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RESUMEN

El presente trabajo de tesis tuvo como objetivo principal evaluar el efecto
antiinflamatorio de la raiz Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher (MULLACA),
en animales de experimentacion. Fue realizado en los laboratorios de la Universidad
Catdlica de Santa Maria, asi mismo se trabajé con animales de experimentacion ratas
Rattus rattus de la raza Wistar. la raiz Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher
(MULLACA) se recolecto de la localidad de Espinar (Cuzco), fue identificada en el
Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de San Agustin,
posteriormente se selecciond lavando, trozando y se estabilizd por un tiempo de 3
minutos en estufa a 100 C, luego se procedié a desecar a 45°C durante 48 horas en la
estufa y se molié para proceder a su extraccion, aplicamos el método de Soxhlet por
el cual obtuvimos extractos con solventes de diferente polaridad (polar - etanol,
medianamente polar — cloroformo vy apolar - éter de petroleo) de esta manera
obtuvimos el porcentaje de rendimiento de los extractos blandos de los diferentes
solventes, siendo el extracto etandlico el de mayor rendimiento con 24.80%, seguido
del cloroformo con 1.41% y el éter de petréleo con 0.40%.
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Se prepar0 tres suspensiones para realizar la prueba piloto, cada una de las cuales
correspondia al extracto blando de etanol, cloroformo y éter de petréleo, los cuales
fueron administrados por via oral a dosis equivalentes a 42.85 mg/kg de peso de la
raiz, 3 horas después de haber sido administrado una solucion de carragenina al 1%.
Aplicamos método del edema sub-plantar inducido por carragenina en animales de
experimentacion, el volumen de la inflamacion se midi6 con el equipo Pletismémetro
Digital. Transcurridas cuatro horas después de administrar la solucion de carragenina
al 1%, se determind mediante pruebas estadisticas de ANOVA y Test de Tukey al
95.0% de confianza que la suspension del extracto etanolico presentaba mejor efecto
antiinflamatorio comparandolos con los grupos control, extracto cloroférmico y
extracto de éter de petréleo. Posteriormente usando el extracto etanolico se llevo a
cabo el analisis por cromatografia en capa fina de los grupos de metabolitos

secundarios flavonoides, terpenos y taninos en la muestra.

En el proceso de la etapa experimental se evalu6 el efecto antiinflamatorio del extracto
etanolico de la raiz Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher (MULLACA),
empleando suspensiones via oral a dosis 3.54 mg/kg, 10.63 mg/kg y 17.71 mg/kg de
peso, relacionandolas con el grupo control (vehiculo y excipientes de los extractos) y
un grupo con acido acetilsalicilico (7.15 mg/kg). Para valorar la actividad
antiinflamatoria se aplicé el mismo método de la prueba piloto, asi como las mismas
pruebas estadisticas desde una hora después de administrar la solucion de carragenina
al 1% hasta siete horas después. Evidenciandose que transcurridas cuatro horas no
existe diferencia estadisticamente significativa al 95.0% de confianza en el porcentaje
de inflamacidn de los grupos acido acetilsalicilico y suspension de extracto etandlico
17.71 mg/kg.

Se concluye que el extracto blando obtenido con etanol de la raiz Muehlenbeckia
volcanica Benthan Endlicher (MULLACA) a dosis de 17.71 mg/kg posee actividad
antiinflamatoria equivalente a 7.15 mg/kg de acido acetilsalicilico.

Palabras clave: Antiinflamatorio, raiz Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher
(MULLACA), edema sub — plantar, extracto blando, animales de experimentacion.
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ABSTRACT

The present thesis work had as main objective to evaluate the antiinflammatory effect
of the volcanic Muehlenbeckia root Benthan Endlicher (MULLACA), in experimental
animals. It was carried out in the laboratories of the Catholic University of Santa
Maria, as well as working with experimental animals Rattus rattus Wistar rats. the
Muehlenbeckia volcanic root Benthan Endlicher (MULLACA) was collected from the
locality of Espinar (Cuzco), it was identified in the Herbarium Areqvipense (HUSA)
of the National University of San Agustin, later it was selected washing, slicing and
stabilizing by a time of 3 minutes in an oven at 100 ° C, then dried at 45 ° C for 48
hours in the oven and ground to proceed with its extraction, we applied the Soxhlet
method whereby we obtained extracts with solvents of different polarity (polar -
ethanol, medium polar - chloroform and apolar - petroleum ether). In this way we
obtained the percentage yield of the soft extracts of the different solvents, the ethanolic
extract being the highest yield with 24.80%, followed by chloroform with 1.41% and
petroleum ether with 0.40%.

Three suspensions were prepared for the pilot test, each corresponding to the soft
extract of ethanol, chloroform and petroleum ether, which were administered orally at
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doses equivalent to 42.85 mg/kg of weight of the root, 3 hours after a 1% carrageenan
solution was given. We applied sub-plantar edema induced by carrageenan in
experimental animals, the volume of inflammation was measured with the Digital
Plethysmometer equipment. Four hours after the administration of the 1% carrageenan
solution, statistical tests of ANOVA and Tukey's test were determined at 95.0%
confidence that the suspension of the ethanolic extract had a better anti-inflammatory
effect compared to the control, chloroform extract and extract of petroleum ether.
Subsequently using the ethanolic extract the analysis by thin layer chromatography of
the groups of secondary metabolites flavonoids, terpenes and tannins was carried out
in the sample.

In the process of the experimental stage the anti-inflammatory effect of the ethanolic
extract of the root Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher (MULLACA), using
suspensions orally at doses of 3.54 mg / kg, 10.63 mg / kg and 17.71 mg / kg of body
weight, relative to the control group (vehicle and excipients of the extracts) and a group
with acetylsalicylic acid (7.15 mg / kg).

In order to assess anti-inflammatory activity, the same pilot test method was used as
well as the same statistical tests from one hour after administration of the 1%
carrageenan solution until seven hours later. Evidence that after four hours there is no
statistically significant difference at 95.0% confidence in the percentage of
inflammation of the acetylsalicylic acid groups and suspension of ethanolic extract
17.71 mg / kg.

It is concluded that the soft extract obtained with ethanol from the Muehlenbeckia
volcanica Benthan Endlicher (MULLACA) at doses of 17.71 mg / kg has anti-
inflammatory activity equivalent to 7.15 mg / kg of acetylsalicylic acid.

Keywords: Anti-inflammatory, root Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher

(MULLACA) sub - plantar edema, soft extract, experimental animals.
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INTRODUCCION

El Peru es considerado uno de los 15 paises de megadiversidad a nivel global, ademas
es uno de los centros méas importantes de recursos genéticos, por el alto nimero de
especies domesticadas originarias de esta parte del mundo. Posee 128 especies de
plantas nativas domésticas con centenares y hasta miles de variedades, presenta una
muy alta diversidad ecoldgica de climas, pisos ecoldgicos, en superficie de bosques es
el segundo pais en Ameérica latina y el cuarto a nivel mundial y posee el 13% de los

bosques tropicales amazonicos.

En cuanto a la flora se calculan unas 25 000 especies (10% de total mundial), el Per(
es considerado el primero en nimero de especies de plantas con propiedades conocidas
y utilizadas por la poblacion (4400 especies) y ocupa el décimo lugar en domesticar

128 especies nativas.

La raiz Muehlenbeckia volcanica Bentham Endlincher conocida como “MULLACA”,
“bejuquillo”, “laura”, o “coca-coca”, crece en varios departamentos del Peru,
tradicionalmente es utilizada con fines terapéuticos, uno de ellos por su efecto
antiinflamatorio. La inflamacion es una reaccion generada por el cuerpo como
respuesta a una agresion externa o interna, la prolongacion de dicho proceso podria

causar dafio a nivel celular o de tejidos.

Es por esta raz6on que se investigd la actividad antiinflamatoria de la raiz
Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher (MULLACA) en animales de
experimentacion, administrando los extractos blandos por via oral, en forma de

suspensiones. Al considerarse una via de administracion econémica y segura. @
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OBJETIVOS

1. Obtener extractos de la raiz de Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher
(MULLACA), empleando solventes de diferente polaridad (etanol, cloroformo y

éter de petroleo.

2. Establecer que extracto de la raiz de Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher
(MULLACA) segln la naturaleza del disolvente presenta mayor efecto

antiinflamatorio en animales de experimentacion tras una prueba piloto.

3. ldentificar los principales grupos de metabolitos secundarios mediante
cromatografias en capa fina de la raiz de Muehlenbeckia volcanica Benthan
Endlicher (MULLACA).

4. Evaluar el efecto antiinflamatorio de la raiz de Muehlenbeckia volcanica Benthan
Endlicher (MULLACA) en relacion a dosis tradicionalmente utilizadas, en

animales de experimentacion.

5. Comparar el efecto antiinflamatorio de la raiz de Muehlenbeckia volcanica
Benthan Endlicher (MULLACA) con el &cido acetil salicilico.
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HIPOTESIS

Dado que la medicina tradicional le atribuyen propiedades antiinflamatorias, es
probable que la raiz Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher (MULLACA)

presente dicha propiedad en animales de experimentacion.
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1. Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher (MULLACA)
1.1 Descripcion Botanica

Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher (MULLACA) popularmente

conocida, es un sub-arbusto rastrero, extendido.

Su denominacién "volcéanica", obedece al hecho de crecer entre rocas
eruptivas. (Fig. 1)

Pequefio arbusto que crece preferentemente en las alturas andinas es
lampifio, muy ramoso y semi-trepador.

Hojas pequefias casi orbiculares de color verde intenso, carnosas.

Sus flores son en racimos terminales de color morado con cinco pétalos.
Florece en el mes de noviembre.

Raiz ramificada, fibrosa. @ (Fig. 2)

1.1.1 Distribucién y habitat

Es un arbusto silvestre que crece en areas distribuidas en terrenos secos,
rocosos, arcillosos, laderas abiertas, ambientes microtérmicos. Crece en
la Sierra entre 2400-4200 m.s.n.m. 4
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Figura 2: Raiz Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher
(MULLACA)

Se tiene como 9 especies del género Muehlenbeckia en el Peru, la
variedad Muehlenbeckia volcanica Bentham Endlicher (MULLACA)
esta presente en los departamentos de Ancash, Ayacucho, Cajamarca,
Cusco, Huéanuco, Junin, Lima, La Libertad y Puno. @
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Ademas, esta especie vegetal estd diseminada en paises como

Colombia, Costa Rica, Guatemala, México, Bolivia y Ecuador. ®

1.1.2 Antecedentes Histéricos

La mullaca es una planta, cuyo nombre es de origen aymara, ya que se
desarroll6 en zonas donde se asentaron grandes culturas como Wari,
Tiahuanaco. La flor de esta especie posee un tinte de color azul oscuro
que se utilizd desde épocas milenarias para tefiir las fibras que se
emplearon en la confeccion de textiles, también fue utilizada con fines

medicinales para curar el afta, combatir el asma y controlar la fiebre. ©
1.2 Clasificacion Taxonomica (Anexo 1)

Reino: Vegetal
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Caryophyllidae
Orden: Polygonales
Familia: Polygonaceae

Género: Muehlenbeckia

Especie: Muehlenbeckia volcanica Bentham Endlicher.
1.3 Nombre Cientifico
Muehlenbeckia volcanica Bentham Endlicher. )
1.4 Nombre Comun
"Bejuquillo”, "Mullak'a”, "Mullaca”, "Laura", "Coca-Coca". ¥
1.5 Composicion Quimica

Contiene: glucosidos cianogenéticos entre ellos estan la amigdalina y la
prulauracina, también en su composicion tiene nitrilos, capulin, prumasina y

flavonoles, taninos, saponinas, flavonoides (rutina, emodina, acido crisofanico
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glicésidos antraquindnicos), ceras, resinas, lectinas, gomas, almidones,

celulosa, terpenos. ¥
1.6 Parte utilizada Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher (MULLACA)
Son utilizadas flores, hojas y raiz. )

1.7 Usos Medicinales de la Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher
(MULLACA)

Descongestionante: 5 g. de hojas en cocimiento por 3 minutos para %
Lt/dia.
Antiinflamatoria, antialérgica: 1 a 5 g de raiz en cocimiento por 3 minutos
para % Lt/dia.
Laxante
Analgésico
Expectorante ©©
2. EXTRACCION DE PRINCIPIOS ACTIVOS EN PLANTAS
MEDICINALES

Se parte de la droga y se realiza un proceso extractivo para aislar los principios

activos directamente a partir de las drogas. (")

La extraccion implica la separacion de fracciones medicinalmente activas, de
componentes inactivos o inertes presentes en tejidos vegetales. ©

2.1 Meétodos de extraccion
2.1.1 Extraccién Mecéanica

Permite obtener los principios activos disueltos en los fluidos
propias de la planta, los cuales una vez extraidos se denominan
jugo. La extraccion mecéanica se puede realizar por expresion, la
cual consiste en ejercer una presion sobre la droga, por calor, o

mediante incisiones por las que fluyen los fluidos de la planta.
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Cuadro N° 1.1 - Métodos extractivos

Metodos
' Extractivos

Mecanica

Por expresion
Con calor

Con
Incisiones

EXIECEION Extraccion

Destilacion con
I ) I n
Disolventes con Gases

Discontinua Continua

|\/|a-cera(_:lon Percolacion
Dugesp’on | Soxhlet
Infusion i

Decoccion

2.1.2 Destilacion

Es una técnica que se basa en la diferente volatilidad de los
componentes de la droga, lo cual permite la separacion de

componentes volatiles de otros que son menos o nada volatiles. Se
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suelen hacer destilaciones por arrastre de vapor facilitan la
extraccion de los principios activos volatiles. La destilacion permite
obtener las esencias de las drogas. Es un método en el que se utiliza
una fuente de calor, por lo que solo es aplicable a principios activos

termoestables. ("
2.1.3 Extraccion con gases

Se opera con dispositivos especiales donde es posible controlar la
presion y la temperatura y se trabaja a presion (P) y temperaturas
(T) superiores a la presion y temperaturas criticas. Los gases mas
utilizados son el di6xido de carbono y el butano.

2.1.4 Extraccion con disolventes

Consiste colocar en contacto la droga con un solvente capaz de
solubilizar los principios activos. Los principios activos deben de
pasar de la droga al disolvente de manera que se obtenga un extracto
liquido. La extraccion con solventes es uno de los métodos que se

emplea con mas frecuencia para la obtencion de principios activos.

Se debe tener en cuenta los siguientes factores: drogas desecadas y
con un grado de divisién adecuado, la naturaleza del solvente
(polaridad), temperatura favorece la extraccion de principios
activos de las drogas porque aumenta su solubilidad, pero también
puede favorecer la degradacion de dicho compuesto, tiempo de
contacto entre la droga y el disolvente y control de la difusion
celular.

2.1.4.1 Extraccién discontinua o simultanea

Se sumerge la droga en el solvente, por lo que la totalidad
de la droga contacta con el solvente utilizado para la

extraccion y la difusion de los principios activos se
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producird en todas las direcciones hasta alcanzar el
equilibrio. )

2.1.4.1.1 Infusién

Consiste en trabajar con agua (disolvente) a
temperaturas proximas a ebullicion uno a dos

minutos hasta un tiempo de 30 minutos.
2.1.4.1.2 Maceracion

La droga seca y triturada se coloca en contacto
con el disolvente (agua, mezclas
hidroalcohdlicas, glicerina) esto a temperatura

ambiente por horas o dias. ")
2.1.4.1.3 Digestion

Similar a la maceracion, pero a temperaturas

mayor a temperatura ambiente. ()
2.1.4.1.4 Decoccién o cocimiento

La droga se pone en contacto con agua
(disolvente) a temperatura de ebullicion por un
tiempo de 15 -30 minutos. )

2.1.4.2 Extraccion continua o progresiva

El solvente utilizado para la extraccion se va renovando y

actla en una sola direccion.
2.1.4.2.1 Soxhlet

Sistema de reflujo que garantiza la provision del
disolvente de manera pura a la muestra, se

requiere de una fuente de calor que permita la
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ebullicion del disolvente. El disolvente organico
es reciclado durante el proceso, mientras en el

balon se va reciclando el principio activo. 9
2.1.4.2.2 Percolacion

Es un proceso de paso, si bien hay una
maceracion previa, el disolvente se renueva de
manera continua, se realiza a temperatura
ambiente, en un recipiente con forma de
columna o cono invertido o casi cilindrica,
terminada en su base por una llave de paso para
regular la salida del liquido que gotea ayudado
por la gravedad, la droga permanece en contacto

con el disolvente. (")
2.2 Concentracion de liquidos extractivos

Liofilizacion: Consiste en eliminar el solvente mediante una
congelacion a temperatura bajas, seguido de una sublimacion del
solvente, que pasa directamente del estado sélido a vapor. Se puede
distinguir distintos tipos de extractos segun la concentracion de

principio activo respecto a la droga original y segun su consistencia. )

Al vacio: Utilizando un rotavapor, se trabaja a temperaturas inferiores
a 40C y en ausencia de oxigeno. Se aplica para concentrar liquidos
extractivos obtenidos con solventes organicos y mezclas
hidroalcoholicas.

2.3 Eleccion del disolvente de extraccion

La solubilidad del compuesto a extraer es un factor principal al momento
de elegir el disolvente adecuado, ademas de la volatilidad, inflamabilidad
y toxicidad que presentan los diversos disolventes. Para extraer

componentes de tejido animal o vegetal, generalmente se emplea material

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




v==2 . |NIVERSIDAD
REPQSITORIO DE - CATOLICA

(G :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

molido y deshidratado, para evitar posibles formaciones de emulsion entre
agua contenida en el material y los disolventes organicos a usar. Asi mismo
el tipo de compuestos organicos a extraer dependera de la polaridad del

disolvente escogido. Cuadro 1.2 (1)

Cuadro N° 1.2 - Tabla de disolventes méas usados en orden de polaridad

Disolventes Punto de Ebullicion °C Polaridad
Eter de petroleo 35— 60 Menor
Hexano 69 __
Tolueno 110
Benceno 80
Eter 35
Tetracloruro de 77
carbono
Cloroformo 61.2
Cloruro de metileno 40
Diclorometano
Acetato de etilo “4
Acetona 56
Etanol 78.3 v
Metanol 65 Mayor
Agua 100

2.4 ldentificacion por cromatografia en capa fina (TLC)

La cromatografia en capa fina la fase estacionaria es una capa de particulas
(gel de silice, alimina o celulosa) de unos milimetros de espesor, fijadas
sobre un soporte s6lido generalmente de aluminio, plastico o vidrio. La fase
movil esta formada por disolventes organicos (eluyentes) moviéndose por
capilaridad a través de la fase estacionaria. La técnica consiste en depositar
la muestra en el punto indicado en el extremo inferior de la fase estacionaria

(placa). Luego la placa se colocard en el interior de una cuba

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =-2  DESANTA MARIA

cromatografica la que contendra el eluyente (fase mévil). Dicho eluyente
hard contacto por el extremo donde fue depositada la muestra y por
capilaridad se movera hasta el otro extremo, arrastrando y separando los

componentes de la muestra. Y

A simple vista podran ser observados en forma de manchas distribuidas a
lo largo de la placa o mediante algin meétodo de revelado para hacerlas

visibles. (1213)

El valor del Rf puede variar por varios factores no permitiendo que sea un
valor absoluto entre ellos tenemos: temperatura del medio ambiente, pureza
de los disolventes, variaciones de la homogeneidad de las placas de capa

fina. 1213

3 FORMAS FARMACEUTICAS LIQUIDAS ORALES

Son normalmente, soluciones, suspensiones o emulsiones que contienen uno 0 méas
farmacos en un vehiculo apropiado. Algunos pueden ser ingeridas sin diluir o
previa dilucion. También pueden prepararse de forma extemporanea antes de su

ingestion a partir de polvos o granulados y de un vehiculo apropiado. ©
3.1 Formulacion
Los componentes de una forma liquida pueden ser muy variados:

Vehiculo: mezclas de sorbitol o agua, glicerina, etanol y propilenglicol,
con menos frecuencia se utilizan disolventes como aceites vegetales o
parafina. Se debe tener en cuenta concentraciones méximas para no
superar la dosis diaria maxima recomendada. El vehiculo es elegido en
funcion de la solubilidad y estabilidad del principio activo. 4

Viscosantes: en las preparaciones mejora su estabilidad fisica.

Tensioactivos: en suspensiones y emulsiones facilita la formulacion
reduciendo la tension superficial del vehiculo, incrementando la
solubilidad de algunos principios activos. ¢4
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- Antioxidantes: para evitar posibles oxidaciones del farmaco y algunos
excipientes se usan  sustancias como:  butilhidroxitolueno,
butilhidroxianisol, galato de propilo y tocoferoles para derivados de

azufre, fases oleosas y vitamina C para medios acuosos. 4

- Conservantes antimicrobianos: evitan el desarrollo de

microorganismos, se usan concentraciones bajas (<0.5%).

- Correctores de aroma y sabor: se emplean saborizantes y aromatizantes
permitidos por las autoridades sanitarias, asi mismo edulcorantes naturales

o sintéticos (glucosa, fructuosa, sorbitol, sacarosa, glicerina, sacarina, etc).
(14)

3.2 Soluciones

Contienen uno 0 mas farmacos disueltos en un liquido son administrados por
via oral y se dosifican por volumen. Pueden presentarse como soluciones
limpidas y transparentes de sabor y olor agradable, o como un producto sélido
(polvo o granulado) para disolver extemporaneamente en el vehiculo que le
acompafa (agua purificada u otro). Ademas del farmaco y el vehiculo pueden
contener sustancias como edulcorantes, colorantes, humectantes,

estabilizantes, aromatizantes. ©
3.3 Suspensiones

Contienen particulas de farmaco finamente divididas y distribuidas de manera
uniforme en un vehiculo en el cual el farmaco es insoluble o presenta un grado
de solubilidad minimo. La mayoria de las suspensiones son preparaciones

acuosas con cierta viscosidad y agentes aromatizantes y edulcorantes.

Las suspensiones orales permiten la administracion de farmacos que son
inestables en disolucién, pero quimicamente estables cuando se formulan en
suspension. También se emplean para farmacos poco solubles en agua que no
puedan formularse, por cuestiones de inestabilidad quimica, en los disolventes

habitualmente utilizados en las formas liquidas orales.
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También presenta sustancias auxiliares como conservantes, aromatizantes,

colorantes, tensoactivos, electrolitos. €14
3.4 Emulsiones

Son sistemas dispersos constituidos por dos liquidos no miscibles, uno de ellos
uniformemente disperso (fase interna o discontinua) en el otro (fase externa o

continua), gracias a la accion de un agente emulsificante.

Son sistemas termodindmicamente inestables cuyas fases tienden a separarse
con el tiempo. Las emulsiones permiten la administracion de farmacos

liquidos oleosos y de farmacos lipofilicos disueltos en aceites.

Los componentes basicos de una emulsion son fase oleosa, emulgentes y la
fase acuosa debe estar constituida por agua purificada, disolvente
hidromisibles y sustancias auxiliares que sean hidrosolubles (correctores de

sabor, conservantes, etc). & 1114
4 INFLAMACION
4.1 Definicion

La inflamacion es un proceso tisular constituido por una serie de fenémenos
moleculares, celulares y vasculares de finalidad defensiva frente a agresiones

fisicas, quimicas o biol6gicas.

Los aspectos basicos que se destacan en el proceso inflamatorio son en primer
lugar, la focalizacion de la respuesta, que tiende a localizar la zona de lucha
contra el agente agresor. En segundo lugar, la respuesta inflamatoria es
inmediata, de urgencia e inespecifica, aunque puede favorecer el desarrollo
posterior de una respuesta especifica. En tercer lugar, el foco inflamatorio
atrae a las células inmunes de los tejidos cercanos. Las alteraciones vasculares
van a permitir, ademas, la llegada desde la sangre de moléculas inmunes, para

poder reparar el dafio tisular producido. 1516
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4.2 Causas

- Reacciones de hipersensibilidad de mecanismo inmunitario (vasculitis
inmunomediada, rinitis alérgica).

- Operacion quirurgica,

- Agentes fisicos (traumatismo, radiacion, calor, frio, etc).

- lrritacién por toxicos (sustancias quimicas).

- Invasién por parte de un agente infeccioso (infecciones microbianas).

- Necrosis tisular. 116
Causas de la inflamacion cronica:

- Algunas enfermedades autoinmunes (tiroiditis de Hashimoto, artritis
reumatoidea.)

- Cuerpos extrafios: endogenos (tejido adiposo, cristales de acido Urico) o
exogenos (proétesis, material quirargico).

- Microorganismos resistentes a la fagocitosis 0 mecanismos de destruccion

intracelular (tuberculosis, lepra.). ®

La destruccion simultanea del tejido es producida cuando la inflamacion
cronica se extiende por un periodo prolongado, por persistencia del agente

causante. (16)
4.3 Alteraciones principales de la inflamacién

- Aumento del aporte sanguineo provocando vasodilatacion, responsable de

los signos inflamatorios rubor y calor.

- El segundo sobre receptores capilar, provocando un incremento de la
permeabilidad capilar y extravasacion responsable del edema o tumor

inflamatorio.

- Los polimorfonucleares neutrofilos y células mononucleadas (monocitos
y macréfagos) juegan un papel clave en la defensa del huésped contra las
bacterias invasoras, cuando se emiten las sefiales atractoras y

quimioatractores. ®
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4.4 Clases de inflamacion
Tipos de inflamacion: Aguda y Cronica, cuadro 1.3 (1510

Cuadro N° 1.3 - Caracteristicas de la inflamacién aguda y cronica

Inflamacion aguda Inflamacion cronica
Inicio Répido Progresivo
Respuesta inmediata Persistente
Inmunidad Innata Mediada por células
Células predominantes Neutrofilos Macréfagos y
Linfocitos
Duracion Corta (horas — dias) Larga (semanas-meses-
anos)
Produce Edema Fibrosis, necrosis tisular
4.4.1 Inflamacion Aguda
4.4.1.1 Signos Comunes

Llamada también tétrada de Celso

Tumefaccidn (edema)
Rubor (vasodilataciéon)
Calor (vasodilatacion)
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Dolor (prostaglandinas) ©)

4.4.1.2 Respuesta Vascular
Vasodilatacién generalizada (hiperemia)

Este cambio vascular, inducido principalmente por las
sustancias inflamatorias: histamina, bradicinina,
eicosanoides, triptasas, que son secretadas desde los
primeros segundos por los mastocitos locales, los basofilos
y las células endoteliales activadas, aumentan el flujo de
sangre hacia el area inflamada, lo que genera elevacion de la
temperatura y enrojecimiento local (calor y rubor). 7

Aumento de la permeabilidad vascular

La dilatacion capilar permite el paso de liquido y proteinas
sanguineas (entre las que se encuentran complemento e
inmunoglobulinas), éstos al acumularse producen edema
(tumor). La distension de los tejidos, la accion de la
bradicinina y el estimulo que todo lo anterior ejerce sobre
las terminaciones nerviosas, originan el dolor, tltima de las
cuatro manifestaciones clinicas cardinales de la inflamacion:

calor, rubor, tumor y dolor, descritas por Celsus. ")
Edema inflamatorio

La presién hidrostatica y la reduccion de la presién oncética
(fuga de proteinas a espacios intersticiales), influyen en el
desplazamiento de liquidos desde el plasma a los tejidos, lo

cual se conoce como edema inflamatorio.

Disminuye la velocidad de flujo de sangre y su viscosidad

aumenta. @7
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4.4.1.3 Acontecimientos Celulares

Los polimorfonucleares neutrofilos migran hacia la zona de la
lesion, donde fagocitan los agentes patdgenos, destruyen las
bacterias y otros microorganismos y degradan el tejido necroético
y los antigenos extrafios. Asi mismo también pueden prolongar
la inflamacion e inducir lesion tisular al liberar enzimas,

mediadores quimicos y radicales toxicos del oxigeno. &

La secuencia de acontecimientos que se produce desde que los
leucocitos salen de la luz vascular hasta que alcanzan el tejido
intersticial (extravasacion) se puede dividir en los siguientes

pasos:

- Marginacion: A medida que disminuye la velocidad del
flujo sanguineo en las fases iniciales de la inflamacién
(debido al incremento de la permeabilidad vascular), se
modifican las condiciones hemodindmicas (disminuye la
fuerza de cizallamiento sobre la pared) y un nimero cada vez
mayor de leucocitos se sitla en la periferia, a lo largo de la
superficie endotelial. ®

- Rodamiento: Los leucocitos de forma individual y en filas,
se colocan sobre el endotelio y se adhieren al mismo de

forma transitoria. 8

- Adhesion (pavimentacién): Descansan en algun punto en
el que se adhieren firmemente al endotelio. Con el tiempo, el

endotelio puede quedar literalmente revestido por leucocitos.

- Transmigracion: Una vez adheridos los leucocitos dirigen
sus pseuddpodos hacia las uniones que existen entre las
células endoteliales, se introducen apretadamente a través de
las mismas y quedan situados entre la célula endotelial y la

membrana basal.
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Finalmente, atraviesan la propia membrana basal y salen al
espacio extravascular. Este mecanismo es utilizado por

neutrofilos, monocitos, linfocitos, eosindfilos y basofilos. &

- Quimiotaxis: Los leucocitos migran en los tejidos hasta
alcanzar la zona de lesion, se puede definir como la

locomocidn orientada segun un gradiente quimico.

Todos los granulocitos, monocitos y en menor grado
linfocitos responden a los estimulos quimiotacticos con

grados diferentes de velocidad. %
Fagocitosis y destruccion intracelular

La fagocitosis y la liberacion de enzimas por los neutréfilos y
macrofagos constituyen dos de los principales efectos
beneficiosos de la acumulacion de leucocitos en el foco de
inflamacion, estos fagocitan bacterias y cuerpos extrafios los
cuales no son reconocidos hasta que estan recubiertos de
factores naturales denominados opsoninas, que Sse unen a
receptores especificos situados en los leucocitos. Las opsoninas
mas importantes como Inmunoglobulina G (IgG), complemento
(C3b) proteinas plasmaticas de fijacion de carbohidratos.

La destruccion de las bacterias 0 degradacion se consigue
principalmente por mecanismos dependientes del oxigeno
(peréxido de hidrogeno), mecanismos independientes del
oxigeno (lactoferrina, lisozima e hidrolasas, peroxido). &

4.4.2 Inflamacion Croénica
Se caracteriza por la presencia de:

- Linfocitos

- Células plasméticas (produccion de anticuerpos)
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- Macrofagos (fagocitosis), células multinucleadas (macrofagos
- fusionados). @8

Los macrofagos del tejido inflamado aumentan gradualmente durante
la inflamacion aguda hasta que llegan a ser el tipo celular dominante en
la inflamacion cronica se activan por el interferén gamma (INFy) el cual

es producido por linfocitos activados.

La fagocitosis, los leucocitos liberan sus productos no sélo al interior
del fagolisosoma si no también hacia el espacio extracelular. Entre los
productos liberados se incluyen, enzimas lisosomales, por regurgitacion
durante la alimentacion, endocitosis inversa o liberacion citotdxica.
Metabolitos activos derivados del oxigeno, productos del metabolismo
del acido araquidonico, como prostaglandinas y leucotrienos. Estos
productos son potentes mediadores de lesion tisular y amplifican los

efectos del estimulo inflamatorio inicial. @8
4.5 Mediadores quimicos de la inflamacion

Una de las fases clave del proceso inflamatorio constituye el conjunto de
eventos bioquimicos que conducen a la secrecion liberacion de sustancias
biologicamente activas, denominadas “mediadores quimicos de Ila
inflamacion”, que son responsables de los cambios metabolicos, vasculares y

celulares que caracterizan propiamente la inflamacion. (Fig. 1.3)

La produccion de mediadores activos esta desencadenada por productos
microbianos o por proteinas del huésped, tales como las proteinas del
complemento, cininas y sistema de coagulacion que, a su vez, son activadas

por microbios y tejidos dafiados. 1€
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Figura 1.3 - MEDIADORES QUIMICOS DE LA INFLAMACION

MEDIADORES FUENTE
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2 v Oxide nitrco Macréfagos, EC
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3 C3a
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8% complemento C3b
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|
|

T S W = pramr———— = 2 o= S —TEET T

Fuente: Robins, Patologia

45.1 Aminas Vasoactivas

La histamina y la serotonina existen como sustancias preformadas en
las reservas celulares y estan entre los primeros mediadores que son
liberados durante la inflamacion. Se detectan en los mastocitos, los
basofilos y las plaquetas y producen vasodilatacion y aumento de la
permeabilidad vascular. Su liberacion a partir de los mastocitos, esta

producida por:

- Agentes fisicos (traumatismo, calor)

- Reacciones inmunoldgicas en las que se produce la unién de
anticuerpos IgE a los mastocitos.

- Fragmentos de C3a y C5a del complemento

- Neuropéptidos (sustancia P).

- Citocinas (IL-1 e IL-8) Factores de liberacién de histamina
derivados de los leucocitos. ®
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45.2 Proteasas Plasméaticas

Existen tres mediadores de origen plasmaético que estan relacionados
entre si y que desempefian un papel clave en las respuestas

inflamatorias:

Sistema del complemento: La activacion del complemento es un
mecanismo de defensa del huésped frente a los agentes
microbianos, que finaliza con el ensamblaje del complejo de ataque
de membrana y la lisis del agente causante. Durante el preceso, se
genera componentes del complemento que dan lugar a un aumento
de la permeabilidad vascular, quimiotaxis y opsonizacion. La
activacion del complemento se produce a través de dos mecanismos

generales: A7:18)
1.- La via clasica iniciada por complejos antigeno-anticuerpo.

2.- La via alternativa, activada por endotoxino, polisacaridos
complejos y globulinas agregadas. Entre los componentes que
presentan actividad inflamatoria son: C3a, que incrementa la
permeabilidad vascular, C5a, que incrementa la permeabilidad
vascular y presenta un elevado poder quimiotactico para la mayor
parte de los leucocitos y C3b y C3bi, u opsoninas, importantes en la

fagocitosis. (71819

Sistema de las cininas: genera péptido vaso activos a partir de
proteinas plasmaticas denominadas cininégenos, mediante
proteasas especificas denominadas calicreinas, dando lugar
finalmente, a la produccion de bradicinina. La activacion en
superficie del factor de Hageman (factor XII) produce el factor XII
de la coagulacion, que convierte la precalicreina plasmatica en
calicreina y esta Ultima da lugar a una fragmentacion del cinindgeno
de alto peso molecular produciendo bradicidina, que constituye un
potente estimulador del aumento de la permeabilidad vascular. La
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calicreina presenta un circuito auto catalitico y es un potente
activador del factor de Hageman, muestra actividad quimiotactica y

da lugar a la agresion de neutrofilos. 171819

Sistema de los factores de la coagulacion: El factor Hageman
activado o factor Xlla, inician cuatro sistemas implicados en la

respuesta inflamatoria. 78)
a) Sistema de cininas.

b) Sistema de coagulacion, estimula la activacion de trombina,

fibringeno y factor X, con propiedades proinflamatorias.

c) Sistema fibrinolitico, produce fibrina y degrada trombina.

Tiene un rol de reparacion.

d) Sistema del complemento, producen anafilatoxinas C3A y C5A.
(17,18)

4.5.3 Neuropéptidos

Los neuropéptidos desempefian un papel en el inicio de la respuesta
inflamatoria. Los péptidos méas pequefios como las sustancia P,
representan muchas funciones biologicas, entre ellas la transmisién de
sefiales dolorosas, la regulacion de la presion arterial y la estimulacion
de la secrecion en células inmunitarias y endocrinas, aunque se
caracteriza sobre todo por ser un potente mediador de la permeabilidad
vascular. La liberacion de la sustancia P altera la permeabilidad
vascular dando lugar a la entrada de componentes plasmaticos en la
zona de la lesion con amplificacion del estimulo inflamatorio inicial. ®

4.5.4 Acido araquidonico, prostaglandinas, leucotrienos y lipoxinas

La liberacion de acido araquidonico esta mediada por fosfolipasas,

durante la inflamacion aguda, los fosfolipidos de la membrana de los
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mastocitos, monocitos y neutréfilos se metabolizan para formar

prostaglandinas y leucotrienos.

La accion antiinflamatoria de los farmacos (AINEs, Glucocorticoides),

se debe a su capacidad de inhibir la produccion de prostaglandinas. 9
4.5.5 Factores activadores de plaquetas

El factor activador de plaquetas (PAF) mediador activo derivado de
fosfolipidos, el PAF tiene efectos de vasoconstriccion vy
broncoconstriccion, pero cuando su concentracion es muy baja induce
vasodilatacion y aumento de la permeabilidad venular; aumenta la
adhesion de leucocitos al endotelio, la quimiotaxis, desgranulacién y el
estallido oxidativo. También potencia la sintesis de otros mediadores

eicosanoideos, leucocitarios. 19
456 Citocinas

Las citocinas son proteinas producidas por linfocitos y macrdfagos,
ademaés de células endoteliales, epiteliales y del tejido conectivo, que

modulan acciones de otros tipos celulares. %
45.7 Interleucina I (Il — 1) y Factor de Necrosis Tumoral (TNF)

El TNF e IL-1 son las dos citocinas principales que median la
inflamacién. La secrecion de ambas puede estimularse por endotoxinas
y otros productos microbianos, inmunocomplejos, agresion fisica y

varios estimulos inflamatorios. (9
4.5.8 Quimiocinas

Las quimiocinas son proteinas que actian como quimioatrayentes para
tipos especificos de leucocitos; se clasifican en cuatro grupos de
acuerdo a la disposicion de cisteina en proteinas maduras: Las
quimiocinas estimulan el reclutamiento de leucocitos en la inflamacion
y controlan la migracion normal de células a través de varios tejidos.
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Pueden mostrarse en concentraciones elevadas unidas a proteoglucanos

de la superficie de células endoteliales y en la matriz extracelular. 9
459 Oxido Nitrico

Es un vasodilatador potente en virtud de sus acciones sobre el musculo
liso vascular, resude la agregacion y adhesion de plaquetas, inhibe
caracteristicas de inflamacion inducidas por mastocitos. El bloqueo de
su produccién induce la rodadura y adhesion de leucocitos. La
produccion de NO es un mecanismo compensatorio endégeno que
reduce las respuestas inflamatorias. EI NO y sus derivados son
microbicidas, y también es un mediador de la defensa del huésped

contra la infeccion. @9
4.5.10 Radicales libres derivados del oxigeno

Los radicales libres derivados de oxigeno se liberan extracelularmente
de los leucocitos tras su exposicion a microbios o inmunocomplejos. Su
produccion depende de activacion del sistema oxidativo NADPH, Oz,
H0. y OH son los principales componentes producidos
intracelularmente. La influencia de radicales libres derivados de
oxigeno en cualquier reaccion inflamatoria determinada depende del
equilibrio entre la produccion y la inactivacion de estos metabolitos por

células y tejidos. (8:19)
4.5.11 Componentes Lisosémicos

Los monocitos y neutrofilos contienen granulos lisosomales que al
liberarse contribuyen a la respuesta inflamatoria. Los granulos
pequefios o especificos contienen lisozima, colagenasa, gelatinasa,
lactoferrina, activador de plasmindgeno, histaminasa y fosfatasa
alcalina. Los granulos grandes azurofilos contienen mieloperoxidasa,
factores bactericidas, hidrolasas acidas y proteasas neutras. Estos
granulos pueden vaciarse dentro de las vesiculas fagociticas. Los
granulos especificos se secretan extracelularmente con facilidad y los
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granulos azurofilos liberan su contenido en el fagosoma y son
potencialmente destructivos.

Las proteasas acidas degradan la bacteria y residuos dentro de los
fagolisosomas, donde hay un pH &cido. Las proteasas neutras degradan
varios componentes extracelulares, dando lugar a la destruccion de
tejidos que acomparia a los procesos inflamatorios. La elastasa de los

neutro6filos degrada los factores de virulencia de las bacterias. 1819
4.6 Farmacos Antiinflamatorios

Entre los farmacos analgésicos, antipiréticos y antiinflamatorios tenemos a los
AINEs tienen como efecto primario inhibir la sintesis de prostaglandinas, a
través de la inhibicion de la enzima cicloxigenasa y los antiinflamatorios

esteroides o glucocorticoides. %
4.6.1 Antiinflamatorios No Esteroideos (AINES)

Son un grupo de medicamentos que pertenecen a diversas clases
quimicas como los derivados del acido salicilico, p-aminofenol, indol,
arilpropionico, del &cido antranilico, acido endlico e inhibidores

selectivos de la ciclooxigenasa — 2 (COX -2).

Grupo de agentes de estructura quimica diferente que tienen como
efecto primario inhibir la sintesis de prostaglandinas, a través de la
inhibicion de la enzima cicloxigenasa. Estas drogas comparten acciones

farmacoldgicas y efectos indeseables semejantes. )
4.6.1.1 Acido Acetilsalicilico

La aspirina es el unico de todos los AINEs que acetila en
forma irreversible la cicloxigenasa, tiene propiedades

analgeésicas, antipiréticas y antiinflamatorias.

En la figura 1.4 muestra la estructura quimica del acido

acetilsalicilico. 0
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Figura 1.4 - Estructura quimica
Acido acetilsalicilico

HO O

=

Fuente: anafyq.2016/02/la-aspirina.html
Mecanismos de accion:

La aspirina inhibe muy efectivamente la COX1, a bajas
dosis es utilizada en medicina cardiovascular como un
inhibidor selectivo e irreversible de COX1 plaquetaria.
A dosis mas altas la inhibicion de COX1 es generalizada
y puede producir dafio gastrointestinal. A estas dosis el
metabolito de la aspirina, el salicilato es capaz de inhibir

la COX2, agregando efectos antiinflamatorios. ?%
Farmacocinética:

Los salicilatos se absorben rapidamente en el tracto
gastrointestinal (20-60 minutos), en parte en el
estdbmago, pero principalmente en la primera porcién del
intestino delgado por difusion pasiva de las moléculas
no ionizadas. La absorcion depende de la forma
farmacéutica, el pH gastrico, el tiempo de vaciamiento
gastrico, la tasa de disolucién. Cuando la droga es
administrada con antiacidos o con leche se dificulta la

absorcién. @9
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Dosis:
Adultos:

Accidn analgésica — antipirética 500 mg/ 4 — 6 horas via

oral hasta un maximo de 4 g/ dia.

Accion antiinflamatoria 3 — 8 g/dia 4 — 6 horas via oral.
(1)

Nifios:

10 — 25 mg/Kg/dia via oral en dosis fraccionadas cada 4

— 6 horas.

Si existe proceso reumatico podemos incrementar hasta
60 — 80 mg/kg/dia. V)

Reacciones adversas:
Dan lugar a irritacion en mucosa gastrica.

Alteracion de la coagulacién, adhesividad plaquetaria,
anemia hemolitica. Si las concentraciones plasmaéticas
son superiores a 200 mg/ml se da hiperventilacion,

vértigo, anemia, fiebre, alucinaciones. ¢
4.6.2  Glucocorticoides

Su propiedad mas atil como antiinflamatorio puede actuar en casos
graves de inflamacién, asi mismo tiene mdultiples aplicaciones
terapéuticas, teniendo conocimiento de potenciales efectos secundarios,
los glucocorticoides sistémicos se reservan para el tratamiento a corto
plazo de enfermedades graves.

Los glucocorticoides son agonistas altamente liposolubles, que
difunden a través de la membrana plasmética y se unen al receptor
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ubicado en el citoplasma. Un nuevo ARNm formado, da origen a
proteinas como lipocortina, adrenoceptores P2, macrrocortina o
lipocortina, una proteina inhibidora de la fosfolipasa A, , interfiriendo
en la produccion de prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos,

disminuyendo la sintesis y liberacion de sustancias. ?%21)
4.7 Compuestos con actividad antiinflamatoria de la mullaca

(Erazo et al, 2002 pag. 9-10), evaludé la composicion quimica y actividad
farmacologica de la raiz y las partes aéreas de la planta, encontrandose

flavonoides, epicatequina, rutina, emodina 8-glucésido. ¥

Sinche J (1956), al evaluar el contenido farmacognostico y su efecto
farmacolégico saponinas, taninos, mucilagos, gomas, glucésidos y sustancias
pépticas, presencia de carotenoides, rutina. Concluyendo que por su accion
sobre el sistema circulatorio disminuye la fragilidad capilar y por las saponinas

su accion expectorante:

(Shigematsu et al 2003; pag. 10-17), explica que los flavonoides, productos
secundarios de las plantas podrian ser esenciales para la fisiologia normal en

los seres humanos y los animales. 2

(Somova et al. 2003 pag. 299-305), manifiestan que los flavonoides
pertenecen a los polifenoles y poseen propiedades antioxidantes, inhiben la
expresion de los inhibidores de la ciclooxigenasa 2 (COX-2) y oxido nitrico
sintasa inducida (NOSI), inhiben la tirosina y serina treonina quinasa, inhiben
el mecanismo del &cido araquidénico, anti-inflamatorias, anti-mutagénicas y
anticancerigenas, pueden inhibir las vias inflamatorias y podrian ser Gtiles para

el tratamiento de enfermedades inflamatorias. 3

5 METODOS DE VALORACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIINFLAMATORIA

Los modelos experimentales mas utilizados para valorar la actividad

antiinflamatoria describimos a continuacion:
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5.1 Edema sub-plantar inducido por carragenina

Este método consiste en provocar un edema en la region sub-plantar de la pata
de la rata mediante la inyeccion de carragenina (agente flogistico) al 1 % esta
mezcla de polisacéridos sulfatado que se obtiene frecuentemente a partir de

Chondrus crispus, alga marina de la familia Rhodophyta.

En la primera fase se registra un incremento gradual del edema en el transcurso
de la primera hora (histamina y serotonina), seguido de una segunda fase que
dura hasta tres horas después de la administracion de la carragenina (cininas)
y en fase avanzada se caracteriza por un incremento abrupto que presenta el
edema a partir de los 90 minutos a las 6 horas las prostaglandinas son

principales mediadores. °)
5.2 Edema con aceite de croton en la oreja del raton

El aceite de crotdon se obtiene de la especie Croton tiglium L y posee
propiedades irritantes, proinflamatorias y promotora de tumores. Estas
propiedades se deben a que contiene una mezcla de ésteres del forbol, siendo

el TPA el més potente.

El TPA desencadena todos los eventos propios del proceso inflamatorio:
vasodilatacion y eritema entre 1 - 2 h, extravasacion y edema entre 3 - 4 h,
llegando al méximo a las 6 - 8 h. A las 12-14 h el edema desaparece, pero la

vasodilatacion y el eritema pueden persistir entre 24-48 h. ¢7)

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS
1. DURACION DEL ESTUDIO

La prueba piloto y la evaluacion del efecto antiinflamatorio (etapa experimental)
tuvieron una duracion de doce semanas, iniciando dicha investigacién en el mes
de abril del 2017.

2. LUGAR DE INVESTIGACION

La investigacion relacionada a la planta (acondicionamiento de la planta,
estabilizacion elaboracion de extractos, formulacion de suspensiones) fueron
realizados en el Laboratorio de Investigacion H-102 y el estudio pre — clinico en
animales de experimentacion se realizo en el Bioterio; ambos ambientes ubicados

en el Campus de la Universidad Catélica de Santa Maria.
3. MATERIALES
3.1. Unidades de estudio

3.1.1. Unidad Botanica La muestra fue la raiz de Muehlenbeckia volcanica
Benthan Endlicher (MULLACA), procedente de la localidad de
Espinar (Cusco) Altitud: 3924 msnm
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Latitud: 14°47°35” SUR.
Longitud: 71°24°48” ESTE.
Superficie: 747.78 Km?

Dicho material vegetal fue autenticado en el Herbarium Areqvipense
(HUSA), ubicado en la Facultad de Biologia de la Universidad
Nacional de San Agustin de Arequipa. (Anexo 1)

3.1.2. Unidad Bioldgica

Fueron utilizados 28 ratas machos, de la especie Rattus rattus de la raza
Wistar, variedad albina; aproximadamente 7 meses de edad, con un
peso de 250 gramos, provenientes del Bioterio situado en la
Universidad Catdlica de Santa Maria. Dichas unidades bioldgicas
fueron sometidas a una adaptacion estandarizada en cuanto a las
condiciones ambientales (factores externos ambientales adecuados para
realizar una Optima investigacion); su alimentacion en base a maiz
blanco y agua en proporciones iguales y suficientes para que puedan
alimentarse a voluntad propia. La etapa piloto se trabajo con 8 animales
de experimentacion (ratas) sub-divididas en 4 subgrupos de dos ratas
cada uno y la etapa experimental se trabajo con 20 animales de
experimentacion (ratas), sub-divididas en 5 grupos de cuatro ratas

respectivamente.

Los animales de experimentacion fueron sometidos a ayuno de 24 horas

antes de la etapa pre-liminar (piloto) y experimental.
3.2. Material de laboratorio, equipos y reactivos
3.2.1. Material de vidrio

Vasos de precipitado de 100 ml, 150 ml y 250 ml.
Termometro de laboratorio.
Baguetas.

Cubas cromatogréficas.
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Fiolas de 10 ml.

Capilares sin heparina.

Probetas graduadas de 100 ml.

Pipetas graduadas de 1ml, 5 ml y 10ml.
Lunas de vidrio.

3.2.2. Aparatos y equipos de laboratorio

Balanza analitica Ohaus Pioneer.

Equipo de Soxhlet de 150 ml.

Equipo Rotavapor BUCHZ Switzerland R — 114.
Estufa Memmert 854 Shwabach — Germany.
Lampara de luz UV CAMAG.

Pletismometro Digital LE 7500.

3.2.3. Material Anexo

Cocina eléctrica.
Algodon.

Pabilo.

Cater.

Espatulas.

Frascos de vidrio color &mbar.
Guantes quirdrgicos.
Jaulas metélicas.
Picetas.

Tijera.

Soporte Universal.
Regla.

Papel kraft.

Papel aluminio.

Olla metalica.
Mortero.

Plumén indeleble
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Laminas de silicagel 60 F; 5 4 .
Jeringas 1 mly 5 ml.

3.2.4. Reactivos

Etanol 96% (DELTA QUIMICA)

Cloroformo (triclorometano) ACS (J.T.BAKER)
Eter de petréleo ACS (J.T.BAKER)

Agua destilada

Acetona (propanona) ACS (MERCK)

Acido acético glacial Q.P. (MERCK)

Cloruro férrico ACS (MERCK)

Hexano ACS (J.T.BAKER)

Anisaldehido

Carragenina

Triton

Cloruro de Sodio

Tween 20 (MERCK)

Tolueno ACS (J.T.BAKER)

Metanol ACS (J.T.BAKER)

Acido sulfarico ACS ( MERCK )

Acetato de etilo ACS (J.T.BAKER)
Carboximetilcelulosa sodica (LABOCHINI)
Tricloruro de aluminio ACS (RIEDEL DE HAEN)

4. METODOS
4.1. Recoleccién y acondicionamiento del material vegetal
4.1.1. Recoleccion

Se procedi6 a la recoleccién en la localidad de Espinar (Cusco) de la
raiz de Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher (MULLACA)
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crece de manera silvestre en zonas rocosas. Se realizé el adecuado

transporte a la ciudad de Arequipa. ?®

4.1.2. Seleccion

Se procedié a separar la raiz de hojas y tallos en buen estado, se
colocaron en un recipiente para realizar su respectivo lavado con
escobilla y abundante agua para eliminar residuos de tierra, se trozo

cuidadosamente en trozos que puedan manipularse.

Cabe mencionar que dichas raices no presentaban ninguna evidencia de

algunas formas de insectos. ?®
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4.1.3. Estabilizacion

Las raices fueron colocadas sobre papel kraft, extendidas y separadas
sobre las bandejas de acero de la estufa a una temperatura de 100°C por

tres minutos. %8
4.1.4. Desecacion

Las raices se colocaron en trozos encima de papel kraft, extendidas y
separadas sobre bandejas de acero de la estufa para que exista una
mayor superficie de contacto con el calor seco. Se sometié a una

temperatura de 60°C por un periodo de 48 horas. ?®

4.1.5. Pulverizacion

Se procedi6 a colocar las raices desecadas en un mortero y
posteriormente en un procesador, hasta lograr una trituracién moderada
y uniforme del material vegetal, de esta manera incrementar la

superficie de contacto con el solvente durante la extraccion.
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4.2. Obtencion de los extractos
4.2.1. Método: Extraccion con equipo de Soxhlet.
4.2.2. Fundamento

La extraccion es una de las operaciones basicas del laboratorio. Se
define como la accion de separar con un liquido una fraccion especifica

de una muestra, dejando el resto lo mas integro posible.
La extraccion Soxhlet se fundamenta en las siguientes etapas:

- Colocacion del solvente en un balén

- Ebullicién del solvente que se evapora hasta un condensador a
reflujo.

- El condensado cae sobre un recipiente que contiene un cartucho
poros con la muestra en su interior.

- Ascenso del nivel del solvente cubriendo el cartucho, se produce un
reflujo volviendo el solvente al balon.

- Se vuelve a producir este proceso la cantidad de veces necesarias
hasta agotar la muestra.

- La muestra extraida se va concentrando en el balén del solvente.
(figura 2.1) ©
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Figura 2.1 - Equipo Soxhlet

Condensador
de agua

Sistema de
refrigeracion

Camara de

extraccion Sistema de sifon

Contenedor del
solvente
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4.2.3. Procedimiento

El equipo y materiales para utilizar se lavaron con detergente y

abundante agua, posteriormente hacerlos secar al medio ambiente.

Se pes6 10 gramos de la muestra pulverizada, se coloco en papel
filtro previamente pesado y se colocé en la cAmara de extraccion

del equipo Soxhlet.

Se peso el balon de destilacion, su masa fue registrada y se le afiadio
150 ml del solvente dependiendo del extracto a realizarse, etanol,

cloroformo o éter de petroleo.

Seguidamente se armd el equipo Soxhlet, en bafio maria, la
temperatura siempre controlada para que esta no exceda la

temperatura de ebullicion del solvente.

Temperaturas de ebullicion: etanol (78.3° C), cloroformo (61.2°C)
y éter de petrdleo (35 — 60° C), (datos obtenidos de los frascos

originales de cada uno de los solventes).

Las extracciones se realizaron: con etanol por 7 horas; cloroformo
por 7 horas y éter de petrdleo por 7 horas, hasta obtener un color
muy claro, en relacion al color ambar que al principio se obtuvo en

la cdmara de extraccion.
4.3. Determinacion del rendimiento de extraccion
4.3.1. Método
Evaporacion a sequedad.
4.3.2. Fundamento

El porcentaje de rendimiento de extraccion (%RE) se fundamenta a
partir de la separacion del solvente del principio activo obteniendo un

extracto concentrado. Aplicandose a bafio maria con una temperatura
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adecuada hasta evaporacion total del solvente, obteniendo en el fondo
del recipiente el principio activo que se desea obtener.

4.3.3. Procedimiento

- Extracto etandlico: una vez terminada la extraccion por Soxhlet, se
colocé el extracto etandlico en un balon para su evaporacion
mediante el equipo rotavapor, seguidamente se procedié a su
evaporacion en bafio Maria en un vaso precipitado previamente

pesado.

- Extracto cloroférmico: una vez terminada la extraccion por Soxhlet
se traspasd el extracto cloroformico a un vaso precipitado
previamente lavado, secado y pesado, se sometio a bafio maria, bajo
la campana eliminando el solvente en su totalidad, hasta no detectar

el olor a solvente.

- Extracto éter de petroleo: una vez terminada la extraccion por
Soxhlet se traspaso el extracto éter de petroleo a un vaso precipitado
previamente lavado, secado y pesado, se sometio a bafio maria, bajo
la campana eliminando el solvente en su totalidad, hasta no detectar

el olor a solvente.

- Se procedi6 a enfriar y secar los vasos precipitados con los distintos
extractos blandos, para posteriormente pesarlos hasta que presenten

peso constante y proceder a registrar sus masas.

- Se calcul6 el porcentaje de rendimiento (% RE), para calcular
posteriormente la dosis de los tratamientos.

- Posteriormente los extractos blandos se utilizaron para realizar la
etapa pre-liminar o piloto (extracto etandlico, extracto cloroférmico
y extracto éter de petrdleo) y etapa experimental (realizado con el
extracto que presentd mejor efecto en la etapa pre-liminar).
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L Peso extracto
% de rendimiento = Peso planta seca X 100

4.4. Prueba piloto

Esta etapa se realizd con la finalidad de obtener extractos de la raiz
Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher (MULLACA) con solventes de
diferente polaridad y determinar cual de ellos presenta mejor efecto

antiinflamatorio.

Se usé etanol de 96° como solvente polar, cloroformo medianamente polar y

como solvente apolar el éter de petréleo.
4.4.1. Calculo de la dosis de los tratamientos
Se determind la dosis considerando los siguientes datos:

Dosis antiinflamatoria utilizada tradicionalmente de 1 a 5 g de la
raiz seca para personas de 70 kg.
Rendimiento de cada uno de los extractos.

Peso de los animales de experimentacion (ratas).

Fue considerada una dosis de 3 g de raiz seca para una persona de 70
kg, por ser la dosis intermedia con efecto antiinflamatorio que
habitualmente se utiliza. Por lo tanto, se utiliz6 42.86 mg de raiz seca
por kg de peso. Considerando el porcentaje de rendimiento de los
extractos (apartado 2, Capitulo I11), se determinaron dosis de extracto
blando de 0.60 mg/kg para el extracto cloroférmico, 0.17 mg/kg para
el extracto éter de petréleo y 10.63 para el extracto etandlico.( Cuadro
2.1)
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Cuadro N° 2.1 - Calculo para dosis de los diferentes extractos
blandos de la raiz Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher

(MULLACA)
_3gRseco 1.407g 1000mg
D.ext.clorof. = 70 Ke T00gR seci e - 0.60 mg/Kg
D.ext.éter pet, = 24550 03959y 1000MI _ g 97 mg/Kg
70Kg 100g.R seci 1g
D.ext.etanol = 242560 2489y 1000MI _ 410 63 mg/Kg
70 Kg 1009g.R seci 1g

Para administrar los extractos por via oral, se prepararon suspensiones
con un extracto diferente cada una, se administraron las dosis calculadas
anteriormente, teniendo en cuenta el peso de cada animal de
experimentacion. Las suspensiones con sus respectivas formulaciones:
(Cuadro 2.2)

Cuadro N° 2.2 - Suspensiones de extractos blandos de
Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher (MULLACA) y grupo

control

Rp 1: Suspension extracto cloroférmico (0.006% p/v)
Extracto de Mullaca 1.8 mg
Carboximetilcelulosa s6dica 0.15¢g
Tween 20 0.5ml
Agua destilada c.s.p 30 ml
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Rp 2: Suspension extracto éter de petroleo (0.002% p/v)

Extracto de Mullaca 0.6 mg
Carboximetilcelulosa sédica 0.15¢g
Tween 20 0.5 ml
Agua destilada c.s.p 30 ml

Rp 3: Suspension extracto etanolico (0.106 % p/v)

Extracto de Mullaca 31.8 mg
Carboximetilcelulosa sédica 0.15¢g
Tween 20 0.5ml
Agua destilada c.s.p 30 ml

Rp 4: Grupo control

Carboximetilcelulosa sédica 0.15¢
Tween 20 0.5 ml
Agua destilada c.s.p 30 ml

4.4.2. Distribucion de la muestra

Fueron utilizados ocho (8) animales de experimentacion, distribuidos
aleatoriamente en 4 grupos de trabajo a continuacion, detallada:
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Grupo control: fueron asignados 2 animales de experimentacion,
a los cuales se les administro el vehiculo y los excipientes de las

suspensiones por via oral.

Grupo experimental 1: compuesto por 2 animales de
experimentacion, se administrd por via oral la suspension del

extracto cloroférmico 0.60 mg/Kg.

Grupo experimental 2: compuesto por 2 animales de
experimentacion, se administré por via oral la suspension del

extracto éter de petréleo 0.17 mg/Kg.

Grupo experimental 3: compuesto por 2 animales de
experimentacion, se administré por via oral la suspension del

extracto etanolico 10.63 mg/Kg.
4.4.3. Procedimiento

Se evaluo el efecto antiinflamatorio de la misma forma descrita en
la etapa experimental, induciendo inflamacion por el método de
edema sub-plantar con carragenina. y evaluado por el equipo
Pletismometro Digital. (apartados 4.6.3; 4.6.4 y 4.6.5 Capitulo II).

Se administraron las suspensiones de los diferentes extractos por
via oral, tres horas después de administrar la solucion de
carragenina 1% (agente flogogeno) por via subcutanea. Asi mismo
el grupo control solo recibié el vehiculo y excipientes de las

suspensiones.

Se escogid el extracto que presento el mejor efecto antiinflamatorio,
considerando pruebas de ANOVA y Test de Tukey.
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4.5. Andlisis Cromatogréafico
4.5.1. Método
Cromatografia en capa fina (CCF o TLC)
4.5.2. Fundamento

La cromatografia en capa fina se basa en la preparacion de una capa,
uniforme, de un adsorbente mantenido sobre una placa de vidrio u otro
soporte. Los requisitos esenciales son, pues, un adsorbente, placas de
vidrio, un dispositivo que mantenga las placas durante la extension,
otro para aplicar la capa de adsorbente, y una camara en la que se

desarrollen las placas cubiertas.

Es preciso también poder guardar con facilidad las placas preparadas y
una estufa para activarlas. La fase movil es liquida y la fase estacionaria
consiste en un sélido. La fase estacionaria sera un componente polar y
el eluyente sera por lo general menos polar que la fase estacionaria, de
forma que los componentes que se desplacen con mayor velocidad

seran los menos polares. ¢°=D

Revelado de las placas: La mayor parte de las placas de cromatografia
llevan un indicador fluorescente que permite la visualizacion de los

compuestos activos a la luz ultravioleta (254-366 nm).

El indicador absorbe la luz UV y emite luz visible. La presencia de un
compuesto activo en el UV evita que el indicador absorba la luz en la
zona en la que se encuentra el producto, y el resultado es la
visualizacion de una mancha en la placa que indica la presencia de un
compuesto. En el caso de compuestos que no absorben luz UV, la
visualizacion (o revelado) del cromatograma requiere utilizar un agente
revelador. Este tiene que reaccionar con los productos adsorbidos

proporcionando compuestos coloreados. €%
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Determinacion del Rf: La relacion entre las distancias recorridas por
el soluto y por el eluyente desde el origen de la placa se conoce como
Rf, y tiene un valor constante para cada compuesto en unas condiciones
cromatograficas determinadas (adsorbente, disolvente, tamafio de la

cubeta, temperatura, etc.). ¢33
4.5.3. Procedimiento
4.5.3.1. Preparacion de la fase movil

Se mezclo los solventes elegidos en la cuba cromatogréfica,
en las proporciones indicadas y el volumen adecuado el cual
no sobrepaso la linea de sembrado de la fase estacionaria,

aproximadamente 7 ml.

Se tapd la cuba cromatografica, para que se sature el medio,

dejando en reposo por aproximadamente 10 a 15 minutos.
4.5.3.2. Preparacion de la placa cromatogréfica

Se us6 como fase estacionaria placas de silica gel con
soporte de aluminio, dichas placas tuvieron dimensiones de
10 x 2 cm.

Se trazd6 cuidadosamente con un lapiz, una linea
aproximadamente a 1 cm del borde inferior (linea de

sembrado) y otra a 1cm del borde superior.

Sobre la linea de sembrado (borde inferior) se procedié a
sembrar con un capilar muy fino el extracto etandlico,
realizando 10 siembras en el punto. Dicha prueba se realiz

por duplicado.

Posteriormente se dejo secar a temperatura ambiente, para
luego ser colocada en la cuba cromatografica.
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4.5.3.3. Desarrollo Cromatografico

Se introdujo con una pinza la placa de forma vertical, con
un ligero angulo dentro de la cuba cromatografica que
contenia la fase movil preparada y adecuada para cada

muestra.

Se desarroll6 la técnica hasta que la fase movil llegd a la

linea superior sin sobrepasarla, en la placa de silica gel.

Se retird la placa de la cuba para dejarla secar a medio
ambiente por un tiempo de 10 a 15 minutos, posteriormente
se observd a luz UV delimitando las zonas donde se

pudieron visualizar los componentes del extracto.
4.5.3.4. Revelado

Pulverizar la placa de silica gel con sus reveladores especificos
y secar en la estufa.

4.5.3.5. Factor de retencion o retraso (Rf)

Este movimiento es constante y caracteristico para cada
sustancia en un sistema cromatografico determinado y a una

temperatura determinada.
Zs
Rf= (Zf—m)

Donde Zs es la distancia recorrida por la zona de soluto y Zf™

la distancia recorrida por la fase movil. (55)

Los valores de R f estan situados entre 0 y 1. Si Rf=0; el soluto
no migra (no es soluble en la fase mavil), si Rf = 1; el soluto no
es retenido por la fase estacionaria y se mueve con el frente del

disolvente. Cuando los valores de Rf son diferentes de una
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mezcla de solutos, mas factible es la identificacion de los

mismos. 3
4.5.4. Identificacion de componentes
4.5.4.1. Corrida general:
Fase movil: n- hexano — acetona (8:2).

Revelador: Vainillina 1 gr - Acido sulfarico al 10% en etanol.
Calentar a 100°C por un tiempo de 3 — 5 minutos.

Luz visible. 42)
4.5.4.2. Flavonoides:
Fase movil: n-hexano — acetona (8:2).

Revelador: Cloruro de aluminio al 1% en etanol.

Aspersar, observar fluorescencia amarilla a luz UV-366nm.
(7,42)

4.5.4.3. Taninos:
Fase movil: Acetato de etilo — metanol (80:20)

Revelador: Cloruro de hierro (111) al 5% en etanol.
Observar manchas azules, verdes de fenoles o rojas de &cidos

hidroxamicos. Luz visible. 42
4.5.4.4. Terpenos:
Fase movil: Tolueno — Acetato de etilo (90:10)

Revelador: acido sulfarico concentrado 4 gotas, anhidrido
acético 4ml, cloroformo 4 ml en bafio de hielo; recién
preparado.

Aspersar, calentar la placa a 100 — 105° C, observar colores

azul, rojo, violeta, verde o gris. Luz visible (42
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4.6. Etapa experimental — Evaluacion del efecto antiinflamatorio
4.6.1. Calculo de las dosis de los tratamientos

Determinacion de las dosis teniendo en cuenta los mismos datos de la

prueba piloto (Capitulo 11, apartado 4.4.1).

Se considerd dosis de 1.0; 3.0 y 5.0 gramos de raiz seca para una
persona de 70 kg, dosis minima, intermedia y maxima tradicionalmente

administradas para el tratamiento de la inflamacién.

Teniendo en cuenta el porcentaje de rendimiento del extracto blando
etandlico (24.80%), se determinaron dosis de 3.54, 10.63 y 17.71
mg/kg. (Cuadro 2.3)

La dosis de acido acetilsalicilico fue calculada tomando como
referencia la dosis administrada como antiinflamatorio, utilizandose

7.15 mg/kg de peso.

Cuadro N° 2.3 - Célculo de dosis del extracto etanolico de
Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher (MULLACA)

— 19gR 24.8 1000
D.ext.etandlico =—2—>=° 2y 79 = 354 mg/kg
70 Kg 100g9.R sect 1g
. 3gR 24.8 1000
D.ext.etandlico ==2—2 x 9_ x =9 = 10.63mg/kyg
70 Kg 1009.R seci 19
T S59R 24.8 1000
D.ext.etandlico =222 x _ x =9 = 17.71mg/kyg
70 Kg 1009.R seci 19
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4.6.2. Formulacion de las suspensiones

Se formularon suspensiones con el objetivo de distribuir el extracto
etanolico en un vehiculo en el cual sea insoluble o presente un grado de
solubilidad minimo. Las suspensiones fueron formuladas de la
siguiente manera: (Cuadro 2.4)

Cuadro N° 2.4 - Suspensiones del extracto blando de etanol de la
raiz Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher (MULLACA),

grupo control y &cido acetilsalicilico.

Rp 1: Suspension extracto etandlico (0.04% p/v)

Extracto etandlico 10.63 mg
Carboximetilcelulosa sodica 0.15¢g
Tensoactivo: tween 20 0.5ml
Vehiculo: agua destilada c.s.p 30 ml

Rp 2: Suspension extracto etanolico (0.11% p/v)

Extracto etandlico 31.88 mg
Carboximetilcelulosa sodica 0.15¢g
Tween 20 0.5ml
Agua destilada c.s.p 30 ml
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Rp 3: Suspension extracto etandlico (0.18% p/v)
Extracto etandlico 53.14 mg
Carboximetilcelulosa sodica 0.15¢
Tween 20 0.5 ml
Agua destilada c.s.p 30 ml

Rp 4: Suspensién acido acetilsalicilico (0.072% p/v)

Acido acetilsalicilico 21.45 mg
Carboximetilcelulosa sodica 0.15¢g
Tween 20 0.5 ml
Agua destilada c.s.p 30 ml

FORMULACION 4: Grupo control (vehiculo)

Carboximetilcelulosa sodica 0.15¢
Tween 20 0.5 ml
Agua destilada c.s.p 30 ml

4.6.2.1.Procedimiento

Se pesd en un vaso precipitado el extracto etanolico, se mezcld
enérgicamente con tween 20, seguidamente se agreg6é 10 ml de

agua destilada manteniendo el sistema en constante agitacion.
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En otro vaso precipitado, se pesé carboximetilcelulosa y se
agregdé 10 ml de agua destilada, se dejo en reposo hasta
hidratacion completa. Se mezclaron cuidadosamente los
contenidos de ambos vasos precipitados y enrazo hasta 30 ml
con agua destilada. Se mantuvo en constante agitacion, hasta

que se observo una suspensién homogénea.

4.6.3. Distribucion de la muestra
En la etapa experimental se emplearon 20 ratas, las cuales de
manera aleatoria se dividieron en 5 grupos, cada uno de 4 ratas
a continuacion, se describe:
Grupo control: administracion via oral del vehiculo y excipiente
de la suspension, tres horas después de administrar el agente

flogégeno.

Grupo acido acetilsalicilico: administracion via oral de la
suspension con &cido acetilsalicilico a dosis de 7.15 mg/kg, tres

horas después de administrar el agente flogégeno.

Grupo experimental 1: administracion via oral de la suspension
de extracto etandlico de la raiz Muehlenbeckia volcanica Benthan
Endlicher (MULLACA) a una dosis de 3.54 mg/kg, tres horas

después de administrar el agente flogégeno.

Grupo experimental 2: administracion via oral de la suspension
de extracto etandlico de la raiz Muehlenbeckia volcénica Benthan
Endlicher (MULLACA) a una dosis de 10.63 mg/kg, tres horas

después de administrar el agente flogégeno.

Grupo experimental 3: administracion via oral de la suspension
de extracto etandlico de la Muehlenbeckia volcénica Benthan
Endlicher (MULLACA) a una dosis de 17.71 mg/kg, tres horas

después de administrar el agente floggeno.
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4.6.3.1. Procedimiento

Se distribuy0 aleatoriamente a las ratas y se aclimato en las

jaulas asignadas.
Se instalo y calibro el equipo Pletismémetro Digital.

Se marc6 una linea horizontal a la altura de la aponeurosis
de la pata, con plumon de tinta indeleble, para realizar una

medicion con mayor exactitud.
Se midid a tiempo cero (To), el volumen inicial de la pata.

Se midié el volumen de la pata una hora después de
admministrado el agente flogégeno (solucién carragenina
1%) (T1 ), (T2 ) dos horas después y (Ts ) tres horas

después.

Inmediatamente después de administrado el agente
flogégeno a la tercera hora, se administré por via oral las
suspensiones correspondientes al grupo control, grupo
acido acetilsalicilico y grupos experimentales. La dosis fue
calculada de acuerdo al peso de los animales de

experimentacion.

Se procedié a medir el volumen de la pata, cuatro horas
después de administrado el agente flogogéno (T, ), y asi
sucesivamente hasta las siete horas después (T ).

4.6.4. Medicion del grado de inflamacion en ratas

4.6.4.1. Método

Medicién con Pletismometro Digital
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4.6.4.2. Fundamento

El Pletismometro Digital LE 7500 es un instrumento utilizado
para determinar la variacion de volumen de las extremidades de
roedores, midiendo la variacion de nivel de liquido al introducir
la extremidad en un depdsito. La prueba del Pletismémetro
permite el seguimiento de la evolucion del proceso inflamatorio
inducido experimentalmente en la pata de roedores y asi detectar
las propiedades antiinflamatorias o antiedema de sustancias

farmacologicas. ¢4

La introduccion de la pata del animal en la vasija volumétrica
cambia el nivel de liquido y la conductividad entre dos
electrodos de platino previamente introducidos en la vasija
sensora. Este cambio de conductividad entre los dos electrodos
genera una sefial de salida indicando el valor del volumen
desplazado y por consecuencia el volumen de la pata, este

cambio se expresa en mililitros con una resolucion de 0.01 ml.
4.6.4.3. Procedimiento
Preparacion de la solucion:

Tuvo una concentracion de 0.1% p/v de NaCl, 0.5 g de
cloruro de sodio en 500 ml de agua destilada no desionizada.
Posteriormente se afiadidé 8 gotas de triton (esto evita la
formacion del menisco es decir disminuye la tensién
superficial), se guardd en un envase de vidrio. ¥

Manejo del equipo y lectura de medidas

Se inici6 encendiendo la unidad de control (LE 7500), se
observd cdmo encendi6 el led HOLD, después de unos
segundos el DISPLAY marcé 0.00. G4

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(L :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

Se gird la vélvula de la primera vasija que contiene la
solucion salina la cual llegé a una segunda vasija hasta un
nivel que esta indicado por una marca en la vasija, se pulso
el botén ZERO el cual indico el punto de partida (mililitros

de volumen = 0). ¥

Posteriormente se procedié a calibrar el instrumento (se
pulsé el botén ZERO, introduciéndose una pesa de vidrio
cuyo calibre de 3 ml, se pulsa el boton de CALIBRATION,
en el DISPLAY se observd 3.00; luego retirar el calibre de
la vasija volumétrica y el DISPLAY deberd indicar

nuevamente 0.00).

Una vez que el DISPLAY marc6 0.00 se procedidé a
introducir la extremidad marcada de la rata, procediéndose

a medir el volumen que marcaba. ¢4
4.6.5. Induccién de inflamacion en ratas
4.6.5.1. Método

Método del edema sub-plantar inducido por carragenina (creado
por Winter et al., modificado por Sugishita). ¢"

4.6.5.2. Fundamento

Este procedimiento consiste en la administracion de una
solucion de carragenina al 1% en agua destilada,
subcutaneamente dentro de la superficie de la aponeurosis de la
pata de la rata (cobayo o raton animales de experimentacion),
provocando una inflamacion mediada por liberacion de
histamina, serotonina, prostaglandinas, bradicinina, etc.,
diversos factores del complemento estan implicados en

amplificar la respuesta.
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Después de una hora de la administracion de la carragenina, la
serotonina y la histamina juegan un papel importante como
mediadores. En un lapso aproximado de 1.5 — 2.5 horas despues
de la administracion de carragenina, intervienen las cininas. La
ultima fase esta mediada por las prostaglandinas. La respuesta
maxima ocurre aproximadamente a la 4ta hora de Ila
administracion 'y coincide con la fase mediada por

prostaglandinas. 6:27)
4.6.5.3.Procedimiento

Se prepar6 una solucion de cloruro de sodio al 0.9% (en 100

ml de agua se disolvid 0.9 g de cloruro de sodio).

Se prepar6 una solucion de carragenina al 1 % (pesar 0.25 ¢
de carragenina en 25 ml de solucién fisiolégica) en bafio
maria, con agitacion constante hasta solubilidad completa

(25 a 30 minutos aproximadamente). 62"
5. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico de experimentos incluye un conjunto de técnicas de analisis
y un método de construccion de modelos estadisticos que, conjuntamente,
permiten llevar a cabo el proceso completo de planificar un experimento para
obtener datos apropiados, que puedan ser analizados con metodos estadisticos, con
objeto de obtener conclusiones validas y objetivas. El analisis de la varianza o
abreviadamente ANOVA (del inglés analysis of variance) es un procedimiento
estadistico que permite dividir la variabilidad observada en componentes

independientes que pueden atribuirse a diferentes causas de interes.
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5.1. Estadistica Descriptiva
5.1.1. Medidas de tendencia central
5.1.1.1. Media Aritmética

La media aritmética que también se conoce como media 0

promedio, se calcula por medio de la siguiente formula.

> x,
YZ =1

7

5.1.2. Medidas de dispersién
5.1.2.1 Varianza

Es la media aritmética de los cuadrados de las desviaciones respecto a
la media. Se representa por S?2 y se calcula mediante la formula.

o X_; (X, -Xx)

n—1

5.1.2.2 Desviacion Estandar

Es un conjunto de datos, es una medida de dispersion, que nos indica
cuanto pueden alejarse los valores respecto a la media, por lo tanto es
atil para buscar probabilidades de que un evento ocurra.
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5.2. Estadistica Inferencial
5.2.1. Anélisis de varianza (ANOVA)

Es un procedimiento estadistico que permite comprobar si las muestras
provienen o no de poblaciones con la misma media, cuando se dan

ciertas condiciones establecidas.

5.2.2. Test de Tukey

El test HSD (Honestly — significant —difference) de Tukey es un test de
comparaciones mdaltiples, permite comparar las medias de un factor
después de haber rechazado la Hipdteis nula de igualdad de medias
mediante la técnica ANOVA. Es por lo tanto, un test que trata de
especificar, una Hipotesis alternativa genérica como la de cualquiera de
los test ANOVA.
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CAPITULO IlI

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Para la ejecucion del presente trabajo en primer lugar se procedi6 a la recoleccion
de una muestra de las raices de Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher
(MULLACA), esta se realizé en la localidad de Espinar (Cusco), obteniéndose
aproximadamente 400 gramos de material fresco. Se selecciond la droga

correspondiente y se procedio a estabilizacion en estufa a 100°C por tres minutos.

Posteriormente se procedid a su desecacion, procedimiento que también se realiz

en estufa a una temperatura de 60 C.

1. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS DE Muehlenbeckia volcanica Benthan
Endlicher (MULLACA)

En la figura 3.1 obtuvimos los extractos con etanol, cloroformo y éter de petréleo
utilizando el equipo Soxhlet, se continud a evaporar los solventes, hasta obtener
como resultado final los extractos blandos de la raiz Muehlenbeckia volcanica
Benthan Endlicher (MULLACA). En el cuadro 3.1 detallamos las propiedades
organolépticas de cada uno de los extractos obtenidos.
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Figura 3.1 - Extractos blando de Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher
(MULLACA)

Cuadro 3.1 - Descripcion organoléptica de los extractos:

Descripcion Etanol Cloroformo Eter de petréleo
Olor Sugeneris Sugeneris Sugeneris

Color Café Amarillo verdoso Amarillo verdoso
Aspecto Pastoso Pastoso Pastoso

2. PORCENTAJE DE RENDIMIENTO: EXTRACTOS BLANDOS

Para determinar el porcentaje de rendimiento de los diferentes extractos, se peso
10.0 g de raiz de Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher (MULLACA),
estabilizado, desecado y molido, haciendo uso del método continuo de Soxhlet
para extraer los complejos activos, con solventes de diferentes polaridades. (Etanol

—polar; cloroformo — medianamente polar y éter de petroleo — apolar).

Se evapord a bafio maria el solvente hasta obtener un peso constante para

determinar el porcentaje de rendimiento de cada extracto.
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En el cuadro 3.2 se observa: etanol 24.80% representd el mayor porcentaje de
rendimiento (figura 3.2), extracto cloroférmico 1.41% y por ultimo con éter de
petréleo un 0.40% de rendimiento.

Cuadro N° 3.2 - Promedio y porcentaje de rendimiento de los diferentes extractos
blandos de Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher (MULLACA)

Peso Peso extracto blando % RE %RE | PROMEDIO
SOLVENTE rizoma ©) )
seco (Q) 1 5 2 (*) %RE
ETANOL 10.00 2.677 2.283 26.77 | 22.83 24.80
CLOROFORMO 10.00 0.173 0.108 1.73 1.08 1.41
ETER DE 10.00 0.038 0.041 0.38 0.41 0.40
PETROLEO

(*) %RE.- porcentaje de rendimiento

Figura 3.2 — Porcentaje de rendimiento de extractos blandos de
MULLACA con diferentes solventes

35 1
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o
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ETANOL CLOROFORMO ETER DE PETROLEO

El extracto blando obtenido con etanol (solvente polar), tuvo un mayor porcentaje de
rendimiento, por su capacidad de solubilizar mayor cantidad de compuestos.
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3. PRUEBAPILOTO

Se realiz6 una prueba piloto con la finalidad de evaluar el extracto que presente
mejor efecto antiinflamatorio, empleando extractos con solventes de diferente
polaridad; etanol — polar, cloroformo — medianamente polar y éter de petroleo —

apolar.

Se emplearon 8 ratas distribuidas en cuatro grupos a su vez subdivididos en sub-
grupos de 2 ratas, de manera aleatoria, cada grupo correspondientes a los diferentes

extractos, etanolico, cloroférmico, éter de petréleo y control.
3.1. Determinacion del porcentaje de inflamacion

En el cuadro 3.3 observamos que los grupos tratados con extracto etanolico y
cloroférmico de la raiz Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher (MULLACA)
presentan mayor efecto antiinflamatorio a comparacién del grupo control y

extracto de éter de petroleo.

En la figura 3.4 observamos la evolucion del porcentaje de inflamacion en relacion
al tiempo transcurrido, los grupos a los que se les administro extracto etanolico y
extracto cloroférmico presentaron una reduccion considerable del porcentaje de
inflamacién, una hora después de administrar via oral los tratamientos
farmacoldgicos (se administraron a la tercera hora) observidndose una mayor
reduccion en el grupo que se le administrd extracto etanolico de la raiz
Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher (MULLACA).

Con los datos obtenidos en la prueba piloto, se realizé el analisis estadistico
ANOVA y Test de Tukey para corroborar que esta prueba sea estadisticamente

significativa.
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Cuadro N° 3.3 - Porcentaje de inflamacion producidos en la prueba piloto —
Grupo control y Extractos blandos de Muehlenbeckia volcanica Benthan
Endlicher (MULLACA)

28 o | 0hr | 1hr | 2-hr | 3-hr | 4-hr | 5hr | 6hr | 7-hr
€2 |Ne %
X2 (R o | | | ™| % | % | % | %
1 | 0.00 |58.23|67.09 | 74.68 | 77.22 | 75.95 | 75.95 | 75.95
E
£
S
2 | 0.00 | 5366 | 63.41 | 73.17 | 76.83 | 75.61 | 75.61 | 74.39
3 | 0.00 | 47.62 | 57.14 | 65.48 | 54.76 | 51.19 | 50.00 | 48.81
S
[
IS
LLl
4 | 0.00 | 56.25 | 66.25 | 72.50 | 62.50 | 57.50 | 56.25 | 53.75
o 5 | 0.00 | 49.37 | 60.76 | 69.62 | 63.29 | 60.76 | 60.76 | 59.49
S
=
S
O 6 | 0.00 |51.85 | 64.20 | 74.07 | 66.67 | 64.20 | 62.96 | 62.96
% 7 | 0.00 |52.50 | 66.25 | 75.00 | 73.75 | 72.50 | 71.25 | 71.25
5
o
D
©
g 8 | 0.00 | 46.43 | 59.52 | 69.05 | 65.48 | 65.48 | 64.29 | 64.29

(*) Nos indica la hora en que se les administrd la suspension del extracto blando de la raiz
Muehlenbeckia volcéanica Benth. Endl. (mullaca) a los animales de experimentacion.
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Figura 3.4 - Evolucioén del porcentaje de inflamacién vs tiempo (hrs) del grupo
control y grupos etanol, cloroformo y éter de petrdleo de extractos blandos de
la raiz Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher (MULLACA)
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3.2.Andlisis estadistico inferencial de Anova y Tukey

En el cuadro 3.4 se observa que al aplicar el andlisis de varianza (ANOVA) del
porcentaje de inflamacion a la cuarta hora de haber administrado la solucion de
carragenina al 1%, que es el tiempo aproximado donde se produce la maxima
inflamacién de acuerdo al grupo control, observamos que el coeficiente F es
igual a 6.87 y también que el P-valor de la prueba F es inferior a 0.05, lo cual
nos indica una diferencia estadisticamente significativa entre las medias de los
cuatro grupos de tratamiento en relacion al porcentaje de inflamacion, a un
nivel de confianza del 95.0%.

El Test de Tukey nos permite determinar si las medias son significativamente
diferentes unas de otras (cuadro 3.5). Este test permite realizar una

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

Gl :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

comparacion maultiple entre los diferentes grupos de tratamiento. Se
identificaron dos grupos homogéneos segun la alineacion de las X's en
columnas, indicando que no existen diferencias estadisticamente significativas

entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's.

De acuerdo a estas pruebas estadisticas, nos indica que el tratamiento con
extracto etandlico de la raiz de Muehlenbeckia volcénica Benthan Endlicher
(MULLACA) es el grupo que mas se aleja del grupo control, indicando que

posee el mejor efecto antiinflamatorio.

Cuadro N° 3.4 - Analisis de varianza (ANOVA) al 95.0% de confianza para el
porcentaje de inflamacion a 1 hora de administrar el extracto de Mullaca

Grados

Fuente T de Cuadr_ado F-Ratio | P-Valor

cuadrados . medio
libertad
Entre Grupos 360.421 3 120.14 6.87 0.0467
Dentro de los 69.9385 4 17.4846 -
Grupos
Total 430.36 7

Cuadro N° 3.5 - Test de Tukey al 95.0% de confianza - el porcentaje de
inflamacién a 1 hora de administrar el extracto de mullaca

Extractos Frecuencia Media Grupos homogéneos
Etanol 2 58.63 X
Cloroformo 2 64.98 X
Eter de Petroleo 2 69.615 X
Control 2 77.025 X

En la figura 3.5 muestra la media del porcentaje de inflamacién para cada tratamiento,
una hora después de administrar los tratamientos farmacoldgicos por via oral o cuatro
horas después de administrar carragenina 1%. Muestra también un intervalo alrededor
de lamedia. Cualquier par de intervalos que no se traslapen verticalmente, corresponde
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a pares de medias que tienen una diferencia estadisticamente significativa al 95.0% de

confianza.

El grupo que mas se aleja del grupo control, es el grupo tratado con el extracto blando
de etanol de la raiz Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher (MULLACA),
indicando que posee el mejor efecto antiinflamatorio, en comparacion del grupo

extracto de éter de petroleo y el extracto cloroférmico.

Segun Sinche J (1956), al evaluar el contenido farmacognostico y su efecto
farmacoldgico aplicando la técnica de extraccién etanodlica se encontr6 flavonoides a
los cuales se les atribuiria el efecto antiinflamatorio, cuya extraccion es mas eficiente

con solventes polares. 37)

Los datos obtenidos por Sinche J. en su investigacion coinciden con los resultados de
nuestra investigacion, dado que el extracto etandlico (polar) presentd mejor efecto

antiinflamatorio en la prueba preliminar (piloto).

Una vez obtenidos los resultados de la prueba piloto se procedio a ejecutar la prueba
experimental con el extracto etanolico de la raiz de Muehlenbeckia volcanica Benthan
Endlicher (MULLACA) ya que este presentd mejor efecto antiinflamatorio, haciendo
uso de dosis diferentes (minima, intermedia y maxima).

Figura 3.5 - Porcentaje de inflamacion 1 hora después de administrar el extracto
de MULLACA
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4. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

La cromatografia en capa fina del extracto etanolico de la raiz de Muehlenbeckia
volcanica Benthan Endlicher (MULLACA); se realizo con el objetivo de
identificar algunos de los principales grupos de metabolitos secundarios, se hizo
uso de reactivos para fases estacionarias, fases moviles y reveladores determinados
En el cuadro 3.6, se pudo identificar la presencia de flavonoides con un Rf de 0.55,
bandas amarillas a la luz UV-366 nm lo que indicaria su presencia, los terpenos
con bandas de color rojo y amarillo con revelado anisaldehido sulfarico que

indicarian su presencia, en cuanto a taninos con bandas de color verde.

Cuadro N° 3.6 Cromatografia en capa fina — extracto etandlico de la raiz
Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher (MULLACA)

Fase movil Revelador Resultado
General n-hexano:acetona | Vainillina al 1% | Positivo
(8:2) H2SOs 10% en
etanol.
Flavonoides n-hexano:acetona | Reactivo de | Positivo
(8:2) cloruro de
aluminio.
Taninos Acetato de | Reactivo cloruro | Positivo
etilo:metanol férrico.
(80:20)
Terpenos Tolueno:Acetato | R.  Liebermann | Positivo
de etilo (80:20) Burchard
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4.1. Corrida General

Dicho andlisis se realizd con la finalidad de determinar la presencia de grupos
de metabolitos secundarios en el extracto etandlico de Muehlenbeckia
volcanica Benthan Endlicher (MULLACA). La placa cromatogréfica
realizada (fig. 3.6) se observaron bandas de colores lo cual nos indicarian la

presencia de dichos grupos.

Figura 3.6 - Andlisis cromatografico - corrida general del extracto
etandlico de Muehlenbeckia volcanica Benthan Endilcher (MULLACA)
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4.2 Determinacion de flavonoides

En la figura 3.7 se puede observar fluorescencia amarrilla en la luz UV a 366
nm, lo cual evidencia la presencia de flavonoides en extracto etanolico de la
raiz Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher (MULLACA).

Los flavonoides presentes en la raiz y partes aéreas de la raiz Muehlenbeckia
volcénica Benthan Endlicher (MULLACA) son rutina, epicatequina, emodina.

(24,42)

Figura 3.7 - Analisis cromatrografico — extracto etanolico de
Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher - FLAVONOIDES.
UV — 366 nm
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4.3. Determinacion de taninos

En la figura 3.8 se puede observar a la luz visible bandas de color azul
negrusco, lo cual nos indica la presencia de taninos en el extracto etanélico de

Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher (MULLACA).

Los taninos son solubles en solventes organicos polares como alcohol, acetato

de etilo y agua. ®¥

Figura 3.8 - analisis cromatogréafico — extracto etanolico de la raiz
Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher (MULLACA) — TANINOS

L gy m’ St -
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4.4. Determinacion de terpenos

En la figura 3.9 se puede observar a la luz visible bandas de color verde lo cual
nos indica la presencia de terpenos en el extracto etanolico de raiz
Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher (MULLACA) ¢4

Figura 3.9 - Analisis cromatografico — extracto etanolico de
Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlichher (MULLACA) -
TERPENOS
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5. ETAPA EXPERIMENTAL - EVALUACION DEL EFECTO
ANTIINFLAMATORIO

Después de evaluar los resultados obtenidos en la prueba piloto, se determiné que
el extracto blando de la raiz Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher

(MULLACA), realizado con etanol tenia mejor efecto antiinflamatorio.

Posteriormente se realizo la prueba definitiva utilizando el extracto etandlico en
diferentes concentraciones (3.5 mg/kg; 10.6 mg/kg y 17.7 mg/kg), comparandolos

con un grupo control y un grupo de acido acetilsalicilico 7.2 mg/kg. de peso.
5.1. Determinacion del porcentaje de inflamacion

Se puede observar en el cuadro 3.7 los porcentajes de inflamacién de los cinco
grupos experimentales, calculados a partir de las unidades en mililitros,
obtenidos mediante el equipo Pletismometro Digital. ElI porcentaje de

inflamacion fue calculado con la férmula del Anexo 04.

Dicho porcentaje de inflamacion fue calculado una hora después de administrar
la solucién de carragenina al 1 %, hasta siete horas despueés. Los tratamientos
con suspensiones de extracto blando de mullaca con etanol, grupo control y
grupo acido acetilsalicilico fueron administrados a la tercera hora después de

administrar solucion de carragenina al 1%.

En la figura 3.10 una hora después de recibir el tratamiento observamos un
mayor efecto antiinflamatorio en el grupo de &cido acetilsalicilico y el grupo
con extracto etanolico de mullaca de 17.7 mg/kg. Dado que a la tercera hora se
administraron los tratamientos farmacoldgicos y luego de su absorcion en el
tracto gastrointestinal, los principales metabolitos antiinflamatorios ejercen su
efecto.

Con estos resultados obtenidos se realizaron pruebas estadisticas de ANOVA
y Test de Tukey, para confirmar que dichos datos sean estadisticamente
significativos.
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Cuadro n® 3.7 - porcentaje de inflamacion - grupos control, acido acetilsalicilico
y extractos blandos de etanol de la raiz Muehlenbeckia volcénica Benthan
Endlicher (MULLACA) en la etapa experimental

N° | o-hr | 1-hr | 2-hr | DT 4hr | 5ehr | 6ehr | 7-hr
Grupos %

Rata| % | % | % | o | % | % | % | %

Control | 1 | 0O |50.00 62506750 | 68.75 | 68.75 | 67.50 | 67.50

2 | 0 |5422|650673.49 | 75.90 | 75.90 | 74.70 | 74.70

3 | 0 564365066190 | 65.48 | 64.29 | 64.29 | 63.10

4 | 0 |58.75|67.50 | 75.00 | 77.50 | 76.25 | 76.25 | 76.25

715mglkg | 5 | O |54.88|67.07 | 76.83 | 60.98 | 53.66 | 48.78 | 46.34
Grupo

scidoacert | 6 | 0 | 5476|6548 | 73.81 | 57.14 | 4881 | 46.43 | 45.24

salicilico 7 0 |57.50|62.03 | 71.25 | 62.50 | 55.00 | 55.00 | 53.75

8 | 0 |53.16 6203|6962 |51.90 | 45.57 | 44.30 | 44.30

354mglkg | 9 | O |50.62|60.49 | 71.60 | 70.37 | 70.37 | 70.37 | 69.14
Extracto

ctanclico | 10 | 0 | 4831 |57.30 | 62.92 | 62.92 | 61.80 | 60.67 | 60.67

de Tllg)'aca 11 | 0 |5556 6049 |68.89|57.78 | 57.78 | 57.78 | 57.78

12 | 0 |55098|67.47 | 6552 | 6437 | 64.37 | 64.37 | 64.37

10.63mg/lkg | 13 | 0 | 5185 | 62.96 | 74.07 | 64.20 | 59.26 | 58.02 | 56.79
Extracto

ctanclico | 14 | 0 | 50.63 | 63.20 | 72.15 | 63.29 | 50.49 | 50.49 | 58.23

de Tslg)'aca 15 | 0 |5244 6098 |68.29 | 58.54 | 54.88 | 54.88 | 54.88

16 | O | 4824 | 66.47 | 6588 | 5520 | 49.41 | 49.41 | 48.24

17.7imglkg | 17 | 0O | 60.00 | 74.67 | 82.67 | 66.67 | 58.67 | 54.67 | 53.33
Extracto

etandlico | 18 | 0 | 5641 |69.23|73.33 | 69.23 | 60.26 | 55.13 | 53.85

de Tslg)'aca 19 | 0 |53.75|63.75 | 75.00 | 58.75 | 55.00 | 53.75 | 53.75

20 | 0 |56.63|67.47 | 74.70 | 60.24 | 51.81 | 49.40 | 49.40

(*) Nos indica la hora en que se les administré la suspension del extracto blando de la raiz
Muehlenbeckia volcanica (Benth.) Endl. (mullaca) a los animales de experimentacion.
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FIGURA 3.10 — Porcentaje de inflamacion grupos control, acido acetilsalicilico y
extractos blandos de etanol de la raiz Muehlenbeckia volcanica Benthan
Endlicher (MULLACA)
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Hora en que se administra los tratamientos:control, acido acetil salicilico y extractos etandlicos
a concentraciones 3.54mg/kg, 10.63mg/kg y 17.71mg/kg
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5.2.Andlisis estadistico inferencial de Anova y Tukey

5.2.1 Andlisis estadistico una hora después de administrar el agente

flogbgeno (carragenina 1%)

Al emplear el andlisis de varianza (ANOVA) del porcentaje de
inflamacion provocado una hora después de administrar la solucion de
carragenina al 1% en el cuadro 3.8, observamos que el cociente F es
igual a 2.59 y el P-valor de la prueba F es mayor a 0.05, lo que nos
indica que no existe diferencia estadisticamente significativa entre las
medias del porcentaje de inflamacion de los cinco grupos de
tratamiento, a un nivel de confianza del 95.0%.

Para comprobar las medias que son significativamente diferentes unas
de otras, utilizamos el Test de Tukey cuadro 3.9, en el cual realizamos
una comparacion multiple entre los tratamientos, en donde se identifico
que los cinco grupos experimentales son homogéneos segin la
alineacion de las X’s en columnas, indicando que no existe diferencias
estadisticamente significativas, ya que todos los tratamientos
comparten una misma columna de X’s. El analisis de varianza de

ANOVA se confirma con el Test de Tukey.

Por lo tanto, no se observa ninguna diferencia estadisticamente
significativa entre los cinco grupos de tratamiento, una hora después de
administrar la carragenina al 1%, dado que todos los grupos se

sometieron a iguales condiciones de experimentacion.
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Cuadro N° 3.8 Anélisis de varianza (ANOVA) para el porcentaje de

inflamacion una hora después del agente flogdgeno

Fuente Suma de Grados | Cuadrado | F-Ratio | P-Valor
cuadrados de medio
libertad
Entre Grupos 85.4794 4 21.3699 2.59 0.0793
Dentro de los 123.876 15 8.25839
Grupos
Total 209.355 19

Cuadro N° 3.9 Test de Tukey al 95.0% de confianza para el porcentaje de

inflamacion por tipo de tratamiento una hora después del agente flogégeno

Nivel Frecuencia | Media Grupos Homogéneos
Control 4 54.85 X
E.etandlico 3.54 mg/kg 4 52.6175 X
E.etanolico 10.63 mg/kg 4 50.79 X
E.etandlico 17.71 mg/kg 4 56.6975 X
A.AS. 7.15 mg/kg 4 55.075 X

5.2.2 Anadlisis estadistico dos horas después del agente flogdgeno

Al aplicar el andlisis de varianza (ANOVA) del porcentaje de
inflamacion producido una hora después de administrar la solucion de
carragenina al 1% en el cuadro 3.10, observamos que el cociente F es
igual a 2.67 y el P-valor de la prueba F es mayor a 0.05, lo que nos
indica que no existe diferencia estadisticamente significativa entre las
medias del porcentaje de inflamacion de los cinco grupos de
tratamiento, a un nivel de confianza del 95.0%.

Para determinar las medias que son significativamente diferentes unas
de otras, utilizamos el Test de Tukey cuadro 3.11, en el cual realizamos
una comparacion multiple entre los tratamientos, en donde se identifico

que todos los grupos son homogéneos segun la alineacion de las X’s en
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columnas, indicando que no existe diferencias estadisticamente
significativas, ya que todos los tratamientos comparten una misma
columna de X’s, ya que el analisis de varianza de ANOVA se corrobora

con el Test de Tukey.

Por lo tanto, no se observa ninguna diferencia estadisticamente
significativa entre los cinco grupos de tratamiento, dos horas después
de administrar la carragenina al 1%, dado que todos los grupos se
sometieron a iguales condiciones de experimentacién y aun no se
administrd tratamiento farmacolégico.

Cuadro N° 3. 10 Andlisis de varianza (ANOVA) para el porcentaje de
inflamacion dos horas después del agente flogégeno

Fuente Suma de Grados | Cuadrado F-Ratio P-Valor
cuadrados de medio
libertad
Entre Grupos 116.934 4 29.2335 2.67 0.0733
Dentro de los 164.489 15 10.9659
Grupos
Total 281.423 19

Cuadro N° 3.11 Test de Tukey al 95.0% de confianza para el porcentaje de
inflamacion por tipo de tratamiento dos horas después del agente flogdgeno

Nivel Frecuencia Media Grupos Homogéneos
Control 4 65.03 X
E.etandlico 3.54 mg/kg 4 61.4375 X
E.etandlico 10.63 mg/kg 4 63.425 X
E.etandico 17.71 mg/kg 4 68.78 X
A.A.S. 7.15 mg/kg 4 64.1525 X
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5.2.3 Anadlisis estadistico tres horas después del agente flogdgeno

Al aplicar el andlisis de varianza (ANOVA) del porcentaje de
inflamacion producido tres horas después de administrar la solucién de
carragenina cuadro 3.12, observamos que el cociente F es igual a 2.72
y el P-valor de la prueba F es mayor a 0.05, lo que nos indica que no
existe diferencia estadisticamente significativa entre las medias del
porcentaje de inflamacion de los cinco grupos de tratamiento, a un nivel

de confianza del 95.0%.

Para determinar las medias que son significativamente diferentes unas
de otras, utilizamos el Test de Tukey cuadro 3.13, en el cual realizamos
una comparacion multiple entre los tratamientos, en donde se identificd
que todos los grupos son homogéneos segun la alineacion de las X’s en
columnas, indicando que no existe diferencias estadisticamente
significativas, dado que todos los tratamientos comparten una misma
columna de X’s ya que el analisis de varianza de ANOVA se corrobora

con el Test de Tukey.

Por lo tanto, no se observa ninguna diferencia estadisticamente
significativa entre los cinco grupos de tratamiento, una tres después de
administrar la carragenina al 1%, dado que todos los grupos se

sometieron a iguales condiciones de experimentacion.

Después de la medicion de la tercera hora inmediatamente
administramos las diferentes suspensiones del extracto blando
etanolico, control y acido acetil salicilico respectivamente a cada grupo.
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Cuadro N° 3.12 Analisis de varianza (ANOVA) para el porcentaje de
inflamacion tres horas después del agente flogogeno

Fuente Suma de Grados | Media de F-Ratio P-Valor
cuadrados | de cuadrados
libertad
Entre grupos 200.213 4 50.0532 2.72 0.0692
Dentro de los | 275.665 15 18.3777
grupos
Total 475.878 19

Cuadro N° 3.13 Test de Tukey al 95.0% de confianza para el porcentaje de

inflamacion por tipo de tratamiento tres horas después del agente flogégeno

Nivel Frecuencia Media Grupos Homogéneos
Control 4 69.4725 X
E.etandlico 3.54 mg/kg 4 67.7325 X
E.etandlico 10.63 mg/kg 4 70.0975 X
E.etandlico 17.71 mg/kg 4 76.425 X
A.A.S.7.15 mg/kg 4 72.8775 X

5.2.4 Andlisis estadistico cuatro horas después del agente flogdégeno

Al aplicar el analisis de varianza (ANOVA) del porcentaje de
inflamacién producido cuatro horas después de administrar la solucion
de carragenina al 1% cuadro 3.14, observamos que el cociente F es
igual a 4.40. También observamos que el P-valor de la prueba F es
inferior a 0.05, lo que indica que existe una diferencia estadisticamente
significativa entre las medias del porcentaje de inflamacién de los cinco
grupos de tratamiento, a un nivel de confianza del 95.0%.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM —-  DE SANTA MARIA

Para determinar las medias que son significativamente diferentes unas
de otras, utilizamos el Test de Tukey cuadro 3.15, en el cual se realiza
una comparacién mdaltiple entre los tratamientos, se identificaron 2
grupos homogéneos segun la alineacion de las X’s en columnas,
indicando que no existe diferencias estadisticamente significativas
entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X’s.
Existiendo diferencia estadisticamente significativa entre el grupo
control y acido acetilsalicilico 7.15 mg/kg y etanol 10.63mg/kg.

Cuadro N° 3.14 Analisis de varianza (ANOVA) para el porcentaje de
inflamacion cuatro horas después del agente flogégeno

Fuente Suma de Grados | Cuadrado | F-Ratio | P-Valor
cuadrados de medio
libertad

Entre 438.842 4 109.71 4.40 0.0150
Grupos
Dentro de 374.219 15 24.948
los Grupos

Total 813.061 19

Cuadro N° 3.15 Test de Tukey al 95.0% de confianza para el porcentaje de

inflamacion por tipo de tratamiento cuatro horas después del agente flogdgeno

Nivel Frecuencia | Media Grupos
Homogéneos
Control 4 71.9075 X
E.etanolico 3.54 mg/kg 4 63.86 X
E.etandlico 10.63 mg/kg 4 60.33 X
E.etandlico 17.71 mg/kg 4 63.7225 X
7.2mg/Kg A.A. S 4 58.13 X
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La figura 3.11 muestra la media del porcentaje de inflamacion para cada tratamiento,
cuatro horas después de administrada la solucion de carragenina. También muestra un
intervalo alrededor de la media. Cualquier par de intervalos que no se traslapen
verticalmente, corresponde a pares de medias que tienen una diferencia

estadisticamente significativa al 95.0% de confianza.

Observamos que los grupos &cido acetilsalicilico 7.15 mg/kg (AAS) y extracto
etanolico 10.63 mg/kg, se traslapan verticalmente, indicando pares de medias con
igualdad estadisticamente significativa. También los grupos control, extracto etandlico
3.54 mg/kg, extracto etandlico 17.71 mg/kg se traslapan entre si, indicando pares de

medias con igualdad estadisticamente.

Pasada una hora de administracion de los tratamientos farmacoldgicos, se afirma que
el extracto blando etandlico 10.63 mg/kg tiene similar actividad antiinflamatoria que
el &cido acetilsalicilico 7.15 mg/kg (AAS).

Figura 3.11 - Medias de los tratamientos por intervalos hsd de tukey al 95.0%
de confianza para porcentaje de inflamacién cuatro horas después del agente
flogogeno
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5.2.5 Anadlisis estadistico cinco horas después del agente flogégeno

Al aplicar el andlisis de varianza (ANOVA) del porcentaje de
inflamacién producido cinco horas después de administrar la solucion
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de carragenina al 1% cuadro 3.16, observamos que el cociente F es igual
a 10.88 y el P-valor de la prueba F es inferior a 0.05, lo que nos indica
que existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias
del porcentaje de inflamacion de los cinco grupos tratamiento al 95.0%

de confianza.

Para determinar las medias que son significativamente diferentes unas
de otras, utilizamos el Test de Tukey (Cuadro 3.17), en el cual se realiza
una comparacién maultiple entre los tratamientos, se identificaron 2
grupos homogéneos segun la alineaciéon de las X’s en columnas,
indicando que no existe diferencias estadisticamente significativas
entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X’s. No
existiendo diferencia estadisticamente significativa entre el grupo
control y el grupo extracto etandlico 3.54 mg/kg, se observa que
tampoco existe diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos de extracto etandlico de 10.63 mg/kg, extracto etandlico de

17.71 mg/kg y &cido acetil salicilico 7.15 mg/kg.

Cuadro N° 3.16 Analisis de varianza (ANOVA) para el porcentaje de
inflamacion cinco horas después del agente flogdgeno

Fuente Sumade | Grados de Cuadrado F-Ratio P-Valor
cuadrados libertad medio
Entre Grupos 1022.3 4 255.575 10.88 0.0002
Dentro de los 352.303 15 23.4869
Grupos
Total 1374.6 19
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Cuadro N° 3.17 Test de Tukey al 95.0% de confianza para el porcentaje de
inflamacion por tipo de tratamiento cinco horas después del agente flogégeno

Nivel Frecuencia Media Grupos Homogéneos
Control 4 71.2975 X
E.etandlico 3.54 mg/kg 4 63.58 X
E.etanolico 10.63 mg/kg 4 55.76 X
E.etandlico 17.71mg/kg 4 56.435 X
A.A.S. 7.15 mg/kg 4 50.76 X

La figura 3.12 muestra la media del porcentaje de inflamacién para cada tratamiento,
cinco horas después de administrada la solucién de carragenina corresponde a pares
de medias que tienen una diferencia estadisticamente significativa al 95.0% de

confianza.

Observamos que el grupo control y el grupo extracto etanolico 3.5 mg/kg se traslapan
verticalmente; también se traslapan entre los grupos de extracto etanolico de 10.6
mg/kg, extracto etandlico de 17.7 mg/kg y éacido acetil salicilico 7.2 mg/kg indicando
pares de medias con igualdad estadisticamente significativa.

Logramos observar que cada vez que se incrementa la dosis de los tratamientos de
extracto blando etanolico de la raiz Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher
(MULLACA) este tiene un mayor efecto antiinflamatorio; pero la dosis de extracto
etandlico 3.5 mg/kg no tiene ningun efecto antiinflamatorio, ya que estadisticamente
es igual al grupo control.
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Figura 3.12 - Medias de los tratamientos - tukey al 95.0% de confianza cinco
horas después de administrar el agente flogégeno
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5.2.6 Andlisis estadistico seis horas después del agente flogogeno

Al aplicar el analisis de varianza (ANOVA) del porcentaje de
inflamacion producido seis horas después de administrar la solucion de
carragenina al 1% (Cuadro 3.18), observamos que el cociente F es igual
a 13.84 y que el P-valor de la prueba F es inferior a 0.05, lo que nos
indica que existe una diferencia estadisticamente significativa entre las
medias del porcentaje de inflamacion de los cinco grupos de

tratamiento, a un nivel de confianza del 95.0%.

Para determinar las medias que son significativamente diferentes unas
de otras, utilizamos el Test de Tukey (Cuadro 3.19), en el cual se realiza
una comparacion maultiple entre los tratamientos, se identificaron 2
grupos homogéneos segun la alineacion de las X’s en columnas. No
existiendo diferencia estadisticamente significativa entre el grupo
control y el grupo de extracto blando etandlico de 3.54 mg/kg, se
observa que tampoco existe diferencia entre el grupo acido
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acetilsalicilico 7.15 mg/kg, grupo etandlico de 10.63 mg/kg y el grupo
etandlico de 17.71 mg/kg.

Cuadro N° 3.18 Analisis de varianza (ANOVA) para el porcentaje de

inflamacion seis horas después del agente flogégeno

Fuente Suma de Grados | Cuadrado F-Ratio P-Valor
cuadrados de medio
libertad
Entre Grupos 1222.65 4 305.664 13.84 0.0001
Dentro de los 331.191 15 22.0794
Grupos
Total 1553.85 19

Cuadro N° 3.19 Test de Tukey al 95.0% de confianza para el porcentaje de

inflamacion por tipo de tratamiento seis horas después del agente flogdgeno

Nivel Frecuencia Media Grupos Homogéneos
Control 4 70.685 X
E.etandlico 3.54 mg/kg 4 63.2975 X
E.etandlico 10.63 mg/kg 4 55.45 X
E.etandlico 17.71 mg/kg 4 53.2375 X
A.A.S 7.15 mg/kg 4 48.6275 X

La figura 3.13 muestra la media del porcentaje de inflamacion para cada tratamiento,
seis horas después de administrada la solucion de carragenina. También muestra un
intervalo alrededor de la media. Cualquier par de intervalos que no se traslapen
verticalmente, corresponde a pares de medias que tienen una diferencia

estadisticamente significativa al 95.0% de confianza.

Observamos que el grupo control y el grupo de extracto blando etanélico de 3.54
mg/kg sus medias indican igualdades estadisticamente significativas, también se
observa que el grupo éacido acetilsalicilico 7.15 mg/kg (AAS), grupo etandlico de 10.6
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mg/kg y el grupo etandlico de 17.71 mg/kg, indican pares de medias con igualdad

estadisticamente significativa.

Logramos observar que cada vez que se incrementa la dosis de los tratamientos de
extracto blando etandlico de la raiz Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher
(MULLACA) este tiene un mayor efecto antiinflamatorio; pero la dosis de extracto
etandlico de 3.54 mg/kg no tiene ningun efecto antiinflamatorio, ya que es

estadisticamente igual al grupo control.

Figura 3.13 - Medias de los tratamientos por intervalos hsd de tukey al 95.0% de

confianza para porcentaje de inflamacion seis horas después del agente flogégeno
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5.2.7 Andlisis estadistico siete horas después del tratamiento

Cuando empleamos el andlisis de varianza — ANOVA del porcentaje de
inflamacién producido siete horas después de administrar la solucion
de carragenina al 1% cuadro 3.20, observamos que el cociente F es igual
a 15.79. También observamos que el P-valor de la prueba F es inferior
a0.05, lo que indica que existe diferencia estadisticamente significativa
entre las medias del porcentaje de inflamacion de los cinco grupos

tratamiento, a un nivel de confianza del 95.0%.
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Para determinar las medias que son estadisticamente diferentes unas de
otras, utilizamos el Test de Tukey Cuadro 3.21, en el cual se realiza una
comparacion multiple entre los tratamientos, se identificaron 2 grupos
homogéneos segun la alineacion de las X’s en columnas, indicando que
no existe diferencias estadisticamente significativas entre aquellos
niveles que compartan una misma columna de X’s. No existiendo
diferencia estadisticamente significativa entre el grupo control vy el
grupo extracto etanolico 3.54 mg/kg, se observa que tampoco existe
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos de extracto
etandlico de 10.63 mg/kg, extracto etandlico de 17.71 mg/kg y éacido
acetil salicilico 7.15 mg/kg.

Cuadro N° 3.20 Andlisis de varianza (ANOVA) para el porcentaje de inflamacion

siete horas después del agente flogdgeno

Fuente Suma de Grados de Cuadrado | F-Ratio | P-Valor
cuadrados libertad medio
Entre Grupos | 1324.11 4 331.027 15.79 0.0000
Dentro de los | 314.528 15 20.9685
Grupos
Total 1638.64 19

Cuadro N° 3. 21 Test de Tukey al 95.0% de confianza para el porcentaje de

inflamacion por tipo de tratamiento siete horas despues del agente flogoégeno

Nivel Frecuencia | Media | Grupos Homogéneos
Control 4 70.3875 X
E.etandlico 3.54 mg/kg 4 62.99 X
E.etandlico 10.63 mg/kg 4 54.535 X
E.etandlico 17.71 mg/kg 4 52.5825 X
A.A.S.7.15 mg/kg 4 47.4075 X
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La figura 3.14 muestra la media del porcentaje de inflamacion para cada tratamiento,
siete horas después de administrada la solucion de carragenina al 1%. También
muestra un intervalo alrededor de la media. Cualquier par de intervalos que no se
traslapen verticalmente, corresponde a pares de medias que tienen una diferencia

estadisticamente significativa al 95.0% de confianza.

Observamos que los grupos de extracto etandlico de 10.63 mg/kg, extracto etanolico
de 17.71 mg/kg y acido acetil salicilico 7.15 mg/kg acido acetilsalicilico presentan una
diferencia significativa con respecto al grupo control, pero en relacion al acido acetil

salicilico 7.15 mg/kg se observa similar efecto antiinflamatorio.

Figura 3.14 - medias de los tratamientos por intervalos HSD de tukey al 95.0%
de confianza para porcentaje de inflamacion siete horas después del agente

flogbgeno
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En la etapa experimental el resultado final nos indica que los cinco tratamientos
(control, extracto blando de etanol al 3.54 mg/kg, extracto blando de etanol al 10.63
mg/kg y el extracto blando de etanol al 17.71 mg/kg, acido acetilsalicilico 7.15 mg/kg,
muestran durante las tres primeras horas igualdad estadistica significativa al 95.0% de
confianza, después de administrarse la solucion de carragenina al 1%, ya que hasta
este momento los grupos de tratamiento han sido sometidos a iguales condiciones

ambientales y experimentales.
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A partir de la cuarta hora o una hora despues se pudo observar diferencias entre los
cinco grupos, tenemos en cuenta que en la tercera hora se administraron los diferentes
tratamientos farmacoldgicos, transcurrido el tiempo necesario para que se dé la
absorcion y distribucion de los principios activos y metabolitos, asi mismo se
evidencia igualdad estadisticamente significativa al 95% de confianza entre los grupos
de extracto blando de etanol al 10.63 mg/kg, extracto etandlico al 17.71 mg/kg y acido

acetilsalicilico 7.15 mg/kg.

En la investigacion de Katherine Arauco “Efecto antiinflamatorio y analgésico del
extracto etandlico de la raiz Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher
(MULLACA) sobre el granuloma inducido por carragenina en ratas” afirma que los
flavonoides y triterpenos contribuyen en el efecto antiinflamatorio debido a una
inhibicién de la prostaglandina sintetasa reduciendo el nivel de prostaglandinas en el
proceso inflamatorio G7asimismo segun fuentes bibliograficas en edema sub-plantar
la inflamacion se produciria entre 3 horas hasta las 6 horas de inducida la inflamacién
las prostaglandinas serian los principales mediadores de la inflamacion ?® siendo la
ciclooxigenasa una enzima responsable de la biosinteis de prostaglandinas*, por este
motivo las suspensiones del extracto blando de etanol de la raiz Muehlenbeckia
volcéanica Benthan Endlicher (MULLACA) se administra via oral, después de tres
horas de producida la inflamacién. Se pueden observar los resultados a partir de la
cuarta hora de transcurrida la inflamacion ya que segun las pruebas estadisticas el
extracto blando de etanol de 17.71 mg/kg de la raiz Muehlenbeckia volcanica Benthan
Endlicher (MULLACA) producen similar efecto antiinflamatorio que el &cido
acetilsalicilico 7.15 mg/kg.
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CONCLUSIONES

1. Se obtuvieron extractos de la raiz Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher
(MULLACA), con disolventes de diferente polaridad etanol como solvente polar,
cloroformo medianamente polar y éter de petréleo apolar por el método de
extraccion continua con equipo de Soxhlet, obteniéndose tres extractos cuyos

rendimientos fueron etanol 24.80%, cloroformo 1.41% y éter de petrdleo 0.40%.

2. Se determind que el extracto etandlico de la raiz de Muehlenbeckia volcénica
Benthan Endlicher (MULLACA) tuvo mayor efecto antiinflamatorio mediante una

prueba piloto.

3. Se identifico mediante cromatografia en capa fina del extracto blando etanolico de
la raiz Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher (MULLACA) los principales

metabolitos secundarios entre ellos: Flavonoides, Taninos y Terpenos.

4. Se evaluo el efecto antiinflamatorio de la raiz Muehlenbeckia volcanica Benthan
Endlicher (MULLACA) teniendo en cuenta las dosis con efecto antiinflamatorio
tradicionalmente utilizadas, haciendo uso de una suspension oral (forma
farmaceutica), se concluye que el extracto etanolico de la raiz de Muehlenbeckia
volcanica Benth. Endl. (mullaca) 17.71 mg/kg presenta mayor efecto
antiinflamatorio con respecto al grupo del extracto etandlico 3.54 mg/kg, extracto

etandlico 10.63 mg/kg, grupo control.

5. Se comparé el efecto antiinflamatorio del extracto etandlico de la raiz
Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher (MULLACA) con el écido
acetilsalicilico evidenciandose que no existe diferencia entre el grupo extracto
etandlico de la raiz Muehlenbeckia volcanica Benthan Endlicher (MULLACA)

17.71 mg/kg y el grupo éacido acetilsalicilico 7.15 mg/kg.
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RECOMENDACIONES

1. Continuar con trabajos de identificacion, aislamiento y cuantificacion de los
principales metabolitos secundarios en los extractos de la raiz Muehlenbeckia
volcénica Benthan Endlicher (MULLACA)

2. Realizar con trabajos de investigacion clinicos que complementen los estudios

realizados.

3. Implementar nuevas formas de formas farmacéuticas para uso oral y uso externo.
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ANEXOS

ANEXO N° 1: CONSTANCIA DE DETERMINACION TAXONOMICA

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN s +

2 5/ %&

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS £ (@\ ]

DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA S \‘;:) )
HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA) ENSAS

CONSTANCIA 04- 2017-HUSA

El Director del Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de San Agustin de
Arequipa.

HACE CONSTAR:

Que las muestras frescas de hojas y tallos de la planta traida al laboratorio para el analisis
botanico corresponde a la especie Muehlenbeckia volcénica  (Benth.) Endl. Conocido
comunmente como “mullaca” de la familia Polygonaceae. Dicha muestra fue obtenida de laderas
de cerros de la provincia de Espinar, departamento del Cuzco para el estudio de la Tesis :
Efecto antinflamatorio de la Raiz de Muehlenbeckia volcdnica (Benth.) Endl. “Mullaca” en
animales de experimentacién, ejecutado por ANCALLA HUANCA GRACIELA y FLORES BEGAZO
CARMEN ELENA de la Escuela Profesional y Académica Farmacia y Bioguimica de la Universidad
Catdlica Santa Maria.

Los resultados de dicha identificacién y tipificacion corresponde a:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE: MAGNOLIOPSIDA

SUBCLASE: Caryophyllidae

ORDEN: Polygonales

FAMILIA: Polyganaceae

GENERO: Muehlenbeckia

ESPECIE: Muehlenbeckia volcdnica (Benth.) Endl.

Se expide la presente constancia a solicitud de las interesadas para los fines que se estime
conveniente.

= ’.’7”7""‘7.0%1?3 29 de Marzo del 2017

%

arfo Herrera
DIRECTO

Herbarium Areqvipense (HUSA)

Avenida Daniel Alcides Carrion s/n cercado
Teléfono: (054) 237755 / 984248674
Apartado Postal: 0028

AREQUIPA — PERU
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3. ETAPA PRELIMINAR - PRUEBA PILOTO

Figura A.1 - Suspensiones de los extractos de la raiz de Muehlenbeckia volcanica
(MULLACA) para la etapa preliminar (control negativo — extracto etandlico -

extracto cloroformico — extracto éter de petroleo)

e Agente Viscosante: Carboximetilcelulosa mejora la estabilidad fisica de las
suspensiones y emulsiones, permitiendo mantener suspendidas las particulas.
e Tensioactivo: Tween 20 permite disminuir la tension superficial. Como

emulsificantes y solubilizantes: 1 % — 15 %.
Como humectantes: 0,1 — 3 %.

4. ANALISIS CROMATOGRAFICO
Figura A.2 - Elucion del extracto etandlico de la raiz de Muehlenbeckia

volcanica (MULLACA) en la placa de silica gel
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Figura A.3 - Camara de luz UV

5. FORMULACION DE LA SUSPENSION

FIGURA A.4 - suspensiones del extracto etandlico de la raiz de
Muehlenbeckia volcanica (MULLACA) para la etapa experimental (3.5
mg/kg - 10.6 mg/kg — 17.7 mg/kQg)

6. ETAPA EXPERIMENTAL-EVALUACION DEL EFECTO
ANTIINFLAMATORIO

6.1. MEDICION DEL GRADO DE INFLAMACION EN RATAS

Figura A.5 - Equipo pletismémetro digital LE 7500
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Figura A.5 — Esquema funcionamiento del Pletismémetro Digital
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7. INDUCCION DE INFLAMACION EN RATAS

Figura A.6 - inflamacion producida cuatro horas después de administrado el

agente flogogeno (grupo control)

Figura A.7 - Inflamacion producida cuatro horas después de administrado

el agente flogogeno (grupo acido acetilsalicilico)
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Figura A.8 - Inflamacién producida cuatro horas después de administrado el agente
flogdgeno (grupo extracto etandlico 17.7 mg/kg)
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ANEXO N° 2: RESULTADOS EN MILILITROS DADOS POR EL EQUIPO
PLETISMOMETRO DIGITAL DURANTE LA PRUEBA PILOTO.

N de TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
Rata

Hrs Hrs Hrs Hrs Hrs Hrs Hrs Hrs

mL mL mL mL mL mL mL mL

1 0.79 1.25 1.32 1.38 1.40 1.39 1.39 1.39
©
-
e
c
o

© 2 0.82 1.26 1.34 1.42 1.45 1.44 144 | 1.43

3 0.84 1.24 1.32 1.39 1.30 1.27 1.26 1.25
©
c
©
[

4 0.80 1.25 1.33 1.38 1.30 1.26 1.25 1.23

g 5 0.79 1.18 1.27 1.34 1.29 1.27 1.27 1.26
S
o
[Tl
o

o 6 0.81 1.23 1.33 1.41 1.35 1.33 1.32 1.32
@)
2

> 7 0.80 1.22 1.33 1.40 1.39 1.38 1.37 1.37
=
(D]
o
(D]
©

q“_, 8 0.84 1.23 1.34 1.42 1.39 1.39 1.38 1.38
o
‘L
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ANEXO N° 3: RESULTADOS EN MILILITROS DADOS POR EL EQUIPO

PLETISMOMETRO DIGITAL DURANTE LA ETAPA EXPERIMENTAL

Graéfico A.16 - Volumenes medidos en el equipo pletismometro digita durante la etapa

experimental

N de TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7
Rata Hrs Hrs Hrs Hrs Hrs Hrs Hrs Hrs
ml ml ml ml ml ml ml mli
_ 1 080 | 1.20 | 1.30 | 1.34 | 1.35 | 1.35 | 1.34 | 1.34
g 2 083 | 128 | 1.37 | 144 | 1.46 | 1.46 | 1.45 | 1.45
c
@] 3 084 | 123 | 1.30 | 1.36 | 1.39 | 1.38 | 1.38 | 1.37
© 4 080 | 1.27 | 1.34 | 1.40 | 142 | 1.41 | 1.41 | 1.41
© S 0.82 1.27| 137 145| 132 | 1.26| 1.22| 1.20
§ 6 0.84 1.30| 1.39| 146 1.32| 1.25| 1.23| 1.22
% 7 0.80 1.26 | 137 | 145| 1.30| 1.24| 1.24| 1.23
<
8 0.79 1.21| 1.28| 1.34| 1.20| 1.15| 1.14| 1.14
o 9 081 122 | 1.30 | 1.39 | 1.38 | 1.38 | 1.38 | 1.37
(@)
— 10 089 | 1.32 | 140 | 145 | 145 | 1.44 | 1.43 | 1.43
o
% 11 090 | 131 | 1.38 | 1.43 | 142 | 1.42 | 1.42 | 1.42
[0
12 087 | 1.27 | 1.37 | 1.44 | 143 | 1.43 | 1.43 | 1.43
o 13 081 123 | 132|141 | 1.33 | 1.29 | 1.28 | 1.27
@)
™ 14 079 | 119 | 129 | 1.36 | 1.29 | 1.26 | 1.26 | 1.25
o
% 15 082 125 | 1.32 | 1.38 | 1.30 | 1.28 | 1.27 | 1.27
o
LL
16 085 | 126 | 1.33 | 141 | 1.32 | 1.27 | 1.27 | 1.26
5 17 075 120 | 1.31 | 1.37 | 1.25 | 1.19 | 1.16 | 1.15
o 18 078 | 1.22 | 1.32 | 143 | 1.32 | 1.25 | 1.21 | 1.20
8 19 080 1.23 | 1.31 | 140 | 1.27 | 1.24 | 1.23 | 1.23
]
|_Tj 20 083 1.30 | 1.39 | 145 | 1.33 | 1.26 | 1.24 | 1.24
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ANEXO N° 4: FORMULA PARA HALLAR EL PORCENTAJE DE
INFLAMACION.

% de Inflamacion = % X 100

Vix: Volumen de la pata inflamada a un tiempo x

Vto: Volumen normal de la pata

ANEXO N°5: FORMULA PARA PREPARAR LAS SUSPENSIONES DE
ETANOL, CLOROFORMO Y ETER DE PETROLEO

0.00603 g extracto blando (cloroformo) 100 ml

xX)g 30 ml

X =0.001809 g
X=18mg

Carboximetilcelulosa sodica (0.5% - 1%)

0.5¢ 100 ml
X 30ml
X=0.15ml
Tween 20 (1% - 15%) 1.6 mi 100 ml
X 30 mi
X=05¢g
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