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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizd en los laboratorios de la Facultad
de Ciencias Farmacéuticas, Bioquimicas y Biotecnoldgicas de la Universidad
Catolica de Santa Maria, utilizando animales de experimentacion, ratas de raza
Holtzman, especie Rattus Rattus, variedad albina; con el objetivo principal de
evaluar el efecto antipirético y antiinflamatorio del extracto de hojas de
Kageneckia lanceolata (lloque), a través de un estudio preclinico in vivo.

Se procedio a obtener tres extractos mediante el proceso de extraccion Soxhlet.
Para ello se recolectd la planta desde su habitat ubicado en el distrito de
Carumas perteneciente al departamento de Moquegua, se estabilizo, desecéd y
se extrajo utilizando solventes como hexano, acetato de etilo y etanol. Estos
extractos fueron llevados a sequedad, determinandose que el extracto en etanol
presenta el mayor porcentaje de rendimiento.

También se determin6 la composicién fitoquimica preliminar de la planta
mediante el método de cromatografia en capa fina, en la que se determiné la
presencia de terpenos, taninos, flavonoides; siendo negativo para alcaloides.
Posteriormente se evaluo el efecto antipirético y antiinflamatorio, el primero
mediante el método que consiste en la administracién subcutanea en la region
dorsal a una dosis de 5mL/Kg de suspension de levadura de cerveza como
agente pirdgeno; el segundo mediante la induccion de un edema en la
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aponeurosis plantar de los animales de experimentacion tras la administracion
de una suspension de carragenina al 2% a una dosis de 0.2mL, como agente
proinflamatorio. En ambas evaluaciones se realizd una prueba piloto con el
objetivo de verificar que extracto (hexano, acetato de etilo y etanol) presenta
mayor eficacia. En esta prueba piloto se administrd una dosis de 800mg/Kg en
forma arbitraria con la intencionalidad de observar resultados positivos. Para
ambas acciones farmacoldgicas fue el extracto obtenido con etanol el que se
alejé con diferencias estadisticas significativas del grupo control. El anélisis de
los resultados piloto y finales fue a través de la determinacién del area bajo la
curva que incluye todos los tiempos de medicién, a estas areas se les aplico el
analisis de varianza y test de Tukey a un nivel de confianza del 0.05.

En la prueba final del efecto antipirético se conformaron 05 grupos
experimentales: control, extracto de lloque a 200, 400 y 800mg/Kg; y el grupo
con &cido acetilsalicilico a una dosis de 100mg/Kg de peso. Luego de la
induccion del estado febril mediante el agente pirdgeno (LC al 20%) se
administraron los extractos y se procedié a medir la temperatura rectal a las 1,
2, 3y 4 horas. Con las diferencias de temperaturas, se calculé el area bajo la
curva. Encontrandose que el extracto administrado por via oral a una dosis de
800mg/Kg fue el que presentd una eficacia distinta del control, pero por debajo
del grupo farmacologico, por lo que presenta actividad antipirética pero con

moderada intensidad del efecto.

La prueba final del efecto antiinflamatorio también necesité de 05 grupos
experimentales: control, extracto de lloque a 200, 400 y 800mg/Kg; y el grupo
con &cido acetilsalicilico a una dosis de 100mg/Kg de peso. Se midio el
volumen del tejido inflamado sumergiendo la pata en el pletismometro digital,
al cabo de 1, 2, 4 y 6 horas. Se hallé la diferencia de volumen medido vy el
estado basal con estas mediciones se hallo el area bajo la curva que considera
todo estos tiempos y se realizo el analisis de los resultados. El resultado final
fue todo los extractos de lloque a diferentes dosis no presenta actividad
antiinflamatoria ya que son similares estadisticamente al control y diferentes al

grupo farmacoldgico.

Palabras claves: Lloque, antipirético, antiinflamatorio.
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ABSTRACT

The present investigation was carried out in the laboratories of the Faculty of
Pharmaceutical Sciences, Biochemistry and Biotechnology of the Catholic
University of Santa Maria, using experimental animals, rats of race Holtzman,
species Rattus Rattus, variety albina; with the main objective of this study was
to evaluate the effect antipyretic and anti-inflammatory effects of the extract of
leaves of lloque Kageneckia lanceolata), through a preclinical study in vivo.
We proceeded to get three extracts using the Soxhlet extraction process. To this
end, the plant was collected from their habitat located in the district of Carumas
belonging to the department of Moquegua, stabilized, deseco and was extracted
using various solvents like hexane, ethyl acetate and ethanol. These extracts
were brought to dryness, determining that the extract with ethanol has the
highest percentage of performance.

It was also determined the preliminary phytochemical composition of the plant
by the method of thin layer chromatography, which determined the presence of
terpenes, tannins, flavonoids; being negative for alkaloids.

Subsequently evaluated the effect antipyretic and anti-inflammatory, the first
through the method that consists of the subcutaneous administration in the
dorsal regionto a dose of 5mL/Kg of yeast suspension of beer as agent
pirégeno; the second by induction of edema in the plantar aponeurosis of
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experimental animals after the administration of a suspension of carrageenan to
2% to a 0.2mL dose, such as proinflammatory agent. Both evaluations
conducted a pilot test with the objective of verifying that extract (hexane, ethyl
acetateand  ethanol)  presents more  effectively. In this pilot
test was administered a dose of 800mg/Kg in an arbitrary manner with the
intent to observe positive results. For both pharmacological actions was the
ethanol extract which walked away with no statistically significant differences
in the control group. The analysis of the pilot results and the end was through
the determination of the area under the curve that includes all the measurement
times, these areas were applied the analysis of variance and the Tukey test at a
level of confidence of 0.05.

In the final test of the effect antipyretic 05 experimental groups were formed:
control, extract from 400 to 200 lloque, and 800mg/Kg; and the group with
acetylsalicylic acid at a dose of 100mg/kg of body weight. After the induction
of the feverish state by the agent pirégeno (LC to the 20%) were administered
the extracts and proceeded to take a rectal temperature at 1, 2, 3 and 4
hours. With the temperature differences, we calculated the area under the
curve. Finding that the extract administered orally at a dose of 800mg/kg was
the one who introduced a different effectiveness of the control, but below the
pharmacological group, so it has antipyretic activity but with moderate

intensity of the effect.

The final test of the anti-inflammatory effect also needed 05 experimental
groups: control, lloque extract to 200, 400 and 800mg/Kg; and the group with
acetylsalicylic acid at a dose of 100mg/Kg of weight was measured the
volumen of the inflamed tissue by soaking the leg in the pletismometro digital,
after 1, 2, 4 and 6 hours. It was found the difference of measured volume and
the basal state with these measurements are found the area under the curve that
considers all these times and the analysis was made of the results. The end
result was all lloque extracts to different doses does not have anti-inflammatory
activity because they are statistically similar to the control and different to the
pharmacological group.

Key words: Lloque, anti-inflammatory, antipyretic.
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INTRODUCCION

Los andes del Per posee una gran diversidad de plantas medicinales con lo
que el hombre andino ha aprendido a convivir, aprendiendo a manejarla para
obtener sus alimentos, vestimenta, vivienda y salud. Cerca del 80% de la
poblacion mundial recurre al uso de plantas medicinales para tratar diversas

enfermedades. 8

En el Peru la riqueza de las plantas medicinales es muy amplia, mas de 4400
especies son de uso conocido por las poblaciones locales y estan presentes en

mayor porcentaje en la region andina. ©

Kageneckia lanceolata Ruiz & Pav © (lloque), perteneciente a la familia de las
Rosaceas 4% es un arbusto perenne que crece en laderas de cerros por encima
de los 2800 msnm @44 | sus tallos son usados como material de artesania ,
también es usado como cerco vivo en cultivos y como lefia, las hojas y ramas
constituyen un tinte natural azul grisaceo, gris negro o negro. Su corteza posee

sustancias naturales tanicas para la curtiembre de cueros. 25

En la medicina tradicional las infusiones de diversas partes de este arbusto son
utilizados para tratar cuadros de fiebre ©25%: dolor de pecho y de estémago,

dolor de dientes, estrefiimiento y amigdalitis ¢25% ademés de ser emético. @

Los farmacos més utilizados para tratar el dolor, inflamacién y fiebre son los
AINES, estos farmacos presentan una amplia gama de efectos secundarios
cuya principal razén es la inhibicion no selectiva de la ciclooxigenasa | (COX
) y la ciclooxigenasa 11 (COX I1) 9. Es por ello que se estan dirigiendo tantos
estudios para encontrar un inhibidor selectivo de COX Il o compuestos que
actlian con otros mecanismos y pequefios efectos secundarios.

Basandonos en las afirmaciones tradicionales acerca de las propiedades
medicinales de Kageneckia lanceolata (lloque), la presente investigacion tuvo
como objetivo evaluar las propiedades antipiréticas y antiinflamatorias de
Kageneckia lanceolata (llogue) con modelos piréticos e inflamatorios in vivo.
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OBJETIVOS

— Obtener extractos de hojas de Kageneckia lanceolata (lloque) con: hexano, acetato

de etilo y etanol.

— Realizar un andlisis fitoquimico del extracto obtenido a partir de las hojas de

Kageneckia lanceolata (Lloque).

— Evaluar el efecto antipirético y antiinflamatorio del extracto de hojas de Kageneckia

lanceolata (Lloque) en animales de experimentacion.

— Comparar el efecto antipirético y antinflamatorio del extracto de hojas de
Kageneckia lanceolata (lloque) con mayor actividad con tabletas de acido

acetilsalicilico (aspirina)
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HIPOTESIS

Dado que en nuestro pais crecen diversas plantas con propiedades medicinales, es
necesario investigar si las bondades que ofrecen son ciertas; considerando que las hojas
de Kageneckia lanceolata (lloque) tradicionalmente han sido consumidas en infusion
aludiéndole propiedades antipiréticas y antiinflamatorias, es probable, que los extractos
de Kageneckia lanceolata (lloque) muestren los efectos mencionados en animales de

experimentacion.
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1.1. Kageneckia lanceolata (lloque)
1.1.1. Nombre cientifico

Kageneckia lanceolata Ruiz & Pav. @

1.1.2. Nombres comunes

Lloque, Sacha Durazno, duraznillo, durazno de la sierra. 30

1.1.3. Descripcién botanica

Arbusto perenne de ramas alargadas, ramificado desde la base, de 2-5 m de
alto, cuyo tronco oscila entre los 10 — 20 cm de didmetro, con ramas
floriferas inermes algo resinosas en el borde. Hojas coriaceas, lanceoladas
u oblanceoladas, largamente cuneadas hasta la base, redondeada o
cortamente agudas en el apice, 3-5 cm de longitud y 1 cm de ancho,
finamente glandular serrulada desde el apice hasta la base. Flores de 2 cm
de ancho, corimboso con pocos pedicelos. Corola de color blanco-cremoso,
5 pétalos. Fruto de 3cm de didmetro, endurecido, pubescente, con 5
foliculos, cada uno de 1,2-2,0 mm longitud. Semillas de 10-12 mm de

longitud 4344 como se muestra en la (Véase figura 1.1.)

Presente en Per(, Bolivia, Jujuy, Salta, Tucuman, Catamarca, San Luis y
Cordoba. “3)
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1.1.4. Distribucién

Arbusto perenne que crece en laderas de cerros pendientes rocosas en
suelos pedregosos, franco-arenosos formando algunas veces comunidades.

Se le encuentra desde los 2800-3700 msnm. @42

1.1.5. Taxonomia
— Division: Magnoliophyta
— Clase: Magnoliopsida
— Subclase: Rosidae
— Orden: Rosales
— Familia: Roséaceae
— Género: Kageneckia

— Especie: Kagenrckia lanceolata Ruiz & Pav. ©9

1.1.6. Composicion quimica

Solo se reportd la presencia de taninos. ¢2%%

1.1.7. Usos medicinales

El cocimiento de la corteza y las hojas se utilizan como antipaltdicos y

febrifugos. 5%

Para el dolor de pecho utilizar el cocimiento del fruto. En dolor de dientes
masticar el fruto. Para el dolor de estomago tomar la infusién. En caso de
estrefiimiento tomar el mate de 3 frutos. En amigdalitis se recomienda

hacer géargaras con el cocimiento del fruto. ¢259)

También se le atribuyen propiedades antidiarreicas y analgésicas

cocimiento de las ramas y semillas. ¢253)
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1.1.8. Otros usos

Sus tallos son usados como material de artesania para hacer cucharas,
botones, bastones, etc. También es usado como cercos vivos de cultivos y
como lefia. Por otro lado las hojas y ramas tiernas constituyen un tinte
natural azul grisaceo, gris negro o negro. Su corteza posee sustancias

naturales tanicas para la curtiembre de cueros. ¢2%%)

Figura I. 1 Kageneckia lanceolata. A, rama de pie estaminado; B, flor estaminada removidos
los pétalos; C, corte longitudinal por flor estaminada; D, rama con fruto de pie pistilado; E,
semilla.

Fuente: Imagen obtenido del libro. Aportes Botanicos de Salta-Serie Flora: 1-53.
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1.2. FIEBRE

La temperatura normal del cuerpo humano refleja el equilibrio entre dos
procesos opuestos: 1) la produccidn de energia en forma de calor por los tejidos
vivos (p. ej.: masculo e higado) Ilamada termogénesis y 2) la pérdida de ésta al
medio ambiente a través de la emision de rayos infrarrojos y la transferencia de
energia desde la piel y los pulmones. Su regulacion, como otros aspectos
fundamentales de la biologia humana, comprende la compleja interaccion de
respuestas autondémicas, endocrinas y de comportamiento dirigidas, en este caso,
por neuronas termosensibles ubicadas en la region predptica, el hipotdlamo
anterior y las estructuras adyacentes. El cuerpo puede, ademas, intercambiar

pasivamente energia con el ambiente. (853)
1.2.1. Termorregulacion

La temperatura corporal central (temperatura de la sangre en la auricula
derecha) tiene un valor promedio de 37°C con variaciones diarias no
mayores de 0.6°C en condiciones fisiolégicas, cuando la temperatura
corporal central se eleva, se producen vasodilatacion cutanea y aumento de
la sudoracién, que disipan calor por  conveccion y evaporacion,
respectivamente. Si la temperatura corporal central desciende, se aumenta
la produccion de calor por incremento insensible del tono muscular y se
atenta su pérdida por disminucion de la sudoracion y vasoconstriccion.®®
(Véase figura 1.2) Cuando el estrés por frio es intenso, los escalofrios
incrementan la produccion de calor durante breve tiempo, casi tanto como
un ejercicio maximo. La red termorreguladora seria en realidad, més
compleja. Las neuronas de la region preoptica y del hipotdlamo anterior
reciben ademaés informacion de termorreceptores de la piel y la médula
espinal. Estas aferencias, por una via multisinaptica, desde el haz
espinotalamico y pasando por la formacion reticular del tronco cerebral,
finalizan en los centros hipotalamicos. Los mecanismos de
termorregulacion, si bien estan regidos por el sistema nervioso central
(centros termorreguladores hipotalamicos) son involuntarios y automaticos.
Permiten que la temperatura corporal desarrolle cambios diurnos y
previsibles —ritmo cardiaco- que van desde los 36°C al amanecer hasta
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casi 37.5°C al caer la tarde. Este ritmo circadiano se adquiere en los
primeros meses de vida y se conserva para siempre. Las variaciones
circadianas se producen aun durante los episodios febriles, en los cuales
existe una temperatura media elevada, a pesar de que la agresion que los
genera es constante durante todo el dia (p.ej.: endocarditis infecciosa).
Pueden aparecer variaciones adicionales de la temperatura corporal normal
con la ingesta de alimentos, la ovulacion y el ejercicio fisico violento. Los
seres humanos participan en la termorregulacion a través de distintas
conductas voluntarias (vestimenta, ingesta de alimentos, calefaccién o

refrigeracion de ambientes). %

Respuestas "voluntarias™

SE ,\ Respuestas "involuntarias™
g

TSH
% Nervios
simpéticos
Glandula | 4. 4
tiroides. )
‘ v 1 v L 4
T3-T4 Gmndu].s %
l Glandula dela Plel mquelét:cn

Figura 1.2 Mecanismo de accion de termorregulacion
Fuente: Imagen obtenido del libro Anatomofisiologia y Patologia Bésicas.

1.2.2. Definicién

En la practica asistencial se utilizan referencias periféricas de la
temperatura corporal central. La temperatura corporal promedio normal de
los adultos sanos, medida en la cavidad bucal, es 36,8 £ 0,4°C. Existen
diferencias en los valores, de acuerdo con el territorio anatdbmico que se
emplea en la medicion. Asi, la temperatura rectal es 0.3°C superior a la
obtenida, en el mismo momento, en la cavidad oral y ésta, a su vez, excede

en 0,6°C a la registrada simultaneamente en la axila. 5%
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El término fiebre define a la elevacion regulada de la temperatura corporal
por encima de los valores normales (>37,5°C en la cavidad oral) debido a la
reprogramacion de los centros termorreguladores hipotalamicos, mediada
por citosinas, en respuesta a un estimulo pirogénico (capaz de producir
calor) exdgeno. En funcién del ritmo circadiano deben considerarse como
fiebre los registros matinales >37,2°C y los vespertinos >37,7°C. Cuando la
fiebre es muy elevada (>41,5°C) se la designa como hiperpirexia. En la
fiebre la temperatura corporal se eleva como resultado de una respuesta
homeostatica intacta. El término hipotermia define a la temperatura
corporal central <35°C. Puede ocurrir en forma accidental —por exposicion
a una temperatura ambiental baja-, como consecuencia de una condicion de
enfermedad (sepsis, shock, mixedema) o consumo de drogas (alcohol,

psicofarmacos, anestésicos, marihuana). 8>3
1.2.3. Fisiopatologia

La fiebre es una respuesta adaptativa normal del cerebro, estereotipada
(siempre la misma), independiente del desencadenante, mediada por una
cascada de citosinas prostaglandinas y producidas por multiples procesos
que generan inflamacion (infecciosos 0 no). La capacidad de elevar la
temperatura corporal en respuesta a un estimulo inflamatorio no es
patrimonio exclusivo del ser humano. Con escasas excepciones, esta
presente en los mamiferos, reptiles, anfibios y peces, como también en
muchos invertebrados. Constituye una respuesta casi universal de los
animales a la enfermedad, que se expresa en distintos niveles de la escala
bioldgica. ©¢8:59)

La respuesta febril se pone en marcha cuando agentes externos al huésped
que reciben el nombre genérico de pir6genos exogenos (p. ej.:
lipopolisacérido endotoxico de los bacilos gramnegativos, exotoxinas del
Streptoccus grupo A, toxina del shock toxico del Staphylococcus aureus),
producidos en un foco infeccioso, estimulan la sintesis y liberacion a la
circulacién —desde los monocitos/macrdfagos, neutréfilos, algunos grupos
de linfocitos T, fibroblastos y células endoteliales activadas- de proteinas

proinflamatorias de bajo peso molecular (15.000-30.000 daltons) y corta
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vida media intravascular, llamadas citosinas. Por lo menos una docena de
éstas son capaces de producir fiebre, y se las denomina pirdgenos
enddgenos (generados en las células del huésped). Las mejores conocidas
son: interleucina (IL)-1 alfa, IL-1 beta (probablemente el méas potente de
los pirégenos enddgenos), el factor de necrosis tumoral (TNF) alfa, la IL-6,
la IL-18 y algunos interferones. Estas moléculas, una vez liberadas, pueden
inducir la expresion de otras similares (cascada de citosinas), asi como la
de sus propios receptores. Se ha demostrado que las citosinas también

pueden originarse en células no inmunes de tejidos neoplasticos. 353

Las citosinas pirogénicas circulares establecen la comunicacion biol6gica
entre el sistema inmune y el sistema nervioso central (SNC).
Probablemente sean incapaces de atravesar la barrera hematoencefalica. Al
ser reconocidas por las células endoteliales del 6rgano vasculosum de la
lamina terminalis (OVLT) —redes de grandes capilares que rodean a los
centros termorreguladores hipotalamicos —inducen, traves de la expresion
de la enzima ciclooxigenasa 2, la produccion de mediadores lipidicos, las
prostaglandinas (PG). Los niveles tisulares de PGE, que normalmente son
indetectables en el cerebro, durante la fiebre estan elevados en el tejido
hipotalamico y en el 11l ventriculo. Algunas toxinas microbianas pueden
estimular en forma directa la produccion de PGE: hipotalamica,
prescindiendo de las citosinas. La PGE», a su vez, estimula a las células
gliales que liberan AMP ciclico. Este neurotransmisor determina que las
neuronas del termostato hipotalamico, por disminucién de la activacion de
las neuronas preopticas sensibles al calor y la excitacion de las neuronas
sensibles al frio, estimulen los mecanismos de termogénesis y regulen la
temperatura corporal a un nivel mas elevado que el normal, produciendo
fiebre. (3859

Algunas infecciones virales del SNC, que inducirian la sintesis local —
intracerebral- de citosinas pirogénicas por las células gliales y algunas
neuronas, estimularian al centro termorregulador prescindiendo del OVLT.
Es probable que fragmentos pequefios de pirdgenos enddgenos, capaces de
atravesar la barrera hematoencefalica, y pirdgenos enddgenos cerebrales
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producidos como respuesta a los pirdgenos enddgenos circulantes actlien

de la misma manera. %853

Los mecanismos termorreguladores involucrados en la génesis de la fiebre
son los que el ser humano no febril utiliza para mantener la temperatura

corporal normal en un ambiente frio. 853 (Véase figura 1.3)

Algunas pruebas sugieren que la fisiopatologia enunciada puede tener

caminos alternativos.

— Es muy probable la existencia de un importante complejo de criégenos
enddgenos (p.ej.; hormona melanocito - estimulante alfa, arginina
vasopresina) que actuarian como techo térmico (limite superior de la
respuesta febril, sobre la que existe escasa informacion bibliografica),
previniendo la elevacion de la temperatura corporal central por encima
de 41°C-42°C. ®853)

— Algunos estimulos abdominales transmitidos por el vago son importantes

agentes propiréticos.

— Es posible desencadenar fiebre en animales de experimentacion que

carecen de citosinas y sus receptores. ©8:5%)

Si bien el conocimiento de la fisiopatologia de la fiebre ha progresado en los
Gltimos afios, se ignora si la fiebre en si misma — independientemente de la
causa — es beneficiosa 0 nociva para el organismo. Esta demostrado que,
durante la fiebre a) algunos microorganismos (p. ej.: Streptococcus
neumoniae) pueden ser inhibidos directamente por la temperatura corporal
elevada, mientras que otros se hacen mas susceptibles al poder bactericida
del suero y a los antimicrobianos, b) mejora la funciéon inmunoldgica
expresada por un incremento de la sintesis de anticuerpos, aumenta la
activacion de linfocitos T, la funcidén de los neutrofilos y el metabolismo
oxidativo de los macrofagos, y c¢) algunos antimicrobianos son mas
efectivos. Como contrapartida, la actividad de las células natural killer y la
produccion de linfocitos T citotoxicos se deteriora con la fiebre. Ademas las
temperaturas extremas (>42°C) son deletéreas para los procesos

inmunoloégicos que mejoran con la fiebre moderada (p.ej., se producen
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cambios morfologicos en los neutrofilos, que sugieren dafio celular

significativo, al ser expuestos a 42°C in vitro o durante el golpe de calor).

(38,53)
Normalmente no supera 40-41°C
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Figura 1.3 Fisiopatologia de la fiebre
Fuente: Imagen obtenido del Fundamentos de Fisiopatologia. 3% Edicidn.

A pesar de la controversia, las pruebas indican que en los rangos usuales de
fiebre, la mayoria de los mecanismos de defensa del huésped son mas
activos y que muchos patdégenos son mas susceptibles a éstos. Sin embargo,
no existen estudios que demuestren que la fiebre mejora la evolucion de las
enfermedades infecciosas en humanos. 853

La elevacion de la temperatura corporal afecta, ademas, distintos procesos
celulares; desde la sintesis de &cidos nucleico y proteinas hasta la
permeabilidad de la membrana celular y la concentracion citoplasmatica de
iones, por lo que se sospecha que temperaturas muy elevadas (>40°C)
podrian dafiar el SNC y otros sistemas organicos. En la fiebre, a diferencia
de la hipertermia, la temperatura corporal sigue siendo regulada por el
hipotalamo, y en un rango de 40-42°C no existen pruebas que demuestren un
efecto deletéreo en el organismo. El paciente con dafio cerebral y fiebre debe
ser considerado una excepcion, ya que la liberacion de aminoéacidos
excitatorios, por la despolarizacion neuronal, potenciaria la lesion producida
por hipoxia, isquemia o convulsiones repetidas o prolongadas. También
pueden considerarse como excepciones la fiebre que aparece en el enfermo

con circulacion coronaria precaria (la fiebre induce taquicardia que aumenta
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el consumo de O del miocardio), en el plaquetopénico (la fiebre incrementa
el defecto hemostético producida por la disminucion de plaquetas), la mujer

embarazada y el nifio con convulsiones. (853
1.2.4. Diagnostico diferencial

En ocasiones, los registros térmicos mayores de 37.5 °C. en la cavidad oral
pueden plantear el diagnostico diferencial entre fiebre e hipertermia (que
no es sindnimo de fiebre). Esta ultima se define como la elevacion de la
temperatura corporal por encima de los valores normales debido a; 1)
produccion excesiva de calor (p.ej.: ejercicio prolongado e intenso,
reacciones adversas a neurolépticos y anestesicos, tirotoxicosis); 2)
disminucion de la disipacion de calor (por temperatura y humedad
ambiental elevadas, p.ej.: golpe de calor); y 3) pérdida de la regulacion
central (dafio del centro hipotalamico termorregulador por traumatismo,

hemorragia, tumor). %853

Desde el punto de vista fisiopatolégico, la hipertermia se produce por un
fracaso de los mecanismos periféricos para mantener la temperatura
corporal normal determinada por el hipotalamo. En la fiebre, el centro
termorregulador, en respuesta a las citosinas, produce cambios en los
mecanismos periféricos para generar y conservar calor hasta alcanzar un
valor mas elevado de temperatura corporal. Ambos procesos representan
distintos mecanismos de elevacion de la temperatura corporal, y esta
diferencia es decisiva para la terapéutica. ¢85%

El diagnostico diferencial entre fiebre e hipertermia habitualmente es
dificil. Se basa en una minuciosa historia clinica y no en los registros
térmicos o en su patron (no obstante, valores > 42°C expresan hipertermia,

gue no es regulada por el SNC). (8:59)

El interrogatorio permitird detectar eventos previos a la elevacion de la
temperatura como, por ejemplo, exposicion al calor ambiental excesivo,
produccion exagerada de calor corporal por actividad fisica intensa 0 uso
de algunas drogas. El hallazgo de una piel caliente y seca y/o el fracaso de
los antipiréticos, sumados a un alto indice de sospecha, orientaran al
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médico en el diagnostico de hipertermia. Raramente la fiebre y la

hipertermia pueden coexistir en un mismo paciente. ?5%
1.2.5. Etiologias

La fiebre es una manifestacion caracteristica de la mayoria de las
enfermedades infecciosas. No obstante, un sin nimero de enfermedades
inflamatorias, traumaéticas, mediadas inmunoldgicamente, metabdlicas
agudas, vasculares, hematopoyéticas, endocrinas, genéticas y tumorales
pueden expresarse mediante fiebre. En el paciente inmunocompetente, la
mayoria de las veces es una manifestacion de una enfermedad infecciosa
comun, como infecciones de las vias superiores (resfrio comun, gripe,
faringitis), de la piel y de las partes blandas, de las vias urinarias o

neumonia. (4853
1.2.6. Semiologia

La medicién de la temperatura corporal se realiza de manera sistematica en
cada dia de actividad médica. Sin embargo el origen de la practica de medir
la temperatura corporal, como signo para evaluar el estado de salud de un
individuo, se desconoce. Las primeras referencias escritas, vinculadas con
la fiebre, datan del siglo VI a.C. y hay pruebas de la existencia de

dispositivos para medirla desde uno o dos siglos antes de Cristo. 859

La manifestacion cardinal de la fiebre es la elevacion de la temperatura
corporal normal entre 1°C. y 4°C. Para detectar la fiebre se pueden realizar
las mediciones de la temperatura en la cavidad bucal, el conducto auditivo
externo, la axila y el recto. De todos estos registros, el menos fidedigno es
el que se obtiene de la axila. Las mediciones invasivas de la temperatura
corporal central en la membrana timpénica, el esofago inferior y la arteria
pulmonar se utiliza en forma excepcional en la clinica. Actualmente, la
determinacion en la cavidad bucal es el método mas difundido en el mundo
para medir la temperatura corporal de los adultos. La temperatura bucal
puede resultar erronea en los fumadores, pues la vasodilatacion de la
mucosa bucal producida por el humo inhalado puede elevarla falsamente.
Algunos estudios indican que las mediciones de la temperatura en la

cavidad oral y en la axial son menos sensibles para determinar cambios en
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la temperatura basal o fiebre con respecto a las realizadas en el recto o en la
membrana timpéanica. El registro de la temperatura rectal es motivo de
controversia debido a los riesgos infecciosos que genera; en algunas
situaciones esta formalmente contraindicado, por ejemplo en la
neutropenia. Por otro lado, los termémetros electronicos son superiores a
los de mercurio y en algunos paises — para proteger a las personas y al
medio ambiente — existen recomendaciones para evitar el uso medicinal de
mercurio, en especial para el termometro. Por todo lo anterior es posible
que en los préximos afios la determinacion de la temperatura corporal en el
conducto auditivo externo con el termometro electronico se convierta en

una practica habitual. ©859)

La percepcion de la fiebre varia notablemente entre los individuos. Los
pacientes febriles pueden tener sintomas sistémicos: quebrantamiento del
estado general, debilidad, anorexia, artralgias y mialgias — sobre todo
lumbalgias — (dolores musculares producidos por los niveles periféricos
elevados de PGE2) — cefalea, fotofobia y dolor al mover los ojos. Algunos
toleran muy bien la fiebre, en cambio otros con los mismos registro

térmicos se sienten muy enfermos. %853

Si la temperatura corporal se eleva bruscamente, puede aparecer
sudoracion, rubor facial y escalofrios es comin en algunas infecciones
bacterianas con bacteriemia (p.ej.: neumonia, infeccion urinaria,
colangitis). No obstante, puede haber escalofrios en algunas infecciones
virales (gripe) y en la fiebre paraneoplasica de los linfomas. Es necesario
diferenciar semiolégicamente los escalofrios, acompafiados por castafieteo
de dientes y temblor de la cama, de la sensacion de destemplanza que
experimentan casi todos los pacientes febriles. A veces los escalofrios se
desencadenan por el uso de antipiréticos que al producir un descenso
brusco de la temperatura corporal, generan contracciones musculares

involuntarias compensadoras. 859

Existe una relacion entre la temperatura corporal y otros signos vitales. La
fiebre produce un aumento de 10 latidos en la frecuencia del pulsa por cada

grado de temperatura que supere los 37°C. En algunas enfermedades
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febriles, el incremento es escaso o proporcionalmente menor. La
coexistencia de fiebre con bradicardia relativa —disociacion
esfigmotermica- es indicadora de fiebre tifoidea, gripe, fiebre facticia,
fiebre por drogas y brucelosis. La fiebre asociada con bradicardia relativa
puede ser orientadora entre las distintas etiologias de una neumonia
adquirida en la comunidad. La disociacion esfigmotermica es caracteristica

de la neumonia por Legionella. (853

La fiebre puede estar acompafiada por manifestaciones neuroldgicas
inespecificas, como convulsiones febriles en los nifios. Los gerontes, los
alcohdlicos y los arterioesclerdticos pueden desarrollar delirio, confusion

mental o como cuanto tienen fiebre. (853
1.3. INFLAMACION
1.3.1. Concepto

La inflamacion puede definirse como una reaccion de defensa de los seres
vivos, de tipo inespecifico, frente a una gran variedad de causas que alteran
su integridad y en virtud de las cuales se desencadenan reacciones
sucesivas o simultaneas, nerviosas, humorales y celulares. Su objetivo es
mantener dicha integridad, es decir destruir, neutralizar o eliminar el agente

lesivo y reparar el trastorno que éste ha producido. 5%

En ocasiones, la inflamacion tiene consecuencias perjudiciales para el
organismo, pudiendo producir su persistencia verdaderas enfermedades, y
su intensidad, graves alteraciones. EXxiste, pues, una patologia de la
inflamacion, aunque, en terminos generales, constituya una reaccion

beneficiosa. (>3

La inflamacion es una reaccion de defensa inespecifica porque la respuesta
es siempre la misma, con independencia de la causa que la origind.
Unicamente variara la intensidad y la duracion de la respuesta, pero no los

mecanismos bésicos que constituyen la reaccion inflamatoria. 5%
1.3.2. Causas de la inflamacion

Son mudltiples, estas diferentes causas actan produciendo la alteracion de
las células de un tejido, cuya magnitud es muy variable, desde cambios
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moleculares hasta lesiones que se observan a simple vista. Esta alteracion
primaria, aunque no forma parte de la reaccion inflamatoria, inicia, por
estimulos nerviosos o por liberacion de sustancias vasoactivas, los cambios

hemodinamicos que inician la respuesta inflamatoria. ?25%

Segun la duracion de la reaccion inflamatoria, se distingue entre
inflamacién aguda y crénica, con aspectos morfoldgicos diferentes que se
estudiaran mas adelante. Sin embargo, cuando se habla de inflamacion o

respuesta inflamatoria sin calificacion nos referimos a la inflacién aguda.
(22,50)

La inflamacion de 6rganos y tejidos se denomina en Medicina, afiadiendo
el sufijo “itis” al nombre del organo o tejido afectado por el proceso
inflamatorio, apendicitis, endocarditis, glomerulonefritis, etc.; aunque

existen excepciones a esta norma, por ejemplo, neumonia, pleuresia. (5%

1.3.3. Componentes de la reaccion Inflamatoria

La respuesta inflamatoria tiene tres componentes. Cambios
hemodinamicos, alteraciones de la permeabilidad y modificaciones
leucocitarias. (Véase figura 1.4)

e H

Basofilos y células
CélulaT ) Celula B
Célula que presenta / j
el antigén / G
«

mastociticas
Suoriidor I lNIC S Modiadors |

Eosindfilos /
Inflamacién

Figura 1.4 Mecanismo de accion de la inflamacién.
Fuente: Imagen obtenido del libro Fisiopatologia de la enfermedad 6ta. Ediciéon.
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1.3.3.1. Cambios Hemodinamicos

Es la primera reaccion que se produce en el foco inflamatorio y allana el
cambio para los otros componentes. Inicialmente, después de la agresion,
hay un periodo transitorio de vasoconstriccion arteriolar, de escasa
duracién, que provoca palidez pasajera. En las lesiones mas graves, la
vasoconstriccion puede persistir durante cinco minutos. EI mecanismo,
posiblemente neurogénico, es desconocido; aunque algunos mediadores

quimicos pueden producir vasoconstriccion. ©853)

A continuacion se produce una dilatacion progresiva (fase de hiperacia
activa) que afecta a las arteriolas; pero también, aunque en menor
extension, a las vénulas y capilares. A los pocos minutos la dilatacion
arteriolar es evidente y el flujo sanguineo, asi como su velocidad,
aumentan de forma considerable, incluso se duplican. Estas acciones
tempranas probablemente sean mediadas por reflejos axonicos; aunque
quiza participen también sustancias del tipo de la histamina, como Lewis

ha demostrado experimentalmente con la triple respuesta. (5%)

La dilatacion arteriolar es progresiva y como resultado, se produce
ingurgitacion de los vasos de la zona: la red capilar que en condiciones
normales permanece cerrada ya que la sangre sigue vias mas rapidas, es
distendida por el aumento de la presion en el extremo arteriolar,

permitiendo la apertura y el paso de la sangre por toda la red capilar.
(38,53)

Entre 15 a 30 minutos, la velocidad del flujo sanguineo disminuye (fase
de hiperemia o congestién pasiva) hasta detenerse, y se acompafa de la
dilatacion mas acentuada a nivel de los capilares y las vénulas. Esta fase
venular y capilar esta relacionada con la presencia de mediadores
quimicos, liberados en el foco inflamatorio. 853

Como consecuencia de estos fendomenos fisiopatologicos se originan dos
hechos inmediatos que van a modificar la situacion hemodinamica:
exudacion de plasma, alteraciones del flujo laminar, alteraciones de la
permeabilidad. &%)
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1.3.3.1.1. Exudacion de plasma

Durante la fase de hiperemia activa, con mayor flujo de sangre, se
produce aumento de la presion hidrostatica en el lecho capilar y
fundamentalmente en la vénula, incapaz de dilatarse suficientemente
para transportar el gran volumen de sangre que llega al foco
inflamatorio. Al principio, este mecanismo (aumento de la presion
hidrostatica) podria aplicar la presencia de liquido (trasudado) en el
espacio tisular. El trasudado tiene escaso contenido proteico (menos
de 1g/100 mL) y, por consiguiente, baja densidad y escasa tendencia
a coagularse. Sin embargo, con bastante frecuencia, el liquido del
espacio tisular en la inflamacion contiene mayor proporcion de
proteinas (1-6 9/100 mL), pudiendo llegar a ser similar a la del
plasma. La presencia de este liquido, rico en proteinas (exudado), no
puede explicarse solo por un aumento en la presion de filtracion. El
paso de proteinas a través de la pared del vaso se realiza por
alteraciones de la propia pared vascular. La misma sustancia
responsable de la dilatacion de los capilares y las vénulas producen,
sobre todo en estas ultimas, alteraciones de la pared que tienen como

consecuencia un aumento de la permeabilidad. 853

La presion hidrostatica elevada contribuye a la salida de mayor
cantidad de plasma, cuya consecuencia es un aumento de la
viscosidad de la sangre, con lo cual la circulacion se dificulta,

agravandose la estasis sanguinea. (853

1.3.3.1.2. Alteraciones del flujo laminar

En condiciones normales, los elementos formes de la sangre circulan
en la columna central de la corriente sanguinea y el plasma ocupa la
parte mas externa (zona plasmatica), en contacto con las células
endoteliales. Esta forma de circular los componentes sanguineos se

denomina flujo laminar. 853

A medida que aumenta la salida de plasma y disminuye la velocidad
de la sangre en el foco inflamatorio, la columna central se hace
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mucho més estrecha. Los hematies se conglomeran, formando
agregados de gran tamafio que ocupan la porcion central de la
columna, mientras que los leucocitos quedan marginadas en la

periferia. (859

1.3.3.2.  Alteraciones de la Permeabilidad
En la inflamacidn, existe un paso de liquido hacia los tejidos de
cinco a seis veces mayor que en condiciones fisioldgicas. Por otro
lado, el alto contenido proteico del exudado inflamatorio, que puede
ser similar al del plasma, indica la existencia de un proceso distinto

al mecanismo fisioldgico del transporte de liquidos. 85

La apertura de las uniones intercelulares parece causada por la
concentracion de las células endoteliales, bajo la accién de los
mediadores quimicos. Hallazgos indirectos apoyan esta teoria, como
es la presencia de miofibrillas en las células endoteliales, asi como
una proteina contractil, similar desde el punto de vista antigénico a
la actinomiosina. Los nucleos aparecen arrugados y hacen
prominencia en la luz; lo que parece indicar la existencia de una
contraccion de la célula endotelial lo suficientemente violenta como

para separar las uniones intercelulares. 8%

La membrana basal representa una segunda barrera al paso de
proteinas y elementos formes de la sangre. Los leucocitos, tras un
periodo pasajero de detencion entre la célula endotelial y la

membrana basal, atraviesan ésta y llegan al espacio tisular. (853

1.3.3.3.  Modificaciones Leucocitarias

El pas6 de los leucocitos, principalmente polinucleares neutréfilos y
monocitos, a través de la pared de los vasos sanguineos, constituyen la
fase celular méas importante de la inflamacion aguda. EI camino que
siguen los leucocitos desde la luz vascular hasta el espacio intersticial

puede dividirse en los siguientes aparatos. ¢5%)
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1.3.3.3.1. Marginacion y adherencia

Hemos explicado en el apartado anterior como los neutréfilos
abandonan la porcion central del flujo sanguineo y son rechazados a
la periferia (marginacion), por la conglomeracion de los globulos
rojos. Con el microscopio de luz se observa que los leucocitos se
adhieren a la pared de las vénulas, apareciendo éstas como

pavimentadas. %53

Al principio esta adherencia es transitoria; el leucocito vuelve a
rodar sobre las células endoteliales para quedar definitivamente
adherido en la superficie endotelial. Esta union se realiza gracias a la
expresion y/o activacion en la superficie de ambas células de

moléculas de adherencia. 3°%

Existe tres familias de moléculas de adherencia: Las selectinas, las

integrinas y las inmunoglobulinas. ¢85

— Las selectinas, denominadas asi por presentar una region terminal
relacionada con las lectinas, por la cual se unen a sus ligandos,
carbohidratos de los antigenos del grupo sanguineo Lewis. Hay
varias selectinas segun la célula que expresa la molécula: E-
selectina 0 ELAM-1 (célula endotelial). P-selectina (plaquetas y
endotelio) y L-selectina o LAM-1. @859

— La P-selectina se encuentra en el interior del citoplasma, en los
cuerpos de Weibel-Palade y bajo la accion de algunos
mediadores como la histamina, el PAF y la trombina se expresa
en pocos minutos en la superficie celular. Es responsable junto
con la L-selectina leucocitaria de la adherencia inicial de los
leucocitos. La E-selectina no existe en el endotelio inactivado y
su sintesis es desencadenada bajo la accion de las citosinas (I1L-1

y FNT). Este proceso requiere varias horas. %853

— La familia de las inmonoglobulinas comprende dos moléculas de
adherencia de las células endoteliales: ICAM-1 y VCAM-1.

Estas moléculas se unen a la integrinas leucocitarias. 5%
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— Las integrinas son un grupo de glocuproteinas presentes en la
membrana celular de los leucocitos, con baja afinidad para sus
ligandos. Bajo la accion de las citosinas y otros agentes
quimiotacticos que se produce una union intensa entre estas
moléculas y sus ligados ICAM-1y VCAM-1. @859

e Emigracion o Diapédesis.

Una vez que los leucocitos se han unido de forma estable el endotelio
emiten finos pseudopodos que se introducen entre las uniones
intercelulares, separando las células endoteliales. Cuando el pseudopodo,
actuando a modo de palanca, ha forzado el complejo de unién, el resto
del cuerpo celular sigue al pseuddpodo, hasta que el leucocito se
encuentra en el espacio sub endotelial, donde permanece un cierto
tiempo. Finalmente logra atravesar la membrana basal, pasando el

espacio intersticial.®85%

La emigracion de los leucocitos es un proceso ameboide activo que
consume energia. Tiene lugar fundamentalmente en las vénulas y en
menor grado en los capilares. Para que estas células atraviesen la pared
vascular es preciso que sean moviles y deformables. La movilidad esta
en relacion con la presencia de proteinas contractiles (actina y miosina)
en el citoplasma. La interaccion de los filamentos de actina y miosina,

concentrados en el pseudépodo, produce la contraccion.G85%)

La emigracion de los leucocitos no deja una brecha permanente en el
endotelio. Una vez que el leucocito ha atravesado la pared vascular, las
células endoteliales vuelven a ponerse en contacto. A veces, el paso del
leucocito va seguido de eritrocitos. Al contrario de la emigracion
leucocitaria, es un proceso pasivo, como si los glébulos rojos
aprovecharan la apertura momentanea del endotelio, para atravesar el

vaso. (3853)

1.3.3.3.2. Conglomeracion

El acumulo de leucocitos es el rasgo histologico fundamental de la
inflamacién aguda. Las células que emigran al espacio intersticial

son, fundamentalmente, leucocitos polinucleares neutrdfilos y, en
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menor proporcion, monocitos. Al principio predominan los
neutréfilos, mientras que, en fases posteriores, son los monocitos el
elemento celular que mas abunda. Por esta causa se pensaba
inicialmente que los neutréfilos emigraban en primer en primer lugar
y posteriormente lo hacian los monocitos. Sin embargo, los trabajos
de Harris demuestran que ambas células emigran juntas, pero que, al
ser mas numerosos los neutrofilos, éstos predominan al principio en
el foco inflamatorio. Los neutrofilos tienen una vida corta y
degeneran en un tiempo que oscila entre algunas horas a 4 dias,
mientras que los monocitos se multiplican y persisten mas tiempo en
el foco inflamatorio. En consecuencia, después de 2 0 3 dias
predomina los monocitos sobre los neutrofilos; asi mismo, éstos

liberan un factor quimiotactico para los monocitos. 853

Aunque la mayor parte de los procesos inflamatorios agudos se
caracterizan por la presencia de neutrofilos y monocitos, en algunas
inflamaciones puede observarse otro tipo de células (basofilos,

eosindfilos, linfocitos, células plasmaticas). ¢8>3)

1.3.3.3.3. Quimiotaxis

Por quimiotaxis se entiende el movimiento de una célula u
organismo en una direccion determinada, desencadenado por una
sustancia quimica. Diversas sustancias exdgenas y endogenas actuan
como factores quimiotacticos. Las exdgenas mas comunes son los
productos bacterianos. Las endégenas mas importantes ya han sido

descritas y de forma resumida, son: el Cba, el LTB4 vy las citosinas.
(38,53)

Estos factores quimiotacticos, ademas de provocar el movimiento
celular, inducen la activacion leucocitaria, que tiene como
consecuencia la produccién de metabolitos del acido araquidonico,
liberacion de enzimas lisosomales y la expresién de moléculas de

adherencia. (3853
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1.3.3.3.4. Fagocitosis
Ciertas células del organismo tiene la facultad de englobar particulas

extrafias. Etimologicamente fagocitosis significa comer células. Este
término se utiliza para designar la ingestion celular de particulas
solidas, como bacterias, fragmentos de células o material exdgeno,
mientras que pinocitosis significa la captacion de liquido por la
célula. En ambos procesos, fagocitosis y pinocitosis, se produce
invaginacion de la membrana celular, con formacion de una vacuola
intracitoplasmatica. En la inflamacién aguda, las células fagociticas
son los neutrdfilos y los monocitos. Los neutrofilos fagocitan
bacterias o inmunocomplejos. Los monocitos, ademas de fagocitar
bacterias, protozoos y hongos, engloban también células neoplésicas,
restos celulares, inmunocomplejos y cuerpos extrafios. (853

La fagocitosis es un proceso activo que consume energia. Primero, la
particula que va a ser ingerida necesita ser reconocida y unirse a la
célula fagocitica. Este reconocimiento y unién esta favorecido por
sustancias procedentes del plasma, de naturaleza proteica,
denominadas opsoninas. Existen dos opsoninas: la 1gG y el C3b,
llamado el fragmento opsonico del C3. Las opsoninas recubren la
particula y se unen a las células fagociticas por los receptores que
estas poseen en la membrana celular para el fragmento Fc de la 1I9G
y para el C3b. Una vez puesta en contacto la particula, se pone en
marcha el englobamiento, proceso por el cual la célula emite
pseudépodos que rodean a la particula. Se produce una invaginacion
de la membrana celular, que se va cerrando por encima de la
particula, hasta que ésta queda incluida en el citoplasma, dentro de
una vacuola fagocitica o fagosoma. Posteriormente la membrana de
esta vacuola se fusiona con la de un granulo lisosomial; éste vierte su
contenido de enzimas hidroliticas y de sustancias bactericidas en la
vacuola fagocitica. Por la accion de estas sustancias se produce la

degradacion y destruccion del material fagocitado. (853
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Durante la desgranulacion del fagocito, puede haber salida de las
enzimas hidroliticas y productos metabdlicos (radicales de oxigeno),
desde la célula al espacio intersticial. Este fendmeno, denominado
regurgitacion, puede causar lesion tisular por la potente actividad de

las enzimas liberadas. %>3)

Otros factores que favorecen la fagocitosis son los iones calcio, el
pH é&cido, la temperatura elevada y la existencia de factores
mecanicos, como ciertas estructuras histicas o filamentos de fibrina,
que brindan puntos de apoyo o soporte a las célula fagociticas. Este

fenomeno se denomina fagocitosis de superficie. 852

Algunos microorganismos resisten la degradacion en el citoplasma
de los macrdfagos. En tales casos, éstos son incapaces de destruir las
bacterias o de impedir su multiplicacion, como ocurre con el bacilo
de la lepra y el de la tuberculosis. Estos gérmenes se encuentran
protegidos, en el interior de los macrofagos, de la accion de los
anticuerpos y los antibidticos. Ademas, la movilizacion de los
macrofagos por via linfatica constituye un riego de diseminacién de
la infeccion. En este caso, la fagocitosis no constituye un mecanismo

protector, %859

1.3.4. Caracteristicas Macroscépicas de la Inflamacion

El aspecto macroscépico de la inflamacion se conoce bien desde la
antigtiedad y esta definido por los cuatro signos cardinales de Celso: rubor,
tumor, calor y dolor. El rubor o enrojecimiento es producido por la
vasodilatacion y la estasis sanguinea. La hinchazén o tumor resulta del
exudado consecutivo al aumento de la permeabilidad vascular. La
sensacion de calor se atribuye al aumento de flujo y a su velocidad
acelerada. Varios factores contribuyen al dolor; los mas importantes son la
distension del tejido y la presencia de mediadores quimicos. Entre éstos, la
prostaglandina E2 parece tener un papel importante en la produccion de
dolor; pero también las quininas, la histamina y los metabolitos derivados

de la desintegracion celular, coadyuvan en la produccién de dolor. %3
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Figura 1.5 Manifestaciones locales del proceso.
Fuente: Imagen obtenido del libro Fisiopatologia de la enfermedad: Una introduccién
a la medicina clinica. 6ta. edicion.

1.4. ACIDO ACETILSALICILICO

A pesar de la introduccién de nuevos farmacos, el acido acetilsalicilico (aspirina)
es el antiinflamatorio y analgésico-antipirético mas recetado y constituye el
compuesto estandar en la comparacion y evaluacion de otros productos. Sélo en
E.E.U.U se consumen en promedio, de 10000 a 20000 toneladas cada afio. (327

La aspirina es un analgésico casero mas comun, aunque dado que es posible
conseguirlo sin problemas, quiza no se advierte las consecuencias graves que se
pueden originar por su mal uso y abuso y efecto toxicos graves, y puede ser causa

frecuente de intoxicacion en nifios, que a veces causa la muerte. 327

CO.H
OCOCH,

Fig. 1.2. Acido Acetilsalicilico.

Fuente: Imagen obtenido del libro Pharmacology. 42 Edition.
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1.4.1. Farmacocinética

La aspirina es un &cido débil, en general los salicilatos son acidos
organicos que se absorben con rapidez en el estbmago y en la porcién
superior de intestino delgado, lo que origina una concentraciéon maxima en
plasma de estos fa&rmacos en 1 a 2 horas. Esto debido a que en el estbmago
la aspirina se encuentra no ionizada lo que promueve su absorcion por

difusion simple, ¢339

La aspirina se absorbe como tal y se hidroliza a acido acético y salicilato
(metabolito activo) por las esterasas localizadas en la mucosa del TGl y del
higado (efecto de primer paso). El salicilato se fija intensamente a las
proteinas plasmaticas y es metabolizado en el higado. Pero este grado de
metabolizacion va a ser dependiente de la forma farmacéutica en que se
presente la aspirina, asi, en formas efervescente la absorcion es mas rapida
y la metabolizacion se reduce, en cambio en formas de liberacion
controlada la absorcion es mas lenta pero la metabolizacion es mayor. De
lo que deducimos que el metabolismo de la aspirina es saturable, ya que a
mayor dosis disminuye su metabolismo y aumenta su tiempo de vida

media. Los alimentos retrasan pero no impiden la absorcion de la aspirina.
(13,35)

El salicilato para su posterior eliminacion sufre procesos de fase | y Il
obteniéndose como metabolitos inactivos a: 1) su conjugado con acido
glucoroénido, 2) conjugado con glicina y 3) productos provenientes de la
oxidacion del salicilato. Ademas parte se elimina por la orina en forma de

salicilato libre. 1339

El AAS se excreta principalmente por la orina en forma de conjugados de

salicilato.

La alcalinizacion de la orina aumenta la velocidad de excrecion del

salicilato libre y sus congéneres solubles en agua. 3%
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1.4.2. Farmacodinamia:

1.4.2.1. Mecanismo de accion
Sus efectos analgésicos, antipiréticos y antiinflamatorios se deben a las
asociaciones de las porciones acetilo y salicilato de la molécula intacta,
como también a la accion del metabolito activo salicilato. El efecto
antiagregante plaquetario se debe a su capacidad como donante del grupo
acetilo a la membrana plaquetaria y a la inhibicion irreversible de la
enzima ciclooxigenasa. Inhibe la actividad de la enzima ciclooxigenasa
lo que disminuye la formacion de precursores de las prostaglandinas y
tromboxanos a partir del acido araquidénico. Aunque la mayoria de sus
efectos terapéuticos pueden deberse a la inhibicién de la sintesis de
prostaglandinas en diferentes tejidos, hay otras acciones que también

contribuyen. (2:22)

1.4.2.2.  Acciones farmacolégicas
— Efectos analgesicos con dosis INTERMEDIAS y uso PUNTUAL y
DISCONTINUO: la aspirina es el analgésico més eficaz para reducir
el dolor de intensidad leve a moderada. Actla periféricamente por
medio de sus efectos sobre la inflamacion, pero es probable que
también deprima el estimulo doloroso a nivel del SNC. Su accion

analgésica es mayor al del salicilato sodico. 327

— Efectos antipiréticos con dosis INTERMEDIAS y uso PUNTUAL y
DISCONTINUO: La aspirina reduce la temperatura elevada, en tanto
que la temperatura corporal normal sélo se afecta ligeramente. El
efecto antipirético de la aspirina esta mediado tal vez de la inhibicion
de las COX en el SNC. (1320

— La reduccion de la temperatura se relaciona con un aumento en la
disipacion del calor originado por vasodilatacion de los vasos
sanguineos superficiales y puede acompafiarse de bastante

sudoracion. 327

— Efectos antiinflamatorios con dosis ELEVADAS y consumo

CRONICO: La aspirina es un inhibidor no selectivo de ambas
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isoformas de COX, pero a diferencia de muchos AINE, la aspirina
inhibe de manera irreversible a la COX y aun a dosis bajas pueden
resultar eficaces en ciertas circunstancias, por ejemplo, para inhibir la

agregacion plaquetaria. 32735

— Efectos plaquetarios con dosis BAJAS y consumo CRONICO: La
aspirina afecta la hemostasia. Las dosis bajas simples de aspirina
(80mg/dia) originan un tiempo de sangrado ligeramente prolongado,
que se duplica se la administracion se continlia durante una semana.
El cambio se debe a inhibicion irreversible de COX plaquetaria, asi
que el efecto de la aspirina dura de 8 a 10 dias (toda la vida de la
plaqueta). En general la aspirina debe suspenderse una semana antes

de una cirugia, para evitar complicaciones hemorragicas. 327

1.4.3. Indicaciones

Analgesia, antipiresis y efectos antiinflamatorios: La aspirina es uno de los
farmacos que con mayor frecuencia se utilizan para reducir el dolor leve a
moderado de origen diverso, pero no es eficaz para dolor visceral intenso,
por ejemplo, infarto de miocardio, renal o codlico biliar. A menudo la
aspirina se combina con otros analgésicos leves, nunca se ha demostrado
que las combinaciones mas costosas sean mas eficaces 0 menos toxicas que
la aspirina sola. Las formas efervescentes estan indicadas para el alivio de
dolores agudos, por su rapida absorcion y eliminacion ya que el
bicarbonato presente en estas formulaciones promueven la alcalinizacion y
consecuente ionizacion del salicilato, sin embargo, por las mismas razones

no son poco eficaces para el tratamiento del dolor crénico. 32739

Las formas de liberacion controlada en cambio estan mas indicadas en el
tratamiento del dolor cronico, debido a que los microencapsulados
presentes en estas formas prolongan el tiempo de vida media y reduce las
concentraciones méaximas en plasma, dando como resultado niveles
plasméticos adecuados de farmaco, y también por estas mismas razones no

son eficaces en el alivio rapido del dolor agudo. (3273
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Debido a las propiedades antinflamatorias de las altas dosis de salicilatos,
éstos se recomiendan como tratamiento de artritis reumatoide, fiebre
reumatica y otras afecciones inflamatorias de las articulaciones. La aspirina
es también un antipirético eficaz, aunque su empleo tiene que ser

observado en ciertas circunstancias que se ven en RAM, (13:27:3%)

Para el tratamiento de jaquecas se recomienda solo cuando las crisis son
moderadas y a menos de dos por mes, si las crisis son mayores en

intensidad y frecuencia ya sera necesario ergotamina. 32739

Otros efectos: se ha demostrado que la aspirina reduce la incidencia de
ataques transitorios de isquemia, angina inestable, trombosis de la arteria

coronaria con infarto del miocardio. (1327:39)
1.4.4. Posologia

— Dosis analgésica y antipirética 6ptima de la aspirina es menor a 600mg
por via oral que casi siempre se emplea (incluso a dosis unica). Dosis
mas altas pueden prolongar el efecto. La dosis usual es de 500 mg cada 4
a 6 horas y es posible administrar dosis mas bajas (300mg) cada tres

horas. La dosis méaxima es de 8 comprimidos de 500 mg diarios. (3:27:3)

— Dosis antiinflamatoria de los salicilatos es cada 8-12 horas, ya que cada
4 0 6 horas no podria ser tolerado por el estomago. La dosis es de 3 a 12

(maximo) comprimidos de 500mg diarios. 3273

— Ladosis para nifios es de 50 a 75mg/Kg/dia (pero nunca una dosis mayor
a la de un adulto) en dosis divididas. No debe utilizarse en nifios menores
de 12 afios con infecciones virales. 13273

1.45. RAM (Reaccion Adversa al Medicamento)

A la dosis usual, el principal efecto adverso de la aspirina es el malestar
gastrico (intolerancia). Este efecto puede reducirse con un amortiguamiento
adecuado (ingiriendo la aspirina con alimentos, seguida de un vaso de agua
0 antiécidos). La gastritis que se presenta con la aspirina tal vez se deba a la
irritacion de la mucosa géstrica por la tableta no disuelta, la absorcion en el
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estdbmago de salicilato no ionizado o la inhibicion de produccion de
prostaglandinas de proteccion. Esta rémora puede mitigarse mediante
formas de liberacion contralada o tabletas efervescentes tamponadas. Las
primeras promueven la total absorcion a nivel del duodeno y las segundas
facilitan su total absorcion por la dilucion previa. Para la total dilucion y
reducir la cantidad de AAS presente en tabletas o capsulas en la mucosa

gastrica ser recomienda la ingesta con un vaso entero de agua o leche.
(13,27,35)

Las dosis altas antiinflamatorias pueden provocar tinnitus.

Su uso estd contraindicado en nifios menores de 12 afios con procesos
virales (gripe o varicela) ya que pueden desarrollar Sindrome de Reye que

es una encefalopatia aguda con degeneracion grasa del higado. (3:27:3)
1.4.6. Contraindicaciones

— Esté contraindicado en forma absoluta en pacientes con hemorragia del

TGl y cuagulopatias. 3273
— En dengue hemorrégico.
1.4.7. Interacciones

Las tabletas efervescentes se deben tomar entre dos y 6 horas antes de
cualquier otra medicacion. Los agentes alcalinizantes (antiacidos y citratos)
promueven la eliminacion rapida de los salicilatos, estos por su fuerte
unién a proteinas plasmaticas pueden desplazar a otros medicamentos
aumentando su fraccion libre y sus potenciales Ram (gj., anticoagulantes
orales); el alimento retrasa pero no disminuye su absorcién, detalle que hay
gue tener en cuenta cuando se desee una analgesia rapida. Al administrar
conjuntamente vancomicina con salicilatos aumenta el riesgo de

ototoxicidad. (32735
1.4.8. Toxicidad

La aspirina es un farmaco tan comdn en el hogar que fue causa frecuente de
envenenamiento es nifios pequefios. Desde que se introdujeron frascos

resistentes a las manipulaciones de los nifios, han disminuido de manera

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =2  DESAKTA MARIA

significativa estos envenenamientos infantiles ocasionados por este

farmaco. (132735

En general la dosis letal varia de acuerdo a la forma de presentacion del
farmaco, en adultos basta de 10 a 30g de aspirina (de 20 a 60 comprimidos

de 500mg) para producir la muerte, (13:273%)

Cuando se presenta una sobredosis, ya sea accidental o por intento suicida,
se recomienda el lavado gastrico. Puede emplearse infusiones de
bicarbonato de sodio para alcalinizar la orina, lo cual aumentara la cantidad

de salicilato excretado. 32739

1.5. FUNDAMENTOS DE LOS MODELOS FARMACOLOGICOS DE
EVALUACION.

1.5.1. Antipirético: medicion con termdémetro rectal

Es un instrumento que permite medir la temperatura. Se uso el termémetro
de mercurio que consta de un bulbo de vidrio que incluye un pequefio tubo
capilar, este contiene mercurio (u otro material con alto coeficiente de
dilatacion) que se dilata de acuerdo a la temperatura y permite medir sobre
una escala graduada.

Para medir con el termometro existen varias escalas de temperaturas, la que
se uso fue Celsius: esta una de las méas populares entre los termometros

convencionales, existe desde 0 °C a 100 °C.
Levadura de cerveza.

La fiebre inducida por la levadura de cerveza (Saccharomyces Cerevisiae)
en ratas puede aumentar la formacion de citoquinas que aumentan la
sintesis de prostaglandina E2 y, por lo tanto, el hipotdlamo elevard la
temperatura corporal.

1.5.2. Antiinflamatorio: medicién con Pletismémetro Digital LE 7500

Es un instrumento utilizado para determinar la variacion de volumen de las
extremidades de los roedores, midiendo la variacion del nivel de liquido al
introducir la extremidad en un deposito.
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La introduccién de un tejido (u objeto) en el recipiente cambia el nivel de
liquido y la conductividad entre dos electrodos de platino previamente
introducidos en el recipiente. Este cambio se expresa en mililitros con una

resolucion de 0.01 ml.
Carragenina.

Consiste en provocar un edema en la region subplantar de la pata de la rata
mediante la inyeccion de un agente flogbgeno (carragenina), este
mucopolisacarido de origen marino provoca una respuesta inflamatoria
caracterizada por una serie de fases. La primera es precoz y debida al trauma
de la inyeccion; a la que sigue un proceso bifasico mediado por diferentes
autacoides: en la primera etapa, que se extiende durante la primera hora,
intervienen aminas vasoactivas como la histamina y serotonina, mientras
que en la segunda etapa, comprendida entre 1,5 y 2,5 horas, intervienen las
cininas. En una fase tardia, desde las 2,5 a las 6 horas, las prostaglandinas

son los principales mediadores de la inflamacion ©8)
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CAPITULO 11

MATERIALES Y METODOS

2.1. TIPO DE ESTUDIO

El presente estudio pertenece al tipo de investigacion experimental, que es
aquella donde el investigador manipula las variables con la intencionalidad ver
efectos. ?® Dentro de este tipo de estudios pertenece al exploratorio porque son
los primeros estudios que trata de explicar el fenomeno de antiinflamatorio y

antipiresis que la poblacion sefiala al lloque.

2.2. LUGAR DE REALIZACION

La investigacion tedrica del problema de investigacion se llevo a cabo en la
biblioteca de la Universidad Catdlica de Santa Maria, la obtencién del extracto
asi como el analisis fitoquimico preliminar se desarroll6 en el laboratorio de
Farmacognosia (H-103) también de la misma universidad asi como el Bioterio
en donde se realizd la evaluacion relacionada al efecto antiinflamatorio y
antipirético de la especie vegetal bajo estudio.

2.3. MATERIAL BIOLOGICO
2.3.1. Muestra Vegetal

La muestra vegetal estuvo conformada por las hojas frescas de Kageneckia
lanceolata (llogue), proveniente del distrito de Carumas, provincia de

Mariscal Nieto en el departamento de Moquegua.
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2.3.2. Muestra animal

La muestra animal estuvo conformada por animales de experimentacion
machos pertenecientes a la raza Holtzman, especie Rattus Rattus, variedad
Albina, las que fueron adquiridas del Bioterio de la universidad Catdlica de

Santa Maria. Las caracteristicas de los animales fueron las siguientes.
e 25 ratas machos.
e Peso: entre 210 y 245¢.

e Edad: entre 3y 4 meses.

2.4. MATERIALES DE LABORATORIO

2.4.1. Material de vidrio
— Balén de destilacion de 500 mL (NORMAX)
— Matraz Erlenmeyer de 100 mL (PIREX)
— Pipetas graduadas de 1 a 10 mL (PIREX)
— Probetas de 50 y 100 mL (PIREX)
— Tubos de ensayo (PIREX)
— Varillas
— Vasos de precipitados de 100 mL, 250 mL (BOECO)
— Baguetas (BOECO)
— Capilares sin heparina (DELTA)
— Cubas de desarrollo cromatografico

— Fiolas (PIREX)

2.4.2. Equipos de laboratorio

— Balanza analitica (PIONER TM OHAUS)

— Equipo Soxhlet (HEEDING)
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Equipo de Rotavapor (BUCHI)
Pletismémetro digital LE 7500.

Estufa de desecacion (MEMMERT SCHUTZART DIN 40050 -
IP20)

Lampara de luz UV (CAMAG UV 254 — 366nm)

Mechero Bunsen.

2.4.3. Reactivos y otros insumos.

Acetato de etilo (MALLINCKRODT) 99.6% - 100%
Acido acético (MERCK)

Acido formico (MERCK) 98-100%

Acido sulfurico concentrado 95-98% (MERCK) 95-97%
Agua destilada (QUIMICA DELTA)

Hexano Q.P. (J.T.BAKER) C: 83.62 %, H: 16.38 %.
Cloruro de aluminio (MERCK) 97-101%

Cloruro férrico (MERCK)

Etanol 96% (Laboratorio PORTUGAL)

Metanol Q.P. (MERCK)

Reactivo de Dragendorff (elaboracion U.C.S.M.)
Reactivo de Liebermann Burchard (elaboracién U.C.S.M.)
Tolueno (MERCK) 99%

Caboximetilcelulosa (LABOCHINI)

Tween 20 (MERCK)

Vainillina

Tritén
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2.4.4. Material farmacologico

— Acido acetilsalicilico 500 mg (BAYER)

— Carragenina 2%

— Levadura de cerveza (Saccharomyces cerevisiae)
2.4.5. Otros

— Algodoén (Laboratorio STERILAB)

— Cinta adhesiva

— Espatula

— Frasco de vidrio color oscuro

— Gorro de laboratorio (Laboratorio CEMEDIC SAC)

— Guantes quirargicos (Laboratorio CEMEDIC SAC)

— Jeringa de tuberculina (SEGURIMAX)

— Mascarilla

— Papel filtro (QUIMICA DELTA)

— Placas de silica gel (MERCK)

— Plumon marcador (FABER CASTELL)

— Sonda orogastrica (UCSM)

— Termodmetro rectal (Laboratorio CEMEDIC SAC)

— Bafio maria

— Caocinilla eléctrica

— Cémara fotografica (SAMSUNG)

— Regla.

— Pinzas.

— Jaulas metalicas.

— Olla metélica.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

T :
TESIS UCSM < DE SANIA MARIA

2.5. OBTENCION Y ACONDICIONAMIENTO DE LAS HOJAS DE
kageneckia laceolata (lloque)

2.5.1. Método de Recoleccién

Las muestras se recolectaron en el mes de setiembre en las primeras
horas de la mafiana del distrito de Carumas, provincia de Mariscal Nieto
en el departamento de Moquegua.

Se cortaron ramas con hojas, estas fueron colocadas en bolsas de papel
(bolsas de azucar) para su traslado Arequipa y una parte de la planta se
llevd para su identificacion taxonomica a la Facultad de Ciencias
Bioldgicas departamento académico de Biologia Herbarium
Areqvipence (HUSA) de la Universidad

2.5.2. Método de Seleccion

Se procedié a seleccionar solo las hojas que se encontraban en buen
estado.

2.5.3. Método de Estabilizacion

Fue mediante calor seco en estufa, el material debidamente seleccionado
fue sometido a un cambio de temperatura al ser introducido en la estufa
previamente calentada a 90°C, permanecié en su interior durante 3

minutos.
2.5.4. Método de Desecacion

Se utilizé el método de calor artificial, mediante estufa en donde se
introdujeron las hojas estabilizadas, la estufa estuvo a una temperatura de
40°C vy la desecacion demoré 3 horas con 30 minutos aproximadamente

por cada “lote” a desecar.

2.5.5. Método de Trituracién

Se trituraron en un mortero, hasta la obtencion de un polvo con un grado
moderado de material vegetal, con el fin de incrementar la superficie de

contacto durante la extraccion con solvente.
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2.6. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS DE HOJAS DE kageneckia

laceolata (lloque)
2.6.1. Método

Extraccion con equipo de Soxhlet.
2.6.2. Fundamento

La extraccion solido-liquido, se usa a menudo para extraer un compuesto,
a partir de su fuente natural, tal como una planta. Se escoge un solvente
que selectivamente disuelva el compuesto deseado, pero que deje los

solidos insolubles indeseados en la fuente natural. "

El s6lido que se va extraer se coloca en un dedal hecho de papel filtro,
vidrio, porcelana porosa o fibra de vidrio. El dedal se inserta en el centro
de la camara de extraccion. Un solvente de bajo punto de ebullicion se
coloca en el baldén de destilacion de fondo redondo y se calienta hasta
reflujo. Los vapores suben hacia el condensador. El liquido condensado
cae dentro del dedal que contiene el solido. El solvente caliente empieza
en llenar el dedal y extrae el compuesto deseado a partir del material
vegetal. Una vez que el dedal se llena con el solvente, el sifén hace que el
solvente con el compuesto deseado disuelto se regrese dentro del balon de
destilacion. El ciclo vaporizacion — condensacion- extraccion- evacuacion
por el sifon, se repite varias veces y el producto deseado se concentra en el

balon de destilacion. @7 ) (Véase figura 11.1)

Salida de agua

Ingreso de agua

Vapores del
disolvente

Muestra en
papelote

y Disolvente (imicio)
oluciéon extractiva (después)

Figura. 11.1. Esquema de destilacion Soxhlet. (7
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2.6.3. Procedimiento

— Se pes6 10g de hojas de Kageneckia lanceolata (lloque) secas y

trituradas.
— La muestra pesada se depositd en un papelote hecho con papel filtro.

— En el balén de destilacion se deposité 150mL de cada solvente (hexano,
acetato de etilo y etanol), se trabaja con los 3 disolventes para determinar
cudl de ellos extrae mayor cantidad de principio activo. (Véase cuadro
11.1)

— Se procedié a armar el equipo colocando sobre el balén el tubo de

extraccion y sobre este un condensador de bolas.

— Se encendio la cocinilla eléctrica y se inicid la extraccion y una vez
terminada de dar los 6 ciclos en diferentes tiempos por cada disolvente.

(Véase figura 11.2)

Cuadro 11. 1 : Extractos obtenidos con diferentes disolventes

Extracto A Extracto B Extracto C

10.0 g muestra 10.0 g muestra 10.0 g muestra

150 mL Hexano 150 mL Acetato de etilo 150 mL Etanol

6 ciclos de extraccion 7 ciclos de extraccion 9 ciclos de extraccion

Figura. 11.2. Extraccion de Llogue con equipo Soxhlet

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM o DE SANLTA MARIA

2.7. RENDIMIENTO DE LOS EXTRACTOS
2.7.1. Meétodo
Evaporacion a sequedad
2.7.2. Fundamento

El porcentaje de rendimiento de extraccion (%RE) se fundamenta en la
obtencion del extracto concentrado a partir de la separacion del solvente
del principio activo aplicandose a una temperatura adecuada y
sometiéndose al extracto hasta bafio Maria hasta evaporacion total del
solvente quedando suspendido en el fondo el principio activo que se
desea obtener. ¢

2.7.3. Procedimiento

Una vez terminada la extraccion en Soxhlet, se pasaron los extractos
(hexano, acetato de etilo y etanol) a un bal6n para su evaporacion
mediante el equipo de rotavapor, se utiliza este equipo ya que el vacio
que genera permite disminuir el punto de ebullicion del disolvente
organico, seguidamente se termind su concentracion en Bafio Maria en

un vaso precipitado previamente pesado. (Véase figura 11.3)

Dejamos enfriar los vasos precipitados con los extractos blandos para
luego pesarlos y registrar sus masas hasta que mantengan pesos

constantes.

Con los registros obtenidos se calculé el porcentaje de rendimiento del

extracto y calcular la dosis de los tratamientos.

Posteriormente los extractos blandos se utilizaron para la evaluacién
piloto (hexano, acetato de etilo y etanol) y para la evaluacion
experimental parte final (extracto que tuvo mejor efecto en la etapa

preliminar).

Peso extracto seco

% RE = x 100
Peso planta seca
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Figura. 11.3. Concentracidn del extracto mediante rotavapor

2.8. ANALISIS FITOQUIMICO
2.8.1. Método:

Cromatografia en capa fina.

2.8.2. Fundamento

La cromatografia en capa fina o capa delgada, es una forma de
cromatografia de adsorcion solido-liquido, que consiste en la separacion de
componentes de una mezcla a través de la migracion diferencial sobre una

capa fina de adsorbente, retenida sobre una superficie plana. 263

En esta técnica, la muestra que serd analizada, se aplica por medio de un
tubo capilar muy fino sobre la superficie de un adsorbente inerte de silica o

alimina (fase estacionaria). 6252

Inicialmente la muestra aplicada en la placa es adsorbida en la superficie
del materia por la accion de las fuerzas electrostaticas, fuerzas de Van der
Waals, enlaces de hidrogeno, etc. Luego, cuando la capa es expuesta aun
flujo liquido (fase movil), por accion de capilaridad se inicia una
competencia de enlaces entre los sitios activos del adsorbente y la

sustancia con el solvente. (6263
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Antes de que alcance el extremo superior de la placa, se detiene el flujo de
disolvente retirando la placa de la camara de desarrollo. Se debe sefialar la
posicion de la mancha de sustrato, si esta es coloreada su localizacion es
inmediata; si es incolora, debe hacerse visible en algin modo, mediante
alguna técnica de revelado cromatografico o bajo la luz UV.
Posteriormente se mide el recorrido de la mancha correspondiente a cada
componente, para poder determinar los valores de Ry, los cuales expresan
la relacion entre el recorrido de cada componente de la mezcla con

respecto al recorrido del solvente, 6263

2.8.3. Procedimiento

Se utilizé6 como fase estacionaria las placas de silica gel con soporte de
aluminio las cuales tuvieron dimensiones de 3x10cm, se traz6 suavemente
con un lapiz para guiarnos al momento de la siembra, se lavaron y secaron
las cubas cromatograficas y con la ayuda de un mechero se procedio a

elaborar los capilares para la siembra del extracto.

Una vez listo todos los materiales y reactivos se procedio a la preparacion
de reveladores y fases moviles, se procedié a sembrar las placas con el
extracto que se obtuvo. Se adicion0 a cada cuba cromatografica un
volumen suficiente de fase movil, (respectiva para cada tipo de
identificacion), para que entre en contacto con el extremo inferior de la
placa, pero sin llegar a tocar la siembra, se tapé la cuba y se dejé que corra
la muestra sembrada hasta que alcanzo cerca de 1-2 cm del borde superior
de la placa. Se sacé la placa de la cuba y cuidadosamente se marcé hasta
donde corrié la fase movil. A continuaciéon se dejé secar a temperatura
ambiente, luego se rocié con el revelador respectivo y de acuerdo a
protocolo se deja secar en estufa o temperatura ambiente; ya lista la placa
se llevo a ldmpara UV donde se observd las diversas fluorescencias
distintivas para cada identificacion de metabolitos secundarios. (Véase

cuadro 11.2)
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Cuadro 11. 2 Principales proporciones de solventes utilizados.

Metabolito  Acetato Acido  Acido Agua Metanol Tolueno
secundario  deetilo acético fdérmico

Terpenos 95 - -- -- -- 5
Flavonoides 50 10 10 30 -- --
Taninos -~ -~ -- 30 70 -
Alcaloides -- 70 -- 20 10 -

2.8.4. Revelado

La deteccion de metabolitos secundarios fue mediante el rociado de

reactivos reveladores. (Véase cuadro 11.3)

Cuadro Il. 3 Reveladores de metabolitos secundarios.

Metabolito Reactivo Composicion
secundario revelador

Terpenos Liebermann 5mL de &cido acético y 5mL de &cido
Burchard  sulfurico concentrado. en 50mL de etanol

Flavonoides Al Cls Cloruro de aluminio 1g etanol c.s.p. 100mL

Taninos Fe Cls Cloruro férrico 1g, etanol c.s.p 100mL

Alcaloides  Dragendorff Soluciéon A: 0,85 g de nitrato béasico de
bismuto en 10mL de &acido acético y 40mL de
agua tibia.

Solucion B: 8 g de yoduro de potasio en
30mL de agua destilada.

Solucion Stock: Mezclar Ay B (1:1)

2.9. METODOS PARA LA EVALUACION BIOLOGICA
2.9.1. Consideraciones Generales

La evaluacion bioldgica in vivo de la planta bajo estudio consistio en la
indagacion de dos probables acciones farmacoldgicas, la accion

antipirética disminucién de la temperatura corporal anormalmente elevada
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y la accion antiinflamatoria la disminucién del volumen de tejido
inflamado. Ambos objetivos de investigacion presentaron aspectos

generales y comunes los que se pasan a detallar a continuacion:

2.9.2. Estandarizacion de la muestra animal
Se trabajo con ratas de raza Holtzman, especie Rattus Rattus de sexo
macho y con un peso promedio de 227g. Todas adquiridas en el Bioterio

de la Universidad Catélica de Santa Maria.

Todos los animales fueron sometidos a las mismas condiciones de
alimentacion y crianza, previo a la experimentacion tanto para el efecto

antipiréetico y antiinflamatorio:

e (Cada animal permanecié en jaulas individuales y en un mismo
ambiente (Bioterio de la universidad) por lo que recibi6 las mismas

horas de iluminacion y penumbra.
e Todos los animales recibieron la misma dieta balanceada.
e Todos bebieron agua a demanda.

e Todos los animales recibieron alimentacion solida hasta 12 horas

antes del inicio de las experimentaciones.

2.9.3. Aleatorizacion de la muestra animal
La distribucion de los animales en cada uno de los grupos experimentales
fue en forma aleatoria, para ello previamente se identifico cada animal,
pintando su pelaje en determinadas zonas, posteriormente se procedio a
registrar su peso corporal para luego proceder grupos al azar, a medida que

sea, elegidos bajo este sistema se conforma los grupos.

2.9.4. Evaluacion piloto
Para ambas experimentaciones se realizaron evaluaciones piloto con la
finalidad de evaluar previamente si existia alguna manifestacion de accion
farmacoldgica respecto al grupo control, para ello se trabajé con los
siguientes disolventes (hexano, acetato de etilo y etanol) dentro de un
esquema de experimentacion con un numero reducido de animales, con
esta se evaluaria qué extracto segin su naturaleza del disolvente presenta
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algun efecto farmacoldgico y asi trabajar solo con un extracto a razon de

800mg/kg de peso.

2.9.5. Via de administracion y dosis
La via de administracion de los extractos fue oral, para ello el extracto
fue disuelto en un vehiculo consistente de agua, carboximetilcelulosa
(CMC) y tween 20.

La dosis a administrar para la evaluacion piloto fue de 800mg/Kg, la
dosis fue elegida porque se trata de un extracto concentrado, ademas
pretendemos observar bajo un esquema piloto un efecto farmacologico
notable, lo que no se lograria evidenciar con una dosis menor y con un

numero reducido de animales de experimentacion.

Para la evaluacion final ademas de la dosis de 800mg/kg proveniente de
evaluacion piloto, se adicioné dos dosis menores de 400mg/kg y
200mg/kg con la finalidad de verificar a que dosis farmacologica del

extracto hace el efecto estudiado. (Véase figura 11.5)

Figura. 11.5. Administracion oral de los tratamientos

A) Grupo piloto antipirético y antiinflamatorio

e Grupo control: constituido por 3 animales de laboratorio a los que

no se administro tratamiento alguno.

e Grupo experimental 1: constituido por 3 animales de laboratorio a
los que se les administrd extracto blando de hexano por via oral a

una dosis de 800mg/Kg.
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e Grupo experimental 2: constituido por 3 animales de laboratorio a
los que se les administro extracto blando de acetato de etilo por

via oral a una dosis de 800mg/Kg.

e Grupo experimental 3: constituido por 3 animales de laboratorio a
los que se les administro extracto blando de etanol por via oral a

una dosis de 800mg/Kg.

B) Grupo final antipirético y antiinflamatorio

e Grupo control negativo: constituido por 5 animales a los que no

se administro tratamiento alguno.

e Grupo experimental 1: constituido por 5 animales a los que se les
administrd extracto blando de etanol por via oral a una dosis de
200 mg/Kg.

e Grupo experimental 2: constituido por 5 animales a los que se les
administrd extracto blando de etanol por via oral a una dosis de
400 mg/Kag.

e Grupo experimental 3: constituido por 5 animales a los que se les
administré extracto blando de etanol por via oral a una dosis de
800 mg/Kag.

e Grupo control positivo: constituido por 5 animales a los que se
administré &cido acetil salicilico, utilizandose 100mg/Kg por

peso.
2.9.6. Método para la evaluacion del efecto antipirético

Para comprobar que una sustancia presenta actividad antipirética se
pueden llevar a cabo diferentes técnicas con el objetivo de evaluar su
efecto sobre el modelo bioldgico, al cual se le induce fiebre por medio de
la inoculacién de un agente pirégeno, mientras que los agentes pirégenos
mayormente empleados son levadura de cerveza (Saccharomyces

cerevisiae) y lipopolisacaridos (LPS) purificados de bacterias como E.coli
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y Pseudomonas. ElI empleo de la levadura es muy frecuente, presentando
solamente algunas variantes. ¢4 (Véase figura 11.6)

Figura. 11.6. Suspension de levadura de cerveza

2.9.6.1. Induccidn de la fiebre experimental
Con la finalidad de verificar la actividad antipirética de los extractos de
Kageneckia lanceolata (lloque) fue necesario en primer lugar generar un
estado febril en los animales de experimentacion, para ello se utilizo
levadura de cerveza, y debido a que esta tenia que ser administrada por
via SC se esterilizé a 110°C durante 10 minutos, con esta se procedié a
elaborar una suspension salina, el procedimiento paso a paso fue el

siguiente:
— Esterilizacion de la levadura de cerveza en estufa.

— Posteriormente se midié la temperatura basal (antes de administrar el
pirégeno) de los animales de experimentacion, introduciendo 1cm del
termometro rectal en los animales de experimentacion debidamente

lubricado con vaselina y el registro fue por 5 minutos.

— Se prepard una suspension de levadura de cerveza al 20% en suero

fisioldgico.
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Administracion de la levadura de cerveza por via subcutanea en la

region dorsal a una dosis de 5ml/Kg animal. (Véase figura 11.7)

A las 15 y 18 horas se procedido a medir la temperatura rectal,
considerandose el tiempo 6ptimo aquel que presente un incremento
de temperatura corporal de 0.5°C a mas. Esta medicion constituye la
temperatura febril.

Alcanzada la temperatura febril se administro el tratamiento y se
procedio a medir la temperatura rectal a 1 hora, 2 horas 3 horas y 4

horas de administrado el tratamiento.

Figura. 11.7. Administracion subcutanea de levadura de cerveza

v' El célculo para determinar el efecto antipirético sigue la

siguiente ecuacion 2.

; . o 7 T indurida —Cn
% Disminucion de la pirexa = — _ x 100
T® inducida —T° normal

Donde:

v' T°inducida: Temperatura después de la induccion de pirexia.
v' Cn: Temperaturaa 1, 2, 3, y 4 hora.

v T normal: Temperatura normal del cuerpo

Andlisis de la informacion
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Para el andlisis de la informacion del efecto antipirético se realizé en
funcién de la temperatura febril, esto es, se hallo la diferencia entre la
temperatura rectal a los distintos tiempos (1, 2, 3 y 4 horas) luego de
administrar el tratamiento y la temperatura febril, posteriormente con

estas diferencias se determino el area bajo la curva. 9
2.9.7. Método para la evaluacion del efecto antiinflamatorio

El método de edema plantar en ratas consiste en la administracion
subcutanea de una solucion de carragenina al 2%. Este mucopolisacarido
es extraido del alga marina Chondrus crispus, y es introducido a nivel de
la aponeurosis plantar de la pata de la rata, provocando una reaccion de
caracter inflamatorio mediada por la liberacion de diversos autacoides
(histamina, serotonina, bradiquinina, prostaglandinas, etc.) el producto a
ensayar se puede administrar por diferentes vias (intraperitoneal, oral,
etc.)(“l"”)

Para ejecutar esta metodologia se debe medir el volumen basal de la pata
sana haciendo uso del plestimometro digital, este instrumento permite
medir los pequefios cambios del volumen del tejido inflamado (Véase
figura 11.8) ¢147)

Fig. 11.8. Administracion de carragenina en la region subplantar.

2.9.7.1. Induccidn del proceso inflamatorio
Con la finalidad de verificar la actividad antiinflamatoria de los diferentes

extractos de Kageneckia lanceolata (lloque) fue necesario provocar en los
animales de experimentacién un proceso inflamatorio mediante la
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administracion de carragenina en la aponeurosis plantar. Previo a ello se
procedio a medir el volumen de la pata sana. Este dato se consider6 como
basal para hallar el porcentaje de la inflamacion respecto a las medidas
post administracién de los tratamientos (1, 2, 4 y 6 horas) el procedimiento

seguido fue el siguiente:

e Medicion del volumen de la pata sana del animal en pletismémetro
digital.

e Administracién de los tratamientos por via oral.

e Media hora después de la administracion de los tratamientos se
procede a administrar por via SC 0.2mL de una solucion de

carragenina al 2% en suero fisiologico a cada rata.

e Se realiz6 mediciones del volumen de la pata inflamada al cabo de 1,

2, 4 y 6 horas de administrada la carragenina.

e Proceder con el analisis de informacion. ¢147)

Figura. 11.9. Medicion del volumen inflamatorio mediante pletismémetro

e El calculo para determinar el efecto antiinflamatorio sigue la
siguiente ecuacion (48)
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(er—ColeonTROL— Cr —Co)TRATADD % 100
(Cr—ColeonTROL

¥ Antiinflamatorio =

Donde:

v' C;: Volumen de la pata en el tiempo T.

v €, Volumen de la pata antes de la inyeccion de carragenina

2.9.7.2. Anélisis de la informacion
Para el andlisis de la informacion del efecto antiinflamatorio se considerd
la medicidon basal representada por el volumen de la pata sana medida
mediante pletismometro digital, ademas de las mediciones realizadas de la
pata inflamada al cabo de 1, 2, 4 y 6 horas de administrada la carragenina,
con estos valores se hallé el porcentaje de la inflamacion considerando el
100% para la medicion basal. Los porcentajes hallados corresponden al
porcentaje antiinflamatorio los que permitieron hallar el area bajo la

curva.V
2.9.8. Calculo del area bajo la curva

Los que permitieron hallar el area bajo la curva de la respuesta tanto
antipirética como antiinflamatoria desde el tiempo 0 hasta el Gltimo valor o

tiempo final, mediante el método de los trapezoides.

Cada punto experimental forma con la horizontal un area del trapecio.

Siendo la formula del trapecio rectangulo la siguiente:

4z ({B+b}xh)
2
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Excepto la primera &rea que corresponde a un triangulo, la suma de todas
las &reas (incluida del tridngulo) nos da una respuesta global de la
respuesta inflamatoria o antipirética segun sea el caso, de lo contrario
tendria que realizarse varios analisis por cada tiempo experimental lo que
congestiona el estudio en tanto cuadros y comparaciones, ademas de ello
impide el analisis total o idea de conjunto, mas aun que la respuesta
farmacologica — y fisiologica — es una sola y no se manifiesta con

soluciones de continuidad.

2.10. METODOS ESTADISTICOS

Para el andlisis de las areas de respuesta farmacoldgica se utilizaron el
promedio, ademas del ANOVA y el Test de Tukey, estos ultimos estadigrafos
con la intencion de comparar los distintos grupos experimentales, y determinar
las similitudes o diferencias estadisticas y segun ello concluir al grupo de mayor

eficacia.
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CAPITULO 11

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. OBTENCION Y ACONDICIONAMIENTO DE LAS HOJAS DE

Kageneckia Lanceolata (Lloque)

Una vez recolectadas e identificados taxondmicamente las hojas de Kageneckia
Lanceolata (Lloque) se llevaron las muestras al laboratorio de farmacognosia
(H-103) donde se hizo la preparacion y acondicionamiento de nuestra muestra
vegetal, se procedio a seleccionar las hojas que se encontraban en buen estado,
siendo descartadas las que se encontraban marchitas, luego las hojas colocamos
encima de un papel kraft para llevarlos a la estufa previamente calentada
durante 3 minutos a una temperatura de 90°C. para estabilizar las hojas con la
finalidad de inactivar las enzimas que pudiera acelerar la degradacion, pasado
esto se procedié a la desecacion de las hojas a una temperatura de 40°C. durante
3 horas con 30 minutos por cada bandeja a desecar, finalmente trituramos con
uso de un mortero hasta obtener un polvo con grado moderado, ya obtenida la
muestra triturada se procedio a pesar en la balanza analitica el material vegetal
que fue reducido de tamafio y se procedio a guardar en frascos de vidrio color

ambar para proteger de la luz.

3.2. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS DE HOJAS de Kageneckia

lanceolata (Lloque)

La obtencion de los extractos de kageneckia lanceolata (lloque) fue mediante el
método continuo de Soxhlet, se procedi6 a pesar 10.0g de las hojas de
kageneckia lanceolata (lloque) se procedié a armar el equipo de Soxhlet y
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medimos 150mL de los 3 disolventes (hexano, acetato de etilo y etanol), donde
se procedid a calentar cada uno de los disolventes, donde observamos el extracto
con hexano presenta una coloracion verde amarilla, el extracto con acetato de
etilo con una coloracion de verde oscuro y el extracto con etanol color verde
oscuro intenso, los vapores del disolvente se condensan y caen gota a gota,
sobre el cartucho que contiene la muestra, extrayendo asi los analitos solubles.

Cuando el nivel del disolvente condensado en la camara alcanza la parte superior
del sifén lateral, el disolvente, con los analitos disueltos, asciende por el sifon y
retorna al matraz de ebullicion .Este proceso se repite hasta que se complete la

extraccion de los analitos de la muestra y se concentran en el disolvente.

3.3. RENDIMIENTO DE LAS EXTRACCIONES DE HOJAS Kageneckia

lanceolata (lloque)

Una vez llevados a un balén para su evaporacion mediante el equipo rotavapor
seguidamente se termind su concentracion en Bafio Maria hasta su evaporacion
total. El aspecto final de los extractos (hexano, acetato de etilo y etanol)

constituyeron extractos blandos. (Véase figura. 111.1.)

Segun los resultados del cuadro 3.1 muestra que el extracto realizado con etanol
presenta 26.65% presentando el mayor porcentaje de rendimiento y se ubica por
encima del acetato de etilo que presenta 17.01% y realizado con hexano un
14.20% de rendimiento. (\VVease figura 111.2)

Posteriormente los extractos blandos se utilizaron para la evaluacién piloto
(hexano, acetato de etilo y etanol) y para la evaluacion experimental parte final

(extracto que tuvo mejor efecto en la etapa preliminar)

Figura. I11.1. Extractos de lloque: hexano, acetato de etilo y etanol
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CUADRO N° 3.1

PORCENTAJE DE LOS DIFERENTES EXTRACTOS BLANDOS DE
KAGENECKIA LANCEOLATA (LLOQUE)

Tipo de disolvente Droga (g) Extracto (g) | Rendimiento
(X)
Extraccion con Hexano 10.00 1.42 14.20%
Extraccion con Acetato de 10.00 1.70 17.01%
Etilo
Extraccion con Etanol 10.00 2.66 26.65%

Fuente: Elaboracion propia.

30.00%

25.00%

20.00%

15.00%

10.00%

5.00%

0.00%
Extraccion con Etanol  Extraccion con Acetato de  Extraccion con Hexano
Etilo

Figura I111.2: Porcentaje de los diferentes extractos blandos de kageneckia lanceolata
(lloque)

3.4. ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR

Mediante el método de cromatografia en capa fina para el extracto etandlico,
realizada a través de distintos sistemas de disolventes muestra que hay presencia
de sustancias terpénicas, flavénica y taninos, siendo negativo la reaccion para

alcaloides, los resultados segun las figuras.
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Para el cromatofolio para terpenos se trabajo con acetato de etilo y tolueno como
fase movil, se revelo tras la aplicacion del reactivo de Liebermann Burchard
para lo cual se observaron manchas de color rosa correspondientes para
saponinas, para triterpenos y esteroides verdosas y azuladas para esteroles

detectados bajo la luz UV. (Véase figura.ll1.3)

Por otra parte para la identificacion de sustancias de tipo flavonoide, en donde
se utilizé como fase movil un sistema de disolvente compuesto por acetato de
etilo, &cido acético, acido formico y agua teniendo como revelador el reactivo de
cloruro de aluminio, muestra bajo la luz UV manchas fluorescentes de color
amarillas y rosas, caracteristicas para este tipo de compuestos. (Véase figura
111.4)

En cuanto a los compuestos para la identificacion de taninos, en donde se utilizd
una mezcla de metanol y agua como fase disolvente, utilizando como revelador
cloruro férrico la presencia de este tipo de compuestos debido a una mancha
marrén verdoso que también es caracteristico para este tipo de compuesto, los
taninos por su composicion y sus caracteristicas fisico quimicas son muy
solubles en agua. (Véase figura.l11.5) Para todas las figuras también ilustran sus

correspondientes valores de factor de desplazamiento o Rf.

La presencia de alcaloides se detecta por la formacion de un precipitado naranja
rojizo cuando se le adiciona este reactivo a una solucion acida de alcaloides. No

se evidencia la presencia de alcaloides (Véase figura 111.6.)

El analisis fitoquimico realizado por nosotros es semejante con el trabajo
realizado por Valdivia Ugarte, Jaime Enrique “Evaluacion de la actividad
antipirética de los extractos secos de las hojas de perezia multiflora
(escorzonera) en animales de experimentacion”, ya que usa el mismo método de
extraccion, tipo de muestra hojas, con disolvente etanol y el mismo objetivo
antipirético con la diferencia de tipo de planta.

Como es conocido muchos metabolitos secundarios como fenoles simples
presentes en el sauce (Salix alba) y sustancias de naturaleza terpénica presentes
en la Matricaria recutita en estudios han demostrado ser inhibidores de la via
de la ciclooxigenasa. Por otra parte se informa que el romero (Rosmarinus

officinalis) muestra efecto antipirético en el extracto blando alcohodlico se han
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detectado la presencia de saponinas que forman parte del complejo activo. Un
estudio més cercano — local — que evalla la actividad antipirética de extractos
blandos de hojas de Perezia multiflora (escorzonera) refiere también efecto
antipirético de dicha planta, en este estudio se detectaron también la presencia de

sustancias terpénicas, saponinas y también alcaloides.

Todos estos estudios coinciden con nuestro estudio en donde se detectaron
sustancias terpénicas, saponinas y esteroles, estas por su naturaleza es probable
que accedan al SNC del animal y presenten un mecanismo de inhibicion de la

COX al igual que los ejemplos citados.

Diversas investigaciones sefialan que los flavonoides y los taninos tienen
propiedades antipiréticas y antiinflamatorias, lo cual coincide con los resultados
obtenidos en la presente investigacion, tal vez sean estos los responsables del

efecto observado.
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Figura. I11.3. Identificacién de terpenos.
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Figura. I11.5. Identificacion de taninos.
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Figura. 111.6. Identificacion de Alcaloides

3.5. EVALUACION DEL EFECTO ANTIPIRETICO
3.5.1. Evaluacion piloto

Se realizé una prueba piloto con la finalidad de determinar cuél de los
extractos segun los disolventes (hexano, acetato de etilo, y etanol) presente
mayor efecto farmacoldgico inicial. Con este fin se trabajo con 12 animales
de experimentacion divididos en cuatro grupos de tres ratas cada uno a una
dosis de 800mg/Kg, se eligié esta dosis inicial debido a que se utiliza un
numero limitado de animales, lo cual el extracto que presento mayor efecto
farmacoldgico segun nuestros resultados estadisticos de cada grupo fue el
extracto etanolico y por lo cual se trabajo con este extracto la parte

experimental final.
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CUADRO N° 3.2

AREA BAJO LA CURVA: GRUPO PILOTO CONTROL DIFERENCIA DE

TEMPERATURAS
Animal 1 hora 2 horas 3 horas 4 horas
1 0.05 0.15 0.25 0.35
2 0.05 0.20 0.35 0.50
3 0.05 0.15 0.25 0.35
Promedio 0.05 0.17 0.28 0.40

Fuente: Anexo 1. Elaboracién propia.

El cuadro 3.2 muestra el area bajo la curva en los distintos tiempos medidos luego de
alcanzada la temperatura febril (18 horas), la menor éarea y por lo tanto la menor
diferencia se observa a la hora y la mayor area a las 4 horas, por lo tanto la diferencia

de temperaturas es a las 2y 3 horas.
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Figura 111.7: Area bajo la curva diferencia de temperaturas del grupo piloto control en los
distintos tiempos.
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CUADRO N° 3.3

AREA BAJO LA CURVA: GRUPO ACETATO ETILO 800 MG/KG
DIFERENCIA DE TEMPERATURAS

Animal 1 hora 2 horas 3 horas 4 horas
1 0.05 0.15 0.35 0.60
2 0.05 0.20 0.35 0.45
3 0.05 0.15 0.30 0.45
Promedio 0.05 0.17 0.33 0.50

Fuente: Anexo 1. Elaboracién propia.

El cuadro 3.3 muestra el area bajo la curva en los distintos tiempos medidos luego de
alcanzada la temperatura febril (18 horas) para el grupo tratado con 800 mg/kg de
extracto seco obtenido mediante extraccion con acetato de etilo, la menor area y por lo

tanto la menor diferencia se observa a la hora, y la mayor area a las 4 horas.
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Figura 111.8: Area bajo la curva diferencia de temperaturas del grupo acetato de etilo
800 mg/kg en los distintos tiempos.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =2 DE SAK*A MARIA

CUADRO N° 3.4

AREA BAJO LA CURVA: GRUPO HEXANO 800 MG/KG DIFERENCIA DE

TEMPERATURAS
Animal 1 hora 2 horas 3 horas 4 horas
1 0.05 0.15 0.40 0.80
2 0.05 0.20 0.35 0.50
3 0.05 0.15 0.30 0.45
Promedio 0.05 0.17 0.35 0.58

Fuente: Anexo 1. Elaboracién propia.

El cuadro 3.4 muestra el area bajo la curva en los distintos tiempos medidos luego de
alcanzada la temperatura febril (18 horas) para el grupo tratado con 800 mg/kg de
extracto seco obtenido mediante extraccion con hexano, la menor area y por lo tanto la

menor diferencia se observa a la hora, y la mayor area a las 4 horas.

Diferencia de temperaturas
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Figura 111.9: Area bajo la curva diferencia de temperaturas del grupo hexano 800 mg/kg en los
distintos tiempos
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CUADRO N° 3.5

AREA BAJO LA CURVA: GRUPO ALCOHOL ETILICO 800 MG/KG
DIFERENCIA DE TEMPERATURAS

Animal 1 hora 2 horas 3 horas 4 horas
1 0.20 0.55 0.80 1.00
2 0.20 0.55 0.85 1.15
3 0.05 0.25 0.45 0.55
Promedio 0.15 0.45 0.70 0.90

Fuente: Anexo 1. Elaboracién propia.

El cuadro 3.5 muestra el area bajo la curva en los distintos tiempos medidos luego de
alcanzada la temperatura febril (18 horas) para el grupo tratado con 800 mg/kg de
extracto seco obtenido mediante extraccion con alcohol etilico, la menor area y por lo
tanto la menor diferencia también se observa a la hora, y la mayor area a las 4 horas. Se
observa también que el incremento del area bajo la curva a medida que incrementa el

tiempo.
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Figura 111.10: Area bajo la curva diferencia de temperaturas del grupo alcohol etilico
800 mg/kg en los distintos tiempos.
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CUADRO N° 3.6

ANOVA DEL AREA BAJO LA CURVA PRUEBA PILOTO Y LA DIFERENCIA

DE TEMPERATURAS
Suma de Media .
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 3.157 3 1.052 5.930 .020
Dentro de grupos 1.420 8 A77
Total 4,577 11

Fuente: Elaboracion propia.

El analisis de varianza permite ver las diferencias o semejanzas entre los distintos
grupos experimentales partiendo de una hipétesis nula que asume que los grupos en
cuanto sus medias y varianzas son iguales siempre y cuando superen el valor minimo de
significancia que para efectos del presente estudio es de 0.05. El cuadro 3.6 que
contiene los resultados para este analisis muestra una Sig. = 0.020, al ser un valor menor
al permitido entonces se rechaza la hipdtesis nula y se acepta la hipotesis alternativa de

investigacidn que asume que los grupos son diferentes.

CUADRO N° 3.7

TEST DE TUKEY DEL AREA BAJO LA CURVA PRUEBA PILOTO Y LA
DIFERENCIA DE TEMPERATURAS

. Subconjunto para alfa = 0.05
Piloto N
1 2
Control 3 .900
Acetato etilo 800 mg/kg 3 1.050
Hexano 800 mg/kg 3 1.150 1.150
Alcohol etilico 800 mg/kg 3 2.200
Sig. .884 .062

Fuente: Elaboracion propia.
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El test de Tukey realiza una comparacion mas especifica entre los grupos de
tratamiento, al compararlos uno respecto a los deméas estableciendo varias posibles
comparaciones entre los distintos grupos, con la finalidad de ver semejanzas y
diferencias. El cuadro 3.7 contiene el resumen de estas comparaciones y establece
grupos o conjuntos similares, se observa que en cuanto al grupo tratado con extracto con
acetato de etilo este se parece al grupo control, por lo que en cuanto a este grupo no
tendria mayor eficacia. Por otra parte el grupo tratado con extracto con Hexano a una
dosis de 800mg/kg no se diferencia claramente del grupo control, en cambio el grupo
tratado con extracto con alcohol etilico muestra una diferencia clara respecto del
control. Por lo que es este el extracto considerado para realizar la prueba final.

3.5.2. Evaluacion final

La evaluacion final se realizo en presencia del grupo control se incluyé también
un grupo farmacolégico que consistio en la administracion de &cido
acetilsalicilico, por via oral, con la finalidad de poder verificar si existe alguna
eficacia farmacologica en parangébn a un farmaco de probada actividad
antipirética, este farmaco se administro en una dosis de 100 mg/kg, las dosis

correspondientes para cada animal son las siguientes:

Dosis del Acido Acetilsalicilico.

ml de
Animal Peso () mg de AAS por animal | solucion de

AAS

1 235 23.5 2.35

2 214 21.4 2.14

3 230 23 2.3

4 218 21.8 2.18

5 224 22.4 2.24

Fuente: Elaboracion propia.

Para ello se prepar6é una solucion de 50 ml de agua destilada con 500 mg de
acido acetilsalicilico. Por lo que en cada ml de esta solucion se tiene 10 mg de
AAS, en base a esta cantidad se establecieron los ml de este farmaco tanto como

antiinflamatorio y antipirético.
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En esta evaluacion también se incluyeron grupos tratados con el extracto de
hojas de lloque pero a menor dosis y fue de 200 mg/kg y 400 mg/kg. Estos
fueron incluidos para que de forma inicial se aprecie la potencia farmacoldgica.
Finalmente se manifiesta que para esta prueba se utilizaron 5 animales de

experimentacion por grupo.

CUADRO N° 3.8

AREA BAJO LA CURVA: GRUPO CONTROL DIFERENCIA DE

TEMPERATURAS
Animal 1 hora 2 horas 3 horas 4 horas
1 0.05 0.15 0.25 0.35
2 0.05 0.20 0.30 0.35
3 0.05 0.15 0.30 0.45
4 0.05 0.15 0.30 0.45
5 0.05 0.15 0.25 0.45
Promedio 0.05 0.16 0.28 0.41

Fuente: Anexo 1. Elaboracién propia.
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Figura I111.11: &rea bajo la curva diferencia de temperaturas del grupo control final en
los distintos tiempos.
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El cuadro 3.8 muestra el area bajo la curva en los distintos tiempos medidos luego de
alcanzada la temperatura febril (18 horas) para el grupo control, se observa que el area
bajo la curva de la diferencia de temperatura en los distintos tiempos aumenta

paulatinamente siendo la mayor diferencia en cuanto area a las 4 horas.

CUADRO N° 3.9

AREA BAJO LA CURVA: GRUPO CON EXTRACTO 200 MG/KG
DIFERENCIA DE TEMPERATURAS

Animal 1 hora 2 horas 3 horas 4 horas
1 0.05 0.15 0.25 0.35
2 0.05 0.05 0.05 0.15
3 0.05 0.15 0.25 0.35
4 0.15 0.35 0.30 0.10
5 0.05 0.15 0.25 0.45
Promedio 0.07 0.17 0.22 0.28

Fuente: Anexo 1. Elaboracién propia.
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Figura 111.12: area bajo la curva diferencia de temperaturas del grupo extracto 200 mg/kg en
los distintos tiempos.
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El cuadro 3.9 muestra el area bajo la curva en los distintos tiempos medidos luego de
alcanzada la temperatura febril (18 horas) para el grupo tratado con extracto de hojas de
Iloque obtenido con alcohol etilico a una dosis de 200mg/kg, se observa que el area bajo
la curva de la diferencia de temperatura en los distintos tiempos también se incrementa

paulatinamente manifestandose la mayor diferencia en la medicion hecha en la hora 4.

CUADRO N° 3.10

AREA BAJO LA CURVA: GRUPO CON EXTRACTO 400 MG/KG
DIFERENCIA DE TEMPERATURAS

Animal 1 hora 2 horas 3 horas 4 horas
1 0.05 0.20 0.40 0.60
2 0.05 0.25 0.55 0.80
3 0.05 0.15 0.25 0.40
4 0.05 0.05 0.15 0.35
5 0.05 0.15 0.25 0.35
Promedio 0.05 0.16 0.32 0.50

Fuente: Anexo 1. Elaboracién propia.
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Figura 111.13: area bajo la curva diferencia de temperaturas del grupo extracto 400
mg/kg en los distintos tiempos.
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El cuadro 3.10 y su grafico muestra el &rea bajo la curva en los distintos tiempos
medidos luego de alcanzada la temperatura febril (18 horas) para el grupo tratado con
extracto de hojas de lloque obtenido con alcohol etilico a una dosis de 400 mg/kg, se
observa que el area bajo la curva de la diferencia de temperatura en los distintos tiempos

aumenta progresivamente alcanzado su valor maximo en la cuarta hora.

CUADRO N° 3.11

AREA BAJO LA CURVA: GRUPO CON EXTRACTO 800 MG/KG
DIFERENCIA DE TEMPERATURAS

Animal 1 hora 2 horas 3 horas 4 horas
1 0.25 0.55 0.75 1.00
2 0.10 0.25 0.60 1.05
3 0.15 0.35 0.45 0.95
4 0.20 0.60 0.85 1.15
5 0.15 0.40 0.65 1.05
Promedio 0.17 0.43 0.66 1.04

Fuente: Anexo 1. Elaboracion propia.
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Figura I11.14: area bajo la curva diferencia de temperaturas del grupo extracto 800 mg/kg en
los distintos tiempos
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El cuadro 3.11 y su grafico muestra el &rea bajo la curva en los distintos tiempos
medidos luego de alcanzada la temperatura febril (18 horas) para el grupo tratado con
extracto de hojas de lloque obtenido con alcohol etilico a una dosis de 800 mg/kg, se
observa que el area bajo la curva de la diferencia de temperatura en los distintos tiempos
es similar al cuadro anterior pero a menor dosis, es decir, también aumenta

progresivamente alcanzado su valor maximo en la cuarta hora.

CUADRO N° 3.12

AREA BAJO LA CURVA: GRUPO ACIDO ACETILSALICILICO
DIFERENCIA DE TEMPERATURAS

Animal 1 hora 2 horas 3 horas 4 horas
1 0.25 0.60 0.90 1.30
2 0.25 0.75 1.05 1.45
3 0.20 0.50 0.85 1.35
4 0.60 1.45 1.75 1.90
5 0.20 0.50 1.00 1.45
Promedio 0.30 0.76 1.11 1.49

Fuente: Anexo 1. Elaboracién propia.
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Figura 111.15: area bajo la curva diferencia de temperaturas del grupo é&cido
acetilsalicilico en los distintos tiempos
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El cuadro 3.12 y su grafico muestra el &rea bajo la curva en los distintos tiempos
medidos luego de alcanzada la temperatura febril (18 horas) para el grupo tratado con
acido acetil salicilico, se observa que el area bajo la curva de la diferencia de
temperatura en los distintos tiempos es similar a los cuadro anteriores, es decir, también

aumenta progresivamente alcanzado su valor maximo en la cuarta hora.

CUADRO N° 3.13

ESTADISTICOS DESCRIPTIVOS: AREA BAJO LA CURVA DE LA
DIFERENCIA DE TEMPERATURAS

T|po_de N | Media | Mediana Desylaaon Minimo | Maximo | Rango
tratamiento estandar

“Control" 5 .90 .90 061 80 95 15
Extracto 200 R [ 80 25 30 90 60
mg/kg

Extracto 400 5 | 103 85 41 60 165 | 1.05
mg/kg

Extracto 800 5 | 230 | 225 37 1.90 2.80 90
mg/kg

Acido 5 | 366 3.15 1.16 2.90 5.70 2.80
acetilsalicilico

Total 25 | 1.72 95 1.25 30 5.70 5.40

Fuente: Elaboracion propia.

El cuadro 3.13 contiene los estadisticos descriptivos para todos los grupos
experimentales de la prueba final del efecto antipirético, se observa que el mayor
promedio de area bajo la curva de diferencia de temperaturas corresponde al grupo
farmacoldgico seguido del grupo tratado con extracto de hojas de lloque a una dosis de

800mg/Kg, el menor valor corresponde al grupo control.
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CUADRO N° 3.14

ANOVA: AREA BAJO LA CURVA DE LA DIFERENCIA DE

TEMPERATURAS
Suma de Media .
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 31.044 4 7.761 22.392 .000
Dentro de grupos 6.932 20 .347
Total 37.976 24

Fuente: Elaboracion propia.

El cuadro 3.14 que contiene una Sig. = 0.000, al ser un valor menor al permitido
entonces se rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipotesis alternativa de investigacion
que asume que los grupos son diferentes. Por lo que resulta necesario una prueba de

Tukey.
CUADRO N° 3.15

TEST DE TUKEY: AREA BAJO LA CURVA DE LA DIFERENCIA DE

TEMPERATURAS
. . Subconjunto para alfa = 0.05
Tipo de tratamiento N
1 2 3

Extracto 200 mg/kg 5 .740
"Control 5 .900
Extracto 400 mg/kg 5 1.030
Extracto 800 mg/kg 5 2.300
Acido acetilsalicilico 5 3.660
Sig. 934 1.000 1.000

Fuente: Elaboracion propia.

El test de Tukey realiza una comparacién mas especifica entre los grupos de tratamiento
finales, al compararlos uno respecto a los demas estableciendo varias posibles
comparaciones entre los distintos grupos, con la finalidad de ver semejanzas y
diferencias. El cuadro 3.15 contiene el resumen de estas comparaciones y establece
grupos o conjuntos similares, se observa que en cuanto a los grupos de interés es decir a
los grupos con extracto de lloque como tratamiento, el grupo con 800mg/Kg de extracto
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presenta una actividad antipirética cuya eficacia se sitia entre el grupo con &cido
acetilsalicilico y el conjunto formado por el grupo control, el con extracto 200mg/Kg de
dosis y el grupo con extracto 400mg/Kg. Respecto a este conjunto diriamos que estas
dos ultimas dosis no tendrian mayor efecto ya que son similares al grupo control. Por lo
que concluimos que el extracto de lloque presenta una actividad moderada como

antipirético.

3.6. EVALUACION DEL EFECTO ANTIINFLAMATORIO

3.6.1. Evaluacion piloto

Se realiz6 una prueba piloto con la finalidad de determinar cual de los extractos
segun los disolventes (hexano, acetato de etilo, y etanol) presente mayor efecto
farmacoldgico inicial. Con este fin se trabajo con 12 animales de
experimentacion divididos en cuatro grupos de tres ratas cada uno a una dosis
de 800mg/Kg, se eligid esta dosis inicial debido a la naturaleza de esta
evaluacion que se utiliza un nimero limitado de animales, lo cual el extracto que
presento mejor efecto farmacologico segun nuestros resultados estadisticos de
cada grupo fue el extracto etanolico y por lo cual se trabajo con este extracto la

parte experimental final.
CUADRO N° 3.16

AREA BAJO LA CURVA: GRUPO PILOTO CONTROL PORCENTAJE DE LA

INFLAMACION
Animal 1 hora 2 horas 4 horas 6 horas
1 60.97 115.25 214.64 202.44
2 55.95 108.93 205.95 184.52
3 63.25 121.69 225.30 202.41
Promedio 60.06 115.29 215.29 196.45

Fuente: Anexo 1. Elaboracion propia.
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El cuadro 3.16 muestra el area bajo la curva del porcentaje de la inflamacion en los
distintos tiempos medidos para el grupo control, se nota un incremento de area hasta la

cuarta hora que va descendiendo hacia la sexta hora.
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Figura 111.16: area bajo la curva del porcentaje de la inflamacion del grupo control en
los distintos tiempos

CUADRO N° 3.17

AREA BAJO LA CURVA: GRUPO ACETATO ETILO 800 MG/KG
PORCENTAUJE DE LA INFLAMACION

Animal 1 hora 2 horas 4 horas 6 horas
1 61.44 119.30 219.30 196.40

2 55.88 108.20 204.70 187.10

3 66.05 121.60 212.30 196.30
Promedio 61.13 116.40 212.10 193.20

Fuente: Anexo 1. Elaboracion propia.

El cuadro 3.17 muestra el area bajo la curva del porcentaje de la inflamacion en los

distintos tiempos medidos para el grupo que recibi6 extracto de lloque obtenido con
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acetato de tilo, se nota un incremento de area hasta la cuarta hora que va descendiendo

hacia la sexta hora, similar al grupo anterior.

140

Porcentaje de lainflamacién

Horas de medicion

Figura 111.17: area bajo la curva del porcentaje de la inflamacion del grupo acetato de etilo
800mg/kg en los distintos tiempos.

CUADRO N° 3.18

AREA BAJO LA CURVA: GRUPO HEXANO 800 MG/KG PORCENTAJE DE
LA INFLAMACION

Animal 1 hora 2 horas 4 horas 6 horas
1 60.36 117.10 215.90 195.10

2 59.41 111.80 203.50 182.40

3 57.23 109.60 203.60 185.60
Promedio 59.00 112.80 207.70 187.70

Fuente: Anexo 1. Elaboracién propia.

El cuadro 3.18 muestra el area bajo la curva del porcentaje de la inflamacion en los
distintos tiempos medidos para el grupo que recibio extracto de lloque obtenido con
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hexano a una dosis de 800 mg/kg por via oral, se al igual que los grupos anteriores un

incremento de &rea hasta la cuarta hora que va descendiendo hacia la sexta hora.

140

120

Porcentaje de lainflamacién

112.80 207.70

Horas de medicion

Figura 111.18: éarea bajo la curva del porcentaje de la inflamacion del grupo hexano 800mg/kg
en los distintos tiempos

CUADRO N° 3.19

AREA BAJO LA CURVA: GRUPO ALCOHOL ETILICO 800 MG/KG
PORCENTAJE DE LA INFLAMACION

Animal 1 hora 2 horas 4 horas 6 horas
1 60.71 114.90 192.90 147.60

2 60.36 117.70 206.10 164.60

3 60.24 113.30 178.30 138.60
Promedio 60.44 115.30 192.40 150.30

Fuente: Anexo 1. Elaboracion propia.

El cuadro 3.19 muestra el area bajo la curva del porcentaje de la inflamacion en los
distintos tiempos medidos para el grupo que recibio extracto de lloque obtenido con
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alcohol etilico a una dosis de 800 mg/kg de peso por via oral, se nota un incremento de

area hasta la cuarta hora que va descendiendo hacia la sexta hora.

140

Porcentaje de lainflamacién

115.30 192.40

Horas de medicion

Figura 111.19: area bajo la curva del porcentaje de la inflamacion del grupo alcohol
etilico 800mg/kg en los distintos tiempos.

CUADRO N° 3.20

ANOVA DEL AREA BAJO LA CURVA PRUEBA PILOTO Y EL
PORCENTAJE DE LA INFLAMACION

Suma de Media .
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 8935.316 3 2978.439 4.599 .038
Dentro de grupos 5181.316 8 647.664
Total 14116.631 11

Fuente: Elaboracion propia.

El analisis de varianza permite ver las diferencias o semejanzas entre los distintos
grupos experimentales partiendo de una hipotesis nula que asume que los grupos en
cuanto sus medias y varianzas son iguales siempre y cuando superen el valor minimo de
significancia que para efectos del presente estudio es de 0.05. El cuadro 3.20 que
contiene los resultados para este analisis muestra una Sig. = 0.038, al ser un valor menor

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

Ll ,
TESIS UCSM < DE SAN:A MARIA

al permitido entonces se rechaza la hipdtesis nula y se acepta la hipotesis alternativa de
investigacion que asume que los grupos son diferentes.

CUADRO N° 3.21

TEST DE TUKEY DEL AREA BAJO LA CURVA PRUEBA PILOTO Y EL
PORCENTAJE DE LA INFLAMACION

) Subconjunto para alfa = 0.05
Piloto N
1 2

Alcohol etilico 800 mg/kg 3 518.400
Hexano 800 mg/kg 3 567.170 567.170
Acetato etilo 800 mg/kg 3 582.850 582.850
Control 3 587.103
Sig. .058 775

Fuente: Elaboracion propia.

El test de Tukey realiza una comparacion mas especifica entre los grupos de
tratamiento, al compararlos uno respecto a los demés estableciendo varias posibles
comparaciones entre los distintos grupos, con la finalidad de ver semejanzas y
diferencias. El cuadro 3.21 contiene el resumen de estas comparaciones y establece
grupos o conjuntos similares, se nota que los grupos experimentales no tienen una clara
diferencia del grupo control, salvo el grupo tratado con extracto de lloque obtenido con
alcohol etilico, pese a que comparte similitudes con los otros grupos (hexano y acetato
de etilo) que son similares al grupo control, podriamos concluir que es el que presenta

mayor eficacia antiinflamatoria ya que se diferencia del control.

3.6.2. Prueba final

La prueba final del efecto antiinflamatorio también necesité de 05 grupos
experimentales: control, extracto de llogue a 200, 400 y 800mg/Kg; vy el grupo
con acido acetilsalicilico a una dosis de 100mg/Kg de peso. Se midié el volumen
del tejido inflamado sumergiendo la pata en el pletismometro digital, al cabo de
1,2, 4y 6 horas. Se hall la diferencia de volumen medido y el estado basal con
estas mediciones se hallo el &rea bajo la curva que considera todo estos tiempos
y se realizo el analisis de los resultados. El resultado final fue todo los extractos

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM e DE SAN:A MARIA

de lloque a diferentes dosis no presenta actividad antiinflamatoria ya que son
similares estadisticamente al control y diferentes al grupo farmacoldgico.

Existen mdltiples investigaciones que relacionan efectos farmacologicos
antiinflamatorios y antipiréticos de plantas empleadas en la medicina popular. Se
observd que muchas de ellas, presentan actividad antiinflamatoria, porque
contienen flavonoides, taninos y otros compuestos polifendlicos que son
reconocidos como sustancias antioxidantes. Existe una relacion muy estrecha
entre la composicion fitoquimica de sustancias antioxidantes en las plantas y su

accion antiinflamatoria e incluso antipirética.

En investigaciones realizadas se ha demostrado que extractos ricos en
polifenoles de té negro, junto con la vitamina E, provocan disminucién de los
procesos inflamatorios, ademas de presentar propiedades antioxidantes

marcadas.

Existen plantas como la Bonafousia sp, Croton menthodorum, Heisteria
acuminata, Marsdenia condurango y Piperlenticellosum que son usadas en el
Ecuador para diferentes enfermedades inflamatorias. Extractos alcohdlicos de
estas plantas, administrados por via oral, fueron evaluados utilizando el test del
edema de la pata de los ratones inducido por carragenina y se comprobo el
efecto antinflamatorio que ha sido reportado por la poblacion. A estos extractos
etandlico se les realizé cromatografia de capa fina con la finalidad de analizar
sus componentes, en ellos se encontraron cumarinas, taninos, saponinas y
flavonoides, sustancias que presentan actividad antioxidante. Son bien conocida
las propiedades antiinflamatorias de la sabila (Aloe vera), asi como sus
propiedades cicatrizantes, debido a la presencia en su composicion taninos y
otras sustancias antioxidantes. (Véase figura 111.20)

Figura. 111.20. Pata Inflamada y pata Sana
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CUADRO N° 3.22

AREA BAJO LA CURVA: GRUPO CONTROL PORCENTAJE DE

INFLAMACION

Animal 1 hora 2 horas 4 horas 6 horas
1 57.64 112.94 210.59 191.76

2 53.57 105.95 207.14 198.81

3 57.38 113.64 223.86 21591

4 55.55 110.00 214.45 205.56

5 57.30 114.05 221.35 213.49
Promedio 56.29 111.31 215.48 205.11

Fuente: Elaboracion propia.

El cuadro 3.22 y su grafico muestra el area bajo la curva del porcentaje de inflamacion
en los distintos tiempos medidos para el grupo control, este porcentaje se hall6
considerando la prueba basal (pata no inflamada) como referencia, se observa que el
area bajo en los distintos tiempos se incrementa paulatinamente hasta lograr un valor
maximo a las 4 horas de administrar la carragenina (215%) para descender en la sexta
hora (205%).
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Figura 111.21: é&rea bajo la curva del porcentaje de la inflamacién del grupo control
final en los distintos tiempos.
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El cuadro 3.22 y su grafico muestra el area bajo la curva del porcentaje de inflamacion
en los distintos tiempos medidos para el grupo control, este porcentaje se hallo
considerando la prueba basal (pata no inflamada) como referencia, se observa que el
area bajo en los distintos tiempos se incrementa paulatinamente hasta lograr un valor
maximo a las 4 horas de administrar la carragenina (215%) para descender en la sexta
hora (205%)

CUADRO N° 3.23

AREA BAJO LA CURVA: GRUPO EXTRACTO 200 MG/KG PORCENTAJE
DE INFLAMACION

Animal 1 hora 2 horas 4 horas 6 horas
1 63.41 122.00 223.20 196.30

2 55.29 107.10 194.10 161.20

3 59.49 113.90 215.20 184.80

4 64.10 123.10 224.40 202.60

5 59.03 116.30 216.90 194.00
Promedio 60.27 116.46 214.74 187.77

Fuente: Anexo 2. Elaboracién propia.

140

120

100

80

60

40

Porcentaje de lainflamacién

116.46 214.74 187.77

Horas de medicion

Figura 111.22: area bajo la curva del porcentaje de la inflamacién del grupo extracto

200 mg/kg final en los distintos tiemposEl cuadro 3.23 y su grafico muestra el area bajo
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la curva del porcentaje de inflamacién en los distintos tiempos medidos para el grupo
tratado con extracto seco obtenido con alcohol etilico a una dosis de 200 mg/kg, este
porcentaje se hallo considerando la prueba basal (pata no inflamada) como referencia,
también se observa que el area bajo en los distintos tiempos se incrementa
paulatinamente hasta lograr un valor maximo a las 4 horas de administrar la carragenina
(214%) para descender en la sexta hora (187%).

CUADRO N° 3.24

AREA BAJO LA CURVA: GRUPO EXTRACTO 400 MG/KG PORCENTAJE
DE INFLAMACION

Animal 1 hora 2 horas 4 horas 6 horas
1 63.75 123.10 226.30 171.30

2 60.00 112.40 203.50 182.40

3 57.23 106.60 188.00 163.90

4 64.20 116.10 195.10 161.70

5 57.64 107.60 190.60 172.90
Promedio 60.57 113.16 200.68 170.43

Fuente: Anexo 2. Elaboracion propia
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Figura 111.23: area bajo la curva del porcentaje de la inflamacion del grupo extracto
400 mg/kg final en los distintos tiempos
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El cuadro 3.24 y su grafico muestra el area bajo la curva del porcentaje de inflamacion
en los distintos tiempos medidos para el grupo tratado con extracto seco obtenido con
alcohol etilico a una dosis de 400 mg/kg, este porcentaje se hallé considerando la
prueba basal (pata no inflamada) como referencia, al igual que el analisis de los grupos
anteriores se observa que el &area bajo en los distintos tiempos se incrementa
paulatinamente hasta lograr un valor maximo a las 4 horas de administrar la carragenina
(200%) para descender en la sexta hora (170%).

CUADRO N° 3.25

AREA BAJO LA CURVA: GRUPO EXTRACTO 800 MG/KG PORCENTAJE
DE INFLAMACION

Animal 1 hora 2 horas 4 horas 6 horas
1 60.12 108.90 186.90 152.40

2 57.14 111.30 209.50 170.20

3 62.34 121.60 222.20 177.80

4 62.05 113.90 191.60 167.50

5 56.39 106.40 189.50 164.00
Promedio 59.61 112.42 199.95 166.35

Fuente: Anexo 2. Elaboracién propia.
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Figura I11.24: area bajo la curva del porcentaje de la inflamacion del grupo extracto 800 mg/kg
final en los distintos tiempos
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El cuadro 3.25 y su grafico muestra el area bajo la curva del porcentaje de inflamacion
en los distintos tiempos medidos para el grupo tratado con extracto seco obtenido con
alcohol etilico a una dosis de 800 mg/kg, este porcentaje se hallé considerando la
prueba basal (pata no inflamada) como referencia, al igual que el analisis de los grupos
anteriores se observa que el &area bajo en los distintos tiempos se incrementa
paulatinamente hasta lograr un valor méximo a las 4 horas de administrar la carragenina
(199%) para descender en la sexta hora (166%).

CUADRO N° 3.26

AREA BAJO LA CURVA: GRUPO EXTRACTO ACIDO ACETILSALICILICO
PORCENTAJE DE INFLAMACION

Animal 1 hora 2 horas 4 horas 6 horas
1 57.40 103.70 156.80 87.66
2 57.83 101.20 149.40 65.06
3 60.62 108.80 161.30 90.00
4 45.88 89.41 161.20 90.59
5 50.59 99.41 153.60 86.90
Promedio 54.47 100.49 156.44 84.04

Fuente: Anexo 2. Elaboracion propia.
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Figura 111.25: &rea bajo la curva del porcentaje de la inflamacion del grupo &cido
acetilsalicilico en los distintos tiempos
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El cuadro 3.26 y su grafico muestra el area bajo la curva del porcentaje de inflamacion
en los distintos tiempos medidos para el grupo tratado con &cido acetilsalicilico, al igual
que el analisis de los grupos anteriores se observa que el area bajo en los distintos
tiempos se incrementa paulatinamente hasta lograr un valor maximo a las 4 horas de
administrar la carragenina (156%) para descender en la sexta hora (84%). Sin embargo

se nota que estos valores son inferiores respecto a los valores antes vistos.

CUADRO N° 3.27

ESTADISTICOS DESCRIPTIVOS: AREA BAJO LA CURVA DEL
PORCENTAJE DE LA INFLAMACION

Tlpo_de N Media | Mediana DeS\{lacmn Min. Max. Rango
tratamiento estandar

“Control" 5 | 58819 | 58557 1093 | 565.47 | 610.79 | 45.32
Extracto 200 f3fc | 57924 | 58615 37.90 517.66 | 61411 | 96.45
mg/Kg
Extracto 400 | 5 | 54183 | 537.04 26.97 | 515.68 | 58438 | 68.70
mg/kg
Extracto 800 | 5 | 53834 | 534.04 2080 | 508.35 | 583.94 | 7559
mg/Kg
Acido 5 | 39544 | 390.47 18.11 37350 | 42063 | 47.13
acetilsalicilico
Total 25 | 52921 | 54822 7532 | 37350 | 61411 | 240.62

Fuente: Elaboracion propia.

El cuadro 3.27 contiene los estadisticos descriptivos para todos los grupos
experimentales de la prueba final del efecto antiinflamatorio, se observa que el mayor
promedio de area bajo la curva de porcentaje de la inflamacion corresponde al grupo
control y la menor media de area bajo la curva corresponden al grupo farmacoldgico,
seguido del grupo seguido del grupo tratado con extracto de hojas de lloque a una dosis
de 800 mg/kg.
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CUADRO N° 3.28

ANOVA: AREA BAJO LA CURVA DEL PORCENTAJE DE LA

INFLAMACION
Suma de Media .
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 121019.498 4 30254.875 39.977 .000
Dentro de grupos 15136.311 20 756.816
Total 136155.809 24

Fuente: Elaboracion propia.

El cuadro 3.28 que contiene una Sig. = 0.000, al ser un valor menor al permitido
entonces se rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipotesis alternativa de investigacion
que asume que los grupos son diferentes. Por lo que resulta necesaria una prueba de
Tukey.

CUADRO N° 3.29

TEST DE TUKEY: AREA BAJO LA CURVA DEL PORCENTAJE DE LA

INFLAMACION
) ) Subconjunto para alfa = 0.05
Tipo de tratamiento N
1 2

Acido acetilsalicilico 5 395.441
Extracto 800 mg/kg 5 538.344
Extracto 400 mg/kg 5 544.832
Extracto 200 mg/kg 5 579.244
"Control" 5 588.192
Sig. 1.00 .065

Fuente:Elaboracion propia.

El test de Tukey realiza una comparacién mas especifica entre los grupos de tratamiento
finales, al compararlos uno respecto a los demé&s estableciendo varias posibles
comparaciones entre los distintos grupos, con la finalidad de ver semejanzas y
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diferencias. El cuadro 3.29 contiene el resumen de estas comparaciones y establece
grupos o conjuntos similares, se observa que en cuanto a los grupos de interés es decir a
los grupos con extracto de lloque como tratamiento, todos tienen una similitud
estadisticamente significativa a un nivel del 0.05 con el grupo control, y solo el grupo
farmacoldgico es distinto del grupo control. Lo que nos permite concluir que en cuanto
al efecto antiinflamatorio el extracto blando de hojas de lloque no presenta efecto
antiinflamatorio bajo una prueba preclinica en animales de experimentacion a ninguna

de las dosis 200, 400 y 800mg/Kg administradas por via oral.
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CONCLUSIONES

Primera

Se desarroll6 como método de extraccion mediante disolventes en particular con equipo
Soxhlet, el que permiti6 extractos blando obtenidos con tres disolventes (hexano,
acetato de etilo y etanol) cuyos mayor rendimiento fue para el extracto con alcohol

etilico con 26.65% de rendimiento.

Segunda

Se identifico los principales metabolitos secundarios mediante cromatografia en capa
fina del extracto Kageneckia lanceolata (lloque) entre ellos: terpenos, flavonoides,
taninos, ademas se pudo observar la presencia de triterpenos, esteroles y saponinas.

Tercera

Mediante una prueba piloto se determind que el extracto con mayor eficacia antipirética
fue el extracto de hojas de lloque obtenido con etanol, ello al verse diferencias
significativas en el ANOVA vy test de Tukey con el grupo control a un nivel de
significancia de 0.05.

Cuarta

Se compar0 el efecto antipirético y antiinflamatorio del extracto de hojas de lloque
administrado a tres dosis de 200, 400 y 800mg/Kg con acido acetilsalicilico todos
administrados por via oral mediante el ANOVA y test de Tukey se concluy6 que solo el
extracto de hojas de lloque a una dosis de 800mg/kg presenta una actividad antipirética
“moderada” ya que se sitia por debajo del grupo farmacoldgico, para el efecto
antiinflamatorio no hubo eficacia ya que son comparables al grupo control.
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SUGERENCIAS

e Se sugiere realizar estudios a fin de evaluar otros 6rganos de Kageneckia
lanceolata (Lloque) como la corteza y frutos, a los que la poblacién también
atribuye efectos medicinales.

e Evaluar la accion analgésica de Kageneckia lanceolata (Llogue) en animales de
experimentacion.

e Realizar un estudio experimental con la finalidad de determinar la toxicidad
aguda y calcular la dosis toxica o letal de del extracto de hojas de lloque
administrado por via oral en animales de experimentacion.

e Realizar estudios que tengan como objetivo determinar o identificar la familia
del complejo activo presente en el extracto de hojas de lloque responsable del

efecto farmacologico.
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ANEXO 1: EFECTO ANTIPIRETICO

SABANA DE DATOS PARA LA EVALUACION PILOTO

Temperaturas rectales grupo control

) ) Horas de medicion (°C)
Animal T° Febril
1 2 3 4
1 39.30 39.20 39.10 39.00 38.90
2 39.60 39.50 39.30 39.20 39.00
3 39.40 39.30 39.20 39.10 39.00
Diferencia de temperaturas del grupo control
) Diferencia segun horas de medicién (°C)
Animal
1 2 3 4
1 0.10 0.20 0.30 0.40
2 0.10 0.30 0.40 0.60
3 0.10 0.20 0.30 0.40
Promedio 0.10 0.23 0.33 0.47
Temperaturas rectales grupo extracto acetato de etilo 800 mg/Kg
) ) Horas de medicién (°C)
Animal T° Febril
1 2 3 4
1 39.20 39.10 39.00 38.70 38.50
2 39.00 38.90 38.70 38.60 38.50
3 39.10 39.00 38.90 38.70 38.60

Diferencia de temperaturas del grupo extracto acetato de etilo 800 mg/Kg

) Diferencia segun horas de medicién (°C)
Animal
1 2 3 4
1 0.10 0.20 0.50 0.70
2 0.10 0.30 0.40 0.50
3 0.10 0.20 0.40 0.50
Promedio 0.10 0.23 0.43 0.57
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) ) Horas de medicion (°C)
Animal T° Febril
1 2 3 4
1 39.30 39.20 39.10 38.70 38.30
2 38.90 38.80 38.60 38.50 38.30
3 39.20 39.10 39.00 38.80 38.70
0
Diferencia de temperaturas del grupo extracto hexano 800 mg/Kg
) Diferencia segun horas de medicién (°C)
Animal
1 2 = 4
1 0.10 0.20 0.60 1.00
2 0.10 0.30 0.40 0.60
3 0.10 0.20 0.40 0.50
Promedio 0.10 0.23 0.47 0.70
Temperaturas rectales grupo extracto alcohol etilico 800 mg/Kg
) | Horas de medicién (°C)
Animal T° Febril
1 2 3 4
1 39.00 38.60 38.30 38.10 37.90
2 39.40 39.00 38.70 38.40 38.10
3 39.10 39.00 38.70 38.60 38.50
Diferencia de temperaturas del grupo extracto alcohol etilico 800 mg/Kg
) Diferencia segun horas de medicién (°C)
Animal
1 2 3 4
1 0.40 0.70 0.90 1.10
2 0.40 0.70 1.00 1.30
3 0.10 0.40 0.50 0.60
Promedio 0.30 0.60 0.80 1.00
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Temperaturas rectales grupo control
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Animal T Eebril Horas de medicion (°C)
1 2 3 4
1 39.50 39.40 39.30 39.20 39.10
2 39.40 39.30 39.10 39.10 39.00
3 39.10 39.00 38.90 38.70 38.60
4 39.20 39.10 39.00 38.80 38.70
5 39.70 39.60 39.50 39.40 39.10
Diferencia de temperaturas del grupo control
Animad Diferencia segun horas de medicién (°C)
1 2 3 4
1 0.10 0.20 0.30 0.40
2 0.10 0.30 0.30 0.40
3 0.10 0.20 0.40 0.50
4 0.10 0.20 0.40 0.50
5 0.10 0.20 0.300 0.60
Promedio 0.10 0.220 0.34 0.48
Temperaturas rectales grupo extracto 200 mg/Kg
Animal S—— Horas de medicion (°C)
1 2 3 4
1 38.90 38.80 38.70 38.60 38.50
2 38.60 38.70 38.60 38.50 38.40
3 39.30 39.20 39.10 39.00 38.90
4 38.80 39.10 39.20 39.00 38.80
5 39.10 39.00 38.90 38.80 38.50
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Diferencia de temperaturas del grupo extracto 200 mg/Kg

Animal Diferencia segun horas de medicién (°C)

1 2 3 4
1 0.10 0.20 0.30 0.40
2 0.10 0.00 0.10 0.20
3 0.10 0.20 0.30 0.40
4 0.30 0.40 0.20 0.00
5 0.10 0.20 0.30 0.60
Promedio 0.14 0.20 0.240 0.32

Temperaturas rectales grupo extracto 400 mg/Kg
Animal AFebril Horas de medicion (°C)
1 2 3 4

1 39.40 39.30 39.10 38.90 38.70

2 39.20 39.10 38.80 38.50 38.30

3 39.10 39.00 38.90 38.80 38.60

4 39.00 39.10 39.00 38.70 38.60

5 38.70 38.60 38.50 38.40 38.30

Diferencia de temperaturas del grupo extracto 400 mg/Kg
Diferencia segun horas de medicion (°C)
Animal

1 2 3 4
1 0.10 0.30 0.50 0.70
2 0.10 0.40 0.70 0.90
3 0.10 0.20 0.30 0.50
4 0.10 0.00 0.30 0.40
5 0.10 0.20 0.30 0.40
Promedio 0.10 0.22 0.42 0.58
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Temperaturas rectales grupo extracto 800 mg/Kg

Animal T Eebril Horas de medicion (°C)
1 2 3 4
1 38.90 38.40 38.30 38.00 37.80
2 39.00 38.80 38.70 38.10 37.80
3 39.30 39.00 38.90 38.80 37.90
4 39.50 39.10 38.70 38.60 38.10
5 38.80 38.50 38.30 38.00 37.5
Diferencia de temperaturas del grupo extracto 800 mg/Kg
Animal Diferencia segun horas de medicion (°C)
1 2 3 4
1 0.50 0.60 0.90 1.10
2 0.20 0.30 0.90 1.20
3 0.30 0.40 0.50 1.40
4 0.40 0.80 0.90 1.40
5 0.30 0.50 0.80 1.30
Promedio 0.34 0.52 0.80 1.28
Temperaturas rectales grupo acido acetilsalicilico
Animal TR it Horas de medicion (°C)
1 2 3 4
1 39.00 38.50 38.30 37.90 37.50
2 39.10 38.60 38.10 38.00 37.30
3 39.30 38.90 38.70 38.20 37.70
4 39.50 38.30 37.80 37.70 37.50
5 38.90 38.50 38.30 37.50 37.40
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Diferencia de temperaturas del grupo acido acetilsalicilico

Animal Diferencia segun horas de medicién (°C)
1 2 3 4
1 0.50 0.70 1.10 1.50
2 0.50 1.00 1.10 1.80
3 0.40 0.60 1.10 1.60
4 1.20 1.70 1.80 2.00
5 0.40 0.60 1.40 1.50
Promedio 0.60 0.92 1.30 1.68
ANEXO 2: EFECTO ANTIINFLAMATORIO
SABANA DE DATOS PARA LA EVALUACION PILOTO
Volumen de inflamacién del grupo control
Animal R cal Horas de medicion (mL)
1 2 4 6
1 0.82 1.82 1.71 1.69 1.61
2 0.84 1.78 1.73 1.68 1.55
3 0.83 1.88 1.80 1.73 1.61
Porcentaje de la inflamacién del grupo control
Animal Diferencia segun horas de medicién (mL)
1 2 4 6
1 121.95 108.54 106.10 96.34
2 111.90 105.95 100.00 84.52
3 126.51 116.87 108.43 93.98
Promedio 120.12 110.45 104.84 91.61
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Volumen de inflamacién del grupo extracto acetato de etilo 800 mg/Kg

) Horas de medicion (mL)
Animal Basal
1 2 4 6
1 0.83 1.85 1.79 1.69 1.60
2 0.85 1.80 1.74 1.70 1.59
3 0.81 1.88 1.71 1.63 1.58
Porcentaje de la inflamacion del extracto acetato de etilo 800 mg/Kg
) Diferencia segin horas de medicién (mL)
Animal
1 2 4 6
1 122.89 115.70 103.60 92.77
2 111.76 104.70 100.00 87.06
3 132.10 111.10 101.20 95.06
Promedio 122.25 110.49 101.61 91.63
Volumen de inflamacidon del grupo extracto hexano 800 mg/Kg
) Horas de medicion (mL)
Animal Basal
1 2 4 6
1 0.82 1.81 1.75 1.66 1.58
2 0.85 1.86 1.74 1.69 1.56
3 0.83 1.78 1.70 1.65 1.55
Porcentaje de la inflamacién del grupo extracto hexano 800 mg/Kg
) Diferencia segun horas de medicién (mL)
Animal
1 2 4 6
1 120.73 113.40 102.40 92.68
2 118.82 104.70 98.82 83.53
3 114.46 104.80 98.80 86.75
Promedio 118.00 107.65 100.02 87.65
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Volumen de inflamacidn del grupo extracto alcohol etilico 800 mg/Kg

) Horas de medicion (mL)
Animal Basal
1 2 4 6
1 0.84 1.86 1.75 1.55 1.37
2 0.82 1.81 1.76 1.57 1.42
3 0.83 1.83 1.71 1.43 1.38

Porcentaje de la inflamacion del grupo extracto alcohol etilico 800 mg/Kg

Animal Diferencia segin horas de medicién (mL)
1 2 4 6
1 121.43 108.30 84.52 63.10
2 120.73 114.6 91.46 73.17
3 120.48 106.00 72.29 66.27
Promedio 120.88 109.66 82.76 67.51
SABANA DE DATOS PARA LA EVALUACION FINAL
Volumen de la inflamacion del grupo control
Animal o) Horas de medicion (mL)
1 2 4 6
1 0.85 1.83 1.79 1.70 1.63
2 0.84 1.74 1.72 1.70 1.65
3 0.88 1.89 1.87 1.86 1.80
4 0.90 1.90 1.88 1.85 1.80
5 0.89 1.91 1.90 1.85 1.83
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Porcentaje de la inflamacion del grupo control

Animal Diferencia segun horas de medicién (mL)

1 2 4 6
1 115.29 110.59 100.00 91.76
2 107.14 104.76 102.38 96.43
3 114.77 112.50 111.36 104.55
4 111.11 108.89 105.56 100.00
5 114.61 113.48 107.87 105.62
Promedio 112.58 110.04 105.43 99.67

Volumen de la inflamacion del grupo extracto 200 mg/Kg
Animal B Horas de medicion (mL)
1 2 4 6

1 0.82 1.86 1.78 1.69 1.56

2 0.85 1.79 1.73 1.62 1.45

3 0.79 1.73 1.65 1.63 1.41

4 0.78 1.78 1.70 1.61 1.53

5 0.83 1.81 1.78 1.68 1.59

Porcentaje de la inflamacion del grupo extracto 200 mg/Kg
Animal Diferencia segun horas de medicion (mL)

1 2 4 6
1 126.83 117.07 106.10 90.24
2 110.59 103.53 90.59 70.59
3 118.99 108.86 106.33 78.48
4 128.21 117.95 106.41 96.15
5 118.07 114.46 102.41 91.57
Promedio 120.54 112.37 102.37 85.41
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. Basal Horas de medicion (mL)
1 2 4 6
1 0.80 1.82 1.75 1.66 1.31
2 0.85 1.87 1.74 1.69 1.56
3 0.83 1.78 1.65 1.57 1.45
4 0.81 1.85 1.65 1.55 1.38
5 0.85 1.83 1.7 1.62 1.55
Porcentaje de la inflamacidn del grupo extracto 400 mg/Kg
Anirfiel Diferencia segun horas de medicion (mL)
1 2 4 6
1 127.50 118.75 107.50 63.75
2 120.00 104.71 98.82 83.53
3 114.46 98.80 89.16 74.70
4 128.40 103.70 91.36 70.37
5 115.29 100.00 90.59 82.35
Promedio 121.13 105.19 95.49 74.94
Volumen de la inflamacion del grupo extracto 800 mg/Kg
Animal - Horas de medicion (mL)
1 2 4 6
1 0.84 1.85 1.66 1.59 1.37
2 0.84 1.80 1.75 1.69 1.42
3 0.81 1.82 1.77 1.65 141
4 0.83 1.86 1.69 1.56 1.49
5 0.86 1.83 1.72 1.63 1.50
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Porcentaje de la inflamacidn del grupo extracto 800 mg/Kg

Animal Diferencia segiin horas de medicién (mL)

1 2 4 6
1 120.24 97.62 89.29 63.10
2 114.29 108.33 101.19 69.05
3 124.69 118.52 103.70 74.07
4 124.10 103.61 87.95 79.52
5 112.79 100.00 89.53 74.42
Promedio 119.22 105.62 94.33 72.03

Volumen de la inflamacién del grupo acido acetilsalicilico
Animal e Horas de medicion (mL)
1 2 4 6

1 0.81 1.74 1.56 1.33 1.00

2 0.83 1.79 1.55 1.35 0.85

3 0.80 1.77 1.57 1.32 1.00

4 0.85 1.63 1.59 1.48 0.99

5 0.84 1.69 1.66 1.31 1.10

Porcentaje de la inflamacion del grupo acido acetilsalicilico
Animal Diferencia segun horas de mediciéon (mL)

1 2 4 6
1 114.81 92.59 64.20 23.46
2 115.66 86.75 62.65 2.41
3 121.25 96.25 65.00 25.00
4 91.76 87.06 74.12 16.47
5 101.19 97.62 55.95 30.95
Promedio 108.93 92.05 64.38 19.65
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“ANO DE LA INVERSION PARA EL DESARROLLO RURAL Y SEGURIDAD ALIMENTARIA”

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

Arequipa.
HACE CONSTAR:

Que la muestra de la planta fresca presentada por las Bachilleres Ivet Larico Sanchp y Delia
Ccahuana Churata , egresadas del Programa Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Facultad
de Ciencias Farmacéuticas, Bioquimicas y Biotecnoldgicas de la Universidad Catdlica de Santa
Maria, para la Ejecucion de su Tesis, “Evaluacion del efecto antipirético y antiinflamatorio del
extracto de lloque en ratas de experimentacion” las muestras fueron traidas al Laboratorio de
Botdnica al estado fenoldgico fresco, de la localidad de Carumas Moquegua para su
determinacion en el Herbarium Areqvipense (HUSA) y corresponde a la clasificacion y especie:

Division : Magnoliophyta

Clase . Magnoliopsida

Subclase : Rosidae

Orden  : Rosales

Familia : Rosaceae

Género : Kageneckia

Especie : Kageneckia lanceolata Ruiz & Pav.

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

Arequipa 06 de Octubre del 2015.
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