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RESUMEN

El siguiente estudio experimental se realizd con ratas de la raza
“Holtzman”, especie rattus rattus, con el objetivo de evaluar el efecto

antiinflamatorio, del extracto seco y gel de Polypodium crassifolium L. (Calaguala).

Se usaron los rizomas de Polypodium crassifolium L. (Calaguala) que fueron
desecados y triturados para la extraccion de sus metabolitos secundarios, usando
solventes de distintas polaridades, luego se determind el porcentaje de rendimiento
de extracto seco. Encontrandose un rendimiento de 18 % de extracto seco para el

etanol, 8 % para el cloroformo y 6 % para el hexano.

El extracto etandlico fue sembrado en placas de silica gel para realizar la
cromatografia en capa fina a traves de sistemas de disolventes y reactivos
reveladores; los resultados de la cromatografia sefialan la presencia de flavonoides,
saponinas, taninos y quinonas. EIl mismo extracto fue empleado para la formulacion
de un gel a una concentracion del 20 %, de buen aspecto y caracteristicas
organolépticas aceptables.

Tanto el gel y el extracto se sometieron a una evaluacién del probable efecto
antiinflamatorio del rizoma de Polypodium crassifolium L. (Calaguala) en animales
de experimentacion. La inflamacion se indujo mediante la administracion de

carragenina al 1 % en la zona plantar del animal. El volumen de la inflamacion se
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midid en mililitros a traves de pletismometro digital. Este valor fue fundamental
para hallar el porcentaje de inhibicion de la inflamacion a distintos tiempos de
medicion. Luego de aplicar los analisis estadisticos (analisis de varianzay prueba de
Tukey) se concluyé que el gel con extracto seco Polypodium crassifolium L.
(Calaguala) al 20 % obtuvo un porcentaje de inhibicion de la inflamacion
estadisticamente diferente que el extracto seco de Polypodium crassifolium L.
(Calaguala) diluido al 20 %, concluyendo que el gel 20 % es maés eficaz ya que tiene
un efecto mayor que el extracto seco de Polypodium crassifolium L. (Calaguala)
diluido al 20 %.
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ABSTRACT

The following experimental study was conducted with rats breed
"Holtzman" rattus rattus species, in order to evaluate the anti-inflammatory effect,

the dry matter and Polypodium crassifolium L. (Calaguala).

Were used Rhizomes of Polypodium crassifolium L. (Calaguala) which were dried
and ground for extraction of secondary metabolites, with solvents of different
polarities, then the percent yield of dry matter was determined. Finding yield 18 %

dry extract for ethanol, 8 % chloroform and 6 % to hexane.

The ethanol extract was spotted on plates of silica gel for chromatography thin-layer
through solvent systems and revealing reagents, the results obtained of
chromatography indicate the presence of flavonoids, saponins, tannins and quinones.
The same extract was used for the formulation of a gel at a concentration of 20%,
good-looking and acceptable organoleptic characteristics. Both the gel and the
extract was subjected to an assessment of the likely anti-inflammatory effect of the
rhizome of Polypodium crassifolium L. (Calaguala) in experimental animals. The
inflammation was induced by administration of 1 % carrageenan into the plantar of
the animal. The volume of swelling is measured in milliliters through digital
plethysmometer . This value was crucial for the percent of inhibition of
inflammation at different measurement times. After applying statistical analysis
(analysis of variance and Tukey's test) it was concluded that the gel dry extract
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Polypodium crassifolium L. (Calaguala) obtained a 20% statistically different
percentage inhibition of inflammation that the dry extract of Polypodium
crassifolium L. (Calaguala) diluted to 20 %, concluding that gel of 20 % is more
effective because it has a greater effect than the dry extract of Polypodium

crassifolium L. (Calaguala) diluted to 20 %.
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INTRODUCCION

En el Per( un sector de la poblacion aprovecha las plantas medicinales por
sus propiedades curativas, estas plantas son utilizadas de manera empirica, es decir,
sin fundamentos verdaderos de sus cualidades curativas, sino simplemente basados

en conocimientos no comprobados.

Los pobladores de la selva de Madre de Dios, encuentran en las ensefianzas
de sus antepasados, las principales fuentes de transmision de conocimientos.
Sumado a esto, la gran diversidad de especies botanicas hace necesario que sean las
propias experiencias de los pobladores (probando las diferentes plantas en infusion,
mate o jarabes) lo que determine el uso de tal o cual especie, para luego formar parte
del conjunto de conocimientos tradicionales.

El Polypodium crassifolium L. (Calaguala) es un helecho epifito perenne que
crece de manera silvestre sobre las rocas de los margenes de los rios y especialmente
sobre tallos de los arboles o troncos caidos, se distribuye ampliamente por toda la
selva de los departamentos de Madre de Dios, Cuzco y Puno. El rizoma y las frondas
son utilizados tradicionalmente para tratar: La inflamacion de los rifiones, prostata,
higado, Ulceras, también es utilizada como febrifuga, sudoripara, antisifilitica y

antirreumatica.

El presente trabajo tiene como proposito evaluar el efecto antiinflamatorio del gel y
extracto seco del rizoma de Polypodium crassifolium L. (Calaguala) en animales de
experimentacion (Rattus rattus de la raza Holtzman ) empleando el método “Edema
plantar inducido por carragenina” con la finalidad de que este gel sea una alternativa

en el tratamiento de procesos inflamatorios agudos.
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OBJETIVOS

1. Obtener los extractos del rizoma de Polypodium crassifolium L. (Calaguala).

2. Realizar un estudio fitoquimico preliminar del extracto seco del rizoma de
Polypodium crassifolium L. (Calaguala).

3. Elaborar un gel tépico con el extracto seco obtenido del rizoma de
Polypodium crassifolium L. (Calaguala).

4. Medir la actividad antiinflamatoria del extracto seco y gel a base de extracto
seco del rizoma de Polypodium crassifolium L. (Calaguala) mediante el

pletismémetro.
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HIPOTESIS

Dado que el saber popular le atribuye efectos antiinflamatorios a la aplicacion tépica
del rizoma de Polypodium crassifolium L. (Calaguala), es probable que el extracto
seco y gel elaborado a base Polypodium crassifolium L. (Calaguala), presenten
eficacia antiinflamatoria tépica en el modelo de edema plantar inducido en animales

de experimentacion.
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CAPITULO |
MARCO TEORICO

1.1. Polypodium crassifolium L. (Calaguala)

1.1.1. UBICACION TAXONOMICA

Reino g Plantae.

Division : Pteridophyta.

Clase : Equisetopsida.

Orden . Polypodiales.

Familia : Polypodiaceae.

Género : Polypodium.

Especie : Polypodium crassifolium.

1.1.2. NOMBRE CIENTIFICO

Polypodium crassifolium L. (Lellinger).
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1.1.3. NOMBRES COMUNES

“Lengua de ciervo”, “Calaguala”, “Ancac pfurum”. 1,2,3)

1.1.4. ASPECTOS ECOLOGICOS

Helecho epifito perenne que crece en zonas montafiosas, en los
margenes de los rios y especialmente sobre tallos de los arboles o

troncos caidos, desde los 200 m.s.n.m. hasta los 2800 m.s.n.m. ¥
1.1.5. DESCRIPCION BOTANICA

Presenta un rizoma escamoso de forma lanceolada, las partes jovenes
del rizoma son radicantes como una marafia de raices densamente
pilosas. Las frondes generalmente se encuentran en forma de roseta o
formando densas repisas sobre los fustes de &rboles o palmeras. *5©

El peciolo es de color café, presenta una caracteristica lustrosa de
unos 10 — 100 cm. de largo y de 1.5 — 10 cm. de ancho. El nervio
principal (costa) es prominente y de color café — rojizo. Los nervios
secundarios poco prominentes se ubican diagonalmente al nervio
principal, pero paralelos entre si, presenta soros de 3 a 12 por fila.

(4.5.6) (Figura N° 1)

Figura N° 1: Niphidium Crassifolium.

Fuente: Atrium Biodiversity Information System.
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1.1.6. PARTE EMPLEADA
Rizomas y frondes.
1.1.7. USOS TERAPEUTICOS TRADICIONALES

Astringente. %7

Diaforética. ©7"

Antisifilitica. “ 7
Antirreumatica. “”

Antiinflamatoria, “ *”

YV V V V V V¥V

Antiulceroso. ¢7)

1.2. INFLAMACION

1.2.1. DEFINICION

La inflamacion es una reaccion fisiopatoldgica del huésped a un
estimulo nocivo, cuyo objetivo es eliminarlo, por lo que la capacidad
de desencadenar una reaccion inflamatoria resulta esencial para la
supervivencia. Cualquier factor que induce dafio tisular puede ser
descrito como la patogenia de la inflamacién. € ° 01

Los estimulos nocivos que desencadenan los procesos inflamatorios
pueden ser de diversa indole, tales como las lesiones causadas por los
agentes quimicos (&cidos, alcalis, alérgenos, aceite mineral, etc.), los
fisicos (hematomas, quemaduras, congelacion, radiaciones, etc.), los
bioguimicos (microorganismos, parasitos, endotoxinas, toxinas de
animales, etc.). &9 101D

Cada estimulo desencadena un tipo de respuesta caracteristica, que
determina la magnitud e intensidad del proceso inflamatorio aunque

dolorosa, la inflamacién es, normalmente, una respuesta reparadora.
(8,9, 10, 11)
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1.2.2. SIGNOS CLINICOS LOCALES DE LA INFLAMACION

A nivel macroscopico, la inflamacion generalmente se caracteriza por
la presencia de calor, dolor, rubor, tumefaccion (hinchazon) y
alteracion o pérdida de la funcion en el area afectada. Estos signos de

la respuesta inflamatoria son inducidos por:

> Cambios del flujo y calibre vascular. ?

> Cambios en la permeabilidad vascular. ?

> Fenomenos celulares que corresponden a la exudacion vy
migracion leucocitaria desde la microcirculacion hasta el foco

inflamatorio. 2
1.2.3. AGENTES CAUSALES DE LA INFLAMACION
1.2.3.1 AGENTES FiSICOS

Se consideran: Traumatismos mecanicos, el calor, el frio, la
electricidad y las radiaciones como los rayos X, que dan lugar a la
formacion de perdxidos, estos ultimos determinan la inhibicion

enzimética, actuando asf como agentes flogogenos. ***2
1.2.3.2 AGENTES QUIMICOS

Sustancias como acidos minerales, alcalis y gases irritantes acttan
provocando la desnaturalizacion de las proteinas celulares.
Distintos tdxicos de origen animal y vegetal, especialmente
aquellos que estan formados por albumosas, peptonas,
aminoacidos y grasas pueden provocar inflamacién. Aunque la
verdadera causa de la inflamacién producida por dichos agentes
son las lesiones celulares que ocasionan y los productos que se

liberan en ellas. Y
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1.2.3.3 AGENTES BIOLOGICOS

Las bacterias, hongos y virus constituyen las causas mas frecuentes
y clinicamente mas importantes de la inflamacion. Su mecanismo
de accion en el huésped es producir una degradacién de los
monosacaridos mediante la glucélisis aerobia y anaerobia.

La accion de los metabolitos formados como: Dioxido de carbono
y acido lactico producen acidosis del foco inflamatorio. Las
bacterias producen una serie de sustancias dotadas de actividad
metabdlica como nucleasas, proteasas, lipasas, lecitinazas,
fosfatasas, en especial una carbohidrasa llamada hialuronidasa que
juega un papel importante en la propagacion del germen causal y la
intensidad de la inflamacion.

En tanto los virus actuan sobre las celulas vivas, ingresan en ellas
y usan sus sistemas enzimaticos para sintetizar componentes
genéticos a costa de las sustancias del huésped originando la
muerte de la célula huésped que se convierte en agente
inflamatorio, influyen ademas algunas endotoxinas y la

composicion quimica del virus. ™
1.2.4. CLASIFICACION DE LA INFLAMACION
Se clasifica la inflamacion segun la persistencia de la lesion, sus
caracteristicas clinicas y la indole de la respuesta inflamatoria en
aguda y crénica. 4%
1.2.4.1 INFLAMACION AGUDA
Es la reaccion inmediata que se produce frente al agente lesivo.

Debido a que los dos principales factores defensivos frente a los

microorganismos (anticuerpo y leucocitos) son transportados
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normalmente por la sangre, no es raro que los fendmenos
vasculares intervengan de manera importante en la inflamacion.

(13, 14, 15)

La respuesta inflamatoria se produce en el tejido conjuntivo, hacia
el cual filtran el plasma y los elementos formes de la sangre, desde
los vasos sanguineos lesionados por la agresion o desde los vasos
que se hacen mas permeables en respuesta a la lesion. 3141

Se produce asi, el enrojecimiento (eritema) por la dilatacion de los
vasos, el hinchamiento (edema) por el escape de liquido a los
tejidos blandos y el endurecimiento por la acumulacién de los
liquidos v las células. 1% 1

Estos fenémenos desembocan en la pérdida de la capacidad normal
de los vasos sanguineos para retener en su interior las células y los
liquidos; pero estos cambios no significan obligatoriamente una
alteracion estructural del vaso. 31419

Los neutrofilos son los componentes mas numerosos en este tipo
de inflamacion y se encargan de la fagocitosis de las bacterias y de
otros microorganismos extrafios. Los monocitos también penetran
al tejido conjuntivo durante la inflamacion y se transforman en
macrofagos que fagocitan las células y los restos tisulares, la
fibrina, las bacterias remanentes e incluso los neutrdfilos
utilizados. Los linfocitos, los eosindfilos y los baséfilos se
relacionan con los aspectos inmunoldgicos del proceso

inflamatorio. ¢ 1419
1.2.4.2 INFLAMACION CRONICA

Es una reaccion lenta y latente que continua durante meses e

incluso afios y supone la destruccion tisular, asi como la

proliferacion local de las células y del tejido conjuntivo. 341

Puede desarrollarse por diferentes causas, como:
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a) La progresion de una inflamacion aguda. > %

b) Episodios recurrentes de inflamacion aguda. > %

Se caracteriza por la presencia constante de linfocitos, monocitos y
células plasmaéticas, debido a que el estimulo nocivo ha sido
persistente. % 1419

La presencia de estas celulas inflamatorias puede dar lugar a
alteraciones funcionales del tejido, ya sea por la accion directa de
los mediadores producidos por las células linfoides o bien por el
deposito continuo de colageno por los fibroblastos debido a la
cicatrizacion, *31415.10)

Los principales tipos celulares que se encuentran en las zonas de
inflamacién crénica son las células mononucleares y las células

anormales derivadas de los macréfagos. @4 510

1.2.5. MEDIADORES QUIMICOS DE LA INFLAMACION

La influencia de los mediadores quimicos sobre el proceso
inflamatorio es un tema de intenso estudio. Los mediadores se
originan del plasma o de las celulas, la mayor parte de ellos realizan
su actividad biolégica mediante union a receptores. ¢4 1¢)

Un mediador quimico puede actuar sobre uno o mdltiples tipos de
células dianas, la duracién de su accion es corta y la mayor parte de

ellos pueden producir efectos perjudiciales. 4> 1©)
1.2.5.1 AMINAS VASOACTIVAS

Histamina y serotonina son las dos principales aminas vasoactivas,

llamadas asi por su importante accién sobre los vasos. 319

Histamina: se encuentra en mastocitos, baséfilos y plaquetas. La

histamina es el gran mediador de la fase aguda, sus efectos son:
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e  Vasodilatacion de arteriolas y vénulas. %%

e Alteracion de la permeabilidad en las vénulas. %%

Serotonina: almacenada en plaquetas y en células
neuroendocrinas, Su liberacion se produce gracias al factor
activador de plaquetas (PAF). Sus acciones son muy semejantes a

las de la histamina, ¢% 19

1.2.5.2 METABOLITOS DEL ACIDO ARAQUIDONICO

e Prostaglandinas: PGE;, PGl,, PGD, que producen
vasodilatacion, fiebre y dolor. 319

e Tromboxanos: A; (TXA;) producen agregacion plaquetaria y
vasoconstriccion. 316

e Leucotrienos: LTC,, LTDs 'y LTE; producen
vasoconstriccion, aumento de la  permeabilidad vy
broncoespasmos. 3 1)

e Leucotrieno: B, que promueve adherencia leucocitaria y

quimiotaxis. >

1.2.5.3 CITOCINAS Y QUIMIOCINAS

Polipéptidos producidos por linfocitos y macrdfagos activados que
modulan la funcion de otras células. ** ¢

Las principales citosinas que actlan como mediadores en la
inflamacion son: La interleucina I, el factor de necrosis tumoral
alfa (IL-1, FNTa; ambos secretados por macrofagos activados), el
FNTp (secretado por células T activadas) y la familia de la IL — 8
(secretada por macréfagos activados y otros tipos celulares).
Actlan sobre el endotelio, leucocitos y fibroblastos, asi como en la

induccién de las reacciones sistémicas de la fase aguda. * )
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1.2.6. INFLAMACION EXPERIMENTAL (METODOS)
1.2.6.1 INACTIVACION DE RADICALES SUPEROXIDOS (O;)

El objetivo de esta prueba es valorar la cantidad de O, generados a
partir de macrofagos aislados de un exudado peritoneal formado
por inyeccién intraperitoneal de aceite de parafina en cobayo.
Después de tres dias se extrae el exudado y se aislan los
macréfagos. 17181920

Los O, se determinan espectrofotométricamente por disminucion
en la absorbancia de NADH como consecuencia de su oxidacion a
NAD" en presencia de O, . La disminucién de la absorcién es
proporcional a la cantidad de O, disponible en el medio de

reaccion, 7+ 18.19.20)

1.2.6.2 EFECTO SOBRE LA SINTESIS DE PROSTAGLANDINAS
“IN VIVO”

Primero se induce una pleuritis experimental por inyeccion
intrapleural de carragenina. El producto en estudio se administra
una hora antes. Despueés de 24 horas los animales se sacrifican para
extraerles el liquido pleural, el cual se centrifuga y se valora el
contenido de PGE; por radioinmuno ensayo (RIA). Se compara la
concentracion media de PGE; en el exudado del grupo tratado con

respecto al grupo control. 7 18:19.20)

1.2.6.3 EDEMA PLANTAR INDUCIDO POR CARRAGENINA EN
RATAS

Se basa en determinar la inhibicién del edema inducido por

carragenina en ratas tratadas con antiinflamatorios. " 81920
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La pata posterior derecha se inyecta con 0.1 mL de carragenina al 1
% disuelto en una solucidn salina al 0,9 % en la region subplantar.
Los extractos y la droga de referencia se aplican topicamente dos
horas después de la inyeccion de carragenina. La inflamacion se
cuantifica por medicién del volumen desplazado por la pata,
usando una columna de mercurio o un pletismoémetro antes y 1, 3,
6, 12 y 24 horas después de aplicada la inyeccién de carragenina.
La diferencia entre el volumen de la pata posterior derecha e
izquierda indica el grado de inflamacién. *" 181920

El porcentaje de inhibicién del edema se calcula mediante la

siguiente férmula:

(Tmax — Tx)
{Tmax — Tol x 100

%45 Inhibicion =

Donde:
Tmax: Tiempo en el que el grado de inflamacion es maximo
(3h).
TX: Volumen de inflamacion (mL.) que se va adeterminar.
To: Volumen de la pata de la rata en un tiempo inicial.
1.3. GELES

Los geles son sistemas dispersos, por lo general transparentes o translucidos,
formados por liquidos (hidrofilos o hidréfobos) a los que se adicionan
sustancias de naturaleza coloidal capaces de formar una estructura continua,
cuya naturaleza y caracteristicas definen las propiedades reolégicas del
conjunto. -2

Otro modo de definir los geles es a partir de su método de obtencion; en este

sentido, éstos se obtienen a partir de soluciones coloidales que, por diferentes
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modificaciones en su entorno, adquieren una estructura ordenada

tridimensional que fija las particulas de soluto alrededor de las del coloide.
(21, 24)

1.3.1. TIPOS DE GELES
Existen dos clases. ?% 2%
1.3.1.1 GELES HIDROFOBOS

Son geles constituidos por parafina liquida adicionada de
polietileno o por aceites grasos gelificados por anhidrido silicico
coloidal. ¢* 24

Los lipogeles son vehiculos oleosos oclusivos, de muy diversa
consistencia, que los hace aptos para el tratamiento de la

dermatosis crénica, por su accion emoliente — lubricante. %29
1.3.1.2 GELES HIDROFILOS

Las bases de los geles hidrofilos (hidrogeles) por lo general
consisten en agua, glicerol o propilenglicol gelificados con agentes
gelificantes como tragacanto, almidon, derivados de la celulosa,

polimeros de carboxivinilo, silicatos de magnesio y aluminio.
(21, 22, 24,)

1.4. EXTRACCION DE PRINCIPIOS VEGETALES

Separacion de las sustancias biolégicamente activas de los materiales inertes
0 inactivos de una planta, a partir de la utilizaciéon de un disolvente
seleccionado y de un proceso de extraccion adecuado; donde siempre se
obtienen, por lo menos, dos componentes: la solucién extraida en su

disolvente y el residuo. 4237
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1.4.1. TIPOS DE EXTRACCIONES CON DISOLVENTES
1.4.1.1 EXTRACCION DISCONTINUA

También llamado simulténea, se sumerge la droga en el disolvente,
por lo que la totalidad de la droga contacta con el disolvente
utilizado para extraccion y la difusion de los principios activos se
producira en todas las direcciones hasta alcanzar el equilibrio.® "
La extraccion discontinua incluye varios procedimientos de

extraccion. @37

MACERACION

Consiste en poner en contacto la droga seca triturada con el
disolvente utilizado para la extraccion a temperatura ambiente,
manteniéndolo todo en agitacion durante un tiempo determinado
que depende de las caracteristicas de la droga y de la naturaleza de
los principios activos. ®

Se utiliza generalmente agua glicerina 0 mezclas hidroalcohdlicas.
A continuacion se decanta el conjunto obteniéndose por una parte
el extracto liquido con los principios activos y por otra un residuo
de la droga denominado marco. ©* 37

Para mejorar el rendimiento de la extraccion es habitual volver a
realizar otra maceracion con el marco. La maceracion se utiliza
cuando los principios activos son muy solubles y la estructura de la
droga es muy permeable al disolvente (hojas, flores poco
compactas). ¢**"

DIGESTION

Es un método extractivo similar a la maceracién, pero en el que se

trabaja a temperaturas més elevadas. ®>%"
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INFUSION

Se trabaja con un disolvente (agua) a temperatura proxima a la
ebullicién, en el que se introduce la droga que se quiere extraer y a
continuacion se deja enfriar el conjunto hasta temperatura

ambiente, ®>37
DECOCCION O COCIMIENTO

Se pone en contacto la droga con el disolvente (agua) y el conjunto
se lleva hasta la temperatura de ebullicion, manteniendo dicha
ebullicién durante 15 a 30 min. Una vez enfriado se filtra y se
exprime el residuo, el tiempo de decoccién depende de las
caracteristicas de la droga, es menor para drogas vegetales blandas
(hojas y flores) y mayor para drogas vegetales duras (corteza y
semillas). %37

Tanto en las infusiones como decocciones se utiliza como
disolvente siempre el agua, por lo que no resultan ser métodos

adecuados para extraer principios activos hidrolizables. ®>3"

1.4.1.2 EXTRACCION CONTINUA

También Ilamado progresiva, el disolvente utilizado para la
extraccion se va renovando y actla en una sola direccion. Son
métodos que consisten en poner en contacto la droga con el
disolvente adecuado y mantener en todo momento el desequilibrio
entre la concentracion de principio activo en la droga y en el

disolvente para que se produzca la difusion celular. @

Mediante estos procedimientos se puede llegar a la extraccion
practicamente completa de los principios activos de la droga.
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PERCOLACION

Es un procedimiento que se realiza a temperatura ambiente. La
droga se coloca en una columna y esta en contacto permanente con
el disolvente que gotea por la parte superior de la columna,
atraviesa toda la zona donde se encuentra la droga con los
principios activos, los va extrayendo y, por la parte inferior, se
recogen los liquidos extractivos que contienen los principios
activos, la percolacion puede llegar a conseguir extraccion
practicamente completa de la droga, pero con un elevado consumo

de disolvente, ¢

SOXHLET

Es un sistema de extraccion solido-liquido en el que la extraccion
se realiza en un aparato que consta de un matraz, un cuerpo
extractor y un refrigerante. En el cuerpo extractor se coloca la
droga, generalmente envuelta en un material poroso que permita el
contacto con el disolvente. En el matraz se coloca el disolvente
organico, se lleva a ebullicion y los vapores del disolvente
ascienden por el tubo lateral y llegan al refrigerante donde
condensan y caen sobre la droga situada en el cuerpo extractor
cuando el cuerpo extractor se llena de liquido extractivo, este se
vacfa por el sifon lateral interno y desemboca en el matraz. 3"

El disolvente orgéanico se va reciclando durante el proceso mientras
que los principios activos se van concentrando en el matraz

inferior. 3"
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CAPITULO 11
MATERIAL Y METODOS

2.1. LUGAR DE LA INVESTIGACION

La elaboracién de los extractos, formulacion del gel, la investigacion
cromatografica y el estudio en animales de experimentacion fueron
realizados en el laboratorio de Farmacognosia (H - 206) ubicado en la

Universidad Catélica De Santa Maria.

2.2. DISENO EXPERIMENTAL

El presente trabajo de investigacion se realizé con ratas machos y hembras de
la especie Rattus rattus, de la raza “Holtzman”.
Se utilizaron 20 ratas, que fueron divididos en tres grupos. Como se detalla a

continuacién. (Tabla N° 2.1)
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Tabla N° 2.1: Disefio Experimental

. N°
GRUPO | NOMINACION TRATAMIENTO
ANIMALES
Aplicacion topica del gel con extracto
G, Grupo 1 10 ) o
seco de Polypodium crasifolium al 20 %.
Aplicacion topica del extracto seco
G, Grupo 2 10 diluido al 20 % de Polypodium
crasifolium
GC Grupo control 10 Aplicacion topica del gel base.

Fuente: Elaboracién propia

2.3. MATERIALES

2.3.1. MATERIAL BIOLOGICO

2.3.1.1 UNIDAD VEGETAL

Para el presente trabajo de investigacion se utilizaron los rizomas

secos de Polypodium crassifolium L. “Calaguala”

2.3.1.2 UNIDAD ANIMAL

Estos animales fueron utilizados para determinar el efecto
antiinflamatorio de Polypodium crassifolium L. “Calaguala”, para
efectuar el presente trabajo de investigacion se escogid un total de
20 ratas machos y hembras de la raza “Holtzman”, especie rattus
rattus, variedad albina, con un peso promedio que varia de 200
hasta 300 g, adultos jovenes (aparentemente sanos sin diferencia)
alrededor de 5 meses de vida obtenidas del bioterio de la

Universidad Cat6lica de Santa Maria de Arequipa.
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2.3.2. MATERIAL DE LABORATORIO

2.3.2.1 Material de Vidrio

Vasos de precipitado de 50, 100, 250 y 500mL.
Baguetas (LBT).

Embudos.

Pipetas de 1mL, 2mL, 5mL y 10mL.

Tubos de ensayo.

Matraces Erlenmeyer 25mL, 50mL, y 100mL.
Probetas de 10mL, 50mL y 100mL.

Balones de 250mL.

Capilares.

Frasco de vidrio.

YV V V V V V V V V VYV VY

Termdmetro.

2.3.2.2 Equipos

Balanza Analitica OHAUS PIONEER TM.
Pletismometro Digital L.E. 7500.

Cémara para Cromatografia de Capa Fina.

Lampara de Luz UV CAMAG.

Equipo Evaporador Rotativo BUCHZ Switzerland R-114.
Equipo de extraccion de Soxhlet.

Estufa Esterilizadora 854 Shwabach-Germany.

YV V.V V V V V V

Bafio Maria.
2.3.2.3 Otros Materiales
» Jaulas metélicas para ratas.

» Cromatofolios de Silica Gel.
> Algodon.
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Jeringas de 1mL.
Lé&piz marcador.
Papel filtro.

Potes.

Dosificador de gel.
Espétulas.

Tijeras.

Papel aluminio.
Frasco de plastico de 1000mL.
Mortero.

Gradillas.

Soporte universal.
Cocina eléctrica.
Guantes quirdrgicos.
Pisetas.

Pabilo.

V V V V V V V V V V VYV V V V V V

2.3.3. REACTIVOS

Acetato de etilo J.T. BAKER (Q.P.).
Acetato de plomo RIEDEL-DE HAEN (Q.P.).
Acido acético J.T. BAKER (Q.P.).
Acido formico MERCK (Q.P.).
Acido sulfirico MERCK (Q.P.).
Agua destilada.

Alcohol etilico comercial.
Amoniaco MERCK (Q.P.).

Butanol RIEDEL-DE HAEN (Q.P.).
Carboximetilcelulosa LABOCHINI.
Hexano J.T. BAKER (Q.P.).
Formol PIREX (Q.P.).

Metanol MERCK.

vV V.V V V V V V V VYV V V V
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Metilparabeno NEQUINSA.
Propilenglicol MERCK.
Propilparabeno NEQUINSA.
Tolueno J.T. Baker (Q.P.).
Tricloruro de aluminio 5 % RIEDEL-DE HAEN (Q.P.).
Trietanolamina MERCK.
Vainillina NEQUINSA.

Reactivo de Dragendorff.

Reactivo de Libermann Burchard.
Reactivo de Baljet.

Hidroxido de sodio 5 %.

Reactivo Felling Ay B.

Cloruro férrico 5 %.

Hidroxido de potasio 5 % en etanol.

YV 'V V V V V V V V VYV V V V V V

Hidroxido de potasio 10 % en etanol.
2.4. METODOS
2.4.1. PROCESAMIENTO DEL MATERIAL VEGETAL
2.4.1.1 RECOLECCION
El' rizoma de Polypodium crassifolium L. (Calaguala) fue
recolectado en la frontera entre Puno - Madre de Dios y trasladada
a la ciudad de Arequipa, para su identificacion taxonomia en la
facultad de Biologia de la Universidad Nacional de San Agustin.
2.4.1.2 SELECCION
Una vez recolectados e identificados taxondmicamente los rizomas

del helecho Polypodium crassifolium L. (Calaguala), se escogio los

rizomas en buen estado, dejando de lado aquellos que presentaban
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insectos, rupturas, o en estado de descomposicién, seguidamente

se procedi6 a lavarlos para arrastrar las impurezas.

2.4.1.3 ESTABILIZACION

Para evitar la degradacion de las sustancias activas del rizoma de
Polypodium crassifolium L. (Calaguala) se estabilizd en seco, en

una estufa previamente atemperada a 80 °C, durante 5 minutos.

2.4.1.4 DESECACION

La desecacion del rizoma de Polypodium crassifolium L.
(Calaguala) se realiz6 mediante calor artificial en estufa de
desecacion, con este proposito se utilizd6 un equipo eléctrico,
previamente calentado a 50 °C, en este ambiente permanecié hasta

peso constante.

2.4.1.5 PULVERIZACION Y ALMACENAMIENTO

Luego de desecar convenientemente el rizoma se procedié a
pulverizar con un mortero hasta un polvo uniforme, con el
proposito de incrementar la superficie de contacto para el momento
de las extracciones con los solventes y facilitando de esta manera
las extracciones de los metabolitos, para luego ser recolectado en
papel craft debidamente rotulado y guardado en un lugar cerrado, a
una temperatura adecuada, libre de humedad y lejos de la luz solar

para su correcto almacenamiento y conservacion.

2.4.2. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS

2.4.2.1 METODO
Extraccion por equipo Soxhlet.
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2.4.2.2 FUNDAMENTO

Consiste en un sistema cerrado que permite el flujo de solvente en
ciclos, los equipos de Soxhlet constan de tres partes: un reservorio
de solvente en la parte inferior, el cual es un balén donde se coloca
el solvente extractor y se somete a ebullicién; la segunda parte es
un soporte para el material vegetal el cual se coloca empaquetado
en papel filtro; finalmente se tiene un refrigerante o condensador el
cual recibe los vapores del solvente que vienen desde el balén y los
condensa para hacer gotear el solvente sobre el material vegetal,
cuando el soporte que mantiene el material vegetal se llena de
solvente recién destilado, se activa espontaneamente un sifén que
hace que el extracto formado pase al balon donde continua en
ebullicion, cada llenada de solvente en el soporte de muestra es un
ciclo y pueden repetirse varios ciclos de extraccion hasta el

agotamiento de la muestra. ®® (Figura N° 2.1)

-
Coolant (H20) out

Condenser ———»
Coolant (H20) in
-

Paper thimble

Solid material
being extracted

Solvent passes
th h the
thimble wall

Figura N°2.1: Equipo Soxhlet.

Fuente: www.cenunez.com.ar
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2.4.2.3 PROCEDIMIENTO

» Se procedio a pesar y empaquetar 10 g del material vegetal
desecado y pulverizado en una hoja de papel filtro, el cual
recibié el nombre de cartucho y fue colocado en el extractor
que forma parte del equipo de Soxhlet.

» En el balon del equipo extractor se colocé 100 mL del
solvente indicado, usando solventes de distintas polaridades
(etanol, cloroformo, hexano), y se procedi6 a armar el equipo,
colocando el balon en una olla con agua para que sirva como
bafio maria a una temperatura de 80 °C, por un tiempo de 6
horas hasta que el solvente haya agotado toda la muestra del
cartucho.

» Finalmente se procedi6 a desarmar el equipo enfriandolo

previamente y se obtuvo el extracto indicado. (Figura N° 2.2)

Figura N°2.2: Equipo Soxhlet

Fuente: Elaboracion propia
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2.4.3. DETERMINACION DEL EXTRACTO SECO
2.43.1 METODO
Evaporacion a sequedad.
2.4.3.2 FUNDAMENTO

Se basa en la obtencion del extracto seco a partir de la separacion
del solvente y del principio activo aplicandose una temperatura
adecuada y sometiéndose el extracto a bafio maria, hasta la
evaporacion total del solvente, quedando suspendido en el fondo

del recipiente el principio activo que se desea obtener. (25, 26)
2.4.3.3 PROCEDIMIENTO

Se tomO el extracto etandlico obtenido de la extraccion por
Soxhlet, se coloc6 en un balén para su evaporacion mediante el
equipo rotavapor, seguidamente se procedié a su evaporacion por
sequedad en un vaso de vidrio previamente tarado, para luego ser
llevado a bafio maria a una temperatura de 78 'C para la
evaporacion de solvente hasta la aparicién del residuo con peso
constante, al término del cual se procedié a determinar el

porcentaje de rendimiento de extracto seco.

2.4.3.4 CALCULOS

Pf
%ES = — x100
Pi
Doénde:
Pi = Peso inicial.
Pf = Peso final.

% ES = Porcentaje de extracto seco.
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2.4.4. SCREENING FITOQUIMICO

Es una de las etapas iniciales de la investigacion fitoquimica que
permite determinar cualitativamente los principales grupos quimicos
presentes en una planta. Estas reacciones se caracterizan porque son
selectivas para las clases o grupos de compuestos que se investigan,
son simples y rapidas, detectan la minima cantidad posible y utilizan

un minimo de equipo de laboratorio. ©
2.4.4.1 ENSAYO DE DRAGENDORFF.

Utilizado para detectar la presencia de alcaloides, se debe tomar en
cuenta que si el extracto estd disuelto en solvente organico, este
debe evaporarse en bafio maria y el residuo redisolverse en 1 mL
de &cido clorhidrico al 1 % en agua. Si se trata de un extracto
acuoso, a la alicuota se le afiade 1 gota de acido clorhidrico
concentrado, (calentar suavemente y dejar enfriar hasta acidez).
Para el ensayo, a la solucién acuosa acida se le afiade 3 gotas del
reactivo de Dragendorff, y se observa: © 404D

> Opalescencia; (+) © 4040
> Turbidez definida: (++) &4V
> Precipitado; (+++) © 4041
2.4.4.2 ENSAYO DE MAYER.
Se procede de la forma descrita previamente. A la solucion écida
se le adiciona una pizca de cloruro de sodio en polvo, se agita y se

filtra. Al filtrado adicionar 2 o 3 gotas de la solucidn reactiva de

Mayer. Tras observacion se reporta de la siguiente manera; © %4
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> Opalescencia: (+) © 4041

> Turbidez definida; (++) © 404D

> Precipitado abundante: (+++) & 404D
2.4.4.3 ENSAYO DE WAGNER.

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

anterior, © 4040
2.4.4.4 ENSAYO DE BALJET.

Es util para reconocer la presencia de compuestos con
agrupamiento lactonico, en particular Cumarinas, aunque otros
compuestos lacténicos pueden dar resultado positivo. Si la alicuota
de la muestra a probar no esta en alcohol, debe evaporarse el
solvente en bafio de agua y redisolverse en 1 mL de alcohol.
Seguidamente, se afiade 1 mL del reactivo. La prueba es positiva,
cuando aparece una coloracion o precipitado de color rojo (++ y

+++) respectivamente, © 44
2.4.45 ENSAYO DE BORNTRAGER.

Es util para detectar la presencia de Quinonas. Si la alicuota no
estd en cloroformo debe evaporarse el solvente en bafio de agua y
el residuo se disuelve en 1 mL de cloroformo. Se adiciona 1 mL de
hidroxido de sodio, hidréxido de potasio o amonio al 5 % en agua.
Se agita mezclando las fases y se deja en reposo hasta su ulterior

separacion. & 404D
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El ensayo es positivo cuando la fase acuosa alcalina (superior) se
colorea de rosado, en este caso se reporta (++) o rojo, para lo cual

se reporta (+++), %4041
2.4.4.6 ENSAYO DE LIEBERMAN-BUCHARD.

Permite reconocer en un extracto la presencia de Triterpenos y/o
Esteroides. Para ello, si la alicuota no se encuentra en cloroformo
debe evaporarse el solvente en bafio maria y el residuo se disuelve
en 1 mL de cloroformo. © 4241

Se adiciona 1 mL de anhidrido acético y se mezcla bien. Por la
pared del tubo de ensayo se dejan resbalar 2 o0 3 gotas de &cido
sulfarico concentrado sin agitar. Un ensayo positivo se tiene por

un cambio répido de coloracion: @44V

> Rosado-azul muy rapido. @ %4V

> Verde intenso-visible aunque rapido. © 441

> Verde oscuro-negro-final de la reaccion. © 4%4%)

El tercer cambio generalmente ocurre cuando el material evaluado
tiene cantidades importantes de estos compuestos. Para realizar
este ensayo no puede haber agua en el medio de reaccion pues ésta
con el acido sulfurico reacciona de forma violenta y puede ocurrir
un accidente, 4041

Las estructuras esteroidales producen coloraciones azul o azul
verdoso, mientras que para las estructuras de los triterpenoides se
observa rojo, rosado o purpura. Estas coloraciones pueden variar
por interferencias producidas por carotenos, xantofilas y esteroides

saturados que puedan estar presentes. & 49
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2.4.4.7 ENSAYO DE FEEHLING.

Permite reconocer en un extracto la presencia de AzUcares
reductores. Para ello, si la alicuota del extracto no se encuentra en
agua, debe evaporarse el solvente en bafio maria y el residuo se
disuelve en 1 0 2 mL de agua. Se adicionan 2 mL del reactivo y se
calienta en bafio maria de 5 a 10 minutos la mezcla. El ensayo se
considera positivo si la solucion se colorea de rojo o aparece

precipitado rojo. El reactivo se prepara de la siguiente forma:
(9, 40, 41)

» Solucion A: Se pesa 35 g de sulfato cuprico hidratado
cristalizado y se disuelve con agua hasta un volumen
total de 1000 mL. @ 4041

» Solucion B: Se pesa 150 g de tartrato de sodio y
potasio y 40 g de hidréxido de sodio y se disuelve con
agua hasta un volumen total de 1000 mL. © %41

Las soluciones se tienen preparadas de forma independiente y se
mezcla igual cantidad en volumen de cada una de ellas justo en el
momento de realizar el ensayo. Dicha mezcla es la que se adiciona

a la alicuota a evaluar. & 4040

2.4.4.8 ENSAYO DE ESPUMA.

Permite reconocer en un extracto la presencia de Saponinas. Si la
alicuota se encuentra en alcohol, se diluye con 5 veces su volumen
en agua y se agita la mezcla fuertemente durante 5-10 minutos.

El ensayo se considera positivo si aparece espuma en la superficie
del liquido de méas de 2 mm de altura y persistente por mas de 2

minutos. © 404D
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2.4.4.9 ENSAYO DEL CLORURO FERRICO.

Permite reconocer la presencia de Compuestos fendlicos y/o
Taninos en el extracto vegetal. Si el extracto de la planta se realiza
con alcohol, el ensayo determina tanto fenoles como taninos. ©

A una alicuota del extracto alcohdlico se le adicionan 3 gotas de
una solucion de tricloruro férrico al 5 % en solucion salina
fisiolégica (cloruro de sodio al 0.9 % en agua). Si el extracto es
acuoso, el ensayo determina fundamentalmente taninos. A una
alicuota del extracto se afiade acetato de sodio para neutralizar y
tres gotas de una solucion de tricloruro férrico al 5 % en solucion
salina fisiologica, un ensayo positivo puede dar la siguiente

informaci6n general: 4% 41

> Desarrollo de una coloracion rojo-vino, compuestos

fenélicos en general. 4% 41

> Desarrollo de una coloracion verde intensa, taninos del tipo

pirocatecélicos. © 4% 4V

» Desarrollo de una coloracion azul, taninos del tipo

pirogalotanicos. © 44V

2.4.4.10 ENSAYO DE SHINODA.

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

encuentra en agua, se procede de igual forma, a partir de la adicion
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del acido clorhidrico concentrado. El ensayo se considera positivo,
cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo, naranja,

carmelita o rojo; intenso en todos los casos. © 4% 4%

2.4.5. ANALISIS POR CROMATOGRAFIA CAPA FINA (TLC)
2.45.1 METODO

Cromatografia en capa fina, o también llamada “Thin Layer
Cromathography (TLC)”, es una de las técnicas mas utilizadas

para la separacion y purificacion de sustancias quimicas. “%
2.4.5.2 FUNDAMENTO

En la cromatografia de capa fina, la muestra se desplaza con una
fase movil que es un liquido. Esta fase movil se hace pasar a través
de una fase estacionaria de gel de silice o alimina con la que es
inmiscible, y que se fija a una superficie sélida como una lamina
de vidrio, plastico o aluminio. Las dos fases se eligen de tal forma
que los componentes de la muestra se distribuyen de modo
distinto. Entre la fase movil y la fase estacionaria se mueven
lentamente con el flujo de la fase mavil, la cual sube a lo largo de
la fase solida por capilaridad, por el contrario los componentes que
se unen débilmente a la fase estacionario, se mueven con rapidez.
Como consecuencia de la distinta movilidad, los componentes de
la muestra se separan en bandas o zonas discretas que pueden

analizarse cualitativamente. ¢

2.4.5.3 PROCEDIMIENTO

Se procedi6 a cortar las placas de silica gel 60 Fys con

dimensiones de 10 x 2 cm, se realizé una linea con un lapiz 1 cm
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por encima de la parte inferior y 1 cm debajo de la parte superior.
Luego se procedio a realizar los sembrados correspondientes del
extracto en cada placa utilizando capilares para dicha operacion
(Figura N° 2.3), finalmente se colocd las placas ya sembradas en
camaras de desarrollo cromatografico (Figura N° 2.4) conteniendo
los diferentes solventes para realizar la corrida, estando estos
herméticamente cerrados y protegidos de la luz envueltos con
papel aluminio para wuna correcta identificacion de los
componentes, en algunos casos se utilizaron reveladores quimicos

y uso de lampara de luz UV.

Figura N° 2.3: Sembrado en placa cromatogréfica.

Fuente: Elaboracion propia.
2.4.5.4 FACTOR DE RETRASO
El parametro caracteristico para cada soluto esta dado por el Ry:

Distancia Recorrida por el Compuesto

Distancia Recorrida por el Disolvente

La distancia recorrida por el compuesto se mide generalmente
desde el centro de la mancha, los calculos se simplifican si el
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denominador es 10. Para que los R sean reproducibles deben ser
fijadas una serie de condiciones (Espesor de la placa, fase movil,
fase estacionaria, cantidad de muestra). EI maximo valor de Rt que
se puede alcanzar es de 1, lo ideal es un R; entre 0.55 y 0.7.
Téngase en cuenta que si las manchas no son simétricas, la

medicién se basa en la posicion de intensidad maxima, 63"

Figura N° 2.4: Cuba cromatogréfica.

Fuente: Elaboracidn propia.

2.4.5.5 IDENTIFICACION DE QUINONAS
» Preparacion de la Fase Movil: acetato de etilo: metanol:
agua (100:13.5:10)
Se agreg6 10 mL de acetato de etilo en un vaso precipitado,

se mezclo con 1,35 mL de metanol y 1 mL de agua.

> Preparacion de la Fase Estacionaria:

Se cortd la placa de silica gel 60 Fy45 en una lamina de
2x10 cm (ancho : largo), se marco los lugares de siembra
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de la muestra con l&piz, dejando 1cm de espacio inferior y
se procedi6 al sembrado.

» Preparacion de la Muestra

Se tomo con el capilar la solucion etandlica del extracto, se
colocé en el lugar de siembra de la placa de silica gel 60

F,45 con cuidado y correcta limpieza.

> Desarrollo

Se coloco la placa sembrada en la camara de revelado
cromatografico, hasta que el solvente ascienda hasta 1 cm
debajo del borde superior, herméticamente cerrado y

cubierto con papel aluminio para su correcto desarrollo.

> Deteccion

Se retird la placa, se secé al medio ambiente, se reveld con
KOH (10 % en etanol comercial), se secoO al medio
ambiente y se procedié a observar la placa en luz UV
254nm y UV a 366nm.

> Determinacion de Rf

Se calculd los Rf de cada una de las manchas
caracteristicas de quinonas reveladas en las placas
cromatograficas.

Antraquinonas: zona rojas en visible y fluorescencia roja en
UV a 366nm.

Antronas y antranolas: zonas amarillas en visible y

fluorescencia amarilla en UV a 366nm.
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2.4.5.6 IDENTIFICACION DE SAPONINAS
» Preparacion de la Fase Movil: n-butanol: acetato de etilo:
agua (50:10:40)
Se agreg6 5 mL de n-butanol en un vaso de precipitado, se
mezcl6 con 4 mL de acetato de etilo y se adicion6
ligeramente 1 mL de agua.

» Preparacion de la Fase Estacionaria

Se cortd la placa de silica gel 60 Fy4s5 en una lamina de
2x10 cm (ancho : largo), se marco los lugares de siembra
de la muestra con lapiz, dejando 1cm de espacio inferior y

se procedi6 al sembrado.

> Preparacion de la Muestra
Se tomo con el capilar la solucion etandlica del extracto, se
coloco en el lugar de siembra de la placa de silica gel 60
F245 con cuidado y correcta limpieza.

» Desarrollo
Se coloc6 la placa sembrada en la camara de revelado
cromatografico, hasta que el solvente ascienda hasta 1 cm
debajo del borde superior, herméticamente cerrado Yy
cubierto con papel aluminio para su correcto desarrollo.

> Deteccion
Se retird la placa, se sec6 al medio ambiente, se reveld con

vainillina (1 % en etanol comercial), &cido sulfurico

concentrado (5 % en etanol comercial), se seco al medio
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ambiente y se procedio a observar la placa en luz UV a
366nm.

» Determinacion de Rf

Se calculd los Rf de cada una de las manchas
caracteristicas de saponinas reveladas en las placas
cromatograficas.

Saponinas (manchas de color anaranjadas rojizas)

2.4.5.7 IDENTIFICACION DE TANINOS
> Preparacion de la Fase Movil: metanol, agua (90:10)
Se agregé 9 mL de metanol en un vaso precipitado, se
mezclo ligeramente con 1 mL de agua.

» Preparacion de la Fase Estacionaria
Se cortd la placa de silica gel 60 Fys5 en una lamina de
2x10 cm (ancho : largo), se marco los lugares de siembra
de muestra con lapiz, dejando 1 cm de espacio inferior y se
procedio al sembrado.

» Preparacion de la Muestra
Se tomé con el capilar la solucidn etandlica del extracto, se
coloco en el lugar de siembra de la placa de silica gel 60
F245 con cuidado y correcta limpieza.

» Desarrollo:

Se coloc6 la placa sembrada en la camara de revelado

cromatografico, hasta que el solvente ascienda hasta 1 cm
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debajo del borde superior, herméticamente cerrado y
cubierto con papel aluminio para su correcto desarrollo.

> Deteccidn

Se retird la placa, se seco al medio ambiente, se reveld con
FeCl; al 1 % en etanol (0,25 mL de cloruro férrico en 25
mL de etanol), se secO al medio ambiente y después se

sometié la placa a 110 °C durante 10 min.

» Determinacion de Rf:

Se calculé los Rf de cada una de las manchas
caracteristicas de taninos revelados en las placas
cromatograficas.

Taninos (manchas de color verdes o marrones).

2.4.5.8 IDENTIFICACION DE FLAVONOIDES
» Preparacion de la Fase Mavil: acetato de etilo: metanol
(90:10)
Se agrego 9 mL de acetato de etilo en un vaso precipitado,
se mezclo ligeramente con 1 mL de metanol.

> Preparacion de la Fase Estacionaria
Se cortd la placa de silica gel 60 Fy45 en una lamina de
2x10 cm (ancho : largo), se marco los lugares de siembra
de muestra con lapiz, dejando 1 cm de espacio inferior y se

procedio al sembrado.

> Preparacion de la Muestra
Se tomé con el capilar la solucidn etandlica del extracto.
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Luego se colocd en el lugar de siembra de la placa de silica
gel 60 F,45 con cuidado y correcta limpieza.

» Desarrollo

Se coloco la placa sembrada en la cubeta de desarrollo
cromatografico, hasta que el solvente ascienda hasta 1 cm
debajo del borde superior, herméticamente cerrado Yy

cubierto con papel aluminio para su correcto desarrollo.

> Deteccion

Se retiro la placa, una vez que la placa esta seca, se procede
a revelar con cloruro de aluminio 1 % en etanol comercial
(0,25 g de cloruro de aluminio en 25 mL de etanol), se secd
al medio ambiente y se procedié a observar la placa en luz
UV a 366 nm.

> Determinacion de Rf

Se calcul6 los Rf de cada una de las manchas

caracteristicas de flavonoides revelados en las placas

cromatograficas.

Flavonoides (manchas de color amarillo)

2.4.6. PREPARACION Y FORMULACION DEL GEL

2.4.6.1 OBJETIVO

Describir la sistematica para la elaboracién del gel a base de

calaguala utilizando como gelificante carbopol.
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2.4.6.2 RESPONSABILIDADES DE APLICACION Y ALCANCE

La responsabilidad de aplicacion y alcance de este procedimiento
recae sobre todo el personal de laboratorio (técnico y/o auxiliar)

que proceda a la elaboracién de emulsiones.

2.4.6.3 INGREDIENTES USADOS EN LA FORMULACION DEL
GEL

Carbopol 940.

Nipagin ® (metilparabeno).
Nipasol ® (propilparabeno).
Propilenglicol.
Trietanolamina.

Agua destilada.

YV V V V V V V

Extracto seco del rizoma de calaguala.

2.4.6.4 FORMULACION DEL GEL BASE Y DEL GEL CON
EXTRACTO SECO DE CALAGUALA

Véase (Anexos N° 1)

2.4.6.5 MODUS OPERANDI

> Verificar la limpieza de los enseres y materiales necesarios
para la fabricacion.

» Pesar cuidadosamente los ingredientes.

» Dispersar el carbopol en parte del diluyente, agitando
constantemente y evitando la formacion de grumos.

> Dejar reposar el tiempo suficiente hasta la total imbibicion
del diluyente.
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» Agitar evitando la incorporacion de aire, hasta obtener un
gel uniforme.

> Disolver el extracto seco de calaguala en un solvente
adecuado (etanol 96 %).

» En un recipiente disolver los parabenos, el propilenglicol,
el extracto de calaguala diluido y agua destilada en bafio
maria a 50 °C.

» Incorporar la solucion descrita anteriormente en el vaso de
precipitado que contiene el gel, con ayuda de un agitador
magnético.

» Adicionar el agua destilada hasta completar un peso de 100
gy lograr la uniformidad del gel.

» Adicionar al gel la trietanolamina gota a gota hasta que el
pH sea de 7.

» Terminado este proceso, se procede a envasar el gel en

recipientes adecuados para su conservacion.
2.4.7. TECNICA PARA MEDIR EL GRADO DE INFLAMACION EN
ANIMALES DE EXPERIMENTACION

2.4.7.1 METODO
El método de edema plantar inducido por carragenina fue descrito
por Winter et al. posteriormente modificado por Sugishita et al.
(1981).

2.4.7.2 FUNDAMENTO
Consiste en la administracion subcutanea de una solucion de

carragenina, un mucopolisacarido sulfatado extraido del alga

marina Chondrus crispus, a nivel de la aponeurosis plantar de la
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pata de la rata, provocando una reaccion de caracter inflamatorio
mediada por liberacion de diversos autacoides (histamina,
serotonina, bradiquinina, prostaglandinas).

Una hora después de la administracion, la histamina y la
serotonina tienen un papel principal como mediadores.
Aproximadamente de una hora y media a dos y media horas
después de la inyeccion de carragenina, intervienen las quininas
como mediadores.

La ultima fase esta mediada por las prostaglandinas,
fundamentalmente PGE;, PGE, y PGF3. La respuesta vascular
maxima ocurre aproximadamente a las 3 horas de la
administracion de carragenina y coincide con la fase mediada por
la prostaglandinas.

El volumen inflamado es medido con el pletismometro digital

LE7500 equipo que es utilizado en nuestro método de estudio.
(Figura N° 2.5)

Figura N° 2.4: Pletismometro digital.

Fuente: Elaboracion propia.
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2.4.7.3 PROCEDIMIENTO

»  Se distribuyo las ratas segun el grupo de tratamiento al azar y se
las identifico segun el grupo asignado.

»  Se midio el volumen de la pata derecha posterior de las ratas de
los grupos experimentales en el pletismémetro digital.

»  Se administro 0.1 ml de una solucion de carragenina al 1 % en
suero fisioldgico; en la pata derecha posterior de cada rata.

»  Se administro los tratamientos:

e Grupo 1: se administré tépicamente el gel con extracto seco
de calaguala al 20 % en la pata posterior derecha.

e Grupo 2 se administro tépicamente el extracto seco de

calaguala diluido al 20 % en la pata posterior derecha.

e Grupo control: se administro topicamente el gel base en la

pata posterior izquierda.

»  Se realizo lectura de la pata posterior derecha después de 3, 5, 7,
9 y 15 horas, luego de cada lectura se aplicd un nuevo
tratamiento.

»  Se hall6 el porcentaje de inflamacion de cada grupo, mediante la
siguiente férmula, considerando el volumen inicial medido.

(Anexos Formula N° 1)
2.4.8. GRUPOS DE ESTUDIO
En el presente trabajo se emplearon 20 ratas. Los animales de

experimentacién se dividieron en 2 grupos de 10 ratas cada uno como
se describe a continuacion:
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e GE1 Grupo experimental 1: Aplicacion topica del gel con
extracto seco Polypodium crassifolium (Calaguala) al 20 %,
tres horas después de producirse la inflamacion.

e GE2 Grupo experimental 2: Aplicacion topica del extracto
seco de Polypodium crassifolium (Calaguala) diluido al 20 %,
tres horas después de producirse la inflamacion.

e Grupo control: Se le aplico topicamente gel base tres horas
después de producir la inflamacion, para medir la intensidad

de la misma.

2.4.8.1 PROCEDIMIENTO

» Se procede a marcar la pata de la rata a nivel de la union entre la
fibula y Ila tibia con el tarso para saber hasta dénde se va a
introducir la pata en el recipiente del equipo pletismémetro
digital.

»  Medir el volumen inicial de la pata (To).

»  Administrar 0.1 mL de carragenina al 1 % a través de una aguja
hipodérmica de 25 G x 5/8 pulgada.

» Para evaluar la inflamacién producida por la carragenina se
espera un tiempo de 3 horas (previo ensayo) en el cual se logra
la inflamacion maxima (constante).

»  Medir el volumen de la pata en tiempo antes mencionado (T
max).

» Seguidamente se le aplica los tratamientos a estudiar de
Polypodium crassifolium (Calaguala), tomando en cuenta la
distribucion de grupos a trabajar (Tabla N° 2.1).

»  Se procede a medir el volumen de la pata cada dos horas en el
equipo antes mencionado (Anexo N°2).

» Con los datos obtenidos por el pletismometro digital, se
determind el porcentaje de inhibicion de la inflamacion
haciendo uso de la siguiente férmula. (Anexo Formula N° 1)
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2.4.9. TECNICAS PARA EL ANALISIS ESTADISTICO DE LOS
RESULTADOS

La estadistica nos permite evaluar y comparar cuantitativamente los
efectos de las drogas. Para la interpretacion y anélisis de datos se

usaron los siguientes instrumentos estadisticos. 42 4344

2.4.9.1 PARAMETROS DE DISTRIBUCION
2.4.9.1.1 MEDIA ARITMETICA
La media aritmetica también conocida como promedio

aritmético se obtiene sumando todos los valores individuales
de los elementos divididos por la cantidad de éstos. “* 4344

X =
n
Dénde:
X = Media aritmética o promedio
a; = Correspondiente a cada valor
n = Nudmero de Elementos

2.4.9.2 PARAMETROS DE DISPERSION

2.4.9.2.1 VARIANZA

Cuando los valores de un conjunto de observaciones se
encuentran ubicados cerca de su media, la dispersion es menor
que cuando estan esparcidos. En consecuencia, se puede
pensar intuitivamente que es posible medir la dispersion en
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funcion del esparcimiento de los valores alrededor de su
media. Esta medicion se efectia mediante lo que se conoce
como varianza. Para calcular la varianza de una muestra de
valores, se resta la media de cada uno de los valores
individuales, las diferencias se elevan al cuadrado y después
se suman entre si. Esta suma de desviaciones elevadas al
cuadrado de los valores con respecto a la media se divide entre
el tamafio de la muestra, menos 1, para obtener la varianza de
la muestra. Se le asigna la letra s* para simbolizar la varianza

de la muestra, el procedimiento descrito se expresa como
sigue: (42, 43,44)

i=1(x; — %)*

2
S
n—1

2.4.9.2.2 DESVIACION ESTANDAR

Indice numérico de la dispersion de un conjunto de datos (0
poblacion). Mientras mayor es la desviacion estandar, mayor
es la dispersion de la poblacion. La desviacion estandar es un
promedio de las desviaciones individuales de cada
observacion con respecto a la media de una distribucion. Asi,
la desviacion estdndar mide el grado de dispersion o
variabilidad. En primer lugar, midiendo la diferencia entre
cada valor del conjunto de datos y la media del conjunto de
datos. Luego, sumando todas estas diferencias individuales
para dar el total de todas las diferencias. 42 434

Por ultimo, dividiendo el resultado por el nimero total de
observaciones para llegar a un promedio de las distancias
entre cada observacion individual y la media. Este promedio
de las distancias es la desviacion estdndar y de esta manera
representa dispersion. % 4344
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2.4.9.3 ESTADISTICA INFERENCIAL
2.4.9.3.1 ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA)

El andlisis de varianza sirve para comparar si los valores de
un conjunto de datos numéricos son significativamente
distintos a los valores de otro 0 mas conjuntos de datos. El
procedimiento para comparar estos valores esta basado en la
varianza global observada en los grupos de datos numéricos a
comparar. % #4344

Tipicamente, el analisis de varianza se utiliza para asociar una
probabilidad a la conclusion de que la media de un grupo de
puntuaciones es distinta de la media de otro grupo de
puntaciones. Este procedimiento ejecuta un analisis de
varianza de varios factores. Realiza varias pruebas y graficas
para determinar qué factores tienen un efecto estadisticamente

significativo sobre los grupos que se desean comparar. %4349
2.49.3.2 TEST HDS DE TUKEY

Se aplica una vez obtenidos los resultados del analisis de
varianza ANOVA, requiere que haya diferencia significativa
en ANOVA. Es una prueba de comparaciéon multiple de no
hallarse significancia en la prueba de ANOVA, no serd
necesario realizar el Test de Tukey. % 4344

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion mdltiple
para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. Muestra las diferencias estimadas entre
cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de
los pares en comparacion indica que estos pares muestran
diferencias estadisticamente significativas con un nivel del

95,0 % de confianza. Se identifican los grupos homogéneos
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segun la alineacion de las X’s en columnas. No existen
diferencias estadisticamente significativas entre aquellos
niveles que compartan una misma columna de X’s. 424344

El método empleado actualmente para discriminar entre las
medias es el procedimiento de diferencia honestamente
significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo
del 5,0 % de error al decir que uno 0 mas pares son
significativamente diferentes, cuando la diferencia real es

igual a 0. 4 4349
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CAPITULO 111
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS Y DETERMINACION DEL
PORCENTAJE DE RENDIMIENTO.

Para la prueba piloto se realizaron tres tipos de extractos utilizando
solventes de distintas polaridades a fin de identificar con qué tipo de
solvente se extraerd mejor los metabolitos secundarios que tenga el efecto

antiinflamatorio.

3.1.1. EXTRACCION ETANOLICA

Se pes6 10 g de muestra pulverizada, se empaquetd en papel filtro
rapido para luego ser introducido en el equipo de digestion continua
(Soxhlet), en el baldén se colocé 100 mL de etanol como menstruo.
(Figura N° 3.1)

Para la obtencién del extracto seco se llevé este al rotavapor a una
temperatura de 70 °C hasta obtener un volumen de 25 mL el cual es

llevado a la estufa a 60 °C para desecacion completa.
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Luego se peso el recipiente con el material seco siendo su rendimiento
del 18%. (Tabla N° 3.1)

Figura N° 3.1: Extraccion con etanol.

Fuente: Elaboracion propia.

3.1.2. EXTRACCION HEXANICA

Se pesd 10 g de muestra pulverizada, se empaqueto en papel filtro
para luego ser introducido en el equipo de digestion continua
(Soxhlet), en el balon se colocé 100 mL de hexano como menstruo.
(Figura N° 3.2)

Se debe de tener cuidado al trabajar con este solvente porque posee un
punto de ebullicién de 68 °C y es mas volatil que el etanol.

Para la obtencion del extracto seco se llevo el recipiente a bafio maria
a una temperatura de 60 °C hasta obtener un extracto blando, el cual

es llevado a la estufa a 50 °C para desecacién completa. Luego se pesé
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el recipiente con el material seco siendo su rendimiento del 6%.
(Tabla N° 3.1)

Figura N° 3.2: Extraccion con hexano.

Fuente: Elaboracion propia.

3.1.3. EXTRACCION CLOROFORMICA

Se pes6 10 g de muestra pulverizada, se empaqueto en papel filtro
para luego ser introducido en el equipo de digestion continua
(Soxhlet), en el balon se colocé 100 mL de cloroformo como
menstruo. (Figura N° 3.3)

Se debe de tener cuidado al trabajar con este solvente porque posee un
punto de ebullicion de 61 °C y es mas volatil que el etanol y el
hexano. Para la obtencion del extracto seco se llevo el recipiente a
bafio maria a una temperatura de 50 °C hasta obtener un extracto

blando, el cual es llevado a la estufa a 50 °C para desecacion
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completa. Luego se pesd el recipiente con el material seco siendo su

rendimiento del 8 %. (Tabla N° 3.1)

Figura N°3.3: Extraccion con cloroformo.

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 3.1: Porcentaje de Rendimiento de Extracto Seco Obtenido de los

Diferentes Solventes de Polypodium crasifolium “Calaguala”

Peso de Cantidad de Peso de Porcentaje de
Solvente muestra en solvente en extracto seco T
pA rendimientos
gramos mililitros en gramos
Hexano 10.00 g 100.00 mL 0.60g 6.00 %
Cloroformo 10.00 g 100.00 mL 0.80¢g 8.00 %
Etanol 10.00 g 100.00 mL 1.80¢ 18.00 %

Fuente: Elaboracion propia
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3.2. SCREENING FITOQUIMICO.

En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos del screening
fitoquimico, realizado al extracto seco de Polypodium crassifolium
“Calaguala”, el mismo arroj6 la presencia de los siguientes metabolitos
secundarios, como taninos, flavonoides, saponinas, y quinonas. La presencia
de compuestos como flavonoides, compuestos fenolicos y saponinas en su
composicion justifican las propiedades antiinflamatorias que registran estas
especies en bibliografia. ?* 2% (Tabla N° 3.2)

Tabla 3.2: Screening Fotoquimico del Extracto Seco de Polypodium crassifolium

“Calaguala”

ENSAYO METABOLITO RESULTADO
DRAGENDORFF Alcaloides Negativo (-)
WAGNER Alcaloides Negativo (-)
MAYER Alcaloides Negativo (-)
BALJET Lactonas y Cumarinas Negativo (-)
BORNTRAGER Antraquir'wnas 4 Positivo (+)

Naftoquinonas

LIBERMAN BUCHARD | Triterpenos, esteroides Negativo (-)
ESPUMA Saponinas Positivo (+)
CLORURO FERRICO Taninos Positivo (+)
SHINODA Flavonoides Positivo (+)

Fuente: Elaboracion propia

INTERPRETACION DE LA TABLA:

» Respuesta positiva a la reaccion. (+)

> Respuesta negativa a la reaccion. (-)
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3.3. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA.

Se realiz6 la cromatografia en capa fina, con la finalidad de identificar
algunos de los principales metabolitos secundarios que serian los posibles

responsables del efecto antiinflamatorio.

Figura N° 3.4: Identificacion de Quinonas mediante CCF del Polypodium

crassifolium “Calaguala”

1.00 —

8.00 =
® ® —— -4

1.00 —

Fase mavil: acetato de etilo - metanol - agua (100:13.5:10)
Revelador: KOH 10 %

Fuente: Elaboracion propia

En la (Figura N° 3.4) podemos observar que en la placa revelada se observa

una mancha de color rojo pardo, también se determind su Rs de la mancha

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




. UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE L CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

identificada, encontrandose un valor de 0.47, por lo tanto se concluye que

son revelaciones caracteristicas de quinonas.

Figura N° 3.5: Identificacion de Saponinas mediante CCF de Polypodium

crassifolium “Calaguala”.

1.00 —

Rf=0.96

8.00 —

Rf= 0.44

1.00

Mancha fluorescente a la luz
UV a 366nm

Fase movil: n butanol - acido acético - agua (50:10:40)
Revelador: vainillina / H,SO4

Fuente: Elaboracion propia

En la (Figura N° 3.5) podemos observar que la placa revelada, muestra
manchas de color anaranjadas rojizas, y también se determin6 el R; de
dichas manchas identificadas, encontrandose un valor de 0,96 y 0.44, por lo

tanto se concluye que son revelaciones caracteristicas de saponinas.
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En la (Figura N° 3.6) podemos observar que la placa revelada, muestra
manchas de color azul oscuro. También se determind el Ry de la mancha
identificada, encontrandose valores de 0.84, por lo tanto se concluye que son

revelaciones de taninos.

Figura N°3.6: Identificacion de Taninos mediante CCF de Polypodium

crassifolium “Calaguala”.

Rf=0.85

Simple vista

Fase mavil: metanol - agua (90:10)
Revelador: cloruro férrico 1 %
Fuente: Elaboracion propia

En la (Figura N° 3.7) podemos observar que la placa revelada muestra
manchas de color amarillo y celeste, también se determind los R de las
manchas identificadas, encontrandose valores de 0.14, 0.28, 0.79 y 0.9, por
lo tanto se concluye que son revelaciones de flavonoides. (Tabla N° 3.3)
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Figura N°3.7: Identificacion de Flavonoides mediante CCF de Polypodium

Crassifolium “Calaguala”.

=090

—0.79

—0.28

—0.14

Manchas fluorescentes a la luz
UV a 366nm

Fase Movil: acetato de etilo — metanol (90:10)
Revelador: cloruro aluminio 1 %

Fuente: Elaboracion propia

Tabla N° 3.3: Resultado del Analisis Cromatogréafico De Flavonoides

Obs. Color Rf Metabolitos
1 Amarillo 0.14 Flavonoides
2 Celeste 0.28 Flavonoides
3 Amarillo 0.79 Flavonoides
4 Celeste 0.90 Flavonoides

Fuente: Elaboracion propia
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3.4. PREPARACION DEL GEL AL 20 % CON EXTRACTO SECO DE

Polypodium crassifolium “Calaguala”.

3.4.1. FORMULA

Tabla N° 3.4: Férmula del Gel al 20 %

INGREDIENTES CANTIDAD
Carbopol 940 1g
Propilenglicol 5 mL.

Trietanolamina csp. pH=7
Nipagin ® 0.08 g
Nipasol ® 0.02¢g

Extracto seco de
calaguala S
Etanol 96 % 15 mL
Agua destilada csp. 100 g

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla N° 3.5: Caracteres Organolépticos

ORGANOLEPTICO DESCRIPCION
Sabor Ligeramente dulce
Color Marron
Olor Caracteristico de la planta
Aspecto externo Uniforme, con camaras de aire
Consistencia Semisolido

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura N° 3.8: Gel a base del extracto seco al 20 %.

Fuente: Elaboracion propia.

3.5.ESTUDIO SOBRE EL EFECTO ANTIINFLAMATORIO DEL
EXTRACTO Y GEL de Polypodium crassifolium “Calaguala”.

Luego de la aclimatacion de las ratas se procedio a la distribucion de las
mismas en forma aleatoria, procediendo al marcado para su identificacion;
se procedio a la medicion del volumen de las patas de los animales (To)
(Figura N° 3.9)

Figura N° 3.9: Medicion del volumen de la pataa un Ty,

Fuente: Elaboracion propia.
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Seguidamente se administrd 1 mL de la solucidn irritante constituida por

carragenina al 1 %. (Figura N° 3.10)

Figura N°3.10: Aplicacién de la inyeccion de carragenina

Fuente: Elaboracion propia

Luego de 3 horas en el cual se logra la maxima inflamacién se procede a su
medicién, inmediatamente se administré los tratamientos respectivos segun
los grupos de estudio y el procedimiento antes mencionado. Los porcentajes
de inflamacion se presentan a continuacion.

Estas lecturas sirvieron de base para determinar el porcentaje de inhibicién
de la inflamacién de cada grupo, se hizo uso de la siguiente formula. (Anexo

Formula N° 1).

En la (Tabla N° 3.6) encontramos los resultados del porcentaje de
inhibicién de la inflamacion correspondiente al grupo de estudio “gel a base
del extracto etandlico seco al 20 %" calculados a partir de las unidades en
mililitros dados por el pletismémetro (ver Anexo N° 2), planteando la

formula (Anexo Formula N° 1).
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Tabla N° 3.6: Porcentaje (%) de Inhibicion de la Inflamacion del Gel a Base del

Extracto Etanolico Seco al 20 %

N° de Ratas 2 h (%) 4h (%) 6 h (%) 12 h (%)

1 33.34 43.48 63.76 75.36

2 30.88 44.11 61.76 72.05

3 31.08 4459 62.16 71.62

4 34.38 46.48 64.06 75.00

5 33.34 45.33 61.33 74.67

6 36.76 42.65 66.17 77.94

7 34.72 41.67 62.50 70.83

8 30.67 44.00 61.33 74.67

9 32.46 42.85 67.53 71.43

10 33.34 43.06 65.28 73.61
Media 33.10 43.82 63.59 73.72
Desviacion Std. 1.92 1.40 2.16 2.23

Fuente: Elaboracion propia (Microsoft Excel 2010)
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Gréfico N° 3.1: Medias de los % de inhibicién de inflamacion del gel al 20 % VS tiempo.
Fuente: Elaboracion propia (Microsoft Excel 2010).
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Observando el (Gréafico N° 3.1) se puede afirmar que el gel a base del
extracto seco de Polypodium crassifolium (Calaguala) 20 % presento un
porcentaje inhibitorio de la inflamacién promedio de 63.59 % a las 6 horas.
Dando un resultado apto para satisfaccion de dicho efecto. Quedando

Optimo por su buena efectividad.

Tabla N°3.7: Porcentaje (%) de Inhibicion de la Inflamacion del Extracto
Etanolico Seco Diluido Al 20 %

N° de Ratas 2 h (%) 4 h (%) 6 h (%) 12 h (%)

1 22,06 30.88 52.94 60.29

2 24.65 34,24 49,31 65,75

3 19,17 32,87 53,42 64,38

4 22,54 36,62 50.70 66,19

5 25,00 36,11 51.38 68.07

6 26,56 34,37 56,45 62,50

7 27.94 35.29 52.94 60.29

8 29.33 34.67 57.34 65.30

9 28.38 31.08 51.35 63.51

10 31.64 39.24 54.43 65.82
Media 28.39 34.23 53.01 63.88
Desviacion Std. 253 3.45 2.29 3.14

FUENTE: Elaboracién propia (Microsoft Excel 2010).

En la (Tabla N° 3.7) encontramos los resultados del porcentaje de
inhibicion de la inflamacion correspondiente al grupo de estudio “extracto

etandlico seco diluido al 20 %™ calculados a partir de las unidades en
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mililitros dados por el pletismometro (ver Anexo N° 2), planteando la

formula (Anexo Formula N° 1).

63.88
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Gréfico N° 3.2: Medias de los % de inhibicion de inflamacién del extracto al 20 % V'S tiempo.

Fuente: Elaboracion propia (Microsoft Excel 2010).

Observando el (Gréafico N° 3.2) se puede afirmar que el extracto seco
diluido de Polypodium crassifolium (Calaguala) 20 % presento un
porcentaje inhibitorio de la inflamacion promedio de 53.01 % a las 6 horas.
Dando un resultado apto para satisfaccion de dicho efecto. Quedando

Optimo por su buena efectividad.

En la (Tabla N° 3.8) encontramos los resultados del porcentaje de
inhibicion de la inflamacion correspondiente al grupo de estudio “gel base”
0 “grupo control” calculados a partir de las unidades en mililitros dados por
el pletismometro (ver Anexo N° 2), planteando la férmula (Anexo

Formula N° 1).
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Tabla N° 3.8: Porcentaje (%) de Inhibicion de la Inflamacién del Grupo

Control
N° de Ratas 2 h (%) 4h (%) 6 h (%) 12 h (%)

1 0.00 2,89 4,34 8,69

2 153 1,53 6,15 9,23

3 1,41 4,22 5,63 8,45

4 0.00 2,73 411 8,22

5 2,78 4,17 5,56 8,33

6 1,41 Qi 4,22 9,85

7 134 1.34 4.00 6.67

8 0.00 133 2.89 5.79

9 1.43 2.86 4.29 7.14

10 273 411 6.84 8.22
Media 0.92 2.41 451 6.96
Desviacion Std. 1.12 1.34 1.67 1.01

Fuente: Elaboracion propia (Microsoft Excel 2010).

L
D
(o]
D

%0 de Inhibicién
OFRPNWDOUIOON 00 OO

4,51
] 2.41
0 '
2h 4h 6h 12 h
Tiempo

Grafico N°3.3: Medias de los % de inhibicion de inflamacion del gel base VS tiempo.

Fuente: Elaboracion propia (Microsoft Excel 2010).
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En el (Gréfico N° 3.3) se puede observar que el grupo tratado con el gel
base (grupo control) presento un porcentaje de inhibicion de la inflamacién
promedio de 6.96 % a las 12 h, podemos afirmar que el grupo “gel base” no
presenta un efecto antiinflamatorio significativo en comparacion a los otros

grupos de estudio.

Tabla N° 3.9: Resumen del Porcentaje (%) de Inhibicion Promedio de cada

Grupo de Estudio

Promedios de Inflamacion | 2 h (%) | 4 h (%) | 6 h (%) | 12 h (%)
Gel base 0.92 241 4.51 6.96
Gel al 20 % 28.39 34.23 53.01 63.88
Extracto al 20 % 33.10 | 43.82 63.59 73.72

Fuente: Elaboracion propia (Microsoft Excel 2010)

En la (Tabla N° 3.9) se observa el resultado promedio en porcentajes de
inhibicién de la inflamacion de los diferentes grupos experimentales
calculados a partir de las unidades en mililitros dados por el pletismémetro
(Anexo N° 2), planteando la férmula (Anexo Férmula N° 1).

En el (Grafico N° 3.4) Observamos que existe un mayor efecto
antiinflamatorio en los grupos experimentales G 1 y G 2 (Tabla N° 2.1) a
comparacion del grupo experimental gel base (grupo control), por lo
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expuesto los grupos experimentales G 1 y G 2 son significativamente

diferentes entre ellos a pesar de que se usd la misma concentracion del

extracto 20 %, esto se debe a que la forma farmacéutica contribuy6 de

manera importante sobre el extracto de tal modo que superd al grupo tratado

solo con extracto, ya que el gel de Polypodium crassifolium (Calaguala), se

mantiene en el lugar de la inflamacion en cambio el extracto se dispersa y se

evapora por ser un extracto alcoholico.

80
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73.72
63.59 63.8:
53.0
43.82
33.1 34.2 = Grupo Control
m Extracto al 20 %
= Gel al 20 %
6.96
0.92 2.41 451
2h 4h 6 h 12 h
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Gréfico N° 3.4: Promedio de las medias de los porcentajes de inhibicion de inflamacion de los

grupos de estudio.
Fuente: Elaboracion propia (Microsoft Excel 2010).

3.6. ANALISIS ESTADISTICO INFERNCIAL ANOVA Y TEST DE
TUKEY

En el presente trabajo los datos son continuos y se tiene mas de dos factores.

La prueba estadistica recomendada en este caso es el andlisis de varianza

(ANOVA) multifactorial. Este analisis nos permite determinar si existe una

diferencia estadisticamente significativa entre la media de % inhibicion, el

factor tiempo y el factor tratamiento, con un nivel del 95.0 % de confianza.
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Debido a que el ANOVA multifactorial solo nos informa sobre la similitud o
diferencia estadistica entre los grupos y no de manera especifica; vimos la
necesidad de aplicar una prueba estadistica de comparacién multiple que nos
sefiale en forma precisa y especifica que grupos (de los tres) son similares o

diferentes. Esta prueba es la prueba de TUKEY.

Tabla N° 3.10: Andlisis de Varianza (ANOVA) para porcentaje de Inhibicion

Suma de Cuadrado Razo6n- | Valor-
Fuente Gl )
Cuadrados Medio F P
A:Tratamientos 55134.4 2 27567.2 621.65 | 0.0000
B:Tiempo 15029.2 3 5009.73 112.97 | 0.0000
Residuos 5055.36 114 44.3453
Total (corregido) 75219.0 119

Fuente: Elaboracion propia (Statgraphics centurion).

La (Tabla N° 3.10) nos muestra los resultados del analisis de varianza
(ANOVA multifactorial) realizado mediante el paquete estadistico
Statgraphics centurion; este estadistico fue calculado con la finalidad de
observar si los grupos experimentales difieren entre si. En este sentido
apreciamos que las tres formulaciones experimentales y los tres tiempos
difieren entre si. Se llega a esta conclusion debido a que el valor de p <<
0.05.

Por lo tanto se rechaza la hipétesis nula que asume que los grupos
experimentales en tratamiento y tiempo no difieren entre si, aceptandose
entonces la hipotesis alternativa la cual asume que los grupos si son

estadisticamente diferentes.
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Variable dependiente: % de inhibicién

Factores:

B A: HO :
Tratamiento 1 T2 =73

Hi
Tiempo

HI
NUmero de casos completos

Nivel de confianza

T1=T2=T3

t1=12=13
T tl# 12483

120
95 %

Debido a que el ANOVA solo nos informa la diferencia estadistica entre los

grupos y no de manera especifica; aplicamos una prueba estadistica de

comparacion multiple (Tukey) que nos sefiala en forma precisa y especifica
que grupos (de los tres) son similares o diferentes.

En la (Tabla N° 3.11), (Tabla N° 3.12) y (Gréafico N° 3.5) evidenciamos
que hay una diferencia significativa entre los grupos de tratamiento.

Tabla N° 3.11: Pruebas de Multiples Rangos para % de Inhibicién por

Tratamiento

Tratamiento Casos MediaLS | SigmalL$S Grupos Homogéneos
Gel Base 40 4.196 1.05292 X
Extracto 20% 40 44.375 1.05292 X
Gel 20% 40 53.5562 1.05292 X

Fuente: Elaboracion propia (Statgraphics centurion)

Tabla N° 3.12: Diferencia entre Grupos

Contraste

Sig. Diferencia +/- Limites
Extracto 20 % - Gel 20 % * -9.18125 3.53608
Extracto 20 % - Gel Base * 40.179 3.53608
Gel 20 % - Gel Base * 49.3602 3.53608

* Indica una diferencia significativa.

Fuente: Elaboracion propia (Statgraphics centurion)
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Grafico N° 3.5: Medias para intervalos HSD de Tukey para % de inhibicion de la

inflamacion para cada uno de los niveles de tratamiento.

El (Grafico N° 3.5) muestra la media de % de inhibicion de la inflamacion
para cada uno de los tratamientos empleados. También muestra un intervalo
alrededor de cada media. Todos los intervalos se traslaparan 95,0 %. Se
Evidencia que los tratamientos con extracto al 20 % no se traslapan

verticalmente por ende tienen una diferencia estadisticamente significativa.

En la (Tabla N° 3.13), (Cuadro N° 3.14) y (Grafico N° 5.6) evidenciamos

que hay una diferencia significativa en los diferentes grupos de tiempo.

Tabla N° 3.13: Pruebas de Multiple Rangos para % Inhibicién de la
Inflamacién por Tiempo

Tiempo Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
2 30 20.029 1.2158 X
4 30 27.006 1.2158 X
6 30 40.4723 1.2158 X
12 30 48.6623 1.2158 X

Fuente: Elaboracion propia (Statgraphics centurién)

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

. CATOLICA
TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Tabla N° 3.14: Diferencia entre Grupos

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
2-4 * -6.977 3.40613
2-6 * -20.4433 3.40613
2-12 * -28.6333 3.40613
4-6 * -13.4663 3.40613
4-12 * -21.6563 3.40613
6-12 * -8.19 3.40613

* Indica una diferencia significativa.

Fuente: Elaboracion propia (Statgraphics centurion).
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Gréfico N° 3.6: Medias para intervalos HSD de Tukey para % de inhibicion de la

inflamacién para cada uno de los niveles de tratamiento.

El (Grafico N° 3.6) muestra la media de % de inhibicion para cada
uno de los niveles de tiempo. También muestra un intervalo
alrededor de cada media. Todos los intervalos se traslaparan 95,0 %.
Cualquier par de intervalos que no se traslapen verticalmente
corresponden a pares de medias que tienen una diferencia

estadisticamente significativa.
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CONCLUSIONES

1. Se obtuvo el rendimiento por el método de extraccion con disolventes
(continuo) en el equipo  Soxhlet con diferentes solventes (hexano,
cloroformo y etanol) dando un mejor rendimiento con el solvente polar

(etanol), con un porcentaje de rendimiento del 18.00 %.

2. Se logré determinar la presencia de taninos, flavonoides, saponinas y
quinonas en el extracto etandlico seco de Polypodium crassifolium
“Calaguala” empleando pruebas como el screening fitoquimico y la

cromatografia en capa fina.

3. El grupo tratado con el gel a base del extracto etandlico seco al 20 %
presentd mayor efecto inhibitorio de la inflamacion que el extracto puro,
aplicado directamente sobre el edema plantar, esto se debe a que la forma
farmacéutica contribuyé de manera importante sobre el extracto de tal modo
que super6 al grupo tratado solo con extracto, ya que el gel de Polypodium
crassifolium (Calaguala), se mantiene en el lugar de la inflamacién en

cambio el extracto se dispersa y se evapora por ser un extracto alcohdlico.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

SUGERENCIAS

PRIMERA

Realizar estudios en otras especies de animales con el objetivo de confirmar el
efecto antiinflamatorio del gel a base del extracto etandlico seco de Polypodium

crassifolium “Calaguala” en una concentracion de 20%.

SEGUNDA
Realizar estudios pre clinicos con el objetivo de confirmar la eficacia del gel a base
del extracto etanolico seco de Polypodium crassifolium “Calaguala” en una

concentracion de 20% el cual presenta actividad antiinflamatoria topica.

TERCER

Realizar una separacion de los metabolitos presentes en el extracto seco de
Polypodium crassifolium “Calaguala” y determinar cual de estos grupos posee efecto
inhibitorio de la inflamacion.

CUARTA

Confirmar las otras propiedades medicinales que atribuye la poblacion al
Polypodium crassifolium “Calaguala”, mediante investigaciones que utilicen el
método cientifico.
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ANEXO 1: FORMULACION DE LOS GELES UTILIZADOS EN
EL PRESENTE ESTUDIO

Tabla N° 1: Formulacion del Gel Base (Control)

INGREDIENTES CANTIDAD
Carbopol 940 1g.
Propilenglicol 5 mL.

Trietanolamina csp. pH=7

Nipagin ® 0.08 g.
Nipasol ® 0.02g

Etanol 96 % 15 mL.
Agua destilada csp 100 g.

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla N° 2 Formulacion del Gel de Calaguala al 5 %

INGREDIENTES CANTIDAD
Carbopol 940 1g.
Propilenglicol 5mL.

Trietanolamina csp. pH=7

Nipagin ® 0.08 g.

Nipasol ® 0.02 g.
Extracto seco de calaguala 50.

Etanol 96 % 15 mL.

Agua destilada csp. 100 g.

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla N° 3 Formulacién del Gel de Calaguala al 10 %

INGREDIENTES CANTIDAD
Carbopol 940 1g.
Propilenglicol 5mL.

Trietanolamina csp. pH=7

Nipagin ® 0.08 g.

Nipasol ® 0.02 g.
Extracto seco de calaguala 10 g.

Etanol 96 % 15 mL.

Agua destilada csp. 100 g.

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla N° 4 Formulacién del Gel de Calaguala al 20 %

INGREDIENTES CANTIDAD
Carbopol 940 1lg.
Propilenglicol 5mL.

Trietanolamina csp. pH=7

Nipagin ® 0.08 g.

Nipasol ® 0.02 g.
Extracto seco de calaguala 20 g.

Etanol 96 % 15 mL.

Agua destilada csp. 100 g.

Fuente: Elaboracion propia.
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FORMULA N° 1: Determinacion del Porcentaje de Inhibicion de la

Inflamacion

(Tmax — Txy

%% Inhibicion = x 100

{Tmax — To

DONDE:
Tmax: Tiempo en el que el grado de inflamacion es maximo (3h)
Tx:  Volumen de inflamacion (mL.) que se va adeterminar.

To:  Volumen de la pata de la rata en un tiempo inicial
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