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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la actividad diurética del extracto hidroalcoholico
obtenido a partir de las flores de cucharilla (Oreocallis grandiflora) sobre ratas (Rattus
norvegicus) utilizado como modelo animal. Para evaluar la actividad diurética se utilizaron 25
ratas de laboratorio con pesos comprendidos entre 180-250 g, a las cuales se administraron por
via oral tres diferentes dosis (25, 100 y 200 mg/kg), furosemida (10 mg/kg) como control
positivo y carboximetil celulosa 0,9 % p/v como vehiculo. Posteriormente, se midi6 el volumen
de orina total excretada y electrolitos a un intervalo de 6 horas después de la administracién de
los tratamientos. Ademas, se comprobd la presencia de compuestos fenodlicos, flavonoides,
quinonas, lactonas, cumarinas, triterpenos y esteroides por medio de un tamizaje fitoquimico. El
contenido de compuestos fenolicos en el extracto hidroalcohodlico fue de 12,01+0,21%, mientras
que el de flavonoides de 15,85+1,53 %. La actividad captadora de radicales libres del extracto
obtuvo un ICs, de 907,003 pg/mL, mientras que la del acido galico utilizado como referencia
alcanz6 un ICsy de 35,1985 pg/mL. Se comprobo el efecto diurético del extracto obtenido a
partir de las flores de Oreocallis grandiflora a las tres dosis administradas. Se verifica una
relacion inversamente proporcional entre la dosis y el efecto diurético a las concentraciones
empleadas en el ensayo. La dosis de 25 mg/kg de extracto hidroalcohodlico no presenta
diferencias significativas con respecto a la referencia en relacion al volumen de orina excretado,
sin embargo, se evidenciaron concentraciones menores de sodio y calcio, aunque mayores de
potasio excretadas en el mencionado tratamiento con respecto al control positivo. Por lo
anterior, el extracto hidroalcohdlico de Oreocallis grandiflora podria constituirse en un
diurético tipo tiazida. Se recomienda realizar analisis posteriores para investigar los activos

responsables de la actividad y comprender el mecanismo del efecto diurético a nivel molecular.

PALABRAS CLAVE: <BIOQUIMICA>, <FARMACOLOGIA>, <DIURESIS>,
<ELECTROLITOS>, <FENOLES>, <FLAVONOIDES>, <ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE>.
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SUMMARY

The objetive of this research was to evaluate the diuretic activity of the hydroalcoholic
extract from cucharilla (Oreocallis grandiflora) flowers in rats (Rattus norvergicus)
used as animal model. In order to evaluate the diuretic activity, 25 lab rats were use, the
average weight was between 180-250 grams, three different doses were administered
(25, 100, 200 mg/kg), furosemide (10 mg/kg) as positive control and carboxymethyl
cellulose 0,9 weight/volume as vehicle. Then, the urine total volume and electrolytes
were measured at an interval of 6 hours after the treatment administration. Additionally,
the presence of phenolic, flavonoids, quinones, lactones, coumarins, triterpenes
compounds and steroids was verified by means of a phytochemical screening. The
phenolic compounds content in the hydroalcoholic extract was 12,01+0,21%, while the
flavonoids were 15,85+1,53%. The sensor activity for free radicals of the extract obtained a
LCso(Lethal concentration) of 907,003 micrograms/milliliters, while the gallic acid which was
used as a referenced reached LCs, of 35,1985 micrograms/milliliters. The diuretic effect of the
Oreocallis grandiflora flowers was proved in the three administered doses. An inversely
proportional ratio between the doses and the diuretic effect in the applied concentrations is
verified in the test. The doses of 25 mg/kg of the hydroalcoholic extract does not present
significant differences with respect to the reference related to the volume of the urine; however,
lower sodium and calcium concentrations were evidenced, even though the potassium amount is
higher in the treatment in relation to the positive control. In conclusion, the Oreocallis
grandiflora hydroalcoholic extract could become a diuretic type thiazide. It is recommended to
develop further analyses to research the active compounds which are responsible for the activity

and understand the mechanism of the diuretic effect at the molecular level.

KEY WORDS: BIOCHEMISTRY, PHARMACOLOGY, DIURESIS, ELECTROLYTES,
PHENOLS, FLAVONOIDS, ANTIOXIDANT ACTIVITY.
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INTRODUCCION

La OMS tiene la mision de ayudar a salvar vidas y mejorar la salud mediante el apoyo a la
investigacion estratégica en la medicina tradicional, para lo cual respalda los proyectos de
investigacion y aboga por el uso racional mediante el fomento de su utilizacion basada en
pruebas cientificas, siendo asi importante la presente investigacion tanto a nivel cientifico como

a nivel social por contribuir a la salud de la poblacion. (Organizacién Mundial de la Salud, 2013, p.16)

Los diuréticos son farmacos utilizados en el tratamiento de estados edematosos asociados a
enfermedades como la hipertension arterial sistémica, la falla cardiaca, la nefritis, la ascitis, el

edema pulmonar y el edema cerebral. (Maghrani et al., 2005, p.31)

Sin embargo, el uso concomitante de los diuréticos puede causar reacciones adversas en el
organismo como: desequilibrio hidroelectrolitico, alteraciones metabodlicas, desarrollo de
nuevos casos de diabetes, activacion del sistema neuroendocrino renina-angiotensina-
aldosterona, deterioro de la funcién sexual y disfuncion renal como es el caso de los diuréticos

de asa como la furosemida. (Model, 2016, a, p.1)

En este sentido, aln existe la necesidad de buscar nuevos agentes diuréticos con menores
efectos adversos, que incrementen el arsenal terapéutico y que sean, ademas, de facil acceso

para poblaciones de bajos recursos econémicos.

La presion arterial es una patologia que constituye uno de los principales factores de riesgo de
derrames cerebrales y una de las mayores causas de insuficiencia renal, es una enfermedad
dificil de controlar y que afectan a una gran parte de la poblacidn de manera silenciosa. Estudios
recientes han dado a conocer que las plantas con accion diurética provocan una disminucion de
la presion arterial motivo por el cual es importante investigar plantas con accion diurética como

también sus compuestos. (Noriega santizo, 2015, p.9)

Actualmente, los diuréticos tiazidicos constituyen un estandar de oro en la hipertension primaria
ya que son farmacos que se caracterizan por producir un efecto terapéutico a bajas
concentraciones llegando a ser de primera eleccion en pacientes hipertensos, incluso en

ancianos ya que reducen los efectos adversos mejorando la calidad de vida del paciente. (Model,
2016, b, p.2)



La mayoria de farmacos sintéticos son derivados de hierbas medicinales y al ser el Ecuador un
pais biodiverso y contar con innumerables especies vegetales se debe realizar investigaciones a
nivel fisico, quimico y molecular para determinar nuevos principios activos y posteriormente
disefiar un farmaco para tratar enfermedades que vayan desde un simple dolor hasta

tratamientos contra el cancer

Oreocallis grandiflora es un arbusto localizado al sur del Ecuador, estudios etnobotanicos
realizados por investigadores de la Universidad Técnica de Particular Loja determinan que las
flores administradas por via oral son utilizadas para el tratamiento de enfermedades a nivel del
sistema respiratorio, sistema genitourinario, sistema digestivo y esta relacionado a sindromes

ligados al cultivo ("mal de ojo", "malvado aire", y "calor encerrado™), ademas, se le atribuyen

propiedades diuréticas que seran evaluadas en el presente trabajo de investigacion. (Tinitana et al.,
2016, a, p.13)

Por otra parte, estudios preliminares realizados del extracto metandlico de las flores de
Oreocallis grandiflora para determinar la actividad antioxidante y antihiperglucemiante
reportan una concentracién de compuestos fendlicos totales de 174+0.004 mg de 4cido galico
por gramo de extracto y un ICs, 15 pug/ml. El elevado contenido de compuestos fenolicos y la
baja concentracion inhibitoria media se le atribuye a la planta de estudio varias propiedades

farmacoldgicas como: antioxidante, antinflamatoria, etc. (Br, 2013, p.64)

El presente estudio tiene como objetivo determinar la actividad diurética del extracto
hidroalcoholico de flores de Oreocallis grandiflora en Rattus norvegicus y medir la
concentracion de electrolitos presentes en orina después de la administracion del extracto en un

periodo de 6 horas.

Esta determinacion podria medir el potencial medicinal a nivel renal, con lo cual podriamos
brindar alternativas terapéuticas a través de fitomedicamentos para las personas que padecen
enfermedades renales o arteriales y que han encontrado efectos adversos con el uso de
medicamentos sintéticos como la furosemida proporcionando al paciente una mejor calidad de

vida.



CAPITULO I

1 MARCO TEORICO

1.1 Diuréticos:

Los diuréticos son farmacos que promueven la diuresis, decreciendo la reabsorcion y

aumentando la eliminacion de agua y sodio por la orina. (Mora, 2015, a: p.29)

La principal funcion de los diuréticos se dirige al tratamiento de edemas, sin embargo, directa o
indirectamente pueden modificar otros iones y alterar funciones del organismo, por lo que

resultan Gtiles en otro tipo de enfermedades como:

La hipertension arterial,

o La hipercalcemia,

o La diabetes insipida,

o El glaucoma,

. Las intoxicaciones, entre otras. (Machin and Morén Rodriguez, 2011, a: p.2)

A estos elementos, su uso es limitado ya que produce una amplia gama de efectos secundarios

gue se enuncia a continuacion:

Hipopotasemia,

Hipocalcemia,

Hipomagnesemia,

Hiperuricemia,



o Hipernatremia,

. Deshidratacion vy,

. Ototoxicidad.

De la revision bibliografica analizada (ping et al., 2016, a, p.3); los principales sintoma de los

diuréticos son:

o Mareos,

o Dolor de cabeza y,

o Trastornos gastrointestinales.

1.1.1 Diuresis:

La diuresis se produce por la modificacion del trasporte i6nico a lo largo de la nefrona, lo que
hace posible determinar su efectividad, mientras tanto la eficacia dependera también de la
duracidn del efecto asi como de la cantidad de sal ingerida.(Mora, 2015, b: pp.29-30)

Los farmacos diuréticos no solo se restringen a eliminar sodio, a la vez también pueden
modificar otros cationes como: K*, H*, Ca™ y Mg"" , asimismo aniones como: CI', HCO; , H,

PO, y &cido Urico; ademas de que suelen alterar directamente la hemodinamica renal.(Machin and
Morén Rodriguez, 2011, b, p.3)

La respuesta antinatriurética es un mecanismo compensatorio de sodio, ademas de que esta
mediada por la activacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona, de igual manera también
por el sistema nervioso simpatico, por este motivo con las primeras dosis se obtiene como
resultado a una eficacia maxima y altos efectos adversos, no obstante, estas alteraciones

electroliticas tienden a minimizarse mientras trascurre el tiempo (en las 4 primeras semanas).
(Mora, 2015, ¢ : p.29-36)



U0 conterneado proximal

/

Anmdcas.a
calbbmcn
] .\ Conex
Glcm(rulo
C.sa-,ula
de v:mrm'l
Tut ule Tobuto
gdestal colecicr
Méduta

Asa de Henle

Figura 1-1. La nefrona y lugar de accion de los diuréticos
Fuente: (Mora, 2015, p.30)

1.1.2 Plantas medicinales con accién diurética

Los extractos de varias plantas medicinales pueden producir efecto diurético, causado por
principios activos de naturaleza quimica muy variada. Los principales principios activos que
pueden intervenir en la accion diurética son: aceites esenciales, flavonoides, saponosidos, bases

xantinicas y sales de potasio. (Pérez et al., 2011, a, p.4)

Desde un punto de vista quimico las plantas que presentan actividad diurética se clasifican en:

o DROGAS CON SAPONOSIDOS: poseen propiedades tensioactivas y con llevan a un
incremento de la permeabilidad de la membrana filtrante glomerular acompafiado de una

congestion local.

o DROGAS CON FLAVONOIDES: afectan la permeabilidad de la membrana celular,

inhiben a la fosfatasa renal, todo ello complementado por el efecto vasoprotector.

o DROGAS CON BASES XANTICAS: especificas en el edema cardiaco.

o DROGAS CON GLUCIDOS: algunos aumentan la diuresis por mecanismos osmoticos
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(manitol) y otros actGian como natriuréticos inhibiendo la reabsorcion activa de Na* en el

tibulo proximal. (Pérez et al., 2011, b, p.5)

1.1.3 Clasificacion de drogas diuréticas

Tradicionalmente se ha utilizado la clasificacion denominada “por el lugar de accion” (donde
cada diurético altera la reabsorcion de Na®), dado que éste es un determinante mayor de la
potencia del diurético, actualmente se plantea una clasificacion mixta que incluye el concepto de
eficacia diurética y estructura quimica. (Fernandez-Fresnedo, Sanchez Santiago and Arias Rodriguez, 2003,
a,p.1)

1.1.3.1 Diuréticos de eficacia elevada

En esta categoria se encuentran los diuréticos de asa que acttan en el segmento ascendente del
asa de Henle, la eliminacion del ion sodio es superior al 15%. Poseen el maximo efecto
diurético y comprenden un conjunto heterogéneo de farmacos entre los mas importantes se

enuncia los siguientes:

Sulfamoilbenzoatos: (furosemida, bumetanida, piretanida, azosemida);

o El derivado de la sulfonilureas (torasemida);

El derivado del acido fenoxiacético (acido etacrinico) y

Otros como (etozolina y muzolimina).

Aquellos son farmacos que producen diuresis de corta duracion ya que absorben un 25 % de
Na" filtrado provocando un réapido incremento de la eliminacion urinaria de Na *, K™y CI,
ademas se absorben bien por via oral con una biodisponibilidad del 50%; inicia su accién por
esta via de 10 a 30 minutos posteriores a su administracion y alcanza su maxima actividad de 1

a 2 horas, asimismo su maximo efecto terapéutico tiene una duracion de 6 a 8 horas. (National

Kidney and Urologic Diseases Information Clearinghouse, 2009, a, p.5)

Se ha encontrado concordancia entre la eliminacion de iones Na * y K * y el volumen de orina,
aproximadamente en similar proporcion con valores cercanos a 1 al calcular el cociente de

Na'/K*. (Machin and Morén Rodriguez, 2011, c, p.3)



1.1.3.2 Diuréticos de eficacia moderada

Aquellos diuréticos actuan a nivel del primer segmento de tlbulo contorneado distal, y en la
porcion terminal del segmento diluyente cortical; la eliminacion de Na* es del 5 al 10%. A este
grupo pertenecen las benzodiacepinas (tiazidas e hidrotiazidas); igualmente la clorotiazida,
hidroclorotiazida, metozalona, clortalidona, quinetazona, entre otros diuréticos de eficacia

escasa: la fraccion de eliminacion de Na* es inferior al 5%.

Los diuréticos tiazidicos como la hidroclorotiazida se consideran de primera eleccién y de uso

prioritario en el tratamiento de la hipertension arterial.

Las tiazidas a diferencia de los diuréticos de asa muestran una actividad farmacolégica de 2
horas después de su administracién proporcionando un efecto terapéutico méas prolongado

apreciandose diuresis aun a las 8 horas de tratamiento.

La relacion Na'/K* determinada para este tipo de control en varios estudios indican valores

menores a uno, con un incremento de la excrecién de potasio en la orina. (Pérez et al., 2011, c, p.4).

1.1.3.3 Diuréticos de eficacia escasa

Su mecanismo de accion estd basado en inhibir los canales de Na* del epitelio renal, este
bloqueo puede ser competitivo 0 no competitivo dando como resultado que la membrana
luminal pierda su potencia transmembrana y se hiperpolarise, por otra parte, inhiben la
reabsorcion de Na' y reducen la secrecion de K*. Producen una saluresis moderada disminucion
en la eliminacion de K* y como consecuencia el pH de la orina es elevado. Se subclasifican en

funcion del sitio de accion en:

o Diuréticos ahorradores de potasio: actian en el ultimo segmento del tabulo
contorneado distal y en la porcion inicial del tabulo colector, estos farmacos a pesar de
ser beneficiosos tienen un débil efecto diurético ya que solo inhiben la reabsorcién de un
5% del sodio filtrado por lo que se debe utilizar conjuntamente con otros farmacos para

evitar los efectos de hipopotasemia que estos producen. (Fernandez-Fresnedo, Sanchez Santiago
and Arias Rodriguez, 2003, b, p.48).

. Inhibidores de la anhidrasa carbdnica: actGan a nivel del tubulo contorneado distal

facilitando la eliminacion del anién bicarbonato.



. Agentes osmdticos: tiene la capacidad de actuar en varios segmentos de la nefrona
siendo el principal sitio el asa de Henle y el tdbulo proximal, son utilizados en

circunstancias de envenenamiento para aumentar la excrecion del agente envenenador.
(Mora, 2015, d, p.33). (Aziz et al., 2014, p.2).

1.1.4 Diuréticos en la hipertension arterial:

Las tiazidas son los diuréticos que mas frecuentemente se utiliza en el tratamiento de la
hipertension arterial, la disminucion de la tension arterial se produce a causa de la reduccion del
volumen plasmatico, consecuentemente del gasto cardiaco, aungue instantaneamente se activa
el sistema renina angiotensina y el sistema adrenérgico, que ocasiona una recuperacién del gasto

cardiaco y del volumen extracelular.

Son farmacos que reducen la hipertension arterial e incrementan el efecto de otros
antihipertensivos, tienen una curva plana en relacion dosis-respuesta es decir que al incrementar
la dosis no resulta proporcional sobre el aumento del efecto antihipertensivo, pero si produce un

aumento de los efectos adversos es por ellos que actualmente se recomienda utilizar dosis bajas.
(Morales-Olivas, 2013, a, p.16).

1.2 Electrolitos sodio, potasio y calcio

El Na® es un ion que otorga aproximadamente el 80% de la concentracién osmolar, y como se
encuentra principalmente en el liquido extracelular, su funcién es asegurar y mantener el

volumen de liquido extracelular.

Si los rifiones eliminan el exceso de sales de Na* con pérdida simultanea de agua, se generaria
una rapida disminucién del volumen del liquido extracelular, y a la inversa, la excesiva

reabsorcion de sales de Na" y agua llevarian rapidamente a un incontrolable edema. (Machin and
Moron Rodriguez, 2011, d, p.4).

El Na* es un macromineral que se encuentra en la sal y otros alimentos. Ademas, este elemento
en la dieta puede aumentar la presion arterial de una persona, asi que las personas con
enfermedades a nivel renal crénicas deberan limitar los alimentos que contengan elevados

niveles de Na".

Entre los alimentos con alto contenido de Na* se encuentra los siguientes elementos como:



o Alimentos enlatados o procesados

. Como comida congelada y hot dogs. (National Kidney and Urologic Diseases Information
Clearinghouse, 2009, b, p.6).

El K™ cumple un papel importante en la excitabilidad neuromuscular, de ahi que los cambios por
aumento o por defecto de sus valores sanguineos ([K*] = 4.5-5 mmol/L), pueden dar como

resultado trastornos graves de la conductibilidad y contractibilidad cardiacas. (Machin and Morén
Rodriguez, 2011, e, p.4).

La hipocalcemia (descenso del Ca™ sanguineo) aumenta la excitabilidad neuromuscular. El
Ca™ es un elemento quimico que al filtrarse en el glomérulo es reabsorbido a lo largo del tibulo
renal, a excepcién del segmento contorneado distal, donde su reabsorcién sucede en presencia
de la paratohormona, hormona hipercalcemiante la cual es secretada por las glandulas

paratiroides. (Morales-Olivas, 2013, b, p.17).

1.3 Oreocallis grandiflora

Figura 2-1: Oreocallis grandiflora

Realizado por: Angélica Allauca,2017
Una de las especies de recoleccion silvestre es el cucharillo o conocida por su nombre cientifico
como Oreocallis grandiflora, la flor se considera un ingrediente indispensable para la
tradicional bebida conocida como horchata. Esta planta pertenece a la familia milenaria
Proteaceae, localizada en la zona andina sur del Ecuador hasta la parte norte del Perd, en el

Ecuador se desarrolla a una altura 1000 a 4000 m s.n.m., se ha registrado en las provincias de



Loja, Azuay, Zamora Chinchipe y en Chimborazo desarrollandose naturalmente en bosques y

matorrales. (Morocho, 2012, a, p.2).

1.3.1 Taxonomia

Tabla 1-1: Descripcion taxondémica de la Oreocallis grandiflora

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnolipsida
Orden Proteales
Familia Proteaceae
Género Oreocallis
Especie Grandiflora

Fuente: (Morocho 2012)
Realizado por: Angélica Allauca, 2017

1.3.2 Descripcion taxondémica:

1.3.2.1 Oreocallis grandiflora

Es un arbusto o arbol recubierto ligeramente por una sustancia de aspecto parecido a la cera que
tiene una altura de 3 a 5 m, sus raices son horizontales, posee un tallo cilindrico con corteza lisa
en plantas jovenes y rugoso color café oscuro en plantas viejas, en bosques naturales pueden
llegar a medir entre 10 y 15 cm. La lamina o el limbo de las hojas es duro y espeso de formas
ovadas, el peciolo es alargado dispuesto en espiral, la cara superior o el haz de la hoja presenta
una coloracion verde brillante y su envés verde claro o blanquecino. Sus flores crecen en un
promedio de 60 a 80 por arbol, presentan coloraciones blancas rojizas o violaceas visibles
sobresalientes ante la visibilidad del espectador con aspecto ceroso, el tubo del perianto se abre
por un costado en la sintesis, el limbo es globoso con los segmentos separados y recurvados;
ademas de anteras ovadas, disco hipdgino semianular, carnoso y ligeramente lobulado; posee un
ovario estipitado con numerosos Ovulos imbricados en dos series; estilo largo, oblicuo,
disciforme en el pice y con un pequefio orificio estigmatico. El foliculo es oblongo-cilindrico,

largamente estipitado, coriaceo, pruinoso, y mide entre 7 y 10 cm. (Morocho, 2012, b, p.6).

1.3.3 Usos terapéuticos:

Oreocallis grandiflora es un arbusto con estudios fitoquimicos escasos, se ha encontrado

Gnicamente informacidn etnobotanica preliminar que manifiesta el uso de flores, corteza y hojas
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en infusion acuosa para usos terapéuticos como: dolor de cabeza, dolores hepéticos, diabetes,

fiebre, problemas del rifién, y tos. (Tene et al., 2007, a, p.74)

Se utiliza la decoccion de flores para tratar hemorragias a nivel vaginal, de ovario e inflacion del

(tero. (Monigatti, Bussmann and Weckerle, 2013, p.9), (Bussmann and Glenn, 2010, p.9)

Ademas, se utiliza las flores por administracion oral para el tratamiento de enfermedades mas
comunmente presentes en la provincia de Loja a nivel del sistema respiratorio, sistema
genitourinario, sistema digestivo y esta relacionado a sindromes ligados al cultivo ("mal de o0jo",

"malvado aire", y "calor encerrado™). (Tinitana et al., 2016, b, p.13)

1.4 Compuestos fendlicos:

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios provenientes de las plantas, estos
compuestos cumplen un rol importante en el crecimiento y reproduccion, proporcionando
proteccién contra patégenos y depredadores, ademas de contribuir al color y caracteristicas

sensoriales de frutas y vegetales. (Balasundram, 2006, a, p.2)

Los compuestos fendlicos a concentraciones bajas pueden actuar como antioxidantes, sin
embargo, a concentraciones altas sus productos de concentracion pueden interactuar con

carbohidratos, proteinas y minerales. (Taylor and Karakaya, 2010, a, p.2).

Abarcan un grupo extenso y diverso de compuestos aromaticos caracterizados por presentar en
su estructura un anillo de benceno y uno o mas grupos hidroxilos. Generalmente la clasificacion
de los compuestos fendlicos se basa en el nimero de &tomos de carbono presentes en la

molécula. (Bhattacharya, Sood and Citovsky, 2010, a, p.2)

Los fenoles son compuestos importantes ya que contribuyen a la salud humana y a sus maltiples
efectos biolégicos tales como: actividad antioxidante, antimutagénica, anticarcindgena,

antialérgica, antiinflamatoria, antimicrobiana, antitrombatica, cardioprotectora y vasodilatadora.
(Bhattacharya, Sood and Citovsky, 2010, b, p.3)(Taylor and Karakaya, 2010, b, p.3)

1.4.1 Clasificacion de los compuestos fendlicos

Aunque existe una gran variedad de fenoles, la mayoria de estos compuestos surgen de los

aminoacidos fenilalanina o tirosina. Estos aminoacidos son desaminados e ingresan a las

diferentes rutas biosintéticas. Un paso clave en la ruta biosintética es la introduccién de uno o
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mas grupos hidroxilos en el anillo fenilo como resultado, se deriva un esqueleto de carbono

comun: la unidad C¢-C; fenilpropanoide. (Pereira et al., 2009, a, p.2)

Los fenoles se clasifican en funcion de su origen, existen tres diferentes rutas biosintéticas: la
ruta shikimato que produce los derivados fenilpropanoides, el acetato/malonato que produce los
fenilpropanoides alargados de cadena lateral, incluyendo el grupo grande de flavonoides y
algunas quinonas y la via de acetato/mevalonato, que produce los terpenoides aromaticos, en su
mayoria monoterpenos, por reacciones de deshidrogenacion. (Bhattacharya, Sood and Citovsky, 2010,
¢, p-4)

1.4.2 Biodisponibilidad de los compuestos fenolicos:

Los compuestos fendlicos se encuentran en alimentos, bebidas y plantas en diversas formas
quimicas que determinan su absorcion a nivel intestinal. Entre los factores que pueden afectar su
absorcién y con ellos la biodisponibilidad tenemos: la conjugacion con otros compuestos
fendlicos, el grado de glicosilacion/acilacion, el tamafio de la molécula, y el coeficiente de
particion. (Balasundram, 2006, b, p.194)

El coeficiente de particién desempefia un papel importante en la absorcion de compuestos
fendlicos que no tiene ningln sustituto de azlcar o 4cidos organicos en sus estructuras. Es
importante para determinar si un compuesto se difundira pasivamente a través de una membrana
biolégica y cumple un rol eficaz en la absorcién de compuestos fendlicos hidr6fobos que tienen
sustituciones de azUlcar o &cidos organicos y ligados a esteres en su estructura, mientras que los
fenoles hidréfilos de estructura similar se degradan por esterasas producidas por la microflora

del colon. (Scalbert and Williamson, 2000, a, p.7)

El nimero de moléculas de azlcar parece desempefiar un papel importante en la absorcion de
compuestos fendlicos. Si los compuestos fendlicos contienen una molécula de azlGcar como:
glucosa, galactosa o xilosa, se absorbera a través del intestino delgado por medio de la enzima

citosofica-glucosidasa. La absorcion también se relaciona con la especificidad de los portadores.
(Taylor and Karakaya, 2010, c, p.462)

Los compuestos fendlicos que tienen en su estructura ramnosa no se absorben a nivel del
intestino delgado, se degradan en el colon ya que las enzimas ramnosidasas que degradan estos

compuestos se localizan a este nivel.
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1.4.3 Actividad antioxidante de los fenoles

Los compuestos antioxidantes de origen natural son flavonoides, acidos fendlicos, lignanos,
terpenos, tocoferoles, fosfolipidos y &cidos orgénicos polifuncionales, entre otros. Las fuentes
de antioxidantes naturales son principalmente fendlicos vegetales que pueden ocurrir en todas
las partes de las plantas. Se pueden encontrar en frutas, verduras, nueces, semillas, hojas,

harinas, raices y cortezas. (Balasundram, 2006, c, p.198)

Estos compuestos muestran una amplia gama de actividades antioxidantes in vitro y se cree que
ejercen efectos protectores contra enfermedades como: el céancer, enfermedades
cardiovasculares. El estrés oxidativo impuesto por las especies reactivas del oxigeno (ROS)
juega realmente un papel crucial en la fisiopatologia asociada con la neoplasia, la aterosclerosis

y enfermedades neurodegenerativas. (Shahidi and Ambigaipalan, 2015, a, p.10)

1.4.4 Mecanismo de accion de antioxidantes fenélicos

El potencial antioxidante de los compuestos fendlicos radica en el nimero y disposicion de los
grupos hidroxilos en las moléculas de interés. Los antioxidantes fendlicos (AH) pueden donar
atomos de hidrogeno a los radicales lipidicos dando como producto derivados de compuestos
lipidicos y radicales antioxidantes, que estaran mas estables y menos disponibles para promover

autoxidacion.

El efecto de la concentracion de antioxidantes depende de muchos factores, incluyendo la
estructura del antioxidante, las condiciones de oxidacion y la naturaleza de la muestra. A
menudo, los antioxidantes fenolicos pierden su actividad a altas concentraciones y se comportan

como pro-oxidantes por su participacion en las reacciones de iniciacion.

Los antioxidantes fendlicos son mas eficaces en extender el periodo de induccién cuando se
afiaden a cualquier aceite que no se ha deteriorado en gran medida. Sin embargo, son ineficaces

para retardar la descomposicion de lipidos ya deteriorados. (Shahidi and Ambigaipalan, 2015, b, p.3)

1.4.5 Flavonoides

Los flavonoides forman parte de los compuestos fenolicos, pertenecientes a la categoria de
polifenoles. Son sustancias hidroxiladas y se sabe que son sintetizados por las plantas en
respuesta a la infeccion microbiana. Los cientificos han descubierto més de 7000 flavonoides y

la lista de nuevos flavonoides sigue creciendo. (Thilakarathna, et al, 2013, a, p.2)
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La estructura quimica de los flavonoides consta de dos anillos de benceno, unidos a través de
una pirdmide heterociclica. Se dividen en 6 clases comunes: flavonas (por ejemplo, flavona,
apigenina y luteolina), flavonoles (por ejemplo, quercetina, kaempferol, miricetina y fisetina),
flavanonas (por ejemplo, flavanona, hesperetina y naringenina), isoflavonas, flavan-3-ols
(taninos monomeéricos y condensados) y antocianinas, la mayoria de estos compuestos se

encuentran como glucésidos a excepcion de los flavan-3-ols. (Kumar, et al, 2013, a,p.2)

Figura 3-1: Estructura quimica general de los flavonoides.
Fuente: (Kumar & Pandey 2013)

1.4.6  Accién farmacoldgica de los flavonoides

Los flavonoides tienen una amplia gama de actividades biol6gicas como: antiinflamatorios,
anticancerosos, cardioprotectores, antioxidantes, hepatoprotectores, antimicrobiano, antiviral,
antialérgicos, vasodilatadores, en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas y efecto
diurético principalmente atribuida por la presencia de compuestos polifendlicos principalmente
flavonoides y derivados del acido cafeico. Se informd que inhiben diversas enzimas como
hidrolasas, hialuronidasa, lipasa, fosfatasa alcalina, CAMP fosfodiesterasa, a-glucosidasa y

guinasa. (Balasundram, 2006, d, p.5)

1.4.7 Biodisponibilidad de los flavonoides

Existen numeros factores que afectan la biodisponibilidad de los flavonoides, entre estos
factores podemos mencionar la absorcién que juega un papel fundamental: la estructura

guimica, peso molecular, glicosilacién y esterificacion.

o El peso molecular es un factor importante que afecta a la absorcion y por tanto esta
directamente relacionada con la biodisponibilidad de ciertos flavonoides , por ejemplo
para las proantocianidinas de alto peso molecular la absorcion seria practicamente

imposible.(Thilakarathna and Rupasinghe, 2013, b, p.3378)
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1.5

La absorcion de algunos glicosidos puede ser muy rapida, algunos pueden ser muy lentos

y por tanto afectaran la biodisponibilidad.

Una vez ingeridos los flavonoides interactdan con las enzimas de conjugacién humana en
los enterocitos y en el higado. La conversion metabdlica es el principal factor que afecta
la biodisponibilidad de flavonoides. La sulfatacion, la metilacién y la glucoronidacién se
producen en los enterocitos y en el higado y, en general, la mayoria de los flavonoides

experimentan estas conversiones metabolicas. (Mullen, Edwards and Crozier, 2017, p.2)

La interaccion de los compuestos flavonoides con la microflora colénica influyen en la
biodisponibilidad. Se ha descrito en articulos cientificos que una cantidad significativa de
los flavonoides ingeridos no fueron absorbidos en el intestino delgado, llegando al
intestino grueso y se degradaron por la microflora col6nica en &cidos fendlicos simples
qgue fueron absorbidos en el sistema circulatorio, lo ideal para mejorar la
biodisponibilidad seria cambiar el sitio de absorcion del intestino grueso a que se pueda

absorber en el intestino delgado (Rezzi, 2012, p.4781)

Rattus norvergicus

L R < R
Figura 4-1. Rattus norvergicus
Fuente: (Hau & Hoosier n.d, 2003, p.359)

Son consideradas como especies numerosas de ratones y son utilizados como animales de

experimentacion que presenta pelaje grueso y aspero con orejas prominentes y cola sin pelaje

practicamente desnuda; la cola es mas corta en comparacion con el cuerpo. En promedio estas
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llegan a medir 400 mm haciendo referencia que la medida es de nariz a cola y su peso varia
entre 140 hasta 500 g. (Medellin et al. 2005)

Las ratas de sexo masculino se caracterizan por presentar un tamafio mayor en comparacion a
las hembras, en general presenta una coloracion gris o café en las partes superiores mientras que
el vientre es de color claro grisaceo, existen cepas criadas en cautiverio que pueden adquirir
color marrdén, negro o blanco.

1.5.1 Informacion taxonomica:

Tabla 2-1: Informacion taxondmica de Rattus norvergicus:

Reino Animalia

Phylum Chordata

Clase Mammalia

Orden Rodentia

Familia Muridae

Nombre cientifico | Rattus norvergicus
Nombre comin Rata noruega

Fuente: (Rat 2016)
Realizado por: Angelica Allauca,2017

1.5.2 Inmovilizacion del animal

Figura 5-1: Técnica de sujecion de ratas con dos manos
Fuente: (Hau & Hoosier n.d. 2013, p.360)
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Las ratas responden adecuadamente a la manipulacion suave. Su inclinacion al esconderse y
entrar en pequefios orificios se puede utilizar para tener una moderacion adecuada. No se
recomienda guantes pesados debido a la disminucién de manejabilidad del manipulador como
también por peligro a que los animales se rasguen las ufias de los pies.

Un animal agresivo o nervioso puede ser agarrado con una toalla o franela. Las ratas pueden ser
manejadas por la cola para el inicio de la sujecion, pero se debe tener cuidado al manejar cerca
de la punta de la cola ya que se puede romper su piel. En general, las ratas se sienten incomodas
al ser agarradas por la cola por lo que esta técnica Unicamente se utiliza para trasferencia rapida

de un lado a otro. (Diehl et al., 2001, a, p.19)

Las ratas colocadas sobre una superficie sélida como el antebrazo del manipulador se pueden
agarrar facilmente. No se recomienda colocarlas sobre las celdas de alambre ya que su sujecion
es muy fuerte pudiendo dafar las ufias de los animales, Para realizar procedimientos que

requieren un control directo de la cabeza, las ratas pueden ser capturadas por el cuello.

La piel sobre el cuello, incluida la piel en la base de las orejas, estan firmemente sostenidas por
el dedo indice y el pulgar para controlar la cabeza, y la piel de la espalda es sostenida por los

otros tres dedos. Se cuida que el agarre no restrinja la capacidad de la rata para respirar. (Hau and
Hoosier, 2003, a, p.358)

1.5.3 Volumenes de dosificacion para diferentes vias de administracién

La dosificacion del animal de experimentacion debe tener exactitud y precision como también
ser la més apta para cuidar su bienestar ya que volimenes elevados podrian restringir la valides
cientifica por reacciones a nivel fisiol6gico como a la vez dafar el bienestar biol6gico de los

animales de experimentacion.
Las administraciones de grandes volimenes pueden sobrecargar el estémago produciendo
reflujo esofagico causando neumonia aguada o puede pasar inmediatamente al intestino delgado

alterando los resultados de la investigacion.(Diehl et al., 2001, b, p.16)

La siguiente tabla muestra los volimenes de administracion para las vias comunmente

empleadas en las especies mas frecuentemente utilizadas

17



Tabla 3-1: Calibre de aguja y volumen de dosificacion recomendado para diferentes vias de
administracion.

Subcutanea Intraperitoneal Intramuscular Oral
£ . Calibre Volumen Calibre Volumen Calibre Volumen Calibre Volumen
specie de de de de
. (mL) - (mL) g (mL) - (mL)
aguja aguja aguja aguja

Raton2s | g 0,25 25 0,5 o7 | 005por o, 0,25
9 sitio
Rata200 | g 1 25 2 o5 | Olpor | g 2
g sitio
Conejillo 0.1 or
de indias 23 1 25 2 25 - P 18 2
200 g sitio
Egnejo 41 3 4 23 20 25 1 1308 | 15
ﬁzrdo 51 9 25 20 25 23 6,25 22 150

Fuente: (Hau and Hoosier, 2013, b, p.373)

Realizado por: Angélica Allauca, 2017

En la planificacion de un protocolo de dosificacion se debe considerar la frecuencia de
dosificacion, volumen, pH y el vehiculo ( acuoso u oleoso). Los animales no son anestesiados
antes de la dosificacion, porque el mantenimiento de los reflejos de la mordaza son importantes
para detectar la colocacion apropiada del tubo y disminuir las posibilidades de reflujo y
aspiracion después de la dosificacion. (Laboratory Animals, 2001, a, p.5)

1.5.4  Factores que pueden influir en la biodisponibilidad

15.4.1 Vehiculo:

Es un factor importante en todas las investigaciones con animales. Deben ofrecer una
exposicion éptima, pero no deben influir en los resultados, y como tales, deberian idealmente
ser biolégicamente inertes, no tener efecto sobre las propiedades biofisicas del compuesto y no
tener efectos toxicos sobre los animales. Los vehiculos utilizados son: soluciones, sistemas co-

disolventes, suspensiones y aceites. (Diehl et al., 2001, c, p.17)

1.5.4.2 Tasa de absorcion:

El efecto terapéutico o toxicoldgico de una sustancia puede estar directamente relacionada con
su tasa de absorcion, la cual se encuentra influenciada por propiedades fisicas como:
conformacion molecular, carga, tamafio de particula, solubilidad lipidica, estructura cristalina,
tasa de desintegracion, forma salina, grado de ionizacion. Ademas, dependera de la via de
administracion. (Laboratory Animals, 2001, b, p.5)
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1.5.4.3 Factores externos:

Variacion en la temperatura ambiental, estado nutricional y en el momento de aplicar las dosis

respecto al ritmo circadiano, el cual normalmente esta controlado por el ciclo de luz/oscuridad.
(Escobedo et al., 2011, a, p. 6)

1.5.4.4 Habituacién y adiestramiento:

Existen animales que pueden tener poca o ninguna experiencia acerca de ser inmovilizados o
manejados, de modo que es probable, que se encuentren asustados e inquietos en la primera
ocasion. Esta hace que sea dificil el manejo para el operario y se vuelve un procedimiento
estresante para el animal con lo cual es muy probable que los resultados se vean alterados por

variaciones relacionados con el estrés .(Laboratory Animals, 2001, c, p.7)

1.5.45 Irritante/pH:

La sustancia administrada puede causar dafios en piel, tejidos, mdsculos 0 membranas mucosas.
Se puede observar en dependencia de la via de administracién. Se recomienda un pH neutro
entre 4.5y 8, ya que los extremos bajo o alto son perjudiciales para los tejidos. El orden de
tolerancia del pH en dependencia de su via de administracién es: oral >intravenosa
>intramuscular>subcutanea. Hay que considerar que el pH no es el Unico indicador irritante, ya

que también depende del punto de ionizacion (pK) y de la concentracion de los compuestos.
(Laboratory Animals, 2001, d, p.11)

1.5.5 Vias de administracién:

1.55.1 Intramuscular:

Se sujeta a la rata y se inocula en los miembros posteriores, introduciendo la aguja en forma
paralela al fémur, las ajugas utilizadas son las de calibre 25 y 27. En estudios de dosis multiple
los sitios de administracion deben ser rotados ademas es necesario considerar la aparicion de

inflamacidn y secuelas. (Diehl et al., 2001, d, p.17)

1.5.5.2 Intraperitoneal:

Se basa en colocar el medicamento por via abdominal. La cavidad abdominal imaginariamente

se divide en 4 secciones y la aplicacién de la inyeccion se realiza en las dos regiones
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posteriores, inclinando al animal hacia el craneo e introduciendo la aguja en un angulo de 35°

aproximadamente para no tocar las visceras y causar peritonitis mortal. (Escobedo et al., 2011, b, p.8)

1.5.5.3 Subcutanea:

Se estira la piel del abdomen o dorso del animal y se introduce la aguja esta via de

administracion es muy utilizada. (Diehl et al., 2001, e, p.16)

1.5.5.4 Intravenosa:

Las venas de la cola (son tres) se dilatan con un poco de agua caliente. Se localiza una de estas
venas para realizar la administracién. Para esta ruta debe distinguirse entre inyeccién en bolo,

inyeccion intravenosa lenta o infusion intravenosa. (Escobedo et al., 2011, c. p.17)

1555 Viaoral:

Se sujeta al animal en forma vertical, se coloca la sonda o cénula en la boca y se le introduce
con movimientos suaves observando el movimiento de deglucion del animal, se administra el

volumen requerido y posteriormente se extrae con movimientos firmes y suaves. (Escobedo et al.,
2011, d, p.18)

En ocasiones, es necesario restringir la ingesta de alimentos de los animales antes de la
dosificacion. Este factor puede afectar la absorcidon. Se ha demostrado que grandes volimenes
de dosis (40 mililitros por kilogramo) sobrecargan la capacidad del estomago y pasan

inmediatamente al intestino delgado. (Diehl et al., 2001, f, p.16)
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CAPITULO 11

2 MARCO METODOLOGICO

2.1 Lugar de investigacion

Esta investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Productos Naturales y en el Bioterio de
la Facultad de Ciencias en la Escuela de Bioquimica y Farmacia de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo.

2.2 Recoleccion del material vegetal

Las flores de Oreocallis grandiflora fueron recolectadas al sur del Ecuador en la provincia de
Loja a 1451 m.s.n.m. en el cantén Olmedo, en las siguientes coordenadas:

Latitud: 3°56'24.67" S

Longitud: 79°35'54.803" O

2.3 Identificacion del material vegetal

Previo a su identificacion se recolecto la planta y se colocé en papel periddico, entre dos tablas
triplex sus hojas con el envés hacia arriba y las flores totalmente extendidas bajo presion. Una
vez seca se llevo para su identificacion al herbario de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo a cargo del Ing. Jorge Caranqui para su respectiva identificacion.

2.4 Materiales, equipo y reactivos:

Los materiales, equipos y reactivos utilizados en la presente investigacion se detallan a

continuacion:
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2.4.1 Material vegetal

Para esta investigacion se utilizo las flores de Oreocallis grandiflora. La planta fue secada en la
estufa a 120 ° por 12 horas y triturada hasta obtener pequefias particulas entre 2 a 3 milimetros,
denomindndose material vegetal seco y triturado el cual se utilizé en los pardmetros fisicos

quimicos como también para determinar la actividad diurética.

El material vegetal triturado fue almacenado en fundas de papel las cuales fueron selladas

herméticamente con cinta adhesiva.

2.4.2  Material biol6gico

Ratas (Rattus norvegicus) pertenecientes al Bioterio de la Facultad de Ciencias de la Escuela

Superior Politécnica de Chimborazo.

2.4.3 Farmaco de referencia

Se utiliz6 Furosemida como control positivo comparativo en el ensayo para determinar la

actividad diurética.

2.4.4 Materiales de laboratorio.

Tabla 1-2: Materiales

MATERIALES
Capsulas de porcelana

Reverbero

Espatula

Crisoles de porcelana

Picndmetro

Vidrio reloj

Varilla de agitacién

Piseta

Pinzas para capsula
Frascos &mbar de 1000 Ml

Tripode
Embudo
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Vasos de precipitacion de 250 Ml

Tubos de ensayo

Gradilla

Pipetas de 10mL, 5mL y 1 mL

Embudo de separacion

Kitasato de 500 Ml

Embudo Biichner

Probeta de 50 mL

Probeta de 10 mL

Micropipeta automatica de 1000 uL

Micropipeta automatica de 100 uL

Puntas azules de 1000 uL

Puntas amarillas de 100 uL

Pipetas Pasteur

Balones aforados de 25 mL

Balones aforados de 10 mL

Animal Feeding needle curved 18 G

Cofia

Guantes

Mascarilla

Jaula metabélica

Mandil

Mortero con pistilo

Papel filtro

Papel aluminio

Pera de succion

Realizado por: Angélica Allauca, 2017

2.4.5 Equipos

Tabla 2-2: Equipos

EQUIPOS

Molino Arthur H.Thomas C.O

Estufa Memmert SNB400

Mufla IVYMEN N 8 LITROS 1100°C

Desecador
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2.4.6

Sonicador Marca Branson 2510

Balanza analitica Radwag

Congelador

Rotavapor BUCHI R110 & B 465 Water Bath

Vortex mixet MRC S1 — 100

Liofilizador Thermo Scientific

pH-metro

Bomba de vacio

Refractémetro

Camara UV Chromato vue modelo cc20

Espectrofotometro Thermo Scientific Evolution 220

Cronometro

Realizado por: Angélica Allauca, 2017

Reactivos

Tabla 3-2: Reactivos

REACTIVOS

Reactivo Mayer

Reactivo de Wagner

Reactivo de Dragendorff

Reactivo de Baljet

Reactivo de catequinas

Reactivo de Fehling

Reactivo de resinas

Reactivo de Liberman Burchard

Reactivo de Borntrager

Reactivo de FeCl;

Reactivo de antocianidinas

Reactivo de Shinoda

Magnesio metélico

Cloruro de sodio

Etanol 70 %

Agua destilada

Soluciones estandar de quercetina

Metanol 98%
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Nitrito de sodio al 5%

Tricloruro de aluminio al 10%
Hidroxido de sodio 1 M

Soluciones de 4cido géalico

Reactivo de Folin-Ciocalteu

Carbonato sodico 7,5%
Solucién DPPH

Solucién de furosemida

Carboximetil celulosa sddica
Realizado por: Angélica Allauca, 2017

2.5 Técnicas y métodos

2.5.1 Control de calidad de droga cruda

Los parametros fisicos son Utiles en la identificacion y deteccion de constituyentes presentes en
las plantas. Se realizé por triplicado los siguientes pardmetros: humedad, cenizas totales, cenizas

solubles en agua e insolubles en acido clorhidrico

2.5.1.1 Determinacion del contenido de humedad

El elevado contenido de agua en el material vegetal estimula el crecimiento microbiano, la
presencia de hongos o insectos y el deterioro del mismo por procesos de hidrdlisis. Es un
parametro importante para vegetales que absorben humedad facilmente o se deterioran

rapidamente en presencia de agua. (Ahmad et al., 2014, a, p.6)

Los limites de agua usualmente establecidos en las farmacopeas oscilan entre 8 a 14% con
pocas discrepancias entre ellas, aunque de manera general una droga vegetal debe contener un

contenido de humedad menor a 10%. (Villar, 1994, p.72)
Para determinar el contenido de humedad se han propuesto tres métodos: Método |
(Volumétrico), el Método Il (Azeotrdpico) y el Método Il (Gravimétrico). (Ame et al., 2007, A,

P.422)

METODOLOGIA EXPERIMENTAL:
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Se pesan 2g + 0,5 mg

Se transfiere a una capsula
de porcelana previamente
tarada y desecada a 105 °C

Posteriromente, se coloca
en la estufa a 105 °C
durante 3h

hasta masa constante

v

Seguidamente, la capsula
se coloca en la desecadora
donde se deja enfriar a
temperatura ambiente y se
pesa

Nuevamente se coloca en
la estufa durante 1 h

Se vuelve a pesar hasta

obtener una masa constante

Figura 1-2: Procedimiento para determinar el contenido de humedad, utilizando el método

gravimétrico
Fuente: (Miranda, 2006, P.38-64)
Realizado por: Angélica Allauca, 2017

CALCULOS:

_ mM2-m1

e 100

Ecuacion (1).

Donde:

Hg=porcentaje de pérdida de peso por desecacion

M,= peso en gramos de la muestra de ensayo mas la capsula

M;=peso en graos de la muestra de ensayo desecada mas la capsula

M=masa de la capsula vacia

100=factor matematico

2.5.1.2 Determinacion de cenizas totales:

Metodologia experimental:
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Pesar de 2 a 3 gramos
de muestra pulverizada
y tamizada

Colocar en un crisol de
porcelana previamente
tarado

Calentar en un
reberbero la porcion de
ensayo aumentando la

temperatura hasta
carbonizar

v

Posteriormente,
incinerar en un horno
mufla a una
temperatura de 700 a
750 °C durante 2 horas.

Se enfrid y peso el
crisol, hasta que dos
pesadas concecutivas no
difieran en mas de 0,5
mg.

—>

NOTA: el intervalo entre
calentamiento y pesada
son de 30 minutos.

Figura 2-2: Procedimiento para determinar cenizas totales

Fuente: (Miranda, 2006, p.38-64)

Realizado por: Angélica Allauca, 2017

CALCULOS:

Donde:

M2-M
=it 100

C= porcentaje de cenizas totales

M= peso en gramos del crisol vacio

M;=peso en gramos de la porcién de ensayo mas el crisol

M,=peso de la ceniza mas el crisol

100=factor matematico

2.5.1.3 Determinacién de cenizas solubles en agua

METODOLOGIA EXPERIMENTAL:
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. El crisol se tapo y se La solucién se filtré y
A las cenizas totales se ., .
1 dejé calentar en el este residuo se
les afiadio 15 a 20 ml de ., .
aoua rebervero durante 5 transfierio al crisol
g minutos inicial

. Posteriormente se
Luego, se carbonizé y se

incinerd en un horno colocd en un desecador Se repite el proceso
R —> al alcanzar —> hasta alcanzar peso
mufla de 700 a 750 °C, y . P
temperatura ambiente constante.
durante 2 h. B}
se peso.

Figura 3-2: Procedimiento para determinar el porcentaje de cenizas solubles en agua.
Fuente: (Miranda, 2006, p.38-64)
Realizado por: Angélica Allauca, 2017

CALCULOS:

M2-Ma -,
Ca=_——~-+100 Ecuacion (3).

Donde:

Ca=porcentaje de ceniza soluble en agua

M,= peso en gramos de las cenizas totales mas el crisol

Ma=peso en gramos de las cenizas insolubles en agua mas el crisol

M;=peso en gramos de la muestra de ensayo mas el crisol

M=masa del crisol vacio

100=factor matematico

2.5.1.4 Determinacion de cenizas insolubles en &cido clorhidrico

Metodologia experimental:
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A las cenizas totales se afiadio
2-3 mLde HCl al 10 %

El crisol se tapd con un vidrio
reloj y se calientdé sobre un
bafio de agua hirviendo
durante 10 minutos

Se lavé el vidrio reloj con 5 mL
de agua caliente y se unié al
contenido del crisol

v

Se filtro y lavd con agua
caliente hasta que el residuo
no muestre presencia de
cloruros identificando
medienate la adicion de
Nitrato de Plata

El filtrado con el residuo se
desecaron de 100 a 105 °C, se
trasfirié al crisol inicial y se
incinerd en un horno mufla de
700 -750 °C durante 2 h.

Posteriomente, se colocd en
una desecadora y al alcanzar
temperartura ambiente se
peso. se repite el
procedimiento hasta obtener
masa cosntante.

Figura 4-2: Procedimiento para

clorhidrico
Fuente: (Miranda, 2006, p.38-64)

Realizado por: Angélica Allauca, 2017

CALCULOS:

Donde:

determinar el porcentaje

M2-M

%Cia = P

* 100

M2= masa en gramos de la capsula con las cenizas totales

M1= masa en gramos de la capsula con la muestra seca

M= masa en gramos de la capsula vacia

100= factor matematico.

2.5.2 Tamizaje fitoquimico:

de cenizas insolubles en acido

Ecuacion (4).

El tamizaje fitoquimico o screening es una técnica preliminar rapida y sencilla que identifica

cualitativamente determinados grupos de compuestos, mediante pruebas de precipitacion y de

coloracion.
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Estas reacciones se caracterizan porque detectan la minima cantidad posible siendo selectivos
para determinadas clases y grupos de compuestos en investigacion, ademas se utilizan un

reducido numero de equipos de laboratorio.

METODOLOGIA EXPERIMENTAL:

Las flores anteriormente secas y trituradas fueron sometidas a extracciones sucesivas con
solventes de mayor a menor polaridad como se muestran en el esquema a continuacion basado

en Las Normas Ramales de drogas crudas, extractos y tinturas. (Miranda, 2006, a, p.38-64)

30 gramos de flores secas v trituradas de Oreocallis grandiflora

¥
Extraer con 90 mL de éter etilico por maceracién
durante 48 horas a temperatura ambiente

|
v v

EXTRACTO ETEREO RESIDUO SOLIDO

b

Se extrae con etanol en un
volumen de tres veces con
respecto al peso del residuo por
maceracion durante 48 horas.

! v
RESIDUO SOLIDO EXTRACTO
] ALCOHOLICO

Se extrae con agua destilada en
un volumen de tres veces con
respecto al peso del residuo por
maceracion durante 48 horas.

! v

RESIDUO SOLIDO EXTRACTO ACUOSO

Figura 5-2: Extraccion sucesiva del material vegetal
Realizado por: Angélica Allauca, 2017

En cada uno de los extractos obtenidos anteriormente se realizd los siguientes ensayos
mencionados basados en Las Normas Ramales de drogas crudas, extractos y tinturas. (Miranda,
20086, b, p.38-64)
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EXTRACTO ETEREO

|
DIVIDIR EN FRACCIONES

5mL

ENSAY5On|]3LE SUDAN ENSAYO DE BALJET
(ACEITES Y GRASAS) (LACTONAS Y COUMARINAS)

- . 5'mL
15 mL (dividir en 3 porciones)
ENSAYOS DE DRAGENDORFF ENSAYO DE LIEBERMANN-BUCHARI

MAYER Y WAGNER (TRITERPENOS-ESTEROIDES)
(ALCALOIDES)

Figura 6-2: Ensayos para determinar las clases o grupos de compuestos en el extracto etéreo
Fuente: (Miranda, 2006, p.38-64)

EXTRACTO ALCOHOLICO

|
DIVIDIR EN FRACCIONES
|

ImL 2mL 2mL 2mL
ENSAYO DE ENSAYO DE - ENSAYO DE 2mL ENSAYO DE _
CATEQUINAS FEHLING ENSAYO DE Cl Fe ENSAYO DE KEDDE 6 ML en 3 porciones
(AZ. REDUCTORES) BORNTRAGER| (CARDENOLIDOS) ENSAYOS DE DRAGENDORFF

3
LIEBERMAN-BUCHARD
(TRWERPENOS—EET%ROWES) FENOLES Y TANINOS) (QUINONAS) MAYER Y WAGNER
2mL (ALCALOIDES)

Rhatvis ENS%A% DE 2mL
eSS ENSAYCZ) rIZT)“E_ BALJET NINHIDRINA ENSAYO DE
(AMINOACIDOS
(LACTONAS) ( ) ANTOCIANIDINA

2mL
ENSAYO ESPUMA 2ml
(SAPONINAS) ENSAYO DE

SHINODA
(FLAVONOIDES)

Figura 7-2: Ensayos para determinar las clases o grupos de compuestos en el extracto
alcohdlico
Fuente: (Miranda, 2006, p.38-64)

EXTRACTO ACUOSO

DIVIDIR EN FRACCIONES

6 ML en 3 porciones

ENSAYOS DE DRAGENDORFF 10 mL
MAYER Y WAGNER
(ALCALOIDES) %/II\EJSCAIIYAOGgES
2 mL
ENSAYO DE SHINODA p
(FLAVONOIDES) 1 0O 2 GOTAS

ENSAYO DE
PRINCIPIOS AMARGOS

2 mL
ENSAYO DE FEHLING
(AZ. REDUCTORES)

2 mL
ENSAYO DE CLORURO 2 mL
FERRICO ENSAYO DE ESPUMA
(TANINOS) (SAPONINAS)

Figura 8-2: Ensayos para determinar las clases o grupos de compuestos en el extracto acuoso
Fuente: (Miranda, 2006, p.38-64)
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2.5.3 Control de calidad del extracto hidroalcohdlico de Oreocallis

grandiflora
2.5.3.1 Determinacion de requisitos organolépticos
- Determinacioén de olor: se tomd papel secante en una medida aproximadamente de 10 cm de

largo por 1 cm de ancho, posteriormente se introdujo el extremo en la muestra de ensayo y se
determind si el olor corresponde a las caracteristicas del producto mediante el olfato.

- Determinacion del color: en un tubo limpio y seco se coloc6 la muestra de ensayo hasta
completar las tres cuartas partes del mismo, posteriormente se informé los resultados
visualizando el color, la transparencia, la separacién de capas y la presencia de particulas.

2.5.3.2 Determinacion de la densidad relativa:

Metodologia experimental:

. Se lleno con el extracto Se mantubo a una
Ssg)ceizo elg)clgnaogn fg © —>| de flores de Oreocallis ——> temeratura de 25°C
y grandiflora durante 15 minutos.

v

Se debe ajustar el
liquido al nivel
empleado y el exceso se ——>
extrae con papel
absorbente

Se peso cuidadosamente
y posteriormente se
anoto los resultados

respectivos

Se repite el miso
—>| procedimiento con agua
destilada a 25°C.

Figura 9-2: Metodologia para determinar la densidad relativa
Fuente: (Miranda, 2006, p.38-64)
Realizado por: Angélica Allauca, 2017

CALCULOS:

M1-M
M2-M

Ecuacion (5).
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Donde:

M1: peso en gramos del extracto mas el picnémetro

M2: peso en gramos del picndmetro conjuntamente con el agua

M: peso en gramos del picnémetro vacio

2.5.3.3 Determinacion del indice de refraccion:

El indice de refraccion constituye un pardmetro del control de calidad el cual proporciona un

criterio indirecto de la concentracion del extracto.

Metodologia experimental:

prisma del refractémetro

Se colocd una gota de
agua destilada en el

Luego, se ajusté colocando la interseccion del reticulo
sobre la linea limite de los campos oscuro y claro,
mediante  ligeros movimientos

cromatico.

del compensador

v

la luz.

Posteriormente, se coloco
una gota del extracto
sobre el prisma de
medicion , se cerrd el
termoprisma y se enfocd

El enfoque se realizd
mediante el espejo el cual
insidi6 sobre la apertura
de entrada del prisma de
medicion

El ensayo se realiz6 por
tripicado.

Figura 10-2: Metodologia para determinar el indice de refraccion.

Fuente: (Miranda, 2006, p.38-64)

Realizado por: Angélica Allauca, 2017

2.5.3.4 Determinacion del pH

El pH es un indie numérico que indica la acidez o alcalinidad de soluciones acuosas y se

encuentra en funcién de sus iones hidrogeno.

Metodologia experimental:
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Para la medicion del pH se utilizé un pH-, metro digital, el cual fue calibrado con una solucién
reguladora de pH, posteriormente se registré el valor del pH del extracto de Oreocallis
grandiflora. (Miranda, 2006, c, p.38-64)

2.5.3.5 Determinacioén de solidos totales:

Los sdlidos totales consisten en el cambio de la masa por influencia del calor mediante la
evaporacion y el secado de la solucion de ensayo hasta una masa constante.

Metodologia experimental:

Se coloc6 5 mL de
extracto en una capsula
previamente tarada a
105 °C.

Se evaporo hasta
—>| sequedad sobre bafio de —>
agua caliente

Se coloco en la estufa
durante 3 horas

v

Posteriormente se
coloco en la desecadora
hasta que  alcance
temperatura ambiente

Para alcanzar  peso
—> | constante se mantubo en
el desecador por 1 hora.

Figura 11-2: Metodologia para determinar el contenido de solidos totales en el extracto vegetal
Fuente: (Miranda, 2006, p.38-64)
Realizado por: Angélica Allauca, 2017

CALCULOS:

P'"V‘P +100 Ecuacion (6).

St =

Donde:

P, = masa en gramos del residuo mas la capsula

P=masa en gramos de la capsula vacia
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V= volumen del extracto

100= factor matematico.

2.5.4 Determinaciéon de fenoles totales

Se realiz6 la cuantificacion de los fenoles totales del extracto liofilizado de flores de Oreocallis
grandiflora utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu (FC). Este reactivo esta constituido por una
mezcla de acido fosfotingstico y el &cido fosfomolibdico, que por oxidacion de los fenoles se
reduce a 6xido de tungsteno y molibdeno produciendo una coloracién azul. La coloracion azul
producida es proporcional a la concentracion de compuestos fenolicos presentes, siendo

susceptible a ser determinada espectrofotométricamente a 765 nm.

Se prepard una solucién madre de 100 mg/L a partir de esta disolucion se preparé 10 mL de
disoluciones diluidas de concentraciones crecientes de acido galico entre 20 a 100 ppm luego se
procedi6 de la siguiente manera tanto para el extracto como para las diferentes soluciones de

acido galico:

Se tom6 250 uL de cada disolucién de &cido gélico o del extracto y se colocd en un matraz de
25 ml, luego se afiadié 15 ml de agua destilada y 1.25 ml de reactivo de Folin-Ciocalteu,
inmediatamente se procedi6 a homogenizar el contenido de los matraces en el vortex ,8 minutos
después se adiciond a cada matraz 3.75 ml de disolucion de carbonato sddico al 7.5% y se afor
a un volumen final de 25 ml con agua destilada, se dej6 reposar durante 2 horas a temperatura

ambiente y protegido de la luz.

Finalmente, se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 765 nm y se trazé la curva de

calibracion en funcidn de la concentracion vs la absorbancia. (Toma et al., 2001, p.4751)

2.5.5 Determinacién de flavonoides:

Se prepard soluciones de quercetina utilizando como disolvente metanol a concentraciones de
20, 40, 60, 80 y 100 ppm. El procedimiento que se muestra a continuacién fue similar tanto para

el extracto como para las soluciones estandar.

Se tomé 1 mL de muestra y se afiadié 4 mL de agua destilada conjuntamente con 300 uL de
nitrato de sodio al 5%, después de 5 minutos se coloc6 300 uL de Tricloruro de Aluminio al

10%, se dejé en la obscuridad por 6 minutos transcurrido este tiempo se adicion6 2 ml de
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hidroxido de sodio 1 M, se dejé en obscuridad y a temperatura ambiente por 15 minutos.

Finalmente se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 510 nm. (Boukhris et al., 2012, p.2)

Los resultados fueron expresados en miligramos de quercetina por 100 gramos de planta y en
porcentaje.

2.5.6 Determinacién del potencial antioxidante de flores de Oreocallis
grandiflora por el método DPPH

Para elaborar de la curva de calibracion se prepar6 disoluciones de &cido galico utilizando como

disolvente metanol a diferentes concentraciones: 10, 50, 100, 200, 500 y 1000 ppm.

Se tomd 3.9 mL de reactivo de DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) y se afiadié 100 uL de
solucion de acido galico o del extracto respectivamente y se dejo en obscuridad durante 1 hora,

posteriormente se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 515 nm. (Bouaziz et al., 2010,
p.897)

2.5.7 Evaluacién de la actividad diurética de las flores de Oreocallis

grandiflora
2.5.7.1 Preparacion del extracto del material vegetal y la dosis de furosemida:
Se prepard una solucion madre de 60 mg/mL utilizando como disolvente carboximetil celulosa
sodica al 0.9%, a partir de esta se procedio a formular las disoluciones para los diferentes
tratamientos: 25, 100 y 200 mg/kg.

Como grupo control negativo se utilizo carboximetil celulosa sédica al 0.9%

Como grupo control positivo se utilizo furosemida sélido oral de 40 mg, a una dosis de 10 mg/

kg disuelta en carboximetil celulosa sodica 0,9%. (Al-saikhan and Ansari, 2016, p.2)
2.5.7.2 Animales experimentales:
Se utilizo ratas de laboratorio (Rattus norvergicus) hembras, de pesos comprendidos entre 180 a

250 gramos provenientes del Bioterio de la Facultad de Ciencias y mantenidas a las

especificaciones que se muestran en la siguiente tabla:
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Tabla 4-2: Condiciones en las que se mantuvieron los animales de experimentacion
Temperatura 22+2°C

Humedad 50+ 10 %

Periodo de fotoluminiscencia | 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.

Pellets de balanceado para roedor 20 g al dia y agua
purificada

Alimentacion

Realizado por: Angelica Allauca, 2017

2.5.7.3 Protocolo experimental para determinar la actividad diurética

Para determinar la actividad diurética se dividié en grupos completamente al azar. Se privé de
alimento pero no de agua a las ratas de laboratorio 12 horas antes de la prueba, a continuacion, a
cada una se administr6 oralmente 5 ml/ 100 g de peso corporal de solucion salina isotonica (Na*
CI" 0.9% p/v) para imponer una carga uniforme de agua. (Ghelani, Chapala and Jadav, 2016, p.115)

Cuarenta y cinco minutos después las ratas fueron divididas en 5 grupos y se realizé una
administracion por via oral de la siguiente manera: grupo 1: 1 mL de Carboximetil celulosa al
0,9%; grupo 2: 1 ml de furosemida 10 mg/kg ; grupo 3,4 y 5 : 1ml de extracto liofilizado de las
flores de Oreocallis grandiflora a concentraciones de 25, 100 y 200 mg/kg, luego se colocé en
cajas metabdlicas para realizar la recoleccion de orina durante un periodo de 6 horas,
posteriormente se midi6 el volumen final de orina excretada en mL y finalmente se procedi6 a

medir la concentracion de electrolitos (Sadki et al., 2010, p.353)

2.5.8 Determinacién de electrolitos en orina

La medicion de electrolitos se realiz6 con el analizador de electrolitos versatil AVL 9180 del
laboratorio  clinico  bacteriolégico NOVALAB-Riobamba. Cuenta con electrodos
intercambiables, los cuales permiten configurar el equipo en 7 perfiles diferentes.

Método: por electrodo de ion selectivo.

Anadlisis: se levanta la puerta para que la muestra sea automaticamente aspirada.

Volumen de muestra: 95 pul

Tipo de muestra: orina

Tiempo de andlisis: 50 segundos
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Temperatura: 15-32°C

Humedad relativa: 5%-95%

2.5.9  Anélisis estadistico:

Los datos de esta investigacion se tabularon en el sistema estadistico SPSS y Excel. Los
resultados fueron analizados mediante el test de ANOVA y un post test, pudiendo ser Tukey o

Dunnet segln los requerimientos. Los resultados fueron considerados estadisticamente

significativos si p<0,05.
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CAPITULO 111

3 MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE
RESULTADOS
3.1 Control de calidad de la droga cruda

Tabla 1-3: Resultados del control de calidad fisico-quimico de las flores de Oreocallis
grandiflora.

" Flores de Oreocallis Limites de Normativa
PARAMETRO grandiflora (%) referencia

Humedad (%) 12.56+0.067 14 Real Farmacopea

Espafiola
. Real Farmacopea

0,

Cenizas totales (%) 2.4+0.060 5 Espariola
Cenizas solubles en agua 0.60+0.035 9 Real Farrpacopea

(%) Espafiola
Cenizas insolubles en HCI Real Farmacopea

(%) 0.28+0.035 1 Espafiola

Realizado por: Angélica Allauca, 2017

El control de calidad de la droga cruda es fundamental para determinar que se encuentra libre de
contaminacion inorganica como polvo, la excreta de los animales; y la contaminacién organica

como insectos, etc.

El contenido de humedad fue de 12.56 %, encontrandose dentro del rango de referencia lo cual
es fundamental para mantener la estabilidad e inhibir el crecimiento microbiano, la presencia de
hongos e hidrolisis. Ademas, constituye en parametro importante para garantizar la calidad de la

droga vegetal y eficacia del procese de desecacion.

Un elevado contenido de cenizas totales indica la presencia de compuestos organicos e
inorganicos en el material vegetal como: fosfatos, carbonatos, nitrito de sodio, cloruros, calcio,
etc. Estos compuestos pueden provenir tanto de la ceniza fisiologica, que se deriva del propio
tejido vegetal, como la ceniza no fisioldgica, que constituye la materia extrafia como la arena o

la tierra adherida a la superficie de la planta. (Folashade, Omoregie and Ochogu, 2012, p.103)
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El contenido de ceniza insoluble en &cido clorhidrico proporciona informacion de la cantidad de
silice presente en el material vegetal (arena o silice), mientras que el contenido de cenizas

solubles en agua permite determinar la cantidad de sales solubles en agua.

Las flores de Oreocallis grandiflora presentaron 2.4+0.060 de cenizas totales; 0.60+0.035 de
cenizas solubles en agua y 0.28+0.035 de cenizas insolubles en &cido clorhidrico porcentajes
que se encuentran dentro de los valore de referencia indicando la ausencia de materia extrafia
como tierra, arena o silice. (REAL FARMACOPEA ESPANOLA, 2003, p.95)

3.2 Tamizaje fitoquimico

Tabla 2-3: Tamizaje fitoquimico de los extractos de flores de Oreocallis grandiflora

COMPUESTO EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO

TIPODEENSAYO | | peNTIFICADO ETEREO HIDROALCOHOLICO | ACUOSOS
CATEQUINAS Catequinas N/A + N/A
RESINAS Resinas N/A - N/A

Lactonas
BALJET _ Y + +++ N/A

cumarinas
BORNTRAGER Quinonas N/A +++ N/A
FEHLING Azlicares N/A ++ ++
LIBERMANN- Triterpenos

P y + ++ N/A

BOUCHARD esteroides
ESPUMA Saponinas N/A ++ ++

Compuestos
FeCl, - N/A +++ +++

fendlicos
ANTOCIANIDINAS Antocianidinas N/A ++ N/A
DRAGENDORFF Alcaloides - - -
MAYER Alcaloides - - -
WAGNER Alcaloides - - -
SHINODA Flavonoides N/A ++ ++
SUDAN Grasas + N/A N/A
PRINCIPIOS
AMARGOS N/A N/A +
MUCILAGOS Polisacaridos N/A N/A +

Realizado por: Angélica Allauca, 2017

El tamizaje fitoquimico realizado en las flores de Oreocallis grandiflora con diferentes
solventes mostraron la presencia cualitativa de algunos metabolitos secundarios como: lactonas,

cumarinas, quinonas, compuestos fendlicos, flavonoides que se puede observar en la tabla 2-3.
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Las plantas sintetizan diferentes metabolitos secundarios que se caracterizan por su efecto
farmacoldgico y curativo, los cuales pueden ser sintetizados para formular nuevos farmacos que
mejoren la salud de la poblacion. ElI mayor nimero de compuestos se present6 en el extracto

hidroalcoholico siendo los siguientes:

Flavonoides y fenoles los cuales son compuestos que cumplen funciones importantes en las
plantas como: proporcionar hermosos colores a las flores. (zhu et al., 2012, p.2). Segin varios
informes estos compuestos presentan actividad antioxidante tanto in vitro como in vivo. (Agati et
al., 2012, p.67). La actividad antioxidante de los flavonoides in vitro puede llegar a ser mas fuerte

que la vitamina C y E, dependiendo de las concentraciones utilizadas. (Quality, 2010, p.115).

Ademas, los flavonoides tienen una amplia gama de actividades biol6gicas como:
antiinflamatorios, anticancerosos, cardioprotectora, hepatoprotector, antimicrobiano, antiviral,
antialérgicos, vasodilatadores, en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas y efecto
diurético, este Gltimo atribuido principalmente a la presencia de flavonoides y derivados del

acido caféico. (Balasundram, 2006, e, p.5)

Se encontraron triterpenos y esteroides que son compuestos de interés farmacolégico debido a
su estrecha relacion con las hormonas, incluidas las hormonas sexuales. Los esteroides se han

utilizado como agentes antinflamatorios y analgésicos en situaciones clinicas modernas. (Shantabi
etal., 2014, p.6)

Se ha demostrado la presencia de saponinas las cuales poseen propiedades de formacién de
espuma, lo cual explica su comportamiento similar al jabén en el agua, por lo tanto, pueden ser
utilizadas como detergentes. Ademas, son compuestos alelopaticos los cuales actlan como

defensa contra patdgenos e insectos en las plantas. (J, 2015, p.6).

Se ha comprobado que las saponinas poseen propiedades farmacolégicas como:
antimicrobianas,  antiplasmodial, antiproliferativas,  antimaléricas, antiaterosclerosis,
antialérgicas, insecticidas, antidiabéticas, anticancerosas y antinflamatorias. También se ha

informado que son activas contra la obesidad. (Mroczek, 2015, p.5)

Los resultados obtenidos en la tabla 2-3 son comparables con aquellos de investigaciones de
plantas emparentadas de la misma familia (Proteaceae) como Macadamia integriflora, Hakea
salicifolia y Hakea. sericeae, las cuales reportan la presencia de compuestos fenolicos,

flavonoides terpenos y taninos en cantidades abundantes. (Madureira et al. 2012, p.41), (Boyer & Cock
2013, p.6).
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El efecto diurético de las flores de Oreocallis grandiflora podria ser atribuido a la presencia de
grupos fitoquimico tales como flavonoides, terpenoides y saponinas ya que proporcionan
efectos favorables sobre los procesos fisioldgicos del rifidn, probablemente: aumentando la
capacidad de ahorro de potasio, la union con el receptor de adenosina Al o mediante la
inhibicion de la reabsorcion tubular de agua y los aniones. (Aziz et al., 2014, a, p.4)

3.3 Control de calidad del extracto hidroalcohdlico de flores de Oreocallis

grandiflora

Tabla 3-3: Control de calidad del extracto hidroalcoholico de las flores de Oreocallis

grandiflora
PARAMETRO Extracto h|droalcoh<;l rlggdﬂilcl)?; flores de Oreocallis
CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS
Olor Alcoholico aromatico
Color Amarillo
Aspecto Transparente
Sabor Amargo ligeramente astringente
CARACTERISTICAS FiSICO - QUIMICAS
indice de refraccion 1.37+0.00
pH 5.62+0.01
Densidad relativa 0.82+0.01
Solidos Totales (%0) 1.82+0.05

Realizado por: Angélica Allauca, 2017

La identificacion de las plantas medicinales estd basada en determinar sus caracteristicas
macroscopicas y microscopicas. Sus caracteristicas microscopicas incluyen olor, tamafio, sabor,
forma y caracteristicas especiales de la planta. Esta evaluacion proporciona un medio simple y

rapido para establecer la identidad de la planta como también determinar su calidad y pureza.

El extracto hidroalcoholico de flores de Oreocallis grandiflora presenté un olor alcohélico
aromatico que se relaciona probablemente a su alto contenido de compuestos fendlicos. (Qil,
2016, p.7), mostro coloracion amarilla propia del material vegetal utilizado, aspecto transparente
y sabor amargo ligeramente astringente que se relaciona con su pH acido de 5.62+0,01. (Romero
and Navarro, 2005, p.4-10). EI pH muestra caracteristicas acidas débiles relacionadas con la
presencia de compuestos extraidos tales como: flavonoides, fenoles, taninos, etc. (Pacheco et al.,
2013, p.5)
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El porcentaje de solidos totales fue 1,82+0,05 y de 1,37+0,00 para el indice de refraccion
encontrandose dentro de los valores de referencia segln la farmacopea francesa de 1989, que
establece que el porcentaje no debe ser menor a 1,20, estos parametros indican una buena
solubilidad de los metabolitos en el solvente utilizado.

La densidad relativa del extracto hidroalcohdlico fue de 0,82+0,01, mientras que la densidad del
solvente empleado (alcohol al 96%) fue de 0,789 g/mg lo cual indica que existen sustancias

disueltas en el extracto.

3.4 Cuantificacion del contenido de fenoles totales por el método de Folin-

Ciocalteu:

La concentracion de fenoles en el extracto metandlico de flores de Oreocallis grandiflora fue
cuantificado mediante el método de Folin-Ciocalteu, para lo cual se elabor6 una curva de
calibracion de é&cido gélico, proporcionando la siguiente ecuacién de la recta: y=
0.0026x+0.00286, con R?=0.9991

La concentracion de fenoles totales se obtuvo al interpolar el valor obtenido de la absorbancia
de la muestra en la curva de calibracion en las siguientes unidades: miligramos de cido gélico

por 100 g de extracto liofilizado y en porcentaje:

Tabla 4-3: Resultados de la cuantificacion de fenoles totales del extracto hidroalcohélico
de flores las flores de Oreocallis grandiflora

Fenoles totales expresados como g de
Extracto Acido galico/100 g de extracto liofilizado Porcentaje
de flores de Oreocallis grandiflora

Metanolico 12.013+0.210 12.013+0.210

Realizado por: Angélica Allauca, 2017

La concentracion de fenoles totales en el extracto liofilizado de flores de Oreocallis grandiflora
en solvente metanolico es de 12.013+0.210 mg de acido galico por cada 100 g de extracto
liofilizado. Este valor muestra la presencia de una gran cantidad de compuestos fendlicos en su

composicion.

Es importante mencionar que existen estudios anteriores realizados por la Universidad Técnica
Particular de Loja en la cual reportan un contenido de fenoles en extracto metandélico de 17.4 g
de &cido gélico por cada 100 g de extracto. Los estudios anteriores muestran un valor superior
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de fenoles totales ya que se utilizaron hojas mientras que en esta investigacion se utilizaron las

flores. (Br 2013, a, p. 65)

Ademaés, es comparable en mayor o menor cantidad con otros estudios de la misma familia
proteaceae como Grevillea robusta que presenta un contenido de fenoles de 10.104 y Protea

cynaroides L. de 4.209 gramos de &cido galico por cada 100 gramos de extracto. (Wei et al. 2012,
p.222) (Wu, H. C. Du Toit 2011, p.12544)

3.5 Cuantificacién de flavonoides totales:

La concentracion de flavonoides en el extracto metanolico de flores de Oreocallis grandiflora
fue cuantificado mediante técnicas espectrofotométricas con tricloruro de aluminio, para lo cual
se elabor6 una curva de calibracion de quercetina, proporcionando la siguiente ecuacion de la
recta: y= 0.00212x+0.00256, con R?=0.999.

La concentracion de flavonoides se obtuvo al interpolar el valor obtenido de la absorbancia de la
muestra en la curva de calibracion en las siguientes unidades: miligramos de quercetina por 100

g de extracto liofilizado y en porcentaje:

Tabla 5-3: Resultados de la cuantificacion de flavonoides del extracto hidroalcohélico de
flores las flores de Oreocallis grandiflora

Flavonoides totales expresados como g de
Extracto quercetina /100 g de extracto liofilizado de Porcentaje
flores de Oreocallis grandiflora

Metanol 15.852+1.53 15.852+1.53

Realizado por: Angélica Allauca, 2017

El extracto metandlico de flores de Oreocallis grandiflora present6 un contenido de flavonoides
totales de 15.852+1.53 miligramos de quercetina por 100 gramos de extracto liofilizado. Este

valor muestra un alto contenido de flavonoides.

Su alto contenido de flavonoides podria estar relacionado con la actividad diurética debido a
que segun bibliografia estos compuestos actian a nivel de la nefrona aumentando la excrecién

urinaria.(Aziz et al. 2014, b, p.14)

El contenido de flavonoides totales de las flores de Oreocallis grandiflora es superior en

comparacion a otros estudios realizados con plantas de la misma familia (Proteaceae) como
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Embothrium coccineum cuyo extracto etanélico presento 0.502 o con Helicia nilagarica bedd

de 5.6 gramos de quercetina por 100 gramos de material vegetal seco. (Leyton et al. 2015, p.264).
(Lalawmpuii et al. 2014, p.248)

Ademas, la concentracion de flavonoides es superior al de fenoles totales, lo cual podria estar
influenciado por la polaridad del solvente de extraccion y por la solubilidad de los flavonoides
en el disolvente de extraccién, en este caso los flavonoides son mas solubles en extracto

metandlico que los fenoles totales. (Babbar et al. 2014, p.4)

3.6 Determinacion de la capacidad captadora de radicales libres mediante
el método de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo).

Tabla 6-3: Concentracion del extracto de flores de Oreocallis grandiflora capas de inhibir
la concentracion inicial del DPPH en un 50%

Flores de Oreocallis grandiflora Acido galico

IC 50 ug/mL 907.003 35.20

Realizado por: Angélica Allauca,2017

La actividad antioxidante por el método de inhibicién del DPPH reporta sus resultados como
IC50 o también denominada concentracion media inhibitoria, es decir, la concentracién efectiva

del antioxidante necesario para inhibir la concentracion inicial de DPPH en un 50%. (Shahidi and
Zhong, 2015, p.6).

La actividad captadora de radicales libres en el extracto hidroalcoh6lico de las flores de
Oreocallis grandiflora presentd un ICsq de 907,003 ug/mL considerado bajo frente al acido

gélico de 35,20 pg/mL.

Con los resultados obtenidos para fenoles y flavonoides se esperaba un ICsq bajo comparable al
del acido galico, pero los resultados no fueron significativos, esto quiza se deba a que el acido
galico es un compuesto puro a diferencia del extracto el cual contiene diferentes metabolitos los
cuales podrian actuar de manera sinérgica o inhibitoria en este caso quiza produciendo actividad

pro-oxidante que se contrapone al potencial antioxidante. (Saravanan et al. 2014, p.56-64)

Al comparar con otra planta como Protea elliottii (Proteaceae) la cual en extracto metanolico

reporta un I1Cs, de 14.20 ug/ml o a su vez al comparar con Passiflora alata en extracto etanélico

la cual presenta un ICsq de 1061.2 £ 8.5 ug/ml se puede concluir que las flores de Oreocallis

grandiflora posee una actividad antioxidante media. (Lawal et al. 2017, p.33)(Wasicky et al. 2015, p.409)
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Ademas, estudios anteriores realizados en hojas de Oreocallis grandiflora utilizando diferentes
solventes metanol, acetato de etilo y hexano reportan un ICs, de 15.69 y 134 pg/ml,
respectivamente lo cual demuestra que las hojas son potencialmente mas antioxidantes que las
flores. Sin embargo, se puede decir que las flores a concentraciones elevadas poseen una

inhibicion muy promisoria. (Br 2013, b, p.64)

La capacidad antioxidante del extracto analizado podria estar relacionado con su alto contenido
de flavonoides y fenoles ya al ser compuestos que contienen en su estructura una serie de
grupos hidroxilos pueden actuar como agentes reductores, antioxidantes, donadores de
hidrogeno y desactivadores de oxigeno, lo cual lo realizan por la disponibilidad de sus iones
hidrégeno funcionando como captadores y donadores de hidrdgeno responsables de la actividad
antioxidante. (Acids, 1996, p.934). (Mira, 2002, p.1219)

3.7 Evaluacion de la actividad diurética de las flores de Oreocallis

grandiflora en ratas (Rattus norvergiccus)

Tabla 7-3: Efecto de las flores de Oreocallis grandiflora en el volumen de orina utilizando
ratas de laboratorio en un intervalo de 6 horas.

6 horas después de la administracién de la droga
GRUPO . Volumen de Accion Actividad
Dosis . S s
orina (mL) diurética diurética
Control negativo 5mL/g 2.1240.303 1 -
Furosemida (10 mg/kg) 10 mg/Kg 4.86+0.888 2.30 1
ELFOG 25 mg/Kg 4.62+0.768 2.17 0.94
ELFOG 100 mg/kg 4.14+0,483 1.95 0.85
ELFOG 200 mg/kg 3.62+0,449 1.72 0.75

ELFGO=extracto liofilizado de flores de Oreocallis grandiflora

Realizado por: Angélica Allauca, 2017

El presente estudio examind la eficacia diurética del extracto liofilizado de flores de Oreocallis
grandiflora en ratas de laboratorio. Se eligié la via de administracién oral ya que es la mas
utilizada en la medicina tradicional, su efecto farmacoldgico se compar6 con la furosemida que
es un diurético ampliamente utilizado en la practica clinica perteneciente a los diuréticos de tipo

asa. (Sadki et al., 2010, p.355)
Previo al tratamiento se administr6 a los animales una carga de solucion salina necesaria para
producir un aceptable grado de diuresis simulando condiciones edematosas para asi poder

demostrar su efectividad en presencia de agua y electrolitos. (Nedi, Mekonnen and Urga, 2004, a, p.60)
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Después de la administracion oral de las tres diferentes dosis (25, 100 y 200 mg/kg) se produce
efectos diuréticos notables en comparacion al grupo control (furosemida 10 mg/kg)
proporcionando una base cuantitativa para explicar su uso como diurético en la medicina
tradicional, este efecto farmacoldgico podria ser atribuido a la presencia de grupos fitoquimico
tales como flavonoides, terpenoides y saponinas determinados anteriormente en el tamizaje

fitoquimico.

Ademas, se puede observar que al aumentar la dosis disminuye el efecto diurético, demostrando
un doble efecto sobre la funcién renal, incluyendo el incremento e inhibicion de la actividad

diurética, diferenciandolo de los diuréticos cominmente utilizados en medicina natural. (Chen et
al., 2014, p.117)

Se verifica una relacion inversamente proporcional entre la dosis y el efecto diurético a las
diferentes concentraciones empleadas en el ensayo, probablemente debido a que en esta
investigacion se utilizd un extracto bruto el cual al estar compuesto por diferentes sustancias
pueden haber provocado interferencia a medida que aumentaba su concentracién. Las sustancias
coextraidas en el extracto bruto pueden interferir con la absorcion, distribucion o union al

receptor de los componentes activos. (Nedi, Mekonnen and Urga, 2004, b, p. 60)

Tabla 8-3: Volumen de orina excretada por las ratas de laboratorio por influencia del extracto
de flores de Oreocallis grandiflora

Volumen
GRUPO lhora | 2horas | 3horas | 4 horas | 5horas | 6 horas Total
Control negativo
0.98+0.59 0.32+0.31 0.64+0.97 | 0.04+0.09 | 0.04+0.05 0.1+0.14 2.12+0.30
(CMC 0,9%)0
Furosemida
3.74+0.85 0.62+0.23 0.32+0.26 | 0.12+0.18 | 0.04+0.09 | 0.02+0.04 4.86+0.89
(20 mg/kg)
ELFOG
2.52+0.54 0.76%0.26 0.4+0.42 0.14+0.13 0.3+0.34 0.5+0.14 4.62+0.77
(25 mg/k)
ELFOG
1.54+0.80 0.68+0.66 0.444+0.48 | 0.22+0.27 0.7+1 0.56+0.35 4,14+0.48
(100 mg/kg)
ELFOG 0.84+0.78 1.2+0.66 0.1+0.10 0.52+0.69 | 0.06+0.13 0.9+0.45 3.62+0.45
(200 mg/kg)

CMC: carboximetilcelulosa. ELFGO: extracto liofilizado de flores de Oreocallis grandiflora

Realizado por: Angélica Allauca, 2017

La tabla 8-3 muestra que la furosemida posee un efecto diurético instantaneo a la primera hora
después de la administracion en comparacion al control negativo y a las dosis utilizadas en el
ensayo lo cual esta relacionado directamente con la alta biodisponibilidad que posee la

furosemida. (Vargo et al., 1995, p.608).
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Esta diferencia horaria del efecto diurético entre la furosemida y las diferentes dosis del extracto
de flores de Oreocallis grandiflora utilizadas en el ensayo , esta probablemente relacionado con
las caracteristicas de absorcion gastrointestinal de los componentes del extracto o a que
contenga metabolitos activos que posean una larga vida pudiendo ser incluso de accién
prolongada en el sitio de accidn (Holford and Sheiner, 1981, p.444)

3.8 Evaluacién de los Electrolitos urinarios

Tabla 9-3: Efecto de las flores de Oreocallis grandiflora sobre la excrecion urinaria de
electrolitos en ratas de laboratorio en muestras de orina de 6 horas:

Na“en K" en Clen . . )
) ) ) ) Na K Cl
Grupos Dosis orina orina orina ] ]
index | index | Index
(mmol/L) | (mmol/L) | (mmol/L)
CMC 0,9% 130.6+9.99 50.78+2.77 205+14.80 1 1 1
Furosemida | 10 mg/Kg | 183.6+12.34 | 128.76+18.22 | 262.67+9.50 1.41 2.54 1.28
ELOG 25mg/kg | 170+10.38 | 177.66+9.55 | 249+17.34 1.30 3.50 1.21
100
ELOG 153.5+11.32 | 165.52+8.19 | 240.33+14.57 | 1.18 3.26 1.17
mag/kg
200
ELOG /k 148.94+8 159.06+6.28 | 230.67+14.29 | 1.14 3.13 1.13
mg/kg

CMC: carboximetilcelulosa. ELFOG: extracto liofilizado de flores de Oreocallis grandiflora. INDEX= excrecién en el grupo de
ensayo / excrecion en el grupo de control.
Realizado por: Angélica Allauca, 2017
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GRAFICO 1-3: Excrecion urinaria de electrolitos en ratas de laboratorio por influencia

de la diferentes dosis administradas
Realizado por: Angélica Allauca, 2017
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El extracto de flores de Oreocallis grandiflora mostr6 un aumento significativo en la
concentracion de iones sodio, potasio y cloro, por lo tanto, posee importantes efectos saluréticos
y natriuréticos. La mayoria de los diuréticos excepto los ahorradores de potasio causan un
aumento en la excrecidn de iones sodio y potasio. Esto se debe a la inhibicién de la reabsorcion
de sodio en el segmento proximal de la nefrona aumentando la secrecién de potacion en el

lumen tubular en el segmento distal de manera dependiente del flujo. (Shinkawa, 1993, p.323)

La concentracion de electrolitos se relaciona directamente con el volumen de orina excretado es
decir que al disminuir el volumen urinario disminuye de manera similar la concentracion de
electrolitos Na*, K* y CI. La concentracion elevada de electrolitos se relaciona con los
diuréticos de tipo asa como la furosemida que actlan inhibiendo el cotransportador Na*, K™ y
CI" situado en la porcién gruesa del asa de Henle, inhibiendo asi la reabsorcion de los

electrolitos. (Novaes et al., 2014, p.527).

Sin embargo, se evidencio concentraciones menores de calcio y sodio, aunque mayores de
potasio excretadas en el mencionado tratamiento con respecto al control positivo, ademas el

tiempo de accion es mas prolongado al comparar con el farmaco de referencia (furosemida).

Por lo anteriormente mencionado, se podria deducir que el extracto de flores de Oreocallis
grandiflora pertenece al grupo de los tiazidicos y dentro de este grupo a los derivados de las
sulfamidas los cuales no incrementan su efecto diurético al aumentar la dosis, aunque se

requieren estudios adicionales para determinar su mecanismo de accion. (Morales-Olivas, 2013, a,
p.15) (Manuel and Jarillo, 2017, p.19)

Tabla 10-3: Efecto natriurético, salurético e inhibicién de la anhidrasa carbodnica de las flores
de Oreocallis grandiflora en ratas de laboratorio en muestras de orina recogidas por 6 horas.

Grupos Dosis Efecto salurético | Efecto natriurético | Salurético index | Natriurético index
CMC 0,9% 337.67+16.50 2.58+0.26 1 1
Furosemida 10mg/Kg 449.3346.43 1.45+0.23 1.33 0.56
ELOG 25mg/kg 425.40£12.04 0.96+0.07 1.26 0.37
ELOG 100mg/kg 402.97+16.09 0.93+0.09 1.19 0.36
ELOG 200mg/kg 385.03+11.44 0.94+0.03 1.14 0.36

ELFOG: Extracto liofilizado de flores de Oreocallis grandiflora CMC: carboximetilcelulosa INDEX: excrecién en el grupo de
ensayo / excrecién en el grupo de control.
Realizado por: Angélica Allauca, 2017
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El efecto salurético de las flores de Oreocallis grandiflora a una dosis de 25 mg/kg es de
425.40+12.04, el cual es menor al compararlo con el farmaco de referencia que reporta un
efecto salurético de 449.33+6.43.

El extracto de flores de Oreocallis grandiflora podria pertenecer a un diurético tiazidico ya que
son farmacos que se caracterizan por actuar en la porcion inicial del tibulo contorneado distal
inhibiendo moderadamente el cotransportador Na y Cl aumentando asi la excrecion renal de
ambos iones, ademas actlan como natriurético moderado visiblemente menos potente que la

furosemida. (Jentzer et al., 2010, p.1528). (Morales-Olivas, 2013, b, p.14)

El efecto natriurético de las flores de Oreocallis grandiflora a una dosis de 25 mg/kg es de
0.96+0.07, mientras que la furosemida posee un valor de 1.45+0.23, esta disminucién del efecto
natriurético entre el farmaco de referencia y el extracto de ensayo se debe a que existe una

mayor excrecion del ion potasio en comparacién al sodio.

Por lo tanto, el extracto de flores de Oreocallis grandiflora podria pertenecer a un diurético tipo
tiazida los cuales se caracterizan por producir una mayor pérdida del ion potasio accién que se
produce por una reabsorcion de ion sodio estimulando asi la excrecion de potasio 0 a su vez la
disminucién de la concentracion del ion calcio hace que se activen los canales de sodio
favoreciendo la excrecion de potasio produciendo hipocalemia por lo cual son farmacos que

también podrian ser utilizados para reducir la presion arterial. (Ellison and Loffing, 2010, p.1-2)

Tabla 11-3: Efecto de las flores de Oreocallis grandiflora sobre la excrecion urinaria de los
iones calcio en ratas de laboratorio en muestras de orina recogida por 6 horas.

GRUPO DOSIS Concentracion de Ca
CMC 0.9% 7.17+0.16
Furosemida 10 mg/kg 9.30£0.19
ELFOG 25 mg/kg 5.36+0.17
ELFOG 100 mg/kg 5.32+0.16
ELFOG 200 mg/kg 5.31+0.15

CMC: carboximetilcelulosa. ELFOG: extracto liofilizado de Oreocallis grandiflora
Realizado por: Angélica Allauca, 2017.

En el cuadro anterior se puede analizar que los tratamientos (25, 100 y 200 mg/kg) de flores de
Oreocallis grandiflora eliminan una concentracion menor de iones calcio frente al control

positivo (furosemida) incluso menor que el control negativo (carboximetil celulosa 0.9%).
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Al reducir la concentracion de ion calcio podria poseer la caracteristica de impedir la formacion
y agregacion de pierdas de oxalato de calcio inhibiendo el posterior crecimiento de célculos
renales, ademas es una base cientifica para catalogarlo como un diurético tipo tiazida ya que
estos se caracterizan por eliminar menor cantidad de calcio en orina, aunque se requiere la
medicién de otros iones como: fosfato, &cido Urico, urea y creatinina para que se le otorgue

estas caracteristicas. (Ghelani et al. 2016)

Por consiguiente, el extracto hidroalcohdlico de las flores de Oreocallis grandiflora podria
constituirse en un diurético tipo tiazida. Se requieren analisis posteriores para investigar los
activos responsables de la actividad y comprender el mecanismo del efecto diurético a nivel

molecular.

3.9 Analisis estadistico

EFECTO DIURETICO
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GRAFICO 2-3: Dosis administrada vs volumen de orina excretada durante un
periodo de 6 horas

Realizado por: Angélica Allauca, 2017
Los resultados obtenidos en la evaluacion de la actividad diurética fueron analizados utilizando
el software estadistico IBM SPSS 22 mediante el disefio completamente aleatorio el cual trabaja

con un factor (dosis) y una variable respuesta (excrecién urinaria en mL).

Se utiliz6 el test de Kolmogorov-Smirnov y el test de homogeneidad de varianzas para

determinar normalidad y homogeneidad respectivamente, mediante los cuales se estableci6 ser
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una distribucién normal aceptando la hipotesis nula con p=0.112, proporcionando informacion

necesaria para aplicar estadistica paramétrica, aplicando el test ANOVA de un factor.

El test ANOVA de un factor dio como resultado p=0.000, por lo cual se acepta la hipotesis
alternativa (p<0.05), es decir existen diferencias significativas en la excrecion urinaria por causa

de la dosis administrada.

Al aceptar la hipdtesis alternativa mencionada anteriormente existe la necesidad de determinar
la mejor dosis mediante el uso del test de Tukey, en donde se analizd el cuadro de
comparaciones multiples el cual explica que existe un cambio estadistico en la excrecion
urinaria entre el control negativo y los tratamientos utilizado es decir existe una mayor
excrecion urinaria de la furosemida y las diferentes concentraciones de los extractos de flores de

Oreocallis grandiflora con respecto al control negativo.

Posteriormente, se analizé el cuadro de subconjuntos homogéneos el cual indica que las dosis
del extracto hidroalcohdlico de flores de Oreocallis grandiflora a una concentracion de 25 y
100 mg/kg no presentan diferencias significativas con respecto al control positivo (furosemida)

en relacion al volumen de orina excretada ya que se encuentran en la misma familia.
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CONCLUSIONES:

Se determind que las flores de Oreocallis grandiflora cumplen con los pardmetros de control de
calidad haciéndola apta para ser estudiada ya que no contiene sustancias extrafias provenientes
del &rea de recoleccion y almacenamiento. Mediante el tamizaje fitoquimico se identificd
principalmente la presencia de compuestos fendlicos, flavonoides, quinonas, lactonas y
cumarinas; ademas de otros compuestos como azlcares reductores, saponinas triterpenos y

esteroides.

Se cuantifico espectrofotométricamente la cantidad de fenoles totales y flavonoides presentes en
el extracto etandlico de flores de Oreocallis grandiflora el cual fue de 12.012+0.210 g de acido
galico/ 100 g de extracto liofilizado, mientras que la cantidad de flavonoides fue de
15.851+0.153 g de quercetina/100 g de extracto liofilizado.

Se obtuvo una capacidad captadora de radicales libres de 907.0032 pug/mL relativamente bajo en

comparacion al acido galico el cual fue de 35.1985 pg/mL.

Se comprobd el efecto diurético del extracto obtenido a partir de las flores de Oreocallis
grandiflora a las tres dosis administradas lo cual se atribuye a la presencia de grupos

fitoquimico tales como flavonoides, terpenoides y saponinas.

Se verifico una relacion inversamente proporcional entre la dosis y el efecto diurético, en el cual
la dosis de 25 mg/kg ejerci6 un efecto diurético del 94% frente al farmaco de referencia

(furosemida).

Se analizé la excrecién de electrolitos en la cual se evidenciaron concentraciones menores de
sodio y calcio, aunque mayores de potasio con referencia al control positivo (furosemida),
ademas de una accion farmacolégica prolongada que cimientan la base cientifica de que el
extracto obtenido a partir de flores de Oreocallis grandiflora podria asemejarse

farmacol6gicamente a un diurético tipo tiazida.
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RECOMENDACIONES:

Se requieren mas investigaciones fitoquimica y farmacodindmicas para investigar los activos

responsables de la actividad y comprender el mecanismo del efecto diurético a nivel molecular.

Se recomienda evaluar el efecto diurético de la planta de Oreocallis grandiflora utilizando otro
tipo de solventes, por un tiempo méas prolongado y con otras partes de la planta como pueden

ser las hojas.

Se sugiere una evaluacion a nivel toxicoldgico que contribuya a obtener una mayor informacion

acerca de los riesgos para la salud tanto a nivel de dosis repetida como a nivel histoldgico.
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ANEXOS.

ANEXO A. Recoleccién, secado y trituracion de las flores de Oreocallis grandiflora
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ANEXO B: Determinacion del contenido de humedad de las flores del material vegetal

ANEXO C. Determinacidn del contenido de Cenizas totales (Grafico 1C), cenizas solubles en

agua e insolubles en 4cido clorhidrico del material vegetal. (Gréfico 2C)

Gréfico 1C.

Gréfico 2C.




ANEXO D. Tamizaje fitoquimico de los extractos: etéreo (Grafico 1D), metandlico (Grafico
2D) y acuoso de las flores de Oreocallis grandiflora. (Grafico 3D).

Gréfico 1D.

Gréfico 2D.
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Gréfico 3D.
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ANEXO F. Control de calidad del extracto hidroalcoh6lico de la muestra de ensayo.

ANEXO G. Determinacion del contenido de fenoles totales mediante el método de tricloruro de

aluminio (Gréafico 1G) y flavonoides mediante el método de Folin Ciocalteau (Grafico 2G)

Gréfico 1G




Gréfico 2G

ANEXO H: Curva de calibracion del &cido galico (Grafico 1H) y de la quercetina (Grafico 2H)
utilizados para la cuantificacion de fenoles totales y fenoles respectivamente.

Gréfico 1H
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Gréfico 2H
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ANEXO 1. Determinacion del potencial antioxidante de flores de Oreocallis grandiflora
mediante el método DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo)




ANEXO J. Porcentaje de inhibicién del DPPH por influencia de la concentracion del &cido

gélico.
Concentracion ppm (&cido Absorbancia % de Inhibicién
galico)
10 0,501 19,715
20 0,450 27,9647
40 0,393 36,9391
60 0,182 70,9135
80 0,138 77,9647
100 0,096 84,6955

ANEXO K. Porcentaje de inhibicién del DPPH por influencia de la concentracion del extracto

de flores de Oreocallis grandiflora.

Concentracion ppm (flores Absorbancia % de Inhibicion
de Oreocallis grandiflora)
10 0,602 3,53
50 0,591 5,29
100 0,564 9,62
200 0,528 15,38
500 0,470 24,68
1000 0,304 51,28
1500 0,193 68,36
2000 0,132 78,36

ANEXO L. Coeficiente de determinacion lineal y actividad antioxidante del extracto de flores

Oreocallis grandiflora(Grafico 1L) y del estandar acido galico(Gréafico 2L).

Gréfico 1L

ACTWIDAD ANTIO=IDANTE
FLORES DE 0. GRANDIFLORA,

Logit Begression

Expl[0.8859 * Log(] -5.0327)) /(1 + Exp([0.8859 * Log+] -6.0327]]]
R =0.921868

ECA0 = 906.9216 [662 5848+1252 853

Probit Regression

" = Curnf orm(0.5002 * Logf<] -3.4033)
R = 0896167

ECHO =301.3177 [624.8842+ 1 E.467)




Gréfico 2L

ACTIVIDAD ANTIDXIDANTE
ESTANDAR ACIDO GALICO

Logit Hegrezsion

Expl[1.334 * Logf<] -4.965]] / [1 + Exp[[1.334 * Log[] -4.365]])
R = 0.30E5308

ECH0 = 35,1366 [21.4737+56.970E]

Frobit Heqgreszion

' = CurmMorm(0.846 # Logf) -3.016]
F = 0908523

ECHO = 35,327 [21.4023+57 . 6026)

ANEXO M. Valores de ICs, para la determinacién de la actividad antioxidante de las flores de

Oreocallis grandiflora (Grafico 1M) y el estandar &cido galico (Grafico 2M)

Gréafico 1M
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Gréafico 2M
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ANEXO N: Volumen de dosificacion en funcion del peso de los animales de experimentacion

para los diferentes tratamientos.

186 4,65 25 60 0,12 1,38
204 20,4 100 60 0,51 0,99
210 42 200 60 1,05 0,45
221 5,53 25 60 0,14 1,36
223 22,3 100 60 0,56 0,94

252 6,3 25 60 0,16 1,34
259 25,9 100 60 0,65 0,853
274 54,8 200 60 1,37 0,13
155 3,88 25 60 0,10 1,40
173 17,3 100 60 0,43 1,07
194 38,8 200 60 0,97 0,53

ANEXO O: Evaluacidn de la actividad diurética en rattus norverguccus: sustancias de ensayo

(Gréfico 10), administracion por via oral (Grafico 20), caja metabdlica (Grafico 30) y
recoleccion de la muestra (Gréfico 40).

Gréfico 10
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Gréfico 20

Grafico 30
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Gréfico 40

ANEXO P. Prueba de normalidad mediante el test de Kolmogorov-Smirnov (Gréfico 1P) y

homogeneidad mediante el test de homogeneidad de varianzas (Grafico 2P) utilizando un factor

(dosis) y una variable respuesta (la excrecion urinaria)

Gréfico 1P
Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra
Excrecion urinaria

N 25
Parametros normales®” Media 3,8760

Desviacién estandar 1,11553
Maximas diferencias Absoluta 157
extremas

Positivo ,107

Negativo -,157
Estadistico de prueba ,157
Sig. asintética (bilateral) ,112°




Grafico 2P

Prueba de homogeneidad de varianzas

Excrecion urinaria

Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.

4,178 4 20 ,013

ANEXO Q. Test ANOVA de un factor (Gréfico 1Q) y test de Tukey, en el cual se encuentra el
cuadro de comparaciones multiples (Grafico 2Q) y el cuadro de subconjuntos homogéneos
(Gréfico 3Q).

Grafico 1Q.

ANOVA
Excrecion urinaria
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 23,706 4 5,926 19,242 ,000
Dentro de grupos 6,160 20 ,308
Total 29,866 24




Gréfico 2Q.

Comparaciones multiples

\Variable dependiente:

Excrecién urinaria

HSD Tukey
95% de intervalo de
confianza

Limite
Diferencia de superi

() DOSIS (J) DOSIS medias (I-J) Error estandar Sig. Limite inferior or
Control (-) Furosemida -2,76000" ,35100 ,000 -3,8103 | -1,7097
25 mg/kg -2,48000" ,35100 ,000 -3,5303 | -1,4297
100 mg/kg -2,02000" ,35100 ,000 -3,0703 | -,9697
200 mg/kg -1,52000" ,35100 ,003 -2,5703 | -,4697
Furosemida Control (-) 2,76000" ,35100 ,000 1,7097 | 3,8103
25 mg/kg ,28000 ,35100 ,928 -,7703| 1,3303
100 mg/kg ,74000 ,35100 ,255 -,3103| 1,7903
200 mg/kg 1,24000" ,35100 ,016 ,1897 | 2,2903
25 mag/kg Control (-) 2,48000" ;35100 ,000 1,4297 | 3,5303




Furosemida -,28000 ,35100 ,928 -1,3303| ,7703
100 mg/kg ,46000 ,35100 ,688 -,5903| 1,5103
200 mg/kg ,96000 ,35100 ,084 -,0903 | 2,0103
100 mg/kg Control (-) 2,02000" 35100 ,000 9697 | 3,0703
Furosemida -,74000 ,35100 ,255 -1,7903| ,3103
25 mg/kg -,46000 ,35100 ,688 -1,5103| ,5903
200 mg/kg ,50000 ,35100 ,620 -,5503 | 1,5503
200 mg/kg Control (-) 1,52000" ,35100 ,003 ,4697 | 2,5703
Furosemida -1,24000" ,35100 ,016 -2,2903 | -,1897
25 mg/kg -,96000 ,35100 ,084 -2,0103| ,0903
100 mg/kg -,50000 ,35100 ,620 -1,5503 | ,5503

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




Gréfico 3Q.

Excrecion urinaria
HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05

DOSIS 1 2 3
Control (-) 5 2,1200

200 mg/kg 5 3,6400

100 mg/kg 5 4,1400 4,1400
25 mg/kg 5 4,6000 4,6000
Furosemida 5 4,8800
Sig. 1,000 ,084 ,255
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 5,000.




