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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue comprobar la actividad ansiolitica de Peperomia
peltigera C. DC. in vivo en ratones Mus musculus. EI material vegetal se recolectd, secd
y macer6 con etanol al 70% y posteriormente se liofilizd. Se identificé cualitativamente
metabolitos secundarios como alcaloides, azUcares, triterpenos, esteroides, saponinas,
flavonoides, compuestos amargos y compuestos fendlicos mediante tamizaje fitoquimico. Se
cuantifico los fenoles totales y flavonoides dando 16,33 mg Equivalentes de Quercetina/g de
extracto liofilizado y 14,53 mg Equivalentes de acido Galico/g de extracto liofilizado
respectivamente. Para evaluar la actividad ansiolitica se utiliz6 42 ratones con pesos de 28-
329, los cuales fueron agrupados segun los diferentes tratamientos a administrarse
(extractos a 25, 50, 100, 200, 300 mg/kg), propilenglicol al 15% como blanco y
Clonacepam como control positivo. Se usé 3 equipos electrénicos “Laberinto cruz elevado,
cuarto claro-oscuro y campo abierto”. Los cuales cuentan con camara de video y aplicaciones con
el nombre de Itopi para los equipos de laberinto en cruz elevado y cuarto claro-oscuro y Emis
para el equipo de campo abierto. De los resultados analizados estadisticamente se puede concluir
que todas las dosis del extracto presentan actividad ansiolitica y sedante, con buena locomocion
en su mayoria; la dosis con resultados destacados fue de 25 mg/kg. Se recomienda realizar

posteriores analisis para comprobar este efecto ansiolitico.

Palabras clave: <BIOQUIMICA, <FARMACOLOGIA >, <ACTIVIDAD
ANSIOLITICA>, <FLAVONOIDES>, <FENOLES>, <EQUIPOS ELECTRONICOS>,
<PATACONYUYO (Peperomia peltigera C.DC.)>, <RATONES (Mus musculus)>.
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SUMMARY

The objective of the following invetigation was to verify the anxiolytic actitity of Peperomia
peltigera C.DC., in vivo in Mus musculus mice. Th plant material was collected, dried and
macerated with 70% etanol and subsequently lyphilized. Secondary metabolites such as
alkalioids, sugars, triterpenes, steroids, saponinas, flavonoids, bitter compounds and phenolic
compounds werw idntified qualitatively by phytochemical screening. The total phenold and
flavonoids were quantified giving 16,33mg Quercetin Equivalents/g lyopphilized extract and
14,53mg Galic acid Equivalents/g lyopphilized extract. To evaluate the anxiolytic activity it was
used 42 mice with 28-32g of weight, which werw groped according to the different treatments to
be administered (extracts at 25, 50, 100, 200, 300mg/kg), 15% propylene glicol as target and
Clonazepam as a positive control. It was used 3 electronic equipment “Labyrinth elevated cross,
ling-dark room and open field”. Which it has a video camera and applications with the name of
Itopi for the teams of Labyrinth elevated cross and ling-dark room also Emis for the and open
field team. The results analyzed estatistically, it cam be concluded that all the doce with

outstanding results was 25mg/kg. Further analysis is recommended to check this anxiolytic effect.

KEY WORDS: <BIOCHEMISTRY, <PHARMACOLOGY >, <ANSIOLYTIC
ACTIVITY>, <FLAVONOIDS>, <PHENOLS>, <ELECTRONIC EQUIPAMENT>,
<PATACONYUYO (Peperomia peltigera C.DC.)>, <MICE (Mus musculus)>.
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INTRODUCCION

En la actualidad, la ansiedad y depresion son las principales causas de suicidio en el mundo. Segln
datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la ansiedad como desorden se ha
incrementado en un 14,9 por ciento, desde el 2005 y se estima que el 3,6 por ciento de la poblacién
en el 2015 la padecia. Dandose con més frecuencia en las mujeres y jovenes, siendo las mujeres
la poblacion mas vulnerable a padecerlo sea por causas como: cambios hormonales,
perfeccionismo, estrés, responsabilidades, violencia de género, desventaja socioecondmica,

desigualdad de ingresos y bajo nivel social (OMs, 2014).

El bienestar de una persona incluye la salud tanto fisica como mental, un equilibrio psicolégico
permite al individuo ser consciente de sus propias capacidades, afrontar tensiones normales de la
vida, trabajar de forma productiva y fructifera contribuyendo con su comunidad. Sin embargo,
someter a un individuo constantemente a la exposicién a adversidades puede producir trastornos

mentales, de esta manera el primera en aparecer puede ser la ansiedad (OMS, 2004).

Ecuador se ubica entre los paises con mas casos de ansiedad en Latinoamérica con 4,7 por ciento.
Las cifras son realmente preocupantes considerando la poblacién y el territorio relativamente
pequefios en comparacion con otros paises de la zona, ademas el problema se acomparfia al

desconocimiento de la poblacion de esta enfermedad, sus sintomas, causas y su tratamiento (OMS,
2014).

No obstante, la ansiedad se presenta como una emocion normal que experimenta una persona
frente a una situacion de peligro externo o interno, y se relaciona estrechamente con el miedo. El
problema se da cuando se presenta como una respuesta exagerada ante un acontecimiento
cotidiano. Por lo que dependiendo de la intensidad y duracion puede ser normal o patolégica. La
ansiedad patoldgica hace que la persona experimente episodios de angustia y miedo causado por

fobias, obsesiones, estrés, ritmo de vida o por causa de otras enfermedades (Perez Ortega and Gonzalez
Trujano, 2015).

Este desorden es tratado con psicoterapia y medicacion, que pueden ser conjunta 0 no,

dependiendo del trastorno del paciente. Los farmacos ansioliticos cominmente usados son



barbituricos, meprobamato, benzodiacepinas y sus andlogos, etc. Los fArmacos mas prescritos son
Diazepam y Alprazolam, los cuales constan en el Cuadro Nacional de Medicamentos Bésicos del
Ecuador, con administracion via oral y usados generalmente para tratar manifestaciones somaticas
y psicoldgicas. Estos farmacos son capaces de disminuir los niveles de ansiedad, pero presentan
problemas considerables de efectos adversos como: alto riesgo de abuso, adiccion y falta de
efectividad por el consumo habitual. El uso crénico de los medicamentos convencionales ha

causado desde enfermedades adyacentes hasta la muerte (Perez Ortega and Gonzalez Trujano, 2015)

(Voces Garcia, Diaz Gémez Calcerrada and Puente Garcia, 2002).

El estudio de ansioliticos y antidepresivos en los Gltimos afios se ha centrado en explicar la
relacion del sistema noradrenérgico en la neurobiologia de la ansiedad y la busqueda de farmacos
que realicen el efecto terapéutico sobre todo en los dos tipos de receptores GABA, pero

desprovistos de efectos adversos (Reyes-Ticas, 2005).

Sin embargo, los avances en farmacos sintéticos son lenta, por lo que han surgido alternativas
terapéuticas en la fitoterapia, permitiendo tratamientos naturales de menor costo y con menos

efectos adversos.

Las especies vegetales del Ecuador poseen propiedades Unicas gracias la ubicacion geografica y
la variedad climatica del pais, la mayoria de estas plantas son utilizadas desde hace miles de afios
para realizar remedios caseros, sin embargo, existen pocas investigaciones que comprueben las
actividades bioldgicas para lo que son empleadas, por lo que es importante investigar plantas
sobre todo aquellas con usos ancestrales, con el fin de que puedan ser estudiadas y pueden formar

parte del desarrollo de nuevos medicamentos para el tratamiento de todo tipo de enfermedades.

El uso de plantas medicinales trata de beneficiar a toda la poblacion, sobre todo aquella que se ha
visto afectada por la medicina convencional, por ejemplo, la dependencia fisica que presentan los
pacientes con prescripcion continua de ansioliticos. Por otra parte, Ecuador cuenta con recursos
propios que deben ser aprovechados, pero también es importante que la poblacidn se concientice
sobre el uso de plantas medicinales, para asi evitar la extincion de especies medicinales

beneficiosas.



Dentro de estas especies se encuentra Peperomia peltigera C. DC. (Pataconyuyo), es una planta
conocida ancestralmente como ansiolitico, antidepresivo y el uso mas popular “para el corazon”,

se ubica en la region andina.

Por lo que se considerd necesario comprobar el efecto bioldgico de la planta medicinal para
asegurar su actividad y seguridad. Por lo general, los ensayos para medir los niveles ansioliticos
de una planta deben ser verificados en especies vivas, ya que los ensayos in vitro resultan muy
tediosos y costosos. Para los ensayos in vivo se usan modelos animales que arrojan resultados que

pueden ser extrapolados hacia humanos.

Los modelos animales son una alternativa viable para la investigacion de diferentes tipos de
compuestos sintéticos o naturales, los resultados obtenidos podrian mejorar la calidad y esperanza
de vida del hombre. Los extractos de plantas son probados directamente sobre el animal para asi

comprobar su eficiencia y seguridad (Safia, Colom and Castelld, 2011).

Esta investigacion tiene como principal objetivo comprobar la actividad ansiolitica de
PATACONYUYO (Peperomia peltijera C. DC.) in vivo en ratones (Mus musculus), mediante la
utilizacion de equipos electronicos de medicion “Laberinto cruz elevado, cuarto claro-0scuro y
campo abierto”. los cuales cuentan con aplicaciones “Itopi y Emis” las cuales se basan en el

procesamiento de imagenes.



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo General

o Comprobar la actividad ansiolitica de Pataconyuyo (Peperomia peltigera C. DC.) in

vivo en ratones (Mus musculus).

Obijetivos Especificos

o Identificar los grupos fitoquimicos representativos de Peperomia peltigera C. DC

(Pataconyuyo) mediante tamizaje fitoquimico.

o Determinar la cantidad de fenoles totales y flavonoides presentes del extracto
hidroalcohdlico de Peperomia peltigera C. DC (Pataconyuyo) mediante el método de

Folin - Ciocalteu y el método colorimétrico de complejacion con AICI; respectivamente.

. Comprobar la actividad ansiolitica que presenta el extracto hidroalcohélico de
Peperomia peltigera C. DC. (Pataconyuyo) mediante la utilizacion del equipo
electronico de medicion para “laberinto en cruz elevado, cuarto oscuro claro y campo

abierto”.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Antecedentes de la investigacion

El concepto de ansiedad en la antigliedad no estaba bien definido, por lo que no era considerada
como una enfermedad, hasta que el fisiélogo Escocés William Collen discrimind el término de
neurosis ansiosa al que hoy conocemos como ansiedad. Por su parte médicos alienistas le habian
otorgado la terminologia de enfermedad mental, considerandola como un desorden del estado

mental causado por una sensacion determinada (Aldo and Stagnaro, 2007, p. 167)

El Dr. Reyes-Ticas en el estudio titulado “Trastornos De Ansiedad, Guia Practica Para
Diagnoéstico Y Tratamiento “enfatiza que el tipo de vida de la sociedad actual tecnoldgica,
urbanizada y competitiva genera mucha ansiedad. Sin embargo, la ansiedad ha existido desde
siempre en cualquier condicion social, laboral o psicoldgica, es indispensable en la vida como
complemento a situaciones de peligro. Por lo que, cierto grado de ansiedad es normal en nuestras
vidas cotidianas. Ademas, hace referencia a la frase del Filésofo Vaas en el siglo XX la cual dice
“La ansiedad no es necesariamente mala, porque también puede llevar a la persona al

conocimiento de su propio ser” (Reyes-Ticas, 2005, pp. 5-8).

En 2010, la secretaria de salud de México en la “Guia de Practica Clinica Diagndstico y
Tratamiento de los Trastornos de Ansiedad en el Adulto” menciona que 1a mayor parte de los
trastornos de Ansiedad son usuales, suelen iniciar en la etapa de la adolescencia y tienen su
maxima prevalencia en la etapa laboral, social y afectiva. Las personas que desconocen estos
trastornos tardan mucho en buscar ayuda y atencién adecuada, lo que hace que haya una

cronificacion de esta enfermedad (Secretaria de salud Mexico, 2010, p. 7).

Varios son los estudios realizados por cientificos en la actualidad para encontrar nuevas moléculas
que permitan reducir la experiencia traumatica de miedo y panico que experimentan las personas

con ansiedad, es asi que un grupo de investigadores han comprobado que la 7,8-dihidroxiflavona



inyectada en ratones (sometidos previamente a un suceso traumatico) hace que el miedo
condicionado se extinga mas rapidamente, este compuesto es un derivado flavonoide que potencia
nuevos aprendizajes emocionales. Asi lo demuestra un trabajo publicado en American Journal of
Psychiatry, realizado por investigadores de la Universidad de Emory (Estados Unidos) y de la
Universitat Autonoma de Barcelona (UAB), que consideran que el farmaco podria ser eficaz para
tratar trastornos de estrés post-traumatico, de panico y fobias en personas (Univerdidad Autonoma
Barcelona, 2011, p. 1)

En la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas de origen natural se han realizado varios
estudios sobre los efectos neuroldgicos en ratones de laboratorio usando modelos animales y
aplicando extractos hidro-alcohdlicos de varias plantas, como es el caso del estudio sobre el
“Extracto y fraccion alcaloidal de Annona muricata con actividad de tipo ansiolitica en

ratones’’(Oviedo et al., 2009, pp. 3-4).

1.2. Bases tedricas
1.2.1. Ansiedad
1.2.1.1. Definicion

La ansiedad es una combinacion de distintas manifestaciones fisicas y mentales, que pueden
aparecer en forma de crisis 0 en un estado persistente y difuso. Surge ante situaciones de angustia,
preocupacion, desosiego frente acontecimientos futuros o situaciones de incertidumbre. El
término ansiedad proviene del latin anxietas, que esta referido a un estado de agitacion, inquietud

0 zozobra del &nimo (Reyes-Ticas, 2005, p. 5)(Aldo and Stagnaro, 2007, p. 168)

1.2.1.2. Tipos de ansiedad

o Normal: Se presenta como respuesta a sucesos de la vida cotidiana, tan simples como presentar
un examen escolar, un posible despido laboral, una operacion quirurgica o etc. En estos casos
la ansiedad se maneja como una sefial para buscar la adaptacion, puede ser transitoria y se

muestra normalmente con nerviosismo y preocupacion en la persona (Hernandez G, Vidal M,
Gomez A, Ibafiez C, 2009, p. 1).



e Patologica: No existen sefiales claras de amenaza, pero el cerebro interpreta algunas
situaciones como peligrosas activando todo el sistema de defensa natural, la ansiedad se hace
intensa, persistente y autdnoma. Se relaciona con los estados de &nimos extremos en una
persona que pueden llegar a vincularse con psicosis por lo que, la persona manifiesta ideas

delirantes y desordenadas (Hernandez G, Vidal M, Gémez A, Ibafiez C, 2009, p. 1)(Goodman & Gilman,
2006, p. 461).

Tabla 1-1. Diferencias de ansiedad fisioldgica y patoldgica.

Ansiedad Fisiol6gica Ansiedad Patolo6gica

Mecanismo de defensa ante amenazas de la vida diaria. | Puede bloquear una respuesta adecuada ante la vida
diaria.

Se reactiva frente a una circunstancia ambiental. Desproporcionada al desencadenante.

Funcién adaptativa. Funci6n desadaptativa.

Mejora el rendimiento Empeora el rendimiento.

Es leve. Es grave.

Menor componente somatico. Mayor componente somatico.

No produce mayor demanda de atencion psiquidtrica. Produce mayor demanda de atencidn psiquiatrica.

Fuente: Revista médica de costa rica y Centroamérica (Trastornos de ansiedad: Revision dirigida para atencion primaria), 2012, p.2.
Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

1.2.2. Fisiopatologia

Al percibir un estimulo que creemos amenazante, nuestro organismo reacciona activando el
umbral emocional, el cual provoca cambios importantes en nuestro cuerpo, con la finalidad de
prepararnos ante la amenaza. La informacion de las situaciones peligrosas y amenazantes es
procesada en el cerebro (donde se encuentra el Sistema Nervioso Central) y la envia al Sistema

Nervioso Auténomo que haré su trabajo (Serra, 2012, pp. 92-92).

1.2.2.1. Sistema Nervioso Autbnomo

La ansiedad implica al menos 2 sistemas menores de respuesta:

- El Sistema Nervioso Auténomo Simpatico

- El Sistema Nervioso Auténomo Parasimpatico.

El principal efecto del sistema nervioso simpatico es liberar sustancias quimicas (adrenalina y
noradrenalina) durante el episodio amenazante. Es importante considerar que la accion del
sistema nervioso simpético se detiene de dos maneras muy especificas. En primer lugar, los

mensajeros quimicos adrenalina y noradrenalina son destruidos por distintos productos quimicos



en el organismo. En segundo lugar, se activa un mecanismo opuesto, el sistema nervioso

parasimpético (Raske and Barlow, 1993, p. 27).

El Sistema Nervioso Auténomo Parasimpatico: Se encarga de restaurar y retornar al organismo a
su estado natural (se dedica a “parar” la accion del Sistema Simpatico). Este sistema nervioso se
comporta como un protector interno, en cual impide que el sistema nervioso simpatico se
extralimite y pueda llegar a causar efectos dafiinos en la persona (Serra, 2012)(Raske and Barlow, 1993,
p. 27).

1.2.2.2. Sistema limbico

La ansiedad tiene su base en ciertas zonas del tallo cerebral, ntcleos del Rafé, locus ceruleus que
estan involucradas en el desarrollo y transmisién de la angustia, emociones de furia, miedo,
sensaciones ligadas al placer, estrategias de sobrevivencia y etc. Por lo general en esta zona es

donde acttan los farmacos ansioliticos (Navas W. and Benades M., 2012)(Contreras, 1998, p. 182).

Estudios como lesion de la amigdala basolateral, aplicacion de benzodiazepinas y del barbiturico
fenobarbital in situ sobre la amigdala producen acciones ansioliticas, demostrando asi que ciertas
estructuras pertenecientes al sistema limbico reducen considerablemente la ansiedad (Contreras,
1998, p. 183)-

1.2.2.3. Acido Gamma Amino Butirico (GABA)

El GABA es el neurotransmisor de accion inhibitoria mas importante del Sistema Nervioso
Central. A veces funciona como ansiolitico y otras como generador de angustia. EI GABA
presenta dos tipos de receptores GABAA asociado con los receptores de benzodiazepinas y de
canales de membrana para el ion cloro y GABAg relacionado con el adenilato ciclasa que no esta

modulados por las benzodiazepinas. (Navas W. and Benades M., 2012)(Contreras, 1998, p. 184).

La disminucion de GABA en el liquido cefalorraquideo puede ser causado por estrés cronico,
estado ansioso y depresivo. Los agentes agonistas GABAérgicos promueven el incremento de las

funciones del GABA y por lo tanto una reduccién de la ansiedad (Contreras, 1998, p. 184).



Las investigaciones farmacologicas y quimicas se centran en el estudio de los receptores GABAa

los cuales estan constituidos por complejos de proteinas oligoméricas que estdn formando

subunidades, estas a su vez tienen diversos sitios para el reconocimiento de multiples agentes

ansioliticos, sedantes e incluso para anticonvulsionantes. Varios estudios han demostrado que

especificamente el déficit del receptor GABAA producen trastornos neuropsiquiatricos. (Contreras,

1998,

p. 185)(Ramos et al., 2017, p. 3).

MODELO NEUROANATOMICO DE LA ANSIEDAD (Y MIEDO)

CORTEZA SENSORIAL
Gl del PRIMARIA
cinguio « Aziivacion
CORTEZALE matérica Inducida
ASOCIACION Slialm  ———p  pormiady — ——p HUro
Faur
SUBSTANCIA GRIS Hlde ~ _
CORTEZA PERIACUEDUCTAL C'.rge'r nial b Expresidn faclal
ORBITOFRONTAL - demizda
Hlceg ==
facial motor
NiZ20 = ——p Hipenentlacion
Amanaza parabranguial Inducida por &l miedo
Gist. sensoral Wias Unic3s EI
Etarneapig 3
i mumm;rm TAAN AMIEDALA s mote Actcin o Ieremento g
a3l audtvo - dorsal g8l —— — ¢ 5lEM3 — — — = 3 TECENE
Va0 parasmpatica A y
Fira nerviagn Inducido defecatona,
/ por &l mizda oradizanda,
ulceras
Coteza
E'|1:Jr'||ra|
Estimulo f“"'* Hpotalamo Acilvacion gl Taguicandia,
sensona HIROCAVRO Locus ﬁ i —— b S — — — b PEEmEN
oifaiorn CERULEUS Simpatico presidn ananal,
NEniosD sudoraciin,
nductda por &l plloereszian y
Mieda dlatacicn puplar
Vi3 s2nsonal Nuzleus
afaenie  — paraguaniceiuEns NEE) ==—=p LDeECiNGe = ——p Aespuesia
parvEnicylar neuropénlioas y homanal
del hipatalama drenocoricaides 3 esirés
Inducidas par
miedo
SISTEMAS PROCESAMIENTO SIETEMAS PATROMES DE RESPUESTA
AFERENTES DEL ESTIMULD EFERENTES ALMIEDD ¥ ANZIEDAD

Figura 1 1: Modelo Neuroanatomico de la ansiedad y miedo

Fuente: Reyes-Ticas Américo, 2005



1.2.3.

Signos y sintomas

La ansiedad causa diversos sintomas, las manifestaciones no son generales para todas las personas

debido a que, se presentan con diferente intensidad en cada caso. Dependiendo de la

susceptibilidad bioldgica y/o psicopatoldgica de la persona se manifiesta la sintomatologia. En la

figura 3 se indica la clasificacion de los sintomas de la ansiedad en 5 grupos (Clinic, 2012)(Rea, 2014,

p. 29).

FISICOS PSICOLOGICOS DE CONDUCTA INTELECTUALES SOCIALES
O COGNITIVOS
- Temblores o - Inguietud - Estado de alertae - Dificultades de - Irritabilidad
sacudidas - Agobio hipervigilancia atencion, - Hostilidad
- Sudoracion - Inseguridad - Inhibicién concentracion y - Ensimismamiento
excesiva - Sensacion de - Bloqueos memoria - Dificultades para
- Dificultad para amenaza o - Torpeza o - Aumento de los oo .
respirar peligro dificultad de despistes y uuclar o seguir
- Mareos - Ganas de huir o hablar descuidos Uha conversacion
- Doloren el atacar. - Impulsividad - Preocupacion - Bloquearse o
pecho o malestar - Temor a perder - Inquietud motora excesiva quedarse en
- Enrojecinuento algo - Dificultad para - Expectativas blanco a la hora
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FUENTE: Rea. V. RECOPILACION BIELIOGRAFICA

Figura 2-1: Clasificacion de los sintomas de la ansiedad

Fuente: Rea V., 2014

1.2.4.

1.24.1.

Fobias simples

Trastornos de la ansiedad

Este trastorno se caracteriza por el miedo intenso y progresivo hacia un estimulo especifico en

una situacién concreta que ofrece poco o ningun peligro. La situacion amenazante obliga a realizar
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esfuerzos para impedir la exposicion a lo temido como: arafas, alturas, ascensores, tineles
cerrados, aviones, etc. Si no se puede evitar aparecen sintomas fisicos como temblor, falta de aire,
sudoracion y palpitaciones, inclusive llegando a crisis de angustia. No hay consulta médica
especifica para esta enfermedad, se puede evitar simplemente no exponiéndose al objeto temido
y si el caso empeora puede tratarse con psicoterapia y farmacoterapia enviada por personal

capacitado. (Pastrana J., 2007, p. 4) (Arenas and Puigcerver, 2009, p. 23).

1.2.4.2. Fobia social

Se refiere a cuando en situaciones cotidianas una persona experimenta ansiedad irracional al
interactuar socialmente. Las personas con fobia social experimentan un miedo intenso, persistente
e incluso llegan a niveles cronicos, al ser juzgadas por otras personas. También tiene incomodidad
al hablar en puablico, comer, beber o escribir en presencia de otras personas. Adicionalmente, la
persona también presenta sintomas fisicos como falta de aire, palpitaciones, sudoracién profusa,
temblor, nauseas y dificultad de hablar. Esta enfermedad puede ser tratada mediante ciertos tipos

de terapia psicoldgica y con farmacos (Arenas and Puigcerver, 2009, p. 23) (Pastrana J., 2007, p. 4).

1.2.4.3. Trastorno de angustia / trastorno de panico

El panico es la principal caracteristica de los trastornos de angustia, se presenta con la aparicién
de un miedo intenso junto con sintomas fisicos como palpitaciones, temblor, falta de aire,
sudoracién y raras veces pérdida de conocimiento. Las crisis de angustia pueden causar en la
persona irrealidad del medio externo y un excesivo miedo de perder el control. Se presentan en
episodios que duran 10 minutos 0 mas, tiempo que se hace eterno para la persona que lo vive. Se
cree que las crisis se deben a situaciones concretas, como soledad o multitudes, medios de

transporte y/o lugares cerrados. (Pastrana J., 2007, p. 4)

1.2.4.4, Trastorno obsesivo compulsivo (TOC)

El TOC hace que la persona no pueda olvidar pensamientos constantes (obsesiones) y que en
ocasiones realice actividades constantes (compulsiones) para asi controlar la ansiedad que
provoca estos pensamientos. Las obsesiones se transforman en conductas compulsivas, como
obsesion por la limpieza, el orden, etc. Existen personas que ejecutan compulsiones sin pensarlo,

como sumas de nimeros, cuenta de autos de color blanco, gris, negro, etc. Inclusive hay gente
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sana que puede desarrollar acciones, como comprobar si al salir de casa las ventanas estan

cerradas o las hornillas estan apagadas (Pastrana J., 2007, p. 6) (Arenas and Puigcerver, 2009, p. 22)

1.2.4.5. Trastorno de ansiedad generalizada (TAG)

Las personas que padecen TAG por lo general pasan el dia con preocupaciones exageradas y
tensos, sin justificacion alguna. Estas preocupaciones comprenden cualquier tema, dinero, salud,
pareja, familia y trabajo siendo las mas habituales. La vida cotidiana puede llegar a ser interferida
por la intensidad de las preocupaciones. Inclusive presentan dificultades fisicas como aparicion
de fatiga, contracturas, persistentes dolores de cabeza y tension muscular acompafiada de
sintomas digestivos, respiratorios o cardiacos. El TAG es diagnosticado con una duracién de 6

meses de los sintomas (Pastrana J., 2007, p. 5).

1.2.5. Tratamiento

Los trastornos de ansiedad no se curan con medicacién, pero mantienen a los sintomas bajo
control, ciertos tipos de trastornos especificos se tratan con psicoterapia o la combinacion de
ambos. El tratamiento de eleccion depende de la preferencia de la persona. EI médico inicialmente
debe realizar el diagnostico para comprobar si la sintomatologia de la persona se debe a trastornos
de ansiedad o a un problema fisico. También es necesario identificar si a parte del trastorno de

ansiedad hay una enfermedad coexistente como el alcoholismo y abuso de sustancias (Instituto
Nacional de la Salud Mental, 2009, p. 19).

Es importante la valoracion de los sintomas realizando examenes fisicos y psicoldgicas
detallados, pruebas médicas complementarias como electrocardiograma, alteraciones

hormonales, principalmente tiroideas, alteraciones bioquimicas o hemograma(Pastrana J., 2007,
p.7)

1.2.5.1. Psicoterapia

La psicoterapia es una de las técnicas mas Utiles para tratar diversos trastornos de ansiedad, el
personal debe ser experto y capacitado al realizar cada técnica, ademas debe ser multidisciplinario

incluidos psiquiatras, psicologos, personal de enfermeria, terapeutas ocupacionales y otros. Lo
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ideal es que los psicologos se encarguen de este campo, pero cuando empeora el caso es posible

que participen los psiquiatras (Pastrana J., 2007, p. 8).

1.2.5.2. Medicacion y efectos adversos

El tratamiento de la ansiedad debe estar acompafiado con farmacos que ayuden a controlar los
sintomas de la enfermedad. Este tratamiento farmacoldgico debe ser prescrito por psiquiatras u

otros médicos con los conocimientos adecuados en psicofarmacologia.

En caso de que la ansiedad este acompafiada de depresion los farmacos recomendados son
antidepresivos, los més utilizados son los inhibidores selectivos de la recaptacion de la serotonina
(ISRS) como fluvoxamina, fluoxetina, paroxetina, sertralina, citalopram o escitalopram y otros
antidepresivos modernos con accién serotoninérgica como venlafaxina, duloxetina o mirtazapina.

La ventaja de estos farmacos es la buena tolerancia con escasos efectos secundarios (Instituto
Nacional de la Salud Mental, 2009, p. 21).

Entre los antidepresivos méas antiguos se encuentran los antidepresivos triciclicos e inhibidores
de la monoaminooxidasa (IMAQ). Los triciclicos tienen un funcionamiento serotoninérgico con
accion lenta, los medicamentos mas destacados son la imipramina, utilizada como primera
eleccion para tratar el TAG, y la clomipramina, utilizada prioritariamente para el TOC. Los
IMAOs son farmacos efectivos, pero su manejo es dificil debido a la dieta y a las numerosas
contraindicaciones con otros farmacos, ademas de presentar efectos secundarios desagradables y

peligrosos (Instituto Nacional de la Salud Mental, 2009, p. 21) (Pastrana J., 2007, p. 8) .

Entre los farmacos ansioliticos mas utilizados estan las benzodiazepinas y la buspirona. Las
benzodiazepinas (alprazolam, lorazepam, clorazepato, clonazepam, diazepam, ketazolam,
bromazepam, halazepam) son sustancias eficaces contra la ansiedad, pero su principal riesgo es
habituacidon y adiccidn, por lo que, es recomendable utilizar por periodos de tiempo limitados. La
interrupcién brusca de su administracion puede ocasionar sindrome de abstinencia, que esta
caracterizado por presentar ansiedad descontrolada que se soluciona administrando nuevamente
la sustancia. La buspirona posee efectos beneficiosos para las personas ansiosas sobre todo los
que presentan TAG. La diferencia con los benzodiacepinas es que su accién no es beneficiosa en
casos de ansiedad profunda y complicaciones severas como ataques de panico. Es necesario la

utilizacion por al menos 2 semanas para comenzar a mostrar su eficacia. (Instituto Nacional de la Salud
Mental, 2009, p. 21)(Pastrana J., 2007, p. 8)(Goodman & Gilman, 2006, p. 453).
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Otros farmacos, como los betabloqueantes, utilizados para tratar enfermedades cardiacas o
neuroldgicas, también son usados para controlar los sintomas fisicos de la ansiedad. sobre todo,
cuando proviene de una situacion estresante, como primera eleccion esta el propanolol que

controla sintomas como temblor, sudoracién o palpitaciones (Pastrana J., 2007, p. 8).

1.2.6. Fitoterapia

Segun la OMS, la fitoterapia es la “Ciencia que estudia la utilizacion de los productos de origen
vegetal, con fines terapéuticos, ya sea para prevenir, atenuar o curar un estado patoldgico”(Consejo
de Farmacéuticos, 2016, p. 1). La fitoterapia se limita al uso de productos vegetales y su administracion
por via oral o topica, pero prohibe la utilizacion de éstos por via parenteral, son recomendados
solamente en caso de afecciones leves a moderadas y en algunos casos en enfermedades cronicas.

De la fitoterapia se deriva dos conceptos importantes:

. Fitomedicina: Disciplina que emplea fitomedicamentos en la terapéutica de un estado
patoldgico, la droga vegetal es sometida a criterios investigativos, de preclinica, clinica,
toxicologia, cambios mutagénicos, con el fin de determinar el mecanismo de accion, receptores,
indicaciones y contraindicaciones; forma de uso seguro y fundamentado cientificamente por

investigaciones validadas (Castro and Torres, 2014, p. 2185).

o Fitoterapia clésica: Emplea plantas medicinales para tratar enfermedades, basandose en
el uso empirico de las culturas ancestrales, lo cual proporciona a una informacion poco eficaz en

cuanto a efecto terapéutico de las plantas (Castro and Torres, 2014, p. 2185).

Que un producto vegetal funcione, depende de la forma de recoleccion y de conservacion del
material vegetal, por lo que, un procedimiento incorrecto en estas acciones provocara procesos de
degradacion en menor tiempo, desprendimiento de olor, cambios de color y desecacion,

provocando una disminucion en la calidad de los efectos terapéuticos (Castro and Torres, 2014, p.
2185).
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1.2.7. Peperomia peltigera C. DC. (Pataconyuyo)

Figura 3-1: Peperomia peltigera (PATACONYUYO)

Fuente: https://public.fotki.com/Grootscholten/plant-collections/peperomia/peperomiaarifoliaca-1.html

2271 Descripcién botanica

Hierba terrestre, carnosa y ramificada, cuenta aproximadamente con 10-25 cm de alto; su tallo es
verde palido, presenta cicatrices foliares. Hojas alternas, suculentas, de verde nitido en el haz,
verde pélido en el envés, marrones y muy opacas cuando estan secas, ampliamente ovadas o
redondeadas, 5-10,5 cm de largo, 3-6 cm de ancho. Cuenta con inflorescencias compuestas,
terminales o axilares, ramificadas, erectas o ascendentes en todos los estadios, su color es blanco
y suelen estar agrupadas. Fruto globoso-ovoide, 0,5-0,9 mm de longitud, sésil , fijado basalmente
en la superficie del raquis, con un pico triangular, oblicuo y corto, su cuerpo liso, marrén oscuro

cuando esta seco (Mutis, 1994).

1.2.7.1. Taxonomia

Reino:  Plantae

Clase:  Dicotiledonea Magnoliopsida
Orden:  Piperales

Familia: Piperaceae

Género: Peperomia
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Especie: Peperomia peltigera C. DC (Mutis, 1994; THE PLANT LIST, 2010).

1.2.7.2. Habitat y Distribucién

Ecuador, de donde es conocida solamente como planta cultivada en las provincias de Pichincha,

Tungurahua, Chimborazo, Loja (Mutis, 1994).

1.2.7.3. Aplicaciones

Segun saberes ancestrales de las etnias y personas comunes de Ecuador se usa la decoccién de la

planta para tratar los nervios, fatiga, reducir la ansiedad y regulador del suefio (Taco and Cafiizares,
2013, p. 50).

1.2.7.4. Composicion quimica

Segun escasas investigaciones realizadas se estima que tiene: taninos, flavonoides, saponinas y

alcaloides (Taco and Cafizares, 2013, p. 50). (Castillo et al., 2014, p. 37)

1.2.8. Modelos animales

Los modelos animales permiten estudiar psicopatologias evaluando la historia conductual,
ademas es posible investigar un proceso patoldgico inducido o espontaneo. Estos modelos son

controlables experimentalmente sobre todo en el ambiente que se desarrolla el estudio (Vargas-
Irwin and Gdngora, 2011, p. 142)(Kamenetzky, 2006, p. 2)

Un proceso con animales de experimentacién empieza con la preparacion del animal para su uso
y termina cuando se finalizan las observaciones sobre el mismo. Los animales como reactivos
bioldgicos en la investigacion cientifica han aportado numerosos beneficios. El uso de estos
animales juega un papel importante para la humanidad y esta resumida por el National Research

Council (EEUU). De hecho, en los Gltimos tiempos estos estudios han contribuido de manera
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directa a incrementar la esperanza de vida de las personas, ya sea en la produccion y validacion

de vacunas, como en el estudio de nuevas enfermedades (Safia, Colom and Castell6, 2011, p. 4).

Para desarrollo de fArmacos son importantes ya que los datos obtenidos en ellos pueden ser
extrapolables a humanos. En la mayoria de farmacos nuevos, es necesario seguir estrategias con
fundamento cientifico. Por tanto, se realizan muchos esfuerzos en la eleccion de los sistemas de

verificacion. (Eupati, 2015, p. 1).

La eleccion de una especie animal se fundamenta en las similitudes entre una especie animal y

los humanos en aspectos como:

o Farmacodinamica
o Farmacocinética
o Patofisiologia y fisiologia (Eupati, 2015, p. 1).

Es necesario mantener el buen trato de las especies animales durante todo el proceso de
investigacion, de acuerdo a las legislaciones sobre el manejo y uso de animales de laboratorio. Es
importante conocer todas las restricciones ambientales y de movimiento, privacién de agua y
alimento, administracién de drogas, preparaciones crénicas y otras mas, para asi salvaguardar la

integridad de las especies usadas (Vargas-Irwin and Géngora, 2011, p. 142) .

Los modelos animales utilizados en el estudio de la ansiedad

Respuestas condicionadas Respuestas no condicionadas
1. Pruebos de conflicto: 1. Pruebas exploratorios:
Prueba de Geler-Seifter Labarinto elevado en cruz
Prueba de Voge Transiciones luz/ oscuidod

A campo abierto

2. Ofros:

Evitacién octiva/pasiva 2. Pruzbas sociales:
Supresion condidonoada ala ingesta de iquidos Vocalizaciones ultrasonicas inducidas por separadén
Respuesta emocional condidonada Interaccién socia

Vocalizncionas ulirsdnicos condicionadas

3. Otras:
Hiponeofogia
Co

nducta defensiva de enteramiento

Adoptodo de Rodgers, 1997,

Figura 4-1: Modelos animales utilizados para la Ansiedad.
Fuente: Gomez Claudia, 2002. p.6.
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2.5.8.1. Modelos de respuestas condicionadas

Se fundamentan en la capacidad de responder ante un estimulo. Estos modelos permiten controlar
los niveles de conducta basal por parte del experimentador, pero una de las limitaciones en su
uso, es que requiere que los sujetos sean entrenados previamente. Las conductas condicionadas
incluyen procedimientos de castigo y modelos de conflicto. El principal objetivo de estos modelos
es establecer variables que participan en la formacion de reflejos condicionados que luego se

especifican en un mecanismo de accién (Vargas-lrwin and Géngora, 2011, p. 143) (Contreras et al., 2003).

2.5.8.2. Modelos de respuestas no condicionadas

Se basan en medir las respuestas conductuales y fisiol6gicas en presencia de estimulos estresantes
0 nuevos. En algunos se evalta el miedo ante escenarios novedosos en donde el animal esta
expuesto a luces brillantes, altos o espacios abiertos. Durante todo el ensayo se otorga un trato

ético hacia los animales. Las pruebas realizadas son rapidas, sencillas y econémicas (Vargas-lrwin
and Géngora, 2011, p. 144).

Laberinto elevado en cruz. - Esta prueba tiene gran aceptabilidad en investigaciones, ha sido
propuesta para identificar de forma selectiva drogas ansioliticas y angiogénicas. Normalmente al
disminuir la ansiedad del animal, aumenta el tiempo de exploracién en los brazos abiertos, por lo
contrario, sucede si se aumenta la ansiedad, el animal manifiesta miedo y temor por lo que se

queda en su zona de confort (brazos cerrados) evitando la exposicién (Hock, 2016, p. 1127) (Contreras
et al., 2003, p. 4).

Cuarto Claro-Oscuro. — Es un modelo de comportamiento simple especifico para detectar
compuestos con efectos ansioliticos. Los animales dentro de la prueba exploran ambientes nuevos
e iluminados y rincones oscuros y obsoletos. Durante la prueba realizan cruces que permiten

medir la locomocidn del roedor (Hock, 2016, p. 1121).

Campo Abierto. — Este modelo refleja el comportamiento del roedor en general, el animal esta
expuesto en una caja sin posibilidad de escapar. Nuevos dispositivos permiten registrar la

actividad motora y ademas la locomocion (Hock, 2016, p. 1044).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

El trabajo se basd en la investigacion de la actividad ansiolitica del extracto de Peperomia
peltigera in vivo en ratones (Mus musculus) a diferentes concentraciones, utilizando equipos

electronicos de medicién como: Laberinto cruz elevado, cuarto claro-oscuro y campo abierto.

2.1. Lugar de investigacion

La investigacion se realizé en los laboratorios de Productos Naturales, Andlisis Instrumental y
Bioterio de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH.

2.2. Identificacion de material vegetal

Para la identificacion de la especie, se tomaron muestras del material vegetal en el lugar de
recoleccion, las mismas fueron presentadas en el Herbario Misael Acosta Solis de la Universidad

Técnica de Ambato (AMAS) a cargo del curador PhD. José Homero Vargas Lépez.

2.3. Recoleccién de material vegetal

Las muestras vegetales fueron recolectadas en el caton Patate, Provincia de Tungurahua,
aproximadamente a una altitud de 2314 msnm, en las coordenadas geogréaficas GPS:

Latitud de 1°19°

Longitud: 78°30°
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Figura 1-2: Punto de recoleccion de P. peltigera

Fuente: GPS
2.4, Materiales, equipos y reactivos
2.4.1. Material vegetal

Hojas de Peperomia peltigera.

2.4.2. Material biol6gico

Ratones (Mus musculos) de 2 a 3 meses, machos y con peso entre 28 a 32 g.

2.4.3. Lista de materiales, equipos y reactivos utilizados

Tabla 1-2. Lista de materiales, equipos y reactivos utilizados

Control de Calidad de materia prima

Materiales Equipos Reactivos

Embudo Equipos Acido clorhidrico al 10%
Capsulas Balanza analitica Agua destilada

Pinzas para capsulas Mufla IVYMEN N-8LITROS 1100°C

Tripode Molino Arthur H. thomas C. O

Desecador Estufa Memmert SNB400

Crisoles de porcelana Sonicador continuarg
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Reverbero
Papel filtro

Vasos de Precipitacion

Tamizaje Fitoquimico

Materiales Equipos

Reactivos

Pipetas de ImL, 5mL y 10mL Sorbona
Tubos de ensayo
Pinzas para tubos de ensayo

Frasco Ambar 500mL
Gradilla

Papel filtro

Agua destilada

Alcohol amilico

Acido clorhidrico al 1%
Acido clorhidrico
concentrado

Acido sulfdrico concentrado
Anhidido sulfurico
concentrado

Cloruro de sodio
Cloroformo

Cinta de magnesio metalico
Cloruro Férrico
Carbonato de sodio

Etanol

Eter Etilico

Reactivo de Sudan 111
Reactivo de Mayer
Reactivo de Dragendorff
Reactivo de Wagner
Reactivo de Borntrager
Reactivo de FeCI3
Reactivo de Catequinas
Reactivo de Fehling Ay B
Reactivo de Baliet

Hidroxido de sodio al 5%

Control de Calidad del Extracto Hidroalcoholico

Materiales Equipos Reactivos
Frasco ambar 500mL pH-metro Etanol

Probeta 100mL Refractometro Agua destilada
Picndmetro Estufa Memmert SNB400

Vasos de Precipitacion
Capsulas de porcelana
Pinzas para cépsulas

Piseta

Elaboracién del extracto liofilizado

Materiales

Equipos

Reactivos

Balones esmerilados 250mL

Espétula

Balanza analitica

Congelador
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Tripode Bomba de presion al vacio

Algodon higroscopico Rotavapor BUCHI R110 & B-465 Water Bath
Embudo simple Sonicador Branson 2510

Mangueras Liofilizador Thermo MicroModulyo Dryer
Papel filtro

Frasco Ambar 500mL

Cuantificacion de Flavonoides y Fenoles

Materiales Equipos Reactivos
Balones de aforo de 25mL y 100

Ml Balanza analitica Agua destilada
Pipeta de 5mL y 10 Ml Vortex mixer MRC S1-100 NaNO: al 5%

Espectrofotometro Thermo Scientific

Micropipeta de 100 uL y 1000 pl  Evolucién 220 NaOH
Puntas amarillas y azules para

Micropipeta AlICls al 10%
Piseta Metanol

Vasos de Precipitacion
Papel aluminio
Tubos de ensayo

Cronometro

Evaluacion de la Actividad Ansiolitica

Materiales Equipos Reactivos
Cajas de Pléastico Balanza analitica RADWAG Propilenglicol
Céamara wwww, acoplada a una
Rejillas estructura www Clonazepam 2.5 mg/mL
Bebederos

Frascos ambar 50mL
Jeringuilla ImL

Cénula

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

2.5. Métodos y Técnicas

2.5.1. Recoleccion, lavado y secado del material vegetal

Se seleccion6 hojas de Peperomia peltigera de especies maduras, se lavd y elimind el exceso de
agua. Las hojas fueron secadas en una estufa a 40°C durante un determinado tiempo, se pulverizé

y luego se almacen6 en un lugar seco protegido de la humedad.

22



2.5.2. Parametros de control de calidad aplicados a la droga cruda

Cada ensayo se realizo por triplicado para garantizar la precision, seguridad y eficacia de la droga

utilizada (Normas Ramales. Drogas Crudas y Extractos y Tinturas. NRSP 309, 311 y 312. MINSAP 1992).

2.5.2.1. Determinacion del contenido de humedad

La realizacidn de este ensayo permite medir el exceso de agua existente en la droga cruda, el cual
puede elevar el riesgo de contaminacién por patégenos y desencadenar hidrdlisis de componentes

presentes en la droga provocando su deterioro.

Procedimiento:

En una cépsula de porcelana previamente tarada se pesé 2 g + 0.5 mg de droga cruda seca y
molida, seguidamente se ubico la capsula dentro de la estufa 105°C por 3 horas. Luego se secd
de la estufa y se colocé en un desecador a temperatura ambiente por unos 15 min
aproximadamente, se pesé y nuevamente se llevo a la estufa, esta vez por una hora mas. Se
continué el mismo procedimiento hasta que se obtuvo un peso constante. El calculo del resultado

se baso en la siguiente ecuacion:

M2-M1

mz—w < 100

%H =

Donde:

H= porcentaje de pérdida en peso por desecacion.

M= masa de cépsula vacia.

M3- masa de capsula con la muestra de la droga desecada.

M- masa de la capsula con la muestra de la droga.
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2.5.2.2. Determinacion de cenizas totales

Este ensayo es importante para determinar el contenido de minerales en su totalidad dentro de la

droga cruda. Al eliminar los compuestos organicos de la muestra quedan los residuos inorganicos.

Procedimiento:

En un crisol de porcelana previamente tarado se pesé 2g + 0.5mg de droga seca y pulverizada, se
carbonizé en un reverbero, posteriormente se coloco en una mufla a 700°C por 2 horas hasta su
incineracion total. Luego se enfri6 el crisol en un desecador a temperatura ambiente y se peso. Se
repitio este proceso hasta que se obtuvo peso constante. Para el calculo respectivo se utilizo la

siguiente formula:

we= T2 M 100
ST M1I-M

Donde:

C (%) = cenizas totales.

M (g) = masa de crisol vacio.

M = masa del crisol con muestra del ensayo.

M. = masa de crisol con la ceniza.

2.5.23. Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico

Esta prueba permite determinar en la droga cruda la presencia de sustancias insolubles en &cido

clorhidrico.

Procedimiento:

En un crisol de porcelana se colocd las cenizas obtenidas con anterioridad, se adicioné 3ml de
acido clorhidrico 10 %, se calent6 tapado con un vidrio reloj durante 10 minutos a bafio maria,
posteriormente con 5ml de agua caliente se lavo el vidrio reloj junto con el sobrante del crisol.
Luego se filtro y rapidamente se lavo el residuo con agua caliente, se colocé 2 gotas de nitrato de

plata 0.1 M esto hasta que se observo que no hay presencia de cloruros en la solucion. Después
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se llevo la solucidn a una estufa a 105°C por un tiempo, se transfirié al crisol y se colocé en la
mufla a 700°C por 2 horas. Luego se trasladé al deseador por 15 minutos hasta que llegd a
temperatura ambiente y se pesé hasta que se obtuvo masa constante. Los resultados se realizaron

con la siguiente formula:

%B = Mz - M x 100
YT MI-M
Donde:
B= (%) cenizas insolubles en &cido clorhidrico.
M= masa del crisol vacio.

Mi= masa del crisol con la muestra de ensayo.

M= masa del crisol con la porcidn de cenizas de acido clorhidrico.

25.2.4. Determinacion de cenizas solubles en agua

Esta prueba permite determinar dentro de las cenizas totales el contenido de material inorganico.

Procedimiento:

En el crisol de cenizas totales ya obtenidas, se colocd 15 mL de agua, se cubri6 con un vidrio reloj
y se dejé en bafio maria por 5min. Luego se filtr6 la solucion, el papel filtro se ubicé en el interior
del crisol hasta que se carboniz6 por completo, se llevé nuevamente a la mufla por 2 horas a
700°C. Posteriormente se colocd el crisol en la estufa a 105°C por 15 min. Luego se llevo al
desecador y se pes6 hasta que se obtuvo una masa constante. Los resultados se obtuvieron

mediante la siguiente formula:

%hCa = =~ M2 100
=—X

T Mi—-M

Donde:

Ca= (%) cenizas solubles en agua.

M3 = masa crisol con la muestra del ensayo (g).

M2 = masa crisol con las cenizas totales (g).

Ma = masa del crisol con las cenizas insolubles en agua (g).
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M = masa crisol vacio (g).

2.5.3. Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico se considera como una etapa inicial de la investigacion fitoquimica,
permite identificar de manera cualitativa los componentes principales de una planta, estos pueden

ser metabolitos primarios y secundarios (Palacios, 2012) (Normas Ramales. Drogas Crudas y Extractos y
Tinturas. NRSP 309, 311 y 312. MINSAP 1992).

2.5.3.1. Elaboracion de los extractos para el tamizaje fitoquimico.

De las hojas de Peperomia peltigera desecadas y pulverizadas se pesé 50 g y se colocé 250mL
solvente, para asi extraer componentes afines. Los solventes se fueron colocado sobre la droga
cruda de acuerdo a la polaridad creciente: hexano, etanol y agua. El procedimiento se realiz6 en

base al esquema de la Figura 2-2:
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30 - 50 g MATERIAL VEGETAL

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

RACTO ETEREO

Medirvolumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO
Secary pesar

|
EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO
EN VOLUMEN CON ETANOL POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS.

FILTRAR
|

EXTRACTO ALCOHOLICO

Medir volumen y calcular concentracior

RESIDUO SOLIDO

Secary pesar

EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO X
EN VOLUMEN CON AGUA DESTILADA POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS. |

FIL'II'RAR

CTO

E ACUOSO |
Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO
Secar, pesar y desechar

Figura 2-2: Esquema para el Tamizaje Fitoquimico.
Fuente: Miranda M., 2006

En base al esquema de las Normas Ramales de drogas crudas, extractos y tinturas se realizé los
ensayos respectivos de los extractos hexanico (etéreo), alcohdlico y acuoso. Se detalla a

continuacion en las figuras 3-2, 4-2 y 5-2:

EXTRACTO ETEREO
I
DIVIDIR EN FRACCIONES

|
il

5'mL
ENSAYO DE BALJET
B ACETES Y GRASAD) | (LACTONAS Y COUMARINAS)

15 mL (dividir en 3 porciones) SmL

ENSAYO DE LIEBERMANN-BUCHARI
ENSAYOS DE DRAGENDORFF R o

(ALCALOIDES)

Figura 3-2: Esquema de ensayos del extracto etéreo
Fuente: Miranda M.,2006
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EXTRACTO ALCOHOLICO

|
DIVIDIR EN FRACCIONES
|

imL
ENSAYO DE
CATEQUINAS

2ml
ENSAYO DE
Cl Fe
FENOLES ¥ TANINOS

2mL
ENSAYO DE

2mbL
FEHLING
o EH ENSAYO DE
AZ REDUCTORES)l| 1E BERMAN-BUCHARD
2'mL TRITERPENOS-ESTEROIDES)
ENSAYO DE
RESINAS

2 mL
ENSAYO DE
NINHIDRINA

AMINOACIDOS!

2mlL
ENSAYO DE BALJET
LACTONAS)

N
3
3

Y
P

EN

o
(3
£

(e}
m
{72}

PUMA
S

ENSAYO DE
BORNTRAGER|

QUINONAS

’ 2mlL
ENSAYO DE
KEDDE 6 ML en 3 porciones
CARDENOLIOOS) ENSAYOS DE DRAGENDORFF
MAYER Y WAGNER
(ALCALOIDES
2mlL
ENSAYO DE
ANTOCIANIDINA
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Figura 4-2: Esquema de ensayos del extracto alcohélico.

Fuente: Miranda M., 2006

EXTRACTO ACUOSO

DIVIDIR EN FRACCIONES

6 ML en 3 porciones
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(ALCALOIDES)
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ENSAYO DE ESPUMA
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ENSAYO DE
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ENSAYO DE
PRINCIPIOS AMARGOS

2mL

(SAPONINAS)

Figura 5-2: Esquema de ensayos del extracto acuoso
Fuente: Miranda M.,2006

2.5.3.2. Ensayo de Sudan

Este ensayo permite reconocer compuestos grasos presentes en el extracto etéreo.

Procedimiento:
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Se afiadié 1mL de reactivo de sudan Il a la muestra del extracto etéreo y se evaporo el solvente

en bafio de agua.

Resultados positivos:

Presencia de pelicula o gotas de color rojo en el sobrante del liquido o en las paredes del tubo.

2.5.3.3. Ensayo de Dragendorff, Mayer, Wagner

Estos ensayos muestran la presencia cualitativa de alcaloides en un extracto.

Procedimiento:

e  Extracto hexanico: Se evapord una muestra de extracto en bafio maria y se volvio a disolver
el restante en 1 ml de HCI 1%.
e  Extracto alcohélico y acuoso: se colocé 1 gota de HCI concentrado, se calent6 con cuidado

y luego se dejé enfriar hasta su acidificacion.
Después de la acidificacion de cada extracto:

o En Dragendorff: Se afiadi6 3 gotas del reactivo de Dragendorff.
e  En Mayer: Se coloc6 una pizca de cloruro de sodio.

e En Wagner: Se afiadi6 2 o 3 gotas del reactivo de Wagner.

Resultados positivos:

e  Opalescencia: (+)
e  Turbidez: (++)

e  Precipitado: (+++)
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2.5.34. Ensayo de Baljet

Esta prueba permite evidenciar en el extracto la presencia de compuestos con agrupamiento

lactdnico, particularmente cumarinas y otros compuestos pertenecientes a este grupo. (Normas
Ramales. Drogas Crudas y Extractos y Tinturas. NRSP 309, 311 y 312. MINSAP 1992).

Procedimiento:

e  Extractos hexanico y acuoso: se evaporé en bafio maria y se afladié 1 mL de reactivo

e  Extracto alcoholico: se afiadié un 1 mL del reactivo.
Resultado positivo:

e  Precipitado rojo (++)

e  Coloracion roja (+++)

2.5.3.5. Ensayo de Borntrager

Este ensayo identifica la presencia de quinolonas en el extracto.

Procedimiento:

e Alicuota del Extracto sin cloroformo: se evapor6 el solvente y al residuo se disolvié en 1mL
de cloroformo.

e Seafiadié 1 mL de NaOH 5%

e  Seagitd rapidamente hasta llegar a una mezcla homogénea de las fases.

e  Se dejd en reposo hasta su completa separacion.

Resultado positivo:
Fase acuosa alcalina (superior)

e Color rosado o rojo: (positivo).
e Coloracion rosada: (++)

e  Coloracion roja: (++)
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2.5.3.6. Ensayo de Liebermann-Burchard

Esta prueba permite reconocer la presencia de triterpenos y/o esteroides en un extracto.

Procedimiento:

e  Muestra del extracto sin cloroformo: se elimind el solvente en bafio de agua.

e  El restante se volvio a disolver en 1 mL de cloroformo.

e  Seguidamente se afiadié 1ml de anhidrido acético y se mezclé.

e Cuidadosamente por las paredes del tubo se dejo caer de 2 a 3 gotas de acido sulfurico

concentrado.

Resultado positivo:

e Rosado azul (muy réapido): (+)
e Verde intenso (visible rapidamente): (++)

e  Verde oscuro-negro (final de la reaccion): (+++)

2.5.3.7. Ensayo de catequinas

Este ensayo permite observar la presencia de catequinas en el extracto.

Procedimiento:

e Con la ayuda de un capilar se tom6 una gota de muestra de extracto y se aplicd sobre un
papel filtro.

e Seaplico sobre la mancha solucién de carbonato de sodio.

Resultados positivos:

Visualizacion de una mancha color carmelita verde a la luz UV.
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2.5.3.8. Ensayo de resinas

Este ensayo detecta la presencia de resinas. Rapidamente se afiadié 2 ml de solucién alcohdlica 'y

10ml de agua destilada. Presencia de precipitado indica un resultado positivo.

25.3.9. Ensayo de Fehling

Con este ensayo se puede evidenciar la presencia de azUcares reductores en un extracto.

Procedimiento:

e Alicuota del extracto sin agua: se evaporo el solvente en bafio de agua.
e Al residuo se le disolvié 1.2 mL de agua.
e Luego se adicion6 2 mL del reactivo de Fehling y se calent6 en bafio maria durante 5-10

minutos.

Resultados positivos:

e Colorrojo

e  Precipitado rojo

2.5.3.10. Ensayo de la espuma

Esta prueba permite reconocer saponinas en un extracto.

Procedimiento:

e  Muestra en alcohol: se diluy6 con 5 veces su volumen de agua.

e  Se procedio a agitar fuertemente la mezcla durante 5-10 minutos seguidos.
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Resultados positivos:

Presencia espuma en la parte superior del liquido de una altura de 2mm por un tiempo aproximado

de 2 minutos.

2.5.3.11. Ensayo del cloruro férrico

Esta prueba permite visualizar la presencia de compuestos fenolicos y/o taninos en un extracto.

Procedimiento:

e Extracto alcohdlico: se adicion6 3 gotas de tricloruro férrico 5% en solucién salina.
e  Extracto acuoso (fundamentalmente para taninos): se afiadié acetato de sodio y 3 gotas de

tricloruro férrico 5% en solucién salina.

Resultados positivos:

e  Coloracion rojo-vino: compuestos fenélicos en general.
e Coloracion verde intensa: taninos tipo pirocatecdlicos.

e  Coloracion azul: taninos de tipo pirogalotanicos.

2.5.3.12. Ensayo de Shinoda

Este ensayo permite en un extracto determinar si existe presencia de flavonoides.

Procedimiento:

e Lamuestra del extracto se diluyé en 1mL de HCL concentrado.

e Luego se colocd un pedazo de cinta de magnesio metalico.

e  Seesperd 5 minutos después de la reaccion.

e Seadicion6 a la mezcla 1 ml de alcohol amilico.

e Finalmente se mezclaron bien las dos fases y se dejé reposar hasta que las fases se vuelvan

a separar por completo.
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Resultado positivo: coloracion amarilla, naranja, carmelita o rojo intensos en el alcohol amilico.

2.5.3.13. Ensayo de antocianidinas

En los extractos evidenciar la presencia de estructuras de secuencia del grupo de flavonoides.

Procedimiento:
Extracto etanélico

e Se calienta 2 ml del extracto durante 10 min con 10 mL &cido clorhidrico concentrado.
e Sedejo enfriar y afiadi6 agua con 2 mL de alcohol amilico.

e Luego se agitd y se dejd reposar hasta que se separaron las fases.

Resultados positivos: coloracion roja a marrédn (fase amilica).

2.5.3.14. Ensayo de mucilagos

Esta prueba permite reconocer la presencia estructuras tipo polisacaridos en los extractos. Estos
tienen la capacidad de formar un colide hidréfilo con alto indice de masa que particularmente

aumenta la densidad del agua donde es extraido.

Procedimiento:

Se enfria una muestra del extracto a temperatura de 0-5°C.

Resultados positivos:

Muestra del extracto con consistencia gelatinosa.
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2.5.3.15. Ensayo de principios amargos y astringentes

Para la realizacion de este ensayo se tomé 1 gota de extracto acuoso, se probo y reconocid el sabor
de cada principio.

2.5.4. Control de calidad del extracto alcoholico

254.1. Requisitos organolépticos

Esta prueba se realiz6 degustando el extracto para determinar el olor, color, sabor y aspecto
(Normas Ramales. Drogas Crudas y Extractos y Tinturas. NRSP 309, 311 y 312. MINSAP 1992).

25.4.2. Determinacion de densidad relativa

La densidad se realizdé con la ayuda de un picnémetro, se procedidé a obtener los pesos del
picnémetro para el calculo, primero se Ilen6 con la muestra del extracto conservado a 25°C por
15 minutos y se pesd. Después se secé el Picndmetro y se peso vacio. Finalmente se Ilen6 con

agua destilada a 25°C. El calculé se realiz6 con la siguiente formula:

Do M1—M
M2 - M

Donde:
M= Peso del picnémetro vacio.
M;= Peso del picnémetro con muestra del extracto.

M.= Peso del picndmetro con agua.
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2.5.4.3. indice de refraccion

Este ensayo se realiz6 en un refractometro, se colocé una gota de la muestra del extracto sobre el
prisma y por medio del espejo del instrumento se enfocd la luz que incidid sobre sobre la entrada

del prisma.

2.5.4.4. Medicion de pH

Para este ensayo se procedié a medir el pH con la ayuda de un pHmetro digital.

2.5.45. Determinacion de solidos totales

Para la realizacion de este ensayo se colocd en una capsula previamente tarada una alicuota de
5ml de extracto hidroalcohélico y se evapord en bafio maria. Posteriormente se ubicé la capsula
dentro de la estufa a 105°C por 3 horas. Luego se llevo al desecador hasta temperatura ambiente
y se tomo el peso hasta que se mantuvo constante. Los resultados se obtuvieron en base a la

siguiente formula:

sT="""F 100
= X
Vv

Donde:

ST=sdlidos totales de la muestra.

P= masa de la capsula vacia (tarada).
Pr= masa de la capsula con el residuo.

V= volumen de la alicuota del ensayo.
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2.5.5. Preparacidn del extracto hidroalcohdlico liofilizado de Peperomia peltigera.

Para preparar el extracto hidroalcoholico, se pes6 50 g de droga cruda de Peperomia peltigera y
se coloco en un frasco &ambar con 500mL de solvente (etanol al 70%) y se dejo macerar por 72
horas con agitaciones por pequefios lapsos de tiempo. Transcurrido el tiempo de maceracion, se
llevé al extracto al sonicador durante 2 horas. Posteriormente se procedio a filtrar el extracto y se
concentré en el rotavapor a 55°C. como resultado se obtuvo una solucion sin alcohol, a la cual se
filtr6. Finalmente se congel6 con nitrdgeno liquido y se liofilizd hasta que el extracto quedo libre

de agua.

2.5.6. Determinacion de Flavonoides Totales

Para la determinacién de flavonoides totales se procedi6 a tomar una alicuota de solucién
estandar, se afiadio 4 ml de agua destilada y 0.3ml de Nitrito de Sodio al 5%. Se esper6 por 5
minutos. Transcurrido el tiempo se afiadi6 0.3 ml de Cloruro de Aluminio al 10%, se vorterizd se
dejo durante 5minutos en completa oscuridad. Luego se afiadi6 2ml de NaOH 1M y se

homogenizé la solucidn. Finalmente, las lecturas se realizaron a 510 nm en un espectrofotémetro.

2.5.7. Determinacion de Fenoles Totales

Para determinar la cuantificacion de fenoles totales se procedié a tomar una alicuota de solucién
estandar, la cual se afiadi6 a un bal6n de aforo de 25mL, seguidamente se adicion6 15 mL de agua
destilada y 1,25mL de reactivo de Folin. Se esperd por 8 minutos y se adicion6 3,75 mL de
Carbonato de Sodio al 7.5% y se afor6 con agua destilada. Se vorterizé por 1 minuto y se dejo

por 2 horas en oscuridad completa. Se realizaron las lecturas a una medicién de 765nm.

2.5.8. Actividad ansiolitica

La evaluacion se realiz6 in vivo en ratones machos, de especie Mus musculus, de peso entre 28-
32g y de 2 meses de edad, provenientes del bioterio del Instituto Nacional de Investigacion en
Salud Publica “INSPI” ubicado en la ciudad de Guayaquil.
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Se uso las instalaciones del Bioterio de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, donde se
brindé a los animales de experimentacion un macro ambiente en una habitacion separada,
desprovista de iluminacion, silencio total, con rangos de temperatura y humedad adecuados.
Dentro de esta habitacion los ratones se encontraban ubicados aleatoriamente en cajas plasticas
con rejillas que formaban un microambiente, en donde se les proporcioné condiciones apropiadas
como el piso con tamo esterilizado, ventilacion constante, alimentacion e hidratacion. La

distribucion de los grupos de ratones se muestra en la tabla 2-2.

El extracto liofilizado fue reconstituido con propilenglicol al 15% (vehiculo), las dosis se
administraron de acuerdo a la tabla 2-2. Los ratones se trasladaron 30 minutos antes para su
adaptacion. A cada raton se administré un volumen aproximado de 0.5ml de solucion y se esperé

30 minutos para realizar el test de actividad ansiolitica.

Tabla 2-2: Division y codificacion de grupos y dosis para la evaluacion de la actividad ansiolitica

de Peperomia peltigera.

Concentracion Numero de ratones | Cédigo
Propilenglicol 15% 6 BLANCO
Clonazepam 0,5 mg/kg 6 CONTROL
25 mglkg 6 D1-PP
50 mg/kg 6 D2-PP
. . 100 mg/kg 6 D3-PP
Peperomia peltigera
200 mg/kg 6 D4-PP
300mg/kg 6 D5-PP

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

La evaluacion de la actividad ansiolitica se realizd en base a los test de respuesta no condicionada:
Para ello se utilizaron 3 equipos electronicos de medicion “Laberinto cruz elevado, cuarto claro-
oscuro y campo abierto”. Estos equipos expresan los resultados mediante un software de
procesamiento de imagen llamado Itopi para los equipos de medicidn laberinto en cruz elevado y

cuarto claro-oscuro y otro software llamado Emis para el equipo de medicién campo abierto.
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2.5.8.1. Equipo electronico de medicion “Cuarto Claro-Oscuro”.

El equipo utilizado esta constituido de una caja elaborada en acrilico de dimensiones totales de
44 x 21 cm, con una atura de 21cm, dividido en dos compartimentos de 29 x 21 cm la seccién
transparente y de 15 x 21cm la obscura, las dos secciones se encentran separadas por una pared
con una ranura que permite las transiciones del roedor durante la prueba. Ademas, consta de un
soporte metalico regulable y recubierto de una cortina que evita el paso de la luz, dentro de este
se encuentra una cdmara de video en la parte superior (Moreno et al., 2018, p. 6). En la Fotografia 1-

2 se muestra el equipo.

Adicionalmente el equipo tiene un software de procesamiento de imagen (ITOPI) donde se suben

los videos grabados de cada ensayo. Grafico 1-2.

Fotografia 1-1: Equipo electrénico de medicion “Cuarto Claro-Oscuro”
Realizado por: Gabriela Yancha, 2018
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Parametros a medir:

Tiempo de permanencia en el cuarto claro: El roedor se encuentra relajado y explora ambientes

luminosos.

Tiempo de permanencia en el cuarto obscuro: El roedor ansioso tiende a quedarse en espacios

0SCUros y evitan exponerse.

Tiempo de permanencia en la zona cruce: El roedor trata de salir a explorar ambientes nuevos.
Numero de entradas al cuarto claro: Mayor nimero de entradas mejor locomocion

Numero de entradas al cuarto obscuro: Mayor nimero de entradas mejor locomocién
Distancia recorrida: Mayor distancia recorrida mejor locomocién.

Velocidad media: Mayor desplazamiento aumenta la locomocion.

2.5.8.2. Equipo electrénico de medicion “laberinto elevado en cruz”.

Este equipo estd formado por un laberinto en Cruz Elevado hecho en acrilico con 4 brazos
perpendiculares con dimensiones de 30 x 10 cm y 2 de los brazos con paredes laterales de 20 cm

de altura, ademas estan elevados por un soporte de 38 cm en cada brazo. Cuenta también con un
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soporte metalico rodeado de una cortina que impide el paso de la luz y dentro de este una cdmara
de video (Moreno et al., 2018, p. 5). El equipo se muestra en la fotografia 2-2.

Ademas, este equipo también cuenta aplicacion (ITOPI). Gréfico 2-2.

Fotografia 2-2: Equipo electrénico de medicion “laberinto cruz elevado”

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018
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Parametros a medir:

Tiempo de permanencia en los brazos abiertos: Una mayor permanencia indica que el roedor no

se encuentra ansioso.

Tiempo de permanencia en los brazos cerrados: El roedor esta ansioso y se queda en su zona de

confort.
Tiempo de permanencia en el centro: el roedor intenta salir a explorar nuevos ambientes.

Numero de entradas a los brazos abiertos: Mayor numero de entradas mejor locomocion del

roedor

Numero de entradas a los brazos cerrados: Mayor nimero de entradas mejor locomocion del

roedor.
Numero de entradas al centro: Mayor nimero de entradas mejor locomocioén del roedor.
Distancia recorrida: el roedor tiende a recorrer mas cuando esta relajado.

Velocidad media: Mayor desplazamiento mejor locomocién.

2.5.8.3. Equipo electronico de medicion “Campo Abierto”.

Este equipo consta de una caja de polipropileno de dimensiones 68 x 68 cm y paredes de 45 cm
de altura. Adicionalmente tiene una estructura metalica rodeada de una cortina y dentro de esta

una camara de video. Fotografia 3-2.

Este equipo cuenta con una aplicacion de procesamiento de imagen denominada Emis. Gréfico
3-2.

42



Fotografia 3-2: Equipo electrénico de medicion “Campo Abierto”

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018
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Realizado por: Gabriela Yancha, 2018
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Parametros a medir:

Tiempo en el centro: Roedor se encuentra relajado y explora ambientes nuevos.
Tiempo en el intermedio: Roedor rejado explora ambientes luminosos cercanos el centro

Tiempo en los laterales: Roedor se encuentra ansioso y tiende a permanecer en lugares donde no

se expone.
Tiempo en las esquinas: Rededor ansioso permanece en zonas de confort.

Defecaciones: Mientras mas defecaciones el roedor se encuentra mas ansioso, presenta emociones

exageradas.

Elevaciones: El roedor tiende al elevarse mas veces cuando estd ansioso, presenta emociones

exageradas.

Distancia recorrida: Mayor distancia recorrida por el roedor indica que la locomocién no ha sido
afectada.

Velocidad media: Mayor desplazamiento realizado por el roedor tiende a tener buena locomocién

2.5.8.4. Procedimiento de utilizacion de equipos:

De acuerdo a las especificaciones de los POES que se encuentran en el area de ensayos del bioterio
primeramente se armo el equipo y se desinfectd con etanol al 10%, este proceso se realizaba antes
de cada prueba. Luego se procedié a encender la cdmara y se conectd mediante red wifi al
computador donde estaban previamente instaladas las aplicaciones. Una vez que todo estaba listo,
se procedié a colocar cada uno de los ratones con tratamiento previo, los cuales estan
especificados en la tabla 2-2. Cada prueba se evalud durante 5 minutos. Concluido los ensayos
del dia se desconect6 la cAmara y se guardé el equipo. Posteriormente se procedié a obtener los
videos de cada dia y se subi6 cada uno en las aplicaciones antes mencionadas. Los datos arrojados

por el software fueron extraidos a un archivo de Excel para posteriores analisis.
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La figura 6-2 detalla los ensayos realizados.
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Figura 6-2: Flujograma para evaluar la actividad ansiolitica

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

2.5.9. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados estadisticamente en el programa estadistico SPSS 24,
inicialmente, se verifico que los datos obtenidos en los distintos parametros cumplan con los dos

requisitos fundamentales para la estadistica paramétrica, que son: distribucién normal y

homogeneidad de varianzas.

Para verificar, si los datos siguen una distribucion normal, se realizé la prueba estadistica de

Kolmogorow -Smirnov, mientras que, para la igualdad de varianzas se utilizé el estadistico de

Levene.

45




Para el andlisis de las distintas dosis se utilizo la prueba de hipdtesis (ANOVA) estableciendo

que:
Hipdtesis nula (Ho): Las medias de los (pardametros) en los diferentes tratamientos son iguales.

Hipdtesis de investigacion (Ha): Existe al menos una pareja de medias de (pardmetros) que son

diferentes.

El resultado del test ANOVA obtenido en los distintos pardmetros, en los 7 tratamientos, en la
mayoria de los casos son menores que el nivel de significancia, lo que indica que, existe al menos
una pareja de medias que son diferentes. Para determinar cuales son las parejas de medias

diferentes, se realizé el test post hoc Tukey.

En test post hoc Tukey, se observé la formacion sub grupos homogéneos. En la mayoria de
parametros, se tomo en cuenta las probabilidades de los sub grupos, y se establecié que, el sub
grupo que present6 una probabilidad mayor, es el que permitio concluir que, estadisticamente los
datos obtenidos en estos sub grupos son mas significativos 0 mas confiables para tomar una

decision.
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CAPITULO Il

3. MARCO DE RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION DE
RESULTADOS
3.1. Ensayos de Control de calidad de la Droga Cruda

Se obtuvieron los siguientes resultados del control de calidad de la droga cruda. Los ensayos se

efectuaron por triplicado.

Tabla 1-3: Resultados obtenidos del Control de Calidad de droga cruda de Peperomia peltigera

PARAMETRO Hojas de Peperomia | Limites de Normativa
peltigera C.DC. referencia

Humedad (%6) 7,50+0.048 Hasta 14% USP# 35

Cenizas totales (%) 10,51+0.023 Hasta 12% USP# 35

Cenizas solubles en agua | 6,03+0.008 Hasta 7% USP# 35

(%)

Cenizas insolubles en 1,47+0.028 Hasta 5% USP# 35

HCI (%)

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

En la Tabla 1-3, se observa que, el contenido de humedad de la droga cruda es 7,50%,
encontrandose dentro los parametros establecidos por la USP 35, la realizacion de este ensayo es
importante para garantizar la calidad de la droga cruda. El exceso de agua en las drogas vegetales
compromete la conservacion, estabilidad y promueve el crecimiento microbiano, ademas

incrementa la presencia de hongos y la hidrolisis.

La determinacion de cenizas totales permite conocer el contenido de materia extrafia adherida al
material vegetal y las sales minerales que presenta. El valor en la droga vegetal fue de 10,51%,

hallandose dentro los limites que establece la USP # 35.
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Mientras que la determinacion de cenizas solubles en agua permite establecer la cantidad de sales
solubles en agua, en tanto que el contenido de cenizas insolubles en &cido clorhidrico permite
conocer la cantidad de silice o arena en el material vegetal. Las hojas de Peperomia peltigera
presentaron 6,03% y 1,47% en cenizas solubles en agua y cenizas insolubles en &cido clorhidrico
respectivamente, ambos parametros se encuentran dentro de los limites establecidos en la USP

35, garantizandose asi, la calidad de la droga vegetal para ensayos posteriores.

3.2.

Tamizaje Fitoquimico

Tabla 2-3: Resultados del tamizaje fitoquimico del extracto hexanico, alcohélico y acuoso.

TIPO DE COMPUESTO EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO

ENSAYO IDENTIFICADO | HEXANICO | ALCOHOLICO | ACUOSO
SUDAN Grasas + N/A N/A
BALJET Lactonas y cumarinas | - - N/A
DRAGENDORFF Alcaloides ++ ++ ++
MAYER Alcaloides ++ ++ ++
WAGNER Alcaloides ++ ++ ++
LIBERMANN — Triterpenos y +++ +++ N/A
BOUCHARD esteroides
CATEQUINAS Catequinas N/A - N/A
RESINAS Resinas N/A - N/A
FEHLING Azlcares N/A + +
CLORURO Compuestos fenolicos | N/A + +
FERRICO
ESPUMA Saponinas N/A +++ +++
BORNTRAGER Quinonas N/A - N/A
SHINODA Flavonoides N/A ++ ++
ANTOCIANIDINAS | Secuencias de grupos | N/A + N/A

de flavonoides
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MICILAGOS Polisacaridos N/A N/A -

PRINCIPIOS N/A N/A +
AMARGOS Y
ASTRINGENTES

+: presencia, -: ausencia.

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

En la Tabla 2-3 se observa los metabolitos secundarios identificados como: alcaloides, azUcares,
triterpenos, esteroides, saponinas, secuencia de grupos de flavonoides, compuestos amargos,
compuestos fendlicos y flavonoides. Dichos compuestos podrian ser los responsables de las

actividades bioldgicas sefialadas en estudios anteriores.

Los alcaloides, se presentaron en los tres extractos, estos compuestos muestran actividad
simpaticomimética y alucindgena, ademas intervienen en las reacciones principales del

metabolismo celular y generalmente acttian en el sistema nervioso central (Benitez, 2012, pp. 2-3).

Se encontraron en el extracto alcohdlico y acuoso la presencia de flavonoides y fenoles, se ha
demostrado que los flavonoides tienen una amplia gama de actividades bioldgicas como: efecto
diurético, cardioprotector, antimicrobiano, antiviral, tratamiento en enfermedades
neurodegenerativas, anticancerosos, ansioliticos y otros. Lo que hace que sean compuestos de

interés para otro tipo de investigaciones (Balasundram, 2006, p. 195).

Hubo presencia considerable de triterpenos y esteroides, en los extractos alcohélico y hexanico.
Las triterpenos poseen propiedades antioxidantes y hormonales, mientras que, los esteroides
presentan actividades analgésicas y antiinflamatorias. También se encontr6 saponinas en el
extracto alcoholico y acuoso, estos compuestos por lo general son precursores de detergentes al

presentar espuma.

Los metabolitos reportados en la tabla 2-3 coinciden con los reportados en el articulo titulado
“Preliminary Phytochemical Screening of Some Andean Plants”. Especificamente, en cuanto a
los alcaloides se present6 diferencias menores al comparar las dos investigaciones, esto puede
deberse al tipo de suelo, las condiciones geogréficas, época de afio, lugar de recoleccién de la

droga vegetal, entre otras (Castillo Marco et al., 2014, pp. 36-37).
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Es importante considerar que esta planta es endémica del Ecuador, con una gran variedad de usos
ancestrales no probados cientificamente, lo que le hace un blanco de gran interés por presentar

diversidad de metabolitos secundarios.

3.3. Control de calidad de extracto hidroalcoholico de hojas de Peperomia

peltigera

Tabla 3-2: Resultados obtenidos del Control de Calidad de extracto hidroalcohdlico de hojas de
Peperomia peltigera C.DC.
Parametro Extracto alcohélico de las hojas de
Peperomia pelitigera C. DC.

CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

Olor Alcohdlico aromético
Color Verde intenso
Aspecto Turbio
Sabor Amargo ligeramente astringente
CARACTERISTICAS FiSICO - QUIMICO

Indice de refraccion 1.368
pH 5.86
Densidad relativa 1.1143 g/mL

Solidos totales (%0) 2.683

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

Las caracteristicas organolépticas presentadas en extracto hidroalcohdlico de Peperomia

peltigera (Tabla 3-2), son propias del material vegetal empleado y del tipo de solvente.

En la determinacién del indice de refraccién, se obtuvo un resultado de 1.368, el cual es mayor
respecto al agua, esto es un indicador de la presencia de sustancia disueltas en el extracto

analizado.

En cuanto al pH del extracto de 5.86 se observa que es ligeramente &cido, debiéndose
posiblemente a la presencia de taninos, flavonoides, quinolonas, saponinas y otras. (Pacheco et al.,
2006).
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La densidad relativa del extracto fue de 1.1143 g/mL, la cual es, mayor que la densidad del etanol
(0.789 g/mL) y el agua (1 g/mL) los que fueron empleados como solventes, indicando de igual
forma la presencia de sustancias disueltas en el extracto.

En el porcentaje de solidos totales del extracto, se obtuvo un resultado de 2.68 %, la farmacopea
francesa establece que el porcentaje no debe ser menor a 1.20, el valor superior al referente

asegura que el extracto contenga una importante cantidad de metabolitos y buena solubilidad.

3.4, Cuantificacion de fenoles totales mediante el método de Folin-Ciocalteu

La cuantificacion de fenoles totales se realiz6 mediante el método Folin-Ciocalteu, en el cual, se

us6 como estandar al &cido galico, que fue utilizado para obtener la siguiente curva de calibracion:

Y = 0.0014x + 0,0144 con un R2de 0.999

Tabla 4-3: Resultados de la cuantificacion de Fenoles Totales

SUSTANCIA FENOLES TOTALES

ANSIOLITICA mg Equivalentes de Acido | G Equivalentes de Acido
Galico/g de extracto seco Galico/100g de extracto
seco (YoEQFT)

EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE 14,53 £ 0.01 1,453 £ 0.001
Peperomia peltigera

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

Luego de realizar los célculos respectivos, se obtuvo la tabla 4-3, en donde se observa que, el
contenido de fenoles totales presentes en el extracto de Peperomia peltigera fue de 14,53 mg
Equivalentes de Acido Galico/g de extracto seco, es decir 1,453 g Equivalentes de Acido
Gélico/100g de extracto seco (%EQFT). La obtencion de este resultado es importante para
considerar el estudio a futuro de mas actividades farmacoldgicas. Es necesario tener en cuenta

que, los polifenoles son conocidos por su actividad antioxidante. Previenen enfermedades
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inflamatorias y cardiovasculares, ademas, son agentes quimioprotectores contra el cancer (Espinoza
etal., 2015, p. 3).

3.5. Cuantificacion de Flavonoides Totales

La determinacidn de flavonoides se realiz6 mediante el método colorimétrico de tricloruro férrico,
para este ensayo se tom6 como patrén de referencia a la quercetina, con la cual se elabor6 la

siguiente curva de calibracion:

Y = 0.0014x + 0,0144 con un R2de 0.999

Tabla 5-3: Resultados de la Cuantificacion de Flavonoides

SUSTANCIA FLAVONOIDES TOTALES

ANSIOLITICA mg Equivalentes de G Equivalentes de
Quercetina/g de extracto Quercetina/100g de
seco extracto seco (YoEQFT)

EXTRACTO

HIDROALCOHOLICO DE 16,33+ 0,48 1,63 £ 0,048

Peperomia peltigera

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

En la tabla 5-3, se observa que, el contenido de flavonoides totales presentes en el extracto de
Peperomia peltigera fue de 16,33 mg Equivalentes de Quercetina/g de extracto seco, es decir
1,453 g Equivalentes de Quercetina/100g de extracto seco (EQFT). Este resultado es importante
ya que, posiblemente los flavonoides sean los responsables de la actividad ansiolitica, ademas hay
tener en cuenta que, este valor puede crecer dependiendo del sitio de recoleccion, las condiciones
climaticas, etc. Ademas, se observa la que, el resultado obtenido de flavonoides el mayor que el

obtenido de fenoles, esto posiblemente se deba a errores en el método.
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3.6. Actividad ansiolitica in vivo

3.6.1. Equipo electronico de medicion “Campo Claro-Oscuro”

3.6.1.1. Tiempo en el Cuarto Claro, Mitad y Cuarto Oscuro

Tabla 6-3: Resultados obtenidos del tiempo en cuarto claro y oscuro

) Tiempo en el
Tiempo en Cuarto
Grupos ) Cuarto Oscuro
Claro (min) )
(min)
Blanco 0,69 3,30
Control 3,16 0,79
D1-PP 2,42 1,59
D2-PP 2,32 1,67
D3-PP 1,94 1
D4-PP 2,02 1,61
D5-PP 1,66 1,67

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

Cuarto Claro-Oscuro

330 546
2,42 232
£ 19 2,02
% 2,00 159 67 1,77 61 1,66 1,67
g 1,50
@ 79
= 1,00 06 )
0,50 I I
0,00

Blanco Control D1-PP D2-PP D3-PP D4-PP D5-PP
Tratamientos

B Tiempo en Cuarto Claro B Tiempo en el Cuarto Oscuro
Gréfico 1-3: Tiempos de permanencia en Cuarto Claro y Oscuro obtenidos por efecto

de las diferentes dosis administradas.
Realizado por: Gabriela Yancha, 2018
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En el gréfico 1-3, se observa que, el tiempo promedio de permanencia de los ratones en el cuarto
claro crecié de 0,69 minutos del blanco a 1,66 minutos con la dosis D5-PP, indicando que la
administracion de las distintas dosis reduce los niveles de ansiedad en los ratones e incrementan
el tiempo de permanencia en el cuarto claro. Los incrementos mas notorios se dan en el control,
D1-PP y D2-PP. En el caso del tiempo promedio de permanencia en el cuarto oscuro descendio
de 3,50 minutos del blanco a 1,67 minutos de D5-PP, lo que indica que, al administrar las distintas
dosis, los ratones salian a explorar el otro compartimento (Cuarto claro). También se puede

observar que la dosis D5-PP pasa aproximadamente el mismo tiempo en los dos compartimentos.

Tabla 7-3: Test ANOVA para tiempos en cuarto claro y oscuro.

ANOVA
TIEMPO EN EL CUARTO CLARO
Suma de cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Entre grupos 20,797 6 3,466 3,412 0,009
Dentro de grupos 35,551 35 1,016
Total 56,348 41
TIEMPO EN EL CUARTO OSCURO
Suma de cuadrados Gl Media cuadréatica F Sig.
Entre grupos 20,288 6 3,381 4,392 0,002
Dentro de grupos 26,944 35 0,770
Total 47,232 41

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

En la tabla 7-3 se observa que, los p-valores del test ANOVA obtenidos tanto para las medias de
los tiempos de permanencia en el cuarto claro como en el oscuro son menores que el nivel de
significancia, es decir existen diferencias significativas en los tiempos de permanencia de cada

compartimento.

En el test post hoc Tukey (tabla 8-3), en relacién al tiempo en el cuarto claro, se observa la
formacion de dos sub grupos homogéneos. El control y el blanco encabezan cada sub grupo
formado junto con las dosis. El que presenta mayor probabilidad de los dos subgrupos, es el
formado por el control junto con todas las dosis, indicando asi que, todas las dosis poseen

actividad ansiolitica al permanecer mayor tiempo en el compartimento claro.

Lo que sucede con el tiempo de permanencia en el cuarto oscuro es similar (Tabla 8-3), ya que

también se observa la formacion de dos sub grupos homogéneos. El control y el blanco encabezan
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cada sub grupo formado junto con todas las dosis. El sub grupo del control con todas las dosis es
el que tiene una probabilidad mayor. Es decir, las dosis no presentan diferencias significativas

respecto al control (Clonacepam), siendo este el que permanece menos tiempo en el cuarto oscuro.

Tabla 8-3: Test post-hoc HSD Tukey de grupos homogéneos de tiempo en Cuarto Claro y Cuarto

oscuro
TIEMPO EN EL CUARTO CLARO

GRUPOS N Subconjunto para alfa =0.01

1 2
Blanco 6 0,690264814
D5-PP 6 1,65543725 1,65543725
D3-PP 6 1,93584291 1,93584291
D4-PP 6 2,024047005 2,024047005
D2-PP 6 2,3220667 2,3220667
D1-PP 6 2,421113776 2,421113776
Control 6 3,163030428
Sig. 0,071 0,160

TIEMPO EN EL CUARTO OSCURO

GRUPOS N Subconjunto para alfa = 0.01

1 2
Control 6 0,791634677
D1-PP 6 1,589845284 1,589845284
D4-PP 6 1,610391929 1,610391929
D2-PP 6 1,66644655 1,66644655
D5-PP 6 1,671507533 1,671507533
D3-PP 6 1,769541411 1,769541411
Blanco 6 3,30162274
Sig. 0,475 0,027

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018
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3.6.1.2. Numero de cruces Cuarto Claro-Oscuro, Distancia recorrida y Velocidad

media

Tabla 9-3: Resultados obtenidos del Nimero de cruces cuarto claro-oscuro, distancia
recorrida y Velocidad media

Numero de ) ) )
Distancia Velocidad
Grupos cruces Claro- ] ]
recorrida media
Oscuro
Blanco 12,167 10,634 0,035
Control 2,833 1,413 0,007
D1-PP 10,167 10,056 0,034
D2-PP 8,000 7,656 0,026
D3-PP 10,667 10,018 0,033
D4-PP 9,667 8,789 0,029
D5-PP 6,833 7,403 0,025

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

Cuarto Claro-Oscuro

14,000
12,167

12,000
10,167 10,667 o ccr
10,000 ’
8,000
8,000 6,833
6,000
4,000 2,833
2,000 I
0,000

Blanco Control D1-PP D2-PP D3-PP D4-PP D5-PP
Tratamientos

NUmero de cruces

Gréfica 2-3: NUmero de cruces claro-oscuro obtenidos por efecto de los diferentes

tratamientos.
Realizado por: Gabriela Yancha, 2018
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Cuarto Claro-Oscuro

12,000
10,634 10,056 10,018

10,000 8,789
8,000 7,656 7,403
6,000
4,000
2,000 1,413
0,000 .

Blanco Control D1-PP D2-PP D3-PP D4-PP D5-PP
Tratamientos

Distancia recorrida (metros)

Graéfico 3-3: Distancia recorrida obtenida por efecto de los diferentes tratamientos
Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

Cuarto Claro-Oscuro
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Blanco Control D1-PP D2-PP D3-PP D4-PP D5-PP
Tratamientos

Gréfico 4-3: Velocidad media obtenida por efecto de los diferentes tratamientos
Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

En los graficos 2-3, 3-4 y 4-3 se puede apreciar que, el nimero de cruces, la distancia recorrida y
velocidad media decrecieron de 10,634, 12,167 my 0,035 m/s del blanco respectivamente a 6,833,
7,403 m y 0,025 m/s de D5-PP respectivamente, lo cual indica que al administrar las distintas
dosis existe disminucion de la locomocion. Es importante sefialar que, en las tres variables

medidas el descenso mas notorio se da en el control que ha sido el mas afectado en la locomocion,
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siendo uno de los problemas més importantes al administrar este grupo de farmacos, mientras que
los aumentos més importantes suceden en D1-PP y D3-PP en los cuales presentan valores

cercanos al blanco (Propilenglicol) y lejanos al control (Clonacepam).

Tabla 10-3: Test ANOVA para cruces para cuarto claro-oscuro, distancia recorrida y velocidad

media.
ANOVA
CRUCES CUARTO CLARO OSCURO
Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica Sig.
Entre grupos 343,905 6 57,317 6,079 0,000
Dentro de 330,000 35 9,429
grupos
Total 673,905 41
DISTANCIA RECORRIDA continuara
Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica Sig.
Entre grupos 361,550 6 60,258 6,662 0,000
Dentro de 316,597 35 9,046
grupos
Total 678,147 41
VELOCIDAD MEDIA
Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica Sig.
Entre grupos 0,003 6 0,001 5,214 0,001
Dentro de 0,004 35 0,000
grupos
Total 0,007 41

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

En la tabla 10-3 se observa que, los p-valores del test ANOVA obtenidos tanto para las medias
del nimero de cruces, distancia recorrida y velocidad media son menores que el nivel de

significancia, es decir que existen diferencias significativas.

En relacion con el nimero de cruces y distancia recorrida (tabla 11-3), se observa en ambos casos
la formacién de dos sub grupos homogéneos. Un sub grupo esta formado por el blanco con todos
los tratamientos y el otro lo conforman el control con los tratamientos D5-PP y D2-PP. Los sub

grupos que presentan mayor probabilidad, son los encabezados por el control y los dos
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tratamientos, indicando que, a esas dosis existe mayor depresion en la actividad locomotora por

encontrarse en el mismo grupo que el control.

El test post-hoc para velocidad media (Tabla 11-3), arroja resultados muy similares a las dos
variables anteriores, presentando mayor depresion locomotora en los tratamientos D5-PP, D2-PP
y ademés D4-PP.

Tabla 11-3: Test post-hoc HSD Tukey de grupos homogéneos de cruces cuarto claro-oscuro,

distancia recorrida y velocidad media.

CRUCES CUARTO CLARO OSCURO
Subconjunto para alfa =0.01
GRUPOS N 1 2
Control 6 2,83
D5-PP 6 6,83 6,83
D2-PP 6 8,00 8,00
D4-PP 6 9,67
D1-PP 6 10,17
D3-PP 6 10,67
Blanco 6 12,17
Sig. 0,081 0,066
DISTANCIA RECORRIDA
Subconjunto para alfa = 0.01
GRUPOS N 1 2
Control 6 1,41
D5-PP 6 7,25 7,25
D2-PP 6 7,66 7,66
D4-PP 6 8,98
D3-PP 6 10,02
D1-PP 6 10,06
Blanco 6 10,63
Sig. 0,465 0,016
VELOCIDAD MEDIA
GRUPOS N Subconjunto para alfa = 0.01

59




1 2
Control 6 0,01
D5-PP 6 0,02 0,02
D2-PP 6 0,03 0,03
D4-PP 6 0,03 0,03
D3PP 6 0,03
D1-PP 6| - 0,03
Blanco 6 0,04
Sig. 0,558 0,012

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

3.6.2.

3.6.2.1.

Equipo electrénico de medicion “Laberinto elevado en cruz”

Tiempo en brazos abiertos y cerrados

Tabla 12-3: Resultados obtenidos del tiempo en brazos abiertos y cerrados

Tiempo en Brazos

Tiempo en Brazos

Grupos ) ) )
Abierto (min) Cerrados (min)

Blanco 0,20 3,85
Control 2,13 1,42

D1-PP 2,26 0,51

D2-PP 2,44 1,44

D3-PP 2,13 1,28

D4-PP 2,10 1,82

D5-PP 0,86 3,20

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018
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Laberinto Cruz Elevado
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Tratamientos

B Tiempo en Brazos Abierto M Tiempo en Brazos Cerrados

Grafico 5-3: Tiempos de permanencia en brazos abiertos y cerrados obtenidos por

efecto de los diferentes tratamientos.
Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

En el gréfico 5-3, se observa que, el tiempo promedio de permanencia de los ratones en los brazos
abiertos creci6 de 0,20 minutos del blanco a 0,86 minutos con D5-PP, indicando que, al
administrar las distintas dosis, los ratones incrementaron el tiempo de permanencia en los brazos
abiertos. Los aumentos mas notorios se dan en el control, y en los tratamientos de D2-PP y D1-
PP. En tanto que el tiempo promedio de permanencia en los brazos cerrados descendi6 de 3.85
minutos del blanco a 3,20 minutos con D5-PP, lo que indica que, la administracién de las distintas
dosis del extracto, influyé en la salida exploratoria a los Brazos abiertos. Las disminuciones méas
notorias se observan en el tratamiento con D1-PP y con el control positivo, interpretando que

ambos presentan mayor actividad ansiolitica.

Tabla 13-3: Tiempo en brazos abiertos, medio y brazos cerrados

ANOVA
TIEMPO EN BRAZOS ABIERTOS
Suma de Media
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 25,095 6 4,182 5,354 0,001
Dentro de grupos 27,339 35 0,781
Total 52,434 41

TIEMPO EN BRAZOS CERRADOS
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Suma de Media

cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 49,421 6 8,237 6,545 0,000
Dentro de grupos 44,045 35 1,258
Total 93,466 41

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

En la tabla 13-3 observamos que, los p-valores del test ANOVA obtenidos tanto para las medias
de los tiempos de permanencia en brazos cerrados y abiertos son menores que el nivel de
significancia, es decir existen diferencias significativas en los tiempos de permanencia en cada

compartimento.

En relacién al tiempo de permanencia en brazos abiertos, en la tabla 14-3, se observa la formacién
de dos sub grupos homogéneos. Un sub grupo esta formado por el blanco con la dosis D5-PP y el
otro por el control con todas las dosis. El sub grupo con la probabilidad mayor, es el formado por
el blanco con la dosis D5-PP. Considerando que, el blanco es el que, permanece menor tiempo en
compartimento claro, se puede decir que la dosis D5-PP en el laberinto en cruz elevado no
presenta actividad ansiolitica considerable por encontrarse formando parte del mismo grupo con

el blanco.

Para el caso del tiempo de permanencia en brazos cerrados (Tabla 14-3), se muestra la formacion
de tres sub grupos homogéneos. El sub grupo con mayor probabilidad, es el compuesto por el
control junto con las dosis D1-PP, D3-PP, D2-PP Y D4-PP, tomando en cuenta que, el control es
el que, permanece menor tiempo en el compartimento oscuro, las dosis D1-PP, D3-PP, D2-PP y
D4-PP en este equipo presentan un comportamiento ansiolitico estadisticamente similar que el

control.

Tabla 14-3: Test post-hoc HSD Tukey de grupos homogéneos de tiempo en brazos abiertos,

medio y brazos cerrados

ANOVA

TIEMPO EN BRAZOS ABIERTOS

Subconjunto para alfa =0.01

GRUPOS N 1 2
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BLANCO 6 0,202224704
DOSIS 5 6 0,861026637 0,861026637
DOSIS 4 6 2,104837028
DOSIS 3 6 2,128201906
CONTROL 6 2,132534318
DOSIS 1 6 2,260091843
DOSIS 2 6 2,443172381
Sig. 0,844 0,048

TIEMPO EN BRAZOS CERRADOS

GRUPOS N Subconjunto para alfa =0.01
1 2 3
DOSIS 1 6 0,514182382
DOSIS 3 6 1,280926349 1,280926349
CONTROL 6 1,416330481 1,416330481 1,416330481
DOSIS 2 6 1,435127803 1,435127803 1,435127803
DOSIS 4 6 1,821378715 1,821378715 1,821378715
DOSIS 5 6 3,195082344 3,195082344
BLANCO 6 3,850946875
Sig. 0,422 0,074 0,01
Realizado por: Gabriela Yancha, 2018
3.6.2.2. Entradas en brazos abiertos y cerrados

Tabla 15-3: Resultados obtenidos de entradas en brazos abiertos y cerrados

Entradas en Entradas en
Grupos
Brazos Abiertos | Brazos Cerrados
blanco 10,67 19,33
control 3,50 0,67
D1-PP 11,17 13,00
D2-PP 10,67 8,83
D3-PP 1,17 8,67
D4-PP 6,83 7,83
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D5-PP 4,50 6,17

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018
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Grafico 6-3: Numero de entradas en brazos abiertos y cerrados obtenidas por efecto de

los diferentes tratamientos.
Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

En el grafico 6-3, se observa gue, en el nimero de entradas a brazos abiertos decreci6 de 10,67
del blanco a 4,50 con D5-PP, indicando que la administracion de las distintas dosis a los ratones
presentd depresion de la actividad locomotora. Los descensos méas notorios se dan en control y
D3-PP, mientras que los aumentos méas considerables se observan en D1-PP y D2-PP siendo
cercanos al valor mas alto que expresa el blanco. Para el caso del nimero de entradas en brazos
cerrados descendio de 19,33 del blanco a 6,17 de D5-PP, lo que indica que, al administrar las
distintas dosis, los ratones redujeron el nimero las entradas a este compartimiento, por tanto, la
locomocion disminuyd. La disminucion mas notoria se observa en el control, mientras que el
aumento mas relevante se dio en la D1-PP. En los dos casos ahi disminucion de la locomocién en
comparacion al blanco, pero hay que considerar que respecto al control también existe aumento

considerable en ciertas dosis.
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Tabla 16-3: Test ANOVA para brazos abiertos y brazos cerrados

ANOVA
ENTRADAS EN BRAZOS ABIERTOS
Suma de cuadrados Gl Media cuadratic F Sig.
Entre grupos 580,619 6 96,770 8,506 0,000
Dentro de grupos 398,167 35 11,376
Total 978,786 41
ENTRADAS EN BRAZOS CERRADOS
Media
Suma de cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 1208,571 6 201,429 16,608 0,000
Dentro de grupos 424,500 35 12,129
Total 1633,071 41

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

En la tabla 16-3 se observa que, los p-valores del test ANOVA obtenidos tanto para las medias
del nimero de entradas en brazos abiertos y cerrados son menores que el nivel de significancia,

es decir existen diferencias significativas en las entradas a cada compartimento.

En cuanto al nimero de entradas en los brazos abiertos (Tabla 17-3), se evidencié la formacién
de tres sub grupos homogéneos. El sub grupo que tiene una probabilidad mayor, es el sub grupo
gue esta formado por el control junto con las dosis D3-PP, D5-PP y D4-PP, que indica que, estas
dosis presentan depresién locomotora. Siendo justamente un aspecto desfavorable en cuanto al

uso de benzodiacepinas.

La tabla 17-3, muestra que, en cuanto al nimero de entradas en brazos cerrados, se forman tres
sub grupos homogéneos. Un sub grupo esta formado por el control con las dosis D4-PP y D5-PP,
lo que indica que en estas dosis hay depresién de la actividad locomotora. También se observa la
formacion de un sub grupo con todas las dosis, pero sin el blanco ni el control. Otro sub grupo
esta formado por el blanco con la dosis D1-PP, este Gltimo grupo nos permite concluir que la
dosis D1-PP no deprime significativamente la locomocion por encontrarse en el mismo sub grupo

con el blanco.
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Tabla 17-3: Test post-hoc HSD Tukey de grupos homogéneos de brazos abiertos y brazos

cerrados
ENTRADAS BRAZOS ABIERTOS
GRUPOS Subconjunto para alfa = 0.01
N 2
DOSIS 3 6 1,17
CONTROL 6 3,50 3,50
DOSIS 5 6 4,50 4,50 4,50
DOSIS 4 6 6,83 6,83 6,83
DOSIS 2 6 10,67 10,67
BLANCO 6 10,67 10,67
DOSIS 1 6 11,17
Sig. 0,082 0,012 0,024
ENTRADAS BRAZOS CERRADOS
TRATAMIENTO PARA Subconjunto para alfa = 0.01
LA ANSIEDAD N 2
CONTROL 6 0,67
DOSIS 5 6 6,17 6,17
DOSIS 4 6 7,83 7,83
DOSIS 3 6 8,67
DOSIS 2 6 8,83
DOSIS 1 6 13,00 13,00
BLANCO 6 19,33
Sig. 0,017 0,026 0,047
Realizado por: Gabriela Yancha, 2018
3.6.2.3. Distancia recorrida y velocidad media

Tabla 18-3: Resultados obtenidos de la distancia recorrida y velocidad media

Distancia Velocidad
Grupos ) ]
recorrida media
Propilenglicol 12,291 0,041
Clonacepam 0,715 0,005
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D1-PP 9,211 0,035
D2-PP 9,362 0,031
D3-PP 7,338 0,022
D4-PP 9,002 0,030
D5-PP 7,182 0,012

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018
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Graéfica 7-3: Distancia recorrida obtenida por efecto de los distintos tratamientos.
Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

Laberinto Cruz Elevado

0,045 0,041
2 0,040 0,035
£ 0,035 0,031 0,030
£ 0,030
2 0,025 0,022
5 0,020
3 0,015 0,012
3 0,010 0,005 l
T 0,005
> 7
0,000 .
N Q& Q Q Q Q Q
S B < < < < <
& K N ¥ Ng Ne Y
.\Q/ Q’b
K oX
Qﬂ

Tratamientos

Gréfico 8-3: Velocidad media obtenida por efecto de los distintos tratamientos

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018
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En los gréficos 7-3 y 8-3, se observa que, la distancia recorrida y la velocidad media del blanco
decrecieron de 12,291 my 0,041 m/s a 7,182 m y 0,012 m/s respectivamente con el tratamiento
de la D5-PP, sefialando que la administracion de las distintas dosis a los ratones hizo que
disminuyan su recorrido en el equipo, es decir, su locomocién se redujo. Los descensos mas
notorios se observan en el control, D5-PP y D3-PP, mientras que los aumentos considerables se

observan con D1-PP y D2-PP siendo los valores cercanos que expresa el blanco.

Tabla 19-3: Test ANOVA para la distancia recorrida y velocidad media

ANOVA
DISTANCIA RECORRIDA

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 460,792 6 76,799 5,141 | 0,001
Dentro de grupos 522,883 35 14,940
Total 983,675 41

VELOCIDAD MEDIA

Suma de Media

cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 0,006 6 0,001 4,241 | 0,003
Dentro de grupos 0,008 35 0,000
Total 0,014 41

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

En la tabla 19-3 observamos que, los p-valores del test ANOVA obtenidos tanto para las medias
de distancia recorrida y velocidad media son menores que el nivel de significancia, es decir

existen diferencias significativas en el recorrido de los ratones.

En cuanto a la distancia recorrida (Tabla 20-3), se observa, la formacién de dos sub grupos
homogéneos. Un sub grupo esta formado por el control y las dosis D5-PP, D3-PP Y D4-PP y el
otro por el blanco con todas las dosis. El que presenta una probabilidad mayor es el sub grupo
que se forma con el control junto a las tres dosis, indicando que, a esas dosis existe depresion en

la actividad locomotora por encontrarse en el mismo grupo con el control.

Para la velocidad media (Tabla 11-3), se muestra la formacion de dos sub-grupos homogéneos.

Encabezados ya sea por el blanco o por el control, y cada uno forma un sub grupo con todas las
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dosis. La mayor probabilidad presenta el sub grupo formado por el blanco y todas las dosis, por

lo que, este parametro expresa que ninguna dosis afecta la locomocion.

Tabla 20-3: Test post-hoc HSD Tukey de grupos homogéneos de distancia recorrida y velocidad

media
DISTANCIA RECORRIDA
Subconjunto para alfa =0.01
GRUPOS N 1 2
CONTROL 6 0,7152035050
DOSIS 5 6 7,1824971655 7,1824971655
DOSIS 3 6 7,3380458080 7,3380458080
DOsIS 4 6 9,0021540923 9,0021540923
DOSIS 1 6 9,2113588525
DOSIS 2 6 9,3618578492
BLANCO 6 12,2910041195
Sig. 0,278 0,011
VELOCIDAD MEDIA
Subconjunto para alfa = 0.01
GRUPOS N 1 2
CONTROL 6 0,005052768 continuaré
DOSIS 5 6 0,011995123 0,011995123
DOSIS 3 6 0,022237931 0,022237931
DOSIS 4 6 0,030007181 0,030007181
DOSIS 2 6 0,031206193 0,031206193
DOSIS 1 6 0,035148974 0,035148974
BLANCO 6 0,040970014
Sig. 0,026 0,035
Realizado por: Gabriela Yancha, 2018
3.6.3. Equipo electronico de medicion “Campo Abierto”
3.6.3.1. Tiempo en el Centro, Interior, Laterales y Esquinas
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Tabla 21-3: Resultados obtenidos del Tiempo en el centro, interior, laterales y esquinas

) ) Tiempoen | Tiempo en
Tiempo en Tiempo en el )
Grupos ] ) | Laterales Esquinas
Centro (min) | Interior (min) ) ]
(min) (min)
Blanco 0,03 0,21 2,71 2,21
Control 0,15 0,82 1,03 0,47
D1-PP 0,16 1,05 1,25 1,38
D2-PP 0,18 0,98 1,45 1,72
D3-PP 0,10 0,80 2,28 1,30
D4-PP 0,11 0,62 2,70 2,18
D5-PP 0,10 0,80 2,52 1,82
Realizado por: Gabriela Yancha, 2018
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Graéfico 9-3: Tiempo de permanencia en el centro, interior, laterales, esquinas obtenidos

por efecto de los distintos tratamientos.
Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

En el gréfico 9-3, se observa que, el tiempo del blanco en el centro y en el interior crecieron de
0,03 y 0,21 minutos respectivamente a 0,10 y 0,80 minutos con D5-PP respectivamente,
sefialando que, la administracion del extracto a distintas dosis reduce en los animales de
experimentacion los niveles de ansiedad y tienden a explorar la zona del interior y del centro del
campo abierto. Los descensos mas notorios se dan en: la D5-PP y D3-PP, mientras que los
aumentos mas considerables se observan en el control y D2-PP. Para el caso del tiempo del blanco

en las zonas laterales y en las esquinas descendié de 2,71 y 2,21 minutos a 2,52 y 1,82 minutos
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con D5-PP respectivamente, indicando que, la administracion de las distintas dosis redujo en los
ratones la permanecia en la periferia del campo abierto. La disminucion méas notoria se observa

en el control y D1-PP, mientras que el aumento mas relevante se dio en la D5-PP

Tabla 22-3: Test ANOVA para tiempo de permanecia en el centro, interior, laterales y esquinas

ANOVA
TIEMPO EN EL CENTRO
Media
Suma de cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 18,023 6 3,004 3,917 0,004
Dentro de grupos 26,837 35 0,767
Total 44,860 41
TIEMPO EN EL INTERIOR continuara
Media
Suma de cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 2,791 6 0,465 4,432 0,002
Dentro de grupos 3,674 35 0,105
Total 6,466 41
TIEMPO EN LOS LATERALES
Media
Suma de cuadrados Gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 18,916 6 3,153 9,841 0,000
Dentro de grupos 11,213 35 0,320
Total 30,129 41
TIEMPO EN LAS ESQUINAS
Media
Suma de cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 7,230 6 1,205 3,410 0,000
Dentro de grupos 12,368 35 0,353
Total 19,597 41

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

En la tabla 22-3 se observa que, los p-valores del test ANOVA obtenidos como medias de los
tiempos en el centro, interior, laterales y esquinas son menores que el nivel de significancia, es

decir existen diferencias significativas en la permanencia de compartimentos.

En relacion con el tiempo de permanencia en el centro e interior (Tabla 23-3), se observa la

formacion de dos sub grupos homogéneos. EIl sub grupo que tiene una probabilidad mayor es el
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formado por el control con todos los tratamientos, indicando que, todas las dosis muestran una

actividad sedante por encontrarse en el mismo grupo con el control.

Para el tiempo de permanencia en los laterales (Tabla 23-3), se observa la formacion de cuatro
sub grupos homogéneos, un sub grupo lo conforma el control y las dosis D1-PP y D2-PP,
posiblemente afirmando que presentan mayor actividad sedante por encontrarse en el mismo sub
grupo con el control, mientras que el otro grupo se asemeja a los datos obtenidos con el blanco y
son las dosis D4-PP, D5-PP y D3-PP siendo los que menor actividad sedante muestran al estar en

el mismo grupo con el blanco.

En cuanto al tiempo de permanencia en las esquinas (Tabla 23-3), se observa la formacion de dos
sub grupos homogéneos ambos con la misma probabilidad, se tom6 al grupo formado por el
control, y los tratamientos D1-PP y D3-PP, para indicar que, estas dosis tienen menor tiempo de

permanencia en las esquinas por encontrarse en el mismo sub grupo con el control.

Tabla 23-3: Test post-hoc HSD Tukey de grupos homogéneos de tiempo en el centro, interior,

laterales y esquinas

TIEMPO EN EL CENTRO
Subconjunto para alfa =0.01
GRUPOS N 1 2
BLANCO 6 -3,9384
CONTROL 6 -2,8739 -2,8739
DOSIS 4 6 -2,5128 -2,5128
DOSIS 3 6 -2,4013 -2,4013
DOSIS 5 6 -2,3770 -2,3770
DOsSIS 1 6 -2,0765 -2,0765
DOSIS 2 6 -1,7170
Sig. 0,012 0,278
TIEMPO EN EL INTERIOR
GRUPOS N Subconjunto para alfa = 0.01
1 2
BLANCO 6 0,207455949
DOSIS 4 6 0,617570312 0,61757031
DOSIS 5 6 0,801472102 0,8014721
DOSIS 3 6 0,802063303 0,8020633

72



CONTROL 6 0,818655971 0,81865597
DOSIS 2 6 0,97998069
DOSIS 1 6 1,05082163
Sig. 0,03562898 0,26514441
TIEMPO EN LOS LATERALES
Subconjunto para alfa =0.01
GRUPOS N 1 2 3 4
CONTROL 6 1,029751257
DOSIS 1 6 1,250503297 1,2505033
DOSIS 2 6 1,448496996 1,448497 1,448497
DOSIS 3 6 2,27893701 2,27893701 | 2,27893701
DOSIS 5 6 2,51675833 | 2,51675833
DOSIS 4 6 2,70092094
BLANCO 6 2,71401657
Sig. 0,856 0,048 0,035 0,833
TIEMPO EN LAS ESQUINAS
Subconjunto para alfa = 0.01
GRUPOS N 1 2
CONTROL 6 0,473783618
DOSIS 3 6 1,301493373 1,30149337
DOSIS 1 6 1,381812929 1,38181293
DOSIS 2 6 1,71726065
DOSIS 5 6 1,82080183
DOSIS 4 6 2,17951891
BLANCO 6 2,20982194
Sig. 0,097 0,097

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

3.6.3.2.

Ndmero de defecaciones y elevaciones

Tabla 24-3: Resultados obtenidos de nimero de elevaciones y defecaciones

NUmero de NUmero de
Grupos ) )
Elevaciones defecaciones
Blanco 47,00 233
Control 267 033
D1-PP 5,67 0,83
D2-PP 7,17 1,17
D3-PP 13,17 1,67
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l'33

D4-PP 12,50 1,83
D5-PP 16,17 1,33
Realizado por: Gabriela Yancha, 2018
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Grafico 10-3: Numero de elevaciones y defecaciones obtenidos por efecto de los

distintos tratamientos.

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

En el grafico 10-3, se observa que, el nimero de elevaciones y defecaciones en el campo claro
decreci6 de 47,00 y 2,33 del blanco a 16,17 y 1,33 con D5-PP respectivamente, lo cual sefiala
que, al administrar las distintas dosis, los ratones disminuyeron su actividad emocional exagerada

expresada generalmente durante episodios de ansiedad. Los descensos mas notorios se dan en el

control, D1-PP y D2-PP, mientras que el aumento mas considerable se observa con D5-PP.

Tabla 25-3: Test de ANOVA para nimero de elevaciones y defecaciones

ANOVA

NUMERO DE DEFECACIONES

Media
Suma de cuadrados o] cuadratica F Sig.
Entre grupos 1,936 6 0,323 2,163 0,080
Dentro de grupos 3,878 26 0,149
Total 5,814 32
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NUMERO DE ELEVACIONES

Media
Suma de cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 30.992 6 5.165 24,510 0,000
Dentro de grupos 7.376 35 0,211

Total 38.368 41

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

El p-valor del test ANOVA (Tabla 25-3) obtenido para el nimero de defecaciones, en los 7
tratamientos, es mayor que el nivel de significancia, por lo que se acepta la hip6tesis nula, es
decir, no existe diferencias de medias de los tratamientos con el blanco y el control. En este
parametro estadisticamente no se obtuvieron datos relevantes, por lo que, a la hora de tomar una
decision, se considera que la causa de este resultado se deba posiblemente a que el tiempo de
experimentacion fue de 5 min. En bibliografia se sefiala que el tiempo puede ser 2 a 20 minutos,

siendo lo recomendado 10 minutos. (Vargas-Irwin and Géngora, 2011, p. 145)

En la tabla 25-3 se observa que, el p-valor del test ANOVA obtenido para las medias del nimero
de elevaciones es menor que el nivel de significancia, es decir existen diferencias significativas

en el nUmero de elevaciones.

En cuanto al numero de elevaciones (Tabla 26-3), se observa la formacion de tres sub grupos
homogéneos. El sub grupo formado por el control junto con la D1-PP, indican que, en esta dosis
la actividad emocional exagerada disminuyd considerablemente. El blanco y la dosis D5-PP
forman el otro grupo, lo que expresa una actividad emocional exagerada similar a la expresada

por el blanco.

Tabla 26-3: Test post-hoc HSD Tukey de grupos homogéneos para nimero de elevaciones

NUMERO DE ELEVACIONES

Subconjunto para alfa = 0.01

GRUPOS N 1 2 3
CONTROL 6 0,8283

DOSIS 1 6 1,6999 | 1,6999
DOSIS 4 6 1,8898

75



DOSIS 2
DOSIS 3

DOSIS 5
BLANCO
Sig.

1,000

2,4823
2,5610

2,6197

0,928

3,8131
1,000

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

3.6.3.3.

m)

Distancia recorrida (

Distancia recorrida y Velocidad media

Tabla 27-3: Resultados obtenidos de la distancia recorrida y la velocidad media

26,771

Distancia ) .
Grupos ) Velocidad media
recorrida
Blanco 46,954 0,112
Control 15,584 0,052
D1-PP 29,673 0,089
D2-PP 25,142 0,084
D3-PP 41,901 0,140
D4-PP 22,625 0,075
D5-PP 26,771 0,099
Realizado por: Gabriela Yancha, 2018
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Gréfica 11-3: Distancia recorrida obtenida por efecto de los diferentes tratamientos

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018
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Gréfica 12-3: Velocidad media obtenida por efecto de los diferentes tratamientos.
Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

En los gréaficos 11-3 y 12-3, se observa que la distancia recorrida y la velocidad media del blanco
decrecieron de 46,995 my 0,112 m/s respectivamente a 26,771 my 0,099 m/s con D5-PP, lo cual
sefiala que, al administrar las distintas dosis, los ratones disminuyeron su recorrido en el campo
abierto, por lo tanto, también su locomocidn. Los descensos mas notorios se dan con el control,
D5-PP y D2-PP, es importante sefialar que dosis la D3-PP muestra un aumento considerable e

incluso mayor que el blanco.

Tabla 28-3: Test ANOVA para distancia recorrida y velocidad media

ANOVA

DISTANCIA RECORRIDA

Media
Suma de cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 5,600 6 0,933 5,026 0,001
Dentro de grupos 6,499 35 0,186
Total 12,099 41
VELOCIDAD MEDIA
Media
Suma de cuadrados o] cuadratica F Sig.
Entre grupos 14,142 6 2,357 7,855 0,000
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Dentro de grupos ‘ 10,502 ‘ 35 ‘ 0,300 ‘ ‘

Total ‘ 24,644 ‘ 41 ‘ ‘ ‘

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

En la tabla 16-3 se observa que, los p-valores del test ANOVA de las medias de la distancia
recorrida y velocidad media son menores que el nivel de significancia, es decir existen diferencias

significativas en las entradas a cada compartimento.

En la tabla 29-3, en cuanto a la distancia recorrida y velocidad media, se observa que, en ambos
casos se forman dos sub grupos homogéneos. El sub grupo que presenta una probabilidad mayor
es el formado por el blanco junto con todos los tratamientos, lo que permite concluir que, los

tratamientos no afectan a la locomocidn dentro de la prueba de campo abierto.

Tabla 29-3: Test post-hoc HSD Tukey de grupos homogéneos de distancia recorrida y velocidad

media
DISTANCIA RECORRIDA
Subconjunto para alfa =0.01
GRUPOS N 1 2
CONTROL 6 2,5467
DOSIS 4 6 3,0882 3,0882
DOSIS 2 6 3,1967 3,1967
DOSIS 5 6 3,2474 3,2474
DOSIS 1 6 3,3611 3,3611
DOSIS 3 6 3,4933
BLANCO 6 3,8315
Sig. 0,035 0,069
VELOCIDAD MEDIA
Subconjunto para alfa = 0.01
GRUPOS N 1 2
CONTROL 6 -4,0048
DOSIS 4 6 -2,6156
DOSIS 5 6 -2,5071
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DOSIS 1 6 -2,4564
DOSIS 2 6 -2,3427
BLANCO 6 -2,2261
DOSIS 3 6 -2,2105
Sig. 0,065 0,856

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

4.6.4. Discusion general de los resultados

Analizados los resultados estadisticos de los extractos en cada equipo, se puede resumir que:

Tabla 30-3: Resumen estadistico de los grupos formados por el control y las dosis en los distintos
parametros para la evaluacion de la actividad ansiolitica y sedante

CCoO

Cuarto claro ‘ CO, D1, D2, D4, D3, D5 ‘ Cuarto oscuro ‘ CO, D1, D4, D2, D5, D3
LCE

Brazos abiertos ‘ CO, D1, D2, D3, D4 ‘ Brazos cerrados ‘ CO, D1, D3, D2, D4

CA

Centro D2, D1, CO, D4, D5, D3 Interior D1, D2, CO, D3, D5, D4

Laterales CO, D1, D2 Esquinas CO,D3,D1
Elevaciones CO, D1 Defecaciones -

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

Tabla 31-3: Resumen estadistico de los grupos formados por el control y las dosis en los distintos
parametros para la evaluacion de la actividad locomotora

CCO LCE CA

Distancia recorrida CO, D5, D2 CO, D5, D3, D4 Cco

Velocidad media CO, D5, D2 Cco Cco
Cruces CO, D5, D2, D4 - -
Ent. Brazos abiertos - CO, D3, D5, D4 -
Ent. Brazos cerrados - CO, D4, D5 -

Realizado por: Gabriela Yancha, 2018

Segun el analisis estadistico, todas las dosis del extracto de Peperomia peltigera presentan
actividad ansiolitica, ya que al ser comparadas con el control positivo (Clonacepam), no presentan

diferencias significativas. La mayor parte de las dosis evaluadas no afectan la locomocion.
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Dosisl (25 mg de extracto Peperomia peltigera /kg)

Para evaluar la actividad ansiolitica se analiz6 los tiempos de permanencia en el cuarto claro del
equipo CCOy en los brazos abiertos del LCE, se observd que, D1 mostro valores estadisticamente
similares a los expuestos por el control. Ademas, present6 valores semejantes al control en los
tiempos permanencia en el centro e interior del equipo CA, lo que indican que, ademas de
actividad ansiolitica, otorga actividad sedante. En cuanto a la actividad locomotora los valores
obtenidos de esta dosis son diferentes a los expuestos por el control en todos los pardmetros de

los tres equipos por lo que, se puede decir la dosis 1 no presenta depresidn de esta actividad.

Dosis 2 (50 mg de extracto Peperomia peltigera /kg)

Al analizar los tiempos de permanencia en el cuarto claro del equipo CCO y en los brazos abiertos
del equipo LCE, la dosis D2 presentd destacada actividad ansiolitica, debido a que, los valores no
presentaron diferencias estadisticamente significativas frente al control. El tiempo de
permanencia en el centro e interior del equipo CA fue similar al expuesto por el control, mientras
que los valores obtenidos en el tiempo de permanencia en las esquinas y el nimero de elevaciones
de esta dosis fueron diferentes a los del control, por lo que, disminuye la actividad sedante.
Mientras que en lo referente a los parametros de distancia recorrida y velocidad media del equipo
CAy LCE, present6 valores similares al control. En el equipo CCO en estos dos parametros junto
los cruces, mostraron valores diferentes a los del control, lo que hace que, la actividad locomotora

sea afectada, pero en menor intensidad.

Dosis 3 (100 mg de extracto Peperomia peltigera /kg)

Esta dosis, presentd una buena actividad ansiolitica, ya que, al analizar los tiempos de
permanencia en el cuarto claro del equipo CCO y en los brazos abiertos del equipo LCE, los
valores de esta dosis y el control fueron similares por formar parte de un mismo grupo. En cuanto
al tiempo de permanencia en el las esquinas, centro e interior del equipo CA se observé que son
similares a lo expuesto por el control, mientras que, en el tiempo de permanencia de los laterales
y en el nimero de elevaciones del equipo CA, se evidenci6 que los valores de esta dosis no son

similares al control, por lo que la actividad sedante fue afectada. Se present6 depresion de la
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actividad locomotora debido a que, los parametros de distancia recorrida y nimero de entradas

en brazos abiertos en el equipo LCE mostraron valores similares a los del control.

Dosis 4 (200 mg de extracto Peperomia peltigera /kg)

La actividad ansiolitica en esta dosis es buena, debido a que, al analizar los tiempos de
permanencia en el cuarto claro del equipo CCO y en los brazos abiertos del equipo LCE se
mostraron valores estadisticamente similares a los expuestos por el control. Con respecto al
tiempo de permanencia en el centro e interior del equipo CA presentaron valores semejantes a los
del control, mientras que, en los tiempos de permanencia en los laterales, esquinas y nimero de
elevaciones mostraron valores diferentes al control, por lo que, presentan reduccion en la
actividad sedante. Se evidencia depresion de la actividad locomotora debido a que, los pardmetros
de distancia recorrida, entrada en brazos abiertos y cerrados del equipo LCE, ademas del nimero
de cruces cuarto claro-oscuro del equipo CCO, presentaron valores similares a lo expuesto por el

control.

Dosis 5 (300 mg de extracto Peperomia peltigera /kg)

Esta dosis muestra que la actividad locomotora fue afectada en mayor proporcion ya que, los
parametros de distancia recorrida, velocidad media y nimero de cruces del equipo CCO, ademas
distancia recorrida, velocidad media y nimero de entradas en brazos abiertos y cerrados del
equipo LCE mostraron valores estadisticamente similares al control. También presentd
disminucién en la actividad sedante debido a que al tiempo de permanencia en laterales, esquinas
y numero de elevaciones del equipo CA presentan valores diferentes a los del control. La actividad
ansiolitica se ve reducida debido a que, a la permanencia de tiempo en brazos abiertos y cerrados

del equipo LCE present6 valores diferentes a los del control.
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CONCLUSIONES

Los ensayos del control de calidad de la droga cruda y del extracto hidroalcohdlico de hojas de
Peperomia peltigera, cumplieron con todos los rangos establecidos en la USP 35, haciéndola apta

para realizar ensayos posteriores.

Se identific en la planta de manera cualitativa una gran variedad de metabolitos secundarios
presentes como: alcaloides, azlicares, triterpenos, esteroides, saponinas, flavonoides, compuestos

amargos, compuestos fendlicos.

Se determind la cantidad de flavonoides y fenoles totales presentes en el extracto de Peperomia
peltigera, los valores obtenidos fueron de 16,33 mg Equivalentes de Quercetina/g de extracto
liofilizado de flavonoides totales y 14,53 mg Equivalentes de &cido Galico/g de extracto

liofilizado de fenoles totales.

Se comprobd que el extracto de hojas de Peperomia peltigera a diferentes concentraciones
presenta actividad ansiolitica segln los resultados analizados estadisticamente y comparados con
el control, la actividad bioldgica podria deberse a los metabolitos como flavonoides, terpenos y
alcaloides, ademas datos como entrada en brazos abiertos y cerrados, nimero de cruces, distancia

recorrida y velocidad media permitieron dar un indicio de la actividad locomotora que poseen.

La dosis con resultados destacados fue la de 25mg/kg, por presentar buena actividad ansiolitica y
sedante al formar parte de todos los grupos con el control, en todos los parametros de los equipos
utilizados. En cuanto a la locomocion no formé ningin grupo con el control. Por lo que se
considera una dosis con efecto ansiolitico con la ventaja de que no afecta la actividad locomotora

en los animales de experimentacion.
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RECOMENDACIONES

Se sugiere realizar nuevamente el tamizaje fitoquimico de la planta, tomado de otro lugar de

procedencia para confirmar la presencia de metabolitos al ser una planta poco estudiada.

Se recomienda evaluar el efecto ansiolitico de Peperomia peltigera utilizando otro tipo de

solventes y otras partes de la planta.

Se recomienda realizar la evaluacion de toxicidad de Peperomia peltigera para obtener

informacidn de los riesgos que puede ocasionar la administracion constante de las distintas dosis.

Es importante evaluar otras actividades farmacoldgicas en esta planta, ya que presenta

metabolitos de gran interés para nuevas investigacione
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ANEXOS

ANEXO A. Preparacion de la droga cruda




ANEXO C. Control de calidad del extracto hidroalcohélico

ANEXO D. Tamizaje fitoquimico
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ANEXO F. Cuantificacion de Flavonoides y Fenoles totales




ANEXO G. Instalaciones del Bioterio ESPOCH




ANEXO . Extracto liofilizado de Peperomia peltigera reconstituido en propilenglicol al 15%
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ANEXO J. Administracion a ratones




ANEXO K. Equipo electronico para “Cuarto Claro Oscuro”




ANEXO M. Equipo electronico para “Campo Abierto”




