular.

La variedad de Kalanchoe pinnata (Lam.), es facil de encontrar ya que es visible en forma de
arbusto, capaz de almacenar gran cantidad de agua tanto en sus hojas como en el tallo, se presenta
en gran cantidad y en todas las épocas del afio, es propia de Madagascar pero se desarrolla
ampliamente en los paises sudamericanos, con mayor presencia en Colombia, Ecuador y Per.

1



K. pinnata conjuntamente con Kalanchoe daigremontiana y Kalanchoe gastonis-bonnieri son
consideradas las tres plantas mas sobresalientes del género Kalanchoe a nivel de fitoterapia y por
ende las més estudiadas, existe alrededor de 125 especies mas pero que ain no son analizadas.

Actualmente no se encuentran muchos estudios de esta planta en nuestro pais debido a que no
existe una difusion acerca de las utilidades de la misma, las pocas personas que conocen de sus
propiedades medicinales la utilizan en infusiones; en otros partes del mundo es ampliamente
estudiada y ya existe propiedades comprobadas por ejemplo se sabe que son buenos
antihemorragicos, cicatrizantes, febrifugos, etc. Estudios recientes demuestran que esta especie

tiene un alto potencial antitumoral y anticancerigeno.

En nuestro pais no hay estudios realizados sobre la actividad antiinflamatoria, a pesar de ello, en
Colombia se realizé un estudio similar de esta especie la cual fue comparada con Caléndula

officinalis y Diclofenaco de marca MERCK. (Siddhartha, 1990, pp. 6-7)

Mientras tanto Azafal et al, (2012 pp. 857) aisla esteroides capaces de generar actividad
antiinflamatoria obteniendo un porcentaje de inhibicién de edema de un 87,29% y 84,45% todo
esto en comparacion con el Diclofenaco. Asi también al aislar compuestos especificos de K.
pinnata como el 2-(3,4-dihidroxyfenil)-3, 5,7-trihidroxi-4h H fenilcromen-4-ona el cual es un
flavonoide extraida del tallo genera efecto a la dosis de 400 mg/kg. (Chaturvedi, 2012)

Tomando en cuenta estas pautas, se realizé una investigacion que ha permitido complementar la
informacién obtenida en estudios anteriores y demostrar que una de las propiedades mas

importantes de esta especie es la actividad antiinflamatoria.

El presente trabajo también ha buscado impulsar el estudio de las plantas medicinales presentes
en nuestro pais e incrementar la matriz productiva de una manera que no solo la economia mejore
sino que también pueda superarse a nivel social, educativo y cultural, siempre y cuando se sepa

aprovechar los recursos de una manera adecuada y oportuna.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO
1.1 Actividad antiinflamatoria
1.1.1. Inflamacion

La palabra inflamacion viene del latin inflammatio que significa hacer fuego o encender, en
medicina se utiliza el sufijo —itis para referirse a este término, es una de las maneras en la que
varias enfermedades se manifiestan y es considerada como la respuesta del sistema inmune frente
a estimulos bioldgicos (bacterias, hongos y virus), estimulos quimicos (alérgenos y toxinas) o

agresiones (lesion, infeccion o traumatismo). (Arthritis Foundation, 2016) (Bordés et al., pp. 1) (Garcia, 2008,
pp. 91-92) (Villalba, 2014, pp, 1)

El objetivo primordial de la inflamacion es aislar y destruir el agente dafiino ademas de reparar el
tejido u 6rgano afectado, es causada por agentes inflamatorios y ocurre en los tejidos conectivos

vascularizados; ocasiona enrojecimiento, dolor, calor y rigidéz de la zona afectada. (Bordés et al.,
pp. 1) (CCM Salud, 2017) (Villalba, 2014, pp.1-2)

Se puede sospechar de una inflamacién cuando ocurre un incremento de la proteina C reactiva
(PCR) y un incremento del nimero de glébulos blancos en la sangre, para el tratamiento de las
inflamaciones se utilizan farmacos antiinflamatorios entre estos tenemos los corticoides y

antiinflamatorios no esteroideos. (CCM Salud, 2017)

1.1.2.  Tejidos implicados en la inflamacion

Los tejidos implicados en una inflamacion son:

v' Sangre: Provee de células que acuden a la zona inflamada y participan en la respuesta
inflamatoria, ademas el plasma contribuye con las proteinas del sistema de activacién del
complemento y los anticuerpos. ( Castell, 2005)

v' Endotelio vascular: Provee moléculas que controlan la reactividad vascular y el intercambio
de plasma, en su superficie se encuentran las moléculas de adhesion para que asi las células

acudan al intersticio celular. ( Castell, 2005)



v' Células del tejido conectivo: Dentro de estas se encuentran los fibroblastos y los
macrofagos. ( Castell, 2005)

1.1.3.  Tipos de la inflamacion

La inflamacion se clasifica teniendo en cuenta lo siguiente:

v" Segln la duracién

Agudas: Constituye una respuesta inmediata ante la presencia de un agente dafiino y es de corta
duracion, ocurre en la microcirculacion, los fagocitos intentan destruir el agente dafino
segregando sustancias mediadoras que actlan sobre las células endoteliales y provocan
alteraciones de la permeabilidad de los vasos sanguineos permitiendo que los leucocitos Ileguen
a la zona inflamada para que se inicie la fagocitosis. (Vega, 2008, pp. 220)

Cronicas: Ocurre cuando la inflamacidn aguda no ha logrado eliminar el estimulo que lo produce,
por infecciones persistentes 0 autoinmunidad, por lo cual ocurre una infiltracién de células
mononucleares, destruccion tisular e intentos de reparar el tejido lesionado por fibrosis o
angiogeénesis, esta inflamacion es de prolongado tiempo. (Gonzales et al, 2011, pp.210) (Villalba, 2014,
pp.1-2)

v Segun el carécter del exudado

Trasudado: Se presenta liquido inflamatorio extravascular con poca cantidad de proteinas debido
a una alteracién en la permeabilidad vascular.
Exudado: Se presenta liquido inflamatorio extravascular con gran cantidad de proteinas a causa

de una elevada permeabilidad vascular.

v" Segln la etiologia

Infecciosas: Cuando son ocasionadas por virus, bacterias, parasitos o sus toxinas.
Trauméticas: En el caso de golpes o traumas.

Térmicas: Ocasionadas por alguna quemadura.

Irradiaciones o exposicion a agentes quimicos ambientales

Presencia de algun cuerpo extrafio

Necrosis tisular

Inmunitarias: Cuando se producen reacciones de hipersensibilidad a ciertos alérgenos.



v’ Segun sus caracteristicas morfologicas

Serosa: Cuando hay presencia de liquido tisular con baja cantidad de proteinas.
Fibrinosa: Si hay presencia de liquido tisular rico en fibrindgeno y fibrina.
Supurativa: Cuando el exudado contiene leucocitos y células necroticas.

Abscesos: En caso de que el tejido afectado presente purulencia y necrosis licuefactiva.

Ulceras: En caso de que el tejido necrético se gangrene.

v" Segln su localizacion

Focales: Cuando ocurre en un lugar especifico y para referirse a este tipo de inflamacion se
emplea el sufijo —itis. (Villalba, 2014, pp.2)
Diseminados: Si es que la inflamacion es persistente y se propaga tanto por via canalicular,

fistulizacion o metastasis. (Villalba, 2014, pp.2)

1.1.4.  Fisiopatologia de la inflamacion

Entre los cambios fisiopatoldgicos que se producen tras una inflamacion tenemos:

v' Cambios vasculares: Los vasos sanguineos cambian tanto en su calibre como en el flujo de
sangre que transportan lo cual permite que las proteinas y células plasmaticas lleguen a la zona
inflamada desde la sangre. En primer lugar ocurre la vasodilatacién inducida por la histamina, se
incrementa la permeabilidad microvascular, los liquidos del espacio intravascular salen hacia el

espacio extravascular formandose un edema. (Villalba, 2014, pp.3)

Los cambios vasculares disminuyen la velocidad sanguinea que junto a la salida del liquido
intravascular, incremento de glébulos rojos y de la viscosidad sanguinea originan la éstasis que a
su vez margina a los leucocitos que normalmente circulan por la parte céntrica de los vasos

sanguineos.

v/ Cambios celulares: Los glébulos blancos se trasladan desde la sangre a la zona lesionada

para iniciar con la fagocitosis del patdgeno, a este proceso se lo conoce como extravasacion.
(Villalba, 2014, pp.3)

Los leucocitos llegan a la zona lesionada por las uniones interendoteliales y saben hacia dénde

dirigirse debido a los agentes quimiotacticos los cuales producen una activacion de los leucocitos.



Una vez que los leucocitos se han activado inician la fagocitosis del agente agresor para lo cual
primero ocurre un reconocimiento y union de particulas, interiorizacion con formacion de vacuola
fagocitica y la degradacion o muerte del material patdgeno con lo cual los mecanismos
antiinflamatorios concluyen el proceso. (Villalba, 2014, pp.3)

Finalmente cuando el agente agresor fue eliminado, el exudado se reabsorbe y los tejidos
destruidos se regeneran de manera completa, por reemplazo de tejido conectivo o en ciertos casos

ocurrira una inflamacion crénica. (Villalba, 2014, pp.3)

1.1.5. Fases de la inflamacién

La inflamacion consta de cinco etapas que son las siguientes:

v' Liberacion de mediadores de la inflamacion: En el momento en el que ocurre la
inflamacidn en la zona lesionada se depositan factores activados del complemento (C3a y Cba)
que acttan a nivel de los receptores de membrana, ocasionando asi que el mastocito se active y
libere los mediadores de la inflamacidn y unos factores de caracter lipidico. (Villalba, 2014)

Por otro lado el mastocito también se puede activar a través de la inmunoglobulina E (IgE) la cual
es captada en su membrana gracias a que la misma cuenta con receptores especializados; cuando

un antigeno se conecta con dos IgE adyacentes en la membrana se activa el mastocito.

A nivel bioguimico en la membrana se activa la adenilato-ciclasa que aumenta el contenido
intracitoplasmatico de cAMP vy la fosfolipasa A2 que genera 4cido araquidénico a partir de los

lipidos que se encuentran en la membrana. (Villalba, 2014)

La permeabilidad de la membrana al ién Ca*™ incrementa y por ende también lo hace su
concentracion en el citoplasma que junto con el cCAMP ayudan a que se formen microtdbulos en
el mastocito y el movimiento de los granulos citoplasmaticos hacia la membrana celular con la
cual se fusionan y se produce la liberacién de los mediadores de la inflamacion al espacio

extracelular.

Los mediadores preformados en los granulos citoplasmaticos son la histamina, enzimas
proteoliticas, factor quimiotactico del eosinéfilo (ECF-A), factor quimiotactico del neutréfilo

(NCF) y heparina. (Villalba, 2014)



El &cido araquiddnico puede seguir la via metabdlica de la enzima ciclo-oxigenasa produciendo
prostaglandinas (PG) y tromboxanos o la via metabolica de la lipooxigenasa formando asi
leucotrienos (LT), todas estas sustancias sintetizadas de novo por el mastocito constituyen

también un grupo secundario de mediadores de la inflamacién. (Villalba, 2014)

Ademas hay que tener en cuenta que al producirse la inflamacion el baséfilo también acude a la
zona afectada, se activa de la misma manera que lo hace el mastocito y libera mediadores de la

inflamacion.

v' Efecto de los mediadores: Originan alteraciones vasculares y efectos quimiotacticos que
ayudan a que ciertas moléculas y células inmunes lleguen al lugar de inflamacion.
v" Llegada de las moléculas y células inmunes a la zona inflamada: Estas provienen de la

sangre y de las zonas que rodean al foco inflamatorio.

Fase inicial: En la primera fase de la inflamacion llegan las moléculas de la sangre hacia la zona

afectada entre estas tenemos:

v" Inmunoglobulinas: Los anticuerpos combaten la infeccién causada por los gérmenes o0 sus
toxinas, la IgM e IgG activan el complemento, la IgG se une a los fagocitos generando la
fagocitosis. (Villalba, 2014)

v Factores del complemento: Otra manera por la que se puede activar el complemento es
mediante las sustancias que los gérmenes liberan, una vez este se active ocasiona la lisis del
virus o bacteria responsable de la inflamacion. Los factores C3a y Cba actian en los
receptores de membrana lo cual activa al mastocito y basofilo y ocasionando la liberacién de
mediadores, por altimo el factor C3b se une a los receptores de membrana de los fagocitos
reforzando la fagocitosis. (Villalba, 2014)

v" Kininbégenos: Moléculas que se convierten en kininas cuando reciben la accion de las
kininogenasas liberadas por el mastocito y baséfilo.

v' Proteina C Reactiva (PCR): Se encarga de fijar ciertos microorganismos y activar el
complemento.

v Factores de la coagulacién

Fase tardia: En esta fase las células inmunes llegan desde la sangre a la zona inflamada.
v Basdfilo: Libera mediadores de la inflamacion.
v" Neutrofilo: Ocasiona la muerte extracelular de los microorganismos a través de la fagocitosis
o de los factores téxicos que libera de sus granulos citoplasmaticos.
v Monocito y Macrofago: El primero proviene de la sangre mientras que el macrofago de los
tejidos adyacentes, el monocito se convierte en macréfago en los tejidos y realiza funciones
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similares a las del neutrofilo, se encarga de presentar al antigeno ante las células T y B para
que de esta manera se inicie la respuesta especifica. (Bordés et al., pp. 3)

El macrdfago produce la interleucina 1 (IL-1) que es una hormona del sistema inmune que
induce la aparicién de fiebre, la produccion y liberacién de neutrdfilos desde la médula dsea
y el aumento de la sintesis de proteinas a nivel del higado.

En la zona afectada la interleucina contribuye al incremento de las células Ty B y su
diferenciacion, ademas del incremento de fibroblastos, induce la formacidon del colageno los
cuales contribuyen a la reparacion de la inflamacion.

v' Linfocitos T y B: Permiten que la respuesta especifica comience, las células B originarias de
los tejidos linfoides relacionados con las mucosas producen la inmunoglobulina E, las cuales
al unirse al mastocito o baséfilo agravarian la inflamacion; en cambio las células T producen
linfoquinas que hacen que la inflamacién se prolongue en una respuesta inmune mejor
elaborada. (Bordés et al., pp. 3)

v' Eosino6filo: Es una célula encargada de la regulacién de la inflamacion.

Regulacion del proceso inflamatorio: Los mecanismos inhibidores finalizan o equilibran el
proceso inflamatorio. Ciertos mediadores que ocasionan la activacion, cuando varian en
concentracién o en sus receptores dan lugar a la inhibicion modulando la respuesta inflamatoria,
entre estos tenemos:

v' Histamina: Actla sobre los receptores H2, inhibe tanto la liberacién de los mediadores
de la inflamacion desde el mastocito y baséfilo como la quimiotaxis y por otro lado activa
las células T supresoras. (Bordés et al., pp. 3)

v" PGE: Inhibe tanto la liberacion de los mediadores de la inflamacion desde el mastocito
y basofilo como el incremento y diferenciacion de linfocitos.

v' Agonistas autonémicos: Tanto el mastocito como el baséfilo presentan receptores a y
B-adrenérgicos y colinérgicos por tanto la liberacion de mediadores esta regulada de
manera autondmica; es asi que cuando se activa el receptor B-adrenérgico ocurre una
inhibicién mientras que si se activa el receptor a-adrenérgico y colinérgico ocurre una
estimulacion en la liberacion de los mediadores de la inflamacion. (Bordés et al., pp. 3)

v" Heparina: Se encarga de inhibir la coagulacién y la activacion de los factores del
complemento.

v Eosindfilo: Cuando se encuentra en la zona inflamada libera varias enzimas que degradan
ciertos mediadores que potencian la inflamacion, como ejemplo tenemos a la histaminasa

que degrada la histamina, la arilsulfatasa los leucotrienos y la fosfolipasa el PAF.



Reparacion: Consta de una serie de fendmenos que permiten reparar el tejido lesionado, esto
ocurre una vez que la causa de la inflamacion desaparece o fueron eliminadas a través de la
respuesta inflamatoria.

A la zona afectada Ilegan los fibroblastos los cuales proliferan y producen colédgeno, luego se

producen un aumento de las células epiteliales y de los vasos sanguineos al interior de la herida.

(Bordés et al., pp. 3)

1.1.6. Mediadores de la inflamacién

Los mediadores son moléculas elaboradas por el mastocito o el basofilo que se liberan cuando se
presenta algun estimulo como por ejemplo ante un tejido lesionado.

Al comienzo de la inflamacion los mediadores alteran los vasos sanguineos lo cual permite que
las moléculas lleguen a la zona inflamada desde la sangre originando el edema, posteriormente
las alteraciones vasculares y los factores quimiotacticos liberados contribuyen a que las células

inmunes de la sangre y tejidos cercanos lleguen a la zona afectada.

1.1.6.1. Mediadores preformados

Histamina: Se encuentra primordialmente en el mastocito y basoéfilo, se origina de la
descarboxilacion del amino&cido histidina y act(a tanto a nivel de los receptores de la histamina
1 (H1) de los vasos sanguineos ocasionando vasodilatacion y aumento de la permeabilidad como
a nivel de los receptores de la histamina 2 (H2) causando una inhibicién o regulacion de la
inflamacion.

Enzimas proteoliticas: La mas importante es la kininogenasa que ejerce su accién sobre las
proteinas de la sangre (kinindgenos) causando su disolucion en pequefios péptidos o kininas, estas
Gltimas originan vasodilatacion, incremento de la permeabilidad vascular y la aparicién del dolor.
Factores quimiotacticos: El factor quimiotactico del eosinéfilo constituido de dos tetrapéptidos
se encarga de atraer a los eosinofilos a la zona inflamada en donde se activan; de la misma manera
el factor quimiotactico del neutrdfilo atrae a los neutréfilos y los activa.

Heparina: Es un anticoagulante que facilita a las moléculas y células de la sangre llegar a la zona

inflamada.

1.1.6.2. Mediadores sintetizados de novo

PGEZ2: Prostaglandina responsable de la vasodilatacion y el dolor, esta sustancia junto con el
factor C5a y LTB4 incrementan la permeabilidad vascular.
LTB4: Factor quimiotactico para mastocitos, macréfagos, neutrofilos y eosinofilos.
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Factor activador de plaquetas (PAF): Se encarga de activar las plaquetas ocasionando su
agregacion, la liberacion de mediadores, el comienzo de la coagulacion, vasodilatacion e

incremento de la permeabilidad vascular ademas de que activa a los neutrofilos. (Bordés et al., pp. 2)

1.1.7. Mastocito

Célula inmune inespecifica que proviene de la médula 6sea, en su citoplasma se encuentran unos
granulos que contienen los mediadores de la inflamacion preformados. Se encuentra presente en
la mayoria de tejidos en especial en la cercania de los vasos pequefios sobre los que acttian cuando

los mediadores de la inflamacidn se liberan. (Bordés et al., pp. 2)

1.2. Antiinflamatorios

Son farmacos que ayudan a combatir o prevenir la inflamacion de los tejidos, existen dos grupos

de medicamentos antiinflamatorios que son:

v' Antiinflamatorios esteroideos: Son medicamentos corticoides, hormonas elaboradas en la
corteza adrenal, o corticoides naturales o semisintéticos, por via oral o parenteral ocasionan
efectos adversos o secundarios.

v Antiinflamatorios no esteroideos (AINESs): Se agrupan de acuerdo al efecto que ejercen

respecto a la sintesis de prostaglandinas y tromboxanos. (Pérez, 2017)

1.2.1.  Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

Grupo de medicamentos heterogéneos en los cuales se encuentran incluidos la aspirina y otros
agentes inhibidores de la ciclo-oxigenasa (COX) tanto selectivos como no selectivos, constituyen
uno de los grupos de medicamentos mas prescritos a nivel mundial, se utilizan para tratar

inflamaciones, dolor, edema, osteoartritis, artritis reumatoidea y disturbios musculoesqueléticos.
(Batlouni, 2010, pp. 338)
A los antiinflamatorios no esteroideos no selectivos se les ha denominado como convencionales

o0 tradicionales mientras que a los AINEs selectivos para la COX-2 se les ha denominado
COXIBEs.
A continuacion se presenta una tabla de clasificacion de los antiinflamatorios no esteroideos de

acuerdo a su selectividad para la ciclo-oxigenasa.
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Antiinflamatorios no Esteroides
Clasificacion

No Selectivos (COX-1y 2) Selectivos (COX-2)
(tradicionales, convencionales) (COXIBEs)
Aspirina Rofecoxib (Vioxx)
Acetaminofen Valdecoxib (Bextra)
Indometacina (Indocid) Parecoxib
Ibuprofeno (Motrin, Dalsy) Celecoxib (Celebra)
Naproxeno (Naprosin) Etoricoxib (Arcoxia)
Sulindac (Clinoril) Lumiracoxib (Prexige)

Diclofenaco (Voltaren)

Piroxicam (Feldene)

B-Piroxicam (Cycladol)

Meloxicam (Movatec)

Cetoprofeno (Profenid)

Figura 1-1: clasificacion de antiinflamatorios no esteroidales segin su

selectividad para la ciclooxigenacion
Fuente: (batlouni, 2010, pp. 338)

1.2.1.1. Clasificacién de los AINEs

Los antiinflamatorios no esteroideos se clasifican de la siguiente manera:

v Segun su estructura quimica

Grupo terapéutico

i Salicilatos

| Pirazolonas

| Indolacéticos
| Arilacéticos
| Arilpropionicos

Oxicams y analogos
| Fenamatos

; Inhibidores selectivos de la COX-2

Farmaco

‘ Acido acetilsalicilico, salsalato, diflunisal, fosfosal, acetilato de lisina
| Fenilbutazona

‘ Indometacina, tolmetin, sulindaco, acemetacina

' Diclofenaco, aceclofenaco, nabumetona

Ibuprofeno, naproxeno, ketoprofeno, flurbiprofeno

Piroxicam, tenoxicam, meloxicam

Acido mefenamico, meclofenamato

Celecoxib, etoricoxib, lumiracoxib

Figura 2-1: Clasificacion de los aines segln su estructura quimica

Fuente: (gébmez, 2008, pp.470)
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v SegUn su vida media plasmatica

o Vida media corta Vida media larga
Analgésicos
(< 6 horas) (> 6 horas)

Acido acetilsalicilico, salsalato,

Salicilatos Diflunisal, fosofosal
acetilato de lisina

Pirazolonas - Fenilbutazona

Indolacéticos Indometacina, tolmetin Sulindaco

Arilacéticos Diclofenaco, Aceclofenaco, nabumetona

Ibuprofeno, ketoprofeno,

Arilpropiénicos : Naproxeno

flurbiprofeno
Oxicams y analogos - Piroxicam, tenoxicam, meloxicam
Inhibidores selectivos de la COX-2 - Celecoxib, etoricoxib, lumiracoxib

Figura 3-1: clasificacion de los aines segun su vida media plasmatica
Elaborado por: (gémez, 2008, pp.470)

Los AINEs de vida media corta alcanzan niveles plasmaticos de una manera mas rapida y a veces
permiten disminuir la dosis total del medicamento, los AINEs de vida media larga en ocasiones
son de una sola dosis diaria y pueden incrementar las interacciones con otros medicamentos y los

efectos secundarios.(Gémez et al.,2008,pp.470-471)

1.2.1.2. Mecanismo de accién

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) impiden la funcion de la enzima ciclo-oxigenasa
con lo cual disminuye la sintesis de prostaglandinas que actlan como mediadores de la
inflamacidn a nivel periférico y central asi como también de los tromboxanos formados a partir

del acido araquidonico.

Los AINEs inhiben la prostaglandina sintetasa lo cual afecta la transformaciéon del é&cido

araquidonico en prostaglandinas, prostaciclina y tromboxano. (Gémez et al., 2008, pp.469) (Hall et al.,
2001, pp.25)

La ciclo-oxigenasa (COX-1) es una enzima constitutiva localizada en los tejidos, contribuye a que
las prostaglandinas y tromboxanos controlen las funciones fisiolégicas como la proteccion
gastrica, agregacion plaquetaria, funcién renal y la homeostasis vascular; mientras que la ciclo-
oxigenasas 2 (COX-2) es una enzima inducible de ciertas células en situaciones patoldgicas a

través de citoquinas y mediadores de la inflamacion. (Gémez et al., 2008, pp.469) (Hall et al., 2001, pp.26)
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1.2.1.3. Eficacia

Analgeésica/Antiinflamatoria: Los antiinflamatorios no esteroideos son la primera eleccion entre
los analgésicos disminuyendo asi el uso de los opiaceos y sus efectos secundarios; a dosis
equivalentes la eficacia de estos medicamentos es semejante sin embargo la respuesta individual

puede variar.

Antiagregacion plaquetaria: Se encuentra mediada por la COX-1, disminuye el riesgo de eventos
cardiovasculares trombéticos y es inhibida de manera irreversible por la aspirina en bajas dosis.

Prevencidn del cancer de colon: La aspirina disminuye el riesgo de cancer de colon en un 40% a
50% v la aparicion de adenoma de colon en un 30% a 50%, a pesar de ello debido a los posibles
efectos secundarios gastrointestinales y cardiovasculares no se recomienda el uso de los AINEs o

aspirina para la prevencion del cancer de colon. (Gémez et al., 2008, pp.471)

1.2.2. Diclofenaco

Antiinflamatorio no esteroideo que se emplea en la medicina para tratar el dolor, la fiebre y la
inflamacion en mayores de 14 afios, ademéas se ha demostrado que en pacientes con artritis

idiopatica juvenil ayuda a reducir el nimero de articulaciones dolorosas. (1QB, 2014)(Pediamécum,
2016, pp.1)

1.2.2.1. Farmacocinética

Tras una dosis oral el diclofenaco se absorbe en un 100% pero debido al metabolismo del primer
paso unicamente el 50% de la dosis es absorbido a nivel sistémico. Los niveles maximos del
medicamento en el plasma ocurren a las 2 horas posteriores a su administracién con un porcentaje
de union a las proteinas del 90, presenta una farmacocinética lineal es decir que las

concentraciones plasmaticas son proporcionales a las dosis.

Su volumen de distribucion es de 1,3L/Kg y su semivida plasmética es de 1,5 horas. Se elimina

por via renal y mediante la bilis. (1QB, 2014)(Muriel et al., 2009, pp.24-25)

1.2.2.2. Posologia

Si se utiliza una dosis eficaz y baja en un periodo de tratamiento corto para controlar los sintomas

se pueden disminuir la aparicion de reacciones adversas.
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La dosis oral va de 100 a 200mg diarios.

v" Adultos: Se recomienda administrar 75-100mg al dia en dos o tres tomas, la dosis maxima
inicial es de 100-150mg, en caso de dismenorrea primaria la dosis diaria es de 50-200mg.

v Ancianos: 50mg de comprimidos entéricos diarios.

v/ Nifos: No se ha comprobado la seguridad y eficacia del diclofenaco en nifios por lo que no

se recomienda su uso. (Facmed, 2007)(1QB, 2014)

1.2.2.3. Efectos adversos

En ocasiones se puede presentar nauseas, vomitos, diarreas, dolor de estbmago que desaparecen
a medida que transcurre el tiempo, casi nunca aparecen exantemas, edemas o personas alérgicas
a la aspirina.

En caso de intoxicacién se presenta irritabilidad, cefalea, vértigos, ataxias, convulsiones, agitacion
motora, nauseas, vomitos, diarrea e ictericia, en cuyo caso se debe realizar un lavado gastrico,
prevenir las convulsiones a través del diazepam o fenobarbital y disminuir los niveles del
medicamento en el plasma mediante dialisis.

Ademas se debe tener precaucion con el medicamento pues puede alterar la coagulacion, no se

recomienda en embarazadas ya que no se han descartado efectos teratdgenos. (Muriel et al., 2009,
pp.22)

1.3. Biodiversidad en el Ecuador

El Ecuador se encuentra ubicado al noroeste de América Latina sobre la linea ecuatorial, en una
posicién tropical que le otorga un clima similar en el transcurso del afio lo cual le convierte en un
pais muy biodiverso pues cuenta con una variedad de paramos, bosques, manglares, nevados,
animales, etc. a pesar de su tamafio pequefio por lo cual se lo ha denominado como uno de los

paises megadiversos. (Mena, 2010, pp.19-20)(MAE, 2010)
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Figura 4-1: Mapa del ecuador con sus regiones naturales
Fuente: (Tapia et al, 2008)

1.3.1.  Importancia

Se define como biodiversidad a la variedad de especies de plantas, animales, hongos y
microorganismos que viven en una zona especifica, ademas incluye la variacion genética en una
poblacion de una misma especie, asi como también los procesos ecoldgicos y evolutivos a nivel
de genes, especies, ecosistemas y paisajes.

La biodiversidad con la que cuenta el Ecuador le permite cubrir la mayoria de las necesidades de
la poblacion como es alimentacion, bienes para la construccion, artesanias y en especial
medicinas. (Bravo, 2014, pp.10)

1.3.2.  Perspectiva

Con el paso de los afios aumenta el nimero de personas que habitan el planeta tierra, debido a
esto cada dia se consume y se dafian recueros naturales. Para que una poblacion se desarrolle en
todos los campos posibles va a depender de este obligatoriamente.

El dafio que se realiza directa o indirectamente hace que la vida en la tierra se vuelva complicada
ya que existen recursos que no son recuperables y el proceso de reparacion de areas naturales o a

su vez de cuidado y reproduccion sea bajo a comparacion con el consumo y dafio que se realiza.
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1.3.3.  Objetivos del buen vivir

El Ecuador es un pais con gran cantidad de recursos naturales debido a que se encuentra en la
mitad del mundo, la biodiversidad que contiene es muy variada tanto en flora como en fauna.

El gobierno actual ha creado un plan de mejora en el cual intervienen directamente los objetivos
del buen vivir. El Objetivo 7 es el que se encarga directamente de promover el cuidado de la
naturaleza garantizando los derechos y la sostenibilidad ambiental, territorial y global de nuestro
pais. Existen otros objetivos que actlan simultdneamente con este, ya que viene a ser el resultado
de un compendio de ideas que buscan mejorar el estilo de vida para que el desarrollo de nuestra

poblacién sea amigable con el medio ambiente y no genere dafio. (Plan Nacional del Buen Vivir, 2017)

1.4. Fitoterapia

A medida que el ser humando va creciendo también va creado y descubriendo nuevas disciplines
y areas de estudio, pero al hacer esto se ha ido olvidando de a aquellas que por muchos afios nos
han acompafiado con conocimientos no comprobados cientificamente en su totalidad pero que si

ha permitido crear una brecha de interés poblacional.

La fitoterapia se presenta como una ciencia que permite conocer la aplicabilidad de las plantas en
el area de la salud, si bien es cierto esta definicion también es conocida como medicina tradicional,
pero que al final lo que se busca es preservar vivo los conocimientos ancestrales. Se vuelve
necesario una colaboracion entre ciencias patrimoniales y actuales ya que solo asi se piensa que

en un futuro el estilo de vida de las personas sanas y enfermas mejorara. (Ara, 2003, pp. 17-18-19)
(Botanical, 2017)
Por ejemplo Eupatorium glutinosum también llamado matico se presenta como una especie

vegetal cientificamente estudiada, sus efectos terapéuticos se han hecho muy conocidos alrededor
de toda Latinoamérica. (Acosta, 1992, pp. 80) (White, 1989)

En Ecuador es utilizado tradicionalmente para el tratamiento de enfermedades de vias aéreas, en
la limpieza de laceraciones, como diurético, anti ulceroso, cicatrizante, antiinflamatorio entre
otros. La actividad antiinflamatoria fue comprobada en estudios in vivo en donde un extracto
alcohdlico presenta el 62,5% en comparacion con un medicamento comercial como es la
Fenilbutazona misma que presentaba un porcentaje del 62,96, el método utilizado fue induccién

de edema en ratas. (Moya, 2013, pp. 10) (Cruz, 2009) (Duke et al., 2009)
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1.4.1. Fitomedicamentos

Actualmente la fitoterapia ha ganado un poco méas de interés ya que ahora se crean productos
farmacéuticos en base a principios activos propios de las plantas a los que llamamos
Fitomedicamentos. Pero aun no es posible demostrar la actividad de una planta especifica en su
totalidad ya que existe una gran cantidad de metabolitos segundarios que al ingresar o tomar
contacto con el organismo genere efecto terapéutico por interaccion. Por esta razdn muchas

industrias solo crean medicamentos con aquellos principios capaces de ser sintetizables. (Ara, 1997,
pp. 16-17)

1.5. Kalanchoe

El género Kalanchoe esta constituido por alrededor de 125 especies, algunas son utilizadas con
fines medicinales pero la mayoria son manejadas de forma ornamental. Son ampliamente
difundias a nivel mundial y gracias al conocimiento ancestral son aplicadas en el combate de
lesiones o dolencias; pueden ser ingeridas atreves de infusiones o también directamente colocadas

en las zonas de interés. (Guillot et al., 2009, pp. 62)(Mejia ,2015) (Pérez, 2015, pp. 2) (Villamizar, et al., 2014)

15.1. Kalanchoe pinnata

-

Figura 5-1: Floracion de Kalanchoe pinnata jardin botanico puerto
cruz-tenerife

Fuente: (Jorobado, 2008, pp.9)

Kalanchoe pinnata (Lam.) Persoon también conocida como Bryophyllum pinnatun o comin
mente Ilamada hoja del aire es una planta popular en medicina tradicional que se reproduce con
gran facilidad. Se ha visto que el jugo de las hojas tiene efectos positivos sobre la salud de las

personas. (Villamizar et al., 2014, pp. 1)
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1.5.1.1. Taxonomia

Tabla 1-1: Clasificaciéon taxonémica de
kalanchoe pinnata

Reino Plantae

Clase Equisetopsida C.

Familia Crassulaceae.

Género Kalanchoe Adans.

Especie Kalanchoe pinnata (Lam.) Persoon

Elaborado por:(Marisela Cucuri, 2017)

1.5.1.2. Descripcion botanica

Kalanchoe pinnata se presente como una especie vegetal en forma de arbusto, su tamafio oscila
de entre 30cm a 1m de altura. Tanto sus hojas como su tallo son consideradas suculentas debido
a la capacidad de almacenamiento de agua que tienen. (Pérez, 2015, pp. 2)

Las flores se presentan de varios colores algunas pueden ser verdosas, amarillentas o rojizas. Los
frutos son alargados y pequefios. En cuanto a sus hojas son pequefias gruesas con bordes sesgados,
de color variable esto en dependencia de la época o tiempo de maduracion de la planta. (Villamizar

etal., 2014, pp. 2)
Entre los nombres botanicos con los que se puede reconocer a esta especie segin ICBN son:

Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken, Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. Sin: Cotyledon pinnata

Lam., Bryophyllum calycinum Salisb, Bryophyllum pinnatum (Lam.) Kurz, Crassula pinnata.
(Vibrans et al., 2009) (Villamizar et al., 2014, pp. 2)

1.5.1.3. Distribucion geogréfica

Kalanchoe pinnata aparece inicialmente en el continente africano especificadamente en la isla de
Madagascar, debido a su gran capacidad de ambientacién y reproduccién se fue propagando por
todo el mundo. En la actualidad se encuentra presente en los tres continentes africano, asiatico y
americano. (Villamizar et al., 2014, pp. 4)

En Ecuador Kalanchoe pinnata se ha naturalizado apropiadamente, es considerada una de las
especies mas propagadoras del pais. Se la encuentra en todas las épocas del afio y crece con gran

facilidad en las cuatro regiones.
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1.5.1.4. Composicién quimica

Kalanchoe pinnata dentro de su composicion quimica presenta una gran gama de metabolitos
secundarios entre los cuales encontramos flavonoides, fenoles, alcaloides, terpenos,

bufadienolidos, lipidos, glucésidos, esteroides, &cidos grasos, minerales, etc. (Mejia ,2015)
(Villamizar et al., 2014, pp. 4)
Sus hojas son la parte mas analizada a nivel cientifico en su interior encontramos flavonoides

como rutina, quercetina, luteolina, kaempferol entre otros. En cuanto a compuestos terpenicos en
bibliografia aparecen la o y B —amirina, glutinol, B- sitosterol, bufadienolidos, campesterol,

estigmaesterol, etc. (Mejia ,2015) (Villamizar et al., 2014, pp. 4)

v Quercetina: Es un buen antioxidante y uno de los flavonoides mas conocidos a nivel
terapéutico. Actla en la inflamacion inhibido las enzimas productoras de citoquinas
inflamatorias como la ciclooxigenasa o la lipoxigenasa. Ademas, inhibe la liberacion de
histamina por los mastocitos y los basofilos.

v"Rutina: Es un Flavonoide inhibidor del metabolismo del &cido araquidénico y un buen
antioxidante.
v' ey p-amirina: Son triterpenos que contienen el ciclopentano-perhidrofenantreno en su

interior, actdan inhibiendo las citosinas inflamatorias de la COX-2.

1.5.1.5. Usos Tradicionales

Tradicionalmente, el zumo de las hojas es usado para el tratamiento de afecciones menores como
tos, heridas, golpes, quemaduras, dolores de cabeza, fiebre, picaduras de insectos es un buen
diurético, ayuda en enfermedades respiratorias pero también es conocido como un buen
antinflamatorio y cicatrizante. La forma de administracién se lo realiza en te, unglientos, jarabes,
infusiones o a su vez directamente las hojas. (BDMTM, 2009)

En Ecuador los indigenas Sionas que viven a las orillas del rio putumayo calientan las hojas y las
colocan sobre las quemaduras, Ulceras, laceraciones o golpes en cambio los nativos que habitan
cerca del rio Pastaza utilizan una infusion de hoja para huesos rotos y contusiones internas, otras

tribus en el Amazonas mezclan el zumo de la hojas con la leche de las madres lactantes. (Villamizar
et al., 2014, pp. 5)

En otras partes de Latinoamérica como Per(, Brasil, México no solo utilizan las hojas sino

también la raiz o el tallo a mas de esto ya no solo la combinan con agua sino que también crean

elixires. (Villamizar et al., 2014, pp. 5)
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1.5.1.6. Actividad farmacoldgica

Numerosos laboratorios en todo el mundo se han interesado por estudiar los efectos de esta planta
ya gue segln conocimientos ancestrales es buena para casi todas las dolencias de las cuales solo

algunas ya han sido comprobadas cientificamente.

v'Actividad antiinflamatoria y cicatrizante

El extracto de las hojas de Kalanchoe pinnata al tener gran cantidad de flavonoides y terpenos
actlian sobre las etapas de la inflamacion, disminuyen el rubor y la hinchazén.
En cuanto a su poder cicatrizante la accion es causada gracias a la presencia de taninos que actdan

acelerando la reparacion celular. (Joseph et al, 2011)(Ojewole, 2005, pp. 16-17-18)

v Investigaciones previas

La Dra. Amalia et al., al realizar un estudio in vivo logro comprobar que la fraccién de solidos
totales en un porcentaje de 4,5 y aplicado en una dosis de 100mg/Kg presenta efecto

antiinflamatorio. (Pattewar, 2012, pp. 998)

Al aislar compuesto especificos de Kalanchoe pinnata se puede potenciar el efecto, este es el caso
de la 2-(3,4-dihidroxyfenil)-3, 5,7-trihidroxi-4h H fenilcromen-4-ona un flavonoide extraida del

tallo que a la dosis de 400mg/kg genera efecto. (Chaturvedi, 2012)

Uno de los flavonoides con mayor actividad antiinflamatoria es la quercetina la cual al ser aislada
y analizada mediante estudios in vitro permite identificar una nueva actividad inmunomoduladora

gue ayuda en la recuperacion de la inflamacién de vias areas.(Cruz, 2011, pp. 118-119-120)

El extracto metandlico de Kalanchoe pinnata presenta efecto en dosis de 100 y de 300mg/kg
siendo su porcentaje de inhibicién de 53,65 y 87,80 respectivamente.( Siddhartha, 1990, pp. 6-7)

Mientras tanto Azafal et al, (2012 pp. 857) aisla esteroides capases de generar actividad
antiinflamatoria obteniendo un porcentaje de inhibicion de edema de un 87,29% y 84,45% todo

esto en comparacion con el Diclofenaco.
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v" Actividad Anticancerosa

Segln Supratman, et al. (2001) La presencia del 3,5-ortoacetato y del bersaldegenin-1 en las hojas
de Kalanchoe pinnata generan alta expectativa para el combate contra la células cancerosas. Asi
también la briofilina-A y la briofilina-B aislados arrojan resultados prometedores para el combate

de esta enfermedad. (Villamizar et al., 2014, pp. 20)

v' Actividad antialérgica

Mediante estudio in vivo se comprobé que el extracto de las hojas actian positivamente en

procesos anafilacticos asi también generan un bloqueo en los receptores de histamina. (Villamizar
et al., 2014, pp. 20)

v' Actividad antibacteriana y antimicrobiana

Segun andlisis in vitro el extracto de Kalanchoe pinnata actla significativamente sobre S.aureus
E.coli, Pseudomonas y en otras de origen Gram+. En un estudio Villavamizar et al (2014, pp. 20)
indica que el extracto genera actividad a la concentracion de 4mg/mL. (Pattewar, 2012, pp. 997)

Investigaciones vitro e in vivo han permitido garantizar el efecto farmacol6gico de Kalanchoe
pinnata no solo de los mencionados anteriormente sino también sus diferentes funciones como
analgésico, antitumoral, antitusiva, antiasmatica, antihipertensivo gastroprotector, antiviral,
antifangico, antihistaminico, antileishmanico, reductor de glucosa, etc. Hasta ahora no existe

estudios que comprueben que Kalanchoe pinnata sea toxico. (Pattewar, 2012)
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CAPITULO II

2. METODOLOGIA

2.1. Lugar de investigacion

La presente investigacion se llevo acabo en:

v Laboratorio de Productos Naturales de la ESPOCH
v Laboratorio de Fitoquimica de la ESPOCH

v' Bioterio de la ESPOCH

2.2. Recoleccién del material vegetal

Se utilizo las hojas frescas de Kalanchoe pinnata (Lam.) como materia prima. Fueron recolectadas

en el mes de Mayo del 2016, Chimborazo, Cantén Riobamba, Parroquia Yaruquies.

2.3. Reactivos Biologicos

Para el estudio de la actividad antiinflamatoria se ocupé el total de 24 ratas albinas (Rattus
norvegicus) del Bioterio de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH.

2.3.1.  Descripcion
v Peso Corporal: 200-250g

v' Edad: 92 dias de nacidas

v" Sexo: Femenino

2.4.  Equipos y Reactivos

2.4.1. Equipos

v/ Balanza analitica Radwag S 220.R2
v" Molino Arthur H. Thomas
v' Estufa RE 115
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Mufla SNOL 8,2
Desecador

Rotavapor BUCHI CH-9230 FLAWIL-SCHWEIZ

Bomba de vacio

Sonicador Cole-Parmer
Refractometro de Abbé

pH-metro (HANNA INSTRUMENT)
Espectrofotometro Cole-Parmer
Vortex

Centrifuga Clay Adams

Camara UV

Camara fotografica (Samsung)
Computadora HP

Congelador

Reactivos

Agua destilada
Alcohol 96%
Alcohol antiséptico
Gel antiséptico
Eter dietilico
Acido acético
Reactivo de Dragendorff
Reactivo de Wagner
Cloroformo
Acido sulfarico
Acido clorhidrico
Hidroxido de sodio
Hidroxido de potasio
Amonio 5% agua
Reactivo de Baljet
Reactivo de Sudan 11
Cloruro férrico
Cloruro de sodio
Magnesio metélico
Alcohol amilico
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10%

Reactivo de Fehling

Silica gel 60F254 (Merck)
Metanol

Acetato de etilo

Formol al 40%

Acetato de etilo

Acido acético glacial

Cloruro de Aluminio
Polietilenglicol

Soluciones de acido géalico
Nitrito de Sodio 5%

Tricloruro de aluminio 10%
Carbonato de sodio al 20%
Reactivo de Folin-Ciocalteu 20%
Solucion de DPPH* (60 uM)
Solucion de carragenina al 1%
Solucidn de Diclofenaco Sodico

Solucion de Carboximetilcelulosa al



2.5 Técnicas y Métodos

251 Recoleccion de la materia vegetal

La recoleccion de las hojas de Kalanchoe pinnata se realiz6 en la parroquia Yaruquies, al
occidente de la ciudad de Riobamba (Cantdn), a los margenes del rio Chibunga en la provincia
de Chimborazo, verificandose especificamente las coordenadas geogréficas (Latitud: 1°41'12"S))
y (Longitud: 78°39'17"W).

2.5.1.1 Limpiezay Desinfeccion de la materia vegetal

La época del afio en la que se recolectd el material vegetal fue en verano, en clima templado y
con una temperatura promedio de 14 °C. Las hojas después de su recoleccion fueron sometidas
al proceso de limpieza y desinfeccion de la siguiente manera:

v' Se selecciond hojas en buenas condiciones

v' Se eliminaron las partes areas deterioradas.

v' Las hojas de la materia vegetal fueron sometidas a la limpieza y eliminacién de impurezas.
v' Se procedi6 al secado del material vegetal con una temperatura de 20 + 2°C, en un lugar

cerrado con ausencia de luz.

v Posteriormente se le introdujo en una estufa con flujo de aire durante 3 dias.

v Se pulverizo y se almacend en bolsas plésticas en condiciones adecuadas, en ausencia de luz
y humedad.

2.6 Control de Calidad de la materia prima

2.6.1 Determinacion de cenizas totales
En el contenido de cenizas totales el agua y sustancias volatiles son evaporadas, mientras que las

sustancias organicas son incineradas. El analisis se lo realiz6 siguiendo las Normas Ramales para

Drogas Crudas, Extractos y Tinturas (1992, pp.32).
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2.6.2 Determinacion de cenizas solubles en agua

Dentro de las Normas Ramales para Drogas Crudas, Extractos y Tinturas, de 1992 , pp. 33 se
presentan todos los pasos y parametros necesarios para el analisis, con el cual se busca representar
la cantidad de materia insoluble en agua.

2.6.3 Determinacion de cenizas solubles en acido

Representa la cantidad de minerales insolubles en &cido, la misma gue no debe ser mayor al 1%.
El método utilizado se encuentra descrito en las Normas Ramales para Drogas Crudas, Extractos

y Tinturas (1992, pp. 33)

2.6.4 Determinacion de la Humedad

Segun las Farmacopeas la humedad de una droga debe mantenerse entres 8-14%, para evitar la
propagacion de microorganismo asi como el deterioro temprano por exceso de agua. Las Normas
Ramales para Drogas Crudas, Extractos y Tinturas, de 1992 fueron la base para determinar este

parametro.

2.7 Tamizaje Fitoquimico

Fundamento

Permite la identificacion cualitativa de compuestos segundarios. El proceso se lo realizé en base
a las Normas Ramales de Drogas Crudas, Extractos y Tinturas. NRSP 309, 311y 312 MINSAP
1992

Extracto Etéreo

Se pes6 20 g de muestra pulverizada con 60 mL de éter o hasta recubrimiento, todo esto dentro
de un frasco &mbar. Se dejé macerar por 48h a temperatura, luz y agitacion adecuada. Se separd
las dos fases por un lado la fase etérea y por otro el residuo solido, el mismo que debera ser secado
y pesado para luego ser utilizado como muestra en la preparacion de los extractos tanto Etanélico

COMO acuoso. (Normas Ramales para Drogas crudas y extractos y tinturas, 1992, pp. 38-39)

Extracto Etanolico:
Una vez seco y pesado, el residuo se colocé dentro de un frasco &mbar con el triple de su peso en
volumen de etanol. EI macerado fue sometido a las mismas condiciones del proceso anterior. Se

separa las dos fases por un lado la fase alcohdlica y por otro el residuo sélido.
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Extracto Acuoso
Se sigue el mismo proceso descrito anteriormente, pero en este apartado el solvente es el Agua.
Se separaron las dos fases por un lado la fase acuosa y por otro el residuo sélido.

Tabla 1-2: Tamizaje fitoquimico del extracto de kalanchoe
pinnata

METABOLITOS

ENSAYO

Aceites y grasas Sudan
Alcaloides Dragendorff
Mayer

Wagner

Lactonas y Cumarinas Baljet

Triterpenos y esterides

Liberman- Buchard

Catequinas Catequinas
Resinas Resinas
Saponinas Espuma
Azucares Reductores Felhing
Taninos y Fenoles ClsFe
Flavonoides Shinoda

Antocianidina

Antocianidinas

Quinonas Borntrager
Aminoacidos Nihidrina
Mucilagos Mucilagos
Sabor Principios Amargos

Fuente: (Normas Ramales para Drogas crudas y extractos y tinturas, 1992)

2.8 Obtencion del extracto alcohélico

El extracto alcoholico se obtuvo pesando 137,39 de muestra seca y pulverizada, se sometio a tres
maceraciones sucesivas con alcohol al 96% por un tiempo de 48h. Todos los extractos obtenidos
se unieron, posteriormente se los concentrd en rotavapor, se pesoé el extracto obtenido y con eso

calculamos el rendimiento obtenido.
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2.9 Parametros de Calidad del Extracto Etandlico

29.1 Determinacion de pH

Fundamento

Los iones hidrogeno cumplen un papel importante en la determinacion del pH, con la ayuda de
ésta prueba podemos conocer la acidez o alcalinidad del material vegetal en forma de extracto.
(Normas Ramales para Drogas crudas y extractos y tinturas, 1992, pp. 38-39)

Procedimiento

En un vaso de precipitacion se coloco 10mL de muestra, se hizo contacto directo con el electrodo

del pH-metro; una vez realizado esto se observé y anoto los resultados.

2.10 Analisis Cromatografico

2.10.1 Cromatografia en Capa Fina (TLC)

Fundamento
Permite observar la separacion de los compuestos presentes en una mezcla. Para que se dé la
separacion la substancia problema debera estar en contacto con una fase maévil y una estacionaria

y de igual manera ser afin a la misma. (Normas Ramales para Drogas crudas y extractos y tinturas, 1992)

2.10.1.1 Analisis Cromatogréafico en Capa Fina de Flavonoides

Procedimiento:

El estudio se realizd preparando la fase movil con acetato de etilo: acido férmico: &cido acético
glacial: agua (100:11:11:26), una vez elaborado, se colocé dentro de la cuba y se lo tapo con la
finalidad de que todo se sature con el vapor. Con la ayuda de un capilar se tom6 una pequefia
porcion de extracto y se sembro sobre la placa de cromatografia de silica gel 60 F2s4. Finalmente

se coloco la placa sembrada con extracto dentro de la cuba y se lo tapd nuevamente. (Wagner et al,
2003, pp.191)
El sistema de solventes cubrio las ¥ partes del total de placa, se retird de la cuba; posteriormente

se dejo secar y se observé en el UV a 365nm. El revelado se lo hizo con cloruro de aluminio y

para mayor visibilidad dentro de la cAmara UV se potencio con PEG al 1%.

Formula:

Distancia recorrida por la muestra

Distancia recorrida por los solventes
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2.10.1.2 Analisis Cromatogréfico en Capa Fina de Terpenos

Sistema de Solventes: Hexano: Acetato de etilo (5:1)
Adsorbente: Silica gel 60 Fass
Revelador: Acido Sulfurico + Vainillina (50:50)

Formula: Se utiliza la misma que se muestra en anterior apartado.

NN

2.11 Cuantificacion Espectrofotométrica para Flavonoides Totales por Método

Colorimétrico

Fundamento:

El proceso es el mismo tanto para la quercetina que es el estandar como para la muestra. Los
resultados que se obtuvieron al realizar los calculos fueron expresados en miligramos equivalentes
de quercetina por mililitro de extracto, todo el proceso se ejecutd libre de luz y a temperatura

ambiente. (Asiedu, 2012)

Proceso:

En un tubo de ensayo se colocd 1mL de muestra o de estandar con 4mL de agua destilada y 0,3
mL de NaNOsal 5%. Se Dejé pasar 5 minutos y se incorporar 0,3mL de AICl; al 10%, luego de
6 minutos se afiadio 2mL de NaOH 1M. Una vez incorporado todo se agit6 por 5 minutos en

oscuridad y se procedi6 a leer la absorbancia de las muestras a 510nm.

2.12 Cuantificacion de Fenoles Totales Mediante el Método de Folin-Ciocalteu

Fundamento:
Se basa en una reaccion de 6xido reduccién en donde el reactivo de Folin-Ciocalteu es el agente
oxidante que va a actuar sobre la muestra. El proceso que se describe a continuacion esta realizado

en base al procedimiento publicado por Magalhaes et al, 2006.

Proceso:
El proceso es el mismo tanto para el estdndar como para la muestra a analizar, todo el proceso se
lo realiz6 a temperatura ambiente y bajo oscuridad. El resultado es expresado en miligramos

equivalentes de &cido galico por mililitro de extracto.

En un tubo de ensayo se colocd 2mL de muestra o del estandar, después 0,5 mL de reactivo de

Folin-Ciocalteu al 20%. Luego de 5 minutos se afiadio 0,5 mL de Na.COs al 20% y 5mL de agua
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destilada. Se deja reposar el tubo de ensayo con toda mescla por 1 hora. La lectura de las

absorbancias se lo realiz6 a 765nmy por regresion lineal se calcula la curva de calibracion.

2.13 Capacidad Captadora de Radicales Libres por el Método de DPPH*

Fundamento:
Es un método estable que utiliza radicales coloreados en presencia de sustancias antioxidantes.

Existen dos métodos: in vivo e in vitro. (Actividad Antioxidantes, 2012) (Ugartondo, 2009)(Venegas, 2012)

Proceso:

Tanto para el estandar como para la muestra se tomé 100 uL a esto se afiadi6 3,9mL de DPPH*
en metanol, se agitd y se dejo reposar por 60 minutos. En el UV se midid la absorbancia de las
muestras o estandares a 515nm.

Los resultados se expresaron como el porcentaje de actividad captadora de radicales libres capaz
de disminuir la concentracion de DPPH* en un 50%.

Formula:

Abs. control — Abs. muestra
1% =

Abs. control
Donde:

1% = porcentaje de inhibicion
Abs control = absorbancia de la reaccién control

Abs muestra =absorbancia de extracto a ensayar

2.14 Evaluacion de la actividad antiinflamatoria del extracto alcohdlico de Kalanchoe

pinnata.

Antes de comenzar el proceso de experimentacion con las ratas es importante crear un periodo de
ambientacion que permita obtener una poblacion muestral con caracteristicas similares y
minimizando la posibilidad de factores que puedan influir de manera negativa sobre nuestro

estudio.

Etapa de Ambientacion
Los animales de experimentacion utilizados para este estudio fueron ratas albinas, se las
distribuyd en grupos de 3, para las 8 jaulas se mantuvo las mimas condiciones tanto alimenticias
como ambientales.
v' Aguay comida: 10 pepas de balanceado y 500ml de agua por dia
v Ciclo de luz-oscuridad: 12/12h
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v' Temperatura relativa: 23°C + 2
v" Humedad relativa: 45+5 %
v/ Cama con tamo estéril cada 48h

2.14.1 Método de induccion de edema plantar con Carragenina

Fundamento:
Se basa en el método propuesto por Winter, donde una solucion generadora de inflamacion es
administrada en la pata posterior del animal de experimentacién rata albina, el cual permitira

evaluar la actividad antinflamatoria de las sustancias o extractos. (Winter et al, 1962)

Procedimiento:

Se prepar6 carragenina al 1% luego se precargo 0,1mL de la misma en una jeringa de 1mL. Una
vez inmovilizado el animal de experimentacion y desinfectada la zona de puncién, se procedio a
aplicar la carragenina por via subcutanea especificamente en la aponeurosis plantar de la pata
derecha de la rata.

Para los célculos se procedio a evaluar el nivel de inflamacion desde el tiempo cero hasta la
séptima hora.

Calculo:

., Vtx — Vto
% Inflamaciéon = Vo " 100

Donde:
Vtx = Volumen de la pata inflamada a un tiempo X

V1, = Volumen normal de la pata

2.14.2  Tratamiento con extracto Etanolico de Kalanchoe pinnata y Controles.

Para evaluar el potencial farmacoldgico del extracto se elaboraron dosis de 25, 100 y 300 mg/Kg.
La forma farmacéutica utilizada para los controles y los tratamientos es una suspension hecha a
base de CMC al 10% que sera administrada por via oral a traves de una canula metélica todo esto
una hora después de la carragenina. EI volumen de suspension administrado es de un mililitro.

Se ocuparon tres controles: blanco CMC al 10%, matico 100mg/Kg y diclofenaco
s0dico100mg/Kg. Al igual que con el método de induccion de edema plantar para los célculos se
evaluo el area de las patas inflamadas desde el tiempo 0, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6 hasta la hora 7, con
la ayuda de una cdmara fotogréfica, el programa ImageJ y el IBM SPSS statistics v.23 se obtuvo

los resultados.
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2.14.3 Método de medicidn del &rea de las patas inflamadas

La medicion del area de las patas inflamadas se la realiz6 con la ayuda del programa ImageJ, el
mismo que permite obtener valores cuantitativos ya que analiza y procesa imagenes en cualquier

tipo de formato.

2.14.4  Modelo Experimental
En la siguiente tabla se sintetiza la metodologia utilizada para la evaluacién de la actividad
antinflamatoria del extracto etandlico de Kalanchoe pinnata asi como la utilizacion de los

respectivos controles tanto positivos como negativos.

Tabla 2-2: Modelo experimental

TRATAMIENTO REPETICIONES

B R1 R2 R3 R4
CN R1 R2 R3 R4
CPM R1 R2 R3 R4
CPD R1 R2 R3 R4
DE2s R1 R2 R3 R4
DEioo R1 R2 R3 R4
DEswo R1 R2 R3 R4

Elaborado por: (Marisela Cucuri, 2017)

Donde:

B: Blanco suspension de carboximetilcelulosa administrado por via oral 1mL.

CN: La carragenina al 1% es el control negativo 0,1mL por via intraperitonial.

CPM: Control positivo extracto de matico 100mg/Kg, 1mL via oral mas 0,1mL de carragenina.
CPD: Control positivo Diclofenaco Sédico 100mg/Kg, 1ImL Via Oral mas 0,1mL de carragenina.
DE2s: Dosis Experimental de 25mg/Kg de extracto mas 0,1mL de carragenina.

DE1o0: Dosis Experimental de 100mg/Kg de extracto mas 0,1mL de carragenina.

DEsoo: Dosis Experimental de 300mg/Kg de extracto mas 0,1mL de carragenina.

Se utilizaron en total 24 animales de experimentacion de los cuales diariamente se ocupaban 6
por cuatro dias seguidos. La cantidad fue definida por el principio de las 3R (Reduccidn,
Refinamiento y Reemplazo).

TOTAL: 6*4= 24
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Todos los anélisis mencionados anteriormente fueron realizados por triplicado esto permitié que
exista una menor probabilidad de error en cuanto a valores estadisticos, de igual manera para el
analisis de la actividad antiinflamatoria se realiz6 una sustentacion del extracto obtenido de
Kalanchoe pinnata con dos estandares antiinflamatarios de accion comprobada uno comercial en

este caso el diclofenaco sddico y otro fitoquimico el matico.

2.14.5 Andlisis Estadistico

El modelo experimental empleado permitio la realizacion de cuatro repeticiones y de cada una se
obtuvo las areas. Estos datos fueron analizados a través de un test estadistico (ANOVA de un
factor) que permite identificar si el tratamiento planteado influye de manera significativa en los

animales de experimentacion.
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1. Anélisis de la especie vegetal

3.1.1.  Pruebas de control de calidad de la especie vegetal

Para el control de calidad se utilizaron las hojas tanto de Kalanchoe pinnata (Lam.), como de
Eupatorium glutinosum. Las dos especies fueron adquiridas en la provincia de Chimborazo,

Canton Riobamba.

3.1.2.  Comprobacion taxonémica e identificacion botanica

Su comprobacién e identificacion se la realizdé con la ayuda del Ing. Jorge Caranqui técnico
encargado del Herbario de la ESPOCH. Confirmando asi que Kalanchoe pinnata (Lam.) es una
planta introducida en el pais perteneciente a la familia de las Crasuléaceas, en cuanto al matico su
nombre cientifico es Eupatorium glutinosum y pertenece a la familia Lamiaceae y es propia del
Ecuador.

3.2. Anadlisis fisico quimico cuantitativo

El analisis fisico quimico permite identificar parametros propios de la especie los cuales

establecen la calidad del mismo, al momento de ser utilizado.

Tabla 1-3: Resultados del control de calidad de la droga cruda

Parémetros Especificaciones Kalanchoe pinnata
Humedad 14% 10.676%
cenizas totales 5% 2.730%
cenizas solubles en agua 2% 1.963%
cenizas solubles en acido 1% 0.659%

Elaborado por: (Marisela Cucuri, 2017)

33



En la Tabla No.1-3 se presentan todos los pardmetros analizados con sus respectivos valores de
referencia, en el mismo se puede apreciar que el porcentaje de humedad es de 10.676%, valor que
se encuentra dentro de los limites establecidos por las especificaciones.
Otro andlisis realizado fue el de cenizas totales del cual se derivan dos mas, cenizas en agua y en
acido para cada uno de estos sus valores fueron 2.730%,1.963%, 0.659% respectivamente. Segdn
bibliografia todos los valores se encuentran de acuerdo a la normativa.

3.3. Determinacion de los parametros fisicos y quimicos del extracto alcohélico
Todos los pardmetros tanto fisicos como quimicos son propios de cada especie en estudio, aun

cuando la planta sea la misma estos parametros pueden diferir. Existen varios factores que van a

influir entre ellos tenemos el pais, region, tiempo de recoleccion, condiciones ambientales, etc.

Tabla 2-3: Parametros fisicos y quimicos del extracto de kalanchoe pinnata

PARAMETROS Kalanchoe pinnata Unidades
Rendimiento 17,79 %
pH 2,55 -

Elaborado por: (Marisela Cucuri, 2017)

El rendimiento que el extracto de Kalanchoe pinnata presenta es de 17,79% este valor fue
obtenido tomando en cuenta la cantidad de muestra seca y triturada que fue sometida a tres
maceraciones sucesivas en etanol al 96%, luego se procedié a evaporar el solvente a través de

rotavapor, todo esto dando como resultado un extracto blando.

En cuanto a sus caracteristicas organolépticas el extracto presentdé una consistencia liquida
homogénea libre de impurezas o materia extrafia, de color verde parduzco, no presenta un sabor

especifico (neutro) y su olor es ligeramente aromatico.

El pH del extracto analizado es acido, teniendo un valor de 2,55, esto podria deberse a la presencia

de &cidos orgénicos y de algunos compuestos fendlicos con caracter cido.

3.4. Tamizaje Fitoquimico

El tamizaje Fitoquimico es un andlisis cualitativo que permite identificar la presencia de los
diferentes metabolitos secundarios presentes en un extracto. Se realizd la obtencion de tres
extracto con diferentes solventes, la finalidad de esto es observar en que medio los metabolitos

tienen mejor solubilidad.
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Tabla 3-3: Tamizaje fitoquimico del extracto de kalanchoe pinnata

Sudan Aceites y Grasas + NA | NA
Dragendorff Alcaloides - + +
Mayer Alcaloides - - -
Wagner Alcaloides - + -
Baljet Cumarinas - - NA
Liebermann-Buchard | Triterpenos-Esteroides | + + NA
Catequinas Catequinas NA | NA | NA
Resinas Resinas NA | - NA
Fehling Az. Reductores NA | - +
Espuma Saponinas NA | - -
CISFe Fenoles y Taninos NA | + +
Borntrager Quinonas NA | - NA
Shinoda Flavonoides NA | + -
Antocianidina Flavonoides NA | + NA
Ninhidrina Aminoacidos NA | - NA
Mucilagos Polisacaridos NA | NA | -
Principios amargos Principios amargos NA | NA | +/-

Elaborado por: (Marisela Cucuri, 2017)

Interpretacion: (-) Negativo, (+) Baja evidencia, (++) Evidencia, (+++) Alta evidencia, (NA) No Aplica
Los compuestos secundarios que se encontraron en el extracto etéreo son: aceites, grasas,
triterpenos y esteroides, en cuanto al extracto acuoso luego de su andlisis se evidencio la presencia
de alcaloides, azlcares reductores, fenoles, taninos y principios amargos. Sin embargo ninguno
de estos dos solventes extraen flavonoides y terpenos conjuntamente, el Gnico que lo hace es el
alcohol y debido a que estos dos metabolitos son esenciales en la generacion del efecto
antinflamatorio el medio méas idoneo sera el alcoholico.

El extracto alcohdlico de Kalanchoe pinnata muestra la presencia de alcaloides, triterpenos,
esteroides, fenoles, taninos y flavonoides, datos que han sido corroborados con bibliografia en
donde se comprueba la presencia de varios compuestos entre ellos: esteroides, triterpenos,
taninos, flavonoides y cardiotonicos mismos que son los encargados de generar diferentes
actividades bioldgicas entre ellos la antiinflamatoria que es en la que se centra toda esta

investigacion.(Barajas et al,2014, pp. 16) (Cabrera et al, 2011, pp. 55)
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Tabla 4-3: Tamizaje fitoquimico del extracto de eupatorium glutinosum

ENSAYO TIPO EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO
METABOLITO ETEREO ALCOHOLICO ACUOSO
Sudan Aceites y Grasas NA NA NA
Dragendorff Alcaloides - NA +
Mayer Alcaloides - NA -
Wagner Alcaloides - NA +
Baljet Cumarinas - - NA
Liebermann- Triterpenos- + + NA
Buchard Esteroides
Catequinas Catequinas NA + NA
Resinas Resinas NA + NA
Fehling Az. Reductores NA - -
Espuma Saponinas NA - -
ClsFe Fenoles y NA + +
Taninos
Borntrager Quinonas NA NA NA
Shinoda Flavonoides NA + -
Antocianidina Flavonoides NA ++ NA
Ninhidrina Aminoécidos NA - NA
Mucilagos Polisacaridos NA NA -
Principios Principios NA NA -1+
amargos amargos

Elaborado por: (Marisela Cucuri, 2017)

Interpretacion: (-) Negativo, (+) Baja evidencia, (++) Evidencia, (+++) Alta evidencia, (NA) No Aplica
De acuerdo a los resultados que se expresan en la Tabla 4-3 los metabolitos secundarios
encontrados en el matico fueron: triterpenos, esteroides, catequinas, resinas, fenoles, taninos y
flavonoides el cual se encuentra en mayor cantidad que el resto, estos resultados han sido
comparados y sustentados con bibliografia en el cual se muestra que si existe mayor cantidad de

flavonoides no solo en extractos alcohélicos sino también hidro-alcoholicos. (Arroyo et al, 2012,
pp-276) (Ndfiez, 2016)
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3.5. Cromatografia en capa fina (TLC)

3.5.1.  Andlisis Cromatogréafico en Capa Fina de Flavonoides

Para el caso de Kalanchoe pinnata al igual que de Eupatorium glutinosum se ocup6 la misma fase
movil la cual esta constituida de acetato de etilo-acido formico- &cido acético glacial- agua
(100:11:11:26), propia para flavonoides. En cuanto a los reveladores se ocup6 los mismos que

estan descritos en apartado 2.9.1.1 de la metodologia.

Rf;. 0,77

Rf. 0,59

Rf;:0,43

Figura 6-3: Cromatografia en capa fina de

kalanchoe pinnata

Elaborado por: (Marisela Cucuri, 2017)
Como se muestra en la Figura 6-3, dentro de la cromatografia se encontrd tres tipos de
flavonoides, demostrandose asi su presencia en el extracto de Kalanchoe pinnata informacién que
ha sido corroborada con el tamizaje Fitoquimico realizado anteriormente.
La cromatografia como tal presenta tres manchas con Rf de 0,43, 0,59 y 0,77 estos valores al
relacionarlos con bibliografia permiten presumir la presencia de rutina, hiperosido y acido
isoclorgénico para cada recorrido respectivamente. (Wagner et al, 2003, pp.192, 193)
En la cromatografia realizada al matico se observa la presencia de tres flavonoides los cuales
aparecen en la parte media de la placa, al realizar el calculo de cada Rf se obtuvieron los siguientes
recorridos: 0,63; 0,51; 0,47, estos valores se aproximan mucho a los que presenta Wagner et al,
2003, gracias a esto se podria presumir la existencia de &cido clorogénico (Rf: 0,51) y de un

hiperosido (Rf: 0,63) el cual es un derivado de la quercetina.
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3.5.2.  Andlisis Cromatogréafico en Capa Fina de Terpenos

Para la cromatografia de terpenos del extracto de Kalanchoe pinnata se utilizé una fase movil de
hexano: acetato de etilo en proporcion (5:1), la fase estacionaria empleada fue placas de sillica
gel, en cuanto al revelador se ocupd: &cido sulfdrico + vainillina (50:50).

Rf;: 0,74

Rf;: 0,55

Rfi: 0,47

Figura 7-3: Cromatografia en capa fina de

kalanchoe pinnata

Elaborado por: (Marisela Cucurf, 21017)
En la figura 7-3 se puede observar la presencia de tres compuestos terpénicos cuyos Rf son de
0.47; 0,55y 0,74 valores que se presumen estarian relacionados con la presencia de esteroides
fendlicos de los cuales sobresalen principalmente la a- amirina y B-amirina, informacion que se
encuentra corroborada con el tamizaje Fitoquimico realizado anteriormente y también con los

datos reportados por Villamizar et al, 2014.

3.6. Cuantificacion Espectrofotométrica para Flavonoides Totales por Método

Colorimétrico.

La cuantificacion de flavonoides, presente en los extractos estudiados partié de la elaboracion de
una curva de calibracion cuya ecuacion es y=,0009x+0,0066 y su R2=0.9991 para el estandar de

quercetina.
El método utilizado fue el espectrofotométrico, para que las muestras entren dentro de la curva

estandar, se procedio a realizar diluciones de las mismas dando como resultado una variacion en

sus concentraciones.
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Tabla 5-3: Cuantificacion espectrofotométrica para flavonoides totales por método colorimétrico

Extractos Dilucion | Concentracion mg equivalentes de Porcentaje
ppm quercetina/ml de extracto
Kalanchoe 1.2 5000 ppm 1,586 mgEQ/mL 0,159 %
pinnata
Eupatorium 1:10 1000 ppm 4.585 mgEQ/mL 0,459 %
glutinosum

Elaborado por: (Marisela Cucuri, 21017)

Como se muestra en la tabla 5-3 el extracto con mayor porcentaje de flavonoides totales es la de
Eupatorium glutinosum con 0,459%, en el caso de Kalanchoe pinnata su porcentaje es mas bajo
siendo este de 0,159%. Cabe recalcar que el porcentaje de flavonoides sigue siendo alto en el

matico aun cuando este se encontré mas diluido.

En el afio 2014 Gururaja MP y colaboradores realizaron un analisis del extracto alcohélico de K.
pinnata, en dicho estudio la especie antes mencionada presentaba un porcentaje de flavonoides
totales de 0,75, hay que tomar en cuenta que la especie citada en bibliografia no es propia del

Ecuador. (Gururaja et al, 2014, pp. 257)

En cuanto a Eupatorium glutinosum es necesario mencionar que no existen datos bibliograficos
que nos permitan realizar una comparacion, debido a que muchos de los que se encuentran

realizados y publicados no cumplen con todas las condiciones que se emplearon en este estudio.
3.7. Cuantificacion de Fenoles Totales Mediante el Método de Folin-Ciocalteu
La cuantificacion de fenoles totales de cada extracto se determiné a través de una curva de

calibracion creada con el estandar de acido galico donde y=0,0005x+ 0,1925 y el coeficiente de

correlacion era de R?= 0,982.

Tabla 6-3: Cuantificacién de fenoles totales mediante el método de folin-ciocalteu

Extractos Concentracion mg equivalentes de 4cido Porcentaje
ppm galico/mL de extracto
Kalanchoe 909 ppm 57,723 mgEQ/mL 5772 %
pinnata
Eupatorium 1111 ppm 43,663 mgEQ/mL 4,366 %
glutinosum

Elaborado por: (Marisela Cucuri, 21017)
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La tabla 6-3 presenta todos los valores obtenidos durante el analisis, se aprecia claramente que el
mayor porcentaje de fenoles le pertenece a el extracto de Kalanchoe pinnata con un 5,772% y un
contenido de 57,723 mgEQ de &cido galico por cada mL de extracto. EI matico presenta un valor
menor de 4,366 % y un contenido de 43,663 mgEQ de acido galico por cada mL de extracto.

Aun cuando la muestra de Kalanchoe pinnata se encuentra mas diluida (1:11) que la del matico
(1:10) Ia cantidad en porcentaje sigue siendo alta, entonces se puede decir que existe mayor
cantidad de compuesto fenolicos presentes en la muestra, que no necesariamente seran solo
flavonoides; sino que mas bien serdn todos agquellos compuestos que en su interior presenten
anillos aromaticos y grupos hidroxilos libres. EI matico en cambio presenta mayor cantidad de
flavonoides que de otros compuestos fendlicos, datos que han sido comprobados durante el
tamizaje, cuantificacion de flavonoides y también en bibliografia esto justifica su menor

porcentaje en cuanto a la determinacién de fenoles totales. (Gururaja et al, 2014, pp. 256) (Ndfiez, 2016)

Gururaja y colaboradores en el afio 2014, indican que el porcentaje de fenoles totales para K.
pinnata es de 1,17%, como se menciono anteriormente el entorno en el cual se desarrolla cada
especie es diferente y por ende sus propiedades y compuesto se potenciaran o disminuiran. Cabe

mencionar que el estudio presentado como bibliografia fue realizado en la India. (Gururaja et al,
2014, pp. 257)
Es importante manifestar que no se realiza una comparacion bibliografica mas exhaustiva de

Eupatorium glutinosum debido que no existen citas bibliogréaficas acerca de la cuantificacion de

fenoles totales.
3.8. Capacidad Captadora de Radicales Libres por el Método de DPPH*
El método de DPPH* se basa en la capacidad secuestradora de radicales libres que una muestras

biolégica puede tener; es necesario crear una curva de calibracién de acido galico la misma que

funcionara como estandar cuya ecuacion es y=0,799e%%%4X con un R? de 0,9817.

Tabla 7-3: Capacidad captadora de radicales libres por el método de DPPH*

Extractos Concentracion Concentracion inhibitoria Porcentaje de
ppm media (pg/mL) ACRL
Kalanchoe 1000 ppm 21,319 pg/mL 28,69 %
pinnata
Eupatorium 1111 ppm 85,359 pg/mL 114,85 %
glutinosum

Elaborado por: (Marisela Cucuri, 21017)
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El extracto etandlico de Kalanchoe pinnata mostré actividad antioxidante de 28,69% y de
114,85% para Eupatorium glutinosum todo esto se realiz6 siguiendo el método de DPPH*, el
cual luego de haber sido sometido a la lectura de sus absorbancias mostr6 un cambio de coloracién
de lila a amarillo parduzco; para el matico mientras que para K. pinnata su coloracion no varid.
La concentracion de las dos muestras cambia debido a que cada una fue sometida a dilucion para

que sus absorbancias pudieran entrar dentro de la curva.

En bibliografia no se encuentra disponible informacion acerca del extracto alcohdlico de K.
pinnata pero si se encontro un estudio de una especie similar que tiene capacidad antioxidante
comprobada, en donde esta presentaba un valor de concentracion inhibitoria de 4,20gExt/mmol
para K. daigremontiana mientras que para K. pinnata su valor convertido es de 0.021gExt/mmol,
el valor obtenido en este estudio es menor al encontrado debido a que hay una variacion de
compuestos presentes en los extractos, a mayor cantidad de flavonoides o fenoles mayor
capacidad captadora de radicales libres habra siempre y cuando se tome en cuenta su polaridad o
la complejidad con la que estos se encuentre dentro la mezcla. (Puertas et al, 2014 )

Cabe mencionar que en el caso de Eupatorium glutinosum no se puede realizar una comparacion
bibliografia de la capacidad captadora de radicales libre ya que no existe evidencia bibliografia.
3.9. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria del extracto alcohdlico de Kalanchoe
pinnata in vivo.

La evaluacion de la actividad antiinflamatoria del extracto de Kalanchoe pinnata se efectu6 segun
el modelo experimental descrito en el Cuadro 2-2, los datos fueron recolectados en diferentes
tiempos (0, 1, 2, 3,4, 5,6 y 7 horas) y en cada dosis.

El porcentaje de inflamacidn se obtuvo por medicion de las areas de las patas, todo esto con la

ayuda del programa ImajenJ y el software estadistico IBM SPSS Statistics 23.

Tabla 8-3: Resultados de inflamacion de los diferentes tratamientos expresados como area de
inflamacion en cm2.

PROMEDIO + DESVIACION ESTANDAR TRATAMIENTOS

Diclofenaco Eupatorium Kalanchoe Kalanchoe Kalanchoe

HORA BLANCO sodico 100 glutinosum 100 pinnata pinnata pinnata

mg/kg ma/kg 300 mg/kg | 100 mg/kg 25 mg/kg
Patron 2,3525 + 0,044 2,4148 + 0,062 2,4240 + 0,132 | 2.269+0.128 | 2.291+0.075 | 2.334+0.184
HO 2,3775 £ 0,041 2,4883 £ 0,111 2,4608 + 0,157 | 2.306+0.109 | 2.300+0.089 | 2.362+0.192
H1 2,4540 + 0,104 2,5308 + 0,123 2,5263 £ 0,133 | 2.370+0.099 | 2.377+0.085 | 2.463+0.117
H2 2,5433 £ 0,120 2,6138 + 0,067 2,6180 + 0,137 | 2.528+0.125 | 2.513+0.089 | 2.517+0.081
H3 2,5795+0,129 | 2,6518+0,070 | 2,6730+0,139 | 2.613+0.101 | 2.558+0.090 | 2.647+0.088
H4 2,6505 + 0,107 2,6233 + 0,060 2,6523 + 0,138 | 2.611+0.099 | 2.562+0.102 | 2.692+0.206
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H5 2,6670+0,108 2,5765+0,042 | 2,6063 +0,162 | 2.491+0.124 | 2.526+0.114 | 2.646+0.146

H6 2,6785+0,074 | 2,5465+0,063 | 2,5528 £0,175 | 2.429+0.123 | 2.493+0.108 | 2.626+0.124

H7 2,7080 + 0,092 2,4838 +£0,040 | 2,5015+0,155 | 2.349+0.097 | 2.410+0.045 | 2.590+0.083
Elaborado por: (Marisela Cucuri, 21017)

Los valores obtenidos del area de la pata inflamada se muestran en la Tabla 8-3. Con la finalidad
de obtener datos estadisticamente significativos se procedio a realizar cuatro repeticiones para
cada hora y bajo las mismas condiciones; asi también se obtuvo la desviacién estdndar de cada
una de las horas.

Con respecto al intervalo de tiempo comprendido entre la induccion del edema y la generacion
del efecto antiinflamatorio se puede observar que en la hora 2 de la dosis 300 mg/Kg existe una
desviacién mayor, este caso se repite para la dosis de 100 mg/g en la hora 5y en la hora 0 para la
dosis de 25mg/Kg, por lo tanto existird una posible diferencia significativa en los tratamientos

realizados.

ANALISIS ESTADISTICO

En el anélisis estadistico se obtuvieron los porcentajes de inflacién de cada una de las patas y en

cada hora, para esto se utilizo la formula descrita en el numeral 2.10.1 de la metodologia.

Tabla 9-3: Resultados de la actividad antiinflamatoria expresada en porcentaje de inflamacion

Diclofenaco | Eupatorium Kalanchoe Kalanchoe Kalanchoe
HORA BLANCO sodico 100 glutinosum pinnata pinnata pinnata

mg/kg 100 mg/kg 300 mg/kg 100 mg/kg 25 mg/kg
HO 1.063 3.003 1.516 1.642 1.495 1.080
H1 5.377 7.743 5.734 6.093 6.340 6.472
H2 13.486 15.873 13.738 16.681 16.019 14.163
H3 23.135 25.557 24.010 30.586 28.634 26.284
H4 35.802 34.076 33.426 42.442 40.474 41.153
H5 49.171 40.684 40.945 49.934 50.742 54.279
H6 63.029 46.067 46.256 56.534 59.548 66.635
H7 78.140 48.887 49.453 60.048 64.721 77,439

Elaborado por: (Marisela Cucuri, 21017)

Una vez obtenidos los promedios de cada uno de los grupos en sus respectivas horas, se procedio
a realizar un andlisis de los tratamientos con sus grupos controles, para esto se utilizo el test
ANOVA de un factor.
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Como se muestra en la Tabla 10-3 al realizar el ANOVA de un factor en los tiempos
comprendidos entre la hora 0y la hora 7, se obtuvo un valor de p menor a 0,005 solo en la Gltima
hora, al obtener este resultado es factible mencionar la existencia de diferencia significativa en
este blogue (0,001< 0,005). Por lo tanto se rechaza la hipdtesis nula y se concluye que existe una

relacion entre la eficacia de la inflacion y el tiempo ya que son significativamente diferentes.

Tabla 10-3: Anova de un factor en todas las horas

ANOVA
Suma de cuadrados Gl Media cuadrética F Sig.
Entre grupos .329 5 .066 7.538 .001
Dentro de grupos 157 18 009
Total 487 23

Elaborado por: (Marisela Cucuri, 21017)

En este caso se procedio a realizar un andlisis de DMC y TukeyB con la finalidad de determinar
la manera en la que influyen estos factores sobre la inflamacion. Tanto la tabla completa del
ANOVA de un factor como la de DMC se en la seccion de anexos (ANEXO X,Yy Z).

Con la ayuda del programa Microsoft Excel 2013 se elaboraron graficas, que nos permitieron

apreciar de mejor manera el comportamiento del extracto en las diferentes horas.

% INFLAMACION VS TIEMPO

90.000
80.000
70.000
—&—Blanco
& 60.000
o Diclofenaco
< 50.000
<§( Matico
Z 40.000
= Dosis300
s 30.000
== D0sis100
20.000
—@— Dosis25
10.000
0.000

TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7

Gréfico 1-3: porcentaje de inflamacion del edema inducido con carragenina durante la evaluacién de la
actividad antiinflamatoria de las dosis de kalanchoe pinnata y sus diferentes controles
Elaborado por: (Marisela Cucuri, 21017)

Como se aprecia en la Grafica 1-3 el control negativo o blanco tiene un comportamiento

ascendente durante todo el ensayo, debido a que este no cuenta con ningun tratamiento que le
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ayude a disminuir los efectos, por ende su porcentaje maximo de inflamacion es del 78,140%.
Los grupos tratados con Diclofenaco sodico y matico muestran un comportamiento similar cada
uno con un porcentaje de inflamacion de 48,887 y 49,456 respectivamente, observandose
claramente una disminucion del efecto con respecto al blanco, esto se debe a que los dos controles
positivos utilizados cuentan con un mecanismo de accion similar, el cual actGa sobre la via de las

ciclooxigenasas, mismas que podria estar relacionada con inhibicion de las prostaglandinas.
(Enciso, 2011)(Morales et al, 2015, pp. 43,44) (Vademecun, 2014)
El comportamiento de las diferentes dosis del extracto alcohdlico de Kalanchoe pinnata no es

igual. Los porcentajes de inflamacion de las dosis 100 y 300 es menor en comparacion con el
control negativo, la dosis 25 se proyecta de una forma similar y presenta un valor de 77,439% en

porcentaje de inflamacion.

Diclofenaco vs Matico vs Dosis 100 vs Dosis 300

60.00 70.00
50.00 60.00
50.00
S 40.00
& 40.00 mmmm Diclofenaco
£ 3000 Vit
T S 30,00 HEEE Matico
R 20.00 20.00 Dosis300
7 ' )
Dosis100
10.00 10.00
0.00 0.00

TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7

Tiempo

Gréfico 2-3: comparacion del porcentaje de inflamacion de las dosis 100 y 300 del extracto alcohdlico de
kalanchoe pinnata versus los controles positivos matico y diclofenaco
Elaborado por: (Marisela Cucuri, 21017)

En la Grafica 2-3 se muestra el efecto antiinflamatorio del extracto alcoholico de Kalanchoe
pinnata en el cual se observo que la dosis de 300 mg/Kg genera mayor actividad con un porcentaje
de 60,05% mientras que la dosis de 100 mg/Kg tuvo un 64,72% de inflamacion. A un cuando
estas fracciones no muestran un porcentaje similar al de los controles (Matico y Diclofenaco), la
dosis de 300 es por mucho mas cercana, hecho que es evidenciado por la reduccion que sufre el
volumen de la pata. Su actividad antiinflamatoria se lo atribuye a la cantidad de flavonoides que
el extracto presenta entre los mas importantes se destaca la quercetina y la rutina los cuales son
capaces de modificar la respuesta inflamatoria interviniendo sobre las prostaglandinas y otros

mediadores de la inflamacion.
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Segun Donoso et al, en su estudio realizado en el afio 2013 en Colombia indica que el extracto de
Kalanchoe pinnata si presenta actividad antinflamatoria en una dosis de 300mg/Kg con un
porcentaje de inflamacion del 57,77% el mismo que se destaca desde la tercera hora hasta la

séptima en cambio en esta investigacion la dosis 300 se destaca solo en la séptima hora. (Donoso et
al, 2013, pp.82, 83)
La actividad antiinflamatoria que la especie naturalizada en nuestro pais presenta es menor en

comparacion con la de otros estudios realizados a nivel mundial, esto se debe a que existen varios
factores que juegan un papel importante en la generacion del efecto entre ellos tenemos el clima,
la altura, la época del afio en la que fue recolectada, etc.
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CONCLUSIONES

El extracto etandlico de Kalanchoe pinnata (Lam.) presentd un porcentaje de rendimiento del
17,79% con un pH de 2,55, asi también durante su tamizaje Fitoquimico se logro identificar la
presencia de Terpenos, y Flavonoides, metabolitos secundarios importantes a los cuales se les
atribuye el efecto antiinflamatorio.

La técnica de cromatografia en capa fina (TLC) nos permitié identificar tanto flavonoides como
terpenos los cuales posiblemente se encuentren presentes en el extracto alcohdlico de Kalanchoe
pinnata (Lam.), siendo la quercetina, acido isoclorogenico y rutina los flavonoides maés

importantes, en tanto que para terpenos se logré aislar posibles esteroides fendlicos.

Se realizo la cuantificacion de flavonoides, fenoles totales y radicales libres del extracto etandlico
de Kalanchoe pinnata (Lam.) por método espectrofotométrico el cual muestra un contenido de
1,586 mgEQ/mL, 57,723 mgEQ/mL y 21,319 ug/mL para cada uno de los parametros antes

mencionados.

El uso de Kalanchoe pinnata como antioxidante no es efectivo, ya que su porcentaje de captacion
de radicales libres fue del 28,69 % el cual es menor al ser comparado con el valor de 114,85 %
obtenido de Eupatorium glutinosum.

Se demostré que la mejor dosis administrada para evaluar la actividad antiinflamatoria del
extracto etandlico de Kalanchoe pinnata por induccion de edema plantar en ratas por via oral, es
la de 300mg/Kg, ya que genera mejores resultados, dando un porcentaje de inflamacién del
60,05%.

Los resultados fueron tratados con el test estadistico ANOVA y por las pruebas DMC y TukeyB,
los cuales determinaron que la administracion del extracto alcoholico de Kalanchoe pinnata
presentaba efecto antiinflamatorio significativo (p< 0,005) a la séptima hora con respecto a los
grupos controles, también muestra un mejor comportamiento que las otras dosis estudiadas en

esta investigacion.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar un estudio etnobotanico de la especie naturalizada en el Ecuador en
diferentes épocas del afio, con la finalidad de generar una base de datos propia de tal manera que

sirva como fuente bibliogréafica para futuros investigaciones.

Al ser una especie con grandes propiedades medicinales como por ejemplo, la actividad
antiinflamatoria, es importante realizar un estudio toxicoldgico del extracto de Kalanchoe

pinnata.

Realizar analisis de HPLC e IRM, especificos para flavonoides y terpenos que permitan

comprobar la presencia de los compuestos encontrados en esta investigacion.

Se recomienda evaluar la actividad antiinflamatoria de Kalanchoe pinnata (Lam.), utilizando

extractos cuyo solvente sea diferente de etanol.

Cambiar la via de administracion del extracto ya que existen varios estudios realizados en otros
paises que demuestran que una de las mejores vias es la Intraperitoneal (IP), sin embargo la via
topica también seria una buena propuesta de estudio ya que como se mostré en esta investigacion
el extracto obtenido tenia un pH acido y al estar en contacto con la piel puede potenciar sus

efectos.
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ANEXOS

ANEXO A. Obtencion de certificado del herbario de la ESPOCH

2" HERBARIO POLITECNICA CHIMBORAZO (CHEP)
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Riobamba, 21 de junio del 2016

Ing. Marcelo Pino
DIRECTOR PROVINCIA MAE- CHIMBORAZO

De mis consideraciones:

Reciba un atento y cordial saludo, por medio de la presente informo que bajo la responsabilidad del
Srta. Marisela del Rocio Cucuri Pushug con CI: 0605022268, cuyo tema es *Determinacion de la
actividad anti-inflamatoria del extracto de la especie Kalanchoe pinnata (Lam.)Pers., revizando en el
herbario, comunico que es una planta que se encuentra registrada y ademas introducida, de tal
manera que la especie no va ha ser ingresada a la coleccion

Anticipando mis agradecimientos por la atencién a la presente

Me despido
Ate.

ng. Jotge Caranqui
HERBARIO ESPOCH



ANEXO B. Lugar de recoleccion “Parque Ecoldgico -Riobamba”

ANEXO C. Recoleccién de Kalanchoe pinnata




ANEXO D. Secado de la materia prima

ANEXO E. Molienda de la materia prima




ANEXO F. Determinacion de cenizas y humedad por método gravimétrico

ANEXO G. Determinacion de pH




ANEXO H. Tamizaje fitoquimico

ANEXO I. Maceracion del material vegetal con alcohol al 96%




ANEXO J. Concentracion del extracto alcoholico de Kalanchoe pinnata

ANEXO K. Cromatografia en capa fina de Kalanchoe pinnata y Eupatorium glutinosum




ANEXO L. Cromatografia capa fina para flavonoides de Kalanchoe pinnata y Eupatorium

glutinosum

Eupatorium Kalanchoe
glutinosum pinnata

ANEXO M. Cromatografia capa fina para terpenos de Kalanchoe pinnata




ANEXO N. Soluciones de quercetina para cuantificacion de Flavonoides

ANEXO O. Preparacion de las muestras para cuantificacion de flavonoides




ANEXO P. Cuantificacion de radicales libres por el método de DPPH*




ANEXO R. Distribucion y cuidado de los animales de experimentacion

ANEXO S. Animales de experimentacion Rattus norvegicus

D
i P ‘

%




ANEXO T. Tabla de dosificacion para los animales de experimentacion

CAJAS | CODIGO COLORES | PESO | VOL. | VIA Dosis300 | Dosis100 | Dosis 25
ADMINIS. | (g/ml) (g/ml) (g/ml)
18 Blanco VERDE 191 19.100 | 0.05892 0.05730 | 0.01910 0.00478
18 Diclofenaco | CAFE 1924 19.240 | 0.05936 0.05772 | 0.01924 0.00481
12 Matico NARANJA 195 19.500 | 0.06016 0.05850 0.01950 0.00488
1B Rata 1B1 VERDE 195.3 19.530 | 0.06025 0.05859 0.01953 0.00488
1B Rata 1B2 AZUL 187.5 18.750 | 0.05784 0.05625 0.01875 0.00469
1B Rata 1B3 ROJO 180.4 18.040 | 0.05565 0.05412 0.01804 0.00451
28 Blanco AMARILLO | 198.3 19.830 | 0.061 0.059 0.020 0.005
28 Diclofenaco | ROSADO 201.5 20.150 | 0.062 0.060 0.020 0.005
28 Matico AZUL 203.9 20.390 | 0.063 0.06117 | 0.02039 0.00510
2B Rata 2B1 AMARILLO | 204.7 20.470 | 0.063 0.06141 0.02047 0.00512
2B Rata 2B2 VERDE 196.8 19.680 | 0.061 0.05904 | 0.01968 0.00492
2B Rata 2B3 ROJO 198.1 19.810 | 0.061 0.05943 | 0.01981 0.00495
3 Blanco AMARILLO | 215.2 21.520 | 0.066 0.065 0.022 0.005
3 Diclofenaco | VERDE 207.8 20.780 | 0.064 0.062 0.021 0.005
3 Matico ROJO 219.3 21.930 | 0.068 0.066 0.022 0.005
3B Rata 3B1 AZUL 210 21.000 | 0.065 0.063 0.021 0.005
3B Rata 3B2 NARANJA 214.6 21.460 | 0.066 0.064 0.021 0.005
3B Rata 3B3 CAFE 2153 21.530 | 0.066 0.065 0.022 0.005
42 Blanco ROJO 223.7 22.370 | 0.069 0.067 0.022 0.006
42 Diclofenaco | AZUL 2238 22.380 | 0.069 0.067 0.022 0.006
42 Matico CAFE 243 24.300 | 0.075 0.073 0.024 0.006
4B Rata 4B1 AMARILLO | 221.6 22.160 | 0.068 0.066 0.022 0.006
4B Rata 4B2 ROJO 220.9 22.090 | 0.068 0.066 0.022 0.006
4B Rata 4B3 AZUL 232.9 23.290 | 0.072 0.070 0.023 0.006




ANEXO U. Extractos vehiculizados en forma de suspensién

ANEXO V. Induccién del edema con carragenina al 1% en suero fisioldgico




ANEXO W. Administracion de las dosis por via oral




ANEXO X. Tabla general del ANOVA para todas las horas evaluadas

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
[TIEMPOO Entre grupos 121 5 .024 1.557 .222
Dentro de grupos 280 18 016
Total 402 23
[TIEMPOL1 Entre grupos .097 5 .019 1.389 .275
Dentro de grupos 251 18 014
Total 347 23
TIEMPO2 Entre grupos .056 5 .011 .928 .486
Dentro de grupos 217 18 012
Total 272 23
TIEMPO3 Entre grupos .031 5 .006 484 .784
Dentro de grupos 230 18 013
Total 261 23
TIEMPO4 Entre grupos .054 5 .011 .651 .664
Dentro de grupos 300 18 017
Total 355 23
TIEMPO5 Entre grupos 115 5 .023 1.389 .275
Dentro de grupos 208 18 017
Total 413 23
[TIEMPOG6 Entre grupos .160 5 .032 2.233 .096
Dentro de grupos 258 18 014
Total 418 23
TIEMPO7 Entre grupos .329 5 .066 7.538 .001
Dentro de grupos 157 18 .009
Total 487 23




ANEXO Y. Andlisis de DMS para la hora 7

Comparaciones multiples

Variable dependiente: TIEMPO7

Diferenciade | Error Intervalo de confianza al 95%

1) DOSIS (J) DOSIS medias (I-J) | estandar | Sig. [Limite inferior | Limite superior
DMS 300 100 -.060750 | .066095| .370 -.19961 .07811
25 -.240750"| .066095( .002 -.37961 -.10189

blanco -.359250"| .066095( .000 -.49811 -.22039
Diclofenaco -.135000 | .066095| .056 -.27386 .00386

matico -.152750"| .066095( .033 -.29161 -.01389

100 300 .060750 | .066095| .370 -.07811 119961
25 -.180000" | .066095| .014 -.31886 -.04114

blanco -.298500" | .066095| .000 -.43736 -.15964
Diclofenaco -.074250| .066095| .276 -.21311 .06461

matico -.092000| .066095| .181 -.23086 .04686

25 300 .240750" | .066095| .002 .10189 .37961
100 .180000" [ .066095| .014 .04114 .31886

blanco -.118500| .066095| .090 -.25736 .02036
Diclofenaco .105750 | .066095| .127 -.03311 .24461

matico .088000| .066095( .200 -.05086 .22686

blanco 300 .359250" | .066095| .000 .22039 49811
100 .298500" | .066095| .000 .15964 43736

25 .118500| .066095( .090 -.02036 .25736
Diclofenaco .224250"| .066095| .003 .08539 .36311

matico .206500" | .066095| .006 .06764 .34536

Diclofena 300 .135000| .066095( .056 -.00386 .27386
co 100 .074250| .066095( .276 -.06461 21311
25 -.105750 | .066095| .127 -.24461 .03311

blanco -.224250" | .066095( .003 -.36311 -.08539

matico -.017750 .066095( .791 -.15661 12111

matico 300 .152750"| .066095| .033 .01389 .29161
100 .092000| .066095( .181 -.04686 .23086

25 -.088000 | .066095| .200 -.22686 .05086

blanco -.206500" | .066095 | .006 -.34536 -.06764
Diclofenaco .017750| .066095| .791 -.12111 .15661

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 4.000.




ANEXO Z. Tabla de Tukey B para el tiempo 7

TIEMPO7

DOSIS N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3

300 4 2.34875

100 4 2.40950 2.40950

Diclofenaco |4 2.48375 2.48375
Tukey B2

matico 4 2.50150 2.50150

25 4 2.58950 2.58950

blanco 4 2.70800
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armoénica = 4.000.



