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RESUMEN

Se realiz6 un estudio experimental en ratas machos de la especie Rattus rattus,
variedad Wistar novergicus, con el objetivo de evaluar el posible efecto diurético,
obteniendo extractos de diferentes polaridades de Laurus nobilis L. “Laurel”, e
identificar los principales grupos de metabolitos secundarios que pudieran ser los

posibles responsables de dicho efecto diurético.

Se usaron hojas frescas de Laurus nobilis L. “Laurel” y se les realiz6 un analisis
organoléptico, posteriormente fueron desecadas y trituradas para la extraccion de sus
principios activos, usando solventes de distintas polaridades, luego se determind el
porcentaje de rendimiento de extracto seco. Encontrandose un rendimiento de 17.8 % de

extracto seco para el etanol, 5.8 % para el acetato de etilo y 3.1 % para el hexano.

Se realiz6 una primera prueba piloto para la cual se administré a las ratas por via
oral, los diferentes extractos secos (etanol, acetato de etilo y hexano) a una dosis de
0.0587 g/kg de peso suspendidas en agua. Se midio la excrecion de volumen urinario de
las ratas y el que presenté mayor diuresis fué el extracto etanolico seco. En la segunda
prueba piloto se probaron 3 niveles de dosis: 0.0294, 0.0587 y 0.1154 g/kg de peso

corporal, siendo la dosis de 0.0587 g/kg de peso la que provocé mayor diuresis.

Los resultados fueron comparados con los obtenidos por la Hidroclorotiazida en
la dosis de 0.002 g/kg de peso (diurético de referencia) y con el agua (control) y se las
suspendio en volumenes de 5 ml para su administracién por via oral. La excrecion
urinaria se midié por hora hasta la sexta hora y de la décimo octava a la vigésimo cuarta
hora y seguidamente se procedio a analizar la concentracion de sodio y potasio presente
en las muestras, ademas de determinar la densidad de cada muestra. Se midid el
volumen urinario de las 24 horas con la finalidad de determinar el VMO (volumen
minuto de orina) de cada tratamiento. Mediante un analisis estadistico respectivo, se
pudo comprobar la similitud entre la accion diurética del extracto y la Hidroclorotiazida
en relacion del volumen urinario, excrecion de los electrolitos sodio y potasio, y

también el VMO (volumen minuto de orina), por lo que el extracto del Laurus nobilis L.
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“Laurel” si posee efecto diurético acompafiada de natriuresis y kaliuresis significativa.
Mientras que los valores de densidad se encuentran dentro del rango de valores

normales.

También se realiz6 un estudio fitoquimico preliminar, mediante la técnica de
cromatografia de capa fina, en el que se identificaron terpenos, taninos, saponinas,

flavonoides y alcaloides.
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ABSTRACT

We conducted an experimental study in male rats of the species Rattus rattus,
Wistar novergicus strain, with the objective of evaluating the potential diuretic effect,
obtaining extracts of different polarities of Laurus nobilis L. "Laurel”, and identify the
major groups of secondary metabolites that may be responsible for such potential
diuretic effect.

We used fresh leaves of Laurus nobilis L. "Laurel” and underwent sensory
analysis, were subsequently dried and crushed to extract their active ingredients, using
solvents of different polarities, then determined the percentage of dry matter yield.
Finding a yield of 17.8 % of dry extract ethanol, 5.8 % for ethyl acetate and hexane to
3.1 %.

An initial pilot test which rats were given orally, the various extracts dried
(ethanol, ethyl acetate and hexane) at a dose of 0.0587 g/kg weight suspended in water.
We measured urinary volume excretion in rats and showed higher ethanol extract
diuresis was dry. In the second pilot tested three dose levels: 0.0294, 0.0587 and 0.1154
g/ kg of body weight, the dose of 0.0587 g / kg which caused greater diuresis.

The results were compared with those obtained by the dose hydrochlorothiazide
weight 0.002g/kg (reference diuretic) and with water (control) and suspended in the
volume of 5 ml for oral administration. Urinary excretion was measured hourly until the
sixth hour and the eighteenth to the twenty — fourth hour and then proceeded to analyze
the concentration of sodium and potassium present in the samples, and to determine the
density of each sample. Urinary volume was measured 24 hours in order to determine
the VMO (urine minute volume) for each treatment. Through a statistical analysis
concerned, we noted the similarity between the abstract and diuretic
hydrochlorothiazide on urine volume, electrolyte excretion of sodium and potassium,
and also the VMO (minute volume of urine), so that the extract of Laurus nobilis L.
"Laurel" does have diuretic effect accompanied by significant natriuresis and kaliuresis.

While density values are within the range of normal values.

Xi
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We also performed a preliminary phytochemical study using the technique of
thin layer chromatography, which were identified terpenes, tannins, saponins,

flavonoids and alkaloids.

xii
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INTRODUCCION

Desde épocas pasadas el hombre ha utilizado plantas para solucionar problemas
de salud, a través de generaciones, estos conocimientos aln se conservan. En el reino de
las plantas hay abundancia de virtudes curativas, propias para las necesidades del
hombre. Tan perfecta es la naturaleza, que nos provee de todo lo que necesitamos. Las
plantas son consideradas como alternativas adecuadas en los medios de curacion. Las
practicas caseras son un componente de la medicina tradicional y es en el hogar donde
se originan los diferentes procedimientos que van dando forma a las preparaciones que
luego han ido perfeccionandose hasta llegar a las preparaciones galénicas
industrializadas actuales.

Laurus nobilis L. “Laurel” planta sagrada simbolo de gloria, fama, poder y
profecias. Coronas de laurel 6 los bien llamados lauros premiaban a los mejores en
diversas competiciones desde tiempos antiguos como en Grecia y Roma. También
conocido por ser un aromatico condimento en el arte culinario y por poseer propiedades
medicinales: digestivo, expectorante, antiséptico, carminativo, y la medicina tradicional
le atribuye efecto diurético, entre otros.

En los ultimos afios, se sabe que la vida moderna, las dietas incorrectas, la
alimentacion descuidada, la vida sedentaria, escasez de liquidos ingeridos durante la
alimentacion ocasionan algunas patologias como: hipertension arterial, edemas,
sobrepeso acompafiado de retencion de liquidos; estas patologias alteran el equilibrio
normal del organismo reduciendo la eliminacion de liquidos, de este modo se llega al
estancamiento de los liquidos y a la acumulacién de toxinas,

Debido a que Laurus nobilis L. “Laurel” es utilizado en medicina tradicional
como diurético, con la presente investigacion pretendemos demostrar si muestra una
actividad diuretica.

Xiii
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HIPOTESIS

Dado que la medicina tradicional le atribuye a las hojas de Laurus nobilis L. “Laurel”
efectos benéficos en la excrecion urinaria; es posible que la aplicacion de sus extractos

tengan efecto diurético en animales de experimentacion.

Xiv
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OBJETIVOS

e Preparar un extracto no polar, uno medianamente polar y por ultimo un extracto
polar para Laurus nobilis L. “Laurel”.

e Determinar el efecto diurético y sobre la excrecion de sodio y potasio del
extracto de Laurus nobilis L. “Laurel”.

e Comparar el efecto diuretico sobre la excrecion de sodio y potasio del extracto
de Laurus nobilis L. “Laurel”, con los de la Hidroclorotiazida, en animales de
experimentacion.

e Realizar un estudio fitoquimico preliminar del extracto de Laurus nobilis L.

“Laurel”.

XV
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1. ASPECTOS GENERALES:
1.1. Laurus nobilis L. “Laurel’:

Laurus es el nombre latino del “Laurel”, nobilis significa notable; siendo
el “Laurel” un simbolo de triunfo en las culturas mediterraneas.®

Es dificil discernir su area espontanea por haberse difundido mucho su
cultivo desde la antigiiedad. Su presencia se limita a los paises mediterraneos de
Europa, llegando hasta Bretafia por el norte y hasta Galicia por el oeste. Por el
sur llega hasta las montafias del Atlas. Se presenta en el norte y oeste de la
Peninsula Ibérica, en la vertiente Cantabrica y en varias sierras del norte de
Portugal. También, de forma puntual, en Mallorca, Salamanca y en Andalucia
donde estd citado en todas sus provincias, aunque en la mayoria de las
localidades se halla asilvestrado 6 subespontéaneo. *°

FIGURA N° 1.1: Laurus nobilis L. “Laurel”
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1.2. CLASIFICACION TAXONOMICA:

Laurus nobilis L. “Laurel” se clasifica de la siguiente manera: * 2

REINO: Vegetal
DIVISION: Angiospermae (Mangnoliophyta)
CLASE: Dicotyledoneae (Magnoliopsida)
SUB - CLASE: Magnoliidae
ORDEN: Laurales
FAMILIA: Lauraceae
SUB - FAMILIA: Lauroideae
GENERO: Laurus
ESPECIE: L. nobilis

1.3. VARIEDADES:

Entre las principales variedades se mencionan: 26,23

Angustifolia.
Cameuifolia.
Caucésica.
Flesseriana.
Japonica.
Latifolia.
Mangolifolia.

Rotundifolia.

YV V.V V V V VYV V VY

Zabeliana.
1.4. MORFOLOGIA:

Arbol dioico de 5 — 10 m de estatura; copa densa; tronco derecho; corteza
lisa de color grisacea. Ramas rectas, de corteza pardo — verdosa; ramillas glabras

y lustrosas. Hojas simples, alternas, persistentes, coriaceas, lustrosas, de color
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verde oscuro por el haz y algo mas pélidas por el envés; margen entero 6 a veces

ondulado; peciolo corto. *°

El fruto es drupaceo, ovoide, de 1 — 1.5 cm. De longitud, tornandose de

color negro en la madurez a principales de otofio. ** %

Flores unisexuales, dispuestas en umbelas axilares, solitarias 6 por pares,
pedunculadas, de 4 — 6 flores cada una; periantio de 4 piezas subiguales, blanco
verdoso 0 amarillentas. Flores masculinas con 8 — 12 estambres y gineceo
rudimentario; anteras dehiscentes mediante dos valvas y casi todos los estambres
provistos de 2 nectaries en la base del filamento. Flores femeninas con 4
estaminodios (filamentos estériles) y un ovario de estilo corto, grueso y estigma

trigono. 3%

1.5. BIOLOGIA:

Florece a mediados de febrero hasta inicios de abril. Las semillas estan
maduras al final del verano (febrero y marzo). Laurus nobilis L. “Laurel”
presenta una tendencia hacia la dioecia, pues en una sola rama suelen abortar el
mismo sexo en todas las flores lo que provoca que muchos frutos no sean

viables.'®

La semilla limpia y seca se puede conservar durante 162 afios en buenas
condiciones (cierre hermético y temperaturas entre 2 — 3 °C). Las semillas
germinan en la naturaleza muy lentamente por lo que antes de sembrar se deben
someter a tratamientos de escarificacion (remojo de agua templada durante 24
horas) y posteriormente se les dard un tratamiento de estratificacion en arena
himeda durante 263 meses a 4 °C. Laurus nobilis L. “Laurel” también se

multiplica vegetativamente por medio de esquejes de raiz 6 por estaquilla. *°
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1.6. REQUERIMIENTOS ENDOCLIMATICOS:
1.6.1. Temperaturas:

El Laurus nobilis L. “Laurel” necesita de temperaturas desde los 0 hasta
los 40 °C; es decir las heladas lo estropean. *°

En regiones muy frias, Laurus nobilis L. “Laurel” debe cultivarse en
macetas para poder protegerse en el invierno al abrigo de las heladas fuertes, y

en regiones templadas puede plantarse como arbusto 6 usarse en cercos. >

1.6.2. Precipitaciony Luz:

Es mejor evitar el pleno sol de verano que puede “quemar” sus hojas.
Ideal es la semisombra, es decir, sol unas horas del dia y sombra otras, es una

planta apta para sitios sombrfos. ¢ %

1.6.3. Suelo:

Laurus nobilis L. “Laurel” es una planta poco exigente en suelos,
preferentemente sueltos, himedos y con buen drenaje. °

1.6.4. Riego:

Necesita de riegos abundantes cada 2 — 3 semanas para favorecer un buen
desarrollo vegetativo sin llegar al exceso (encharcamiento), pero también resiste
la sequia. *°

1.7. RECOLECCION Y CONSERVACION:

Para su recoleccion lo mas adecuado es recolectar las hojas justo después
de la floracion de la planta, si bien pueden obtenerse en cualquier época del afio.
También se recolectan los frutos una vez han alcanzado su grado de madurez.

Para su conservacion, tanto las hojas como los frutos deben secarse en
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condiciones protegidas de la luz del sol. Una vez secos conviene guardarlos en

recipientes de cierre hermético y en un lugar oscuro y seco. ’

Muy importante; cuidado de no confundir a Laurus nobilis L. “Laurel”

con Prunus laurocerasus “Laurel — cerezo” ¢ “Laurel real” al que se parece en

cierta forma. Esta Gltima planta es toxica por ingestion para las personas. %
1.8. PROPIEDADES:

1.8.1. Propiedades Medicinales:

Laurus nobilis L. “Laurel” estimula las contracciones en el musculo
intestinal, aumentado la motilidad. Por lo tanto también ayuda a depurar el

organismo.

Mejora 6 previene situaciones de pirosis ¢ acidez, asi como los espasmos
intestinales, muy adecuado en caso de afecciones tales como la bronquitis,

faringitis, etc.

Contiene acidos grasos insaturados, entre ellos el oleico y linoleico.
Ambos é&cidos grasos poseen acciones beneficiosas ya que su consumo
contribuye a reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares, si bien la
accion mas destacable de Laurus nobilis L. “Laurel” es a nivel del sistema
digestivo. Posee una ligera accion anti inflamatoria, contribuye a regular la

menstruacion en la mujer.*® *

La medicina tradicional utiliza a Laurus nobilis L. “Laurel” en
infusiones, empleando 3 a 4 hojas por taza dejando en reposo por un periodo de

3 a 5 minutos, con la finalidad de aumentar la excrecion urinaria.

Las personas que consumen dosis altas (infusiones demasiado
concentradas de hojas de Laurus nobilis L. “Laurel”) pueden tener nauseas,

vomitos e irritacion de la mucosa gastrica. Su uso no se aconseja en caso de
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gastritis y Ulcera, asi como en ciertas enfermedades que afectan al intestino y en

personas que tienen el estémago delicado. ’

Laurus nobilis L. es el tnico de los laureles no venenoso. * Su madera es
aromatica. Como medicinal se le conocen varias aplicaciones. Las hojas en
infusién se usan para las irritaciones de garganta, como anti catarral, anti
tusigeno, antirreumatico, afecciones cutaneas e hipo colesteremiante. Ha sido
considerado arbol sagrado por numerosas culturas. Es el simbolo de los triunfos

militares, artisticos y universitarios. *

Las hojas de Laurus nobilis L. “Laurel” contienen un aceite esencial
cuyos principales componentes son el cineol y el eugenol, que le confieren
propiedades carminativas (reducen los gases 6 alivian la flatulencia) vy
hepatoprotectoras. También se encuentran diversos acidos organicos, acidos
grasos insaturados, sustancias de accion anti oxidante y bactericida y minerales

tales como manganeso, calcio, potasio y magnesio. *

Laurus nobilis L. “Laurel” es un condimento tipico en guisos de
legumbres y en caldos de coccion de pescados y mariscos, en adobos,
escabeches, etc. Se debe usar con moderacion porque unifica los sabores

cubriendo el gusto propio de los alimentos. ?°

2. ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL APARATO URINARIO
2.1. FISIOLOGIA DEL APARATO URINARIO:
2.1.1. Funcién:

El aparato urinario es el encargado de eliminar del organismo las
sustancias nocivas que se forman en las células y de contribuir a mantener la

reaccion alcalina de la sangre. *
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2.1.2. Estructura:

Esta formado esencialmente por dos rifiones que vuelcan cada uno su
contenido en un receptaculo llamado vejiga, por medio de un tubo llamado
uréter. La vejiga, a su vez evacla su contenido al exterior por medio de un

conducto llamado uretra. !
2.2. LOS RINONES:
2.2.1. Estructura del Rifién:

Los rifiones son dos 6rganos que tienen la forma de un frejol, colocados
en el abdomen a ambos lados de la columna vertebral. Se hallan
aproximadamente a la altura de la Gltima vértebra dorsal y de las dos primeras
lumbares. Las ultimas dos costillas cubren su mitad superior. Tiene unos 10 a 12
cm de largo, unos 5 6 6 cm de ancho y unos 2.5 a 3.5 cm de espesor. Pesan unos
150 g cada uno. Su color es rojo castafio. Estan separados de la piel del dorso
por varios musculos, y de los 6rganos del abdomen por el peritoneo parietal. Hay
una capa de grasa que los rodea y los fija, permitiendo, sin embargo, que se
deslicen hacia abajo en cada inspiracion. El rifion derecho es un poco més bajo
que el izquierdo. Sobre su polo superior se hallan las capsulas suprarrenales. Su
borde interno es concavo y recibe el nombre de hilio, pues llegan y salen por ese
lugar la arteria renal y la vena renal. Se halla también alli la llamada pelvis renal,
que tiene forma de embudo y en la cual desembocan los llamados calices, que

reciben cada uno la orina de una de las piramides renales. *

El rifidn estd constituido por unidades denominadas nefrones; cada
nefron consta de glomérulo, capsula de Bowman, tibulo contorneado proximal,
asa de henle y tabulo contorneado distal. Los tibulos distales desembocan en los
tabulos colectores, los cuales al unirse forman los conductos de bellini que

desembocan en las papilas renales.® Existen 2 tipos de nefrones:
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a) Corticales, localizados en los 2/3 extremos de la corteza renal (constituyen el
85% del total). *

b) Yuxtamedulares son importantes en la creacion de la hiperosmolaridad de la
médula renal. En cuanto a la circulacién sanguinea, en los nefrones corticales
los tabulos renales estan irrigados por una red capilar que proviene de la
ramificacion de la arteriola eferente, mientras que en los glomérulos
yuxtamedulares, la arteriola eferente, da origen a la vasa recta que cursan
paralelos a las asas de henle (intercambiadores de contracorriente). La
sangre, en ambos casos, es recogida por las vénulas que por confluencia

sucesiva dan origen a la vena renal. *

2.2.2. Fisiologia del Rifi6on:

Los rifiones cumplen las siguientes funciones en nuestro organismo:
mantienen y regulan el volumen de los liquidos extracelulares y las
concentraciones de Na‘, K" y CI, mantienen la composicion de los liquidos
corporales, mantienen el equilibrio acido base, eliminan metabolitos y algunas
drogas, metabolizan algunos farmacos como la insulina, producen
eritropoyetina, renina y prostaglandinas. Es decir que el rifion desempefia un
importante papel en el mantenimiento de la homeostasis del medio interno,
funcion que la cumple gracias a los 3 procesos (filtracion glomerular,
reabsorcion tubular y secrecion tubular) que interviene en la formacién de orina.
Como esos 3 procesos implican pasaje de sustancias a través de membranas,
antes de referirnos a ellos haremos una breve revision de los mecanismos de

transporte:
2.2.2.1. Mecanismo General de Transporte Epitelial Renal:

Los solutos pueden atravesar las membranas de las células epiteliales

renales por los siguientes mecanismos: 2
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1) Por flujo abundante de agua a través de una membrana (por poros

acuosos entre células adyacentes). >
2)  Por difusion simple. *?

3) Los solutos con liposolubilidad limitada pasan la membrana haciendo uso
de proteinas de membrana que conforman poros a través de los cuales difunde el

soluto de manera pasiva (difusién mediada por canal). >

4) Por unién del soluto a una proteina de membrana, la que por un cambio
de conformacion transfiere la sustancia gracias a una gradiente electroquimica

(difusién mediada por acarreador 6 facilitada — uniporte). >2

5) Por transporte activo primario (contra una gradiente electroquimica), el

mismo que es mediado por ATP, (transporte mediado por ATP). 2

6) El anterior tipo de transporte a menudo crea una gradiente electroquimica
para un soluto determinado y la energia potencial de esa gradiente de soluto se
libera para impulsar el transporte contra gradiente de otro soluto; este proceso

requiere simporte (cotransporte de soluto en la misma direccion). >
7) Antiporte (cotransporte de soluto en direcciones opuestas). **
2.2.2.2.  Filtracion Glomerular:

Los glomérulos filtran agua y sustancias cristaloides del plasma (no
proteinas). La filtracion glomerular depende de varios factores, tales como:
presion hidrostatica dentro del capilar glomerular, presion osmotica de la sangre,
presién de la capsula de Bowman, nimero de glomérulos funcionantes y
velocidad del flujo plasmatico glomerular inicial. Se ha determinado, que bajo
condiciones normales, de los 700 ml de plasma sanguineo que pasa por los

rifiones en un minuto se filtran 125 ml, lo que equivale a 180 litros en 24 horas. 2
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2.2.2.3. Reabsorcion Tubular:

El ultrafiltrado glomerular, cuya composicién es igual a la del plasma
menos las proteinas, se modifica profundamente en su pasaje por los tabulos
renales debido a la reabsorcion de una serie de sustancias; algunas se reabsorben
por difusién simple como el agua y Urea, mientras que otras son reabsorbidas por
procesos de transporte activo como el sodio, glucosa, potasio, fosfato,

aminoacidos, creatinina, acido urico, etc. ?

1) En el tubulo proximal, se reabsorbe glucosa y potasio en su totalidad; sodio
en un 65 %, seguido pasivamente por cantidades proporcionales de agua a
fin de mantener el liquido tubular isosmético 300 mOsm/L, cloro, fosfato y

bicarbonato en cantidades variables. 2

2) En el asa de henle, a medida que el liquido progresa por la rama descendente
se va haciendo hipoténico, debido a la absorcion de agua pura
(aproximadamente el 10 % del agua filtrada) alcanzando una osmolaridad de
1200 mOsm/L en el extremo del asa. La rama ascendente es impermeable al
agua siendo el segmento grueso en el que se produce importante reabsorcion
de sodio y cloro, por medio del simporte de Na'/K*/CI" que posee, esto
determina que el liquido tubular se vaya diluyendo hasta hacerse
hiposmético con relacién al intersticio adyacente, lo cual genera una
gradiente de concentracion entre la corteza renal isosmotica y la médula y

papila hiperosmética. 2

3) En el tdbulo distal y tdbulo colector, La reabsorcion de agua esta
influenciada por la hormona antidiurética (ADH). En el tdbulo distal se
reabsorbe agua (20 % de agua filtrada), sodio, cloro y bicarbonato; en la
primera porcion la reabsorcion de sodio y cloro es mediada por el simporte,
Na'/CI" que contiene. En el tibulo colector se reabsorbe agua (4 %) sodio y
Urea. En la segunda porcion del tdbulo distal y en el tabulo colector la

reabsorcion activa de sodio estd regulada por la aldosterona (formacién de
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canales de sodio a dicho nivel del nefrén). La Urea es reabsorbida
pasivamente desde el tdbulo colector (porcién de médula interna), queda
atrapada en el intersticio medular, contribuyendo a elevar su osmolaridad y
de ese modo participar en la reabsorcion de agua desde la rama descendente

del asa de henle y del tibulo colector. ?
2.2.2.4.  Secrecion Tubular:

Es el proceso de transporte activo de sustancias desde la sangre a la luz
de los tubulos renales, siendo de importancia para la eliminacion de algunos
metabolitos y drogas (penicilina en especial para la regulacion del equilibrio
acido — basico del organismo). El rifién interviene en la regulacion del equilibrio
acido — basico del organismo a través de tres mecanismos: bicarbonatos fosfato
y formacion de amoniaco, en los cuales existe un proceso previo comun que se
realiza en las céelulas tubulares y que consiste en la formacion de acido carbonico
a partir de CO, y agua, mediante la intervencién de la enzima anhidrasa
carbonica. El &cido carbdnico formado se disocia de inmediato para dar lugar a
cationes hidrégeno y aniones bicarbonato; luego el i6n hidrégeno es secretado
hacia la luz tubular, donde se intercambia con el sodio, que penetra al interior de
las células tubulares. Como ejemplo describiremos el mecanismo bicarbonato en

los tabulos proximal y distal. 2

En el tdbulo proximal, el bicarbonato de sodio filtrado se encuentra
disociado como cationes de sodio y aniones bicarbonato. El sodio se intercambia
con los iones hidrégeno, de tal forma que el sodio se une al anién bicarbonato de
la célula para originar bicarbonato de sodio, el cual pasa a la sangre para
mantenerla reserva alcalina; mientras que el i6n hidrégeno se combina con el
anion bicarbonato del liquido tubular para formar acido carbdnico que es
rapidamente desdoblado en CO; y agua. EI CO; pasa por difusion a la célula
tubular, mientras que el agua en parte es reabsorbida y en parte es excretada. En
el tubulo distal, el sodio se intercambia no solo con iones hidrégeno sino
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también con iones potasio, e incluso hay competencia entre estos por
intercambiarse con el sodio. Este intercambio que estd bajo el control de la
aldosterona, es directamente proporcional a la cantidad de sodio disponible para
el proceso; es decir, que mientras mayor sea la cantidad de sodio que llega al
tabulo distal, mayor seré el intercambio con potasio e iones hidrogeno a este

nivel. 2
2.2.3. Fisiopatologia del Rifion:
2.2.3.1. Nefropatia:

Se denomina nefropatia a cualquier afeccion de los rifiones, ya sea de
naturaleza inflamatoria (nefritis), degenerativa (nefrosis), toxica, tumoral,

calculosa (nefrolitiasis), de posicién anémala (nefroptosis), traumatica, etc. *

Nefritis: es una enfermedad de los rifiones provocada por lesiones de naturaleza
inflamatoria; segln la extension del proceso inflamatorio se distinguen: las
nefritis difusas (cuando el proceso inflamatorio comprende a todos los
glomérulos renales con sus asas capilares), y las nefritis parciales 6 en foco
(cuando las lesiones inflamatorias no se localizan en todo el tejido renal, sino
Unicamente en algunas zonas circunscritas). Los tres sintomas fundamentales
que caracterizan a la nefritis son: edema, aumento de la presion arterial y
hematuria. *°

Nefrosis: es una enfermedad renal bilateral distinta de la nefritis, en el aspecto
clinico se diferencia de esta Gltima por la presencia de un solo sintoma (edema),

sus lesiones son degenerativas y afectan el tibulo renal. *®*°

Nefrolitiasis: es una litiasis 0 calculosis del rifion, a partir del cual los calculos

pueden emigrar sucesivamente al uréter (uretolitiasis), a la vejiga (cistolitiasis),

y a la prostata (prostatolitiasis). °

12
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Nefroptosis (ptosis renal 6 rifion mavil): es un estado patolégico que se
caracteriza por la excesiva movilidad renal, en virtud de la cual el individuo en
posicion erecta sufre, a consecuencia de la fuerza de la gravedad, el descenso y
el desplazamiento hacia debajo de su rifidn, se trata en suma de un descenso

renal que puede ser mono 6 bilateral, segin interese a uno 6 ambos rifiones. *°
2.2.3.2. Edema:

Es un estado patoldgico de hinchazon de los tejidos por el aumento
anormal y notable del liquido intersticial que rellena normalmente los espacios

intersticiales (intercelulares) de la estructura intima del tejido. *°

2.3. LOS URETERES:

Los uréteres son dos conductos de unos 25 a 30 cm de largo, bastante
delgados, aunque de calibre irregular, que llevan la orina desde la pelvis renal a
la vejiga, en cuya base desembocan formando los llamados meatos uretrales,
cuya disposicion en vélvula permite a la orina pasar gota a gota del uréter a la
vejiga, pero no viceversa. Su interior esta revestido de un epitelio y su pared

contiene masculo liso. *

2.4. LAVEIJIGA:

La vejiga es un depdsito membranoso situado en la parte inferior del
abdomen y superior de la pelvis, destinada a contener la orina que llega de los
rifiones a través de los uréteres. Cuando estd vacia, sus paredes superior e
inferior se ponen en contacto, tomando una forma ovoidea cuando esta llena. Su
capacidad es de unos 300 a 350 g, aunque puede variar de una persona a otra y

en ciertas afecciones. Su interior esta revestido de una mucosa con un epitelio
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poliestratificado pavimentoso, impermeable a la orina. Su pared contiene un
musculo liso, que contrayéndose y con la ayuda de la contraccién de los
musculos abdominales, produce la evacuacion de la vejiga a través de la uretra a

esto se llama miccion.

La parte de la vejiga que comunica con la uretra estd provista de un
musculo circular ¢ esfinter, que impide normalmente la salida involuntaria de la
orina. Ademas de estas fibras lisas hay otras estriadas que ayudan a retener

voluntariamente la orina. *
2.5. LAURETRA:

La uretra es el conducto que permite la salida al exterior de la orina
contenida en la vejiga. Difiere considerablemente en ambos sexos. En la mujer
es un simple canal de 3 a 4 cm. de largo, algo mas estrecho en ambas
extremidades que en el resto de su trayecto. Es casi vertical y se halla por delante

de la vagina, abriéndose en la vulva por delante del orificio vaginal. *

En el hombre la uretra mide de 18 a 20 cm. de longitud, y es de calibre
irregular, presentando partes ensanchadas y otras estrechadas. Ademas no es
recta sino que presenta ciertos angulos. Tiene muchos segmentos: uretra
prostatica (parte que pasa por la prostata), uretra membranosa y uretra esponjosa,
es decir, la rodeada por el cuerpo esponjoso, la que a su vez puede subdividirse

en varios segmentos. *

Desde el punto de vista de sus enfermedades la uretra puede dividirse en
dos segmentos: la uretra anterior y la uretra posterior, separados por un esfinter

de musculo estriado, situado a unos 3.5 cm de la vejiga. *

Las hemorragias 0 secreciones que se producen en la primera, salen al
exterior y las que se producen en la segunda, pueden volcarse en la vejiga. La

inflamacion de cada uno de estos sectores produce también sintomas distintos.
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En la uretra desembocan diversas glandulas en las que pueden acantonarse una

infeccion de la uretra. *
3. LA ORINA:
3.1. GENERALIDADES:

La orina es un liquido acuoso transparente y amarillento, de olor
caracteristico, secretado por los rifiones y eliminado al exterior por el aparato
urinario. El trabajo limpiador de los rifiones es la orina. Se ha podido decir con
razén que “La orina es una solucién salada de Urea", por ser la Urea y la sal las

sustancias que en mayor cantidad estan disueltas en ella. % %

3.1.1. Cantidad:

La orina se produce habitualmente en una cantidad que oscila entre 1250
y 1500 ml diarios. Este volumen puede variar, aumentando cuando se ingieren
muchos liquidos, si hace frio, por emociones, entre otras. Puede disminuir
cuando se beben pocos liquidos 6 cuando se pierde mucho liquido por otras vias:
transpiracion abundante, diarrea, vomitos, etc. Ciertas enfermedades pueden
aumentar la cantidad de orina: diabetes sacarina, diabetes insipida, incapacidad
del rifion para producir una orina concentrada, etc. Puede disminuir la orina en
los momentos en que se retienen liquidos en el organismo en la nefrosis, las
glomerulonefritis agudas, ciertas nefritis cronicas y también las enfermedades

infecciosas cuando no se da al paciente suficiente cantidad de liquidos. % %

3.1.2. Color:

Habitualmente la orina tiene un color amarillo ambar. Cuando su
cantidad es abundante tiende a ser de color mas claro. En cambio, se hace mas
oscura cuando es escasa, por hallarse en mayor concentracion las sustancias
eliminadas. Ademas del cambio que pueden provocar en el color de la orina

numerosos medicamentos, se puede sefialar el tinte castafio, a veces muy oscuro
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que le dan los pigmentos de la bilis cuando hay ictericia. La sangre le da un

color rojo oscuro. %
3.1.3. Olor:

La orina recién eliminada tiene un olor particular no fétido. Cuando pasa
cierto tiempo, toma un olor fuerte, que mas tarde se hace amoniacal. Los que
tienen mucha acetona (por acidosis) pueden tener orina con el olor propio de
dicha sustancia. Cuando la orina es fétida ¢ amoniacal en el momento de su

emisién, es probable que haya una antigua infeccion urinaria. %
3.1.4. Densidad:

Normalmente la densidad de la orina varia entre 1.015 y 1.025.
Generalmente la funcién renal es bastante buena cuando es capaz de segregar
una orina concentrada. Por supuesto, casi siempre las orinas de poca densidad
son abundantes, y las de elevada densidad, escasas. Una excepcién notable es la
diabetes sacarina, en la que hay poliuria (orina abundante), con densidad

elevada.
3.1.5. Reaccion de la Orina:

La reaccion habitual de la orina humana es acida. Si por alimentacion
excesivamente rica en residuos alcalinos, 6 por tomar medicamentos alcalinos, la
orina se hace alcalina 6 neutra, ésta se pone turbia por hallarse precipitados los

fosfatos que contiene.
3.1.6. Composicion Quimica:

Puede variar mucho segun el tipo de alimentacién y la cantidad de orina.

El término medio habitual es el siguiente. %

En cada litro de orina hay: 2
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Urea 24.0¢

Cloruro de sodio (sal comun) 1009
Sulfatos 3.0¢g

Fosfatos 2.3¢0
Creatinina 099¢

Sales de amonio 0.7¢
Acido hiparico 0.6¢g

Acido urico 05¢g

Otros compuestos 409

Los principales elementos anormales que puede hallar un examen
quimico de orina son proteinas y glucosa.

3.2. FORMACION DE LA ORINA:

La orina es una solucion de Urea, sales y otras sustancias de desecho,
solubles en agua, producida en el rifidén a partir de la sangre que transporta la
arteria renal. La sangre pasa por cada uno de los glomérulos, quedando retenidos
en el mismo las sustancias de mayor volumen, mientras las sustancias proteicas
como el agua, las sales, la Grea y otras pasan desde las paredes de los capilares a
la capsula de bowman. Por lo tanto, el glomerulo realiza la funcion de filtrar,
mientras que la capsula y los tubulos recogeran la orina formada y la transportan

a las vias urinarias para su posterior eliminacion. » %

3.3. FILTRACION DE LA ORINA:

La filtracion es un proceso que permite el paso de liquido desde el

glomérulo hacia la cépsula de bowman por la diferencia de presion sanguinea

que hay entre ambas zonas. ' *°

El liquido que ingresa al glomérulo tiene una composicion quimica
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similar al plasma, solo que no tiene proteinas, 6 éstas se encuentran en

porcentajes mas bajos. ' *°

A través del indice de filtrado glomerular, es posible inferir que cada 24

horas se filtran, en ambos rifiones, 180 litros aproximadamente. * %

Los factores que influyen en la filtracién glomerular son: flujo sanguineo

y efecto de las arteriolas aferente y eferente. *

3.4. ELIMINACION DE LA ORINA:

Una vez formada la orina en los glomérulos, discurre por los tubulos
hasta llegar a la pelvis renal, desde donde pasa al uréter y llega a la vejiga, lugar
donde es almacenada. Cuando el volumen supera los 250 — 500 cm®, sentimos la
necesidad de orinar, debido a las contracciones y relajaciones del esfinter, que

despierta el reflejo de 1a miccion. %

La necesidad de orinar puede reprimirse voluntariamente durante cierto
tiempo. La frecuencia de las micciones varia de un individuo a otro debido a que
intervienen factores personales como son el habito, el estado psiquico de alegria

6 tension, y el consumo en mayor 6 menor medida de bebidas alcohdlicas. ***

La cantidad de orina emitida en 24 horas en el hombre es de
aproximadamente 1500 cm®. El aumento se denomina poliuria y la disminucién

oliguria. ' *

4. METABOLISMO MINERAL:

Las sustancias minerales e inorganicas comprenden el agua y las sales 0
electrolitos (sodio, potasio, calcio, magnesio, fosforo y yodo), estos son
constituyentes indispensables del mismo para mantener la vida y despefar
funciones especificas, como el mantenimiento de la presién osmética, equilibrio

4cido — base y regulacién de distintas funciones organicas (yodo, calcio). ™ *
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4.1. FISIOLOGIA:
4.1.1. Aguay Electrolitos:

Agua del organismo: el agua es el constituyente més abundante del organismo
y el medio en el que se desarrollan los procesos vitales. Constituye el 50 a 70 %
del peso corporal, promedio 60 % es decir que una persona de 70 kg contiene

alrededor de 40 litros de agua, unos 600 g/kg de peso. ¥

Electrolitos: se refiere especificamente a las sales que en solucion acuosa se
encuentran disociadas en iones; en el organismo, los principales cationes son:
sodio, potasio, calcio, magnesio y los principies aniones son: cloruro,
bicarbonato, fosfato; de todas las sales la mas importante es el cloruro de sodio.
Segun el principio de la electroneutralidad, la suma total de cationes
electropositivos 'y la de aniones electronegativos deben ser iguales. La

concentracion de electrolitos se expresa en meg/L. %

4.1.2. Concentracion Osmolar:

Los movimientos del agua y solutos a través de las membranas del
organismo, lo que rige su distribucién, depende de las fuerzas osméticas. Las
concentraciones se expresan en mOsm/L, es decir 1 mOsm corresponde a la
milésima parte del peso iénico 6 molecular (sustancias no ionizables) sin tener
en cuenta su valencia 6 nimero de oxidacion. 1 mOsm de sodio, potasio,
cloruro, monovalentes, equivale a 1 mEq de los mismos, a 2 mEq de los iones

divalentes: calcio, magnesio y a 1 mOsm de glucosa. * 2

Se denominan soluciones isoosmoticas 0 isotdnicas cuando tiene la
misma cantidad de mOsm/L; en fisiologia corresponde a las soluciones de igual
presién osmética que los liquidos del organismo (plasma sanguineo, liquido

intersticial y liquido intracelular), que es aproximadamente de 300 mOsm/L. % °2
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4.1.3. Compartimientos Liquidos del Organismo:
4.13.1. Volumenes:

Los liquidos del organismo sea el agua con sus solutos, estan distribuidos

en tres compartimientos. ¥ *°

Plasma sanguineo 6 compartimiento vascular: que representa el 5 % del peso

corporal, limitado por la pared vascular, principal endotelio capilar. *>>°

Liquido intersticial 6 compartimiento intersticial: corresponde al 15 % de
peso, separado del anterior por el endotelio capilar. El plasma y el liquido
intersticial, forman el liquido extracelular, que constituye el medio interno en el

que viven las células del organismo. **°

Liquido intracelular 6 compartimiento celular: representa el 40 % de peso,

limitado y separado del anterior por la membrana celular 6 plasmatica. > >

4.1.3.2. Composicion:

La composicion quimica de los tres compartimientos del organismo es

diferente. 3%

La composicion de electrélitos de plasma sanguineo y liquido intersticial,
en su conjunto, el liquido extracelular, es muy semejante; predomina el cation
sodio que esté en equilibrio esencialmente con los aniones CI"y HCOg3'. El idn
sodio es el mas importante e insustituible, mientras que el idn cloruro puede ser
remplazado por el i6n de bicarbonato de manera que a una disminucién del
anion CI°, sigue un aumento del i6n HCOj, siguiendo el principio de

electroneutralidad con respecto al catién sodio. *>*°

La diferencia fundamental entre el plasma sanguineo y el liquido
intersticial es la presencia de proteinas en concentracion muy superior en el

primero, de unos 16 mEg/L anidnicos. Por lo tanto en el plasma, el cation sodio
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esta en equilibrio especialmente con los aniones cloruros, bicarbonato y

proteinato. ¥ *°

La composicion del liquido intracelular es muy diferente a la del
extracelular, en el primero predomina el catién potasio, que se halla en equilibrio
principalmente con los aniones: fosfato, bicarbonato, y con las proteinas. Posee
en cambio poco sodio, correspondiente a alrededor de un décimo de sodio
extracelular y practicamente nada de cloruro. La separacion entre el sodio
extracelular y el potasio intracelular es funcién de un trabajo metabdlico, el
transporte activo, realizado por la célula mediante la bomba de sodio hacia
afuera y la bomba de potasio hacia adentro que se oponen a que el sodio penetre

en la célulay el potasio salga. **>°

4.1.3.3. Distribucion de los Liquidos del Organismo:

La distribucién del agua en el organismo esta determinada especialmente
por fuerzas osmoticas como son la presion coloidosmoética y la presion

hidrostatica. *°

Desde el punto de vista de la fisiopatologia y farmacologia del agua y
electrolitos, es mas importante el estudio de los factores que determinan la
distribucién de los liquidos extra e intracelular. Entonces, cabe sefialar que el
agua pasa libremente por la membrana celular y su movimiento es determinado
pasivamente por la concentracion de los electrolitos en ambos lados, buscando

siempre equilibrio osmatico. >

Los iones sodio y cloro del liquido extracelular rigen principalmente el
equilibrio osmaético en ese orden, siendo el sodio el que gobierna la cantidad y

distribucién del agua del organismo. *

El rifion es el 6rgano fundamental para la regulacion del equilibrio

osmotico del organismo por cuanto mantiene la concentracion de sodio
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extracelular y la cantidad de agua de acuerdo con las necesidades organicas. *®
4.1.3.4. Balance de Agua y Electrolitos:

Normalmente ingresan aproximadamente 2500 ml de agua y se elimina la
misma cantidad por dia. A una ingesta mayor de agua, el balance se mantiene
por excrecion renal. A una ingesta menor ¢ nula, contintan las pérdidas de agua:
aproximadamente 1 litro de agua por vaporizacion (piel y pulmones) y medio
litro de orina (volumen obligatorio), disminuyendo asi el peso corporal en
pequefios porcentajes. Cuando la pérdida alcanza alrededor del 15 % del peso

corporal, se produce la muerte. * %

El requerimiento minimo del agua para un adulto es de 1500 ml diarios,
pero en caso de fiebre, ambientes calidos, en que las pérdidas inevitables son

mayores, los requerimientos también lo son. %

En el organismo existe un total de 100 g de i6n sodio (4200 mEQ), que se
excreta especialmente por el rifion en 95 % y el resto por la piel y el tubo
digestivo. El organismo tiende a economizar mas eficientemente en NaCl que el
agua. Normalmente se ingiere de 3 a 6 g de sodio (130 a 260 mEq) 6 bien 7.5 a
15 g de NaCl. - *

La retencion 6 pérdida de sodio origina la retencion 6 pérdida de agua en el

organismo respectivamente. - %

4.1.35. Equilibrio Acido — Base:

Los trastornos del metabolismo del agua y electrolitos se acompafian
frecuentemente de perturbaciones del equilibrio &cido — base. Los sistemas
amortiguadores 6 buffer son soluciones que admiten el agregado de cantidades
no considerables de &cidos O bases sin que se altere en forma asociable a su
pH.*
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El pH normal del plasma varia entre 7.35 y 7.45 (promedio 7.4) y
constituye una de las constantes fisiologicas mas estables y fijas del

organismo.®

Los factores fundamentales de su regulacion se clasifican en sanguineos,

respiratorios y renales. *®

Regulacion Sanguinea: se ejerce por diversos sistemas amortiguadores 6
buffer, siendo el més importante el constituido por el acido carbénico y los
bicarbonatos (esencialmente el bicarbonato de sodio). La pérdida de &cido
(H2CO3) 6 de base (NaHCO3), aumenta el pH con produccion de alcalosis 0
acidosis, que puede compensarse hasta cierto punto con la regulacion

respiratoria. >

Regulacién Respiratoria: el factor respiratorio de regulaciéon del equilibrio
acido — base es de importancia fundamental, es muy répida. Se refiere a la
sensibilidad del centro respiratorio debido a las variaciones de pH del contenido
de diéxido de carbono en la sangre; asi, en la acidosis se produce una
hiperventilacion pulmonar que expulsa dioxido de carbono y desciende el nivel
de &cido carbdnico en el plasma sanguineo mientras que en la alcalosis se
produce hipo ventilacion con respiracion superficial, la que retiene dioxido de

carbono y aumenta el nivel del acido carbénico plasmatico. *

Regulacion Renal: también es fundamental pero no procede en forma tan rapida
como el factor respiratorio. EI papel del rifion en dicha regulacion se realiza por
la secrecidn del i6n hidrégeno y a través de los mecanismos bicarbonato —

fosfato y la formacién de amoniaco. Debido a ellos: *

e EIl rifidn excreta mas 6 menos iones hidrégeno de acuerdo con las

s

necesidades y existencias en el organismo (acidosis 6 alcalosis),

formando orinas 4cidas 6 alcalinas, segtn el caso. *
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e Al formar amoniaco en los caso de acidosis, el cation amoniaco remplaza

el sodio preservando la pérdida del mismo. *

e En los casos de alcalosis, el rifién elimina sodio unido al bicarbonato
(NaHCO:3) en lugar de cloruro, preservando asi la pérdida de este ion del

organismo. ¥

Alcalosis y acidosis; si la alteracion consiste en cambios primarios del
factor bicarbonato de la reserva alcalina, es decir disminucion 6 aumento de la

misma, se dice que existe acidosis 6 alcalosis metabélica respectivamente. *°

Si la alteracion se refiere a cambios primarios del factor acido carbonico,
es decir aumento 0 disminucion del mismo, se trata de acidosis 6 alcalosis
respiratoria respectivamente. Se compensan con la eliminacion 6 retencion de
dioxido de carbono, accion del rifién, retencion 6 excrecion del bicarbonato de
sodio, formacion de amoniaco por el rifion, etc. Dependiendo del tipo de

cambio.*®

Accién mineralocorticoide en el metabolismo inorganico; una de las
acciones mas importantes de las hormonas adrenocorticales, sobre todo de los
Ilamados mineralocorticoides, se ejerce sobre los tubulos renales, modificando la

reabsorcion de sodio, potasio, agua: *°

e Sodio: La administracion de mineralocorticoides, detiene la pérdida de
sodio por el rifion, al retenerse sodio y como consecuencia cloruro y
agua, los volimenes de plasma, sangre, liquido intersticial aumentan. A
dosis altas ¢ dosis convencionales (si hay predisposicion al edema) puede
desarrollarse edema, asi mismo las dosis altas son capaces de provocar
hipertension arterial especialmente por hipervolemia debido a la

hipernatremia producida. ** >

e Potasio: La concentracion sanguinea del potasio desciende por aumento
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de su excrecion urinaria. En esta forma la relacion Na/K en el plasma
sanguineo aumenta. Este balance negativo puede llevar a la hipokalemia

con sus consecuencias (debilidad muscular y depresién cardiaca). > 2

e Equilibrio Acido - Base: La administracion de hormonas
adrenocorticales basicamente aumenta la excrecion renal del ion
hidrégeno, corrigiendo la acidosis en la insuficiencia suprarrenal;
originando alcalosis hipokalémica en los casos de hipokalemia, por la

administracion elevada de los mismos. % 52

o Diferencias de Accion de los Preparados: La accion sobre el
metabolismo electrolitico la tienen todos los corticosteroides la poseen en
grado sumo como es el caso de la desoxcorticosterona (la aldosterona es
mucho mas potente, aproximadamente 40 veces) pero todavia no ha

entrado en la préctica terapéutica. > 2

e Modo de Accion: La accion fundamental de los corticosteroides es
estimular la reabsorcion activa de sodio en los segmentos distales del
nefrén al mismo tiempo que se promueve por un proceso de intercambio
de secrecion pasiva de potasio e hidrogeno al mismo nivel, en esta forma
se retiene el sodio y se pierde el potasio en el rifion. La accién de los
mineralocorticoides se ejerce fundamentalmente en el tabulo colector y
también en el tdbulo distal. Estos procesos de intercambio sodio —
potasio se realizan en las glandulas sudoriparas, salivales e intestinales,
en que existe frecuentemente una disminucion de la eliminacion de

sodio. 3% %2

4.2. FISIOPATOLOGIA:

Los sindromes fisiopatoldgicos correspondientes al metabolismo de agua

y sodio son por exceso Yy por defecto y corresponden respectivamente al edema y

a la deshidratacion. » %8
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Se denomina edema a la acumulacion normal de liquidos en los espacios
intersticiales, es decir aumento de volumen del compartimiento intersticial, parte

principal del liquido extracelular. ™%

Se denomina deshidratacién a la disminucién del agua del organismo;
esta pérdida hidrica se acompafia siempre de una pérdida de electrolitos, pero la
forma en que se desarrolla dicha deshidratacion es diferente si la pérdida inicial

y preponderante es de agua 6 de sodio. > 4°

Se distinguen asi tres tipos de deshidratacion, a saber: carencia 6

deplecién pura de agua, carencia 6 deplecién de sodio y mixta. *°

5. DIURETICOS:

Generalmente, el primer medicamento de eleccion en el tratamiento de la
hipertension arterial (HTA) es un diurético. Aumenta la eliminacién de orina y sal
del organismo, lo que sirve para bajar la HTA, tanto por el liquido perdido como
porque asi disminuye la resistencia al flujo sanguineo de los vasos del organismo.

(Sin embargo, las tiazidas pueden aumentar el nivel de colesterol sanguineo).

Con los diuréticos, se nota que uno orina mucho més frecuentemente y mas
répido tras la ingesta de liquidos. Aparte de ello, los efectos colaterales de los
diuréticos son pocos, destacando la pérdida de potasio ¢ hipopotasemia, que obliga a
seguir los niveles de potasio en sangre mediante analisis y a tomar suplementos de
potasio, ya que no suele bastar con la ingesta de frutas ricas en potasio (naranja,
platano) para corregir los déficits de potasio causados por diuréticos. Si se toma

poca sal, el diurético serd més eficaz y la pérdida de potasio sera menor. *°

5.1. CLASIFICACION:

A. Segun su sitio de accién:

1. Grupo I: anivel del tibulo contorneado proximal

Inhibidores de la anhidrasa carbénica
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Diuréticos osmoticos
Xantinas
2. Grupo II: a nivel del asa de Henle (diuréticos de asa)
Furosemida
Bumetanida
Acido etacrinico
Torasemida
3. Grupo IlI: a nivel del tdbulo contorneado distal
Tiazidas y diuréticos relacionados
4. Grupo IV: a nivel del tabulo distal y colector (diuréticos ahorradores
de potasio)
Espironolactona
Amilorida
Triamtereno

B. Segun su mecanismo de accion:

1. Inhibidores de la reabsorcion de sodio (saluréticos 6 natriuréticos)
Diuréticos tiazidicos
Diuréticos de alta eficacia (de “techo alto” 6 “de asa”)
Diuréticos ahorradores de potasio
2. Diuréticos osmoticos
3. Inhibidores de la anhidrasa carbonica
Acetazolamida
Etoxizolamida
Diclorfenamida
Metazolamida
4. Diuréticos que incrementan el flujo sanguineo renal (Teofilina,
cafeina).

C. Seqgun su potencia farmacoldgica:

1. De alta potencia (de techo alto 6 de asa)

Furosemida
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Bumetanida
Acido etacrinico
2. De potencia moderada
Tiazidas y diuréticos andlogos
3. De baja potencia:
Diuréticos osmoticos (manitol)
Inhibidores de la anhidrasa carbénica (acetazolamida)
Diuréticos acidificantes (cloruro de amonio)
Xantinas (teofilina, teobromina, cafeina)

D. Segun su efecto sobre la kalemia:

1. Diuréticos ahorradores de potasio (antikaluréticos 6 hiperkalemiantes)
Antagonistas de la aldosterona (espironolactona y derivados)
Pirazinas (amilorida, triamtereno)
2. Diuréticos hipokalemiantes
Diuréticos de asa
Tiazidas y compuestos del grupo de las tiazidas
E. Otros diuréticos: sales acidificantes: cloruro de amonio, de calcio y nitrato

de amonio.

5.2. HIDROCLOROTIAZIDA:

Este grupo de drogas produce una diuresis de intensidad moderada (35 %
de la furosemida) y hacen excretar el 8 % del sodio filtrado por el glomérulo; el
efecto diurético de la hidroclorotiazida, se inicia a la hora y dura de 4 a 6 horas y
con la dortalidona se inicia a las 3 a 4 horas y dura 48 horas. Las tiazidas y
analogos aumentan la excrecién urinaria de sodio, cloro y potasio; la excrecion
de este Gltimo se debe a que la mayor cantidad de sodio que llega al tubulo distal
donde se intercambia con potasio; ademas, debido a su accién proximal
aumentan discretamente la excrecion de fosfato y bicarbonato; cuando se les

administra en forma prolongada disminuye la excrecion de calcio (por aumentar
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su reabsorcion tubular). Estas drogas disminuyen en el plasma los niveles de
sodio, potasio y cloro, especialmente de este ultimo, por lo que pueden originar

alcalosis hipoclorimica. *°

H
Cl N
HoN NH
TR TR
O O O O

FIGURA N° 1.2: Estructura Quimica de la Hidroclorotiazida

En cuanto al mecanismo y sitio de accion, las tiazidas y analogos actuan
inhibiendo el transporte de NaCl en los tdbulos contorneados distales (1
porcion). La bomba de sodio de la membrana vaso lateral crea una gradiente
electroquimica para el sodio, siendo la energia proveniente de dicha gradiente,
aprovechada por el simporte de Na/Cl de la membrana luminal para hacer
ingresar CI" a la célula en contra de su gradiente electroquimica. Luego sale el
CI en forma pasiva por canales de CI" de la membrana basolateral. Este grupo de
diuréticos actua inhibiendo el simporte de Na/Cl, posiblemente al competir por
el sitio de unién para el cloro. Ademas las tiazidas poseen leve accion inhibitoria

de la anhidrasa carbonica en el tibulo proximal. *°

Otros Efectos: Estas drogas ademas poseen los siguientes efectos: disminuyen
la presion arterial por producir relajacion en la musculatura lisa vascular
(arteriola), incrementan la uricemia debido a que disminuyen la secrecion y
estimulan la reabsorcion de acido drico, disminuyen la poliuria en pacientes con
diabetes insipida, elevan la glicemia y disminuyen la tolerancia a la glucosa (por
inhibicion de la secrecion de insulina y estimulacion de la glucogendlisis

hepética y muscular). *°
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Farmacocineética: Estos diuréticos se absorben por todas las vias y precisamente
una de sus ventajas la constituye su rapida absorcion intestinal, lo que determina
que sus efectos se evidencien entre los 30 y 60 minutos de su administracion
oral. Una vez en sangre, se distribuyen por todos los érganos, acumulandose
principalmente en el rifion. Estos diuréticos se excretan fundamentalmente por el
rifidn, donde sufren secrecidn y reabsorcion tubular y en una pequefia fraccion se

excretan por bilis. *®
Reacciones Adversas:

e Toxicas; muchos de los efectos toxicos derivan de su accién diurética y
consisten en hipovolemia, hiponatremia, hipokalemia y alcalosis
hipoclorémica; la alteracion més importante es la hipokalemia y suele
manifestarse por apatia, debilidad muscular y trastornos cardiacos, otras
manifestaciones son nauseas, malestar epigastrico y diarreas; pueden

agravar la insuficiencia renal y/o hepética. >

e Colaterales; pueden producir hiperglicemia moderada, especialmente en
pacientes diabéticos, asi mismo, pueden desencadenar un ataque de

artritis aguda en pacientes gotosos. *®

e Por hipersensibilidad; dermatitis con fotosensibilidad, purpura, hepatitis

colestasica, depresion de la médula 6sea y vasculitis necrosante. *°

Indicaciones Terapéuticas: Las mas importantes son: insuficiencia cardiaca
descompensada, edema debido a enfermedades hepaticas crdnicas, hipertension
arterial leve 6 moderada, en el tratamiento de la diabetes insipida, nefrogénica e

hipofisaria. ®

Contraindicaciones: Aparte de la hipokalemia estan contraindicadas en la

insuficiencia renal moderada 6 severa. ®°
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6. CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

La cromatografia en capa fina se basa en la preparacion de una capa,
uniforme, de un adsorbente mantenido sobre una placa de vidrio u otro soporte.
Los requisitos esenciales son, pues, un adsorbente, placas de vidrio 6 aluminio
un dispositivo que mantenga las placas durante la extension, otro para aplicar la
capa de adsorbente, y una camara en la que se desarrollen las placas cubiertas.
Es preciso también poder guardar con facilidad las placas preparadas y una
estufa para activarlas. La cromatografia en capa fina, que comenz6 a usarse

hacia 1950, es muy simple, barata, sensible y eficiente.* >

La fase movil es liquida y la fase estacionaria consiste en un sélido. La
fase estacionaria sera un componente polar y el eluyente sera por lo general
menos polar que la fase estacionaria, de forma que los componentes que se

desplacen con mayor velocidad seran los menos polares. 2%

Polaridad de los compuestos organicos en orden creciente:
Hidrocarburos < Olefinas < Flior < Cloro < Nitro < Aldehido
Aldehido < Ester < Alcohol < Cetonas < Aminas < Acidos < Amidas

El disolvente asciende entonces por capilaridad a lo largo de la placa,
arrastrando a los compuestos a diferentes velocidades, segun el grado de
adsorcion de éstos produciéndose asi su separacion. Transcurridos unos minutos,
cuando el frente del disolvente se encuentra proximo al extremo de la placa, se
saca ésta de la cubeta, se deja secar y se examina. Los diversos compuestos se
localizan directamente si son coloreados, 6 con la ayuda de un indicador 6 luz
ultravioleta, si son incoloros. Los compuestos que avanzan a lo largo de la placa
se ven atraidos por fuerzas electrostaticas sobre la superficie del adsorbente,
interaccionando el disolvente con ambos. Esta interaccién competitiva establece

las velocidades relativas con que ascienden por la capa de adsorbente, el frente
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de disolvente y un determinado compuesto. Cuanto mayor es la polaridad de los
compuestos, mas intensamente se ven éstos atraidos por el adsorbente. Se puede

establecer el orden aproximado de polaridad: **

Acidos Carboxilicos < Aminas < Alcoholes y Tioles < Aldehidos, Cetonas y
Esteres < Halogenuros de Alquilo y Arilo < Hidrocarburos no Saturados <

Hidrocarburos Saturados. **

<— Frente
. de disolventes

o
@
ha
h1
@
Placa original crom atogram a
Rg1)= h1/D
R 2)= h2/D

FIGURA N° 1.3: Corrida de Placas Cromatograficas
6.1. VENTAJAS DE LA CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA:

La cromatografia en capa fina presenta una serie de ventajas frente a
otros métodos cromatograficos (en columna, en papel, en fase gaseosa.) ya que
el material que precisa es mas simple. El tiempo que se necesita para conseguir
las separaciones es mucho menor y la separacion es generalmente mejor. Pueden
usarse reveladores corrosivos, que sobre papel destruirian el cromatograma. El
método es simple y los resultados son facilmente reproducibles, lo que hace que

sea un método adecuado para fines analiticos. ****
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6.2. ADSORBENTES:

Al realizar la eleccion del adsorbente se debe tener en cuenta el tamafio
de las particulas del adsorbente, cuanto més finamente dividido esté mayor seré
su adhesion al soporte, aunque también se le puede afiadir un adherente (yeso).

Algunos de los adsorbentes mas utilizados son: *°
» Celulosa
> Almidon
» Azlcares
> Gel de silice (silicagel)
> Oxido de aluminio (alimina)
» Carbon activo (carbdn en polvo)
» Kieselguhr

Los tres primeros se utilizan para extraer componentes polifuncionales de
plantas y animales. *°

6.2.1. Silica Gel:

El gel de silice ¢ &cido silicico es uno de los mas utilizados, es
débilmente &cido, su pH oscila entre 4 = 5. Con lo cual no se debera utilizar con
sustancias que se corrompan con los acidos. Los geles de silice normales suelen
contener impurezas de hierro y/o aluminio, este factor también se debe tener en
cuentas respecto al uso de componentes. El tamafio del grano suele ser de 10 a

40 micras (1) y el tamafio de poro varia de 20 a 150 A. !
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Generalmente lleva incorporado un agente aglomerante, yeso (sulfato
calcico semihidratado), para proporcionar firmeza al adsorbente. También han
sido incorporados dos indicadores del ultravioleta, juntos ¢ por separados

(amarillo y/o verde), en diversos tipos de gel de silice. **

Se trata de un adsorbente polar, pero puede ser tratado con hidrocarburos
para neutralizar los grupos ‘OH, de forma que se haga apto para separar
componentes lipdfilos (esteroides, &cidos grasos, ceras, vitaminas liposolubles,

etc.). A este proceso se le denomina cromatografia de fase reversa (silanizado). *
6.2.2. Allmina:

La alumina u éxido de aluminio es un adsorbente ligeramente basico
debido a que en el proceso de extraccion de la alimina a partir de la bauxita
quedan algunas moléculas de hidroxido de aluminio adheridas a la alumina,
dandole a ésta un carécter basico. No consigue un desarrollo tan alto de la

sustancia depositada como el gel de silice. **

La alimina puede ser tratada quimicamente para conseguir aliminas
acidas, basicas y neutras. Puede contener aglomerantes y/o indicadores
ultravioletas. Es un adsorbente de caracter polar, de tal forma que retendra con

mayor avidez a los componentes polares. **
6.3. PREPARACION DE PLACAS:

El adsorbente se deslie en agua destilada. Para mezclar la papilla
homogéneamente es preferible agitar de modo mecanico. La proporcion de
adsorbente y agua depende del tipo de adsorbente. Dos partes de agua y una de
adsorbente pueden tomarse como norma general, no obstante, habran de

consultarse las instrucciones del fabricante. X" 3

Originariamente se utilizaban, como soporte del adsorbente, ld&minas de

vidrio, pero en la actualidad también se utilizan laminas de otros compuestos
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organicos mas flexibles. Dependiendo del tipo de separacién que se desee
(cualitativa 0 preparativa) se utilizard un tamafio de placa u otro. En general para
realizar una separacion preparativa de un gramo de muestra es necesario una

placa de vidrio 20 x 20 cm, 35 g de adsorbente y 80 ml. de agua destitada.'” *

Las propiedades de la fase estacionaria pueden alterarse mediante la
adicion de compuestos tales como disoluciones tamponadoras para mantener el
pH deseado. En la preparacion de las placas también se pueden adicionar

indicadores fluorescentes 6 aglomerantes. "%

Cabe destacar la adicion de nitrato de plata (AgNO0s), a este proceso se le

denomina argentacion, y se utiliza para separar componentes insaturados. " *

El espesor de la placa es otro factor a tener en cuenta al preparar la placa, en

general suele ser de: *"3

0.1 — 0.2 mm. Para separaciones analiticas.
0.5 — 2 mm. Para separaciones preparativas.

La placa debe quedar libre de grumos y rugosidades, que afectarian al
desarrollo del proceso cromatografico. Para ello existen en el mercado
extensores que se utilizan para crear de forma mecanica placas homogéneas del

espesor deseado. Si no se dispone de extensor, el proceso a seguir es el

siguiente: 1”34

e Mezclar en un Erlenmeyer el agua y el adsorbente.
e Agitar enérgicamente.
o Extender la papilla sobre el soporte de vidrio.

e Hacer oscilar la papilla de un lado a otro.
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e Golpear con el dedo la parte inferior del soporte.

Las placas, normalmente, se dejan reposar un corto espacio de tiempo
después de cubrirlas; luego se colocan en bandejas metalicas. En este momento
puede activarse el agente adsorbente, bien dejando las placas reposar toda la
noche a temperatura ambiente, bien calentandolas durante 30 — 60 minutos a 105
— 110 °C (las placas de celulosa no deben calentarse mas de 10 minutos a 105
°C) para expulsar asi el aire. Es conveniente dejar secar las placas inicialmente
al aire, para evitar los agrietamientos que se producirian por efecto del cambio

de temperatura. 1" %

6.4. APLICACION DE LAS MUESTRAS:

Los productos a examinar se disolveran, cuando sea posible, en un
disolvente organico no polar que tenga un punto de ebullicion lo suficientemente
bajo para que se evapore después de la aplicacion. Sin embargo a menudo se
necesitan disolventes polares; la mezcla cloroformo: metanol (1:1) es efectiva.
Frecuentemente se emplean disoluciones al 1 %, de manera que al aplicar 2 pl
resulta en la carga 20 pg de producto sélido. Muchos reactivos de revelado
llegan a detectar 0.1 pg de material; por esto con esta carga puede llegarse a

observar un 5 % de impurezas. **

Existen una gran variedad de micropipetas y microjeringuillas para
realizar el proceso de siembra de la muestra a analizar. También pueden usarse
tubos capilares. El proceso de siembra se realiza tocando con la punta del capilar
(micropipeta, jeringuilla, etc.) sobre la placa preparada. Dejando una distancia al
borde inferior de un centimetro aproximadamente. El punto de aplicacion de la

muestra se denomina toque. **

Una vez colocado el toque se deja secar para evaporar el disolvente, de

forma que en la placa solo quedaré la muestra a analizar. *
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6.5. ELECCION DEL ELUYENTE:

La eleccién del eluyente dependera légicamente del componente que se
va a separar y del material en que la separacion se lleva a cabo. '

Principales eluyentes en orden creciente de polaridad: **
> Eter de Petrdleo.

> Eter Dietilico.

» Ciclohexano.

» Acetato de Etilo.

» Tetracloruro de Carbono (*)
» Piridina.

» Benceno (*)

» Etanol.

» Cloroformo (*)

» Metanol.

» Diclorometano.

» Agua.

> Acido Acético.

(*) Compuestos cancerigenos.

En la eleccién del eluyente influyen varios factores: >’
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» Precio.

» Pureza.

» No utilizar mezclas de eluyentes (reproducibilidad).

» No utilizar compuestos muy volatiles.

» Evitar que contengan trazas de metales (catalizadores).

La eleccion del eluyente se realiza de forma empirica. Hay que estudiar

la polaridad del componente y probar con eluyentes cada vez menos polares. °’
e Toque de la muestra sin aplicar ningun eluyente.

e Aplicando un eluyente poco polar.

e Aplicando un eluyente més polar.

Al aplicar en primer lugar eluyentes poco polares, podemos seguir
utilizando la misma placa para aplicar otros eluyentes mas polares, hasta dar con

el més apropiado. >’

Otra técnica para realizar la eleccion del eluyente consiste en sembrar
varias muestras distanciadas suficientemente, y aplicar con un tubo capilar
distintos eluyentes sobre el centro de cada muestra. Esto permite desarrollar cada
eluyente radialmente por capilaridad, de forma que se aprecie el eluyente con el

cual la separacion se realiza de una manera mas eficaz. >’
6.6. DESARROLLO DE LA CROMATOGRAFIA:

El desarrollo de los cromatogramas en capa fina se realiza normalmente
por el método ascendente, esto es, al permitir que un eluyente ascienda por una
placa casi en vertical, por la accion de la capilaridad. La cromatografia se realiza

en una cubeta. Para conseguir la maxima saturacion posible de la atmdsfera de la
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camara, las paredes se tapizan con papel impregnado del eluyente. A veces
pueden obtenerse separaciones mejores sin poner papeles en las paredes, cosa

que no debe olvidarse. ®°

Generalmente el eluyente se introduce en la cdmara una hora antes del
desarrollo, para permitir la saturacion de la atmdsfera. El tiempo de desarrollo,
por lo general, no llega a los 30 minutos. El tiempo de una cromatografia
cualitativa suele ser de un par de minutos, mientras que el tiempo de una

cromatografia preparativa puede llegar a un par de horas.®°

Las placas pueden desarrollarse durante un tiempo prefijado, ¢ hasta que
se alcance una linea dibujada a una distancia fija desde el origen. Esto se hace
para estandarizar los valores de Ry. Frecuentemente esta distancia es de 10 cm;
parece ser la mas conveniente para medir valores de Rs. Después del desarrollo,

las placas pueden secarse rapidamente con una corriente de aire caliente. % °

La mejor posicion de desarrollo para un componente es el punto medio
entre el origen y el frente del eluyente, ya que permite separar las impurezas que
se desplazan con mayor y menor velocidad. El frente del eluyente nunca debe

llegar a tocar el borde de la placa.®°

Si la placa se estropea por accion del aire 6 de la luz, se secard en una camara
que contenga un gas inerte 6 aislado de la luz. ®°

6.7. LOCALIZACION DE SUSTANCIAS:

Si los compuestos separados no son coloreados es necesario revelar la

posicion de dichos compuestos, para ello existen dos tipos de métodos: **
e Métodos quimicos.

e Meétodos fisicos.
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6.7.1. Métodos Quimicos:

Consisten en realizar una reacciéon quimica entre un reactivo revelador y
los componentes separados, para ello se pulveriza la placa con los reactivos
reveladores con la ayuda de un pulverizador de vidrio y una pera de goma, 6

mediante un dispositivo que proporcione aire comprimido. **

Es preferible pulverizar con las placas en posicion horizontal. Si el

7

reactivo revelador es peligroso 6 muy corrosivo, la pulverizacion deberd

realizarse en una vitrina de gases bien ventilada. **

Generalmente se utiliza como reactivo revelador yodo, el cual forma
complejos coloreados con los componentes organicos (con tonos amarillo —
marron), pero las manchas desaparecen con el tiempo con lo que es conveniente

sefialar las manchas aparecidas. **

Otro reactivo revelador bastante utilizado es el acido sulfarico, que

reacciona con los componentes orgénicos produciendo manchas negras. **

El tamafio de las manchas no estd relacionado con 1la cantidad de

componente separado. **

Ademas de estos reveladores generales, existen otros especificos:
e 2.4 —dinitrofenilhidracina (para aldehidos y cetonas).

¢ Verde de bromocresol (para acidos carboxilicos).

e Paradimetil aminobenzaldehido (para aminas).

e Ninhidrina (para amino&cidos).

6.7.2. Meétodos Fisicos:

El més comun consiste en afiadir al adsorbente un indicador fluorescente.
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De tal forma que al colocar la placa bajo una lampara ultravioleta, y
dependiendo del indicador y de la longitud de onda, aparecen manchas
fluorescentes en las zonas en las que hay componentes, 6 en otros casos aparece

toda la placa fluorescente excepto donde hay componentes. * !

Algunos compuestos poseen cierta fluorescencia (aunque no es normal)

que pueden ser detectados directamente en una lampara de ultravioleta. > **

6.8. CONSTANTE R¢:

La constante R¢ (Ratio of Front) es simplemente una manera de expresar
la posicion de un compuesto sobre una placa como una fraccion decimal, mide la

retencién de un componente. Se define como: ™

Distancia Recorrida desde el origen por el Compuesto _ X

~ Distancia Recorrida desde el origen por el frente del Eluyente Y

La distancia recorrida por el compuesto se mide generalmente desde el
centro de la mancha, los célculos se simplifican si el denominador es 10. Para
que los R¢ sean reproducibles deben ser fijadas una serie de condiciones
(Espesor de la placa, fase mdvil, fase estacionaria, cantidad de muestra). El
maximo valor de R que se puede alcanzar es de 1, lo ideal es un R¢ entre 0.65 y
0.7."

Para averiguar si dos compuestos son iguales, se colocan ambos sobre la
misma placa y se desarrolla con varios eluyentes. Una vez desarrollados se
calculan los Rt y si son distintos, puede deducirse con toda seguridad que no se
trataba del mismo compuesto. Por el contrario si los Rs son iguales los

compuestos pueden ser iguales 6 no serlo. '
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Si se sospecha que dos compuestos son muy parecidos se eluyen sobre la
misma placa con el mismo eluyente u otros de menor polaridad, hasta apreciar
una separacion minima. En este caso no se pueden usar reveladores quimicos, ya

que alterarfan los compuestos, sino indicador ultravioleta. **
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CAPITULO I
MATERIAL Y METODOS

1. MATERIAL
1.1. MATERIAL BIOLOGICO:
1.1.1. Hojas de Laurus nobilis L. “Laurel’:

Para el presente trabajo de investigacién se utilizaron las hojas secas de

Laurus nobilis L. “Laurel”, recolectados del distrito de Tiabaya — Arequipa.
1.1.2. Animales de Experimentacion:

Estos animales se utilizaron para determinar el efecto diurético de Laurus
nobilis L. “Laurel”, para efectuar la presente investigacion se escogieron un total
de 42 ratas machos de la especie Rattus rattus, variedad Wistar novergicus; con
un peso promedio que varia de 232 — 305 g, adultos jovenes (aparentemente
sanos sin diferencia) alrededor de 5 meses de vida obtenidas del bioterio de la

Universidad Catélica de Santa Maria de Arequipa.

Durante el lapso que durd el experimento, todos los animales fueron

sometidos a las mismas condiciones dietéticas y ambientales.
1.2. MATERIAL DE LABORATORIO:
1.2.1. Material de Vidrio:

Balones de 200 ml y 250 ml

Vasos de precipitado de 100 ml y 250 ml.
Pipetas de 1 ml, 5 ml'y 10 ml.

Probetas de 100 ml.

Tubos de Ensayo.

YV V V V V VY

Embudos.
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Bagueta de vidrio.
Capilares.

Termdémetro.

YV V V V

Frascos de vidrio
1.2.2. Equipos:

Balanza Analitica OHAUS PIONEER TM.

Balanza de Precision de plato con transformador SARTORIUS
Cémara para Cromatografia de Capa Fina

Lampara de Luz Ultravioleta.

Equipo Evaporador Rotativo BUECHI II.

Equipo de extraccion de Soxhlet

Analizador de electrolitos EasyLyte Plus Na*/K*/CI” Analyzer.
Estufa Esterilizadora MEMMERT UL1S.

V V. V V V V V V

1.2.3. Otros Materiales:

> Jaulas acondicionadas para el metabolismo wurinario de ratas (jaulas
individuales con base de malla de alambre y sistema de embudo incorporado de
aluminio para la recoleccion de orina).

Cromatofolios de Silica Gel 60 Fzs4

Gasa

Vasos

Jeringas de 5 mly 10 ml

Papel craft

YV V V V V V

Micropipetas automaticas.

1.2.4. Material Complementario:

A\

Espatulas

> Sonda géstrica metéalica
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Mortero.

Picetas.

Gradillas.

Papel filtro.
Soporte universal.
Tablas.

Cuchillos.

Ollas.

Cocina eléctrica.

YV V.V V V V VYV V VYV

1.3. REACTIVOS:

Etanol Absoluto p.a. DIPROQUIM.
Tolueno p.a. JT BAKER.

Acetato de Etilo p.a. JT BAKER.
Metanol p.a. PURIQUIM REAGEN/INDUQUIMICA.
Hexano p.a. JT BAKER.

Reaccion de Liebermann Burchard.
Reactivo de Drangendorff.

Acido acético p.a. JT BAKER.

Acido Sulfdrico cc. p.a. MERCK.
Cloruro férrico NEQUINSA.

Cloruro de aluminio RIEDEL DE HAEN.
Vainillina NEQUINSA.

V V. V V V V VYV V V V VYV V

2. METODOS:
2.1. PROCESAMIENTO DEL MATERIAL VEGETAL:
2.1.1. Recoleccion:

Se obtuvieron las hojas de Laurus nobilis L. “Laurel” del distrito de
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Tiabaya — Arequipa en el mes de Junio del 2012, teniendo en cuenta: que todas
las hojas pertenezcan a la misma especie vegetal, su aspecto, color y tamario;
desechando las hojas que fueron afectados por factores externos (animales,
insectos, hongos, etc.); los que pudieran degradar los principios activos de la

especie.
2.1.2. Seleccion:

La seleccidn consistio en separar las hojas en buen estado y desechar
aquellas hojas que estuvieran dafiadas, partidas, marchitas, podridas,
malolientes, seguidamente fueron lavadas para arrastrar impurezas como el

polvo y ectoparasitos.
2.1.3. Analisis Organoléptico:

Para este andlisis se determinaron los siguientes caracteres
organolépticos: color, olor, sabor, textura. Este analisis se llevo a cabo en las

hojas frescas de Laurus nobilis L. “Laurel”.
2.1.4. Estabilizacion y Desecacion:

Una vez seleccionadas las hojas frescas de Laurus nobilis L. “Laurel”,
fueron lavadas con agua destilada; con la finalidad de eliminar las impurezas,
microparasitos, hongos, etc. Se estabiliz6 las hojas en la estufa a 80 °C por 4
minutos. Luego se cortaron las hojas en partes pequefas y se procedié a desecar
el material vegetal en la estufa a 60 °C por 2 horas con el proposito de eliminar
el mayor porcentaje de agua del material vegetal, fueron sometidas a un
ambiente cerrado, protegidas de la luz y los rayos solares, bien aireado para asi

asegurar una buena conservacion de la planta.
2.1.5. Pulverizacién y Almacenamiento:

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

lejos de la luz solar para su correcto almacenamiento y conservacion.
2.2. DETERMINACION DE LA HUMEDAD RESIDUAL:

Meétodo: Gravimétrico

Fundamento:

Se basa en la diferencia de peso que existe entre un peso inicial conocido
y el peso final de una muestra, después de la desecacion a la estufa a una

temperatura de 60 — 70 °C hasta peso constante.
Procedimiento:

Se pesd 5 g de muestra por triplicado y se colocaron en tres capsulas
previamente secadas y pesadas, las mismas que fueron introducidas a la estufa a
una temperatura de 60 — 70 °C hasta peso constante para luego determinar el

porcentaje de humedad mediante la siguiente formula:
Pf
%H = — x 100
Pi

Donde:
Pi = Peso inicial
Pf = Peso final

%H = Porcentaje de humedad
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2.3. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS:
Método: Extraccién con Soxhlet.
Fundamento:

Consiste en un sistema cerrado que permite el flujo de solvente en ciclos,
los equipos de Soxhlet constan de tres partes: un reservorio de solvente en la
parte inferior, el cual es un balén donde se coloca el solvente extractor y se
somete a ebullicidn; la segunda parte es un soporte para el material vegetal el
cual se coloca empaquetado en papel filtro; finalmente se tiene un refrigerante 6
condensador el cual recibe los vapores del solvente que vienen desde el bal6n y
los condensa para hacer gotear el solvente sobre el material vegetal, cuando el
soporte que mantiene el material vegetal se llena de solvente recién destilado, se
activa espontaneamente un sifon que hace que el extracto formado pase al balon
donde continua en ebullicion, cada llenada de solvente en el soporte de muestra
es un ciclo y pueden repetirse varios ciclos de extraccion hasta el agotamiento de

la muestra. *°
Procedimiento:

Se procedio a pesar y empaquetar 15 g de material vegetal desecada y
pulverizada en una hoja de papel filtro, el cual recibié el nombre de cartucho y
fue colocado en el extractor que forma parte del equipo de Soxhlet,
seguidamente en el balon del equipo extractor se coloc6 150 ml del solvente
indicado, usando solventes de distintas polaridades (etanol, acetato de etilo,
hexano), y se procedio a armar el equipo, colocando el balon en una olla con
agua para que sirviera como B.M. a una temperatura de 80 °C, por un tiempo de
5 horas hasta que el solvente haya agotado toda la muestra del cartucho,
finalmente se procedié a desarmar el equipo enfriandolo previamente y se

obtuvo el extracto indicado.
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2.4. DETERMINACION DEL EXTRACTO SECO A PARTIR DE LOS
EXTRACTOS OBTENIDOS:

Meétodo: Evaporacion a sequedad
Fundamento:

Se basa en la obtencion del extracto seco a partir de la separacion del
solvente y del principio activo aplicandose una temperatura adecuada y
sometiéndose el extracto a B.M, hasta la evaporacion total del solvente,

quedando suspendido en el fondo del recipiente el principio activo que se desea

obtener.%% %

Procedimiento:

Se tomd el extracto obtenido de la extraccion por Soxhlet, se coloco a un
balén para su evaporacion mediante el equipo rotavapor, seguidamente se
procedid a su evaporacion por sequedad en un vaso de vidrio previamente
tarado, para luego ser llevado a bafio maria a una temperatura de 80°C para la
evaporacion de solvente hasta la aparicion del residuo con peso constante, al
término del cual se procedid a determinar el porcentaje de rendimiento de

extracto seco.

Caélculos:

Pf
%ES = — x 100
Pi

Donde:
Pi = Peso inicial
Pf = Peso final

%ES = Porcentaje de extracto seco
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2.5. ETAPAS DE LA EXPERIMENTACION:
2.5.1. Etapa de Adaptacién y Seleccion de Animales de Experimentacion:

Las ratas fueron previamente sometidas a un proceso de adaptacion en la
que consistio en estandarizar las condiciones ambientales, alimenticias y evitar
factores externos que sean impedimento de una Optima investigacion, las ratas a
utilizar fueron seleccionadas con un peso entre 232 — 305 g, de 5 meses de vida
y de sexo macho (aparentemente sanas), para la alimentacion de las ratas se
utilizé trigo, maiz y agua los cuales fueron repartidos en porciones iguales y
suficientes, para que el animal pueda alimentarse a voluntad. Se someti6 a un

ayuno de 12 horas a las ratas, previo a cada etapa de experimentacion.
2.5.2. Pruebas Piloto:
2.5.2.1. Prueba Piloto I (Eleccion del Extracto):

La finalidad de esta prueba piloto es elegir el extracto que
presenta mayor diuresis. Para esta prueba piloto se utilizaron 12 ratas
previamente adaptadas a las mismas condiciones ambientales y
sometidas a un ayuno de 12 horas previas a la experimentacion,
seguidamente se repartieron en 4 grupos de 3 ratas y se las colocé en
jaulas metabolicas adaptadas para observar su metabolismo urinario.
Uséandose una sonda gastrica metalica se administré por via oral, los
distintos extractos preparados para cada grupo de ratas a una dosis de
0.0587 g/kg de peso (calculada segin vademécum tradicional®!)

suspendidos los extractos en 5 ml de agua para su administracion.
Grupo I: Extracto Seco Etanolico.
Grupo Il: Extracto Seco de Acetato de Etilo.

Grupo IlI: Extracto Seco de Hexano
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Grupo IV: Agua Destilada

Se procedio a recolectar la orina de cada rata en vasos y se midio
el volumen final de orina de las 24 horas. (Se realizo la etapa de
experimentacion por 5 dias consecutivos). Tomandose en cuenta el
volumen final de cada dia (24 horas), se calculd el promedio y desviacion
estandar del volumen urinario de los 5 dias experimentacién para cada
grupo, y también se realiz6 un analisis de varianza ANOVA y Test de
Tukey con un nivel de confianza del 95 %, con la finalidad de determinar

el extracto que produjo mayor diuresis.

También se midié el volumen urinario de la cero hora a la octava
hora y de la décimo séptima a la vigésimo cuarta hora para observar el

comportamiento de la diuresis en estos intervalos de tiempo.

Esta primera fase de las pruebas piloto nos permitird determinar el

Extracto que mejor convenga, a fin de demostrar su efecto diurético.
2.5.2.2. Prueba Piloto Il (Eleccion de la Dosis del Extracto):

Una vez determinado el extracto que produjo mayor diuresis, se
usara dicho extracto para realizar la segunda prueba piloto, que tiene por
finalidad determinar la dosis de dicho extracto que produce mayor
diuresis, para lo se calculé la primera dosis a usar de acuerdo al
vademécum tradicional (0.0587 g/kg de peso) la segunda dosis fue el
doble de la dosis calculada (0.1174 g/kg de peso) y la tercera dosis fue la

mitad de la dosis calculada inicialmente (0.0294 g/kg de peso).

Se utilizaron 12 animales de experimentacion previamente
adaptados a las mismas condiciones ambientales, y se les sometio a
ayuno por un periodo de 12 horas. Seguidamente se repartieron las ratas

en 4 grupos de 3 ratas y se las colocd en las jaulas metabdlicas
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acondicionadas para el metabolismo urinario. Se administrd el extracto
elegido en la primera prueba piloto, a diferentes dosis, cada dosis

suspendida en 5 ml de agua.

Grupo I: Extracto Etandlico seco a la dosis de (0.0587 g/kg).
Grupo Il: Extracto Etanolico seco a la dosis de (0.1174 g/kg).
Grupo Il1: Extracto Etandlico seco a la dosis de (0.0294 g/kg).
Grupo 1V: Agua Destilada 5 ml.

Se procedio a recolectar la orina de cada rata en vasos y se midio
el volumen final de orina de las 24 horas. (Se realiz6 la etapa de

experimentacion por 5 dias consecutivos).

Tomandose en cuenta el volumen final de cada dia (24 horas), se
calculd el promedio y desviacion estandar de volumen urinario de los 5
dias para cada grupo, y también se realizd un analisis de varianza
ANOVA y Test de Tukey con un nivel de confianza del 95 %, con la

finalidad de determinar la dosis a la cual se produce mayor diuresis.

También se midio el volumen urinario de la cero hora a la octava
hora y de la décimo séptima a la vigésimo cuarta hora para observar el

comportamiento de la diuresis en estos intervalos de tiempo.
2.5.3. Etapa Final de la Experimentacion:

Se determind el efecto diurético de las hojas de Laurus nobilis L.

“Laurel” y la excrecion de electrolitos en la orina de ratas aparentemente sanas.

Una vez obtenidos los datos de las pruebas piloto, las cuales nos
permitieron elegir el extracto adecuado y la dosis. Para esta etapa se utilizaron

18 ratas adultos jovenes machos con 5 meses de vida y con pesos promedio entre
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230 — 305 g (aparentemente sanos) repartidos en 3 grupos de 6 ratas cada uno,
los cuales se estandarizaron las condiciones ambientales y de alimentacion,
mediante una dieta balanceada con maiz, trigo y agua; fueron alimentadas a

voluntad en dos porciones por la mafiana y por la tarde.

Los animales de experimentacion fueron sometidos previamente a cada
experiencia a un ayuno de 12 horas, al cabo de las cuales se pesé cada rata a fin

de determinar la dosis a administrarse.

Luego se procedido a colocar las ratas en sus respectivas jaulas
metabdlicas acondicionadas para observar su metabolismo urinario, y se les

administré lo siguiente:
Grupo I: Grupo Extracto seco a la dosis de 0.0587 g/kg de peso

De acuerdo a los pesos se calculé la dosis necesaria de extracto para cada
rata de este grupo, y en seguida se les administré via oral mediante la jeringa

gastrica en un volumen total de 5 ml.
Grupo Il: Grupo Hidroclorotiazida a la dosis de 0.002 g/kg de peso

Se les administré una solucién de hidroclorotiazida, calculada para cada
peso correspondiente a los animales de experimentacion de este grupo y en
seguida se les administrd via oral mediante la jeringa gastrica en un volumen
total de 5 ml.

Grupo I11: Grupo Blanco

A este grupo se les administré Gnicamente via oral mediante la jeringa

géastrica agua destilada en un volumen de 5 ml.

Después de su respectiva administracion se procedié a recolectar la orina
en vasos y medir el volumen urinario, con una jeringa descartable para cada

animal de experimentacién. Se midio el volumen urinario de la cero hora a la

53

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

[}
TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

sexta hora y de la décimo octava a la vigésimo cuarta hora para observar el
comportamiento de la diuresis en estos intervalos de tiempo. Se tomd muestras
de orina en cada hora para posteriormente analizar los electrolitos de sodio y

potasio.

25.3.1. Determinacion de la Densidad:

(Peso del Vaso con orina) — (Peso del Vaso sin orina)

DENSIDAD =
SIge (Volimen)

2.5.3.2. Determinacion del Volumen Minuto de Orina (VMO):

Volimen Total (ml) 24 horas

URES 60 minX 24 horas

2.5.3.3. Meétodo para la Determinacion de Electrolitos Sodio y Potasio

en Orina:
Fundamento:

El método usado es el potenciométrico, que se fundamenta en la
medicion de un potencial en una celda electroquimica, es el Gnico
método electroquimico en el que se mide directamente un potencial de
equilibrio termodinamico y en el cual esencialmente no fluye corriente
neta. El instrumental necesario para las medidas potenciométricas
comprende un electrodo de referencia, un electrodo indicador y un
dispositivo de medida de potencial. Un electrodo de ion selectivo es un
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sensor que convierte la actividad de un ion especifico disuelto en una
solucion, en un potencial eléctrico que puede ser medido por un
voltimetro, los electrodos de ion selectivo que producen una sefial de
voltaje como una respuesta a un ién disuelto en una solucion, el potencial
producido es dependiente de las concentraciones de las especies ionicas

presentes en la solucion.
Procedimiento:

Se midid los electrolitos de sodio y potasio a través del analizador
de electrolitos Easy Lyte Plus Na'/K+/Cl" Analyzer, un sistema
automatico, en el cual se coloco la muestra en tubos capilares para su
medicion. Para realizar esta medicion se uso previamente, un diluyente
de orina Easy Lyte BPO 344°, a la proporcion de 1/10 el cual se us6 100
pl de orina y 900 ul de diluyente tomado con micropipetas, luego se
programd el equipo seleccionado en la modalidad de andlisis de orina y
se procedio a medir cada una de las muestras.

Descripcién del Analizador de Electrolitos:

El analizador de electrolitos Easy Lyte Plus Na*/K+/CI” Analyzer,
es un equipo de analisis, controlado por un microprocesador
completamente automatico para medir sodio, potasio y cloro en suero,
plasma, sangre y orina. La duracion del analisis de la muestra es de
aproximadamente 60 segundos y requieren solo 100 ul de suero, plasma,
sangre u orina. Su menu de facil acceso le permite una gran variedad de
opciones con solo presionar “Yes” 6 “No” y los resultados son

presentados en la pantalla y a la vez impresos en papel. *
Partes Externas del Analizador de Electrolitos:

Teclado: constituido por las teclas Si y No, lo que nos permite estar en
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contacto con el analizador y que a su vez nos permite realizar todas las
funciones del analizador, incluyendo: medida de la muestra, entrada de

datos, programacion, etc.

Pantalla: es el medio por el cual el analizador se comunica con el
operario mediante una pantalla de cuarzo liquido, esta pantalla alfa —
numérica de dos lineas permite hasta 18 caracteres por linea y presenta
las actividades del analizado, resultados de muestra y otras

informaciones programadas.®*

Partes Internas del Analizador de Electrolitos:

Camara de Medicion: consiste en un dispositivo movible de cierre,
ubicado en el lado izquierdo, que sostiene a los electrodos, el soporte
derecho de los electrodos con el conector del sensor de muestra y la base

de la cdmara de medicidn.

Bomba peristaltica: esta se encarga de transportar todos los liquidos
dentro del analizador.

Vélvula de Soluciones: controlan el movimiento de liquidos dentro del

analizador, y controla que los liquidos no se derramen.

Impresor térmico: usa papel sensible a la temperatura, para emitir
informacion en 18 columnas. El analizador imprime valores de medicion,
de calibracion, voltaje de electrodos, asi como informacion de limpieza y
mantenimiento, la unidad esta convenientemente configurada para
permitir el almacenamiento de un segundo rollo de papel en la misma
bandeja. ®*
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2.6. ESTUDIO FITOQUIMICO PRELIMINAR:
2.6.1. Monitoreo Cromatografico:

Meétodo: Cromatografia de Capa Fina

Fundamento:

La cromatografia de capa fina & pelicula fina es una técnica
cromatografica utilizada, entre otros posibles usos, para separarlos componentes
puros que forman parte de una mezcla. Esta separacion se consigue mediante la
diferencia entre las fuerzas de adhesion de las moléculas de los componentes a
una fase mévil (normalmente un disolvente) y a una fase estacionaria (la llamada
capa fina, que puede ser papel 6 gel de silica). Esta diferencia se traduce en un
mayor 6 menor desplazamiento 6 movilidad de cada componente individual, lo

cual permite su separacion e identificadén.™

Procedimiento:

Se procedio a cortar las placas de silica gel con dimensiones de 10 cm
por 3 cm, se marco con lapiz 1cm de linea sobre la parte inferior y 1cm debajo
de la parte superior y delimitandose espacios de 1 cm intercalados para realizar
las siembras correspondientes a cada extracto. Luego se procedié a realizar los
sembrados correspondientes del extracto en cada placa utilizando capilares para
dicha operacién, finalmente se colocd las placas ya sembradas en vasos
precipitados conteniendo los diferentes solventes para realizar la corrida
cromatografica, estando estos herméticamente cerrados y protegidos de la luz
envueltos con papel aluminio para una correcta identificacion de componentes,
en algunos casos se utilizaron reveladores quimicos, y uso de ld&mpara de luz
UV. Finalmente se determind los valores de Rf para cada componente

identificado.
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Calculos:

Distancia Recorrida por el Compuesto

Distancia Recorrida por el Disolvente

2.6.1.1. Corrida General:

a) Preparacion de la Fase Movil: acetato de etilo, metanol, agua
(80:10:10)

Se agregd 8 ml de acetato de etilo en un vaso precipitado, con 1 ml de

Metanol y 1 ml de agua respectivamente.
b) Preparacion de la Fase Estacionaria:

Se cortd la placa de silica gel en una lamina de 3 cm por 10 cm
(ancho: largo) y se marcé los lugares de siembra de muestra con lapiz,

dejando 1 cm de espacio inferior y lateral al sembrado.
c) Preparacion de la Muestra:

Se tomé con el capilar la solucion etandlica del extracto, se coloco en
el lugar de siembra de la placa de silica gel con cuidado y correcta

limpieza.
d) Desarrollo:

Se colocd la placa sembrada en la cubeta de desarrollo
cromatografico, hasta que el solvente ascienda hasta 1 ¢cm debajo del
borde superior, herméticamente cerrado y cubierto con papel aluminio

para su correcto desarrollo.
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e) Deteccidn:

Se retir6 la placa, se seco al medio ambiente, se revel6 con vainillina
(1 % en etanol comercial), &cido sulfurico concentrado (1 % en etanol
comercial), y se calentd en la estufa a 80 °C por 10 minutos, luego se
observo la placa en luz UV a 366 nm. Todas estas identificaciones
observadas nos permitieron realizar una identificacion mas aproximada

de los posibles componentes presentes en el extracto etandlico.
f) Determinacion de Rf:

Se calculd los Rf de cada una de las manchas caracteristicas de las

diferentes sustancias reveladas en las placas cromatograficas.
Taninos (Manchas de color Verde)
Terpenos (Manchas de color Azul)
Saponinas (Manchas de color Rojizas)
2.6.1.2. ldentificacion de Terpenos:
a) Preparacion de la Fase Movil: tolueno, acetato de etilo (70:30)

Se agregé 7 ml de tolueno en un vaso precipitado, se mezcld

ligeramente con 3 ml de acetato de etilo.
b) Preparacion de la Fase Estacionaria:

Se cort6 la placa de silica gel en una lamina de 3 cm por 10 cm
(ancho: largo) y se marcé los lugares de siembra de muestra con lapiz,

dejando 1 cm de espacio inferior y lateral al sembrado.
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c) Preparacion de la Muestra:

Se tomé con el capilar la solucion etandlica del extracto, se colocé en
el lugar de siembra de la placa de silica gel con cuidado y correcta

limpieza.
d) Desarrollo:

Se colocd la placa sembrada en la cubeta de desarrollo
cromatografico, hasta que el solvente ascienda hasta 1 ¢cm debajo del
borde superior, herméticamente cerrado y cubierto con papel aluminio

para su correcto desarrollo.
e) Deteccion:

Se retird la placa, se sec6 al medio ambiente, se revel6 con el reactivo
de Liebermann Buchard, se calentd en la estufa a 80 °C por 10 minutos,

luego se observé las revelaciones.
f) Determinacion de Rf:

Se calculé los Rf de cada una de las manchas caracteristicas de

terpenos revelados en las placas cromatogréficas.
Terpenos (Manchas de color Azul verdosas).

2.6.1.3. Identificacion de Saponinas:

g) Preparacion de la Fase Movil: metanol, agua (90:10).

Se agreg6b 9 ml de metanol en un vaso precipitado, se mezclo

ligeramente con 1 ml de agua.
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h) Preparacion de la Fase Estacionaria:

Se cort6 la placa de silica gel en una lamina de 3 cm por 10 cm
(ancho: largo) y se marcé los lugares de siembra de muestra con lapiz,

dejando 1 cm de espacio inferior y lateral al sembrado.
i) Preparacion de la Muestra:

Se tomé con el capilar la solucion etandlica del extracto, se coloco en
el lugar de siembra de la placa de silica gel con cuidado y correcta

limpieza.
J) Desarrollo:

Se colocé la placa sembrada en la cubeta de desarrollo
cromatografico, hasta que el solvente ascienda hasta 1 cm debajo del
borde superior, herméticamente cerrado y cubierto con papel aluminio

para su correcto desarrollo.
k) Deteccion:

Se retird la placa, se seco al medio ambiente, se revel6 con el reactivo
de Liebermann Buchard, se calentd en la estufa a 80 °C por 10 minutos,

luego se observé las revelaciones.
I) Determinacion de Rf:

Se calculd los Rf de cada una de las manchas caracteristicas de

saponinas revelados en las placas cromatograficas.

Saponinas (Manchas de color Rosa a Rojo Oscuro)
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2.6.1.4. ldentificacion de Taninos:
a) Preparacion de la Fase Movil: metanol, agua (90:10)

Se agregdb 9 ml de metanol en un vaso precipitado, se mezclo

ligeramente con 1 ml de agua.
b) Preparacion de la Fase Estacionaria:

Se cortd la placa de silica gel en una lamina de 3 cm por 10 cm
(ancho: largo) y se marcé los lugares de siembra de muestra con lapiz,

dejando 1 cm de espacio inferior y lateral al sembrado.
c) Preparacion de la Muestra:

Se tomé con el capilar la solucion etandlica del extracto, se coloco en
el lugar de siembra de la placa de silica gel con cuidado y correcta

limpieza.
d) Desarrollo:

Se colocd la placa sembrada en la cubeta de desarrollo
cromatografico, hasta que el solvente ascienda hasta 1 ¢cm debajo del
borde superior, herméticamente cerrado y cubierto con papel aluminio

para su correcto desarrollo.
e) Deteccion:

Se retird la placa, se seco al medio ambiente, se revelé con cloruro
férrico 1 % en agua (0.25 ml de cloruro férrico en 25 ml de agua), se seco

al medio ambiente y se procedi6 a observar las placas.
f) Determinacion de Rf:

Se calculé los Rf de cada una de las manchas caracteristicas de
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terpenos revelados en las placas cromatograficas.
Taninos (Manchas de color Verde)
2.6.1.5. Identificacion de Flavonoides:
a) Preparacion de la Fase Movil: acetato de etilo, metanol (90:10)

Se agreg6 9 ml de acetato de etilo en un vaso precipitado, se mezclo

ligeramente con 1 ml metanol.
b) Preparacion de la Fase Estacionaria:

Se cortd la placa de silica gel en una ldamina de 3 cm por 10 cm
(ancho: largo) y se marcé los lugares de siembra de muestra con lapiz,

dejando 1 cm de espacio inferior y lateral al sembrado.
c) Preparacion de la Muestra:

Se tomé con el capilar la solucion etandlica del extracto, se coloco en
el lugar de siembra de la placa de silica gel con cuidado y correcta

limpieza.
d) Desarrollo:

Se colocd la placa sembrada en la cubeta de desarrollo
cromatografico, hasta que el solvente ascienda hasta 1 cm debajo del
borde superior, herméticamente cerrado y cubierto con papel aluminio

para su correcto desarrollo.
e) Deteccion:

Se retird la placa, se secd al medio ambiente, se revel6 con cloruro de
aluminio 1 % en etanol comercial (0.25 ml de acetato de etilo en 25 ml

de Etanol), se seco al medio ambiente y se procedid a observar la placa
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en luz UV a 366 nm.
f) Determinacion de Rf:

Se calculé los Rf de cada una de las manchas caracteristicas de

terpenos revelados en las placas cromatograficas.
Flavonoides (Manchas de color Azul turquesa).
2.6.1.6. Identificacion de Alcaloides:

a) Preparacion de la Fase Movil: acetato de etilo, metanol, hidréxido de
amonio (70:29:1)

Se agreg6 7 ml de acetato de etilo en un vaso precipitado, se mezcld

ligeramente con 2.9 ml de metanol y 0.1 ml de hidréxido de amonio.
b) Preparacion de la Fase Estacionaria:

Se cort6 la placa de silica gel en una lamina de 3 cm por 10 cm
(ancho: largo) y se marcé los lugares de siembra de muestra con lapiz,

dejando 1 cm de espacio inferior y lateral al sembrado.
c) Preparacion de la Muestra:

Se tomé con el capilar la solucion etanoélica del extracto, se coloco en
el lugar de siembra de la placa de silica gel con cuidado y correcta

limpieza.
d) Desarrollo:

Se colocé la placa sembrada en la cubeta de desarrollo
cromatografico, hasta que el solvente ascienda hasta 1 cm debajo del
borde superior, herméticamente cerrado y cubierto con papel aluminio

para su correcto desarrollo.
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e) Deteccidn:

Se retird la placa, se seco al medio ambiente y se revel6 con Reactivo
Dragendorff, se secé al medio ambiente y se observd las manchas

reveladas.
f) Determinacion de Rf:

Se calculé los Rf de cada una de las manchas caracteristicas de

terpenos revelados en las placas cromatograficas.
Alcaloides (Manchas de color Rojo 6 Naranjas)
2.7. METODOS ESTADISTICOS:
2.7.1. Parametros de Distribucion:
2.7.1.1. Media Aritmética (X):

La media aritmética también conocida como promedio se obtiene
sumando todos los valores individuales de los elementos divididos por la

cantidad de éstos.

Donde:

X = Media aritmética 6 promedio
a; = Correspondiente a cada valor

n = NUmero de Elementos
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2.7.2. Parametros de Dispersion:

2.7.2.1. Desviacién Estandar:

indice numérico de la dispersion de un conjunto de datos (o poblacion).
Mientras mayor es la desviacion estandar, mayor es la dispersion de la
poblacion. La desviacion estdndar es un promedio de las desviaciones
individuales de cada observacion con respecto a la media de una distribucion.
Asi, la desviacion estandar mide el grado de dispersién 6 variabilidad. En primer
lugar, midiendo la diferencia entre cada valor del conjunto de datos y la media
del conjunto de datos. Luego, sumando todas estas diferencias individuales para
dar el total de todas las diferencias. Por altimo, dividiendo el resultado por el
numero total de observaciones para llegar a un promedio de las distancias entre
cada observacion individual y la media. Este promedio de las distancias es la

desviacion estandar y de esta manera representa dispersion.
2.7.3. Andlisis de Varianza (ANOVA):

El anélisis de varianza sirve para comparar si los valores de un conjunto
de datos numéricos son significativamente distintos a los valores de otro 6 mas
conjuntos de datos. El procedimiento para comparar estos valores de otro 6 mas
conjuntos de datos. El procedimiento para comparar estos valores esta basado en

la varianza global observada en los grupos de datos numéricos a comparar.

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

se desean comparar.
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2.7.4. Test de Tukey:

Se aplica una vez obtenidos los resultados del andlisis de varianza
ANOVA, requiere que haya diferencia significativa en ANOVA. Es una prueba
de comparacion multiple de no hallarse significancia en la prueba de ANOVA,
no serad necesario realizar el Test de Tukey. Esta tabla aplica un procedimiento
de comparacion maltiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. Muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias.
El asterisco que se encuentra al lado de los pares en comparacion indica que
estos pares muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del
95.0 % de confianza. Se identifican los grupos homogéneos segun la alineacion
de las X’s en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas
entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X’s. EI método
empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de
diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un
riesgo del 5.0 % de error al decir que uno 6 mas pares son significativamente

diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.
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CAPITULO IlI
RESULTADOS Y DISCUSIONES

1.1.PROCESAMIENTO DEL MATERIAL VEGETAL.:

El trabajo de investigacién se inicié recolectando las hojas de la especie
Laurus nobilis L. “Laurel”, provenientes del distrito de Tiabaya — Arequipa, se
seleccionaron las hojas en buen estado a los cuales se les realiz6 un andlisis
organoléptico, como se indica en la TABLA N° 3.1. Luego se procedié a
desecar las hojas para obtener una muestra deshidratada con la finalidad de
conservar el material vegetal, ya que este serd material indispensable para el
desarrollo de todo el trabajo de investigacion, seguidamente se pulverizo el
material vegetal desecado, hasta un polvo fino, el cual fue almacenado en papel
craft en sombra, para proteger de la luz y humedad y asi conservar sus principios

activos, para su posterior uso.
TABLAN° 3.1

Anaélisis Organoléptico de las Hojas de Laurus nobilis L. “Laurel”

CARACTERES ORGANOLEPTICOS HOJAS FRESCAS
ASPECTO Brillante
COLOR Verde Oscuro
OLOR Sui generis
SABOR Dulce amargo

* Fuente: Propia
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1.2.DETERMINACION DE LA HUMEDAD RESIDUAL.:

El porcentaje de humedad de la planta previamente desecada fue hallada
por el método gravimétrico, el cual se basa en la diferencia de pesada de la

muestra, ver resultados en la TABLA N° 3.2

TABLAN°3.2

Determinacion de la Humedad Residual

Muestras de Peso Inicial Peso Final % de Prom. % de
Planta (9) (9) Humedad Humedad
Muestra 1 5.001 0.270 5.40
Muestra 2 4.955 0.281 5.67 5.41
Muestra 3 5.096 0.263 5.16

* Fuente: Propia

Como se puede observar la planta desecada, presenta un porcentaje de
humedad residual del 5.41 %, limite permitido para la conservacion de
complejos activos y realizacion de los respectivos extractos, con el consiguiente
analisis de cada uno de ellos.

1.3.DETERMINACION DEL EXTRACTO SECO A PARTIR DE LOS
EXTRACTOS OBTENIDOS:

La muestra vegetal seca, conservada y almacenada se procedio a usar
para la extraccion de sus principios activos, realizandose la extraccion por el

equipo de Soxhlet, usando solventes de distintas polaridades (etanol, acetato de
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etilo, hexano). Se uso el equipo de Rotavapor con el extracto etanolico para la
obtencidn del extracto seco, seguidamente para todos los extractos empleamos el
método de evaporacion por sequedad hasta agotar la mayor cantidad de solvente
y se determind el porcentaje de rendimiento de extracto seco, resultando el
extracto etandlico con mayor porcentaje de rendimiento, ver resultados en la
TABLAN°3.3

TABLAN°3.3
Porcentaje de Rendimiento de Extracto Seco Obtenidos de los Diferentes Extractos

de Laurus nobilis L. “Laurel”

SOLVENTES USADOS PORCENTAJE DE RENDIMIENTO
EN LA EXTRACCION DE EXTRACTO SECO
Etanol 17.8%
Acetato de Etilo 5.8%
Hexano 3.1%

* Fuente: Propia
1.4.ETAPAS DE LA EXPERIMENTACION:
1.4.1. Pruebas Piloto: Se realizé dos pruebas piloto.
1.4.1.1.Prueba Piloto | (Eleccion del Extracto):

La primera prueba piloto se realizé con la finalidad de elegir el

extracto que presenta mayor efecto diurético, en el cual se hizo un ensayo
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con un total de 12 ratas, divididas en 4 grupos de 3 ratas cada uno, a los
tres primeros grupos se les administrd los diferentes extractos: etanol,
acetato de etilo y hexano respectivamente, a una dosis de 0.0587 g/kg de
peso, suspendidos en 5 ml de agua (dosis calculada de acuerdo al

|41

vademécum tradicional™), y al cuarto y ultimo grupo se le administro 5

ml de agua que nos sirvié como control negativo.

A los animales de experimentacién se les colocd en jaulas
acondicionadas para observar su metabolismo urinario, y se procedié a
medir el volumen urinario del dia (24 horas) para cada una de las ratas,
realizandose la medicién de volumen urinario por un periodo de 5 dias
consecutivos. Obtenidos los resultados, se calculd el promedio y la
desviacion estandar de los 5 dias, para cada grupo de experimentacion,
observar los resultados en la TABLA N° 3.4. También se realizd un
analisis estadistico de varianza (ANOVA), ademas del Test de Tukey con
un nivel de confianza de 95 %, observar GRAFICA N° 3.1, lo que nos
indica y permite concluir, que el solvente que presenté mayor diuresis
fue el extracto etanolico, por lo tanto el etanol sera el solvente a utilizar

para nuestra etapa de experimentacién final.

Al mismo tiempo se realizo la medicion del volumen de orina
para cada hora, tomandose en cuenta de la cero hora a la octava hora y de
la décimo séptima a la vigésimo cuarta hora, con la finalidad de ajustar
los intervalos de medicién de volumen urinario para la etapa final de
experimentacion. Obtenidos los resultados se observa que el punto
méximo de diuresis en el caso de los tres extractos, se presenta a la
primera hora, y a partir de la sexta hora en todos los casos, bajan

notablemente los niveles de volumen urinario y se mantienen constantes.
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Con los resultados obtenidos podemos concluir que el efecto del
extracto tiene una duracion hasta la sexta hora aproximadamente, lo que
se puede comprobar en la GRAFICA N° 3.2

TABLAN’°3.4

Prueba Piloto I: Elecciéon del Extracto

ETANOL | ACETATODEETILO | HEXANO | AGUA
(ml) (ml) (ml) (ml)
7.80 6.70 5.75 4.00
1 DIA 9.30 7.10 5.30 3.25
9.20 5.05 4.30 3.85
10.40 6.75 5.90 4.20
2°DIA 9.05 7.15 5.20 2.90
9.10 5.65 5.20 3.65
10.40 6.30 7.70 4.10
3* DIA 10.10 7.00 7.20 2.75
10.60 7.30 5.35 3.45
11.50 7.80 5.60 3.70
4°DIA 10.50 8.30 6.10 3.80
9.20 6.50 5.85 3.60
12.50 7.30 6.85 3.85
5°DIA 9.80 7.40 5.95 4.25
9.20 8.40 5.85 4.10
PROMEDIO 9.91 6.98 5.87 3.70
DESV ST 1.14 0.89 0.85 0.45
* Fuente: Propia
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GRAFICA N°3.1
Contraste de Medias de Excrecion de Volumen Urinario Frente a los Diferentes

Tipos de Extractos Administrados

Medias y 95.0% de Tukey HSD
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ok ]
acetato etilo agua etanol hexano
extracto
Meétodo: Tukey con un Nivel de Confianza del 95 %
Extracto Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
Agua 17 0.215294 0.0382889 (X
Hexano 17 0.332353 0.0382889 XX
Acetato de Etilo 17 0.398235 0.0382889 | X
Etanol 17 0.617059 0.0382889 X

* Fuente: Propia
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GRAFICAN°3.2
Medicion de la Excrecidn de Volumen Urinario por Hora, para cada uno de los

Extractos
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g 0,80 - == Acetato de Etilo
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* Fuente: Propia

1.4.1.2.Prueba Piloto 11 (Eleccion de la Dosis del Extracto):

La segunda Prueba Piloto, se realizd6 con la finalidad de
determinar la dosis més adecuada de extracto etandlico seco, que
presenta mayor efecto diurético, en el cual se hizo un ensayo con un total

de 12 ratas, divididas en 4 grupos de 3 ratas cada uno.

Se calculé para el primer grupo una dosis a partir del vademécum

|41

tradicional™ de 0.0587 g/kg de peso, para el segundo grupo la dosis fue la

mitad de esta 0.0294 g/kg de peso, para el tercer grupo la dosis fue el
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doble de la primera dosis 0.1174 g/kg de peso, y al cuarto y ultimo grupo
se le administrd 5 ml de agua que nos sirvié como control negativo. Se
les administrd a las ratas, cada una de las dosis suspendidas en un
volumen de 5 ml. Inmediatamente se las coloc6 en jaulas metabodlicas

adaptadas para observar su metabolismo urinario.

Se midio el volumen urinario del dia (24 horas) para cada una de
las ratas, realizandose la medicion de volumen urinario por un periodo de

5 dias consecutivos.

Obtenidos los resultados, se calculd el promedio y la desviacion
estandar de los 5 dias, para cada grupo de experimentacion, ver los
resultados en la TABLA N° 3.5. También se realizd un analisis
estadistico de varianza (ANOVA) ademas del Test de Tukey con un nivel
de confianza de 95 %, observar en la GRAFICA N° 3.3, lo que nos
permite concluir que la dosis de 0.0587 g/kg de peso fue la dosis que
presentd mayor efecto diurético, por lo tanto esta dosis sera utilizada para

nuestra etapa final de experimentacion.

Al mismo tiempo se realizé la medicion del volumen urinario en
cada hora, tomandose en cuenta los mismos parametros de tiempo
empleados para la primera prueba piloto. Con la finalidad de ajustar los
intervalos de medicién de volumen urinario para la etapa final de
experimentacion. Obtenidos los resultados se puede concluir que de la
primera a la sexta hora existe un incremento y variacion de volumen
urinario y de la sexta hora en adelante se mantiene un volumen urinario
constante. Observe los resultados en la GRAFICA N° 3.4.
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TABLAN°35

Prueba Piloto 11: Eleccion de la Dosis del Extracto

DOSIS 0.0587 | DOSIS 0.0294 | DOSIS 0.1174|  AGUA
9/Kg 9/Kg 9/Kg (ml)
9.20 4.00 3.50 3.75
1°"DIA 9.60 3.90 3.20 4.65
10.60 3.85 2.80 3.50
8.60 4.70 3.45 3.10
2°DIA 8.50 435 2.70 4.95
11.80 3.95 2.70 3.85
8.80 5.85 3.40 4.45
3* DIA 9.70 5.25 3.40 3.55
8.70 4.80 3.65 4.40
9.80 5.40 3.55 4.30
4°DIA 7.60 4.95 4.15 4.10
11.50 5.95 3.50 4.20
8.55 4.50 2.85 4.20
5°DIA 10.00 3.45 4.15 2.80
9.30 4.15 3.80 4.10
PROMEDIO 9.48 4.60 3.39 3.99
DESV ST 1.15 0.76 0.47 0.58
* Fuente: Propia
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GRAFICA N°3.3

Contraste de Medias de Extraccién de Volumen Urinario Frente a las Diferentes
Dosis

de Extracto Administradas

Medias y 95.0% de Tukey HSD
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Metodo: Tukey con un Nivel de Confianza del 95 %

Dosis Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
0.1174 17 0.205882 0.0475906 |X
agua 17 0.267059 0.0475906 |X
0.0294 17 0.272941 0.0475906 |X
0.0587 17 0.604118 0.0475906 X
* Fuente: Propia
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GRAFICAN°3.4
Medicidn de la Excrecién de Volumen Urinario por Hora, para cada una de las

Dosis

=@= Dosis 0.0587g/kg
== Dosis 0.0294g/kg
~=t=Dosis 0.1174g/kg

== Agua

O = N NN < 1IN ©O N 0N 0 OO O
- = = N

(o)}
tiempo (h)

* Fuente: Propia
1.4.2. Etapa Final de la Experimentacion:

Con los resultados obtenidos de nuestras pruebas piloto, llegamos a la
conclusion que el extracto a usar sera el extracto etanolico seco, y la dosis para
la administracion del extracto seco sera 0.0587 g/kg de peso. También se
ajustaron los intervalos de medicién de volumen urinario, los cuales serén: de la
cero hora a la sexta hora y de la décimo octava a la vigésimo cuarta hora, ya que
la mayor excrecion de volumen urinario en los intervalos de las pruebas piloto,
solo se presentaron de la primera hasta la sexta hora y no hasta la octava hora, es
por eso que se ajustd el rango de medicion para esta etapa de experimentacion

final.
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En esta etapa, se utilizaron 18 ratas divididas en 3 grupos de 6 ratas cada
una, donde se administr6 a cada grupo de ratas diferentes tratamientos

suspendidos en un volumen de 5 ml de agua destilada:

PRIMER GRUPO (Tratamiento: Hidroclorotiazida a dosis de 0.002 g/kg)
SEGUNDO GRUPOQ (Tratamiento: Extracto Etanélico a dosis de 0.0587 g/kg)

TERCER GRUPO (Tratamiento: Agua)

Después de la administracion de los distintos tratamientos se coloco a
cada una de las ratas en jaulas previamente adaptadas para observar el
metabolismo urinario, y se realizo la medicion de volumen urinario expresada en
ml. Se obtuvieron los resultados, los cuales se observan en la GRAFICA N° 3.5,
observandose que tanto la Hidroclorotiazida (HCTZ) como el extracto presentan
un similar comportamiento en cuanto a su excrecion urinaria, presentando su
pico maximo de efecto en la primera hora para ambos tratamientos y una

duracion de efecto aproximadamente hasta la sexta hora.

Se realiz6 un andlisis estadistico de varianza (ANOVA) y ademas de la
prueba de Tukey con un nivel de confianza de 95 %, lo que nos permitié hacer
un contraste y ver si existe 6 no diferencia significativa estadistica entre los
distintos tratamientos, se concluye que no existe diferencia significativa entre la
Hidroclorotiazida (HCTZ) y el extracto etandlico en relacion al volumen urinario
excretado, pero si existe diferencia significativa entre estos y el agua, por lo
tanto el extracto etanodlico de Laurus nobilis L. “Laurel” si posee efecto
diurético. Ver resultados en la GRAFICA N° 3.6.
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Excrecion de Volumen Urinario por Hora, para cada Tratamiento
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* Fuente: Propia
GRAFICA N° 3.6
Contraste de Medias de la Excrecion de VVolumen Urinario

Para cada Tratamiento

Medias y 95.0% de Tukey HSD
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Método: Tukey con un Nivel de Confianza del 95 %

Tratamiento| Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogeneos
Agua 14 0.21 0.0670574 (X

Extracto 14 0.500714 0.0670574 X

HCTZ 14 0.590714 0.0670574 X

* Fuente: Propia

También se realizo la medicion de la excrecion de electrolitos de sodio y
potasio, asi mismo se determiné el VMO (Volumen Minuto de Orina) y las

densidades de cada una de las muestras.

En la GRAFICA N° 3.7, podemos observar la excrecion de electrolitos
de sodio por hora, para cada uno de los tratamientos, en las que tanto para la
hidroclorotiazida (HCTZ) como para el extracto etandlico, se produce la mayor
excrecion de sodio en la primera hora, lo que nos permite concluir que el

maximo efecto diurético se produce en la primera hora.

Para determinar si existe diferencia significativa entre los tratamientos se
realizo el analisis estadistico de varianza (ANOVA) y el Test de Tukey con un

nivel de confianza del 95 %.

Observando en la GRAFICA N° 3.8 que no existe diferencia
significativa estadistica entre la hidroclorotiazida (HCTZ) y nuestro extracto
etandlico, pero si hay diferencia significativa estadistica entre estos y el grupo
agua, por lo tanto se puede determinar que el extracto etandlico y la

hidroclorotiazida (HCTZ), actian como diuréticos natriuréticos.
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GRAFICA N°3.7

Excrecion de los Electrolitos de Sodio en Orina para los Distintos Tratamientos
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GRAFICA N°3.8
Contraste de Medias de la Excrecion de los Electrolitos

Sodio en Orina para cada Tratamiento

Medias y 95,0% de Tukey HSD
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Método: Tukey con un Nivel de Confianza del 95 %

Grupo Sodio Casos | MedialLS | SigmalLS Grupos homogéneos
Agua 78 4.102 0.2408 |X
HCTZ 78 55 0.2368 X
Extracto 78 5.717 0.2408 X

* Fuente: Propia

En la GRAFICA N° 3.9 se observa la excrecién por hora de los
electrolitos de potasio para cada uno de los tratamientos, resultando que la
mayor excrecion de potasio para el caso de la hidroclorotiazida (HCTZ) se
presenta en la segunda hora, mientras que para el extracto la mayor excrecién de
potasio se presenta en la sexta hora, sin embargo al observar las curvas se
muestra que existe un comportamiento similar para la Hidroclorotiazida (HCTZ)
y el extracto etanodlico, siendo estos notablemente mayores las seis primeras
horas en comparacion con el grupo agua, y en las seis ultimas horas, las tres

curvas se muestran similares y con valores constantes.

En la GRAFICA N° 3.10 se realiz6 el analisis estadistico de varianza
(ANOVA), y el contraste respectivo por el Test de Tukey, la que nos indica que
no existe diferencia significativa estadistica entre la Hidroclorotiazida (HCTZ) y
el extracto etanolico, pero si hay diferencia significativa estadistica entre estos y
el grupo agua, por lo tanto el extracto también es kaliurético.
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GRAFICAN°3.9
Excrecion de los Electrolitos de Potasio en Orina para cada

Tratamiento
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GRAFICA N° 3.10
Contraste de Medias de la Excrecion de los Electrolitos

Potasio para cada Tratamiento
Medias y 95,0% de Tukey HSD
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Método: Tukey con un Nivel de Confianza del 95 %

Grupo Potasio Casos | MediaLS | SigmaLS | Grupos homogéneos
Agua 78 3.251 0.2266 |X
Extracto 78 3.869 0.2266 (XX
HCTZ 78 4.549 0.2228 XX

* Fuente: Propia

Se determind la densidad en cada hora como se muestra en la GRAFICA
N° 3.11, en la que se puede observar un comportamiento similar para los tres
tratamientos, incrementandose los valores de densidad, a medida que transcurre
el tiempo, lo que nos permite deducir que al transcurrir el tiempo se van
eliminando diferentes componentes en la orina que hace que incremente su
densidad, esto puede ser debido a la alimentacion de los animales de

experimentacion.

Sin embargo los valores de densidad en orina se encuentran dentro del
rango de valores normales, tomando como referencia los valores de densidad de
las ratas que se les administré solo agua, por lo tanto al determinar la densidad
de orina de los animales se puede concluir que el extracto no provoque alguna
fisiopatologia renal en los animales de experimentacion, ya que no existe una
alteracion en la densidad, sin embargo esto puede ser objeto de un estudio

posterior.

85

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE -v#=% . UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

GRAFICA N°3.11

Valores de Densidad para cada Tratamiento
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* Fuente: Propia

1.1.ESTUDIO FITOQUIMICO PRELIMINAR:

1.1.1. Monitoreo Cromatografico:

Se realizd un estudio fitoquimico preliminar, usando como técnica la
cromatografia de capa fina, con la finalidad de identificar algunos de los
principales metabolitos secundarios que serian los posibles responsables del
efecto diurético, para lo cual primero se realiz6 una corrida general, en la que se
puede observar en la placa de la FIGURA N° 3.1, revelaciones de manchas de

color, verdes a simple vista y manchas anaranjadas rojizas observadas al UV a
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366 nm. También se calculd los valores de Rt entre 0.63 y 0.75, por lo tanto

posiblemente las sustancias identificadas pertenezcan a taninos y saponinas.

B

A

Rf=6.1/8.1=0.75

Rf=5.1/8.1=0.63

Rf=5.6/8.1=0.69

FIGURA N°3.1: Corrida General mediante el Patrén Cromatogréafico en CCF de
Laurus nobilis L. “Laurel” a) simple vista, b) mancha fluorescente a la luz UV a
366 nm

Fase Movil: Acetato de Etilo — Metanol — Agua (80:10:10)
Revelador: Vainillina— Acido Sulfarico
Rf: 0.63,0.69y 0.75

Fuente: Elaboracion Propia
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En la FIGURA N° 3.2 podemos observar que la placa revelada, muestra
manchas de color azul violeta, y también se determiné su Rs de las manchas
identificadas, encontrandose un valor de 0.87, por lo tanto se concluye que son

revelaciones caracteristicas de Terpenos.

A B

Rf=7.2/8.3=0.87

FIGURA N°3.2: Identificacion de Terpenos mediante el Patron Cromatografico en
CCF de Laurus nobilis L. “Laurel” a) simple vista, b) mancha fluorescente a la luz
UV a 366 nm

Fase Movil: Tolueno — Acetato de Etilo (70:30)
Revelador: Reactivo de Liebermann Burchard R 0.87

Fuente: Elaboracion Propia
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En la FIGURA N° 3.3 podemos observar que la placa revelada, muestra
manchas de color anaranjadas rojizas, y también se determiné el R¢ de dichas
manchas identificadas, encontrandose un valor de 0.94, por lo tanto se concluye

que son revelaciones caracteristicas de Saponinas.

A B

| Rf=7.5/8=0.94

FIGURA N°3.3: Identificacion de Saponinas mediante el Patron Cromatografico
en CCF de Laurus nobilis L. “Laurel”. a) simple vista, b) mancha fluorescente a la
luz UV a 366 nm

Fase Movil: Metanol — Agua (90:10)
Revelador: Reactivo de Liebermann Burchard Rs: 0.94

Fuente: Elaboracion Propia
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En la FIGURA N° 3.4 podemos observar que la placa revelada, muestra
manchas de color verdes, y también se determind los Rs de las manchas
identificadas, encontrandose valores entre 0.82, por lo tanto se concluye que son

revelaciones de Taninos.

A B

Rf=6.5/7.9=0.82

FIGURA N°3.4: Identificacion de Taninos mediante el Patron Cromatogréafico en
CCF de Laurus nobilis L. “Laurel”. a) simple vista, b) mancha fluorescente a la luz
UV a 366 nm

Fase Movil: Metanol — Agua (90:10)
Revelador: Cloruro Férrico 1 % Rs: 0.82

Fuente: Elaboracion Propia
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En la FIGURA N° 3.5 podemos observar que la placa revelada, muestra
manchas de color turquesa, y también se determind los Rf de las manchas
identificadas, encontrdndose valores entre 0.87, por lo tanto se concluye que son

revelaciones de Flavonoides.

A B

| Rf=7.2/8.3=0.87

FIGURA N°3.5: Identificacién de Flavonoides mediante el Patrén Cromatogréafico
en CCF de Laurus nobilis L. “Laurel”. a) simple vista, b) mancha fluorescente a la
luz UV a 366 nm

Fase Movil: Acetato de Etilo — Metanol (90:10)
Revelador: Cloruro de Aluminio 1 % R 0.87

Fuente: Elaboracion Propia
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En la FIGURA N° 3.6 podemos observar que la placa revelada, muestra una
mancha de color rojo ladrillo oscuro, y también se determiné el R; de la mancha
identificada, encontrdndose un valor de 0.85, por lo tanto se concluye que es una

revelacion caracteristica de Alcaloides.

| Rf=6.9/8.1=0.85

FIGURA N°3.6: Identificacion de Alcaloides mediante el Patron Cromatogréfico

en CCF de Laurus nobilis L. “Laurel”
Fase Movil: Acetato de Etilo — Metanol — Hidroxido de Amonio (70:29:1)

Revelador: Reactivo Dragendorff R¢: 0.85

Fuente: Elaboracion Propia
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CONCLUSIONES

e Se prepard un extracto etandlico, un extracto con acetato de etilo, y por ultimo
un extracto con hexano para Laurus nobilis L. “Laurel”.

e El extracto etandlico seco a la dosis de 0.0587 g/kg de peso tuvo efecto
diurético y es natriurético y kaliurético.

e Al comparar el extracto etandlico seco a dosis de 0.0587 g/kg de peso con la
hidroclorotiazida a dosis de 0.002 g/kg de peso; no se observé estadisticamente
diferencia significativa.

e El estudio fitoquimico preliminar del extracto etandlico seco de las hojas de
Laurus nobilis L. “Laurel” posee metabolitos secundarios tales como: terpenos,

taninos, flavonoides, saponinas y alcaloides.
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RECOMENDACIONES

e Se recomienda realizar una investigacion méas profunda sobre los posibles
efectos adversos y determinar la dosis toxica del Laurus nobilis L. “Laurel”.

e Realizar un estudio, sobre las posibles alteraciones patoldgicas que pueda
producir el extracto de Laurus nobilis L. “Laurel” en fisiologia renal de las ratas.

e Realizar estudios para determinar el principal mecanismo de accion del extracto
de Laurus nobilis L. “Laurel”.

e Dar una adecuada forma farmacéutica, y estudiar su administracion en seres
humanos.
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ANEXO N°1

MODELO DE FICHA CONTROL PARA LA INVESTIGACION DE LA
DIURESIS DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Laurus nobilis L. ‘Laurel” EN
RATAS

Eicha # F i, B . s

Grupo Experimental: e
Animal de EXperimentaCion # L
Sefia DIStINtIVA: e
Peso del Animal:
Cantidad de Liquido a ADMINISTrar: .o e e v

Sustancia a adminiStrar:
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ANEXO N°2
MODELO DE FICHA PARA VOLUMENES Y DENSIDADES

Resultados:...... Horas

GRUPO1 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.
HCTZ 1
HCTZ 2
HCTZ 3
HCTZ 4
HCTZ5
HCTZ6

GRUPO 2 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.
EXTRACTO 1
EXTRACTO 2
EXTRACTO 3
EXTRACTO 4
EXTRACTO 5
EXTRACTO 6

GRUPO3 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.
AGUA 1
AGUA 2
AGUA 3
AGUA 4
AGUA5
AGUA 6

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE
TESIS UCSM

UNIVERSIDAD

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

ANEXO N° 6

DATOS DEL VOLUMEN MINUTO DE ORINA (VMO) PARA CADA
TRATAMIENTO

HCTZ EXT AGUA

1h 2.40 1.62 0.42
2h 1.20 1.23 1.00
3h 0.88 0.92 0.65
4h 0.23 0.35 0.27
5h 1.73 0.82 0.28
6h 2.02 0.90 0.37
18h 0.32 0.50 0.13
19h 0.42 0.33 0.12
20h 0.12 0.20 0.20
21h 0.20 0.20 0.13
22h 0.13 0.25 0.15
23h 0.12 0.20 0.12
24h 0.09 0.12 0.18
Sumatoria 9.86 7.64 4,02
VMO 0.16 0.13 0.07
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ANEXO N°7

RESULTADOS DE DENSIDAD DE LAS MUESTRAS DE ORINA

RESULTADOS 1 Hora

GRUPO1 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.
HCTZ 1 2.3974 4.5324 2.1350 2.10 1.0167
HCTZ 2 2.2058 4.1670 1.9612 1.80 1.0896
HCTZ 3 2.1920 5.4231 3.2311 3.20 1.0097
HCTZ 4 2.3130 4.9101 2.5971 2.60 0.9989
HCTZ5 2.1140 5.0121 2.8981 2.80 1.0350
HCTZ 6 2.2910 4.1971 1.9061 1.90 1.0032

GRUPO2 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.

EXTRACTO1 | 2.0943 3.8205 1.7262 1.70 1.0154
EXTRACTO?2 | 2.1988 4.4363 2.2375 2.20 1.0170
EXTRACTO3 | 2.1187 3.3028 1.1841 1.10 1.0765
EXTRACTO4 | 22542 3.6880 1.4338 1.40 1.0241
EXTRACTOS5 | 2.1047 3.9627 1.8580 1.80 1.0322
EXTRACTO6 | 2.0945 3.6203 15258 1.50 1.0172

GRUPO3 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.
AGUA 1 2.0148 2.3728 0.3580 0.30 1.1933
AGUA 2 2.0252 2.5323 0.5071 0.50 1.0142
AGUA 3 2.0148 2.4263 0.4115 0.40 1.0288
AGUA 4 2.2411 2.6543 0.4132 0.40 1.0330
AGUA5 2.2100 2.6192 0.4092 0.40 1.0230
AGUA 6 2.1854 2.6931 0.5077 0.50 1.0154

* Fuente Propia
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RESULTADOS 2 Horas

GRUPO1 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.
HCTZ 1 2.3137 3.2254 0.9117 0.90 1.0130
HCTZ 2 2.2180 4.0712 1.8532 1.80 1.0296
HCTZ 3 2.1453 3.3401 1.1948 0.90 1.3276
HCTZ 4 2.0984 3.3244 1.2260 1.20 1.0217
HCTZ5 2.0923 3.6523 1.5600 1.50 1.0400
HCTZ 6 2.0993 3.0091 0.9098 0.90 1.0109

GRUPO2 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.

EXTRACTO 1| 2.0343 2.9904 0.9561 0.90 1.0623
EXTRACTO2| 2.0123 3.3009 1.2886 1.20 1.0738
EXTRACTO 3| 2.0054 2.9283 0.9229 0.80 1.1536
EXTRACTO 4| 2.1433 3.7223 1.5790 1.50 1.0527
EXTRACTOS5| 2.0967 3.8412 1.7445 1.70 1.0262
EXTRACTO6| 2.1645 3.4897 1.3252 1.30 1.0194

GRUPO3 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.
AGUA 1 2.9841 3.8454 0.8613 0.80 1.0766
AGUA 2 2.0323 2.8801 0.8478 0.80 1.0598
AGUA 3 2.0564 3.0621 1.0057 1.00 1.0057
AGUA 4 2.1298 3.1411 1.0113 1.00 1.0113
AGUA 5 2.1553 3.3393 1.1840 1.20 0.9867
AGUA 6 2.0213 3.2289 1.2076 1.20 1.0063

* Fuente Propia
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RESULTADOS DE DENSIDAD DE LAS MUESTRAS DE ORINA

RESULTADOS 3 Horas

GRUPO1 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.
HCTZ 1 2.1337 3.0501 0.9164 0.90 1.0182
HCTZ 2 2.1783 2.7043 0.5260 0.50 1.0520
HCTZ 3 2.0978 3.2132 1.1154 1.10 1.0140
HCTZ 4 2.1902 3.1267 0.9365 0.90 1.0406
HCTZ5 2.0623 2.7981 0.7358 0.70 1.0511
HCTZ6 2.4300 3.6912 1.2612 1.20 1.0510

GRUPO2 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.

EXTRACTO 1| 2.1351 3.3342 1.1991 1.20 0.9993
EXTRACTO 2| 2.2342 3.1999 0.9657 0.90 1.0730
EXTRACTO3| 2.1646 3.2671 1.1025 1.10 1.0023
EXTRACTO 4| 21323 3.2801 1.1568 1.10 1.0516
EXTRACTOS5| 2.1612 2.7102 0.5490 0.50 1.0980
EXTRACTO6| 2.1323 2.8890 0.7567 0.70 1.0810

GRUPO3 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.
AGUA 1 2.2645 2.9872 0.7227 0.70 1.0324
AGUA 2 2.4365 3.0723 0.6358 0.60 1.0597
AGUA 3 2.5633 3.1011 0.5378 0.50 1.0756
AGUA 4 2.4231 3.1462 0.7231 0.70 1.0330
AGUA5 2.2745 3.0017 0.7272 0.70 1.0389
AGUA 6 2.3145 3.0352 0.7207 0.70 1.0296

* Fuente Propia
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RESULTADOS DE DENSIDAD DE LAS MUESTRAS DE ORINA

RESULTADOS 4 Horas

GRUPO1 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.
HCTZ 1 2.3021 2.4061 0.1040 0.10 1.0400
HCTZ 2 2.2341 2.6402 0.4061 0.40 1.0153
HCTZ 3 2.2408 2.7479 0.5071 0.50 1.0142
HCTZ 4 2.2903 2.5019 0.2116 0.20 1.0580
HCTZ5 23113 2.4129 0.1016 0.10 1.0160
HCTZ 6 2.3209 2.4298 0.1089 0.10 1.0890

GRUPO2 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.

EXTRACTO 1| 2.2346 2.4390 0.2044 0.20 1.0220
EXTRACTO2| 2.2506 2.7583 0.5077 0.50 1.0154
EXTRACTO3| 2.1997 2.8951 0.6954 0.70 0.9934
EXTRACTO 4| 2.1709 2.2761 0.1052 0.10 1.0520
EXTRACTO5| 22193 2.7221 0.5028 0.50 1.0056
EXTRACTO 6| 2.1989 2.3002 0.1013 0.10 1.0130

GRUPO3 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.
AGUA 1 2.2203 2.7281 0.5078 0.50 1.0156
AGUA 2 2.2199 2.3212 0.1013 0.10 1.0130
AGUA 3 2.1986 25213 0.3227 0.30 1.0757
AGUA 4 2.2213 2.3295 0.1082 0.10 1.0820
AGUA5 2.1899 2.6802 0.4903 0.50 0.9806
AGUA 6 2.2001 2.3057 0.1056 0.10 1.0560

* Fuente Propia
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RESULTADOS DE DENSIDAD DE LAS MUESTRAS DE ORINA

RESULTADOS 5 Horas

GRUPO1 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. | DEN.
HCTZ 1 2.1146 3.7199 1.6053 1.60 1.0033
HCTZ 2 2.2134 3.7512 15378 1.50 1.0252
HCTZ 3 2.2246 4.0571 1.8325 1.80 1.0181
HCTZ 4 2.2764 4.3759 2.0995 210 | 0.9998
HCTZ5 2.2239 4.2295 2.0056 2.00 1.0028
HCTZ 6 2.1281 35901 1.4620 1.40 1.0443

GRUPO2 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. | DEN.

EXTRACTO 1| 2.1134 3.1823 1.0689 1.00 1.0689
EXTRACTO2| 2.1966 3.4104 1.2138 1.20 1.0115
EXTRACTO3| 22234 2.9823 0.7589 0.70 1.0841
EXTRACTO4| 2.1784 2.7839 0.6055 0.60 1.0092
EXTRACTOS5| 22611 2.9601 0.6990 0.70 | 0.9986
EXTRACTO 6| 2.1892 2.8991 0.7099 0.70 1.0141

GRUPO3 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. | DEN.
AGUA 1 2.2355 2.3391 0.1036 0.10 1.0360
AGUA 2 2.2656 2.7679 0.5023 0.50 1.0046
AGUA 3 2.2306 2.7499 05193 0.50 1.0386
AGUA 4 2.2012 2.4202 0.2190 0.20 1.0950
AGUA5 2.0995 2.2041 0.1046 0.10 1.0460
AGUA 6 2.2136 25132 0.2996 030 | 0.9987

* Fuente Propia
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RESULTADOS DE DENSIDAD DE LAS MUESTRAS DE ORINA

RESULTADOS 6 Horas

GRUPO1 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.
HCTZ 1 2.2348 5.2401 3.0053 2.00 15027
HCTZ 2 2.1923 5.3241 3.1318 2.10 1.4913
HCTZ 3 2.2137 5.4532 3.2395 2.10 15426
HCTZ 4 2.2036 5.2928 3.0892 1.90 1.6259
HCTZ5 2.2125 5.2131 3.0006 1.90 15793
HCTZ 6 2.1909 5.3212 3.1303 2.10 1.4906

GRUPO2 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.

EXTRACTO 1| 2.2032 3.1191 0.9159 0.90 1.0177
EXTRACTO2| 22212 3.0892 0.8680 0.80 1.0850
EXTRACTO3| 2.1892 3.3909 1.2017 1.20 1.0014
EXTRACTO 4| 2.1992 2.9981 0.7989 0.80 0.9986
EXTRACTO5| 22134 2.8151 0.6017 0.60 1.0028
EXTRACTO 6| 2.1939 3.2995 1.1056 1.10 1.0051

GRUPO3 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.
AGUA 1 2.2739 2.7801 0.5062 0.50 1.0124
AGUA 2 2.2901 2.9885 0.6984 0.70 0.9977
AGUA 3 2.3132 25314 0.2182 0.20 1.0910
AGUA 4 2.2781 2.4775 0.1994 0.20 0.9970
AGUA5 2.1964 2.6901 0.4937 0.50 0.9874
AGUA 6 2.1992 2.3001 0.1099 0.10 1.0990

* Fuente Propia
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RESULTADOS DE DENSIDAD DE LAS MUESTRAS DE ORINA

RESULTADOS 18 Horas

GRUPO1 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.
HCTZ 1 2.0998 2.5922 0.4924 0.50 0.9848
HCTZ 2 2.1452 2.2489 0.1037 0.10 1.0370
HCTZ 3 2.1892 2.5968 0.4076 0.40 1.0190
HCTZ 4 2.2013 2.4216 0.2203 0.20 1.1015
HCTZ5 2.1892 2.6902 0.5010 0.50 1.0020
HCTZ 6 2.1902 2.4018 0.2116 0.20 1.0580

GRUPO2 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.

EXTRACTO 1| 2.1107 2.7123 0.6016 0.60 1.0027
EXTRACTO2| 2.1099 2.6149 0.5050 0.50 1.0100
EXTRACTO3| 2.0934 2.5094 0.4160 0.40 1.0400
EXTRACTO 4| 22135 2.7291 0.5156 0.50 1.0312
EXTRACTO5| 2.1258 2.7302 0.6044 0.60 1.0073
EXTRACTOG6| 2.2510 2.6631 0.4121 0.40 1.0303

GRUPO3 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.
AGUA 1 2.2109 2.4271 0.2162 0.20 1.0810
AGUA 2 2.2001 2.3099 0.1008 0.10 1.0080
AGUA 3 2.2613 2.3673 0.1060 0.10 1.0600
AGUA 4 2.2631 2.3601 0.0970 0.10 0.9700
AGUA5 2.2543 2.4573 0.2030 0.20 1.0150
AGUA 6 2.2639 2.3631 0.0992 0.10 0.9920

* Fuente Propia

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM —-  DE SANTA MARIA

RESULTADOS DE DENSIDAD DE LAS MUESTRAS DE ORINA

RESULTADOS 19 Horas

GRUPO1 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.
HCTZ 1 2.1446 2.6459 0.5013 0.50 1.0026
HCTZ 2 2.2634 2.4701 0.2067 0.20 1.0335
HCTZ 3 2.1998 2.6032 0.4034 0.40 1.0085
HCTZ 4 2.2343 2.8341 0.5998 0.60 0.9997
HCTZ5 2.2531 2.5601 0.3070 0.30 1.0233
HCTZ6 2.2256 2.7248 0.4992 0.50 0.9984

GRUPO2 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.

EXTRACTO 1| 22315 2.8305 0.5990 0.60 0.9983
EXTRACTO 2| 2.2461 2.6709 0.4248 0.40 1.0620
EXTRACTO3| 2.2301 2.4486 0.2185 0.20 1.0925
EXTRACTO 4| 2.2298 2.4321 0.2023 0.20 1.0115
EXTRACTO5| 2.2397 2.7313 0.4916 0.50 0.9832
EXTRACTOG6|  2.2400 2.3438 0.1038 0.10 1.0380

GRUPO3 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.
AGUA 1 2.2196 2.3289 0.1093 0.10 1.0930
AGUA 2 2.2315 2.3372 0.1057 0.10 1.0570
AGUA 3 2.2256 2.3318 0.1062 0.10 1.0620
AGUA 4 2.2318 2.4391 0.2073 0.20 1.0365
AGUA5 2.2297 2.3301 0.1004 0.10 1.0040
AGUA 6 2.2011 2.3101 0.1090 0.10 1.0900

* Fuente Propia
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RESULTADOS DE DENSIDAD DE LAS MUESTRAS DE ORINA

RESULTADOS 20 Horas

GRUPO1 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. | DEN.
HCTZ 1 2.2560 2.3501 0.1031 0.10 1.0310
HCTZ 2 2.2506 2.4594 0.2088 0.20 1.0440
HCTZ 3 2.2309 2.3409 0.1100 0.10 1.1000
HCTZ 4 2.1998 2.3098 0.1100 0.10 1.1000
HCTZ5 2.2201 2.3281 0.1080 0.10 1.0800
HCTZ 6 2.2009 2.3049 0.1040 0.10 1.0400

GRUPO2 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. | DEN.

EXTRACTO1| 22301 2.4312 0.2011 0.20 1.0055
EXTRACTO2| 2.0996 2.2097 0.1101 0.10 1.1010
EXTRACTO3| 21121 2.3227 0.2106 0.20 1.0530
EXTRACTO4| 2.2605 2.3709 0.1104 0.10 1.1040
EXTRACTOS5| 2.1106 2.4201 0.3095 0.30 1.0317
EXTRACTO 6| 22187 25311 0.3124 0.30 1.0413

GRUPO3 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. | DEN.
AGUA 1 2.2283 2.3401 0.1118 0.10 1.1180
AGUA 2 2.2001 25131 0.3130 0.30 1.0433
AGUA 3 2.2304 2.3296 0.0992 010 | 0.9920
AGUA 4 2.2071 2.3201 0.1130 0.10 1.1300
AGUA5 22101 2.7203 0.5102 0.50 1.0204
AGUA 6 2.2011 2.3001 0.0990 010 | 0.9900

* Fuente Propia

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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GRUPO1 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.
HCTZ 1 2.2341 2.4391 0.2050 0.20 1.0250
HCTZ 2 2.2654 2.3609 0.0955 0.10 0.9550
HCTZ 3 2.1168 2.3199 0.2031 0.20 1.0155
HCTZ 4 2.2536 2.3522 0.0986 0.10 0.9860
HCTZ5 2.3614 2.4669 0.1055 0.10 1.0550
HCTZ6 2.2106 2.7176 0.5070 0.50 1.0140

GRUPO2 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.

EXTRACTO 1| 2.0641 2.1731 0.1090 0.10 1.0900
EXTRACTO2| 2.1897 2.6951 0.5054 0.50 1.0108
EXTRACTO3| 2.2306 2.3386 0.1080 0.10 1.0800
EXTRACTO 4|  2.2006 2.3125 0.1119 0.10 1.1190
EXTRACTO5| 23165 2.6132 0.2967 0.30 0.9890
EXTRACTOG6| 2.2767 2.3791 0.1024 0.10 1.0240

GRUPO3 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.
AGUA 1 2.0108 2.2124 0.2016 0.20 1.0080
AGUA 2 2.2626 2.3636 0.1010 0.10 1.0100
AGUA 3 2.3601 2.4701 0.1100 0.10 1.1000
AGUA 4 2.3705 2.4708 0.1003 0.10 1.0030
AGUA5 2.2595 2.4558 0.1963 0.20 0.9815
AGUA 6 2.3347 2.4398 0.1051 0.10 1.0510

* Fuente Propia

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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GRUPO1 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. | DEN.
HCTZ 1 2.1987 2.2997 0.1010 0.10 1.0100
HCTZ 2 2.1196 2.2306 0.1110 0.10 1.1100
HCTZ 3 2.2667 25659 0.2992 030 | 0.9973
HCTZ 4 2.2446 2.3501 0.1055 0.10 1.0550
HCTZ5 2.3103 2.4203 0.1100 0.10 1.1000
HCTZ 6 2.2106 2.3216 0.1110 0.10 1.1100

GRUPO2 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. | DEN.

EXTRACTO1| 2.2607 25797 0.3190 0.30 1.0633
EXTRACTO2| 2.2597 2.3687 0.1090 0.10 1.0900
EXTRACTO3| 2.2991 2.4021 0.1030 0.10 1.0300
EXTRACTO4| 23119 2.8403 0.5284 0.50 1.0568
EXTRACTOS5| 22967 25149 0.2182 0.20 1.0910
EXTRACTO 6|  2.3002 2.6022 0.3020 0.30 1.0067

GRUPO3 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. | DEN.
AGUA 1 2.2046 2.3156 0.1110 0.10 1.1100
AGUA 2 2.2248 2.3258 0.1010 0.10 1.0100
AGUA 3 2.2221 2.3282 0.1061 0.10 1.0610
AGUA 4 2.2346 2.3452 0.1106 0.10 1.1060
AGUA5 2.2590 2.3699 0.1109 0.10 1.1090
AGUA 6 2.3001 2.7266 0.4265 0.40 1.0663

* Fuente Propia

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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GRUPO1 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.
HCTZ 1 2.2636 2.3656 0.1020 0.10 1.0200
HCTZ 2 2.3146 2.4246 0.1100 0.10 1.1000
HCTZ 3 2.3601 2.4701 0.1100 0.10 1.1000
HCTZ 4 2.0998 2.2103 0.1105 0.10 1.1050
HCTZ5 2.1013 2.3201 0.2188 0.20 1.0940
HCTZ6 2.2134 2.3208 0.1074 0.10 1.0740

GRUPO2 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.

EXTRACTO 1| 2.2343 2.5363 0.3020 0.30 1.0067
EXTRACTO2| 2.2199 2.3259 0.1060 0.10 1.0600
EXTRACTO3| 2.1987 2.3009 0.1022 0.10 1.0220
EXTRACTO 4| 2.2201 2.4243 0.2042 0.20 1.0210
EXTRACTO5| 22341 2.5382 0.3041 0.30 1.0137
EXTRACTOG6| 2.2109 2.4209 0.2100 0.20 1.0500

GRUPO3 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.
AGUA 1 2.0986 2.2096 0.1110 0.10 1.1100
AGUA 2 2.2136 2.3223 0.1087 0.10 1.0870
AGUA 3 2.2231 2.3358 0.1127 0.10 1.1270
AGUA 4 2.0192 2.2349 0.2157 0.20 1.0785
AGUA5 2.2981 2.4102 0.1121 0.10 1.1210
AGUA 6 2.0139 2.1249 0.1110 0.10 1.1100

* Fuente Propia

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis
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GRUPO1 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.
HCTZ 1 2.0934 2.1993 0.1059 0.10 1.0590
HCTZ 2 2.1126 2.2198 0.1072 0.10 1.0720
HCTZ 3 2.2334 2.3418 0.1084 0.10 1.0840
HCTZ 4 2.1258 2.2386 0.1128 0.10 1.1280
HCTZ5 2.2506 2.3101 0.0595 0.05 1.1900
HCTZ6 2.0699 2.1718 0.1019 0.10 1.0190
GRUPO2 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.
EXTRACTO 1| 2.0758 2.1798 0.1040 0.10 1.0400
EXTRACTO2| 2.0603 2.1663 0.1060 0.10 1.0600
EXTRACTO3| 2.2346 2.3456 0.1110 0.10 1.1100
EXTRACTO 4| 2.2567 2.4667 0.2100 0.20 1.0500
EXTRACTOS5| 2.2099 2.3109 0.1010 0.10 1.0100
EXTRACTO6| 22112 2.3236 0.1124 0.10 1.1240
GRUPO3 | VASO (Po) | VASO (Pf) DIF. VOL. DEN.
AGUA 1 2.1349 2.3389 0.2040 0.20 1.0200
AGUA 2 2.2351 2.4601 0.2250 0.20 1.1250
AGUA 3 2.3109 2.4185 0.1076 0.10 1.0760
AGUA 4 2.0936 2.4934 0.3998 0.40 0.9995
AGUA5 2.2199 2.3349 0.1150 0.10 1.1500
AGUA 6 2.3136 2.4381 0.1245 0.10 1.2450

* Fuente Propia

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA
TESIS UCSM ——g DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

Obtencion de Extractos a diferentes

Polaridades

Obtencion del Extracto Etandlico

Extracto Etandlico

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
“ | CATOLICA
TESIS UCSM ~2  DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

Administracion de los Diferentes
Tratamientos a los Animales de

Experimentacion

Recoleccién de Orina

Corrida Cromatografica

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
o CATOLICA
TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

Revelado de Placas Cromatograficas

Placas Cromatograficas

Analizador de Electrolitos

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
QT CATOLICA
TESIS UCSM DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

Analizando Electrolitos de Muestras de

Orina

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




