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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion es determinar el efecto antiinflamatorio
del extracto etandlico de las hojas y tallos de Senecio calvus Cuatrecasas
(Huamanripa serrana) en ratas con edema plantar en diferentes
concentraciones: 125 mg/kg, 250 mg/kg y 500 mg/kg. Esta planta se recolecté
en la region de Ancash (Universidad Santiago Antunez de Mayolo) y fue
clasificada taxondmicamente por el bidlogo Hamilton Beltran.

Para la determinacion de los metabolitos secundarios presentes en el extracto
etandlico de las hojas y tallos de Senecio calvus Cuatrecasas, se llevaron a
cabo pruebas de deteccion fitoquimicas, solubilidad y cromatografia.

Con respecto a la evaluacion del efecto antiinflamatorio, se utilizo la técnica para
inducir edema plantar con carragenina al 1 por ciento (método de Arroyo) con
una poblacién de 30 ratas albinas machos de 2 meses y medio de edad que se
distribuyeron en 6 grupos: control (1 por ciento de carragenina), acido
acetilsalicilico, naproxeno sédico y el extracto de etandlico del Senecio calvus
Cuatrecasas en concentraciones de 125 mg/kg, 250 mg/kg y 500 mg/kg.
Usando el andlisis estadistico de Anova se evidencid6 un mayor efecto
antiinflamatorio en la concentracion de 500 mg/kg (38.99%) en comparacion
con las otras concentraciones de 125 mg/kg (22.84%), 250 mg/kg (31,17%) y
el patron &cido acetilsalicilico (24.70%), pero menor porcentaje que el
naproxeno sodico (43,71%).

Se arrib6 a la conclusién de que el extracto etandlico de las hojas y tallos de
Senecio calvus Cuatrecasas (huamanripa serrana) tiene un efecto
antiinflamatorio y se ha demostrado que es seguro porque es una sustancia no

toxica en ratas segun la técnica de dosis letal.

Palabras clave: Senecio calvus Cuatrecasas “"huamanripa serrana’;

antiinflamatorio, carragenina.



ABSTRACT
The objective of the present investigation is to determine the anti-inflammatory
effect of the ethanolic extract of the leaves and stems of Senecio calvus
Cuatrecasas (Huamanripa serrana) in rats with plantar edema in different
concentrations: 125 mg / kg, 250 mg / kg and 500 mg / kg. This plant was
collected in the region of Ancash (University Santiago Antinez de Mayolo) and
was classified taxonomically by the biologist Hamilton Beltran.
For the determination of the secondary metabolites present in the ethanolic
extract of the leaves and stems of Senecio calvus Cuatrecasas, phytochemical
detection tests, solubility and chromatography were carried out.
Regarding the evaluation of the anti-inflammatory effect, the technique to induce
plantar edema with 1% carrageenan (Arroyo method) was used with a
population of 30 male albino rats of 2 and a half months of age that were divided
into 6 groups: control (1 percent carrageenan), acetylsalicylic acid, naproxen
sodium and the ethanol extract of Senecio calvus Cuatrecasas in concentrations
of 125 mg / kg, 250 mg / kg and 500 mg / kg. Using the statistical analysis of
Anova showed a greater anti-inflammatory effect in the concentration of 500 mg
/ kg (38.99%) compared to the other concentrations of 125 mg / kg (22.84%),
250 mg / kg (31.17%) and the acetylsalicylic acid pattern (24.70%), but lower
percentage than naproxen sodium (43.71%).
It was concluded that the ethanolic extract of the leaves and stems of Senecio
calvus Cuatrecasas (huamanripa serrana) has an anti-inflammatory effect and
has been shown to be safe because it is a non-toxic substance in rats according
to the lethal dose technique.

Keywords: Senecio calvus Cuatrecasas “"huamanripa serrana”; anti-
inflammatory, carrageenan.



INTRODUCCION

A nivel global, actualmente se invierte mucho en el desarrollo de nuevas
medicamentos para el tratamiento de las enfermedades, pero aun no ha sido
abordado los dafios adversos que estas generan, cuando la respuesta para
este problema ha estado desde la antigiedad en la medicina tradicional la cual
ha desempefiado un rol importante aliviando las enfermedades y el dolor.
Segun una encuesta realizada por la OMS, un tercio de la poblaciéon mundial,
no tiene acceso a los medicamentos considerados basicos por los altos costos
de estas, mientras a su vez el 80 por ciento de la poblacion prefieren otra
alternativa farmacéutica: la medicina tradicional. En base a ello existe un gran
interés por la obtencién del mayor conocimiento y uso de medicinas alternativas
como tratamiento; asimismo hay investigaciones cientificas que avalan los
beneficios de diversas plantas medicinales en diversas afecciones. @

En el Perq, se sabe que existe una inmensa variedad de plantas medicinales
las cuales muchas de esas, aun desconocidas, poseen alguna propiedad.

La presente investigacion fruto a esta problemética evalud in vivo el efecto
antinflamatorio del extracto etandlico de las hojas y tallos del Senecio calvus
Cuatrecasas “Huamanripa serrana”, mediante el uso el modelos de Arroyo en
donde se trabaj6 con la reduccién del edema plantar inducido con carragenina
al 1 por ciento en modelos biolégicos, los cuales fueron ratas, con el objetivo
de evaluar la eficiencia antiinflamatoria a distintas concentraciones asi como
compararlo con farmacos convencionales.

La presente tesis expone en cinco capitulos el proceso de desarrollo de la
investigacion realizada a saber:

El capitulo 1 aborda el problema, los objetivos, la justificacion y las limitaciones
metodoldgicas.

El capitulo 2 desarrolla el marco teorico, exponiendo los antecedentes, las
hipotesis y la definicion de términos basicos.

El capitulo 3 expone la metodologia asumida en lo referente al tipo y disefio de

investigacién, la poblacién y la muestra, los equipos y materiales utilizados



procedimiento y procesamiento de los datos.
El capitulo 4 presenta los resultados.
El capitulo 5 las conclusiones y recomendaciones.



CAPITULO [

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcion de larealidad problematica

Las especies vegetales de uso medicinal constituyen productos de valor en el
tratamiento de la salud, aunque no existen cifras exactas para evaluar el uso
global de estas. Segun lo estimado por la OMS la poblacion que recurre de
modo rutinario a la medicina tradicional sobrepasa el 80 por ciento del total. @
El Perd es un pais multidiverso en cuanto a la flora medicinal, ya que
comprende alrededor de unas 25.000 especies de las cuales no todas han sido
estudiadas pero los pobladores usan de manera rutinaria estas para suplir sus
dolencias.

De otro lado, la accién bacteriolégica, un traumatismo u otro tipo de dolencias
gue afectan a los tejidos lesionados, son los causantes de la inflamacion.

El tratamiento inoportuno o inadecuado de una inflamacion es la raiz de la
apariciéon de reacciones de hipersensibilidad asi como de enfermedades
cronicas, tales como fibrosis pulmonar, artritis reumatoide y arterosclerosis.

Se estima que el 60 por ciento de personas de edad adulta mayor padece de
artrosis, la cual es una enfermedad degenerativa del cartilago, que tiene su
antecedente en las inflamaciones mal tratadas. Sin embargo esta establecido
que el 65 por ciento de la poblacién de 35 a 70 afios padece de artrosis. @

La problemética descrita indica que los indices de las enfermedades
mencionadas sigan en aumento, la falta de control adecuado, la no existencia
de servicios de salud que brinden calidad en su atencion y ofrezcan
medicamentos a costos econdmicos para los sectores poblacionales de menos

ingresos.®



1.2 Problemas

1.2.1 Problema general

¢El extracto etandlico de las hojas y tallos del Senecio calvus Cuatrecasas
(Huamanripa serrana) tendra efecto antiinflamatorio en ratas albinas con

edema plantar inducidas con carragenina al uno por ciento?

1.2.2 Problemas especificos

1. ¢El extracto etandlico de las hojas y tallos del Senecio calvus Cuatrecasas
(Huamanripa serrana) tendra algunos tipos de metabolitos secundarios que
generan la actividad antiinflamatoria?

2. ¢ Cual sera la concentracién que contiene la actividad antiinflamatoria del
extracto etandlico de las hojas y tallos del Senecio calvus Cuatrecasas
(Huamanripa serrana)?

3. ¢ Tendra actividad antinflamatoria el extracto etandlico de las hojas y tallos
del Senecio calvus Cuatrecasas (Huamanripa serrana) en comparaciéon con
los farmacos antinflamatorios como el naproxeno soédico y el acido

acetilsalicilico?

1. 3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Determinar el efecto antiinflamatorio del extracto etandlico de las hojas y tallos
del Senecio calvus Cuatrecasas (Huamanripa serrana) en ratas albinas con

edema plantar inducidas con carragenina.

1.3.2 Objetivos especificos
1. Identificar qué tipo de metabolitos secundarios presentes en el extracto
etandlico de las hojas y tallos del Senecio calvus Cuatrecasas (Huamanripa

serrana) poseen el efecto antiinflamatorio.
4



2. Determinar la concentracion que contiene la actividad antiinflamatoria del
extracto etanodlico de las hojas y tallos del Senecio calvus Cuatrecasas
(Huamanripa serrana).

3. Comparar la actividad antinflamatoria del extracto etandlico de las hojas y
tallos del Senecio calvus Cuatrecasas (Huamanripa serrana) en comparacion
con los farmacos antiinflamatorios como el naproxeno sodico y el &cido

acetilsalicilico.

1.4 Justificacion

La investigacibn en su procedimiento se propuso evaluar el efecto
antiinflamatorio que posee el Senecio calvus Cuatrecasas “Huamanripa
serrana” en ratones con edema plantar. Con ello, obtener datos para mostrar
los efectos no estudiados con anterioridad, ya que por muchos afios ha sido un
vacio la utilizacién del Senecio calvus Cuatrecasas debido al desconocimiento
de sus efectos y principio activos para los tratamientos de la inflamacion y

problemas respiratorios.

La investigacion es relevante, ya que al emplear plantas medicinales, como la
Huamanripa serrana, estas no generan efectos adversos en la poblacion; lo que

podra mejorar notablemente los temas de salud en las inflamaciones.

Es pertinente dentro de un contexto donde el uso de medicamentos es una
opcion para su tratamiento en el Perl que posee una rica variedad de plantas
medicinales. Los pobladores de Ancash han encontrado una manera de suplir
sus dolencias mediante el Senecio calvus Cuatrecasas cual posee muchos
flavonoides y alcaloides caracteristicos de esta planta, por ende esta ha
generado controversia en las investigaciones cientificas pero solo ha sido
estudiado su efecto expectorante mas aun queda la duda del otro efecto por

ello en este proyecto se estudiara el efecto antiinflamatorio cual fue dejado.

El propésito es sustituir al método convencional por la medicina tradicional cual

es mas econdémico y viable para las personas de escasos recursos a su vez
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evitar las reacciones adversas causas por los medicamentos.

1.5 Limitaciones metodoldgicas

La gran limitacion fue la obtencion de la cantidad exacta de las ratas para el
presente estudio.

La medicion de la pata izquierda de la rata seria més exacta si esta se realizara
con un pletismometro.



CAPITULO II:

MARCO TEORICO

2.1 Estado del arte

2.1.1 Antecedentes nacionales

Jesus F. (2014) realiz6 la investigacion “Evaluacion de los Principios activos
de Senecio calvus en la Formacion de Biopeliculas de contra Pseudomonas
aeruginosa”, bacteria oportunista muy utilizada debido a que es una bacteria
que forma rapidamente biopeliculas. En este se mezclaron los cultivos de P.
aeruginosa en fase de crecimiento junto a los extractos y fracciones de S.
calvus para determinar el grado de inhibicién de las biopeliculas; para tal efecto
se usaron concentraciones subinhibitorias. Los resultados arrojaron una
inhibicion de 92.9 y 76.4% en dos de los extractos y de hasta 88% en las
fracciones cromatograficas, lo cual indica que Senecio calvus es un buen
candidato para el aislamiento de una molécula inhibidora de biopeliculas con

potencial patentable.

Margarita C. Et. al (2017) en su proyecto “Evaluacion del efecto
antiinflamatorio en ratas albinas segun el modelo edema plantar y efecto
analgésico en ratones albinos segun el modelo tail flick del extracto etandlico
de Dalea isidori Barneby (Yerbechil)” determind el efecto antinflamatorio y
analgésico del extracto etandlico de “Yerbechil’, empleando el método de
edema plantar inducido por A carragenina utilizando una poblacion de 36 ratas
albinas divididas en: un grupo control, tres grupos para dosis diferentes del
extracto (125 mg/Kg, 250 mg/Kg y 500 mg/Kg) y dos grupos para farmacos
patrones (Acido acetilsalicilico 50 mg/Kg, Naproxeno soédico 50
mg/Kg),mediante un pletismometro digital PANLAB LE7500, resultando con
mayor efecto antiinflamatorio la dosis de 250mg/kg; mientras que para su efecto
analgésico se evalu6 con el método de retirada de la cola empleandose 36

ratones, divididos en 2 grupos para farmacos patrones (tramadol 20 mg/Kg y
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paracetamol 400 mg/Kg) y cuatro grupos para dosis diferentes del extracto (125
mg/Kg, 250 mg/Kg, 500 mg/Kg y 750 mg/Kg); cuantificandose el efecto
analgésico con un medidor Tail-Flick.

Siendo su mayor efecto analgésico la dosis de 125 mg/Kg y 250 mg/Kg.
Finalmente, segun la guia 23 de la OECD, se determin6 un DL50 oral mayor a

5000 mg/Kg para el extracto etandlico.

2.1.2 Antecedentes extranjeras

Cuachtemoc P. (2013), en su estudio “Actividad antiinflamatoria y composicion
de Senecio salignus Kunth” (Universidad Auténoma de San Luis Potosi),
México & se investigdé la actividad antiinflamatoria de Senecio salignus en
extractos de cloroformo y metanol de la planta que se probaron con 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA-) en el edema inducido en orejas de
ratones. El extracto de metanol de la planta inhibié el edema en un 36 + 4,4%
en comparacion con el control, mientras que el extracto de cloroformo mostré
un nivel de inhibicién ain mayor 64.1%. La actividad antiinflamatoria de esta
fraccion fue luego probada en el edema de oido inducido por TPA en ratones,
y encontramos que la fraccidén activa podria inhibir el edema en un 46.9%. El
efecto antiinflamatorio de la fraccion también se analizé en el edema de pata
inducido por carragenina en ratas a dosis de 100 mg /kg; una reduccién de 58.9
+ 2.8% del edema se observo 4 h después de la administracion de carragenano,

y el efecto se mantuvo durante 5 h.

Brenda Alvarado. (2014), en su estudio “Evaluacion del efecto
antiinflamatorio de Senecio confusus”®® La infusion del Senecio confusus se
evaluo en un cuadro inflamatorio inducido por el medicamento de carragenina.
Dos dosis (5 y 10 mg / kg) del extracto acuoso del Senecio confusus de los
cuales fueron probados en suero fisioldgico e indometacina usados como
controles midiendo el hinchamiento con un pletismémetro digital.
El porcentaje de inhibicion observado mostré que la dosis de 10 mg/kg tuvo una
mayor actividad antiinflamatoria en la primera hora, mientras que la dosis de 5
mg/kg tuvo una mayor actividad antiinflamatoria. Sin embargo, estas dosis
8



muestran menos efecto de lo obtenido por el tratamiento con indometacina.
Mientras que al observar el tejido digestivo de los animales después del
tratamiento, se observé un mayor dafo en ratas tratadas con indometacina. Asi
que aunque el extracto de Senecio confusus mostr6 un menor efecto

antiinflamatorio a las dosis utilizadas, causa menos dafio al organismo.

Claudia V. (2010), en su estudio “Caracterizacién estructural de los
metabolitos del género Senecio polypodioides” IPN MEXICO. (1

En el estudio fitoquimico de los extractos hexanico de la parte area 'y
metandlico de la raiz de Senecio polypodioides (Asteraceae) se aislaron por
cromatograma en columna abierta el nuevo eudesmanoide y los alcaloides
pirrolizidinos ya descritos sarracina N-Oxido, sarracina y 7p-angeloiloxi-1-
metilen-8 a-pirrolizidina. Se presenta la caracterizacion estructural de los
compuestos aislados de los extractos hexanicos de la parte aéreay
metandlico de la raiz de Senecio polypodioides. La asignacion de loa datos
espectroscopicos del resonancia magnética nuclear (RMN) de *Hy *3C se
hizo a través de analisis en una y dos dimensiones (gCosy, gHYQC, gHMBC,
NOE difference y NOESY 2D) asi como el andlisis conformacional llevado a

cabo através de analisis de constantes de acoplamiento.

Chengli Y. (2016), en su investigacion “Los efectos antiinflamatorios y
analgésicos de Senecio scandens Buch-Ham extractos de etandlico (SSBHE).”
Capital medical university, China ?; tuvo como objetivo estudiar los efectos
antiinflamatorios y analgésicos de los extractos de etandlico del Senecio
scandens y observar su mecanismo de accion preliminarmente. La reaccion
de retorcimiento HAC y la prueba de placa caliente se usaron para observar el
efecto analgésico del Senecio scandens. Los métodos de la hinchazoén de la
oreja del ratén inducida por el xileno, la hiperplasia del tejido de granulacion de
la rata inducida por la bola de algodén y el edema de la pata de la rata estudian
el efecto antiinflamatorio del Senecio mediante la determinacion del
formaldehido en ratones, el experimento de analgesia y el pie de rata exudado
inflamatorio del contenido de PGE2 para estudiar los mecanismos

antiinflamatorios y analgésicos.



Demostro que el extracto de etandlico del Senecio scandens puede disminuir
significativamente los tiempos de la torsion corporal de los ratones y aumentar
significativamente el umbral de dolor de los ratones, la hinchazon de la oreja de
ratén inducida por xileno, indujo hiperplasia de tejido de granulacion de rata
inducida por bola de algodon y la Inflamacion de la pata de la rata produjo una
reduccion de una inflamacién pudiendo reducir el contenido de exudado

inflamatorio de PGE2 garras del pie garras.

Kai-Jun Xiao (2014), en su estudio “Actividad Anti Inflamatoria Y Composicién
Quimica de Los Aceites Esenciales de Senecio flammeus Universidad de
tecnologia. China ¥ pudo determinar un total de 48 componentes que
representan el 98.41% de los aceites totales fueron identificados. Los
principales compuestos en el los aceites fueron a-farneseno (11.26%),
cariofileno (8.69%), acido n-hexadecanoico (7.23%) y a-pineno (6.36%). La
actividad antiinflamatoria de los aceites esenciales se evalu6 en roedores (10-
90 mg / kg) en modelos clasicos de inflamacion [edema de pata inducido por
carragenina, Edema de oido inducido por 12-O-tetradecanoyl-phorbol-13-
acetate (TPA) y pelotita de algoddn granuloma). Los aceites esenciales en dosis
de 10, 30 y 90 mg / kg de peso corporal redujeron significativamente el edema
de la pata inducido por carragenina al 1% en un 17,42%, 52,90%, y 66.45%;
después de 4 h del tratamiento respectivo, mientras que los aceites esenciales
(10, 30 y 90 mg / kg) también produjeron una respuesta dosis dependiente
significativa para reducir el edema de la oreja inducido por TPA en un 20.27%
,33.06% y 53.90%, respectivamente. Los aceites esenciales produjeron
significativamente la actividad antiinflamatoria en la dosis-respuesta contra el
granuloma inducido por granulos de algodén que alcanzd su punto maximo a
la dosis mas alta de 90 mg / kg (49.08% de peso humedo y 47.29% de peso
seco). Demostrando que los aceites esenciales de Senecio flammeus fueron
efectivos en el tratamiento de ambos condiciones inflamatorias agudas y

cronicas.
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2.2 Bases tedricas y/o legales
2.2.1. Senecio calvus Cuatrecasas (Huamanripa o wamanripa)

2.2.1.1 Descripcion botanica:

Existen aproximadamente 51 tipos de esta planta, dependiendo de sus hojas
hallandose en la costa y sierra del Perd, y son conocidas de manera general
con la misma denominacién de “Huamanripa” o “Huira-huira”, ademas de que
entre ellas tienen aspectos y caracteres morfoldgicos iguales (Senecio calvus,
S. tephrosioides, S. comosus, S. rhizomattus, S. Klatti, etc.). En el pais se
pueden encontrar alrededor de 106 especies de este género que representan
cerca del 60% de la diversidad de la especie de Senecio en todo Sudamérica.
(14)

La planta Senecio calvus es una especie vegetal que pertenece al grupo de la
familia de las asteraceas (Compositae).En la parte morfologica presenta:

Tallo

Son de tipo floriferos, erectos y violaceos con altura media de 32 cm con
numerosos foliolos y capitulescencias escamosa.

Hoja

Sus hojas son basales lanceoladas lineales con laminas enteras o tenuemente
dentadas, de 20-22cm de largo (incluyendo el peciolo) x 1.5-2.5cm de ancho,

vena central pronunciada por el envés y con filotaxia alterna distica.

Flor.

Las flores son de color amarillo agrupadas en inflorescencias tipo capitulo, las
flores del disco varian desde estrechamente tubulares con pequefia
diferenciacion entre el tubo y la garganta.

Las corolas son dim-miicas con las flores pistiladas marginales y las flores son
centrales o del disco con corolas tubulares y sus I6bulos mucho més cortos, las

anteras con collar anterico. 19
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2.2.1.2. Distribucién botanica

Pert, en Ancash (Huaraz), en el distrito de Independencia ubicada con altitud
3023 m.s.n.m. y latitud 09°31°08” Sur (-9.51917), mientras que en Lima ha sido
colectada en Canta en entre los 3500 a 4500 m.s.n.m.; segun un nuevo
reporte.

2.2.1.3 Taxonomia
Familia Asteraceae

Las especies asteraceas son plantas que se conocen por contener las
moléculas lactonas sesquiterpenicas en su composicidn, las mismas que son
objeto de atencion y amplio interés de cientificos e investigadores, en razén de
la amplitud de alternativas de un conjunto de actividades biolégicas que poseen
tales como la actividad antiinflamatoria, antitumoral, citotdxica, antibacterial,

antimalaria y actividad neurotdxica y alérgica.

El género Senecio

Este género comprende a un gran nimero de especies de las cuales en su
mayoria se pueden encontrar en el Perd, consideradndose al Senecio como la
de mayor distribucion.

Es utilizado principalmente para tratar afecciones respiratorias Yy
particularmente como antitusigeno, a modo de infusién. Las plantas de este
género también son ampliamente utilizadas como antinflamatorias,
antimicrobianas y analgésicos

Sus hojas suelen ser basales variando de forma longepeciolada con laminas
enteras hasta laminas pinnatisectas, las capitulescencias varian desde
capitulos solitarios estos capitulos son variados en tamafios y de organizacion
radial. (617

En la medicina tradicional las especies de Senecio que tienen mayor utilizacién
se encuentran: Senecio canescens, S. chionogeton, S. mathewsii, S.
rudbeckiaefolius y S. tephrosioides.

Hasta la fecha, en el Peru la especie Senecio calvus c. ha sido identificada solo

en las zonas correspondientes a la regién de Ancash. (8
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Tabla N° 1 : Taxonomia del Senecio calvus Cuatrecasas emitida por Bidlogo.
Hamilton Beltran (Ver anexo n°1)

Reino: Plantae
Subreino : Viridaeplantae
Division: Magnolioohyta
Phylum : Traqueofitas
Clase: Magnoliopsidas
Subclase: Asteridae
Superorden : | Campanulanae
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Subfamilia: | Asteroideae
Tribu: Senecioneae
Género: Senecio
Especie: Senecio calvus Cuatrecasas.

2.2.1.4 Usos tradicionales

De acuerdo a lo propuesto por el “Centro cientifico de medicina naturista”
(Ancash), estas plantas tanto la hembra como el macho, tienen uso medicinal,
en mixtura 0 en combinacién con otras especies de la medicina tradicional
como la sanguinaria y el llantén, utilizados para tratar los casos de asma
bronquial, tos cronica, bronconeumonia, y otro tipo de dolencias que afectan a
los pulmones. Por otro lado, han sido empleados para atender a mujeres con
dolores de matriz o de (tero; asi mismo para personas con dolores
estomacales, resfrios o trasminados del frio, dolencias de las vias urinarias,
reumatismo en manos, dolores en codos, hombros, pies, tobillos, rodillas y
caderas. Sefalandose que todos los afectados pudieron recuperar la

tranquilidad fisica y normalidad biologica, culminando sin afecciones.
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2.2.1.5 Metabolitos secundarios

El metabolismo es un conjunto de reacciones quimicas que realizan las células
de los seres vivos para sintetizar sustancias complejas a partir de otras mas
simples, o para degradar las complejas y obtener las simples. Estos
compuestos derivados del metabolismo secundario se denominan metabolitos
secundarios, también conocidos como productos naturales son los que
atribuyen la accién terapéutica la cual es especial de cada 6rgano de la planta
(flor, hoja, tallo, raiz).2°

2.2.1.6 Clases de metabolitos secundarios

Los metabolitos secundaros se clasifican de acuerdo a sus grupos funcionales
compuestos fendlicos, terpenoides y esteroides y los alcaloides.

a) Compuestos fendlicos :

Hace referencia al grupo de sustancias que poseen en comun un anillo
aromatico con uno o mas hidroxilos y que recurren frecuentemente como
glicosidos combinados con unidades de azlcar. Son relativamente polares y
tienden a ser solubles en agua, pueden ser detectados con cloruro férrico
cuando se agrega una solucion acuosa o alcohdlica al 1%. (1.22)
Flavonoides:

Compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto comun de
difenilpirano (C6-C3-C6) .La actividad de los estos como antioxidantes depende
de sus propiedades redox de sus grupos hidroxifendlicos. Son solubles en agua
y en etanol, su caracter fenélico y su intensa absorcion en la region ultravioleta
y visible del espectro debido a la presencia de sistema aromatico y conjugado.
Su ruta biogenética es a través de la ruta del shikimato y acetato malonato
(siendo la chalcona el precursor a partir de la cual se derivan los demas. La
reaccion quimica de la formacion de la chalcona es controlada por las enzimas:

chalcona sintasa y chalcona flavona isomerasa)

Clasificacion:
1. Flavonanos: con un grupo —OH en la posicién 3 del anillo C.

2. Flavonoles: posee un grupo carbonilo en posicion 4 y un grupo —OH en la
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posicion del anillo C.

3. Flavonas: poseen un grupo carbonilo en la posicion 4 del anillo C y carecen

de hidroxilo en la posicion C3.

4. Antocianidina: tienen unido un grupo —OH en posicion 3 pero ademas

poseen un doble enlace entre en C3y C4 del anillo C. 2223

Propiedades farmacoldgicas

Desde su descubrimiento por parte del cientifico hungaro Albert Szent-Gyorgyi
(ganador del premio Nobel de Fisiologia y Medicina (1937)) y el nombramiento

de vitamina P», se han descrito para los flavonoides propiedades los cuales

seran detallados a continuacion:

Tabla N° 2: Potenciales efectos farmacolégicos de diferentes flavonoides en

humanos y animales.

ACTIVIDAD FARMACOLOGICA

FLAVONOIDES

Antiaterogénica

Analgésica Quercetina, hesperidina, miricitrina, 5,7-
dimetoxiflavanona-4’-O-[-D-apiofuranosil-
(1—2)]--Dglucopiranésido, B’-hidroxi-4’,6’-
dimetoxi-chalcona-40--D-glucopiranésido.
Antialérgica Quercetina

Anticancerigena

Baicaleina, epigalocatequina, kaenferol-3-0-
Dglucopiranésido, nobiletina, quercetina,
rutina, tangeretina, tricina, woogonina.

Antidiarréica

Apigenina, kaenferol, morina, miricetina,
naringenina, quercetina, quercitrina

Antidiabética

Quercetina

Antihepatotdxica

Gosipina, hispidulina, hidroxietilrutésido,
kolavirona, quercetina, silimarina

Antiinflamatoria

Apigenina, crisina, gosipina, hibrifolina,
hipolaetina-8-D-glucésido, luteolina,
miricetina, nepetina, quercetina, quercitrina,
rutina

Antiosteoporotica

Ipriflavona

Antiulcerosa

Hipolaetina-8-glucésido, kaenferol,
guercetina, rutina, solona, naringin

Protector Vascular

Antocianidina, citrina, rutésido.

Antiespasmodica

Apigenina, crisina, kaenferol, quercetina

Fuente: Bonkanka ©9
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b) Terpenosy esteroides

Conocidos también como constituyentes odoriferos o aceites esenciales, han
sido utilizados durante aproximadamente 3500 afios con aplicaciones en
cosmeéticos, perfumes, disolventes o materias primas para la produccion de
pinturas, grasas, ceras, y los potenciadores sensoriales como en los
alimentos. Los terpenoides son moléculas derivadas o modificadas de los
terpenos.

Pueden clasificarse como monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15),
diterpenos (C20), sesterpenos (C25), triterpenos (C30) y tetraterpenos (C40)

segln el nimero de sus unidades de hemiterpenos (isoprenos). (22:23 25)

c) Alcaloides:

Estructura: compuesto organico ciclico que contiene nitrégeno (compuesto
heterociclico) en un estado de oxidacién negativo con una distribucién
limitada entre los organismo vivos

Como su nombre lo sugiere, la mayoria son sustancias alcalinas que a
valores de pH citosolico (pH: 7,2) o vacuolar (pH: 5 a 6), protonizan el atomo
de nitrogeno, por lo que la mayoria de los alcaloides estan cargados
positivamente y generalmente forman sales solubles en agua como citratos,

malatos, tartratos, benzoatos, etc.

Existen tres tipos principales de alcaloides:

1) Alcaloides verdaderos: son aquellos en los que el &tomo de nitrégeno forma
parte de un anillo heterociclico, poseen una significativa actividad
farmacoldgica y biosintéticamente derivan de aminoacidos.

2) Protoalcaloides: son aminas simples en las que el &tomo de nitrégeno no
forma parte de un anillo heterociclico, son basicos y son elaborados in vivo a
partir de aminoécidos.
3) Pseudoalcaloides: Presentan las caracteristicas de los alcaloides
verdaderos, tienen un anillo heterociclico con N, pero no derivan
de amino&cidos. ?4

Los alcaloides derivan principalmente de los aminoacidos ornitina, lisina,

fenilalanina (o tirosina), triptéfano y del acido antranilico a través de una serie
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de reacciones, como las del tipo aldolico entre dos compuestos conteniendo

grupo cianuro (-C=N) reacciones tipo Mannich (genera enlaces C-C-N).

2.2.1.7 Estructura quimica del género Senecio

Segun ha sido ya reportado en un reciente estudio de las partes areas para el

género Senecio

flavonol partes
. aéreas com
(agliconas) Senecio inflores-  URZUA et
viscosissimus  céncias al., 2000
Colla
flavonol
(o-heterosideo)
L]unr:nlm-!-u-gln:oe.'oeo
OoH
flavonol e @ ° ; @
(aglicona) oH
ponii S. gallicus MANSOUR
Iscramnetina - ¥
Chaix partes SALEH,
aéreas 1981
(3-0- 3. vulgars L.
heterosideo)
flavona
(aglicona)
[+ ] [+

Figura N° 1: Ejemplos de algunos flavonoides descritos para el género
Senecio

Fuente: Zuanazzi, Montana, 2003
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Greene aéreas
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linalol | S. articulatus ~ inflores- KITE,
Sch. Bip. céncias SMITH, 1997
|
partes
S. farfarifolius aéreas BASER;
a-pineno Boiss. et sem DEMIRCI,
Kotschy inflores- 2004
céncias
s toda planta  yrzya,
a-terpineno viscosissimus inflores- ANDRADE,
Colla céncias 2001
_ A SN . S. _ partes BOHLMANN
ocimeno trichopterygius aéreas et al., 1980
Muscher
0
" BOHLMANN
cleviolido W\UO S. clevelandii partes etal. 1981a

Figura N° 2: Ejemplos de algunos terpenos descritos para el género
Senecio

Fuente: Sanchez Ramos, Castafieda, 2001

2.2.2 Extraccion

El propdsito de toda extraccion es separar los metabolitos solubles de las
plantas, dejando atras el residuo celular insoluble. Los extractos crudos
iniciales que usan estos métodos contienen una gamma compleja de muchos

metabolitos tales como flavonoides, glucdsidos, fenélicos, terpenoides, etc.

2.2.2.1 Métodos de extraccion

Maceracion

Método el cual consiste en poner en contacto directo la droga seca la cual
esta previamente triturada con el disolvente usado para extraccion a
temperatura ambiente, manteniéndose todo a agitacion periddica durante un
determinado tiempo que dependera de la caracteristica de la droga y de la
naturaleza del principio activo .Normalmente se usa agua, glicerina o
sustancias hidroalcoholicas.

Finalmente se decanta para obtener el extracto liquido con el principio activo
Se usa con principios activos muy solubles y la estructura de la droga muy

permeable al disolvente. 2524



2.2.3 Marcha fitoquimica

Compuestos fendlicos

Reactivo de cloruro férrico: unas gotas de solucion de FeCls al 1 % sobre un
extracto etandlico del material, daran coloraciones azul, verde o marrén con
compuestos fendlicos. 20

Flavonoides

Reaccién de Shinoda: a una solucion alcohdlica de la materia se agrega un
pequefio trozo de cinta de magnesio seguido de gotas de HCL concentrado.
Las coloraciones rojas (flavonas), roja a crimson (flavonoles), crimson a
magenta (flavononas) y algunas veces azul o verde, son consideradas
positivas.

Nota: Las chalconas y auronas, dan coloracion roja directamente por accion

de HCL concentrado al extracto alcohdlico.

Saponinas y compuestos:

Prueba de la espuma: la droga pulverizada se prepara un extracto acuoso al
1%, se filtra y el filtrado se agita durante 30 s. La presencia de la saponina es
indicada por la formacién de una espuma persistente por 30 min. 22
Reaccién de Liebermann-Burchard: se afiade una solucion reciente de una gt
de H2 SO4 en 1 mL de Ac20 helado a 1 mL de extracto cloroférmico del
material pulverizado. Se observa el desarrollo del color a los 2, 5, 20 y 60 min

después de realizada dicha mezcla.

Cumarinas:

Se coloca en un tubo de ensayo 0.5 g de material ya pulverizado con 5mL de
agua destilada y se cubre con un papel filtro humedecido con solucién de
NaOH al 10%. El tubo asi cubierto se coloca en un bafio de agua en ebullicion
por varios minutos, se remueve el papel y se expone a la luz ultravioleta.

La aparicion de una fluorescencia amarilla-verdosa o azul es indicativa de la
presencia de cumarina.

Nota: El procedimiento es aplicable solo a cumarinas volatiles. (2226)
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Taninos:

Reaccidn de gelatina-sal: se obtiene un extracto acuoso a partir de un extracto
etandlico del material seco y pulverizado. A una solucion de NaCl al 5% se
agrega una porcion de este extracto; a una segunda porcion se le agrega
solucion de gelatina al 1% y a un tercer reactivo gelatina-sal.

La precipitacion con este Ultimo reactivo, o con ambos el segundo y el tercero,
es indicativa de la presencia de tanino. Si solamente ocurre con el primero, el

test es negativo. 225

Antraguinonas:

Reaccion de Borntrager: el material seco y pulverizado se deja en benceno,
se separa el benceno el cual se agita con solucion acuosa al 5% de NaOH, la
produccién de una coloracion rosada a roja en la capa acuosa es indicativa
de antraquinona. 2

Glicésidos antraquinénico: 0,5 g de material seco y pulverizado se extrae con
30 ml de CHCL3 para separar la antraquinona libre; el marco se calienta con
25 ml de HCL al 10% por 30 min. Se enfria y se extraen las agliconas con

éter. El extracto se prueba como para antraquinona libre. (22:25)

Alcaloides

Se hace ensayos generales con reactivos de Dragendorff, Mayer o Wagner,
sobre el extracto acido (acuoso o alcohdlico). Se considera que hay presencia
de alcaloides si se obtienen resultados positivos a por los menos dos de los

reactivos nombrados. (22 26.27)

2.2.3 Andlisis cromatogréfico

Cromatografia en capa fina (TLC)

O por sus siglas en inglés (THIN LAYER CHROMATOGRAPHY) es una
aplicacién especial dela cromatografia de adsorcion, la cual hace uso de una
capa fina de adsorbente soportada encima de una superficie plana, la elucién

se consigue por el movimiento capilar ascendente del disolvente a través de
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la capa fina adsorbente, los adsorbentes mas usados en el TLC son de
particulas mas pequefias en comparacion en una cromatografia de columna.
Los compuestos menos polares se unen (adsorben) con menos fuerza al
adsorbente (FE) que los mas polares, los mas ampliamente utilizados son la
gel de silice (SiO2), la alumina (Al203) y celulosa los dos primeros son de
carécter polar por lo tanto, se mueven mas rapidamente cuando la mezcla se
eluye con algun disolvente (fase movil). Los disolventes polares moveran los
componentes de la mezcla mas rapidamente que los disolventes menos
polares.

Si la polaridad de los disolventes es demasiado alta, todos los componentes
se arrastraran con el disolvente y no habré separacion.

La visualizacién del cromatograma, para localizar la posicién de cada uno de
los compuestos en la mezcla separada dependera de los tipos de moléculas

presentes en la muestra original el método méas usado es el vapor de iodo. 28

2.2.4 Método segun Arroyo (edema plantar)

Fue Winter quien lo describi6é por primera vez y posteriormente modificado
por Arroyo (2012). Consiste en administrar de manera subcutdnea una
solucion de carragenina (mucopolisacéarido sulfatado extraido del alga
marina Chondus crispus) a nivel de la aponeurosis plantar (pata ), esta
provoca una reaccion de caracter inflamatorio mediada por la liberaciéon de
diversos autocoides ( histamina ,serotonina , bradicinina y prostaglandinas)
ademas de diversos factores de complemento . Una hora después de la
administracién de la sustancia problema, la histamina y la serotonina tienen
un papel principal como mediadores. ©3

Aproximadamente de 1 a 2 horas y media después de la inyeccion de
carragenina, intervienen las cininas como mediadores.

La ultima fase esta mediada por prostaglandinas (PGE1 y PGE2, PGF2) .La
respuesta vascular maxima ocurre aproximadamente a las 3 horas de su
administracion de carragenina y coincide con la fase de medida por las
prostaglandinas.

La extravascularizacion de proteinas ocurre durante la respuesta del agente
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edematogeno. La migracion celular fundamentalmente leucocitos polimorfo
nucleares, comienza a las 2 horas de haberse inyectado el agente.
Nota: Es importante la estandarizacion del ensayo: hora, temperatura, etc. %

2.2.5 La Piel

2.2.5.1 Definicion

La piel es el 6érgano mas grande del cuerpo humano con una superficie
promedio de 1.6-2 m2 y representa el peso corporal total de un ser adulto
aproximadamente el 15%. Esta protege los musculos, los huesos, los
ligamentos y los oOrganos internos Actia como interfaz hacia el medio
ambiente, también protege al cuerpo contra cualquier agente o patdgeno que
produzca inestabilidad, controla la perdida de agua, regula la temperatura
corporal, protege los nutrientes esenciales en el cuerpo y absorbe el oxigeno
requerido para la capa mas externa de las células. (34 36)

Esta formado por tres capas:

Epidermis:

Es una capa de epitelio pavimentoso escamoso estratificado. Los

queratinocitos difieren del "claro" mientras que las células dendriticas por

poseer puentes intercelulares y unas amplias cantidades de citoplasma

tefiible (Murphy, 1997).

Capas de la epidermis:

e Capa cornea: formada por células que no tienen nucleo, por lo que con los
colorantes de rutina (hematoxilina y eosina) se tifie Unicamente por la
eosina

El estrato lucido: es una linea intensamente eosindfilas ubicada por
debajo de la capa cornea y se le identifica en los sitios donde ésta es
gruesa (palmas y plantas)

e La capa o estrato granuloso: esta formado por células romboidales que
tienen granulos de queratohialina, mismos que le dan su nombre y que se
tinen intensamente con la hematoxilina.

e Capa espinosa: la capa basal, germinal o germinativa, esta formada por
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células cilindricas que se disponen generalmente en una hilera, se tifien
intensamente con la hematoxilina, tienen puentes intercelulares que son

menos evidentes que los de la capa espinosa.

Células fundamentales de la epidermis

Queratinocitos: produce queratina la cual proporciona dureza a la piel (su
morfologia difiere segun el tamafio de la epidermis)

Melanocito: produce melanina

Células de Langerhans: funcién inmunitaria (su origen es mesodérmico
(medula ésea) poseen nucleo cerebriforme)

Célula Merkel: funcion téctil (son mecanorreceptores) 36,37,

I Epidermis

I Dermis

Subcutaneous fat

Figura N° 3: Partes de la seccion transversal de la piel

Fuente: Surgery of the Skin E-Book: Procedural Dermatology, by June
K. Robinson, C. William Hanke, Daniel Mark Siegel, Alina Fratila,
Ashish C Bhatia, Thomas E. Rohrer

Dermis:

Tejido conjuntivo compuesto en su mayor parte de proteinas y

mucopolisacarido (llamada sustancia fundamental). Esta matriz sirve como el

andamio que apoya las redes neurovasculares complejas, las cuales tienen
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una trayectoria a través de la piel, y apoya también las estructuras de los
anexos ecrinas (glandulas sudoriparas) y foliculares (pelo).

El colageno es la principal proteina fibrosa de la dermis y representa mas del
70% de su peso seco.

La dermis se divide en dos partes: la dermis papilar superior y la dermis
reticular inferior. La dermis papilar es la mas delgada de las dos y se distingue
de la dermis reticular por tener haces de fibras de diametro mucho mas

pequeno.

Casi todas las proteinas estructurales fibrosas de la dermis estan compuestas
de colageno tipos | y Ill, y una red de microfibrillas elasticas también esta
entretejida en todo el espesor de la dermis. Los fibrocitos, las unidades
sintéticas de las proteinas estructurales, son omnipresentes, y hay también
mastocitos y células inmunitarias dendriticas dispuestas de manera ordenada

en toda la dermis. ©®

Hipodermis o tejido subcutaneo

Llamada también paniculo adiposo o tejido celular subcutaneo, esta
constituido por células grasas, que se conocen con el nombre de adipocitos,
los cuales se disponen en l6bulos separados por tejido conectivo llamados
septos o tabiques inter lobulillares. EI complejo pilosebaceo esta formado por:
Complejo pilosebaceo., Glandulas sudoripara (formado por los siguientes:

El foliculo piloso posee 3 segmentos: superior o infundibulo, medio o istmo e
inferior o bulbo piloso.

La glandula sebacea es el otro componente del complejo pilosebaceo, pero
también se pueden encontrar en forma aislada en regiones como el pezon, la
areola mamaria, labios menores y cara interna de prepucio, estan ausentes
en palmas y plantas.

Musculo erector del pelo (Es una banda de musculo liso que se dispone en el
angulo obtuso del foliculo para producir contraccién del mismo “piel de
gallina”)

La hipodermis posee un papel importante en nuestro cuerpo al unir la dermis

a los muasculos y los huesos a través de un tejido especial llamado tabique,
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gue consiste en vasos sanguineos, células nerviosas y colageno. La capa de
grasa subcutanea controla la temperatura corporal (termorregulacién) a través

de la homeostasis. 39

2.2.5.2 Funciones de la piel

1. Proteccién:

Proporciona proteccion contra una amplia variedad de estimulos dafiinos
externos, incluida la luz ultravioleta. Quimico. Insultos térmicos y mecanicos.
La piel proporciona una barrera contra la humectacién excesiva. También
contra la invasion bacteriana y fungica. Las bacterias y los hongos viven en la
superficie de la piel. Pero no puede penetrar en los tejidos subyacentes a
menos que se rompa la piel. (3639

2. Elcolor:
La piel es dada por melanocitos que contienen melanina
3. Termorregulacién y excrecion:

Las glandulas sudoriparas producen sudor que contiene urea, cloruro de sodio,
acidos grasos volatiles como el acido acético, féormico, caproico, caprilico entre
otros , el aguay juegan un papel en la regulacién de la temperatura. Para
facilitar la pérdida de calor en temperaturas calidas, los vasos sanguineos de
la piel se dilatan y las glandulas sudoriparas se activan. Mientras que a bajas
temperaturas, los vasos sanguineos se contraen para conservar el calor y el
cuerpo quema la grasa almacenada en el tejido adiposo.

En temperaturas ain mas frias, las glandulas sudoriparas se vuelven inactivas
y los muasculos del erector pili se vuelven funcionales para promover el

atrapamiento del aire para el aislamiento de la piel. 9

4. La lubricacion
La piel es proporcionada por las glandulas sebaceas, que producen una
sustancia aceitosa conocida como sebo. 0

5. Inmunidad:

Las células de Langerhans en la piel son células dendriticas que absorben
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antigenos microbianos en la piel para transformarse en células presentadoras
de antigeno

6. La sensacion:
Ocurre a través de estructuras especializadas conocidas como

mecanorreceptores. “0.31)

2.2.6 Lainflamacién

2.2.6.1 Definicion

Proceso tisular constituido por una serie de fenébmenos moleculares, celulares
y vasculares de finalidad defensiva frente a agresiones fisicas, quimicas o
biolégicas.

Los aspectos basicos que se destacan en el proceso inflamatorio son en
primer aspecto, la focalizacion de la respuesta, que tiende a circunscribir la
zona de lucha contra el agente agresor.

En segundo aspecto, la respuesta inflamatoria es inmediata, de urgenciay por
tanto, preponderantemente inespecifica, aunque puede favorecer el
desarrollo posterior de una respuesta especifica.

En tercer aspecto, el foco inflamatorio atrae a las células inmunes de los

tejidos cercanos. 9

Mediadores de la inflamacion:

a) Radicales de oxigeno y metabolitos citotoxicos para fibroblastos y células
parenquimatosas.

b) Las citocinas tienen un gran espectro de pirdgenos enddégenos causando
fiebre, factor de necrosis tumoral, factores que intervienen en la inflamacién
cronica.

c) El sistema de complemento que desarrolla actividades pros inflamatorias.
d) Las cininas como bradicinina y precalicreina que sensibilizan terminales
nerviosas produciendo dolor.

e) Las aminas vasoactivas, histamina y serotonina, favorecen el incremento
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de permeabilidad vascular, producidas en plaquetas, mastocitos y basoéfilos.
f) La via de la lipooxigenasa involucra la conversion de &cido araquidénico en

varios hidroperoxidos favorecedores de dolor. (36:37)

2.2.6.2 Fases de la inflamacion:

Bone, describe tres fases:

En la fase I, como respuesta a la agresion, se liberan citocinas que inducen la
respuesta inflamatoria, reparan los tejidos y reclutan células del sistema
reticulo endotelial.

En lafase Il, se liberan pequefas cantidades de citocinas a la circulacion para
aumentar la respuesta local seguidamente se reclutan los macréfagos y las
plaquetas generandose los factores de crecimiento. IniciAndose la fase
aguda, con disminucién de los mediadores pro inflamatorios y liberacién de
los antagonistas enddgenos. Estos mediadores modulan la respuesta
inflamatoria inicial. Esta situacion se mantiene hasta completar la
cicatrizacion, resolver la infeccion y restablecer la homeostasis. Si la
homeostasis no se restablece.

Finalmente, en la fase Il o reaccion sistémica masiva, las citocinas activan
numerosas cascadas humorales de mediadores inflamatorios que perpetdan
la activacion del sistema reticulo endotelial, con pérdida de la integridad micro

circulatorio y lesion en 6rganos diversos y distantes. “1.42)

27



:

|
=Ty [
l Macréfagos |'1—'| Células endolehales| :
| Respuesta paracrina.-‘Au1ocr|na| :
|
| Alteracién de la homeostasis | ‘,
4
! i

Sindrome de distrés respiratorio agudo ]

Intestinal

Hematolégico

l Sindrome de disfucién organica miltiple ]

Figura N° 4. Fases evolutivas de los procesos inflamatorios

Fuente: A. GARCIA DE LORENZO Et. Servicio de medicina intensiva
medicina intensiva, 2000, Espafa -Madrid.

Nota: En una primera fase se produce la activacion de las células inflamatorias
y la liberacion de sus mediadores. Si el sindrome inflamatorio progresa, se
inicia una segunda fase con activacién de sistemas endocrino, autocrino y
paracrino que conduce al sindrome de respuesta inflamatoria sistémica. La
desfavorable evolucion de este sindrome da lugar a una tercera fase de
disfuncion y fallo organico multiple. La aparicion de distrés respiratorio agudo

suele marcar el inicio de esta cascada de fracasos organicos. 1

2.2.7 Sistema inmunitario (SI) y respuesta inmune (RI)

El Sl encargado de defender al organismo contra agresiones del
microentorno, dividido en dos compartimientos:
-Repuesta inmune natural o innata (RIl) o inespecifica ya que se activan ante
cualquier agente nocivo pero su calificativo de inespecifico se denomina por
reconocer a un numero limitado de estructuras moléculas que comparten los
microorganismo.
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Las células involucradas en la inmunidad innata tenemos a los fagocitos
"profesionales” estos incluyen a los neutrdéfilos polimorfonucleares, mastocitos
y macréfagos mientras que los "no profesionales" estan las células
endoteliales y los hepatocitos. Las células infectadas con virus y parasitos son
destruidas por grandes linfocitos granulares denominados células asesinas

naturales (NK) y los eosinofilos. 42)

-Respuesta inmune adquirida o adaptativa (RIA) forman parte del segundo
componente de la respuesta inmune. Aqui se encuentran los linfocitos Ty B
esta poseen un receptor que reconoce al antigeno (Ag) de forma muy
especifica. Poseen una enorme variabilidad sin embargo esta es también su
punto débil ya que la frecuencia de linfocitos para un Ag desconocido ante un
sistema inmunitario es muy baja lo que podria comprometer la eficiencia de la
RIA.

A diferencia de las células de la RII, cuando los linfocitos reconocen a un Ag
se expanden clonalmente, incrementando la eficacia de la respuesta inmune
frente a un Ag (memoria inmunoldgica)

La activacion delas RIA potencia mecanismo de la RIl a través de diversos
mecanismos

Las inmunoglobulinas producidas los linfocitos B facilitan la captacién de
dianas por los fagocitos, las células citotoxicas o las del complemento

Las citocinas producidas por los linfocitos (TCD4) potencias la activacion
delas células de la respuesta inmune innata asi como su produccién en la
medula Osea.

Las citocinas de la RIA poseen una mayor estrategia en funcion a su tipo de
patdgeno (bacteria intra o extra celular, hongo, virus, helminto) con el que se

enfrentan reclutando elementos idoneos para cada situacion. (42 43:44)
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2.2.8 Farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

Tratdndose de un grupo amplio y quimicamente heterogéneo, se les ha
clasificado en funcidén a su estructura, son usados para tratar el dolor, la
inflamacion vy la fiebre.

Su mecanismo de accion es bloquear la sintesis de prostaglandinas al inhibir
las isoformas de ciclooxigenasa (COX), la denominacion antiinflamatorio no
esteroides hace referencia a mecanismo independiente del efecto de los
esteroides sobre la fosfolipasa A2, la otra via de metabolizacion del acido
araquidonico es la via (5-lipooxigenasa) que produce leucotrienos tampoco
resulta afecta por los ANES.

Existen 3 modos de union de los AINES al COX -1:

-Unidn répida y reversible

-Union répida de baja afinidad, reversible seguida de una union més lenta,
dependiente del tiempo y de gran afinidad y lentamente reversible

-Union rapida reversible, seguida de una modificacion irreversible covalente
Sobre la COX-2: los agentes especificos producen una inhibicion reversible
dependiente del tiempo 7. 46)

La gran similitud del peso molecular de las enzimas COX 1y 2 explica que
sus productos prostaglandinas sean los mismos, sin embargo el sitio activo
de las COX-1 es mas pequefio que de la COX-2 de forma que acepta nUmero
menor de estructura como sustratos lo cual significa que los AINES
inhibidores de la COX-1 también inhiben la COX-2, pero que muchos
inhibidores de la COX-2 poseen escaso poder bloqueante de la COX-1. Los
aines bloquean el sitio de union del acido araquidénico en la enzima, lo cual

evita la conversion en prostaglandinas. (4344
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Tabla N° 3: Clasificacion de los AINES segun su indice COX-2/COX-1

Farmaco ICso COX-  ICs0 COX- indice COX-1/COX-2
1 2
Piroxican 0.005 0.3 600 AINE
0.00527 0.175 33 preferentemente
Indometacina 0.028 1.68 60 selectivos sobre
Aspirina 1.67 278 166 COX-1
25-60
Sulindaco 1.1220 31
Ibuprofeno 4.8 0.7-50
Tenoxican 0.0201 0.0322 16
Acido 7
meclofenamico
Flurbiprofeno 0.802 6
Naproxeno 1
Diclofenaco 1.57 1.1 0.70 AINE
Meloxican 4.8 0.43 0.090 preferentemente
Celecoxib 15 0.04 0.003 selectivos sobre
nimesulida 9.2 0.52 0.057 COX-2
rofecoxib 19 0.5 0.026

FUENTE: Farmacologia, Velazquez

Acido acetilsalicilico (Aspirina)

o)

I
0—C—CH,

COOH

Figura N° 5 : Acido acetilsalicilico

Nombre IUPAC: acido 2-(acetiloxi)-benzoico

Caracteristicas quimicas

Peso molecular de 180.16 g/mol. Se presenta como
polvo cristalino blanco o casi blanco, o en cristales alargados incoloros.
Tiene un sabor ligeramente amargo y de color blanquecino.

Es poco soluble en agua, facilmente soluble en etanol 96°.

Punto fusion: 135 °C.
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Absorcion
Se absorbe rapidamente por el tracto digestivo, si bien las concentraciones

intragastricas y el pH del jugo gastrico afectan su absorcion.

Distribucion

La unién del salicilato a las proteinas plasmaticas es muy elevada, superior al
99%, y de dinamica lineal. La saturacion de los sitios de union en las proteinas
plasmaticas conduce a una mayor concentracion de salicilatos libres,
aumentando el riesgo de toxicidad. Presenta una amplia distribucién tisular,
atravesando las barreras hematoencefalica y placentaria. La vida media
sérica es de aproximadamente 15 minutos. El volumen de distribucién del

acido salicilico en el cuerpo es de 0,1-0,2 I/kg

Biotransformacion

Se hidroliza parcialmente a &cido salicilico durante el primer paso a través
del higado. Este metabolismo hepatico estd sujeto a mecanismos de
saturacién, por lo que al superarse el umbral, las concentraciones de la
aspirina aumentan de manera desproporcionada en el organismo. También
es hidrolizada a &cido acético y salicilato por esterasas en los tejidos y

la sangre.

Eliminacién

Los salicilatos y sus metabolitos se eliminan principalmente por via renal,
siendo excretada por la orina la mayor parte de la dosis. Aproximadamente el
75% de la dosis se encuentra en forma de acido salicilirico, mientras que el
15% estéa en forma de conjugados, sobre todo mono- y diglucuronidos. El 10%

restante esta constituido por salicilato libre.

Mecanismo de accion
Inhiben la actividad de la enzima cicloxigenasa para disminuir la formacion
de precursores de las prostaglandinas y tromboxanos a partir del acido

araquidonico. “#5:46)
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Naproxeno sédico (Apronax)

CHs

HaCO

Figura N° 6: Naproxeno sédico

Nombre IUPAC: acido (+)-2-(6-metoxi-2- naftil) propiénico (nota como sal)
Caracteristicas quimicas

Peso molecular de 230,26 g/mol, su presentacion es una sustancia blanca,
inodora y cristalina con una. Es liposoluble, practicamente insoluble en agua,
con un pH inferior a 4 y totalmente soluble en agua con un pH superior a 6.
Su punto de fusién es 153 °C.

Absorcion

Se solubiliza facilmente en agua. Presenta una absorcion practicamente
completa. La absorcion se realiza en el tracto gastrointestinal, alcanzdndose

los niveles plasmaticos maximos al cabo de 1y 2 horas.

Distribucion

Tiene un volumen de distribucion de 0,16 I/Kg y a niveles terapéuticos se une
a la albamina sérica en mas de un 99%. En dosis superiores a 500 mg/dia, se
pierde la proporcionalidad como consecuencia de un aumento del

aclaramiento causado por la saturacion de la unién proteica a dosis altas.

Biotransformacién: se metaboliza ampliamente en el higado a 6-O-

desmetilnaproxeno.

Eliminacion
Aproximadamente un 95% de la dosis de Naproxeno sodico se excreta en la

orina inalterado (<1%), como 6-O-demetilnaproxeno (<1%) o sus conjugados
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(66-92%). La velocidad de excrecion de los metabolitos y conjugados coincide
casi por completo con la velocidad de desaparicion del farmaco del plasma.

Con las heces se excreta tan sélo un 3 por ciento o0 menos.*’

Farmacocinética en situaciones especiales

Insuficiencia renal

Dado que tanto el Naproxeno como sus metabolitos se eliminan por via renal
en su mayor parte, puede producirse acumulacion en caso de insuficiencia
renal. En los pacientes con insuficiencia renal grave esta disminuida la
eliminacion del Naproxeno. En pacientes con insuficiencia renal grave
(aclaramiento de creatinina <10 ml/min) hay un mayor aclaramiento de

Naproxeno del estimado solamente a partir del grado de disfuncion renal.
Mecanismo de accién

Bloqueo de cicloxigenasa consecuentemente se disminuye la sintesis de

prostaglandinas, mediadoras de la inflamacién. 4’
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2.3 Hipotesis

2.3.1 Hipotesis general
El extracto etandlico de las hojas y tallos del Senecio calvus Cuatrecasas

(Huamanripa serrana) presenta efecto antinflamatorio en ratas albinas con

edema plantar inducido con carragenina.

2.3.2 Hipotesis especificos

1. El extracto etandlico de las hojas y tallos del Senecio calvus Cuatrecasas
(Huamanripa serrana) posee metabolitos secundarios los cuales son capaces
de generar la actividad antiinflamatoria.

2. Existe una concentracion que contiene la actividad antiinflamatoria del
extracto etanolico de las hojas y tallos del Senecio calvus Cuatrecasas
(Huamanripa serrana).

3. El efecto antiinflamatorio del extracto etandlico de las hojas vy tallo del
Senecio calvus Cuatrecasas (Huamanripa serrana) es similar en
comparaciéon con los farmacos antinflamatorios como el Naproxeno sodico y
el Acido acetilsalicilico.

Las variables son las siguientes:

Variable independiente: extracto etandlico de las hojas y tallo del Senecio
calvus Cuatrecasas.

Variable dependiente: efecto antiinflamatorio del extracto del Senecio calvus
Cuatrecasas.

2.4 Definicién de términos basicos

Filotaxia: es la disposicion de las hojas sobre el tallo. Esta intimamente ligada
a la estructura primaria del tallo: el nimero de haces vasculares que posee el
tallo esta determinado por la filotaxis, cuanto mas densa es la misma, mayor
sera el numero de haces caulinares. Pudiendo ser con disposicion alterna en
la cual se encuentra de 2 tipos; distica, donde las hojas se insertan sobre el
tallo, a largo de dos lineas opuestas y helicoidal, las hojas estan esparcidas

sobre el tallo, ordenadas regularmente sobre una espiral dextrorsa o
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sinistrorsa. O de disposicion vertical;, 2 o mas hojas se insertan
simultdneamente en cada nudo del tallo hay 2 tipos; la decusada: 2 hojas por
nudo o la verticilada: 3 hojas 0 mas en cada nudo o verticilo.

Granuloma: coleccion focal de células inflamatorias de células inflamatorias
eosindfilas, linfocitos, macréfagos, células plasmaticas, células gigantes
(células de Langhans células epiteloides con conectividad al tejido y vasos
sanguineos.

Otra definicibn el granuloma es una reaccién del sistema fagocitico
mononuclear (previamente llamado sistema reticulo endotelial) a un antigeno

poco soluble o parcialmente soluble. (4?50

Linfocito T: son aquellas células que maduran en el timo, donde adquieren
su receptor antigénico (TCR, célula receptor T) se distinguen delas otras
porque reconocen pequefios péptidos procesados por la célula presentadora
y mostrando su membrana la cual esta unida al HMC (complejo mayor de
histocompatibilidad)

Aqui se distinguen dos tipos de linfocitos T estan los TCD4 (reconocen
repetidos procedentes de proteina sintetizadas (Ag enddgenos) por la célula
presentadora y presentados pos las moléculas HMC tipo I) y los TCDS8
(reconocen repetidos procedentes de la degradacion de proteinas
fagocitadas (Ag exdgenos) que son los presentados por las moléculas HMC
tipo I). 58

Citoquinas: grupo de proteinas o glucoproteinas secretadas, de bajo peso
molecular (aproximadamente kDa) Aunque existen muchos tipos de células
productoras de citoquinas, dentro del sistema inmune innato, los macrofagos
son las células mas comprometidas en la sintesis de citoquinas, mientras que
en el sistema inmune especifico son las células T colaboradoras (TH) ya que
Sus citoquinas son esenciales para que se produzca la respuesta inmune, una
vez activadas por el contacto con las correspondientes CPA (células
presentadoras de antigeno).®?"
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Fagocitosis: proceso por el cual las células especializadas buscan, localizan,
identifican e introducen a su citoplasma particulas en la medula 6sea o células
extrafias para destruirlos y extraer de ellos los Ag (antigeno) que se deben
presentar a los Esta es ejercida por la células fagociticas profesionales como
monocitos, macréfagos, células de kuffer, etc.; asi como las fijas que integran

el SER (sistema reticulo endotelial). (58

Dosis letal media: dosis que produce una mortalidad del 50 % en una

poblacion animal. 69
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CAPITULO Ill:

METODOLOGIA

3.1 Tipo, disefio y nivel de la investigacion

Tipo

Experimental: se manipulé una variable independiente (diferentes
concentraciones del extracto etanolico de las hojas y tallo de

Senecio calvus Cuatrecasas Yy se procedio a evaluar la variable

dependiente (efecto antiinflamatorio)

Longitudinal: porque se someti6 el efecto antiinflamatorio durante un periodo
de 480 minutos.

Cuantitativa: porque efectian mediciones del didmetro de la pata inflamada
de las ratas en el periodo de tiempo establecido.

Disefio

Experimental

Nivel

Basica, porque parte de un marco tedrico y permanece en él; la finalidad radica

en formular nuevas teorias o modificar las existentes.

3.2 Poblacion y muestra

Poblacion vegetal
La poblacién vegetal de interés estuvo conformada por la especie Senecio

calvus Cuatrecasas.

Muestra vegetal
Estuvo constituida por 4.67 kg de las hojas y los tallos del Senecio calvus
Cuatrecasas.

Poblacién animal
La poblacién de animales para el estudio, correspondi6 a 30 ratas albinas

hembras y 9 ratones albinos adquiridos en la Universidad Nacional Agraria
La Molina.
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Muestra animal

El tamafio muestral de las ratas de laboratorio a ser utilizadas en el estudio fue
conformado por 5 ratas albinas hembras de la de la cepa holtzman teniendo en
cuenta que el estudio se llevo a cabo en 6 grupos con un tamafio muestral de
30 ratas albinas de la especie Rattus novergicus; con aproximadamente 2

meses de edad y un peso promedio 200 g + 50g.

3.3 Equipos, materiales y reactivos
3.3.3. Materiales:

Equipos de laboratorio

o Estufa esterilizadora

o balanza analitica Pioneer PA224 "OHAUS"
o cocinilla eléctrica

o Equipo de diseccién

o Lamparas UV 254 nm y 366nm.

o Balanza sensible al 0,1 g Metler

Materiales de vidrio
o Beaker Pyrex® 100, 250, 500 y 1000 ml

o Frascos a&mbar boca ancha
o Guantes quirargicos
o Tubos de ensayo Pyrex®

o Probetas Pyrex® 100 Y 250 ml.
o Pipeta 5,10 y 10 ml

o Cubeta cromatogréfica.

o Fiolas 25ml, 50ml ,200ml|

o Probetas 100ml

o Mortero porcelana
o Crisol
o Tubo capilar
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Materiales (otros)

o Papel craf

o Gradilla

o Pinzas de madera

o Lanceta

o  Sonda metalica para administracion oral
Reactivos

Prueba de Solubilidad, marcha fitoquimica y cromatografia

Alcohol 96°

agua desionizada purificada ( conductividad =1 y PH=5.57)

Metanol marca Merck

Etanol

Cloroformo marca Merck

Para la prueba de Shinoda (HCI concentrado (MERCK) y limaduras de

Para la prueba de taninos reactivos (gelatina — sal)
Yodo, NaOH

cloruro férrico

reactivo de ninhidrina

reactivo de molish.

Silica gel Gzsa

Acido Sulfarico H2SO4[ ]

Reactivo de Molish

Reactivo de Lieberman

Reactivo de dragendorff

Recursos ambientales

El siguiente estudio ha sido realizado en dos lugares distintos:
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El condicionamiento y secado de la hojas y tallos; la preparacion del extracto
etandlico de las hojas y tallos del Senecio calvus Cuatrecasas como también
para la prueba de solubilidad, el screening fitoquimico, y la preparacion de la
concentracion a usar se realizd en los laboratorios de la Universidad Inca
Garcilaso de la Vega Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica,
mientras que para la prueba del efecto antinflamatorio asi como el
acondicionamiento de las ratas.

Lugar: El bioterio de la facultad de Farmacia y Bioquimica de la UNMSN

3.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.4.1 Técnica de recolecciéon de datos

En el presente trabajo de investigacion se llevo a cabo la recoleccion de datos
con la técnica de la observacion estructurada, donde el investigador realiza una

evaluacion y registra dichos datos en el instrumento de investigacion.

3.4.2 Instrumento de recoleccién de datos

El instrumento de recoleccion de datos en el presente trabajo de investigacion
fue una ficha de observacion Ad-Hoc, que ha sido validada por el juicio de
expertos., elaborada con fines de investigacion. El documento cuenta con items
acorde a los indicadores de las variables operacionalizadas. La mencionada

ficha sera registrada Unicamente por el investigador.

3.4.3 Validacion

El instrumento que se empled requirio de validacion previa, la cual se establecio
en base a la determinacion de su viabilidad, confiabilidad y validez y
sensibilidad.

En la viabilidad del instrumento se alcanz6 en base a su sencillez, ya que, al
constar de solo una cara, y de no requerir procedimientos complejos, la

recoleccion de datos no supuso esfuerzos excesivos por parte del investigador.
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En lo referente a la sensibilidad al cambio, el instrumento definia claramente la
evaluacion segun el tipo de tratamiento, poseyendo capacidad discriminativa
en los datos recolectados.

La validez del instrumento se obtuvo mediante la evaluacion por juicio de

expertos, quienes fueron:

e Q.F. Britt Alvarado Chavez
e Q.F. Carlos Casanova Vargas

e Q.F. Pablo Enrique Bonilla Rivera

Los jueces calificaron las caracteristicas del instrumento por medio de una ficha
de validacion de expertos (Ver Anexo 4), para lo que se le entregd a cada uno

la matriz de consistencia interna del estudio (Ver Anexo 4).

3.5. Procedimiento

3.5.1 Coleccion de la especie vegetal a estudiar

Para la obtencion del extracto Senecio calvus Cuatrecasas, se recolectd la
muestra en la region de Ancash en la Facultad de Ciencias forestales de la
Universidad Nacional Santiago Antinez de Mayolo mientras que la recoleccion
fue realizada gracias a la a ayuda con ayuda y guia de la ingeniera ambiental
R. Garay Yy fue clasificado e identificado taxonémicamente por un bidlogo-

taxénomo Halminton Beltran.

3.5.2 Obtencion del extracto etandlico de las hojas y tallo de Senecio

calvus Cuatrecasas.

Método usado: Maceracion

Procedimiento:

1. Las hojas y tallos Senecio calvus Cuatrecasas fueron seleccionados y
sometidos a un proceso de limpieza para eliminar cualquier residuo o

impurezas conservando solo las de buen estado.
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2. Se puso a secar, una vez secas se pulverizo hasta que se obtuvo particulas

finas del tallo; cual fueron almacenadas en dos frascos ambar de boca

ancha de un litro de capacidad; se les agrego alcohol de 96° por 8 dias de

maceracion con agitacion tres veces por dia y en oscuridad.

Tallos y hojas del
Senecio calvus
Cuatrecasas.

XN

3 Secado a estufa a

40°C peso cte.

Recoleccién y
seleccién

®

4 )
allos y hojas secas
\ de huamanripa
ulverizacion en un
molino manual

Almacenamiento en
frascos de vidrio
color ambar

Figura N° 7: Esquema del tratamiento de la planta

3.5.3 Analisis fisicoquimico del extracto etandlico de las hojas y tallos del
Senecio calvus Cuatrecasas (Huamanripa serrana)

Prueba de solubilidad

Muestra problema: extracto etanélico seco de tallo hojas y tallos del Senecio

calvus Cuatrecasas (Huamanripa)

Solventes: los solventes fueron ordenados segun su polaridad como se detalla

a continuacion:

Tabla N° 4 : Tabla de solventes ordenados de acuerdo a su polaridad

SOLVENTES
N-Hexano | Benceno | Diclorometano | Acetato de Etilo | Metanol | Etanol | Agua
No polar | No polar Poco polar Mediamente Polar Polar | Polar
polar
s
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Fuente: Investigacion Fitoquimica, Olga Lock

Procedimiento:

1. A cada uno de los 7 tubos de ensayo se coloc6 una alicuota de 1.5mL (
5mg) del extracto etandlico seco

2. Luego se adiciono a cada tubo un solvente diferente a analizar y se agito

hasta observar.

3.5.4 Marcha fitoquimica

Muestra problema: extracto etandlico seco de las hojas y tallos del Senecio
calvus Cuatrecasas (Huamanripa serrana).

Procedimiento: en un tubo de ensayo se coloc6 5 a 6 gramos del extracto seco
y se le adiciono 7 mL de etanol, estando en una agitacion por 2 a 3 minutos.

Luego se distribuy6 en 11 tubos de ensayos
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Reactivos:

Tabla N° 5: Reconocimiento fitoquimico de los metabolitos secundarios

REACTIVO IDENTIFICACION PROCEDIMIENTO INTERPRETACIO
N
Reactivo de Taninos Il a V gotas del reactivo Precipitado
Gelatina 1%
Reactivo de Aminoacidos libres Il a lll gotas del reactivo Presencia de color
Ninhidrina violeta
Reactivo de Alcaloides y compuestos | Il a V gotas del reactivo Rojo a naranja
Dragendorff aminados
Reactivo de Alcaloides Il a V gotas del reactivo Blanco a crema
Mayer
Reactivo de Alcaloides Il a 1l gotas del reactivo Marron
Wagner
Reactivo de Compuestos fendlicos Il gotas de una reactivo. Colores intensos:
Tricloruro azul, verde o negro.
férrico
Reactivo de Quinonas 1ml de reactivo Rojo
Borntrager
Reactivo de Compuestos fendlicos Limadura de Mg, al ultimo | Tonos rojos
Shinoda tipo flavonoides se adiciono Il gotas de HCL
[]conc.
Reactivo de Carbohidratos VI gotas de acido H2SO4y | Presencia de un aro
Molisch seguidamente Il gotas del
rtvo.
Reactivo de Triterpenos o nucleo Il gotas de reactivo Rosado-azul muy
Liberman eteroidal rapido.

Verde intenso-visible
aunque rapido.
Verde oscuro-negro-
final de la reaccion

Fuente: Olga L. Investigacion Fitoquimica (2016)

3.5.5 Cromatografia de capa fina
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Muestra Problema: extracto etandlico seco de las hojas y tallos del Senecio

calvus Cuatrecasas (Huamanripa serrana).

Fase Movil: diclorometano: metanol (3:1)
Fase Estacionaria: placa cromatografica de Silica gel Gz2s4
Solucion reactivo revelador: FeCI3 al 1% se revela la presencia de todos los

compuestos fendlicos.

Procedimiento:

o Se puso una alicuota del extracto concentrado en un tubo de ensayo
donde se le afiadié metanol para volverlo liquido, seguidamente se
procedio a sembrar en las cromatoplacas con una distancia de 1.25cm
unas 30 veces de muestra la problema.

o Los cromatoplacas fueron dejados en una camara cromatografica, en
donde la fase mévil recorrio hasta tres cuartas partes de la fase
estacionaria y se retird para pasar a revelar con el reactivo.

o Finalmente se llevo a las lamparas UV a 254 nm y 366nm para observar.

3.5.6 Evaluacion del efecto antiinflamatorio de extracto etandlico del
Senecio calvus Cuatrecasas “Huamanripa serrana” (Método del edema
plantar)

Muestra problema: extracto etanélico del Senecio calvus Cuatrecasas.
Patrones: acido acetilsalicilico (AAS) y naproxeno sodico.

Animales de experimentacion: 30 ratas albinas hembras procedentes del
bioterio de la Universidad Nacional Agraria La Molina, 2 meses de edad y un
peso promedio 200 g + 50g, de la cepa holtzman.

Materiales:

o Sonda metélica para administracion oral

o Balanza sensible al 0,1 g Metler

o Vernier Digital Calipers/Electric Lcd Display Calipers
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Tabla N° 6: Concentraciones de las sustancias administradas a cada grupo de

trabajo para la evaluacion

GRUPO | CONCENTRACIONES ADMINISTRADAS
Gl Control (suero fisiol6gico)
G2 Extracto del Senecio calvus C. al 0.625% (125 mg/kg)
G3 Extracto del Senecio calvus C. al 1.25% (250 mg/kg)
G4 Extracto del Senecio calvus C. al 2.5% (500 mg/kg)
G5 Patron al 0.25%(AAS 50mg /kg)
G6 Patron 0.5 % ( Naproxeno sédico 50mg /kg)

Preparacion de patrones:

Acido acetilsalicilico: tabletas de 500mg de acido acetilsalicilico (ASPIRINA)

o Primero, se peso la tableta entera de ASPIRINA FORTE, luego se trituro

con la ayuda de un mortero, tomandose el peso de 62.5mg de AAS.

o Segundo, se suspendio en 20mL de agua desionizada y se llevo a una

fiola de 25mL aforado con agua.

Naproxeno sédico: tabletas de 550mg de Naproxeno sédico (APRONAX 550)

o Primero, se peso la tableta entera de APRONAX 550, luego se trituré con

la ayuda de un mortero, tomandose el peso de 125mg de Naproxeno

soédico.

o Segundo, se suspendi6 en 20mL de agua desionizada y se llevo a una

fiola de 25mL aforado con agua.

Preparacion de la de las concentraciones de la muestra problema:

o Se peso6 en un beacker el peso de 1.25g del extracto seco del Senecio

Calvus C. seguidamente se agregd aproximadamente 40mL de agua
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desionizada purificada agitandola constantemente y se afor6 en una fiola
de 50mL obteniendo la concentracion 1.

Seguidamente de esta se tomd 25mL a una fiola de 50mL y se aforo con
agua obteniendo la concentracion 2.

Finalmente se tomd 25mL de la concentracion 2 y se llevo a una fiola de

50ml y se aforé formando la concentracion 3.

Procedimiento:

o Se procedi6é a efectuar medicion del estado basal del volumen de la pata

posterior izquierda de la rata a trabajar

o La administracion de A carragenina al 1% (0.1mL) fue suspendido en NacCl

0.9% , en la pata posterior izquierda de cada una de las ratas

o Se le administré a cada grupo segun lo descrito.

Pasado 2 horas se procedié a medir el volumen de las patas inflamadas,
aun sin tratamiento, con un vernier digital calibrado, y se anoté el valor en
el instrumento para la recoleccion de datos.

Después se efectud la primera aplicacion, se procedio a medir el volumen
de las patas inflamadas, ya con tratamiento, con un vernier digital
calibrado, y se anoté el valor en el instrumento elaborado para la recoleccién

de datos.

Tabla N° 7: Concentraciones de las sustancias administradas a cada grupo de

trabajo para su evaluacion del efecto antiinflamatorio

GRUPO | MUESTRA | CONCENTRACIONES ADMINISTRADAS
Gl 5 Carragenina (Blanco) + suero fisiol6gico
G2 5 Carragenina + Extracto de Senecio Calvus C. al 0.625% (125 mg/kg)
G3 5 Carragenina + Extracto de Senecio Calvus C. al 1.25% (250 mg/kg)
G4 5 Carragenina + Extracto de Senecio Calvus C. al 2.5% (500 mg/kg)
G5 5 Carragenina + Patrén al 0.25%(AAS 50mg /kQg)
G6 5 Carragenina + Patrén 0.5 % ( Naproxeno sédico 50mg /kg)
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Los tiempos fueron T= 30", 60, 120",360",480"

X = [AM/Mo-AN/No) / AM/Mo) X 100

Donde:

AM/Mo: incremento del volumen del control debido a la inflamaciéon en base al

volumen inicial.

AN/No: incremento de volumen inflamado, pero tratado con un agente

antiinflamatorio.

El andlisis estadistico determindndose la significacion entre los grupos tratados
con el extracto, con los patrones y el grupo control con el andlisis de varianza

(utilizando el programa SPSS 22).

3.5.7 Estudio histolégico

Después de 12 h de la evaluacién se procedid a seleccionar 1 modelo
experimental el cual tuvo mayor efecto para sacrificarlos mediante dislocacion
cervical, seguidamente se realizaron cortes del granuloma de aproximarte 0.5
x10 cm de espesor .los cuales fueron fijados en formol al 10% siendo luego
seccionados en porciones de 2mm (espesor) para luego ser coloreados con
He (hematoxilina —eosina) y revisados con un microscopio Optico para su

lectura histologica.

3.5.8 Dosis letal media

Fundamento: este método se usO ensayos segun el OECD425 como guia, el
cual consistia en determinar un porcentaje de mortalidad del extracto etandlico

a traves de con concentracion de 2000 mg/kg, 1000 mg/kg y 5000mg/kg la cual
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fue administrada de manera intragastricas para asi determinar la dosis que

generaba la muerte de los animales tratados.

Muestra problema: Extracto etandlico de Senecio calvus Cuatrecasas

“huamanripa”

Material biol6gico: 9 ratones albinos machos con 2 meses de edad con peso
promedio de 25+5g.

Procedimiento:

Se empez06 con la aclimatacion de los animales la cual fue: 23 + 2°C;
humedad = < 70%; 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.

Su alimentacion consistio en alimento balanceado segun las normas.

El total de animales fueron distribuidos en 4 grupos de 3 animales por
tratamiento, siendo un grupo el control hasta 12 h de realizada la presente
prueba.

La presente prueba se realiz6 de la siguiente manera de trato al grupo 1 fue
el control al que se le administro suero fisiolégico, el grupo 2 con la dosis de
1000 mg/kg de ratones y finalmente el grupo 3 con la dosis de 2000mg /kg.
Se realizé un control final de los pesos de los animales al dia 14.

Finalizada la prueba se procedié a pesar el higado y el rifiédn y a observar
macroscopicamente su comportamiento, sistema respiratorio, sistema
digestivo, cardiovascular, urogenital, piel, muscular y compromiso sistémico.

En base a la siguiente tabla:
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Tabla N° 8: Signos y sintomas evaluados

. Comportamiento

Agresividad

Convulsiones
Movimiento en circulo
Letargica

. Respiratorio

Dificultad respiratoria: Disnea

. Digestivo

Constipacion
Diarrea

. Cardiovascular

Cianosis
Sangrado por orificios naturales

. Urogenital

Alteraciones en volumen orinario: Anuria/poliurea

Orina turbia

. Piel

Mucosas ictéricas
Piloereccion
Reflejo pupilar: Midriasis/Mioisis

. Muscular

Cojera
Inmovilidad
Temblor

. Compromiso Sistémico

-Alteracion de la
hipertermia/hipotermia

Coma

Deshidratacion

Alteracion ingesta de alimentos
Postracion

Rigidez abdominal

temperatura

corporal:

Tabla N° 9: Tratamientos de experimentacién en dosis letal media

Dosis N° de animales
(mg / Kg rata) Machos
Control 3
1000 mg/kg 3
2000 mg/kg 3

ol




3.6 Procesamiento de datos

Posteriormente a la recoleccion de datos del presente trabajo de
investigacion se procedio a organizar las fichas de recolecciéon de datos (Ad-

hoc) y enumerarlas para ingresar a la base de datos en Microsoft Excel.

El procesado de los datos se llevo a cabo en una laptop de marca Toshiba,
con sistema operativo Windows 10.

La informacion recolectada fue analizada con el paquete estadistico SPSS en
su version de acceso; se utiliz estadistica inferencial para la docimasia de las
hipoétesis de la investigacion, la cual se llevara a cabo mediante la realizacion
de la prueba estadistica paramétrica para muestras relacionadas,
escogiéndose para el presente caso la prueba ANOVA de medidas repetidas
de dos factores en base a lo planteado.

Los resultados muestrales fueron inferidos a la poblacién mediante estimacion

por intervalo a un 95% de confianza.
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CAPITULO IV:

PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS
4.1 Presentacion de resultados

4.1.1 Resultado del porcentaje de rendimiento del extracto:

Tabla N° 10: Rendimiento del extracto

Extracto etanodlico

Peso de la muestra inicial molida (g) 600
Peso final del extracto seco (Q) 7.8
Porcentaje de extraccion (%) 1.30%

4.1.2 Prueba de solubilidad

Tabla N° 11: Marcha de solubilidad del extracto seco de las hojas y tallos del
Senecio calvus Cuatrecasas

NUMERO DE SOLVENTE RESULTADO
TUBO
Tubo n°1 N-Hexano -
Tubo n°2 Benceno +/-
Tubo n°3 Diclorometano +
Tubo n°4 Acetato de etilo ++
Tubo n°5 Metanol ++
Tubo n°6 Etanol ++
Tubo n°7 Agua ++

Negativo (-), dudoso (+/-), positivo (+)

El estudio de las propiedades de solubilidad y su comportamiento a las
reacciones de color puede determinar la clasificacion o el tipo de compuesto

organico deseado segun la Dra. Olga Lock.
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4.1.3 Tamizaje fitoquimico

Tabla N° 12: Tamizaje fitoquimico del extracto seco de las hojas y tallos del Senecio
calvus Cuatrecasas

GRUPO DE ENSAYO RESULTADO
COMPUESTO
Carbohidratos Molisch
Alcaloides y Dragendorff
compuestos
aminados
Alcaloides Mayer ++
Wagner ++
FeCls +++
Fenoles y Taninos Gelatina T+
Flavonoides Shinoda +++
Quinonas Borntrager +
Triterpenos y nucleo Liberman +
Esteroidal
Aminoacidos Ninhidrina -

Negativo (-), dudoso (+/-), positivo (+), muy positivo (+ +), no determinado (ND)

Observaciones:

o Carbohidratos: (Molisch): la presencia de carbohidratos se detecta con la
aparicion de un anillo violeta. La prueba resulto positiva al presenciarse un

anillo en la parte inferior del tubo.

o Alcaloides y compuestos aminados: Reactivo de Dragendorff: es
positivo al presentar una coloracion de roja a naranja. Nuestra muestra se
aprecia un color de débilmente anaranjado semi-rojizo. nos positivo en esta

prueba.

o Alcaloides (Reactivo de Mayer): es positivo al presentar una coloracion de
blanco a crema en una forma de precipitado. Nuestra muestra se observo

un color blanco que nos da como resultado positivo.
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o Alcaloides (Reactivo de Wagner): es positivo al presentar un color marron

nos dio positivo antes esta prueba.

o Compuestos fendlicos:( FeCL3): dan coloraciones azules, verde o negra.
Nos da muy positivo al presentar un color verde azulado oscuro de gran

intensidad.

o Taninos: (Reaccién- gelatina-sal): presencia de un precipitado. Nuestra
muestra presenta un precipitado blanquecino dandonos como resultado

positivo.

o Flavonoides: (Reactivo de Shinoda): las coloraciones rojas (flavonas),
roja a crimson (flavonoles), crimson a magenta (flavonas), roja a veces azul
o verdes son consideradas positivas. Nos dio positivo presentar un color

rojizo (intenso).

o Terpenos y Esteroides (Reactivo de Lieberman): la reaccion es positivo
al presentar una coloracion que varia de roja o azul. Nuestra muestra

presenta una coloracion semi-azulada dando débilmente positivo.

o Naftoquinonas y antraquinonas (Reactivo de Borntrager): el reactivo
presenta dos fases una fase acuosa y otra fase lechosa, positivo cuando se
tifle de rojo la fase acuosa. Nuestra muestra da débilmente positivo porque

se tifie de rojo claro en la fase acuosa.

o Aminoéacidos (Ninhidrina): la presencia de aminoacidos se detecta con la

aparicion de color violeta. En nuestra muestra nos da negativo.

Fuente: Olga Lock de Ugaz. Investigacion fitoquimica. Métodos en el
estudio de productos naturales

4.1.4 Cromatografia capa fina

Rf: Distancia recorrida por el problema (desde el origen)

Distancia recorrida por el frente de disolvente (desde el origen)
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Tabla N° 13: Frente de retencion (Rf) del extracto etandlico de las hojas y tallos
del Senecio calvus Cuatrecasas

Muestras Extracto de Senecio calvus

Cuatrecasas

Rf 0.53

Revelador: FeCI3 al 1% se revela la presencia de todos los
compuestos fendlicos

Tabla N° 14: Revelado con la luz ultravioleta de las cromatoplacas de los extractos

CROMATOPLACAS | RANGO LUZ MANCHAS
ULTRAVIOLETA
CORTA
N°1 254nm (230-280) (UVC)corta Purpuras
280nm-320nm (UVM)
N°2 320nm-400m (UVL) larga Celeste
fluorescente

Fuente: Olga Lock De Ugaz en su libro Investigacion Fitoquimica. (2016)
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4.1.5 Prueba de hipétesis del efecto antiinflamatorio en el extracto etanélico
del Senecio calvus Cuatrecasas

l. Formulacién de la hipotesis estadistica

Hg: El extracto etandlico de las hojas y tallos del Senecio calvus Cuatrecasas
(Huamanripa serrana) presenta efecto antinflamatorio en ratas albinas con edema
plantar inducido con carragenina.

HO: El extracto etandlico de las hojas y tallos del Senecio calvus Cuatrecasas
(Huamanripa serrana) no presenta efecto antinflamatorio en ratas albinas con
edema plantar inducido con carragenina.

I.  Establecer nivel de significancia:

Para la presente investigacion se decidié trabajar con un nivel de confianza
del 95%, correspondiente a un nivel de significancia (a) de 5% =0.05.

II.  Determinacion del estadigrafo a emplear:

Al tratarse de una variable independiente cualitativa y una variable
dependiente cuantitativa que se desarrollan en un disefio longitudinal lo cual
se plante6 emplear el ANOVA (dos factores).

[ll.  Estimacion del P-valor:
Se llevé a cabo la ejecucion de Andlisis de Varianza (ANOVA) a fin de poner
a prueba la hipotesis planteada y test de Tukey para la evaluacion de
subconjuntos homogéneos.
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Tabla N° 15 Evaluacion del modelo de analisis de varianza (ANOVA) de la magnitud

en mm (milimetro) de la inflamacion.

ANOVA
Suma de Media
|Grupos cuadrados |gl cuadratica |F Sig.
[Control Entre grupos |104,929 5 20,986 56,680 (0,000
Dentrode g 956 o4 |370
grupos
Total 113,815 29
125mg/kg Entre grupos 57,858 5 11,572 25,488 (0,000
Denrode | 5e96  pa 454
grupos
Total |68,754 29
250mg/kg Entre grupos |29,823 5 5,965 13,634 |0,000
Dentrode 15490 b4 437
grupos
Total 40,322 29
|500mg/kg Entre grupos 20,090 5 4,018 7,378 (0,000
Denrode — |3470 b4 545
grupos
Total 33,160 29
AAS Entre grupos 42,246 5 8,449 26,809 10,000
Dentrode 17 56, 24 |315
grupos
Total 49,810 29
NAPROXENO Entre grupos 23,631 5 4,726 5,754 (0,001
SODICO Denrode 119715 ba 821
grupos
Total 43,342 29

+Andlisis significativo de cada factor
+Diferencia estadisticamente significativa al 95% de confianza (p<0.05)

IV.  Toma de Decision
Al encontrarse un P-Valor menor a 0.05, se rechazo la hip6tesis nula, por lo
gue declararemos que se ha establecido la dependencia de las variables;
dicho de otro modo cada tratamiento evaluado varia significativamente
conforme pasa el tiempo.
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Tabla N° 16: Comparacion post-hoc de las medias de la magnitud en mm
(milimetros) de la inflamacion entre tratamiento a evaluar y momento de evaluacion

(Test de Tukey)

Tabla N° 17: Momento a comparar: 0 min

Tratamientos a comparar

() J) Diferencia Error Sig. Intervalo de confianza
Tratamiento | Tratamient | de medias | estandar al 95%
o] (1-J) Limite Limite
inferior superior
125mg/kg 250mg/kg 0,1440 0,17359 0,959** | -0,4216 0,7096
500mg/kg 0,0220 0,17359 1,000** | -0,5436 0,5876
AAS -0,1860* 0,17359 0,888** | -0,7516 0,3796
Control 0,2300 0,17359 0,769** | -0,3356 0,7956
Naproxeno | 0,4200 0,17359 0,189** | -0,1456 0,9856
250mg/kg 125mg/kg -0,1440* 0,17359 0,959** | -0,7096 0,4216
500mg/kg -0,1220* 0,17359 0,980** | -0,6876 0,4436
AAS -0,3300* 0,17359 0,426** | -0,8956 0,2356
Control 0,0860 0,17359 0,996** | -0,4796 0,6516
Naproxeno | 0,2760 0,17359 0,613** | -0,2896 0,8416
500mg/kg 125mg/kg -0,0220* 0,17359 1,000** | -0,5876 0,5436
250mg/kg 0,1220 0,17359 0,980** | -0,4436 0,6876
AAS -0,2080* 0,17359 0,833** | -0,7736 0,3576
Control 0,2080 0,17359 0,833** | -0,3576 0,7736
Naproxeno | 0,3980 0,17359 0,235** | -0,1676 0,9636
AAS 125mg/kg 0,1860 0,17359 0,888** | -0,3796 0,7516
250mg/kg 0,3300 0,17359 0,426** | -0,2356 0,8956
500mg/kg 0,2080 0,17359 0,833** | -0,3576 0,7736
Control 0,4160 0,17359 0,197* | -0,1496 0,9816
Naproxeno | 0,6060 0,17359 0,021* | 0,0404 1,1716
Naproxeno 125mg/kg -0,4200* 0,17359 0,189** | -0,9856 0,1456
250mg/kg -0,2760* 0,17359 0,613** | -0,8416 0,2896
500mg/kg -0,3980* 0,17359 0,235** | -0,9636 0,1676
AAS -0,6060* 0,17359 0,021* |-1,1716 -0,0404
Control -0,1900* 0,17359 0,879** | -0,7556 0,3756

Diferencia estadisticamente significativa al 95% de confianza (p<0.05)*, p>0.05**

Observacion:

Se observa en la tabla N°17 que hay diferencias no significativas de los tratamientos
empleados comparados con el tratamiento del grupo de control (p<0.05),

observandose mayor diferencia significativa en el extracto de 250mg/kg y en el

naproxeno sodico.
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Tabla N° 18: Momento a comparar: 30 min

Tratamientos a comparar

() J) Diferencia Error Sig. Intervalo de
Tratamiento | Tratamient | de medias | estandar confianza al 95%
0 (1-J)
Limite Limite
inferior superior
125mg/kg 250mg/kg 0,3080 0,50873 0,990** | -1,3496 1,9656
500mg/kg | 0,0520 0,50873 1,000** | -1,6056 1,7096
AAS -1,6280* 0,50873 0,040* | -3,2856 ,0296
Control 0,2360 0,50873 0,997* |-1,4216 1,8936
Naproxeno | 0,2640 0,50873 0,995** | -1,3936 1,9216
250mg/kg 125mg/kg -0,3080* 0,50873 0,990** | -1,9656 1,3496
500mg/kg -0,2560* 0,50873 0,996** |-1,9136 1,4016
AAS -1,9360* 0,50873 0,010* | -3,5936 -0,2784
Control -0,0720* 0,50873 1,000** | -1,7296 1,5856
Naproxeno | -0,0440 0,50873 1,000** | -1,7016 1,6136
500mg/kg 125mg/kg -0,0520 0,50873 1,000** | -1,7096 1,6056
250mg/kg 0,2560 0,50873 0,996** | -1,4016 1,9136
AAS -1,6800* 0,50873 0,032* | -3,3376 -0,0224
Control 0,1840 0,50873 0,999** | -1,4736 1,8416
Naproxeno | 0,2120 0,50873 0,998 -1,4456 1,8696
AAS 125mg/kg 1,6280 0,50873 0,040* | -,0296 3,2856
250mg/kg 1,9360 0,50873 0,010* |0,2784 3,5936
500mg/kg 1,6800 0,50873 0,032* | 0,0224 3,3376
Control 1,8640 0,50873 0,014* | 0,2064 3,5216
Naproxeno | 1,8920 0,50873 0,012* | 0,2344 3,5496
Naproxeno 125mg/kg -0,2640* 0,50873 0,995 -1,9216 1,3936
250mg/kg 0,0440 0,50873 1,000 -1,6136 1,7016
500mg/kg -0,2120* 0,50873 0,998 -1,8696 1,4456
AAS -1,8920* 0,50873 0,012 -3,5496 -0,2344
Control -0,0280* 0,50873 1,000 -1,6856 1,6296

Diferencia estadisticamente significativa al 95% de confianza (p<0.05)*, p>0.05**.
Diferencia significativa de medias es menor a 0.05*

Observacion:

Se observa en la tabla N°18 que hay diferencias no significativas de los tratamientos
empleados comparados con el tratamiento del grupo de control (p<0,05) pero en
algunos casos como, observarse mayor diferencia significativa en el extracto del
Senecio calvus Cuatrecasas en 250mg/kg y en le naproxeno sodico. Mientras que
para la diferencia de medias se encuentra en menor el extracto del Senecio calvus

Cuatrecasas en 250mg/kg (-0,0720) y naproxeno sodico (-0,0280).
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Tabla N° 19: Momento a comparar: 60 min

Tratamientos a comparar

0] Diferencia Error Sig. Intervalo de
Tratamiento J) de medias | estandar confianza al 95%
Tratamient (1-J)
2 Limite Limite
inferior superior
125mg/kg 250mg/kg 0,8920 0,50721 0,509** | -,07607 2,5447
500mg/kg 1,3040 0,50721 0,144* | -0,3487 2,9567
AAS 0,5780 0,50721 0,860** | -1,0747 2,2307
Control -0,0080* 0,50721 1,000** | -1,6607 1,6447
Naproxeno | 1,1920 0,50721 0,214** | -0,4607 2,8447
250mg/kg 125mg/kg -0,8920* 0,50721 0,509** | -2,5447 0,7607
500mg/kg 0,4120 0,50721 0,962** | -1,2407 2,0647
AAS -0,3140* 0,50721 0,989** | -1,9667 1,3387
Control -0,9000* 0,50721 0,500** | -2,5527 0,7527
Naproxeno | 0,3000 0,50721 0,991** | -1,3527 1,9527
500mg/kg 125mg/kg -1,3040* 0,50721 0,144* | -2,9567 0,3487
250mg/kg -0,4120* 0,50721 0,962** | -2,0647 1,2407
AAS -0,7260* 0,50721 0,708** | -2,3787 0,9267
Control -1,3120* 0,50721 0,139** | -2,9647 0,3407
Naproxeno |-0,1120 0,50721 1,000** | -1,7647 1,5407
AAS 125mg/kg -0,5780 0,50721 0,860** | -2,2307 1,0747
250mg/kg 0,3140 0,50721 0,989** | -1,3387 1,9667
500mg/kg 0,7260 0,50721 0,708** | -,9267 2,3787
Control -0,5860* 0,50721 0,853** | -2,2387 1,0667
Naproxeno | 0,6140 0,50721 0,827** | -1,0387 2,2667
Naproxeno 125mg/kg -1,1920* 0,50721 0,214* | -2,8447 0,4607
250mg/kg -0,3000* 0,50721 0,991** | -1,9527 1,3527
500mg/kg 0,1120 0,50721 1,000** | -1,5407 1,7647
AAS -0,6140* 0,50721 0,827** | -2,2667 1,0387
Control -1,2000* 0,50721 0,208** | -2,8527 0,4527

Diferencia estadisticamente significativa al 95% de confianza (p<0.05)*, p>0.05**.

Diferencia significativa de medias es menor a 0.05

Observacion:

Se observa en la tabla N°19 que hay diferencias no significativas de los tratamientos

empleados comparados con el tratamiento del grupo de control (p<0.05) .Mientras que

para la diferencia de medias se encuentra en menor el extracto del Senecio calvus

Cuatrecasas en 500mg/kg (-1,3120) y naproxeno sodico (-1,2000).
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Tabla N° 20: Momento a comparar: 120 min

Tratamiento a comparar

0] J) Diferencia | Error Sig. Intervalo de
Tratamiento Tratamient | de medias | estandar confianza al 95%
0] (1-J) Limite Limite
inferior superior
125mg/kg 250mg/kg 1,2640 0,48898 0,140** | -0,3293 2,8573
500mg/kg 1,8080 0,48898 0,013* 0,2147 3,4013
AAS 0,3440 0,48898 0,980** | -1,2493 1,9373
Control -0,2460* 0,48898 0,996** | -1,8393 1,3473
Naproxeno | 2,3880* 0,48898 0,001* 0,7947 3,9813
250mg/kg 125mg/kg -1,2640% 0,48898 0,140 -2,8573 0,3293
500mg/kg 0,5440 0,48898 0,871** | -1,0493 2,1373
AAS -0,9200 0,48898 0,437** | -2,5133 0,6733
Control -1,5100% 0,48898 0,050 -3,1033 0,0833
Naproxeno | 1,1240 0,48898 0,233** | -,4693 2,7173
500mg/kg 125mg/kg -1,8080* 0,48898 0,013* -3,4013 -0,2147
250mg/kg -0,5440% 0,48898 0,871* | -2,1373 1,0493
AAS -1,4640 0,48898 0,062** | -3,0573 0,1293
Control -2,0540* 0,48898 0,004* -3,6473 -0,4607
Naproxeno | 0,5800 0,48898 0,839** | -1,0133 2,1733
AAS 125mg/kg -0,3440* 0,48898 0,980** | -1,9373 1,2493
250mg/kg 0,9200 0,48898 0,437** | -,6733 2,5133
500mg/kg 1,4640 0,48898 0,062** | -,1293 3,0573
Control -0,5900 0,48898 0,829** | -2,1833 1,0033
Naproxeno | 2,0440 0,48898 0,004* ,4507 3,6373
Naproxeno 125mg/kg -2,3880* 0,48898 0,001* -3,9813 -0,7947
250mg/kg -1,1240% 0,48898 0,233** | -2,7173 0,4693
500mg/kg -0,5800% 0,48898 0,839** | -2,1733 1,0133
AAS -2,0440% 0,48898 0,004* -3,6373 -0,4507
Control -2,6340% 0,48898 0,000 -4,2273 -1,0407

Diferencia estadisticamente significativa al 95% de confianza (p<0.05)*, p>0.05**.
Diferencia significativa de medias es menor a 0.05*

Observacion:

Se observa en la tabla N°20 que hay diferencias no significativas en algunos de los
tratamientos empleados comparados con el tratamiento del grupo de control pero en
el caso del naproxeno sddico y el extracto del Senecio calvus Cuatrecasas 500mg/kg
si presenta (p<0,05) .Mientras que para la diferencia de medias se encuentra en menor
el extracto del Senecio calvus Cuatrecasas en 500mg/kg (-2,0540) y el naproxeno
sodico (-2,6340).
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Tabla N° 21: Momento a comparar: 360 min

Tratamientos a comparar

() J) Diferencia Error Sig. Intervalo de confianza
Tratamiento | Tratamient | de medias | estandar al 95%
0 (1-J)
Limite Limite
inferior superior
125mg/kg 250mg/kg 1,2620 0,46831 |0,113** |-,2639 2,7879
500mg/kg 1,9300* 0,46831 | 0,005* ,4041 3,4559
AAS 0,3260 0,46831 |0,981** |-1,1999 1,8519
Control -0,8840 0,46831 |0,433** |-2,4099 0,6419
Naproxeno | 2,6980* 0,46831 |0,000* |1,1721 4,2239
250mg/kg 125mg/kg -1,2620 0,46831 |0,113** |-2,7879 0,2639
500mg/kg 0,6680 0,46831 |0,711** |-8579 2,1939
AAS -0,9360 0,46831 |0,372** |-2,4619 0,5899
Control -2,1460* 0,46831 |0,001* |-3,6719 -0,6201
Naproxeno | 1,4360 0,46831 | 0,053** |-0,0899 2,9619
500mg/kg 125mg/kg -1,9300* 0,46831 | 0,005* |-3,4559 -0,4041
250mg/kg -0,6680 0,46831 |0,711* |-2,1939 0,8579
AAS -1,6040* 0,46831 |0,024* |-3,1299 -0,0781
Control -2,8140* 0,46831 | 0,000* |-4,3399 -1,2881
Naproxeno | 0,7680 0,46831 | 0,582** |-0,7579 2,2939
AAS 125mg/kg -0,3260 0,46831 |0,981** |-1,8519 1,1999
250mg/kg 0,9360 0,46831 |0,372** |-0,5899 2,4619
500mg/kg 1,6040* 0,46831 |0,024* |0,0781 3,1299
Control -1,2100 0,46831 | 0,140** |-2,7359 0,3159
Naproxeno | 2,3720* 0,46831 | 0,000* |0,8461 3,8979
Naproxeno 125mg/kg -2,6980* 0,46831 | 0,000* |-4,2239 -1,1721
250mg/kg -1,4360 0,46831 | 0,053** |-2,9619 0,0899
500mg/kg -0,7680 0,46831 | 0,582** |-2,2939 0,7579
AAS -2,3720* 0,46831 | 0,000* |-3,8979 -0,8461
Control -3,5820* 0,46831 | 0,000* |-5,1079 -2,0561

Diferencia estadisticamente significativa al 95% de confianza (p<0.05)*, p>0.05**.
Diferencia significativa de medias es menor a 0.05*

Observacion:
Se observa en la tabla N°21 que hay diferencias no significativas en algunos de los
tratamientos empleados comparados con el tratamiento del grupo de control pero en

el caso del naproxeno sdadico, el extracto del Senecio calvus Cuatrecasas en

500mg/kg y 250mg/kg si presenta (p<0,05) .Mientras que para la diferencia de

medias se encuentra en menor el extracto del Senecio calvus Cuatrecasas en

500mg/kg (-2,8140), 250mg/kg (-2,1460) y el naproxeno sodico (-3,5820).
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Tabla N° 22: Momento a comparar: 480 min

Tratamientos a comparar

() J) Diferencia Error Sig. Intervalo de confianza
Tratamiento | Tratamient | de medias | estandar al 95%
0 (1-J)
Limite Limite
inferior superior
125mg/kg 250mg/kg 1,2340 0,43611 0,047* | -,1870 2,6550
500mg/kg 2,0440* 0,43611 0,001* | 0,6230 3,4650
AAS -0,1100 0,43611 0,050* |-1,5310 1,3110
Control -2,0060* 0,43611 0,001* |-3,4270 -0,5850
Naproxeno | 2,2860* 0,43611 0,000* | ,8650 3,7070
250mg/kg 125mg/kg -1,2340 0,43611 0,087** | -2,6550 0,1870
500mg/kg 0,8100 0,43611 0,451** | -6110 2,2310
AAS -1,3440 0,43611 0,041* | -2,7650 ,0770
Control -3,2400* 0,43611 0,000* | -4,6610 -1,8190
Naproxeno | 1,0520 0,43611 0,192** | -,3690 2,4730
500mg/kg 125mg/kg -2,0440* 0,43611 0,001* | -3,4650 -0,6230
250mg/kg -0,8100 0,43611 0,041* | -2,2310 0,6110
AAS -2,1540* 0,43611 0,001* |-3,5750 -0,7330
Control -4,0500* 0,43611 0,000* |-5,4710 -2,6290
Naproxeno | 0,2420 0,43611 0,003* |-1,1790 1,6630
AAS 125mg/kg 0,1100 0,43611 1,000** |-1,3110 1,5310
250mg/kg 1,3440 0,43611 0,051** | -0,0770 2,7650
500mg/kg 2,1540* 0,43611 0,001* | 0,7330 3,5750
Control -1,8960* 0,43611 0,003* | -3,3170 -0,4750
Naproxeno | 2,3960* 0,43611 0,000* | 0,9750 3,8170
Naproxeno 125mg/kg -2,2860* 0,43611 0,000* | -3,7070 -0,8650
250mg/kg -1,0520 0,43611 0,192* | -2,4730 0,3690
500mg/kg -0,2420 0,43611 0,993** | -1,6630 1,1790
AAS -2,3960* 0,43611 0,000* |-3,8170 -0,9750
Control -4,2920* 0,43611 0,000* | -5,7130 -2,8710

tComparacion Post-Hoc de HSD Tukey.
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Toma de decision de las comparaciones de los tratamientos

Al encontrarse un P-Valor menor a 0.05, se rechazo la hipétesis nula del tiempo
de 480min, Se observa en la tabla N°22 que hay diferencias significativas de
los tratamientos empleados comparados con el tratamiento control (p<0,05).
Observandose una menor diferencia de medias (-4,0500 y-4,2920) para el
extracto al 500mg/kg y el naproxeno sodico, afirmando que el extracto etandlico
de las hojas y tallos del Senecio calvus Cuatrecasas es el mas eficaz en la
actividad antinflamatoria que el &cido acetil salicilico pero menor que el

naproxeno sodico.

Porcentaje de la actividad antiinflamatoria
50%

45%
40% 40.03% 3 80%
35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

» o) 0 «70
b 0
0% 0% 0% 6% 6% 8%

0' 30' 60' 120' 360' 480"
Control 125mg/kg 250mg/kg ===500mg/kg == AAS NAPROXENO SODICO

Figura N° 8 : Evaluacion del efecto antiinflamatorio en relacion con el tiempo
y el tratamiento de los extractos %
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Tabla N° 23: % Porcentaje actividad antinflamatoria para cada momento

experimental

0} 30' 60' 120 360 480'

Control 0% 0% 0% 0% 0% 0%
125mg/kg 0% 0% 0% 4.56% | 17.02% | 22.84%
250mg/kg 0% 1% 5.07% | 19.26% | 25.72% | 31.17%
500mg/kg 0% 2% 6.55% | 21.94% | 32.27% | 38.99%
AAS 0% 3.24% 1% 2.98% | 24.13% | 24.70%
Naproxeno 0% 4.17% | 7.71% | 2.99% | 40.03% | 43.75%

sodico
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Contrastacion de la validez de la hipotesis
De la misma manera que con las hipotesis especificas, la hipétesis general:

“El extracto etandlico de las hojas y tallos del Senecio calvus Cuatrecasas
(Huamanripa serrana) presenta efecto antinflamatorio en ratones con edema
plantar inducido con carragenina”, solo se considera verdadera por induccion,
al establecerse la veracidad de las hipotesis especificas que la conforman,

como en la siguiente tabla:

Tabla N° 24: Analisis de la aceptacion de la hip6tesis general como
respuesta inductiva a los resultados estadisticos de sus hipétesis especificas

HIPOTESIS ESPECIFICAS RESULTADO ESTADISTICO

Hi: El extracto etandlico de las hojas Yy tallos
del Senecio calvus Cuatrecasas SE ACEPTA*
(Huamanripa serrana) posee metabolitos
secundarios los cuales son capaces de
generar la actividad antiinflamatoria.

H2: Existe la concentracién que contiene la
actividad antiinflamatoria del extracto SE ACEPTA**
etandlico de las hojas y tallos del Senecio
calvus Cuatrecasas (Huamanripa serrana).

Hs: El efecto antiinflamatorio del extracto SE ACEPTA***
etandlico de las hojas y tallos del Senecio
calvus Cuatrecasas (Huamanripa serrana)
es similar en comparacién con los farmacos
antinflamatorios como el naproxeno sodico y
el acido acetilsalicilico.

HIPOTESIS GENERAL RESULTADO INDUCTIVO

“El extracto etandlico de las hojas y tallos del SE ACEPTA
Senecio calvus Cuatrecasas (Huamanripa
serrana) presenta efecto antinflamatorio en
ratones con edema plantar inducido con
carragenina’.
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Hi: En el extracto etandlico de las hojas y tallos del Senecio calvus Cuatrecasas
se identificaron metabolitos secundarios como flavonoides, taninos y compuestos
fendlicos. Estos con antecedentes de que muchos de ellos poseen efecto
antiinflamatorio.

H2: El extracto etandlico de las hojas y tallos del Senecio calvus Cuatrecasas a
125mg/kg ,250mg/kg y 500mg/kg si poseen actividad antiinflamatoria, siendo el de
mayor efecto antinflamatorio el 500mg/kg y el naproxeno los de mejor resultado
estadistico (p<0.05).

Hs: El extracto etandlico de las hojas y tallos del Senecio calvus Cuatrecasas al
500mg/kg posee mayor efecto antinflamatorio que el acido acetilsalicilico pero
menor que el naproxeno sédico.

4.1.6 Prueba histolégica

Se mandaron a analizar a la universidad nacional mayor de San Marcos en el
departamento académico de Ciencias Morfolégicas; dandonos el siguiente
resultado.

A) Piel de rata 40x normal

Figura N° 9 : Piel de rata 40x estado normal

K Dermis papilar
Dermis reticular
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B)

Figura N° 10: Piel rata 40x + carragenina+ suero
fisiologico

Observacion: la inflamacion es mas notoria en dermis reticular, profunda,
e hipodermis, con formacién de acumulos neutrofilicos (granuloma dafio)
(++++), la flecha indica presencia de granuloma.

Figura N° 11 : Piel rata + carragenina + Senecio calvus Cuatrecasas
extracto 125mg/kg 40X

Observacion: infiltrado inflamatorio dermis reticular, con formacion de
agregados neutrofilicos (granuloma dafo) (+++), la flecha indica presencia

de granuloma.
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FiguraN° 12 : Piel rata + carragenina + Senecio calvus Cuatrecasas extracto
al 250mg/kg 40X

Observacion: Se observan areas de piel dentro de limites normales, con un
foco de ampolla intraepidérmica, desprendimiento de la capa basal, con
infiltrado de hematies y neutréfilos, formando micro abscesos; ademas,
extenso infiltrado inflamatorio en dermis, a predominio de neutrofilos.

Menor en infiltrado inflamatorio dermis (granuloma dafio) (++) la flecha

indica presencia de granuloma.

.)3;*;:“ * : N - \i
Wiz % L NN

Figura N° 13 : Piel rata + carragenina + Senecio calvus Cuatrecasas
extracto al 500mg/kg 40X

Observacion: Se observa una epidermis mejor conservada que en los
otros 3 grupos, aungue se ha formado de manera focal, aislada, un
pequefio absceso intraepidérmico, con infiltrado a hematies y una
escasa cantidad de neutréfilos. Granuloma dafio (+), la flecha indica
presencia de granuloma.
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Figura N° 14: Piel rata + carragenina + AAS 0.25% 40X

Observacion: Se observa la piel con un area que forma la ampolla
intraepidérmica, infiltrada con hematies y algunos neutroéfilos, También se
observa infiltrado inflamatorio dermis, que forma agregados neutrofilicos

En dermis reticular se observa una ligera disminucién de granulomas dafio

(++).

Figura N° 15: Piel rata + carragenina + Naproxeno sodico 0.5% 40X

Observacion: una epidermis mejor conservada que en los grupos
anteriores, aunque se ha formado de manera focal, aislada, un pequefio
absceso intraepidérmico, con infiltrado a hematies y una escasa cantidad
de neutrdfilos

En dermis se observa ausencia de granuloma.
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4.1.7 Dosis letal media

Mortalidad:

El producto Senecio calvus Cuatrecasas (Huamanripa serrana) no produjo

mortalidad en las dosis administradas durante los 14 dias de evaluacion de este

estudio.

Tabla N° 25: Resultado de la toxicidad aguda oral

Mortalidad machos

Dosis (mg/kg ratén)

muertos/total

0/3
0/3
0/3

Control

1000
2000

Tabla N° 26: Resumen de observaciones

-Dia

Hora

14

13

12

11

718|9]| 10

6

4h

2h

1h

PARAMETR

0s

MU

CD

Cs

MU

CD

Cs

MU

CD

Cs

OBSERVA

C.

DOSIS

(mg/Kg)

2000mg/kg

1000mg/kg

CONTROL
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Rangol-5

=4

No presenta patologia +: Presenta patologia
M: Muerte U: Urogenital
C: Comportamiento P: Piel
R: Respiratorio M: Muscular
D: Digestivo Cs: Compromiso Sistémico
CD: Cardiovascular y Hematopoyético

Tabla N° 27: Medida del peso del higado al evaluar toxicidad

Organo Tratamiento Media +- error
estandar
Higado Suero fisiolégico 1.7+0.05
Senecio calvus 1.65+0.05
Cuatrecasas
1000mg/kg
Senecio calvus 1.57+0.05
Cuatrecasas
2000mg/kg

No se observa variacién en la medida del peso del higado.

Tabla N° 28: Medida del peso del rifién al evaluar toxicidad

Organo Tratamiento Media +- error
estandar

Rifion Suero fisiolégico 0.43+0.05
Senecio calvus 0.36+0.05
Cuatrecasas 1000mg/kg
Senecio calvus 0.34+0.05
Cuatrecasas
2000mg/kg(repeticion)

No se observa variacion en la medida del peso del rifidon.
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Tabla N° 29: Evolucion temporal de la media del peso corporal del raton

DIAS controlde 1000mg/kg 2000mg/kg

peso
1 28.60 28.40 27.60
2 29.00 28.00 27.50
3 30.10 29.70 27.43
4 29.72 29.80 28.30
5 30.14 29.76 27.89
6 29.76 29.46 27.24
7 30.23 29.84 26.78
8 28.70 30.80 29.80
9 29.70 30.24 29.27
10 29.89 29.72 27.57
11 30.16 29.66 28.57
12 30.57 29.42 28.68
13 30.60 26.30 27.43
14 31.60 27.30 28.43

Evolucion temporal de la medida del peso
corporal
100%

90%
80%

70% C==0—=0=0—=0—C—=C s oO=0—0-—
60%

50% 2000mg/kg
0,
40% H—.-H—‘—‘\.—-.—-.-.—‘—.-. =@==1000mg/kg
30%
20% ==@==control de peso

10%
0%
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Dias

Figura N° 17: Evaluacion temporal del efecto téxico
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4.2. Discusion de resultados.
Identificacion de los metabolitos

El tamizaje fitoquimico (tabla N°12) revel6 la presencia de mayor cantidad de
compuestos fenolicos “flavonoides “(+++), alcaloides (++) y taninos (++) lo que
concuerda con lo reportado con Jesus Florian Et. (2014) el cual evidencio
flavonoides en las partes aéreas mientras que en menor concentracion se
encontraron las  quinonas y esteroides. El género Senecio tiene
sesquiterpenoides, monoterpenoides, diterpenoides, triterpenoides,
compuestos fendlicos y flavonoides, aceites esenciales y alcaloides de
pirrolizidina.

Doroteo E., et al (2012) aseguraron en sus estudios realizados que se ha
demostrado la  capacidad antiinflamatoria en compuestos fendlicos, de igual
modo los polifenoles brindan efecto antiinflamatorio; mientras que Enciso &
Arroyo (2011), mencionan gue los flavonoides son antiinflamatorios en razén
de que inhiben la prostaglandina endoperoxido sintetasa, asi como también los
flavonoides regulan funciones inmunes e inflamatorias de las células in vitro e
in vivo.

Con respecto a la tabla N°11 demostré una mayor solubilidad en los solventes
polares como el metanol, cloroformo y diclorometano.

Con respecto al andlisis por cromatografia se empleé cromatografia en capa
fina (TLC), y el sistema de solventes usado fue elegido en base al libro de Olga
Lock Ugaz (2006) el cual fue Diclorometano; Metanol (3:1).

El TLC en las tabla N° 13 y tabla N° 14 separo e identificd la presencia de
compuestos fendlicos; flavonoides responsables de la actividad
antiinflamatoria. Con un Rf =0.53.Lo que concuerda con lo reportado con
Zeisnstegeral, et al, (2007) que demostré que el género Senecio posee

compuestos fenolicos y flavonoides tienen un Rf =0.53.
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Mientras que en la lampara UV-VIS; (UVC (230nm-280nm) “onda corta”, el color
evidencio fue purpura demostrando que posee flavonoides tipo flavonas o
flavonol mientras que la UVL (320nm-400nm) “onda larga” el color que se
evidencio fue celeste fluorescente el cual demuestra la presencia de flavonas y

flavononas los cuales cumplen de acuerdo al libro de Olga Lock Ugaz (2006).

En base a lo antes mencionado los flavonoides, al tener un doble
comportamiento al inhibir la formacion de leucotrieno B4 (LTB4) y la formacién
de prostaglandina E2 (PGE2), alteran el metabolismo del acido araquidénico
reduciendo la sintesis de interleuquina 1 (IL-1) y de esta manera inhibiendo el

proceso inflamatorio. (6

Evaluaciéon de la inflamacién

Para la evaluacion de la actividad antiinflamatoria del extracto etandlico de las
hojas y tallos del Senecio calvus Cuatrecasas se us6 el método del edema
plantar el cual se basa en la induccion de la inflamacién por inyeccién sub-
cutanea de este mucopolisacarido que es la carragenina al 1%de acuerdo a K.
Arauco Et., en su investigacion “Efecto antiinflamatorio y analgésico del
extracto etandlico de Muehlenbeckia volcanica (mullaca) sobre el granuloma
inducido por carragenina en ratas”, menciona que la carragenina demostré

tener mayor significativa para generar la inflamacion.

El mecanismo celular y molecular de la inflamacion inducida por carragenina
esta bien caracterizado, la fase inicial del edema producido por la carragenina
se relaciona con la liberacion de los mediadores dela inflamacion los cuales son
histamina, leucotrienos, PPAF (factor activador de plaquetas) y de la COX
(ciclooxigenasa) (63

Seguidamente empieza la fase tardia a la cual induce una respuesta
inflamatoria que se ha relacionado a la infiltracién y la liberacién de otros

mediadores derivados del neutrofilo.
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El extracto etandlico del Senecio calvus Cuatrecasas (tabla N°24), de acuerdo
a los ensayos efectuados y la hipétesis propuesta, han demostrado tener el
efecto antiinflamatorio.

En los datos obtenidos por ANOVA, se ha demostrado existe diferencia
significativa en los extractos del Senecio calvus Cuatrecasas al 2.5%,1.25% y
0.625%, en comparacion con el naproxeno sodico y el acetil salicilico.
(p<0.005). Asimismo, se afirma que la actividad antinflamatoria alcanza su pico

maximo con el extracto en concentraciones de 2.5% y en el naproxeno.

Por otra lado en la figura N°9 muestran los resultados obtenidos de la actividad
antiinflamatoria en porcentajes los cuales son: existe una presencia
significativa con menor porcentaje de error en el extracto etandlico de
500mg/Kg en (38.99%) y el naproxeno sodico (43.75%) presentando mayor
porcentaje de inhibicion inflamatoria mientras que un menor porcentaje de
inhibicién inflamatoria fue para las concentraciones al 125mg/kg (22.84%) y
250mg/kg (31.17%) del extracto etandlico del Senecio calvus Cuatrecasas Yy
el &cido acetilsalicilico (24.70%).

El resultado de la investigacion del efecto antiinflamatorio (tabla N°23)
haciendo uso de la técnica inflamacién del edema plantar (método Arroyo) se
evidencié mayor porcentaje de inhibicién en la concentracién del extracto
etandlico del Senecio calvus Cuatrecasas al 500mg/kg (38.99%).

El resultado de la prueba histolégica comprueba que presencia de granuloma
de las dosis de 500mg/kg y del Naproxeno sodico son menores a diferencia de
las restantes.

Con respecto a la prueba dosis letal media las tablas N°25, N°26, N°27,
N°28,N°29 y la figura N°17 del extracto etandlico de las hojas y tallos del
Senecio calvus Cuatrecasas en ratones se considera una sustancia no toxica
ya que no revelaron ningun tipo de alteracion al termino de los 14 dias en
ratones por el cual se puede considera como una sustancia no toxica ya que se
encuentra por encima de los 2000 mg/Kg establecido por la comunidad
europea. (OCDE 425). (68:69)
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CAPITULO V:

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

1. El extracto etandlico del Senecio calvus Cuatrecasas demostré la
presencia de flavonoides y taninos en mayor proporcién

2. El extracto etandlico de Senecio calvus Cuatrecasas presentd mayor efecto
antiinflamatorio a concentracion de 500mg/kg en (38.99%).

3. El extracto etandlico del Senecio calvus Cuatrecasas presentaron mayor
porcentaje del efecto antinflamatorio a concentracion 500mg/kg en
comparaciéon que el farmaco acido acetil salicilico en 24.70% pero en menor

grado que el naproxeno sodico (43.75%).
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5.2 Recomendaciones

1. Continuar con trabajos de investigacion clinicos que complementen los
estudios realizados.

2. Realizar una formulacién farmacéutica para establecer su utilidad como una

terapia alternativa para el tratamiento de la inflamacion.

3. Realizar un estudio de las otras estructuras botanicas de la planta como
raiz, flores, fruto.
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Anexo N° 1: Certificacion botanica de la especie Senecio Calvus Cuatrecasas (Huamanripa serrana)

Hamilton W. Beltran S.
Consultor Botanico
Calle Natalio Sanchez 251- Jests Maria
hamiltonbeltran@yahoo.com

CERTIFICACION BOTANICA

El Bidlogo colegiado y autorizado por el Inrena segun RD. N° 334-2013-MINAGRI-
DGFFS/DGEFFS, con Registro N° 37, certifica que la planta conocida como
‘HUAMANRIPA” proporcionada por las Srta. MONICA AJAHUANA VILLAFAN,
estudiante de la UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA, Facultad
Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica, ha sido estudiada cientificamente y

determinada como Senecio calvus y de acuerdo al Sistema de Clasificacion de

Cronquist 1981, se ubica en las siguientes categorias:

Reino:
Division:

Clase:

Subclase:

Orden:
Familia:
Genero:

Especie:

Plantae
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Asteridae
Asterales
Asteraceae
Senecio

Senecio calvus Cuatrecasas.

Se expide la presente certificacién a solicitud de la interesada para los fines que

estime conveniente.

Lima, 31 enero 2018 —

Blga/l-ls;r'r1iltoh Beltran

Hamilton Wilmer Belman Santago
Biologo - Botdnico
CRP 2719
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Anexo N° 2 : Matriz de consistencia

EFECTO ANTIINFLAMATORIO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LAS HOJAS Y TALLOS DE Senecio calvus
Cuatrecasas (HUAMANRIPA SERRANA) EN RATAS CON EDEMA PLANTAR INDUCIDAS CON CARRAGENINA

PROBLEMA
GENERAL

El extracto etandlico
de las hojas y tallos
del Senecio calvus
Cuatrecasas
(Huamanripa serrana)
tendra efecto
antiinflamatorio en
ratas albinas con
edema plantar
inducidas con
carragenina al 1%?

PROBLEMAS
ESPECIFICOS

1. ¢ El extracto
etandlico de las hojas
y tallos del Senecio
calvus Cuatrecasas
(Huamanripa serrana)
tendra algunos tipos de
metabolitos
secundarios que
generan la actividad
antiinflamatoria?

OBJETIVO
GENERAL

Determinar el efecto
antiinflamatorio del
extracto etandlico de
las hojas y tallos del
Senecio calvus
Cuatrecasas
(Huamanripa
serrana) en ratas
albinas con edema
plantar inducidas con
carragenina.

OBJETIVOS
ESPECIFICOS

1. Identificar qué
tipo de metabolitos
secundarios
presentes en el
extracto etandlico de
las hojas vy tallos del
Senecio calvus
Cuatrecasas
(Huamanripa
serrana) poseen el
efecto antiinflamatorio

HIPOTESIS
GENERAL

El extracto etandlico de
las hojas y tallos del
Senecio calvus
Cuatrecasas
(Huamanripa serrana)
presenta efecto
antinflamatorio en ratas
albinas con edema
plantar inducido con
carragenina.

HIPOTESIS
ESPECIFICAS

1. Elextracto
etandlico de las hojas y
tallos del Senecio
calvus Cuatrecasas
(Huamanripa serrana)
posee metabolitos
secundarios los cuales
son capaces de generar
la actividad
antiinflamatoria.

OPERACIONALIACION DE

METODOLOGIA

VARIABLES
VARIABLE INDICADOR TIPO
INDEPENDIENTE ES
Experimental
extracto etandlico de las Andlisis Longitudinal
hojas y tallo del Senecio fitoquimico Cuantitativo
calvus Cuatrecasas
VARIABLE INDICADOR DISENO
DEPENDIENTE ES
Evaluacién experimental
de la
efecto antiinflamatorio del | disminucién
extracto etandlico hojasy | del edema
tallo del Senecio calvus
Cuatrecasas Evaluacién NIVEL
histolégica basico
" Evaluacion |

89

de la dosis
letal media

INSTRUMENTOS

Poblacién: 30 ratas
albinas macho
(edad : 2 mesesy
medio de edad y
un peso promedio
200 g + 50g, dela
cepa holtzman

Muestra: 6 grupos
de 5 ratas albinas
cada uno.
Procesamiento Y
Analisis De Datos.
Analisis descriptivo
e inferencial con los
programas SPSS, -
ANOVA,
comparacion
multiple post-hoc
prueba de Tukey.



2. ¢Cuél serala
concentracion que
contiene la actividad
antiinflamatoria del
extracto etandlico de
las hojas y tallos del
Senecio calvus
Cuatrecasas
(Huamanripa
serrana)?

3. ¢ Tendra actividad
antinflamatoria el
extracto etandlico de
las hojas y tallos del
Senecio calvus
Cuatrecasas
(Huamanripa serrana)
en comparacion con
los farmacos
antinflamatorios como
el Naproxeno sédico y
el Acido
acetilsalicilico?

2. Determinar la
concentracion que
contiene la actividad
antiinflamatoria del
extracto etandlico de
las hojas y tallos del
Senecio calvus
Cuatrecasas
(Huamanripa
serrana).

3. Comparar la
actividad
antinflamatoria del
extracto etandlico de
las hojas Yy tallos del
Senecio calvus
Cuatrecasas
(Huamanripa
serrana) en
comparacioén con los
farmacos
antiinflamatorios
como el Naproxeno
sodico y el Acido
acetilsalicilico.

2. Existe una
concentracion que
contiene la actividad
antiinflamatoria del
extracto etandlico de
las hojas y tallos del
Senecio calvus
Cuatrecasas
(Huamanripa serrana).

3. El efecto
antiinflamatorio del
extracto etandlico de
las hojas y tallo del
Senecio calvus
Cuatrecasas
(Huamanripa serrana)
es similar en
comparacioén con los
farmacos
antinflamatorios como
el Naproxeno sédico y
el Acido acetilsalicilico.
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Anexo N° 3 : Matriz de operacionalizacion de variables

VARIABLES

VI. extracto
etandlico de las
hojas y tallos del
Senecio Calvus
Cuatrecasas.

DIMENSIONES
Fitoquimica

INDICADORES
Identificacion de
metabolitos
secundarios

ITEMS

mg/kg)

Extracto al 1.25% (250 mg/kg)
Extracto al 2.5% (500 mg/kg)
Patron al 0.25%(AAS 50mg

/kg)

Patron al 0.5 % ( Naproxeno

50mg /kg)

Fuente
Tratamiento
administrado

INSTRUMENTO
Ficha de

Control (suero fisiologico)
Extracto al 0.625% (125

Observacion Ad
Hoc

VD Efecto
antiinflamatorio.

Farmacoldgico

variacion en la
medida de la pata
inflamada de la
rata a evaluar
medida con un
Vernier digital
expresado en mm

De 0.5 mma 11 mm.

Pata lzquierda
de cada ratas
a evaluar

Ficha de
Observacion Ad
Hoc

V. INT. Peso de
la rata

Magnitud

Gramos de
peso(rata)

De 200g £50¢g

Las ratas a
evaluar

Ficha de
Observacion Ad
Hoc
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Anexo N° 4: Ficha de recoleccién de datos “Para la evaluacion del efecto
antiinflamatorio del extracto etandlico de las hojas y tallos del Senecio calvus
Cuatrecasas (Huamanripa serrana) en ratas con edema plantar inducidas con
carragenina en ratas” (Juicio de expertos)

I |
, UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA

Facuilad O Ciencias FaFmaceuticas v B 0ol mcs

Fichia de recalecoiiin de daios

Para la svabustlin del #lecio amtlimlamstoso del satrscto stesilion de e
hojan y talloy del Senecio calya C [HUMPAANRIPS SERLAMNA] 0 ratas con
sdermin planiar milucidan com carmagening,

| Mileii e Ewperbong

Dl j oo @by

Cirapiin 4l que pareaca
Felatodcdogia de ba bvestigacidn

ol B e @ Sl e pleadn
Farmacos paironas

Doy dal anlmal dio asmar bwanlsclidng

al  Arimal el eson st
hf B

i &PE0

d} PESD

el COHOn

fi NAlA

Travsminmo peca la svalusodn esiallssalorio

MAORAENTOS DF EVALLIACIGR

e S ] Hisal 1l e L e 1] BTN | LSAUEeR | AESS | AR

Lonirol |gimm ||!.II:|"“|" n|

Estrscio g Sardcio Calaus C 8 06 F5% L1235 mgregs

Extracio da Sanechn Cabous C. 8l L25% (150 mg/ig)

Fairieni de Sanecin Cabaii C. al 3 'l'll-:rq.l.'lll!!'lm

Pairde of 25 (AAS S0mp kg

Pairde 0.5 % | Kaprow nd sodkoo 50mg /g

Hora da bn ko dedl ir st esieeio I:I Facha de b eeabearads :
Haora da inkks dell iratssieno; :

Firma Dl Geaimiscs Fanmacdutioo
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UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA

Fatultad D= Ciencias Farmacdubice Y Biequimica

Ficha de recoleccion de datos

Fara |a evaluacion ded efecto: antiinflamatorio ded estracto etandlico de ks
hizjas y talas del Searcia codews L [HUAMANRIPA SERAAMA) &0 ralas can
edema plantar induckdas coa Carragenina.

{wicio de Expertos)

EREGAYD:

ERERTC SO L BILIDAD
Seoldiaaii D M-Hexann | Berndeo Diclomimetans | Acetaio o el | e Eta il Aliia

Ewtricin sbancles
dal S#iiio edvus £

Matodokegia- & cada und da leg 7 mibas &6 e tepd ta ool d uta aliosata del S racts atandlon e
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UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA
Faculiad e Cienciad Farrmpieuticas Y DogLirmiEa
Ficha e recalacckn de datos

Para |o evabussion del afocto antlinflamatorio del extracta etandlice de ke
hojas y lalas del Seasclo b © (HUAMANRIPA STRRARA) &0 ralas con
wdama plantar induckdss con carraganens,
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UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA

Fatultad De Cencing Farmacdutions ¥ Boguimics
Ficha do recolecclon de datos

Para ks evaluackan del sfecto antinflamatono del extracio etancico de las
hajis y tallos del Senecke calvus € (MUANANIIPA SERBRANA) o ratas con
edema plantar Inducidas con carragenina
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Anexo N° 5: Fotos del trabajo de investigacion (tesis)

Recoleccion de las hojas y
tallos del Senecio calvus
Cuatrecasas

Seleccion de las hojas y tallos
del Senecio calvus
Cuatrecasas.

Distribucién de las hojas y
tallos del Senecio calvus
Cuatrecasas para su
correspondiente secado.
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Secado de las hojas y tallos
del Senecio calvus
Cuatrecasas a 40°C en la
estufa.

Pulverizacién en un molino
manual de las hojas y tallos del
Senecio calvus Cuatrecasas ya
secas.

Almacenamiento de las hojas y tallos del
Senecio calvus Cuatrecasas pulverizados en un
frasco &mbar con alcohol 96° con agitacion
periodica durante 8 dias. (Método de extraccion:
Maceracion)
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Secado del extracto etanolico del Senecio calvus

Cuatrecasas.

Reactivos a usar para
Marcha de solubilidad.

Resultado de la marcha de
solubilidad del extracto
etandlico del Senecio calvus

Reactivos a usar para
screening fitoquimico

Resultado del screening
fitoquimico del extracto
etanolico del Senecio calvus



Cromatografia del extracto
etandlico del Senecio calvus
Cuatrecasas (TLC).

Revelado de los cromatofolios del
extracto etandlico del Senecio calvus
Cuatrecasas (con la ldampara UV).

Revelado UVC: onda corta.

Revelado UVL: onda larga.
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Preparacion de los patrones AAS Y
Naproxeno sédico para el
correspondiente analisis del efecto
antiinflamatorio.

Seleccion de ratas en grupos de
experimentacion (6 grupos de 5 miembros
cada uno) y procedio a marcarlas para su
identificacion.

Se pesoé a la ratas para su determinara su
dosis a aplicar.
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Aplicacion de las dosis 2.5%, 1.25%,0.625%
del extracto etandlico del Senecio calvus
Cuatrecasas via oral

Medicion de la medicién del diametro de
la inflamacién con le vernier digital

Preparacion para la prueba
histoldgica: haciendo un corte
transversal a la pata con
inflamacion.

102



Se procedi6 a depositar en
cloroforma para su
correspondiente analisis
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Anexo N° 6: Matriz de validacion por juicio de expertos

UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA

FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA

Matriz de validacion de contenido por juicio de expertos de
la ficha de observacion Ad-hoc para la recoleccion de datos

Efecto antiinflamatorio del extracto etandlico de las hojas y tallos del
Senecio calvus Cuatrecasas (huamanripa serrana) en ratas con edema
plantar inducidas con carragenina.

JUEZ VALIDADOR EFECTIVIDAD PERTINENCIA SUFICIENCIA VIABILIDAD SECUENCIALIDAD REPETITIVIDAD

Dra. Britt Alvarado Chavez 80 70 80 90 90 90 84%

Dr. Carlos Casanova Vargas 100 100 100 100 100 100 100%

Dr. Pablo Bonilla Rivera 90 90 90 90 90 90 90%
91.3%
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