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Resumen

El presente estudio experimental se realiz6 con ratas de la raza “Holtzman”, especie Rattus
Rattus, para poder evaluar el efecto antiinflamatorio, de los extractos de Punica Granatum L

(Granada), Plantago Lanceolata L (Llantén), asi como una asociacion de ambos.

Para el caso de Punica Granatum L (Granada), se procedid a utilizar la cascara, que fue
desecada, pulverizada y uniformizada para la extraccion de metabolitos secundarios, mediante
el uso de metanol, seguidamente se procedi6 a evaluar el porcentaje de rendimiento del

extracto seco. El rendimiento encontrado fue de un 32.88%.

Para el caso de Plantago Lanceolata L (Llantén), se procedid a utilizar hojas, que fueron
previamente desecadas Yy pulverizadas para una correcta extraccion de metabolitos
secundarios, mediante el uso de metanol, posteriormente se procedié a evaluar el porcentaje de

rendimiento del extracto seco el cual fue de 31.08%.
El extracto metandlico fue sembrado en placas de silica gel, para proceder a realizar la

cromatografia en capa fina, mediante el uso de fases ya establecidas asi como un reactivo

revelador; los resultados de la cromatografia sefialan la presencia de flavonoides.
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Dichos extractos fueron sometidos la determinacién de &cido galico (determinacion de
flavonoides), mediante el método de Folin Ciocalteau cuyo resultados son, para Punica
Granatum L 26.32 g por 100 g de muestra; y para Plantago Lanceolata L. 7.96g en 100 g por

muestra.

Este mismo extracto fue utilizado para la elaboracion de los geles a diferentes concentraciones

(15%, 30%, y un gel mixto), estos poseen caracteristicas organolépticas aceptables.

Una vez los geles fueron obtenidos, se procedié a evaluar el posibles efecto antinflamatorio
tanto de la Cascara de Punica Granatum L, como de las hojas de Plantago Lanceolata L, asi
como los geles mixtos en animales de experimentacion. Dicha inflamacion fue causada por la
aplicacion de carragenina al 1% disuelta con suero fisiolégico a una concentracion de 1%. El
volumen plantar (mL), fue medido antes de proceder a causar la inflamacién a través del
pletismometro digital. Este valor fue crucial para hallar el porcentaje de inflamacion a

distintos tiempos de medicion.

Luego de aplicar los respectivos analisis estadisticos, se concluyd que el gel del extracto seco
de Plantago Lanceolata L al 30%, tiene un mayor efecto antiinflamatorio, superior a su
concentracion similar al 15%, a los geles de Punica Granatum L (15% y 30%), y a la
asociacion de ambos. Por lo tanto podemos afirmar que no hay un sinergismo entre las plantas
analizadas.

Palabras claves: Punica Granatum L- Plantago Lanceolata L- Efecto antinflamatorio-

compuestos fenolicos.
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Abstract

The present experimental study was conducted with rats ‘Holtzman' race, species Rattus
Rattus, to evaluate the anti-inflammatory effect of the extracts of Punica Granatum L.
(Granada), Plantago Lanceolata L. (Llantén), as well as an association of both.

In case of Punica Granatum L. (Granada), proceeded to use the shell, which it was dried,
powdered for extraction of secondary metabolites, through the use of methanol, then
proceeded to assess the percentage of the dry extract performance. The performance found
was of a 32.88%.

For the case of Plantago Lanceolata L. (Llantén), are proceeded to use leaves, that were
previously dried and pulverized to a correct extraction of metabolites side, through the use of
methanol, subsequently is proceeded to assess the percentage of performance of the extract dry
which was of 31.08%.

The methanolic extract was planted in silica gel plates, to proceed to perform chromatography
thin layer, using established phases as well as a reagent developer; chromatography results

indicate the presence of flavonoids.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

These extracts were subjected the determination of Gallic acid (determination of flavonoids),
using the method of Folin Ciocalteau whose results are for Punica Granatum L. 26.32g per

100g of sample; and Plantago Lanceolata L. 7.96g per 100g of sample.

This same extract was used for the elaboration of the gels at different concentrations (15%,
30%, and a mixed gel), they have acceptable organoleptic characteristics.

A time them gels were obtained, is proceeded to assess the possible effect anti-inflammatory
both of the shell of Punic Granatum L., as of them leaves of Plantago Lanceolata L., as well
as those gels mixed in animals of experimentation. The inflammation was caused by the
application of carrageenan 1% dissolved with physiological serum at a concentration of 1%.
Volume (mL), planting was measured before proceeding to cause inflammation through the
digital pletismometer. This value was crucial to find the percentage of swelling at various

times of measurement.

After applying the respective statistical analyses, it was concluded that the dry extract of
Plantago Lanceolata L. 30% gel, has a greater effect anti-inflammatory, exceeding its
concentration similar to 15%, the gels of Punica Granatum L. (15% and 30%), and the
Association of both. Therefore we can say that there is not synergy between the analyzed

plants.

Keywords: Punica Granatum L- Plantago Lanceolata L- antiinflamatory effects- phenolics

compounds.
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INTRODUCCION

Dado que el Peru es un pais emergente, con una amplia gama de estratos socioeconémicos,
donde se distinguen 5 estratos (A, B, C, D, E) segun el Instituto Nacional de Estadistica e
Informética (INEI). La mayoria de la poblacion peruana se ubica en los ultimos estratos (D,
E) percibiendo una remuneracion minima de 850 nuevos soles y en algunos casos esta
remuneracion no se cumple, por lo que solo pueden acceder a satisfacer necesidades basicas
como alimentacion y educacién. Es por esto que muchas veces la salud queda desplazada, ya

que los medicamentos tienen precios altos o poco accesibles.

En contraparte, nuestro pais posee una gran biodiversidad tanto en flora como fauna,
contando con una gran variedad de plantas medicinales usadas desde antafio, y algunas de
ellas ya estudiadas; sin embargo, aun no se le da la importancia debida ya que carecen de una

forma farmacéutica.

Por tanto el presente proyecto busca evaluar el efecto antiinflamatorio tépico del extracto de
la céscara de Punica Granatum L. “Granada” asociado al extracto de las hojas de Plantago
lanceolata L. “Llantén” frente a edema plantar inducido en animales de experimentacion. ES

por tales motivos que nos planteamos evaluar dichas planta.
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OBJETIVOS

1. Obtener los extractos metanolicos de las especies botanicas Punica Granatum
L. “Granada”y Plantago lanceolata L. “Llantén”.

2. Identificar por Cromatografia en Capa Fina la presencia de flavonoides en el
extracto de la cascara de Punica Granatum L. “Granada”.

3. Identificar por Cromatografia en Capa Fina la presencia de flavonoides en el
extracto de hojas Plantago lanceolata L. “Llantén”.

4. Preparar la forma farmacéutica topica del extracto metanélico de Punica
Granatum L. “Granada”, Plantago lanceolata L. “Llantén”. y combinacion de
ambos.

5. Evaluar los efectos antiinflamatorios topicos de la Punica Granatum L.
“Granada” y Plantago lanceolata L. “Llantén” y la asociacion de ambos.
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HIPOTESIS

Dado que existen antecedentes bibliogréaficos de la composicion fitoquimica de la Punica
Granatum L. “Granada” y Plantago lanceolata L. “Llantén” relacionados a un efecto
antiinflamatorio es posible que la asociacion de estos compuestos presenten sinergismo en

cuanto al efecto antiinflamatorio topico frente a un edema plantar en animales de

experimentacion.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

l. Punica Granatum L. “GRANADA”

La granada es una fruta atipica, ya que se caracteriza por tener una piel fuerte que
contiene infinidad de pequefios gajos que son los que conforman esta fruta apetecible al
paladar y totalmente beneficiosa para nuestra salud, y es que no solamente es un manjar,
sino que también tiene muchas propiedades medicinales que nos ayudan a mantener una
mejor salud, a continuacion indicaremos la clasificacion taxonémica realizada por el

Hermbarium Arequipense (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacién taxonémica

Reino Plantae

Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Myrtales
Familia Lythraceae
Género Punica

Especie Punica granatum

Fuente: Herbarium Arequipense (Anexo 1)
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Nombre cientifico: Punica granatum L.

Nombres comunes: Granada, milgranos (L.2)

Aspectos ecoldgicos: El tipo de clima adecuado para su crecimiento es templado,
caracterizado por las temperaturas diurnas y buena amplitud térmica diaria que
coinciden con la maduracion de la fruta. Su resistencia a la sequia, salinidad, asfixia
radicular y clorosis férrica, asi como a las bajas temperaturas invernales, hace que esta
especie se pueda cultivar en terrenos marginales en los que es dificil adaptar las especies

frutales mas tradicionales. ©

Figura 1. Punica granatum L. “Granado”

Fuente: Imagen propia

Descripcion morfoldgica:
Es un arbol que puede llegar a crecer hasta los 5 m de altura, su tronco es tortuoso, y sus

ramas son delgadas. Las hojas nacen opuestas, siendo lanceoladas u oblongas, de

pulgada y media dos pulgadas de largo, verdes brillantes, sostenidas por peciolos cortos,
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como se muestra en la figura 1. Las flores estan casi sentadas y ordinariamente
solitarias. El caliz es grueso, carnoso, de un amarillo rojizo, los pétalos estan ondeados y

como plegados, su color escarlata.

El fruto es globuloso, conocido como a caducifolio, espinoso y muy ramificado. El fruto
es de forma esférica midiendo entre 5-12 cm, esférico, coriaceo, rojizo o amarillo-
rojizo, coronado por los restos de los segmentos del caliz, con I6culos en dos verticilos
de ordinario el inferior con seis léculos y el superior con tres, todos ellos separados por

el endocarpo membranoso y amarillento.

Las semillas, maduras y frescas, tienen unos 12-15 por 5-7 mm, con la capa superficial
del episperma, son de forma prismaticas, de un color que va desde el blanco hasta el rojo

granate, y es dulce y comestible, como se muestra en la Figura 2. ©

Figura 2. Fruto de Punica granatum L. “Granada”.
Fuente: Elaboracion Propia.

Composicién

Contiene peletiraina y otros alcaloides piperidinicos, como la D-1-peletierina y la
pseudopeletierina. Los taninos se presentan en forma de acido punicotanico, ademas de
acido betulico. Los granos del fruto son ricos en fitoestrogenos, como los derivados del

estilbeno, quizéa por eso tienen una accion sobre la fertilidad. @
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Mediante métodos analiticos se detectaron la presencia de compuestos antioxidantes,
como flavonoides y taninos, se encuentran presentes acido ursolico, tocoferol, acido
elagico, quercitina, elagitaninos, luteolina y apigenina predominantemente en la corteza

y raices. ¢ *®

Usos terapéuticos

— Debido a la presencia de compuestos fenolicos se pudo demostrar la capacidad
antioxidante, ya que demostré la existencia de elagitaninos, galataninos, taninos
hidrolizables como punicalagina y punicalina a quienes se les atribuye dicha

capacidad. ™5

— Capacidad anticancerigena ©®, los extractos alcohélicos han demostrado una

significativa capacidad anticancerfgena tanto en modelos in vivo e in vitro. ®

Capacidad antiinflamatoria ©® debido a su elevado contenido de compuestos
fenodlicos ha mostrado una inhibicion potencial del 4&cido Nitrico (NO),

disminuyendo significativamente el edema del ratén causado por carragenina. ©

Capacidad antiaterosclerética ®®, debido a los compuestos fendlicos, puede ayudar
prevenir varias enfermedades y reducir factores de riesgo incluyendo hipertension
arterial, colesterol alto, stress oxidativo.%

Accion bactericida y antiftingica ©, se determind el efecto de la concentracion del
extracto metanolico de la droga tiene actividad in vitro de: Proteus Mirabilis,
Haemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Streptococcus aureus, Staphylococcus aureus y Candida albicans a una
concentracion de 60.0ug/mL. La decoccion de la droga cruda inhibe el crecimiento
de: Trichophyton tonsurans, T. rubrum, T. simii, Trichosporon beigelii,
Microsporum fulvum, M. gypseum and Candida albicans, cuando se le afiade una

concentracion del 5% al medio de crecimiento.®
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Il. LLANTEN (Plantago lanceolata)

Es una hierba muy comun que crece espontanea en prados y campos no cultivados
Entre sus varias clases, la mas usada es la que tiene hojas anchas y largas. Se usan las
hojas y semillas. Es una planta rica en mucilago, y contiene ademas saponinas, acido
oxalico, acido citrico y potasio, a continuacidn indicaremos la clasificacién taxonémica

realizada por el Hermbarium Arequipense (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificaciéon Taxondmica

Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae

Orden: Lamiales

Familia: Plantaginaceae
Género: Plantago

Especie: Plantago Lanceolata L.

Fuente: Herbarium Arequipense (Anexo 2)

Descripcion morfolégica:

El llantén menor o lanceolado (Plantago lanceolata L.) es una planta perenne, su tamafio
puede alcanzar entre 20 y 50 cm de altura. Las hojas se disponen en una roseta basal, son
paralelinervias y presentan una forma linear lanceolada y pueden alcanzar los 20 cm de
largo. Las flores son pequefias, de color marron claro, y forman espigas cilindricas sobre
largos pedunculos acanalados mas altos que las hojas. ()

El llantén menor o lanceolado (Plantago lanceolata L.) se encuentra distribuido por toda

Europa y Asia septentrional y central. (11,12)
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La droga esta constituida por las partes aéreas (Plantaginis lanceolatae herba) o, a
veces, sOlo por las hojas (Plantaginis lanceolatae folium). Estas se presentan en
fragmentos de color verde claro a verde grisaceo, glabros o ligeramente pelosos. Los
nervios son de color verde blanquecino, dispuestos casi paralelamente, y sobresalen
claramente en el enves. También se encuentran trozos de peciolo de color verde o negro

pardusco con acanaladuras longitudinales. ***?

Composicion quimica

Los componentes principales de la hoja de llantén, generalmente son los iridoides
heterosidicos. Lo que mas abunda es la aucubina (0.3- 2.5%), que va acompafiada de

catapol (0.3- 1.1%) y asperulésido.

Su contenido de mucilagos es de 6% con estructura de arabinogalactanos,
ramnogalacturanos, glucomananos y pectinas. También contiene acidos fenoles, como el
acido p-hidroxibenzoico; acido Protocatético; acido gentisico; acido cafeico, y derivados
de este Ultimo: ésteres cafeilquinico (&cido clorogénico), actedsido (verbascésido),
planta majésido, etc.

Otros metabolitos secundarios son taninos, cumarinas, flavonoides y sales minerales con

elevados porcentajes de zinc y potasio. >

Usos terapéuticos

- Se utilizan las hojas, la planta entera, raiz. “?"

- Tiene propiedades antibacterianas, pectorales, antiinflamatorias,  cicatrizantes,

astringentes y antihemorragicas. ***?"

- Esun buen remedio pectoral, por su contenido de mucilagos y ademas tiene una accion
antinflamatoria, recomendada en forma de gargarismos en la faringitis, laringitis, y

afecciones catarrales de las vias respiratorias altas.

- Por via externa se aplica una hoja escaldada sobre las heridas recientes, donde corta la

hemorragia por sus propiedades astringentes y antisépticas. ®
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- Sesuele instilar el jugo de Ilantén sobre las muelas cariadas y dolorosas, asi como en

los oidos en caso de otitis. )

Figura 3. Plantago lanceolata L. “Llantén”

Fuente: Elaboracion Propia.

1. INFLAMACION

Es un proceso tisular constituido por una serie de fendmenos 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 circunscribir la zona de lucha contra el agente
agresor. En segundo lugar, la respuesta inflamatoria es inmediata, de urgencia y por
tanto, preponderantemente 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. 4
Clasicamente la inflamacion es considerada por los cuatros signos de Celso: calor, rubor,

tumor y dolor. Como veremos posteriormente, el calor y rubor se deben a las

alteraciones vasculares que determinan una acumulacién sanguinea en el foco. EI tumor
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se produce por el edema y acumulo de células inmunes, mientras que el dolor es
producido por la actuacion de determinados mediadores sobre las terminaciones

nerviosas del dolor.
FASES DE LA INFLAMACION
De forma esquematica podemos dividir la inflamacion en cinco etapas:

Liberacién de mediadores. ")

Efecto de los mediadores. ‘617

Llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio. %"
- Regulacién del proceso inflamatorio. ¢4 *”

- Reparacién. @17

Agentes causales de la inflamacion

Agentes Bioldgicos: Son considerados las bacterias, virus, parasitos, hongos; las células
de mamiferos disponen de receptores que captan la presencia de microbios; entre los
receptores mas importantes estan los receptores de tipo Toll, que detectan la presencia
de bacterias, virus y hongos, y desencadenan vias de sefializacion que estimulan la
produccion de diferentes mediadores.

Agentes Fisicos: Se considera agentes fisicos a toda situacion que haya sido causada por
traumatismos mecanicos, térmicos ya sea por calor o frio, radiaciones sea RX, luz

infrarroja, luz ultravioleta, incluso la electricidad esta considerada.

Agentes quimicos: Acidos minerales, alcalis y gases irritantes actGian causando que las
proteinas celulares se desnaturalicen, ademas sustancias como venenos, toxinas de
origen animal y vegetal e especial aquellos que estan formados por albumosas, peptonas,
amino&cidos y grasas pueden generan inflamacion, aunque la verdadera causa son las

lesiones celulares que ocasionan los productos que se liberan en ellas. ®
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Clasificacion de la inflamacién:

Existen diferentes clasificaciones para la inflamacion, segun sus caracteristicas del

comienzo, del liquido sinovial y las manifestaciones clinicas, la inflamacion articular se

clasifica en aguda y cronica.

Tabla 3. Tipos de inflamacién

\ Forma de Células que  Manifestaciones
Tipo de respuesta . ] .
comienzo predominan clinica
Inflamacion . I
Inespecifica Abrupta Neutrofilos  Intensas
aguda
Lesién aguda no
e neutralizada ] Discretas,
., Especifica, Macraéfagos
Inflamacién : Ataques agudas . 4 aunque pueden
- mediada por . linfocitos
cronica 4 repetidos Ilegar a ser
celulas — .
Insidiosa desde intensas
el inicio

Fuente: Elaboracion propia

La primera segin se muestra en la Tabla 1, es una respuesta inespecifica ante las

agresiones; comienza de forma abrupta; presenta una clinica intensa (enrojecimiento,

calor, tumefaccion, dolor e impotencia funcional), aunque suele depender de la

intensidad de la agresion y la susceptibilidad del paciente; se mantiene por corto tiempo;

una vez eliminado el agente lesivo evoluciona favorablemente; en algunos casos, como

las artritis infecciosas, puede dejar secuelas; y las células predominantes son los

neutrofilos.

La inflamacion cronica, por su parte, puede aparecer de 3 formas: tras la lesion aguda si

no se neutraliza, por ataques repetidos de reaccién aguda, y por un proceso insidioso

desde el principio.
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Por lo general, es una respuesta especifica frente al agente agresor mediada por el

sistema inmune, y las células que predominan son macréfagos o linfocitos. ¥

Mediadores quimicos de la inflamacion

Todo proceso inflamatorio estd mediado por un grupo de sustancias quimicas que son
producidas por las células que intervienen en el proceso inflamatorio, 0 son activadas a

partir de moléculas presentes en el plasma que pueden agruparse de la forma siguiente:

- Aminas vasoactivas.

- Proteasas plasmaticas.

- Complemento.

- Metabolitos del &cido araquidonico.

- Constituyentes lisosomales de las células fagocitarias.
- Radicales libres de oxigeno

- Citoquinas.

Aminas vasoactivas: La histamina se almacena en los granulos de células cebadas,
mastocitos y plaquetas, y es rapidamente liberada ante cualquier estimulo lesivo que
afecte el tejido. Es responsable de la vasodilatacion inicial mediada por receptores
histaminérgicos H1 y H2, produciendo una contraccion de las células endoteliales que
crea brechas donde queda la membrana basal expuesta. La serotonina se sintetiza a partir
del triptéfano y produce vasoconstriccion, excepto en la musculatura estriada. Ambas
son responsables de producir dolor local de caracter urente. La bradicinina es el
resultado final de un sistema compuesto por 4 proteinas que se activan cuando el factor
Hageman (FH) o factor XII de la coagulacion, se une a superficies de cargas negativas
como los cristales de urato monosodico, pirofosfato dicalcico, lipopolisacaridos
bacterianos, o colagenos de la membrana basal vascular. La bradicinina tiene un efecto
vasodilatador de mayor duracion que la histamina, un aumento de la permeabilidad

vascular, bronoconstriccion, aumento de la motilidad intestinal y la produccion de dolor.
(16,17)
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Proteasas: Son enzimas liberadas por los leucocitos que tienen como funcion destruir de
forma controlada la matriz extracelular, con el fin de facilitar su acceso hasta el agente
lesivo, y asi, retirar los tejidos afectados y facilitar su reparacion. Estan clasificadas en 4
grupos:

Aspartatoproteasas: la mas importante es la catepsina D, que degrada los

proteoglicanos del cartilago.

Cisteinproteasa: la mas conocida son la catepsina B y L, que escinden los péptidos

terminales del colageno.

Serimproteasas: son la familia mas importante de las proteasas, incluyendo proteinas
de la coagulacion y la fibrionolisis, complemento, tripsina, quimiopsina, elastasa y
catepcina G. Actuan sobre la elastina, fibronectina, [dmina y colageno tipo Il y IV.

Metaloproteasas: se caracterizan por requerir Zn ++ para su actividad, entre los que se
encuentran la colagenasa, capaz de degradar colageno I, Il, I1I, VIII, X; la lisina, que
entre sus sustratos se encuentran colageno, fibronectina, elastina y proteoglicanes; la
gelatinasa, que degrada el coldgeno IV y V; y la elastasa, que degrada elastina,

proteoglicano, colageno tipo IV y fibronectina.®*”

Complemento: Sistema constituido por mas de 30 proteinas séricas y de membrana que
son activados de forma secuencial para dar origen a componentes con diversas acciones
bioldgicas. Este sistema se puede activar por la via clasica (mediante el complejo
antigeno-anticuerpo), y por la via alterna (por endotoxinas bacterianas, polisacaridos,
veneno de cobra y agregados de imunoglubulina). Como resultado de su activacion se
generan sustancias que tienen los efectos de aumentar la permeabilidad capilar, la
adhesividad y la quimiotaxis de los PMN, asi como facilitar la fagocitosis de las

bacterias."*®

Metabolitos del &cido araquidénico El acido araquidénico se encuentra formando
parte de los triglicéridos y fosfolipidos en las membranas de la mayoria de las células,
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bajo la accién de las enzimas fosfolipasas A o C queda liberado y dispuesto para sufrir la
accion de otras vias enzimaticas. La cicloxigenasa se encuentra en todas las células
nucleadas del organismo, y sus productos finales principales son las prostaciclinas en los
tejidos vasculares y los tromboxanos por las plaquetas. La lipooxigenasa aparece
exclusivamente en neutrofilos, macréfagos, células cebadas y eosinéfilos, y son los
unicos capaces de reproducir como producto final leucotrienos. Los efectos bioldgicos
de estas sustancias son muy variados, y difieren segin sea el tejido donde se han
producido. Sus efectos relacionados con la respuesta inflamatoria son principalmente

vasoactivos: tanto vasodilatadores, como vasos constrictores. (17.18)

Radicales libres de oxigeno: Los macrofagos y polimorfo nucleares (PMN) durante su
activacion producen grandes cantidades de derivados de O, altamente activos con
finalidad bactericida, que comienzan cuando el oxigeno molecular es reducido al radical
libre mediante la NADPH oxidasa y forma anién superéxido (O), peréxido de
hidrégeno (H,0;), acido hipocloroso y radical hidréxido (OH ), los que producen
destruccion de la matriz intercelular para desnaturalizar las proteinas. @ *"*®

El factor activador de las plaquetas es producido por mastocitos, baséfilos sensibilizados
con IgE, ademas por monocitos, macréfagos, PMN, eosinofilos y células endoteliales,
los que inducen agregacion plaquetaria y liberacion de sus constituyentes vesiculares,
adhesion y quimotaxis de PMN, vasodilatacion y aumento de la permeabilidad capilar

con gran eficacia; es el quimiotactico mas potente de los eosinofilos.

Citoquinas: Son sustancias producidas por los linfocitos y macrofagos durante la
respuesta inmunitaria con importantes funciones durante la inflamacion. Se encuentran
entre estas las interleuquinas desde la 1 a la 18, interferones alfa y beta, factor de
necrosis tumoral alfa y beta, factores estimulantes de colonias de monocitos y
granulositos, factor de crecimiento derivado de las plaquetas, factor de crecimiento
epidérmico y factor de crecimiento de fibroblastos. Muchos de sus efectos son dirigidos
a aumentar la actividad de los PMN y macréfagos, y a la expresion de moléculas de

histocompatibilidad. Provocan fiebre y liberacion de proteinas que forman parte de los

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM 2 DE SANTA MARIA

reactantes de la inflamacion, e inducen la expresion de receptores y moléculas de

adhesion, asi como la proliferacion de células endoteliales y fibroblastos. 6®)

IV. Compuestos Fendlicos

Los compuestos fendlicos o polifenoles constituyen un amplio grupo de sustancias
quimicas, considerados metabolitos secundarios de las plantas, con diferentes estructuras
quimicas y actividad englobando mas de 8.000 compuestos distintos. Su forma mas
frecuente es la de polimeros o lignina insoluble, mientras que su presencia en los tejidos
animales estd relacionada con el consumo e ingestion de alimentos vegetales. ®? La
distribucién de los compuestos fendlicos en los tejidos y células vegetales varia
considerablemente de acuerdo al tipo de compuesto quimico que se trate, situandose en

el interior de las células o en la pared celular. %

Sus principales funciones en las células vegetales son las de actuar como metabolitos
esenciales para el crecimiento y reproduccion de las plantas, y como agentes protectores
frente a la accion de patdgenos, siendo secretados como mecanismo de defensa. @V

Los compuestos fenolicos estan relacionados con la calidad sensorial de los alimentos de
origen vegetal tanto frescos como procesados.®”Su contribucién a la pigmentacion de
los alimentos vegetales estd claramente reconocida, a través de las antocianidinas,
responsables de los colores rojo, azul, violeta, naranja y purpura de la mayoria de las
plantas y de sus productos.?**® Ademas, la reaccion de oxidacién de los compuestos
fenolicos hacia la formacion de quinonas, catalizada por las enzimas polifenol oxidasas,
produce un pardeamiento enzimatico en los alimentos, ®3) fenémeno de vital importancia
para asegurar la calidad de frutas y verduras durante el procesado. @0 1gualmente los
compuestos fendlicos, y en concreto los taninos condensados o proantocianidinas se
asocian con la astringencia que presentan muchas de las frutas comestibles antes de la
maduracién. ¥

En la actualidad este grupo de compuestos fitoquimicos presenta un gran interés
nutricional por su contribucion al mantenimiento de la salud humana. Asi, muchas de las

propiedades beneficiosas descritas en los alimentos de origen vegetal, asociadas
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principalmente a la actividad antioxidante y las propiedades antinutritivas de estos
compuestos, estan relacionadas con la presencia y con el contenido de compuestos
fenolicos. ¢

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos tiene interés desde un punto de
vista tecnoldgico y nutricional. Asi, los compuestos fendlicos intervienen como
antioxidantes naturales de los alimentos, por lo que la obtencion y preparacion de
alimentos con un alto contenido en estos compuestos supone una reduccion en la
utilizacion de aditivos antioxidantes, a la vez que se obtienen alimentos mas saludables,
que incluso pueden llegar a englobarse dentro de los alimentos funcionales. Desde un
punto de vista nutricional, esta actividad antioxidante se asocia con su papel protector en
las enfermedades cardiovasculares y en el cancer asi como en procesos de
envejecimiento por lo que estd siendo intensamente estudiado mediante ensayos "in
vivo" e "in vitro".@"

El objetivo de esta revision es proporcionar una vision general del aspecto nutricional de

los principales grupos de compuestos fenélicos presentes en la dieta.
Estructura quimica y clasificacion

Quimicamente, los compuestos fenolicos son sustancias quimicas que poseen un anillo
aromatico, un anillo benceno, con uno o mas grupos hidréxidos incluyendo derivados
funcionales (ésteres, metilésteres, glicdsidos, etc.). @7 La naturaleza de los polifenoles
varia desde moléculas simples como los &cidos fenolicos hasta compuestos altamente
polimerizados, como los taninos. Se presentan en las plantas en forma conjugada con
uno o mas residuos de aztcar unidos a los grupos hidroxilos, aunque en algunos casos se
pueden producir uniones directas entre una molécula de azucar y un carbono aromatico.
Por ello la forma més comdn de encontrarlos en la naturaleza es en forma de glicésidos,
siendo solubles en agua y solventes organicos. “? Los aztcares asociados a los
polifenoles pueden ser monosacaridos, disacaridos o incluso oligosacaridos. Los
compuestos a los que se encuentran unidos con mas frecuencia son: glucosa, galactosa,

arabinosa, ramnosa, xilosa, y acidos glucurénico y galacturénico. También pueden
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encontrarse unidos a acidos carboxilicos, &cidos organicos, aminas, lipidos y a otros

compuestos fendlicos.

Seglin Harbome @ los compuestos fendlicos se pueden agrupar en diferentes clases
dependiendo de su estructura quimica basica, describiéndose a continuacion aquellas con

un mayor interés nutricional:
Fenoles, acidos fendlicos y acidos fenil acéticos

Dentro de este grupo los fenoles simples como el fenol, cresol, timol y resorcinol estan
ampliamente distribuidos entre todas las especies vegetales. Igualmente, los é&cidos
fendlicos tales como el gélico, vainillinico, phidroxibenzoico, y los aldehidos como la
vainillina, también son abundantes en plantas superiores y helechos. Por el contrario
existe poca informacion en la literatura cientifica sobre los acidos fenilacéticos en los

vegetales. @
Acidos cinamicos, cumarinas, isocumarinas y cromonoles

Los é&cidos cinamicos (cafeico, feralico, p-cumarico y sindptico) se encuentran
raramente libres, ya que por regla general se hallan presentes en forma de derivados. Asi
por ejemplo, el acido cafeico se encuentra esterificado con el 4cido quimico como acidos
clorogénico, isoclorogénico, neoclorogénico y criptoclorogénico. ®) Las cumarinas e
isocumarinas se encuentran generalmente en forma de glicésido, © mientras que los
cromonoles son menos conocidos, y se forman a partir de las antocianidinas ante

incrementos del pH del medio. ¢

Lignanos y neolignanos

Son metabolitos de las plantas de bajo peso molecular formados por el acoplamiento
oxidativo de unidades de hidroxifenilpropano, las cuales se unen mediante puentes de
hidrégeno.®” Son monémeros y dimeros del acido hidroxicinamico y también del
alcohol cinamico, propenilbenceno y alilbenceno.®V El término lignano se aplica cuando
el compuesto estd formado a partir de uniones entre el acido y/o el alcohol, mientras que
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cuando se unen las moléculas de propenilbenceno y/o alilbenceno la molécula resultante

se denomina neolignano. %
Flavonoides

Los flavonoides constituyen el grupo mas importante dentro de esta clasificacion,
dividiéndose en varias subclases con més de 5000 compuestos, 2 siendo los polifenoles
mas distribuidos en las plantas. Son sustancias polifendlicas de bajo peso molecular que
comparten el esqueleto comun de difenilpiranos: dos anillos benceno unidos a través de
un anillo pirona o piran heterociclico. Esta estructura basica presenta o permite una
multitud de sustituciones y variaciones en el anillo pirona dando lugar a flavonoles,
flavonas, flavanonas, flavanololes, isoflavonoides, catequinas, calconas,
dihidrocalconas, antocianidinas, leucoantocianidinas o flavandiol y proantocianidinas o
taninos condensados (taninos no hidrolizables). Dentro de todos estos grupos las
flavonas (apigenina, luteolina y diosmetina), los flavonoles (quercitina, mirecitina y

kampferol) y sus glicésidos son los compuestos més abundantes en vegetales. ¢
Taninos

Los taninos son compuestos fendlicos hidrosolubles con un peso molecular comprendido
entre 500 Y 3000 D. Estos compuestos contienen un gran nimero de grupos hidroxilo,
entre otros grupos funcionales, siendo por tanto capaces de unirse a proteinas y a otras

macromoléculas.

Los taninos pueden clasificarse en dos grupos: taninos hidrolizables y no hidrolizables o
taninos condensados. Los taninos condensados tienen como nudcleo central un alcohol
polihidrico como la glucosa, y grupos hidroxilo que se encuentran esterificados parcial o
completamente bien con el acido galico o bien con el &cido hexahidroxidifenico,
formando los galotaninos y elagitaninos, respectivamente. Tras la hidrolisis con acidos,
bases o ciertas enzimas, los galotaninos dan glucosa y &cido galico. ¥
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Antiacianina 2N Catequina Flavora

OH
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Figura 5. Estructura quimica de algunos compuestos fenélicos

V. GELES

Se denominan geles a coloides transparentes, son formas farmacéuticas de consistencia
semirrigida, generalmente no tienen aceites grasos destinados a aplicarse sobre
membranas mucosas, no tienen poder de penetracion por eso se usan para ejercer accion
tipica. Debido a que las particulas brownianas estan cargadas eléctricamente, hay
interaccion entre ellas. Esto da lugar a que formen una estructura regular, lo que les da
una consistencia que no es rigida como la de un cristal, pero tampoco la de un fluido que

corresponde al liquido. >

La caracteristica comun, es la presencia de un tipo de estructura continua que les
proporciona las propiedades de los semislidos. ®®, ademas de que no contienen
generalmente aceites grasos, destinados a membranas mucosas, su poder de penetracion

es menor por lo que se utilizan para ejercer una accion topica.
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Clasificacion
Dependiendo de su comportamiento frente al agua. (39)

Geles hidrofilos o hidrogeles: Constituidos por agua, glicerina, propilenglicol u otros
liquidos hidrofilicos. Gelificados por sustancias de tipo poliméricas, goma tragacanto,
almidén, derivados de la celulosa, polimeros carboxilicos o silicatos de aluminio o

magnesio. ¢

Geles hidrofobos o lipogeles: Constituidos por parafina liquida adicionada de
polietileno o por aceites grasos gelificados por anhidrido sillico coloidal o por jabones

de aluminio y zinc. ©©
Segun el nimero de fases en que estan constituidos

Geles Monofasicos: ElI medio liquido lo constituye una sola fase o liquidos miscibles;

agua — alcohol, solucion hidroalcohdlica, aceite.

Geles Bifasicos: Constituidos por dos fases liquidas inmiscibles, formandose una
estructura transparente con propiedades de semisolido. Los geles bifasicos se subdivides

en 2 grupos:

- Los TOW gels, el lipido se incorpora a la micela que forma el emulgente, el cual se
comporta como agente solubilizate. Los TOW gels, se presentan en forma de un
sistema de cristales liquidos, transparentes y viscosos. Son sonoros o vibrantes a la
percusion, también se les denomina con el nombre de ringing gels, a estos geles se
les puede incorporar sustancias tanto lipo como hidrosolubles.

Esta formulacion es simple en cuanto a simple en cuanto a ejecucion y comprende:
agua, un lipido fluido, un cosolvente que facilita la micelacién del liquido, uno o0 mas

emulgentes hidréfilos de elevado HLB capas de formar micelas. “”
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- Los TAS gels, son geles transparentes basados en emulsiones de siliconas W/S. Se
considera como una crema trasparente de agua en siliconas, de gran aplicacién
cosmética. A esta formulacion pueden incorporarse diversas sustancias como
clorhidrato de aluminio, filtros solares. Se aplican cuando hay que formular geles

hidrorrepelentes. "
VI. EXTRACCION DE PRINCIPIOS VEGETALES

Métodos de extraccion

Métodos de
Extraccion

Extraccion

por
solventes

Discontinua Continua

h | h | | h | h | h |
lMaceracic’m l Digestion l Infusion Decoccion lPercoIacién l Soxhlet

Figura 6. Métodos de extraccion

Fuente: Elaboracion propia

EXTRACCION DISCONTINUA
También Ilamada simultanea, en este proceso se sumerge la droga en el disolvente, por
lo que el total de la droga contacta con él, difundiéndose los principios acticos de la

droga al disolvente hasta alcanzar el equilibrio. La droga seca y molida se pone en
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contacto con el disolvente a temperatura ambiente, dejando la mezcla en reposo durante
un tiempo determinado. Transcurrido el tiempo de maceracion, se decante el extracto y

se elimina el residuo vegetal. "

Maceracion: La droga con el grado de tenuidad prescripto se pone en contacto con el
solvente en un recipiente de cierre perfecto a temperatura ambiente. Se deben realizar
agitaciones frecuentes a lo largo de varios dias, tratando de influenciar el gradiente de
concentracion. Al principio de la extraccion este gradiente esta en su punto méaximo, con
el correr de los dias a pesar de la agitacion, va disminuyendo. Como norma se macera la
droga por 7 dias con agitacion frecuente y protegido de la luz solar. Si el menstruo es
agua, no sobrepasar las 48 horas para evitar fermentacion

y formacidon de mohos. Se separa el extracto del residuo por medio de un colado o
prensado, se lava el residuo con el liquido de extraccion. La maceracion es atil cuando
los principios son facilmente solubles en frio y cuando la accion de la temperatura los

altera, ¢73®

Digestion: Es un procedimiento similar a la maceracion pero abreviado y efectuado con
ayuda del calor (35 - 55 °C, aunque se acepta de 40 a 80 °C). Se emplea para principios
activos que son poco solubles en frio y cuando el solvente a ebullicion puede alterarlos o
disolver otras sustancias perjudiciales o inactivas, la temperatura de trabajo previene el
ataque microbiano. Cuando el menstruo es volatil se debe adaptar un sistema de

refrigerante a reflujo. ¢"%

Infusion: Son formas farmacéuticas liquidas, constituidas por una solucién extractiva,
obtenida por la accién continuada del agua caliente durante 20 minutos, sobre la droga
convenientemente dividida, se procede a verter el agua hirviendo sobre la droga
dividida, en cantidad aproximadamente igual al total, se tapa el recipiente
preferentemente de cierre perfecto y se macera durante 20 minutos, finalmente se filtra
para clarificar la solucion obtenida. La temperatura maxima que se alcanza es de 80 o0 90

°C posteriormente se deja a enfriar el conjunto hasta temperatura ambiente. "%
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Decoccion: O también Ilamada cocimiento, es un método extractivo enérgico donde el
solvente actla a temperatura de ebullicion durante 20 minutos se extrae los principios
activos solubles de la droga, es una forma farmacéutica liquida de presentacion
extemporanea constituida por una solucion extractiva, preparada por la accién del agua
mantenida a ebullicion, sobre la droga fraccionada, se debe reponer el agua conforme

esta se vaya evaporando para que nos e queme la droga. ¢"*®

EXTRACCION CONTINUA

Percolacion: Consiste en hacer pasar el solvente atreves de la droga, hasta su
extraccion exhaustiva completa con el solvente renovado, en pequefia escala se realiza
en percoladores, de cuerpo cilindrico y cénico, provistos de un grifo en la parte inferior
para regular el flujo del solvente, la capa de la droga debe ser igual al diametro medio
del equipo.

Para dar inicio se debe humedecer la droga para asi aumentar el contacto ya que
aumenta la porosidad de la pared celular, para facilitar el paso de solventes y no permitir
el paso de falsas vias que puedan perjudicar el proceso. Su principal problema es el

abundante consume de solvente. %40

Soxhlet: Es el método estandar de extraccion de muestras sélidas mas utilizado desde su
disefio en el siglo pasado, y actualmente, es el principal método de referencia con el que
se comparan otros métodos de extraccion, se utiliza esta técnica clasica como método

oficial para la extraccion continua de solidos.

En este procedimiento la muestra sélida finamente pulverizada se coloca en un cartucho
de material poroso que se sitla en la camara del extractor soxhlet. Se calienta el
disolvente extractante, situado en el matraz, se condensan sus vapores que caen, gota a
gota, sobre el cartucho que contiene la muestra, extrayendo los analitos solubles. Cuando
el nivel del disolvente condensado en la cdmara alcanza la parte superior del sifén
lateral, el disolvente, con los analitos disueltos, asciende por el sifén y retorna al matraz
de ebullicién. Este proceso se repite hasta que se completa la extraccion de los analitos

de la muestra y se concentran en el disolvente. 40
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS

l. LUGAR DE LA INVESTIGACION

La realizacion del presente trabajo, incluyéndose la elaboracion de extractos,
investigacién cromatografia, el analisis espectrofotométrico y el estudio en animales de
experimentacion fueron realizados en los laboratorios de Farmacognosia H-203, H-103 y
H-104 de la Universidad Catdlica de Santa Maria.

1. DISENO EXPERIMENTAL

El presente trabajo es un estudio prospectivo, experimental se realizé con ratas machos y

hembras de la especie Rattus Rattus, de la raza “Holtzman”.
Se utilizaron 35 ratas, tanto hembras como machos, con una variacion de peso entre los

200 a 250 g, con una edad alrededor de 6 meses, éstas fueron divididas en 8 grupos,

como se detalla en la Tabla 4.
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Tabla 4. Distribucion de los animales de trabajo

NUmero
Grupo Nombre del grupo de Tratamiento
animales
Gl Control 5 -
Gel base sin principio
G2 Gel Base 5 )
activo
G3 Gel extracto llantén 15% 5 Gel extracto llantén 15%
G4 Gel extracto llantén 30% 5 Gel extracto llantén 30%
Gel extracto Granada
G5 Gel extracto Granada 15% 5
15%
Gel extracto Granada
G6 Gel extracto Granada 30% 5
30%
Gel extracto llantén y granada mixto )
G7 5 Gel extracto mixto 15%
15%
Gel extracto llantén y granada mixto )
G8 - 5 Gel extracto mixto 30%
0

Fuente: Elaboracion propia

I1l. MATERIALES
Material biologico

Para el siguiente trabajo de investigacion se utilizo la cascara previamente desecada de
Granada (Punica Granatum L.) adem&s de las hojas secas de Llantén (Plantago

lanceolata L.).

Unidad Animal

Los animales fueron utilizados para determinar el efecto antiinflamatorio de Granada
(Punica Granatum L.) y Llantén (Plantago Lanceolata L.), durante la realizacion de este
trabajo se escogio 35 ratas tanto hembras como machos de la raza “Holtzman”, de la

especie Rattus Rattus, con un peso promedio de 200 g hasta los 250 g, todos los
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individuos usados fueron adultos jovenes, sanos con un tiempo de vida de 6 meses, que

fueron suministrados por el bioterio de la Universidad Catolica de Santa Maria.
Material de Laboratorio
Material de Vidrio

- Baguetas

- Balones de 250 mL.

- Capilares

- Celdas para espectrofotometria

- Cuba cromatografica

- Embudos

- Frascos de Vidrio

- Fiolas 25, 50 mL

- Matraces Erlenmeyer

- Pipetas de 1mL, 2mL, 5mL, 10mL.
- Probetas de 10mL, 50mL y 100mL
- TermdOmetro

- Tubos de ensayo

- Vasos de precipitados de 50, 100, 250 y 500 mL.

Equipos

- Balanza Analitica OHAUS PIONEER TM.

- Bafio Maria modelo Masson

- Cocina Eleéctrica

- Equipo de extraccion Soxhlet

- Espectrofotometro SHIMADZU UV 160

- Estufa Esterilizadora 854 Shwabach - Germany.
- Lampara de luz ultravioleta CAMAG

- Pletismometro Digital L.E. 7500

- Procesador de alimentos OSTER 6400
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Otros Materiales

- Algodon

- Atomizador

- Cémara fotografica Canon 550D
- Dosificador de gel

- Espétulas

- Guantes

- Gradilla para Tubos de ensayos
- Jaulas metalicas para ratas.

- Jeringas de ImL

- Mortero

- Placas de Silica Gel

- Papel Aluminio

- Papel Filtro

- Papel Kraft

- Pinzas metélicas

- Pabilo

- Tripode

- Tijeras

Reactivos
- \-carragenina
- Acido Galico P.A. SIGMA ALDRICH
- Acetato de etilo J.T. BAKER (Q.P.)
- Acido Acético J.T. BAKER (Q.P.)
- Acido Férmico MERCK (Q.P.)
- Agua destilada
- Alcohol etilico comercial
- Carboximetilcelulosa LABOCHINI
- Carbonato de Sodio

- Cloruro de Sodio
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- Metanol MERCK

- Metilparabeno NEQUINSA

- Propilenglicol MERCK

- Propilparabeno NEQUINSA

- Tricloruro de aluminio 1% RIEDEL DE HAEN (Q.P.)
- Trietalonamina MERCK

- Triton

- Reactivo de Folin Ciocalteau P.A. MERCK

IV. METODOS

Procesamiento del material vegetal

Recoleccion

Las hojas de Llantén (Plantago Lanceolata L.) fueron recolectadas en el distrito de
Majes (16°21'46"S 72°11'27"0 ) en la zona C parcela 45, ubicada en la provincia de
Caylloma, ciudad de Arequipa, la cantidad recolectada fue aproximadamente 3 kilos en
horas de la mafiana en el mes de agosto, la muestra fue posteriormente trasladado a
Arequipa; donde se realizo su respectiva limpieza con un pafio himedo para eliminar
cualquier rastro de suciedad o algunas hojas marchitas. Para la identificacion
taxonomica de la especie en estudio se envié una muestra de la planta al laboratorio de
boténica de la Universidad Nacional San Agustin, Facultad de Ciencias Biologicas y
Agropecuarias “HERBARIUM AREQUIPENSE”, donde se certifico que la presente

especie es Plantago Lanceolata L.. (Anexo 1)

Figura 7. Llantén

Fuente: Elaboracion Propia.
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El fruto del &rbol Granado (Punica Granatum L.), fueron recolectados en el distrito de
Majes (16°21'46"S 72°11'27"0 ) en la zona C parcela 45, la cantidad de fruta recogida
fue aproximadamente 3 kilos en horas de la tarde, también fue recolectado de la zona
denominada La colina parcela A 75, en este lugar se procedié a recolectar un
aproximado de 2 kilos, ambas localidades ubicadas en la provincia de Caylloma, una vez
con el producto recolectado se procedio a limpiar cada fruto con un pafio humedo para

eliminar cualquier rastro de suciedad y eliminar las que estaban deterioradas.

El mencionado fruto fue trasladado a la ciudad de Arequipa, para su respectiva
identificacion taxondmica, se envid una muestra de la planta al laboratorio de botanica
de la Universidad Nacional San Agustin, Facultad de Ciencias Bioldgicas y
Agropecuarias “HERMARIUM AREQUIPENSE”, donde se certificd que la presente

especie es Punica Granatum L. (anexo 2)

Figura 8. Fruto de granada

Fuente: Elaboracion Propia.
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Seleccion

Una vez fueron recolectados e identificados taxondmicamente, tanto las hojas de Llantén
(Plantago Lanceolata L.) y el fruto de la Granada (Punica Granatum L.), luego se
procedid a escoger los mejores ejemplares, dejando de lado a aquellos que presentaban
algin estado de deterioro, rupturas o hayan sido de alguna manera contaminados por
insectos, para posteriormente lavarlos y asi quitar cualquier otra impureza.

En cuanto a la parte de la granada a utilizar fue la cascara.
Estabilizacion

Para evitar la degradacion de nuestros principios activos, tanto en las hojas de Llantén
(Plantago Lanceolata L.) y la cascara de granada (Punica Granatum L.), se procedié a
estabilizar en seco en una estufa atemperada a 80°C por 5 minutos, luego de este tiempo

se procedio a retirar la muestra.
Desecacion

La desecacion de las hojas de Llantén (Plantago Lanceolata L.), se realiz6 mediante
calor artificial en estufa de desecacion, con una temperatura constante de 50°C, donde

permanecid hasta que se obtuvo un peso constante.

La desecacion de la cascara de Granada (Punica Granatum L.), se realizd mediante el
método anterior, a una temperatura constante de 50°C, permaneciendo hasta que se
obtuvo un peso constante, una vez terminado esto se procedié a guardar el material,

dejandolo listo para realizar la siguiente fase de nuestro proyecto.
Pulverizacion y almacenamiento

Luego de desecar convenientemente las hojas de Llantén (Plantago Lanceolata L.) se
procedid a pulverizar con la ayuda de un mortero, siempre tratando de retirar cualquier
impureza (ramas) hasta la obtencion de un polvo fino y uniforme para asi aumentar la

superficie de contacto al momento de la extraccion con los solventes y haciendo mas
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accesible la extraccion de los metabolitos, seguidamente esto fue acopiado en papel
Kraft previamente acondicionado y rotulado para guardarlo en un lugar cerrado, libre de

humedad, a una temperatura adecuada y lejos de la luz solar.

En el caso de Granada (Punica Granatum L.), luego de ser desecada tiende a endurecer,
por lo que se procedié a cortarla en pequefios trozos, una vez realizado todo este trabajo
las piezas fueron colocadas en el procesador de alimentos OSTER 6400, hasta alcanzar
la muestra fina e uniforme para aumentar la superficie de contacto al momento de la
extraccion, de la misma manera que la muestra anterior, fue almacenada en un acopiado
de papel kraft, y rotulado siguiendo todos las pautas necesarias para su adecuada

conservacion.
V. PREPARACION DE EXTRACTOS
Extraccion por Equipo Soxhlet

Es un método de extraccion continua que se utiliza para materiales sélidos. Consiste en
colocar el material a extraer, previamente molido y pesado en un cartucho de celulosa de
clasificacion rapida, que se introduce en la cdmara de extraccion, conectada por una
parte a un balén de destilacion y por otra a un refrigerante. El disolvente contenido en el
balon se calienta a ebullicion, el vapor asciende por el tuve lateral y se condensa en el
refrigerante, cayendo sobre el material. Cuando alcanza el nivel conveniente siféna por
el tubo regresando al balon. El proceso se repite hasta conseguir el agotamiento del
deseado material. ¢

Procedimiento

Se procedio a pesar 25g una de las muestras a usar, seguidamente se empaqueto en una
hoja de papel filtro, referido también como cartucho poroso y fue colocado en el

extractor del equipo Soxhlet.

En el balon del equipo extractor se colocd 150 mL del solvente indicado, en este caso se
procedié a utilizar metanol, luego se procedid a armar el equipo, y se sometio calor

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =2 DE SANTA MARIA

constante de 70°C, por un tiempo de 7 horas hasta que el solvente haya consumido toda

la muestra del cartucho poroso. Asi como se muestra e la Figura 10 y la Figura 11.

Para posteriormente retirar toda la muestra que quedo en el cartucho, al terminar todo el

proceso se dispuso a desarmar el equipo, que se dejo enfriar previamente.

1 j"ﬂ Salida de agua

Refrigerante —>

Entrada de agua

Solvente puro
condensado

Tapon de \
algodon
Ensanchamento Cartucho
SHén—s porose
| <_Asemso de
Regreso del ; vapores
e o
solvente +extrardo
Calentador

Figura 9. Equipo Soxhlet

Fuente: Obtencidn de aceites esenciales — Materias primas, Vicent Perales)
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Figura 10. Obtencion del extracto de Figura 11. Obtencion del extracto de
Llantén Granada

1 \

Fuente: Elaboracion propia. Fuente: Elaboracion propia.

Determinacion del extracto seco
Evaporacion a sequedad

Se basa en la obtencion del extracto seco a partir de la separacion del solvente y del
principio activo aplicando una temperatura adecuada y sometiéndose el extracto a Bafio
Maria, hasta la evaporacion total del solvente, quedando el principio activo que se desea

obtener en el fondo del recipiente. ©®

Procedimiento

Se colocé el extracto metandlico obtenido por la extraccion Sohxlet, en un vaso de
precipitado previamente tarado y se puso a bafio Maria a una temperatura de 70°C para
proceder a la evaporacion del solvente, se realiz6 hasta la aparicion del residuo con peso

constante, finalmente se procedié a calcular el rendimiento del extracto seco. (En la
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figura 12 se muestra el extracto seco de Granada, y en la figura 13 se muestra el extracto

seco de Llantén).

Figura 12. Extracto seco de Granada Figura 13. Extracto seco de Llantén

Fuente: Elaboracion propia. Fuente: Elaboracion propia.

Calculos

PF
%ES = Pl * 100

Donde:
%ES= Porcentaje del extracto seco
PF= Peso Final

Pl= Peso inicial
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VI. ANALISIS CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

La cromatografia en capa fina, también conocida como TLC (Thin Layer
Cromatography), es actualmente una de las técnicas més usadas para la separacion,

identificacion y purificacion de sustancias quimicas.“"

Fundamento:

La cromatografia en capa fina, es una técnica analitica que permite la separacion de
mezclas de moléculas mediante el principio del reparto entre dos fases. La fase mavil se
hace pasar a una fase estacionaria (Silica gel) mediante un correcto sembrado,
permitiendo que la mezcla de moléculas que se desea separar (muestra) interaccione. Un
segundo medio (la fase madvil) que es inmiscible con la fase estacionaria se hace fluir a

través de ésta para "lavar” (eluir) a las moléculas en la muestra. “?

Debido a que las distintas moléculas en la muestra presentan diferente coeficiente de
reparto, la fase movil "lavard" a los distintos componentes con diferente eficiencia, de
modo que aquellos que “prefieren disolverse” en la fase movil seran eluidos mas rapido
que los que sean preferencialmente solubles en la fase estacionaria. Como consecuencia
de la distinta movilidad, los componentes se separan en bandas o0 en zonas que pueden

analizarse cualitativamente, “?
Procedimiento:

Se procedio a preparar las placas de silica gel 60 F45 con un tamafio de 10 x 3cmy 10
X 2 cm, una vez realizado esto se trazé una linea con un lapiz en cada borde dejando un
tamafio de 1 cm tanto en la parte de arriba como en la parte de abajo. Luego se procedio
a realizar el sembrado mediante la ayuda de capilares previamente cargados con la
sustancia a sembrar (como se muestra en la figura 12), para terminar se colocaron las
placas en la cuba cromatografica, que contenia la fase movil adecuada para realizar la
corrida. El solvente subira por capilaridad e ira arrastrando las moléculas, las cuales se
moveran segun la afinidad que muestren por la fase estacionaria. Si la mezcla de

muestras que se esta analizando presenta color, se veran los distintos colores migrando a
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distintas velocidades. Una vez terminado esto las placas fueron rotularas en la parte de
atras y guardaras en un contenedor especial para evitar algin futuro deterioro, y siempre
protegido de la luz solar, para mas adelante hacer una correcta identificacién de los
componentes, se utilizé un revelador quimicos y el uso de la lampara UV

Figura 14. Sembrado de placa silica gel

Fuente: Elaboracion propia.

Factor de Retraso o Retencion

También conocido como Rf es el factor que mide la movilidad relativa de cada
componente con respecto al maximo posible, la distancia recorrida por el frente de la

fase mévil, como se observa en la Figura 13. “¥

Rf = Distancia recorrida por el compuesto

Distancia recorrida por el disolvente

La distancia recorrida se mide desde el centro de la mancha. Para que los Rf se puedan
calcular se necesita cumplir una seria de requisitos: fase estacionaria, cantidad de
muestra, espesor de la placa, fase movil. El valor maximo de Rf es 1, se debe tener en
cuenta que si las manchas no son simétricas la medicion sera en base a la posicion de la

intensidad maxima. “*

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPQSITORIO DE "f?g% UNIVERSIDAD
TESIS UCSM . nl‘ CATOLICA
DE SANTA MARIA

Fuente: Elaboracion propia.

Identificacion de Flavonoides:

Preparacion de la Fase movil:

Tabla 5. Proporcion de la fase movil

Acetato de - i g )
) Acido Acético Acido Férmico Agua
Etilo
100 11 11 26

Se procedid a colocar las sustancias mencionadas en un vaso de precipitado haciendo la
equivalencia para 5 mL, se puso 3.82 mL de acetato de etilo, 0.37 mL de acido acético,
0.37 mL de &cido formico y 0.44 mL de agua, una vez listo se colocé esta mezcla en la

cuba cromatografica.
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Preparacion de la fase estacionaria:
Se procedio a preparar la placa de silica gel 60 Fo45 en laminas de 2 x 10 cmy 3 x 10 cm
(ancho: largo), se trazé la zona de sembrado para ambas muestras con un lapiz dejando 1

cm de espacio tanto en la parte de arriba como en la parte de abajo.

Preparacion de la muestra:

Se tomo con el capilar la solucién metandlica del extracto, tanto de Granada (Punica
Granatum L.) como Llantén (Plantago Lanceolata L.), y se coloc6 en el lugar trazado en
la placa de silica gel 60 Fy4steniendo mucho cuidado de no malograr o ensuciar la placa,

la placa fue sembrada un total de 15 veces.

Desarrollo:

Una vez se termind el sembrado se dejé secar la placa por un lapso breve de tiempo para
seguidamente colocarla en la cuba cromatografica, cerrada herméticamente y cargada
con la fase movil, luego se esperd hasta que el solvente ascienda hasta la marca del

borde superior.

Deteccion:
Al culminar de ascender, se retiro la placa, se dejo que seque al medio ambiente, y se
procedié a revelar con AICl3 al 1% en etanol (0.2 mg de Tricloruro de Aluminio en 20

mL de Etanol), se seco al medio ambiente.

Determinacion de RF:
Se calculd los Rf de cada una de las manchas halladas en las placas de silica gel Fyss, l0s

flavonoides son de color amarillo, verde, amarillo verdoso.

VII. DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE COMPUESTOS FENOLICOS
TOTALES (CFT)

Se determino los compuestos Fenolicos Totales mediante el método de Folin - Ciocalteu.
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METODO FOLIN -CIOCALTEU

Su fundamento se basa en que los compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo de
Folin- Ciocalteu, a pH bésico, obteniendo asi una coloracion azul susceptible a ser
determinada fotométricamente a 765nm. El contenido de este reactivo es una mezcla de
wolframio sodico y molibdato sodico en acido fosforico y reacciona con los compuestos
fenodlicos presentes en la muestra. El acido fosfomolibdottngstico (formando dos sales
en el medio &cido), de color amarillo el reducido por los grupos fendlicos da lugar a un
complejo de color azul intenso cuya intensidad es la que medimos para evaluar el

contenido en polifenoles. “®

DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS POR
ESPECTROFOTOMETRIA

Para empezar con la determinacion de compuestos fendlicos por el método de Folin-
Ciocalteu se prepard Carbonato de Sodio al 7.5%, tomando 1, 875 gr de Carbonato de

Sodio y diluyéndolo en 25 mL de agua destilada.

Luego se preparo la solucion madre de acido galico de 800 ppm, pesando 0,004 gr. para
una fiola de 50 mL luego ser diluido en 50 mL de agua destilada. A partir de esta
disolucion se prepararan 10 mL de disoluciones diluidas de concentraciones de éacido
galico de entre 0'y 200 ppm. “*4®)

Tabla 6. Preparacion de las soluciones estandar de acido galico

Concentracion de Acido Galico (mg/L) VVolumen medido de la Solucién Patron de

acido galico 800 ppm (mL)

0 0
40 0,5
80 1,0
120 1,5
160 2,0
200 2,5
400 5.0

Fuente: Elaboracion Propia
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Tabla 7. Preparacion de la curva de calibracion de acido galico

N° de Patrén Blanco Std. 1 Std. 2 Std.3 Std. 4 Std. 5 Std. 6
Concentracién de
.. ) 40 80 120 160 200 400
Acido Galico (ppm)
Solucion Patron de
1 1 1 1 1 1

Acido Galico (mL)
Agua destilada (mL) 4 3 3 3 3 3 3

Reactivo de Folin-

] 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Ciocalteu (mL)

Carbonato de Sodio
al 7,5% (mL)

Volumen Final de los
6 mL 6 mL 6 mL 6 mL 6 mL 6 mL 6 mL
tubos de ensayo (mL)

Fuente: Elaboracion propia

Finalmente se procedio a medir las absorbancias a 760 nm en el espectrofotometro y asi
obtener la curva estandar. Para medir las muestras obtenidas por Extraccion Soxhlet se
hizo el mismo procedimiento de la Tabla N°6 solo que en lugar de usar la Solucion de
Acido Gélico se usaron nuestros extractos, de los cuales se tomé 1,5 gramos y 10 mL de
solvente y a partir de esta disolucion se procedié con el método de Folin- Ciocalteu. .
Todas las muestras antes de ser leidas fueron puestas en oscuridad por media hora y a

temperatura ambiente.
VIIl. PREPARACION Y FORMULACION DEL GEL
Objetivo

Describir el proceso para la elaboracion de los geles a base de hojas de Llantén y cascara

de Granada usando como gelificante carbopol.
Componentes usados para la elaboracion del gel

- Agua destilada
- Carbopol 940
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- Metilparabeno

- Propilparabeno

- Propilenglicol

- Trietanolamina

- Etanol

- Extracto seco de Granada (Punica Granatum L.)

- Extracto seco de Llantén (Plantago Lanceolata L.)

Formulacion del Gel base, Gel con extracto seco de Llantén (Plantago Lanceolata
L.) 15y 30%, Gel con extracto seco de Granada (Punica Granatum L.) 15y 30%, y
Gel mixto 15y 30%

Elaboracion del gel:

Para la adecuada elaboracion del gel, se procedio a revisar la adecuada limpieza de todos
los materiales y utensilios necesarios para la elaboracion del gel, se pesé con atencién
cada componente. Seguidamente se disperso el carbopol en parte del diluyente, mediante
agitacion constante, evitando asi la formacion de grumos.

Se dejé reposar hasta la total inhibicion del diluyente, posteriormente se agito
constantemente para evitar la incorporacion de aire, hasta la obtencion de un gel
uniforme, después de eso se disolvio los extractos en un solvente adecuado (etanol
96%).

En un vaso de precipitado extra, se disolvié el metilparebeno, el propilparebeno, el
propilenglicol, los extractos previamente diluidos y agua destilada en Bafio Maria a una
temperatura de 50°C.

Una vez que todo estuvo bien disuelto, se obtuvo un gel de aspecto uniforme, al obtener
este gel uniforme, se procedié a adicionar trietanolamina hasta alcanzar un pH de 7,
finalmente se envasé el gel en recipientes previamente rotulados y adecuados para su

conservacion.
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IX. TECNICA PARA MEDIR EL GRADO DE INFLAMACIOn EN ANIMALES DE
EXPERIMENTACION:

Método:

El edema plantar causado por la aplicacion de carragenina, fue elaborado por Winter et

al. Siendo modificado posteriormente por Sugishita et al. (1981).
Fundamento:

El método de edema plantar inducido por carragenina consiste en la administracion
subcutanea de una solucion de carragenina (un mucopolisacarido sulfatado extraido del
alga marina Chondus crispus a nivel de la aponeurosis plantar de la rata, provocando una
reaccion de caracter inflamatorio mediada por la liberacion de diversos factores del

complemento que estan implicados en la amplificacion de la respuesta. “®

Una hora después de la administracion de la sustancia problema, la histamina y la
serotonina tienen un papel principal como mediadores. Aproximadamente de una hora y
media a dos horas y media después de la inyeccion de carragenina, intervienen en las
cininas como mediadores. La ultima fase esta mediada por prostaglandinas (PGE1,
PGE2 y PGF2). La respuesta vascular méxima ocurre a las cuatro horas de la
administracion y coincide con la dase mediada por las prostaglandinas. “?. La
inflamacion fue medida con el Pletismémetro digital LE 7500 equipo que fue utilizado

en nuestro estudio.

Figura 16. Pletismometro Digital

Fuente: Elaboracion propia.
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Procedimiento:

Una vez seleccionadas las ratas, se procedid a distribuir los animales segun el grupo que
se les asigno para su respectivo tratamiento, se tomd el volumen inicial de la pata
derecha posterior de las ratas en el pletismometro digital (Figura 14), a su vez se empez0
a preparar solucion la carragenina 1% con suero fisiologico a una temperatura de 30°C
para asi asegurar que se disuelva bien y evitar la formacion de grumos. Con todos los
animales previamente marcados y en sus respectivos grupos se procedid a cargar la
jeringa con 0.1 mL de carragenina al 1% Yy posteriormente se aplico en la pata derecha

posterior de cada animal.

Se administraron los siguientes tratamientos:

e Grupo control: Se procedi6 solo a tomar la medida de las patas derechas
posteriores sin aplicacion de gel o carragenina.

e Grupo Gel base: Se procedio a aplicar la carragenina con un gel blanco, sin
principio activo alguno.

e Grupo 1: Se procedié a aplicar el gel Llantén al 15% en la pata derecha
posterior.

e Grupo 2: Se procedio a aplicar el gel de Llantén al 30 % en la pata derecha
posterior.

e Grupo 3: Se procedi6 a aplicar el gel de Granada al 15% en la pata derecha
posterior.

e Grupo 4: Se procedio a aplicar el gel de Granada al 30% en la pata derecha
posterior.

e Grupo 5: Se procedi6 a aplicar la asociacion del gel de Granada y el del de
[lantén a 15% en la pata derecha posterior.

e Grupo 6: Se procedio a aplicar la asociacion del gel de Granada y el del de

Ilantén a 30 % en la pata derecha posterior.

Las lecturas se hicieron en la pata posterior derecha luego de 1, 2, 5, 6, 8, y 9 horas.
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Grupos de estudio:

Como ya se ha mencionado en el presente trabajo se utilizé 35 ratas, los animales se

dividieron en 8 grupos cada uno con 5 individuos como describiremos:

e G1 Grupo Control: No se aplicé ningun tratamiento ni se causa inflamacion.

e G2 Grupo Gel Base: Se aplico el gel blanco, sin principio activo.

e G3 Grupo gel con extracto llantén 15%: se aplicd el gel con extracto de
[lantén al 15%.

e G4 Grupo gel con extracto llanten 30%: se aplicé el gel con extracto de
[lantén al 30%.

e G5 Grupo gel con extracto granada 15%: se aplico el gel con extracto de
granada al 15%.

e G6 Grupo gel con extracto de granada al 30%: se aplicé el gel con extracto de
granada al 30%.

e G7 Grupo gel mixto 15%: se aplico el gel mixto al 15%.

e G8 Grupo mixto al 30%: se aplico el gel mixto al 30%.

Procedimiento:

Se marcé la pata de la rata hasta donde se introducira en el pletismometro digital., ahi
mediremos el volumen inicial de la pata (t0), después de eso se procedidé a la
administracion de 0.1 mL de carragenina al 1% con una aguja de tuberculina, para
evaluar la inflamacion producida se espera lhora para ver cémo va la inflamacion,
seguidamente se vuelve a medir a las 2 horas donde la inflamacion serd mas notoria.
Posteriormente se aplicaron los tratamientos a evaluar (geles Ilantén, granada, mixtos),
luego de un tiempo prudente, se volvié a medir el volumen de la pata marcada con un

intervalo de 2 horas.
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Tabla 8. Esquema de procedimientos pre y post aplicacion de Carragenina al 1%

Antes de iniciar los tratamientos se procedié a medir los voliumenes basales de la patas 15
minutos de la aplicacion de carragenina, teniendo como volumen basal de 0.814+0.05 mL

Hora Minutos | Numero de lectura Procedimiento

8.00 0' Aplicacion de carragenina 1%
8.05 5' 1ra lectura

9.05 65" 2da lectura

10.30 150" 3era lectura

11.00 180" Aplicacién del gel Topico (2.5 mg)
12.30 270" 4ta lectura

14.00 360 ' 5ta lectura

15.30' 450 6ta lectura

17.00 540" 7ma lectura

Elaboracion: Fuente propia

X. TECNICAS PARA EL ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

La estadistica nos permite determinar y cotejar cuantitativamente los resultados de la
investigacion realizada, para una correcta interpretacion y analisis de las variables se usaran
los siguientes instrumentos estadisticos. ©° ¢

PARAMETROS DE DISTRIBUCION

e Media aritmética: También llamada como promedio aritmético, puede ser hallada
mediante la suma de todos los valores individuales de las variables y divididos por la
cantidad de variables totales. %%
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Donde:
x= Promedio
ai= valor correspondiente a cada elemento

n = ndmero de elementos.

PARAMETROS DE DISPERSION

e Desviacion estandar: También conocida como indice numérico de dispersion de un
grupo de datos, mientras la dispersion estandar sea mayor, mayor sera la dispersion de
la poblacion. La desviacion estandar mide el grado de dispersiéon, midiendo la
diferencia entre cada valor del conjunto de variables, asi como en conjunto. (60)

Finalmente si dividimos el resultado por el numero total de observaciones, llegaremos

a un promedio de las distancias entre variables individuales y media. Dicho promedio

es la desviacién estandar y asi representa dispersion.®%%®

e Varianza: Lavarianzaes la media aritmética del cuadrado de las desviaciones
respecto a la media de una distribucion estadistica. Cuando los valores del grupo de
estudio se encuentran cerca de su media, la dispersion serd menor que cuando estan
distantes. Se puede medir la dispersion en funcion del esparcimiento de valores
alrededor de su media. Para calcular, debemos restar la media de cada uno de los

valores individuales, las diferencias se elevan al cuadrado y se suman entre si.

53 _ E?:l(xi = f]E

n—1
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CAPITULO 11

RESULTADOS Y DISCUSIONES

l. IDENTIFICACION DE MUESTRAS.

Las hojas de “Llantén” fueron recolectadas en el distrito de Majes de la provincia de
Caylloma-Arequipa, las cuales fueron llevadas a la Facultad de Biologia de la

Universidad Nacional San Agustin para su identificacion taxonémica.

En la Tabla 9 se observa los resultados obtenidos luego de la identificacion, siendo la

especie especifica Plantago lanceolata L. (Anexo 2)

Tabla 9. Clasificacion y especie de Llantén

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliosidae
Subclase Asteriae

Orden Lamiales

Familia Plantaginaceae
Género Plantago

Especie Pantago lanceolata L

Fuente: Herbarium Aregipense (HUSA)
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Asi mismo, el fruto del &rbol Granado, Pldnica Granatum L. fueron recolectadas en el
distrito de Majes de la provincia de Caylloma-Arequipa, las cuales fueron llevadas a la
Facultad de Biologia de la Universidad Nacional San Agustin para su identificacion

taxondmica.

En la Tabla 10 se observa los resultados obtenidos luego de la identificacion, siendo la

especie especifica Punica granatum L. (Anexo 1)

Tabla 10. Clasificacion y especie de Granada

Division Magnoliphyta
Clase Magnoliopsidae
Subclase Myrtales

Orden Lythraceae
Familia Punicoideae
Género Punica

Especie Punica granatum L

Fuente: Herbarium Aregipense (HUSA)

Il. PREPARACION DE LA MUESTRA

Una vez recolectados e identificados taxonomicamente, tanto las hojas de Plantago
lanceolata L. “llantén” y la cascara de Punica granatum L. “Granada”, se procedi6 a
escoger los mejores ejemplares, lavarlos y asi quitar cualquier otra impureza.
Posteriormente se procedid a estabilizar en seco en una estufa atemperada a 80 °C por 5
minutos, luego se desecaron las hojas de Llantén a una temperatura constante de 50°C,
hasta que se obtuvo un peso constante. De la misma forma se deseco la cascara de
Granada.

Luego de desecar convenientemente las hojas de Plantago lanceolata L. “Llantén” se
procedio a pulverizar con la ayuda de un mortero, hasta la obtencion de un polvo fino y
uniforme con fin de aumentar la superficie de contacto al momento de la extraccion con
los solventes, haciendo més accesible la extraccion de los metabolitos, seguidamente
esto fue acopiado en papel Kraft previamente acondicionado y rotulado para guardarlo
en un lugar cerrado, libre de humedad, a una temperatura adecuada y lejos de la luz; en
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el caso de Punica granatum L. “Granada”, luego de ser desecada tiende a endurecer, por
lo que se procedié a cortarla en pequefias piezas, una vez se realizo todo este trabajo las
piezas fueron colocadas en el procesador de alimentos OSTER 6400, hasta la obtencion
de una muestra fina y luego se almacend al igual que el Llantén, como fue descrito en el
Capitulo 11, Materiales y métodos.

I1l. PREPARACION DE EXTRACTOS

El extracto metandlico de Llantén; fue obtenido por el método de Soxhlet; tal como se
menciond en el capitulo anterior; 25g de muestra fue empaquetada en una hoja de papel
filtro y colocado en el equipo, sistema que se muestra en la Figura 9. El solvente fue
sometido a calor constante de 70°C, por un tiempo de 7 horas, momento en el cual el
metanol que entraba en contacto con la muestra ya no presentaba color; suponiendo que

el solvente ha extraido todos los componentes de la muestra.

IV. DETERMINACION DEL EXTRACTO SECO

Se obtuvieron los extractos metandlico y etandlico obtenidos por la extraccion Sohxlet

desarrollando los métodos presentados en el capitulo anterior.

1. COMPARACION DE RENDIMIENTOS ASISTIDO POR ETANOL Y
METANOL EN Plantago lanceolata L “LLANTEN”

En la Tabla 11 se puede observar los resultados del rendimiento obtenido luego de la
extraccion Sohxlet de la muestra usando etanol y metanol. Donde se observa que para la
extraccion con etanol se obtuvo un porcentaje de rendimiento de 28.48 % y con metanol
de 31.08 %.

Tabla 11. Rendimiento de extracto seco de Plantago lanceolata L “Llantén”

Solvente Etanol Metanol

Rendimiento (%) 28.48 31.08
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2. COMPARACION DE RENDIMIENTOS ASISTIDO POR ETANOL Y
METANOL EN Punica Granatum L. “GRANADA”

En la Tabla 12 se puede observar los resultados del rendimiento obtenido luego de la
extraccion Sohxlet de la muestra usando etanol y metanol. Donde se observa que para la
extraccién con etanol se obtuvo un porcentaje de rendimiento de 30.96 % y con metanol
de 32.88 %.

Tabla 12. Rendimiento de extracto seco de Punica granatum L. “Granada”

Solvente Etanol Metanol

Rendimiento (%) 30.96 32.88

Por otro lado en las Figura 17 y 18 se observa, que con metanol se obtiene un
porcentaje de rendimiento ligeramente mayor a los valores de etanol, por lo cual a lo

largo del proyecto las extracciones se realizaron con metanol.

Figura 17. Rendimiento de extracto seco de Plantago lanceolata L “Llantén”
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Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 18. Rendimiento de extracto seco de Punica granatum L. “Granada”

40 4

35

30 E

25

20

15

Rendimiento (%)

10

T T
Metanol Etanol

Solvente

Fuente: Elaboracion propia.

Gordana *

en su investigacion evalud diversos solventes para la extraccion de
compuestos fendlicos totales en Calendula officinalis L., siendo los solventes usados
etanol, metanol, éter de petroleo, cloroformo, acetato de etilo y n-butanol, obteniendo

como resultado que el metanol presentd mejores resultados que los demas solventes.

Echavarria *° evalué la actividad antioxidante y determin el contenido de compuestos
fenolicos en extractos de macro algas del caribe colombiano, comparando la extraccion
asistida por etanol, hexano y metanol, obteniendo como resultado que el metanol
presenté mayor rendimiento que el hexano.

Ratheesh ®% en su investigacion de la aactividad antiinflamatoria de Ruta Graveolens
Linn causando edema plantar inducido por carragenina en ratas macho Wistar, comparo
el extracto etandlico y metanodlico de la planta referida, dando como resultado que el

metanol presento mayor rendimiento que el etanol.

En el presente proyecto se encontrdé que el extracto metanolico presenté una ligera

diferencia frente al etanélico por lo cual se tom6 como referencia las investigaciones de
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Goradana, Echavarria y Ratheesh para optar por el uso de los extractos metandlicos en el

desarrollo del presente proyecto.

V. IDENTIFICACION DE FLAVONOIDES POR CROMATOGRAFIA EN CAPA
FINA DE LOS EXTRACTOS DE LLANTEN Y GRANADA

1. LLANTEN

Para la identificacion de flavonoides se utilizé una fase movil de acetato de etilo: acido
acetico: acido férmico: agua (100:11:11:26) y como revelador AICIl; al 1% en etanol

luego se seco a temperatura ambiente.

En la Figura 19 se puede observar la placa cromatografica correspondiente al extracto de
llantén, pudiendo diferenciar claramente la variedad de tonos amarillo verdosos que son
los indicativos de la presencia de flavonoides. Asi mismo en la Figura 20 podemos ver

bandas nitidas al ser expuesta la placa a la luz UV.

Figura 19. TLC del extracto seco de Figura 20 TLC del extracto seco
Plantago lanceolata L. “Llantén” de Plantago Lanceolata L. UV

Fuente: Elaboracion propia. Fuente: Elaboracion propia.
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LLANTEN
N° Color Rf
1 Azul 0.96
2 Naranja 0.87
3 Amarillo 0.81
4 Amarillo 0.42
5 Amarillo 0.37
6 Amarillo 0.16

Tomando en cuenta investigaciones realizadas y tedricamente mencionadas en el
atlas titulado “Plant Drug Analysis”, cuyos autores son H. Wagner y S. Bladt, y
cuya fase movil es acetato de etilo: &cido acético: acido formico: agua
(100:11:11:26) y como revelador AICl; al 1% en etanol.

Podemos observar en la figura 20, fluorescencias de color anaranjado, amarillo,
celeste a una luz UV de 366nm, esto evidenciaria la presencia de flavonoides en

extracto metanolico de Plantago Lanceolata L. (Llanten).

Los flavonoides presentes en Plantago Lanceolata L. (Llantén) son principalmente

quercitina, la rutina, la epicatequina, el kaempeferol, lespedina y Acido cafeico.

2. GRANADA

Se utiliz6 la misma fase movil que en el Llantén, también el mismo revelador AICl;,
En la Figura 22 se puede observar la placa cromatogréafica correspondiente al
extracto de granada (Figura 21), Asimismo se puede observar las bandas nitidas al
ser expuesta la placa a la luz UV en la Figura 23, pudiendo diferenciar claramente la
variedad de tonos amarillo verdosos que son los indicativos de la presencia de
flavonoides.
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Figura 22. TLC del extracto seco de Punica  Figura 23. TLC del extracto seco de Punica

Granatum L. “Granada” Granatum L. UV

Fuente: Elaboracion propia. Fuente: Elaboracion propia.
GRANADA
N° Color Rf
1 Naranja 0.97
2 Azul 0.81
3 Azul 0.65
4 Amarillo 0.16

Tomando en cuenta investigaciones realizadas y tedricamente mencionadas en el
atlas titulado “Plant Drug Analysis”, cuyos autores son H. Wagner y S. Bladt, y
cuya fase movil es y cuya fase movil es acetato de etilo: acido acético: acido
férmico: agua (100:11:11:26) y como revelador AICI; al 1% en etanol. Podemos
observar en la figura 23, fluorescencias de color anaranjado, amarillo, celeste, a una
luz UV de 366nm, esto evidenciaria la presencia de flavonoides en extracto
metandlico de Punica Granatum L. (Granada).
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Los flavonoides presentes en Punica Granatum L. (Granada) son principalmente la

Quercitina, Kaempeferol, Acido clorogénico y Acido cafeico.

VI. DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS POR
ESPECTROFOTOMETRIA

Para la determinacion de compuestos fenolicos por el método de Folin-Ciocalteu se
necesita una solucion de carbonato de Sodio al 7.5%, la cual tiene que ser preparada
cada dia que se vaya a realizar la prueba en mencion. Posteriormente se preparé la
solucién madre de &cido galico (agente antioxidante) de 800 ppm, a partir de esta
disolucion se prepararan 10 mL de disoluciones diluidas a concentraciones entre 40 y

400 ppm de acido galico (Figura 24).

Figura 24 Diluciones de &cido galico a concentraciones entre 40 y 400 ppm.

Fuente: Elaboracion propia.

Por otro lado se preparé un grafico de calibracion tomando 1 mL de cada solucion
patrén de acido galico, luego se adicionaron 3 mL de agua destilada, 0.5 mL de Reactivo
de Folin-Ciocalteu y 1.5 mL de carbonato de sodio 7.5 % para un volumen final de 6 mL

en tubos de ensayo. Finalmente se midieron las absorbancias a 760 nm.
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GRAFICO DE CALIBRACION

En la Tabla 13 se pueden observar las absorbancias promedio correspondientes a
concentraciones de 40, 80, 120, 160, 200 y 400 ppm de acido galico.

Tabla 13. Absorbancias promedio a 760 nm

CONCENTRACION

(mgiL) ABSORBANCIA PROMEDIO S CV %
40 0.054 0.065 0.046 0.055 0.010 6.24
80 0.128 0.139 0.119 0.129 0.010 5.25
120 0.187 0.168 0.179 0.178 0.010 5.12
160 0.248 0.235 0.237 0.240 0.007 2.92
200 0.312 0.306 0.306 0.308 0.003 0.97
400 0.639 0.626 0.642 0.636 0.009 1.42

Elaboracion: Fuente propia

Asi mismo, en la Figura 25 se observa la ecuacion de la recta asi como el coeficiente
de correlacion lineal de 0.9991, el cual nos indica que existe una correlacion lineal
entre la concentracion y la respuesta (absorbancia promedio), ya que la USP indica que
para que un método sea lineal es necesario que el valor de r? sean mayores o iguales a
0.995.

Segun la ecuacion dada por Horwitz, para determinar el coeficiente de variacion (CV),
el cual nos dice que, el coeficiente de variacion de los valores medios dados
aumentaran a medida que disminuya la concentracion del analito, por lo tanto para la
precision del método, el coeficiente de variacién debe ser menor al 10% (6,24- 5,25-
5,12- 2,92- 0,97- 1,42).

Por lo tanto, se puede decir que los valores obtenidos se encuentran dentro del rango

aceptado.
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Figura 25. Gréfico de calibracion
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Fuente: Elaboracion propia.

Ecuacion de la recta

y=0.0016x—-0.01

a: Intercepto -0.01
b: Pendiente 0.0016
y: Absorbancia

x: Concentracion (mg/L)

Con dichos resultados es probable cuantificar compuestos fendlicos en los extractos de

Llantén y Granada.
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CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS EN EXTRACTOS
EXTRACTO METANOLICO DE GRANADA

En la Tabla 14 se observa las absorbancias obtenidas luego de analizar el extracto
metanolico de Punica Granatum L. “Granada” obteniéndose una concentracion
promedio de 394.8 mg/L de compuesto fendlicos usando la ecuacion de la recta y como
compuestos fendlicos totales se obtuvo un 26% lo que significa 26g de polifenoles por
cada 100 g de muestra.

Tabla 14. Concentracion de compuestos fendlicos en Punica Granatum L. “Granada”

Muestra ABSORBANCIA CONCENTRACION (mg/L)
1 0.628 398.8
2 0.633 401.9
3 0.604 383.8
Promedio 394.8

Fuente: Elaboracion propia

EXTRACTO METANOLICO DE LLANTEN

En la Tabla 15 se observa las absorbancias obtenidas luego de analizar el extracto
metandlico de Plantago lanceolata L. “Llantén” obteniéndose una concentracion
promedio de 115.4 mg/L de compuesto fendlicos usando la ecuacion de la recta y como
compuestos fendlicos totales se obtuvo 7.96%, lo que significa que hay 7.76g de

polifenoles por cada 100g de muestra.

Tabla 15.Concentracion de compuestos fenolicos en Plantago lanceolata L “Llantén”

Muestra ABSORBANCIA CONCENTRACION (mg/L)
1 0.174 115.0
2 0.185 121.9
3 0.165 109.4
Promedio 115.4

Fuente: Elaboracion propia
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VIl. PREPARACION DE GELES DE LOS EXTRACTOS DE LLANTEN Y
GRANADA

En la Tabla 16 se observa la técnica de elaboracion de geles siendo las concentraciones

trabajadas de 15% y 30% como se muestra a continuacion:

— Gel con extracto seco de Plantago lanceolata L. 15 y 30%,
— Gel con extracto seco de Punica Granatum L. 15 y 30%,

— Gel de ambos extractos 15 y 30%

Tabla 16. Elaboracion de geles de los extractos de Granada y Llantén
Blanco Llantén Llantén  Mixto Mixto Granda Granda

Gel

15% 30% 15% 30% 15% 15%
Carbopol 29 29 29 29 29 29 29
Propilenglicol 5mL 5mL 5mL 6 mL 7mL 5mL 5mL

Metilparabeno 0.08 g 0.08 g 0.08 g 0.08 g 0.08 g 0.08 g 0.08 g

Propilparabeno  0.02g 002g 002g 002g 002g 002g 0.02g

Trietanolamina
pH=7 pH=7 pH=7 pH=7 pH=7 pH=7 pH=7
csp.

Extracto seco

- 159 309 759 159 - -
Llanten

Extracto seco

Granada

Etanol 96° 15 mL. 15 mL. 15 mL. 15 mL. 15 mL. 15 mL. 15 mL.

Agua destilada

100 mL. 100 mL. 100 mL. 100mL. 2100 mL. 100 mL. 100 mL.
csp.

Fuente: Elaboracion propia.
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A continuacion, en la Figura 26 se observan los geles preparados en los laboratorios de
la Universidad Catdlica de Santa Maria los cuales presentaron buena estabilidad y

fueron aptas para continuar con los objetivos del presente proyecto.

Figura 26. Gel Blanco

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 27. Geles de los extractos de Granada y Llantén

Fuente: Elaboracion propia.
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VIll. INDUCCION DE INFLAMACION EN ANIMALES DE
EXPERIMENTACION

ENSAYO BLANCO

Se tomaron un grupo de ratas a las cuales se les midi6 el volumen inicial de la pata
derecha posterior con el pletismometro digital, dicho procedimiento se repitié durante 9
horas en intervalos de tiempo determinados (Tabla 17). Como muestra en dicha tabla los
valores de volumen de pata no varian en funcién del tiempo debido a que no se

administré ningun agente que produzca inflamacion.

Tabla 17. Volumen inicial de la pata posterior de ratas blanco

Tiempo Volumen de pata (mL) Desviacion Estandar
(Minutos)
0 0.814 0.05
5 0.814 0.05
65’ 0.816 0.05
150° 0.816 0.05
270" 0.812 0.05
360° 0.808 0.04
450° 0.814 0.05
540" 0.820 0.05
Promedio 0.814

Fuente: Elaboracidn propia.

En la Figura 28 se observa que durante las 9 horas de seguimiento a las ratas del grupo
blanco los volimenes de pata se mantienen constantes, oscilando en un promedio de
(0.814+0.05) mL.
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Figura 28. Volumen de pata en el grupo Blanco.
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Fuente: Elaboracion propia.

GRUPO CONTROL (APLICACION DE CARRAGENINA)
El grupo control de ratas fueron evaluadas midiendo el volumen inicial de la pata
derecha de cada una, luego se administré 0.1 mL de una solucion de carragenina al 1 %

para luego hacer un seguimiento en intervalos de tiempo durante 8 horas (Figura 29).

Carragenina

PletismOmetro

Figura 29. Administracion de carragenina y medicion en un pletismometro

En la tabla 18 se presentan los resultados obtenidos luego de la aplicacion de
carragenina a cada rata del grupo control en la cual se ve un incremento en el volumen
de la pata.
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Tabla 18. Volumenes de pata del grupo control post aplicacion de carragenina

Tiempo Volumen de pata (mL) Desviacion Estandar
(Minutos)

0 0.814 0.048

5 0.834 0.028

65 0.952 0.048
150° 1.442 0.046
270" 1.584 0.045
360° 1.626 0.039
450' 1.648 0.043
540’ 1.646 0.040

Fuente: Elaboracion propia.

En la Figura 30 se evidencia la efectividad de la carragenina al 1 % debido a que se
produjo un incremento en el volumen de la pata de cada rata (inflamacion) a partir de las
primeras horas incrementandose desde 0.814 hasta 1.646 mL. Sin embargo se nota que a

partir de las 5 horas la tendencia de la inflamacion tiende a ser constante.

Figura 30. Aumento del volumen de pata (inflamacion) producido por carragenina
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Fuente: Elaboracion propia.
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IX. EVALUACION DEL EFECTO ANTIINFLAMATORIO ASISTIDO POR
EXTRACTOS DE GRANADA Y LLANTEN

1. EFECTO ANTIINFLAMATORIO de Plantago lanceolata L. “LLANTEN”

Para evaluar el efecto antiinflamatorio de Plantago lanceolata L. “Llantén” se midi6 el
volumen de pata inicial de cada rata, luego de media hora aproximadamente se
administr6 0.1 mL de carragenina al 1 % y se midié el volumen de inflamacién
producida.

A las 3 horas aproximadamente se aplicaron los geles de 15 % y 30 % de Plantago
lanceolata L. “Llantén” (Ver figura 31) preparados y se procedié a medir el volumen de

pata en el pletismémetro.

Figura 31. Aplicacion de gel antiinflamatorio

En la Tabla 19 se observa los resultados obtenidos antes y después de aplicar los geles
de Plantago lanceolata L. “Llantén” a concentraciones de 15 % y 30 %. Como se
muestra en dicha tabla a las 8.05 horas se produce la aplicacion de la carragenina,
posterior a dicha aplicacion se produce una inflamacién incrementando el volumen de
pata a valores de 1.19 mL y 1.33 mL, posteriormente a las 3.55 horas se aplicaron
ambos geles mostrandose una disminucion de la inflamacion producida hasta valores de
0.98 mL para el gel de 15 % y 0.94 % para el gel de 30 %.
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Tabla 19. Resultados del efecto antiinflamatorio de Plantago lanceolata L. “Llantén”

Tiempo Gel (15%) Gel (30%0)
(Minutos)

0 0.81 0.81

5' 0.84 0.86

65 0.88 0.92
150° 1.19 1.33
270 1.16 1.28
360° 12403 1.21
450 1.07 1.08
540° 0.98 0.94

Fuente: Elaboracion propia.

En la Figura 32 se puede evidenciar que al aplicar carragenina a la media hora
aproximadamente (0.6 horas) se produce un incremento en el volumen de la pata
(inflamacion), sin embargo cuando se aplican los geles dicha inflamacion empieza a

disminuir a medida que avanza el tiempo tanto con el gel de 15 % como del 30 %.

Al evidenciar una disminucion de la inflamacién cuando se aplicaron ambos geles fue
necesario establecer la concentracion mas adecuada para que se produzca un mejor
efecto antiinflamatorio por lo cual se procedié a comparar ambos geles de diferente
concentracion, mediante la ayuda del pletismémetro, que mediré el nuevo volumen que
la pata tendra luego de la aplicacién de carragenina y haber esperado un tiempo
prudente para dejar que esta actué e inflame la pata donde fue administrada

previamente.
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Figura 32. Efecto antiinflamatorio de Plantago lanceolata L. “Llantén”
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Fuente: Elaboracion propia.

Sin embargo, para comparar dichos efectos en la tabla 20, se expresaron los resultados
obtenidos en porcentaje de disminucion de la inflamacion a partir de la aplicacion de
ambos geles que fue a las 3.55 horas, como este tiempo corresponde a la inflamacion
méaxima producida se le considero como tiempo cero ya que a partir de este se evaluara

el efecto de los extractos.

Tabla 20. Porcentajes de disminucién de la inflamacion

GEL DEL EXTRACTO DE LLANTEN

Tiempo (horas) aplicado

el tratamiento Gel (15%) Gel (30%)
0.0 100.00 100.00
15 91.10 90.23
3.0 83.25 76.95
4.3 69.11 5117
6.0 45.55 25 00

Fuente: Elaboracidn propia.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPQSITORIO DE »f,-» UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

En la figura 33 se esquematiza los resultados obtenidos en la tabla 19 y se observa que
la inflamacion disminuye en funcion del tiempo en que el gel tiene contacto con el area
donde se aplico carragenina logrando un porcentaje de disminucion de la inflamacion
de 75 % para el gel de Plantago lanceolata L. “Llantén al 30 % seguido de un 54.45 %
para el gel de concentracion del 15 % donde se puede concluir que a mayor

concentracion del extracto (gel al 30 %) posee mayor efectividad.

Pasadas las 6 horas no se llegd al estado inicial de la pata del animal, sin embargo se
puede notar una diferencia significativa, si es que comparamos la pata con el grupo
control de la carragenina frente a la Gltima medicién después de haber administrado los

tratamientos.

Figura 33. Disminucion de la inflamacion porcentual por geles de llantén
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Fuente: Elaboracion propia.

Para poder establecer si existe alguna diferencia significativa se procedio a realizar un
andlisis estadistico usando el test F. en la Tabla 22 se observan los resultados obtenidos
luego de aplicar dicha herramienta estadistica donde se observa que el F practico (0.163)
es mayor que el F tedrico lo que indica que existe diferencia significativa al 95 % de
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confianza entre los geles de Llantén a concentraciones de 15 % y 30 %, con lo cual se
concluye que el gel al 30 % presenta mayor efectividad al disminuir en mayor

proporcion la inflamacion.

Tabla 21. Inflamacion a las 6 horas de tratamiento para Llantén

Rata Gel 15% Gel 30 %
1 45.83 23.35
2 44.90 25.74
3 45.36 23.62
4 46.29 26.01
5 45.36 26.27

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 22. Prueba F para varianzas de dos muestras (Llanten)

Gel 15% Gel 30 %
Media 45.55 25
Varianza 0.279 1.951
Observaciones 5 5
Grados de libertad 4 4
F 0.163
P(F<=f) una cola 0.043
Valor critico para F (una cola) 0.157

Fuente: Elaboracion propia.

2. EFECTO ANTIINFLAMATORIO de Punica Granatum L. “GRANADA”

Para evaluar el efecto antiinflamatorio de Punica Granatum L. “Granada” se midio el
volumen de pata inicial de cada rata, luego de media hora aproximadamente se
administré 0.1 mL de carragenina al 1 % y se midio el volumen de inflamacion
producida. A las 3 horas aproximadamente se aplicaron geles de 15 % y 30 % de Punica
Granatum L. “Granada” y se procedio a medir el volumen de pata en el pletismometro.

(Ver Figura 34). Por otro lado, en la Tabla 23 se observa los resultados obtenidos antes y
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después de aplicar los geles de Punica Granatum L. “Granada” a concentraciones de 15
% y 30 %. Como se muestra en dicha tabla a las 0.6 horas se produce la aplicacién de la
carragenina, posterior a dicha aplicacion se produce una inflamacion incrementando el
volumen de pata a valores de 1.37 mL y 1.41 mL, posteriormente a las 3.55 horas se
aplicaron ambos geles mostrandose una disminucion de la inflamacién producida hasta
valores de 1.28 mL para el gel de 15 % y 1.19 % para el gel de 30 %.

Tabla 23. Resultados del efecto antiinflamatorio de Punica Granatum L. “Granada”

Tiempo Gel (15%) Gel (30%0)
(Minutos)
0 0.80 0.82
5' 0.83 0.84
65’ 0.93 0.91
150° 1.37 1.41
270" 1.36 1.37
360" 1.35 131
450" 182 1.28
540 1.28 1.19

Fuente: Elaboracion propia.

En la Figura 34 se puede evidenciar que al aplicar carragenina a la media hora
aproximadamente (0.6 horas) se produce un incremento en el volumen de la pata
(inflamacién), sin embargo cuando se aplican los geles dicha inflamacion empieza a

disminuir a medida que avanza el tiempo tanto con el gel de 15 % como del 30 %.

Al evidenciar una disminucién de la inflamacion cuando se aplicaron ambos geles fue
necesario establecer la concentracion més adecuada para que se produzca un mejor
efecto antiinflamatorio por lo cual se procedi6 a comparar ambos geles de diferente
concentracion, mediante el uso del pletismometro digital, que volvera a medir el nuevo

volumen, causado por la carragenina, previamente administrada, y que causo la

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

SNV
TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

inflamacion pertinente, luego se aplicé los geles mencionados previamente y se volvio a

medir para obtener en cuanto se redujo la inflamacién.

Figura 34. Efecto antiinflamatorio de Punica Granatum L. “Granada”
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Fuente: Elaboracion propia.

Sin embargo, para comparar dichos efectos en la Tabla 24 se expresaron los resultados
obtenidos en porcentaje de disminucion de la inflamacion a partir de la aplicacion de
ambos geles.

Tabla 24. Porcentajes de disminucion de la inflamacion
GEL DEL EXTRACTO DE GRANADA

Tiempo después de la aplicacion

(horag) Gel (15%) Gel (30%)
0.0 100.00 100.00
1.45 98.94 93.52
3.00 97.18 84.30
4.30 91.20 77.82
6.00 84.86 63.48

Fuente: Elaboracion propia.
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En la Figura 35 se esquematiza los resultados obtenidos en la tabla 23 y se observa que
la inflamacidn disminuye en funcién del tiempo en que el gel tiene contacto con el area
donde se aplico carragenina logrando un porcentaje de disminucion de la inflamacién de
36.52 % para el gel de 30 % y un 15.14 % para el gel de 15 % donde se puede concluir
que el gel al 30 % posee mayor efectividad.

Figura 35 Disminucion de la inflamacion porcentual por geles de Granada
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Fuente: Elaboracion propia.

Para poder establecer si existe alguna diferencia significativa se procedi6 a realizar un
andlisis estadistico usando el test F. en la Tabla 26 se observan los resultados obtenidos
luego de aplicar dicha herramienta estadistica donde se observa que el F practico (0.711)
es mayor que el F tedrico lo que indica que existe diferencia significativa al 95 % de

confianza entre los geles de Granada a concentraciones de 15% y 30 %, con lo cual se
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concluye que el gel al 30 % presenta mayor efectividad al disminuir en mayor

proporcion la inflamacion.

Tabla 25. Inflamacién a las 6 horas de tratamiento para Granada

Rata Gel 15% Gel 30 %
1 89.36 62.84
2 85.39 59.11
3 80.09 66.57
4 85.39 64.97
5 84.07 63.91

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 26. Prueba F para varianzas de dos muestras (Granada)

Gel 30 % Gel 15%
Media 63.48 84.86
Varianza 7.856 11.042
Observaciones 5 5
Grados de libertad 4 4
F 0.711
P(F<=f) una cola 0.375
Valor critico para F (una cola) 0.157

Fuente: Elaboracion propia.

Como se puede observar en los resultados previos, los geles a base de Granada tienen un

menor efecto antiinflamatorio si los comparamos frente a los geles a base de Llantén.

3. EFECTO ANTIINFLAMATORIO de Punica Granatum L. “GRANADA” EN
COMBINACION CON Plantago lanceolata L “LLANTEN”

Para evaluar el efecto antiinflamatorio de Punica Granatum L. “Granada” en
combinacion con Plantago lanceolata L “Llantén” se midié el volumen de pata inicial
de cada rata, luego de media hora aproximadamente se administré 0.1 mL de

carragenina al 1 % vy se midié el volumen de inflamacién producida.
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A las 3 horas aproximadamente se aplicaron geles de 15 % y 30 % de Punica Granatum
L. “Granada” en combinacion con Plantago lanceolata L “Llantén” (50:50) y se
procedi6 a medir el volumen de pata en el pletismémetro. Por otro lado en la Tabla 25 se
observa los resultados obtenidos antes y después de aplicar los geles a concentraciones
de 15 % y 30 %.

Tabla 27. Resultados del efecto antiinflamatorio de Punica Granatum L. “Granada” con
Plantago lanceolata L “Llantén”

Wby Gel (15%) Gel (30%)

0 0.80 0.77

=) 0.83 0.80
65° 0.92 0.95
150" 1.42 152
270" 1.39 1.46
360" 1.35 1.43
450° 1.31 1.34
540" 1.22 115

Fuente: Elaboracion propia.

En la Figura 36 se puede evidenciar que al aplicar carragenina a la media hora
aproximadamente (0.6 horas) se produce un incremento en el volumen de la pata
(inflamacidn), sin embargo cuando se aplican los geles dicha inflamacion empieza a

disminuir a medida que avanza el tiempo tanto con el gel de 15 % como del 30 %.

Al evidenciar una disminucién de la inflamacion cuando se aplicaron ambos geles fue
necesario establecer la concentracion mas adecuada para que se produzca un mejor

efecto antiinflamatorio por lo cual se procedi6 a comparar ambos geles de diferente
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concentracion, sin embargo, para comparar dichos efectos en la Tabla 28 se expresaron
los resultados obtenidos en porcentaje de disminucion de la inflamacion a partir de la
aplicacion de ambos geles.

Figura 36. Efecto antiinflamatorio de Punica Granatum L. “Granada” con Plantago
lanceolata L. “Llantén”
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Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 28. Porcentajes de disminucién de la inflamacion.

GEL DE EXTRACTO DE LLANTEN Y GRANADA

Tiempo después de la

aplicacion (horas) Sl Gel (30%0)
0.00 100.00 100.00
145 94.89 61.47
3.00 87.86 87 47
430 82.43 76.27
6.00 68.37 51.20

Fuente: Elaboracion propia.
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En la Figura 37 se esquematiza los resultados obtenidos en la tabla 28 y se observa que
la inflamacion disminuye en funcion del tiempo en que el gel tiene contacto con el area

donde se aplico carragenina logrando un porcentaje de disminucion de la inflamacion de

48.80 % para el gel de 30 % y un 31.63 % para el gel de 15 % donde se puede concluir
que el gel al 30 % posee mayor efectividad.

Para poder establecer si existe alguna diferencia significativa se procedio a realizar un
andlisis estadistico usando el test F. en la Tabla 30 se observan los resultados obtenidos
luego de aplicar dicha herramienta estadistica donde se observa que el F practico (0.199)
es mayor que el F tedrico lo que indica que existe diferencia significativa al 95 % de
confianza entre los geles de Granada con Llantén a concentraciones de 15% y 30 %, con

lo cual se concluye que el gel al 30 % presenta mayor efectividad al disminuir en mayor

proporcion la inflamacion.

Figura 37. Disminucion de la inflamacion porcentual por geles de Granada con Llantén
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Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 29. Inflamacién a las 6 horas de tratamiento para Granada con Llantén

Rata Gel 15% Gel 30 %
1 65.91 58.56
2 62.00 52.80
3 69.82 43.92
4 72.62 51.02
5 71.50 49.69

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 30. Prueba F para varianzas de dos muestras (Granada con Llantén)

Gel 15% Gel 30 %
Media 68.37 51.2
Varianza 19.126 28.011
Observaciones 5 5
Grados de libertad 4 4
F 0.683
P(F<=f) una cola 0.360
Valor critico para F (una cola) 0.157

Fuente: Elaboracion propia.

4. ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS TRES GELES

En la tabla 31 se observan los resultados de los tratamientos de los tres geles al 30 % ya

que a esta concentracion demostraron una mayor efectividad frente a la inflamacion

producida por carragenina.

Tabla 31. Efecto antinflamatorio de geles al 30 %

TIEMPO GEL DEL
GEL DEL EXTRACTO GEL DEL EXTRACTO DE
EXTRACTO DE
(horas) DE GRANADA GRANADA Y LLANTEN

LLANTEN
0.0 100.00 100,00 100.00
15 90.23 9352 91.47
3.0 76.95 84.30 87.47
43 5117 77.82 76.27
6.0 25.00 63.48 51.20

Fuente: Elaboracion propia.
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Por otro lado, en la tabla 32 presentan los porcentajes de disminucion obtenidos luego de

la aplicacion de los geles al 30 % tanto de Granada, Llantén y la combinacion de ambos.

Como se observa en la tabla 32 se puede evidenciar que el extracto de Llantén tiene
mayor efecto antiinflamatorio tanto de la combinacion de ambos extractos como de la

Granada solamente. Por lo cual no existe un sinergismo al combinar ambos extractos.

Tabla 32. Porcentajes de disminucion de la inflamaciéon

% de disminucion de la
TRATAMIENTO ) »
inflamacién a las 6 horas

GEL DEL EXTRACTO DE LLANTEN (30%) 75.00
GEL DEL EXTRACTO DE GRANADA (30%o) 36.52

GEL DEL EXTRACTO DE GRANADA Y LLANTEN
(30%)

48.80

Fuente: Elaboracion propia.

Asi mismo en la Figura 38 se evidencia que el mejor gel que logra un porcentaje
antiinflamatorio de un 75.00 % es el de Plantago lanceolata L. “Llantén”, por otro lado
la combinacion de ambas muestras presenta un porcentaje antinflamatorio de 48.80 %,
este es claramente menor a la de solo Llantén, sin embargo el gel de Punica Granatum
L. “Granada disminuye solo un 36.52 %, es probable que incrementando el tiempo de

aplicacion o concentracion de Granada se logre resultados méas 6ptimos.

Posiblemente los taninos curten la piel y puede que estos eviten que pase el llantén por
eso se ve una disminucidn en el efecto del Ilantén o tal vez presentan otras estructuras

quimicas que al juntarlas se antagonizan.
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Figura 38. Efecto antiinflamatorio de los geles al 30 % de cada tratamiento
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Fuente: Elaboracion propia.
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Conclusiones

1. Se lograron obtener los extractos alcoholicos de las especies botanicas Plantago

Lanceolata L. “Llanten” y Punica Granatum L. “Granada” previamente identificadas.

2. Se identifico la presencia de flavonoides en los extractos metandlicos de Punica
Granatum L. “Granada”, mediante TLC habiendo usado una fase movil de acetato de
etilo: &cido acético: acido formico: agua (100: 11: 11: 26) y como revelador AICI; al
1%.

3. Se identifico la presencia de flavonoides en los extractos metandlicos de Plantago
Lanceolata L “Llantén”, mediante TLC habiendo usado una fase moévil de acetato de
etilo: &cido acético: acido formico: agua (100: 11: 11: 26) y como revelador AICI; al
1%.

4. Se prepararon los geles de 15 y 30% respectivamente a partir de los extractos
metanolicos de Plantago Lanceolata L. “Llanten” y Punica Granatum L. “Granada”,

asi como el gel mixto a 15 y 30%.

5. Se evaluo el efecto antiinflamatorio de Plantago Lanceolata L. “Llanten”
encontrandose que el gel al 30% disminuyd la inflamacion en un 75%, siendo este
superior al obtenido por el gel al 15% que disminuy6 un 54.45%; mientras que en
Punica Granatum L. “Granada”, el gel al 30% disminuy6 la inflamacion un 36.22%,
mientras que el gel al 15% disminuyo un 15.14%. Finalmente el gel mixto a una
concentracion de 30% redujo la inflamacién en 48.80%, mientras que el gel mixto al
15% redujo la inflamacion en 31.63%. El gel a base de Plantago lanceolata L. a una
concentracion del 30% es mucho mas efectivo que los demas, incluso que el gel mixto,

por lo tanto podemos afirmar que no presenta sinergismo.
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Sugerencias

1. Realizar nuevos pruebas en otras especies de animales de experimentacion con el
objetivo de confirmar el efecto antiinflamatorio de los geles a base de Punica

Granatum L., Plantago Lanceolata L. y el gel mixto a sus diferentes concentraciones.

2. Se sugiere realizar estudios de la capacidad antiinflamatoria de las mismas plantas pero
ubicadas en una zona diferente del pais, ya sea otro valle o incluso ciudad, para asi
poder cotejar resultados y ver si el factor climatico afecta la capacidad antiinflamatoria
de dichas plantas.

3. Realizar una separacion de los metabolitos presentes en los extractos secos por Punica
Granatum L. y Plantago Lanceolata L.y asi determinar cual de estos posee el efecto

que inhibe la inflamacion.

4. Confirmar demas propiedades medicinales que la poblacion atribuye a dichas plantas,

mediante pruebas que utilicen el método cientifico.
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Anexo 1

\ulp vs
"™\ . UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN i il B
{“' \}- FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS 5{ “on '\:
< j DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA A\ /3
HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA) "%};{c:'

CONSTANCIA N2 026-2016-HUSA

-

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

HACE CONSTAR:

Que la muestra fresca del espécimen presentada por Daniel Amilcar Jacobo Cardenas y Gleizy
Fatima Zudiga Ortiz egresado de la Escuela Profesional y Académica de Farmacia y Bioguimica de
la Facultad de Ciencias Farmacéuticas, Bioquimicas y Biotecnolégicas de la Universidad Catdlica de
Santa Maria, para la realizacion de su tesis “Evaluacién del efecto antiinflamatorio tépico de la
asociacion del extracto de “granada y “llantén” en animales de experimentacion, Arequipa 2016".
La muestra fue traida al Laboratorio de Botanica al estado fenoldgico fresco de la localidad de
Majes el Pedregal, para su determinacion en el Herbarium Areqgipense (HUSA) y corresponde a la

siguiente clasificacién y especie.

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsidae
Subclase  Asteriae

Orden Lamiales
Familia Plantaginaceae
Genero Plantago

Especie Plantago lanceolata L

Arey gp U0Y

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

AREQUIPA = PERU
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Anexo 2

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN - 2=

A
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS g/@g& 3
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA S \\u/ .
HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA) ey 9o

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsidae ¢
Orden Myrtales

Familia Lythraceae

Subfamilia Punicoideae

Genero Punica

Especie Punica granatum L

Se expide la presente a solicitud del interesado para los fines que se estimen convenientes.

Arequipa 19 de setiembre del 2016
e

Blgo. Leoficio Marifo 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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Anexo 3

Preparacion del gel base

Formula
Componentes Cantidad
Carbopol 29
Propilenglicol 5SmL
Metilparabeno 0.08 ¢
Propilparabeno 0.02¢g
Trietanolamina csp. pH=7
Etanol 96° 15 mL.
Agua destilada csp. 100 mL.

Elaboracion: Fuente propia

Preparacion del gel al 15% con extracto seco de Plantago Lamceolata L. (Llantén)

Formula
Componentes Cantidad
Carbopol 29
Propilenglicol 5mL
Metilparabeno 0.08 g
Propilparabeno 0.02¢g
Trietanolamina csp. pH=7
Extracto seco 15¢g
Etanol 96° 15 mL.
Agua destilada csp. 100 mL.

Elaboracion: Fuente propia
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Preparacion del gel al 30% con extracto seco de Plantago Lanceolata L. (LIantén)

Formula

Componentes Cantidad
Carbopol 29
Propilenglicol 5mL
Metilparabeno 0.08 g
Propilparabeno 0.02¢g
Trietanolamina csp. pH=7
Extracto seco 309

Etanol 96° 15 mL.
Agua destilada csp. 100 mL.

Elaboracion: Fuente propia

Preparacion del gel al 15% con extracto seco de Punica Granatum L. (Granada)

Formula
Componentes Cantidad
Carbopol 20r.
Propilenglicol 5mL
Metilparabeno 0.08 g
Propilparabeno 0.02¢g
Trietanolamina csp. pH=7
Extracto seco 159
Etanol 96° 15 mL.
Agua destilada csp. 100 mL.

Elaboracion: Fuente propia

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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Preparacion del gel al 30% con extracto seco de Punica Granatum L. (Granada)

Formula
Componentes Cantidad
Carbopol 20r.
Propilenglicol 5mL
Metilparabeno 0.08 g
Propilparabeno 0.02 g
Trietanolamina csp. pH=7
Extracto seco 300
Etanol 96° 15 mL.
Agua destilada csp. 100 mL.

Elaboracion: Fuente propia

Preparacion del gel mixto al 15% con extracto seco de Plantago Lanceolata L. (Llantén) y

Punica Granatum L. (granada)

Formula
Componentes Cantidad
Carbopol 29
Propilenglicol 5mL
Metilparabeno 0.08 g
Propilparabeno 0.02¢g
Trietanolamina csp. pH=7
Extracto seco llantén 759
Extracto seco granada 75¢g
Etanol 96° 15 mL.
Agua destilada csp. 100 mL.

Elaboracion: Fuente propia

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
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Preparacion del gel mixto al 30% con extracto seco de Plantago Lanceolata L. (Llantén) y
Punica Granatum L. (granada)

Formula
Componentes Cantidad
Carbopol 29
Propilenglicol 5mL
Metilparabeno 0.08 g
Propilparabeno 0.02 g
Trietanolamina csp. pH=7
Extracto seco llantén 159
Extracto seco granada 15¢g
Etanol 96° 15 mL.
Agua destilada csp. 100 mL.

Elaboracion: Fuente propia
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Anexo 4

Grupo
control
Hora 7.45 8.05 9.05 10.30 12.45 14.00 15.30 17.00
VOLUMEN
INICIAL oda Lectura 3da 4ra Sta 6ta 7ma 8va
RATA PESO DE LA (mL) Lectura ( | Lectura | Lectura | Lectura | Lectura | Lectura
PATA (mL) mL ) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL)
1ra Lectura
Cabeza 243 g 0.85 0.86 0.86 0.86 0.85 0.84 0.85 0.85
Cola 236 g 0.87 0.87 0.87 0.88 0.87 0.86 0.87 0.87
Lomo 229 g 0.75 0.73 0.75 0.75 0.76 0.75 0.75 0.76
Pata
Delantera 2519 0.79 0.78 0.79 0.79 0.78 0.78 0.79 0.80
Pata Trasera 2339 0.81 0.83 0.81 0.80 0.80 0.81 0.81 0.82
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Anexo 5

Grupo blanco

Hora 7.45 8.00 8.05 9.05 10.30 11.00 12.45 14.00 15.30 17.00
VOLUMEN < . e
INICIAL APLI([:)AECION ot Thetlira 3ra 4ta Apllé:;cmn 5ta 6ta 7ma 8va
RATA PESO DE LA CARRAGENINA (mL) Lectura ( | Lectura ( Extracto Lectura | Lectura ( | Lectura (| Lectura
PATA (mL) 1% mL ) mL ) @ (mL) mL. ) mL ) (mL)
lra Lectura g
Cabeza 243 g 0.85 0.1 mL 0.86 0.98 1.42 2.50 1.57 1.60 1.61 1.60
Cola 236 9 0.87 0.1 mL 0.89 0.96 1.47 2.50 1.62 1.63 1.65 1.64
Lomo 2299 0.75 0.1 mL 0.77 0.91 1.39 2.50 1.53 1.59 1.62 1.63
Pata
Delantera 2509 0.79 0.1 mL 0.82 0.97 1.42 2.50 1.56 1.62 1.64 1.65
Pata Trasera 232 ¢ 0.81 0.1 mL 0.83 0.94 =58 2.50 1.64 1.69 1.72 1.71
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AnNexo 6

GEL DEL EXTRACTO DE LLANTEN AL 15%

Hora 7.45 8.00 8.05 9.05 10.30 11.00 12.45 14.00 15.30 17.00
VOLUMEN - L
IniciaL | APHISACION | | 3ra ata | APICECION | g 6ta 7ma 8va
RATA PESO DE LA CARRAGENINA (mL) Lectura | Lectura Extracto Lectura | Lectura | Lectura | Lectura
PATA (mL) 106 (mL) (mL) @) (mL) (mL) (mL) (mL)
1ra Lectura
Cabeza 240 ¢ 0.87 0.1 mL 0.89 0.93 1.24 2.5 1.19 1.15 1.11 0.99
Cola 238 ¢ 0.73 0.1 mL 0.76 0.84 1.18 2.5 1.14 1.13 1.10 0.97
Lomo 237 ¢ 0.79 0.1 mL 0.84 0.90 1.17 2.5 1.14 1.11 1.00 0.98
Pata
Delantera 235¢ 0.81 0.1 mL 0.83 0.87 1.17 2.5 1.15 1.13 1.09 1.00
Pata Trasera| 2429 0.85 0.1 mL 0.87 0.88 i 2.5 1.17 1.12 1.07 0.98
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Anexo 7/

GEL DEL EXTRACTO DE LLANTEN AL 30%

Hora 7.45 8.00 8.05 9.05 10.30 11.00 12.45 14.00 15.30 17.00
VOLUMEN . -
INICIAL APL'%AEC'ON ot I e ata Ap"gslc'on 5ta 6ta 7ma 8va
RATA PESO DE LA CARRAGENINA (mL) Lectura | Lectura Extracto Lectura | Lectura | Lectura | Lectura
PATA (mL) 1% (mL) (mL) @) (mL) (mL) (mL) (mL)
lra Lectura
Cabeza 232 g 0.84 0.1 mL 0.88 0.97 1.33 2.5 1.25 1.19 0.98 0.88
Cola 241 g 0.85 0.1 mL 0.89 0.98 1.32 2.5 1.30 1.23 1.10 0.97
Lomo 250 g 0.78 0.1 mL 0.84 0.82 1.37 2.5 1.29 1.21 1.11 0.89
Pata
Delantera 2359 0.81 0.1 mL 0.85 0.94 i 2.5 1.26 1.2 1.09 0.98
Pata Trasera | 237¢ 0.79 0.1 mL 0.82 0.9 1.31 2.5 1.28 1.21 1.1 0.99
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Anexo 8

GEL DEL EXTRACTO DE GRANADA AL 15%

Hora 7.45 8.00 8.05 9.05 10.30 11.00 12.45 14.00 15.30 17.00
VOLUMEN : i
INICIAL DE AP'—'%AEC'ON W, AT Ata Ap"g;c'on Sta 6ta 7ma 8va
RATA PESO LA PATA Lectura Lectura Lectura Lectura Lectura | Lectura
CARRAGENINA (mL) Extracto
(mL) 1ra (mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL)
1% (9)
Lectura
Cabeza 243 g 0.83 0.1 mL 0.85 0.97 1.42 2.5 1.41 1.40 1.37 1.35
Cola 239 ¢ 0.79 0.1 mL 0.82 0.94 1.39 2.5 1.39 1.37 1.32 1.29
Lomo 240 g 0.81 0.1 mL 0.84 0.90 1.31 2.5 1.30 1.31 1.27 1.21
Pata
Delantera 235¢ 0.77 0.1 mL 0.81 0.92 1.37 2.5 1.37 1.36 1.33 1.29
Pata Trasera | 237 g 0.80 0.1 mL 0.84 0.92 1.35 2.5 1.34 1.32 1.30 1.27
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Anexo 9

GEL DEL EXTRACTO DE GRANADA AL 30%

Hora 7.45 8.00 8.05 9.05 10.30 11.00 12.45 14.00 15.30 17.00
VOLUMEN . 1 ..
INICIAL DE APL'%AEC'ON Wy 4ta Ap'ggc'on 5ta 6ta 7ma 8va
RATA PESO LA PATA Lectura Lectura Lectura Lectura Lectura Lectura
CARRAGENINA (mL) Extracto
(mL) 1ra (mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL)
1% (@)
Lectura
Cabeza 258 g 0.83 0.1 mL 0.85 0.90 1.32 2.50 1.31 1.31 1.27 1.18
Cola 231 g 0.81 0.1 mL 0.84 0.93 1.35 2.50 1.33 1.27 1.23 1.11
Lomo 237 g 0.79 0.1 mL 0.81 0.89 1.58 2.50 1.47 1.34 1.31 1.25
Pata
Delantera 242 g 0.85 0.1 mL 0.86 0.91 1.4 2.50 1.37 1.33 1.3 1.22
Pata Trasera | 246 g 0.82 0.1mL 0.84 0.94 1.38 2.50 1.36 1.32 1.27 1.2
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Anexo 10

GEL DEL EXTRACTO A BASE DE LA ASOCIACION DE LLANTEN Y GRANADA AL 30%

Hora 7.45 8.00 8.05 9.05 10.30 11.00 1245 | 1400 | 1530 | 17.00
VOLUMEN , -0
INICIAL APL'%AEC'ON S mE Ata Ap"(;:;c'on 5ta 6ta 7ma 8va
RATA PESO DE LA CARRAGENINA (mL) Lectura Lectura Extracto Lectura Lectura Lectura Lectura
PATA (mL) 104 (mL) (mL) @) (mL) (mL) (mL) (mL)
1ra Lectura
Cabeza 234 g 0.78 0.1mL 0.81 0.97 1.83 25 1.77 1.74 167 1.32
Cola 237 g 0.76 0.1mL 0.79 0.1 1.54 25 1.43 1.39 1.29 1.19
Lomo 242 g 0.76 0.1mL 0.80 0.99 1.37 25 131 1.29 117 0.99
Pata
Delantera | 230 g 0.74 0.1 mL 0.77 0.93 1.42 25 1.38 1.35 1.29 1.15
Pata Trasera | 243 g 0.81 0.1 mL 0.84 0.97 1.44 25 1.39 1.36 1.29 112
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Anexo 11

GEL DEL EXTRACTO A BASE DE LA ASOCIACION DE LLANTEN Y GRANADA AL 30%

Hora 7.45 8.00 8.05 9.05 10.30 11.00 12.45 14.00 15.30 17.00
VOLUMEN - N
INICIAL APLI%’ECION b 1aBiirn 3ra 4ta Apll(;:;uon 5ta 6ta 7ma 8va
RATA PESO DE LA CARRAGENINA (ML) Lectura Lectura Extracto Lectura Lectura | Lectura | Lectura
PATA (mL) 1% (mL) (mL) @) (mL) (mL) (mL) (mL)
lra Lectura
Cabeza 234 g 0.78 0.1 mL 0.81 0.97 1.83 2.5 1.77 1.74 1.67 1.32
Cola 2374 0.76 0.1 mL 0.79 0.91 1.54 2.5 1.43 1.39 1.29 1.19
Lomo 242 g 0.76 0.1 mL 0.80 0.99 1.37 2.5 1.31 1.29 1.17 0.99
Pata
Delantera 230 g 0.74 0.1 mL 0.77 0.93 1.42 2.5 1.38 1.35 1.29 1.15
Pata Trasera | 243 ¢ 0.81 0.1 mL 0.84 0.97 1.44 2.5 1.39 1.36 1.29 1.12
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Anexo 12

Calculo de la concentracién de compuestos fendlicos totales en Punica Granatum L.
“Granada”

Para la muestra 1: Absorbancia 0.628 =y ---- entonces
0.628 = 0.0016 x — 0.01
x =398.8mg/L

Para la muestra 1: Absorbancia 0.633 =y ---- entonces
0.633 =0.0016 x — 0.01
x=401.9mg/L

Para la muestra 1: Absorbancia 0.633 =y ---- entonces
0.604 = 0.0016 x — 0.01
x =383.8mg/L
El promedio es de 394.83 mg/L

mg
39483—=~ 15

394.83 mg

159 = 263.22mg/g

26322™9 » — 19 100
“47g ¥ 1000 mg *

x=26.32%

Luego de haber realizado la prueba de Folin Ciocalteau podemos decir que encontramos un
26% de Compuestos fendlicos totales en Punica Granatum L. “Granada”.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

Anexo 13

Calculo de la concentracién de compuestos fendlicos totales en Plantago Lanceolata L.
“Granada”

Para la muestra 1: Absorbancia 0.174 =y ---- entonces
0.174 = 0.0016 x — 0.01
x =153.0mg/L

Para la muestra 1: Absorbancia 0.185 =y ---- entonces
0.185 = 0.0016 x — 0.01
x=121.9mg/L

Para la muestra 1: Absorbancia 0.165 =y ---- entonces
0.165 = 0.0016 x — 0.01
x=109.04mg/L
El promedio es de 115.4 mg/L

mg

115.4mg

= 76.
15 6.93mg/g

mg lg
93— x ——— x 1
76.93 y X 1000mgx 00

x=17.96%

Luego de haber realizado la prueba de Folin Ciocalteau podemos decir que encontramos un
7.96% de Compuestos fendlicos totales en Plantago Lanceolata L. “Llantén”.
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