UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA

FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA

EFECTO ANTIINFLAMATORIO DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE Oenothera rosea A.
(CHUPASANGRE) EN RATAS ALBINAS (Holtzman)

TESIS PARA OPTAR AL TITULO PROFESIONAL DE QUIMICO
FARMACEUTICO Y BIOQUIMICO

TESISTAS:
TACO RODRIGUEZ ROBERTO CARLOS
SALAVERRY ACEDO SILVIA ELSA

ASESOR:

Mg Q.F MONTELLANOS CABRERA HENRY

Lima — Peru
2019


http://scholar.google.com.pe/scholar?q=ratas+albinas+holtzman&hl=es&as_sdt=0&as_vis=1&oi=scholart&sa=X&ved=0ahUKEwjji-yimNnYAhVng-AKHS6sAKoQgQMIIzAA

DEDICATORIA

A Dios por guiar constantemente mis
pasos; a mis padres por animarme a
seguir adelante, por ser mi mayor apoyo
y sobre todo por quererme; a mi hijo por
ser mi principal motivacion de
superaciéon, a toda mi familia por sus
sabios consejos, a mi compafiera, Silvia
Salaverry porque sin el equipo que
formamos, no hubiéramos logrado este
temay todas aquellas personas que me

apoyaron a lo largo de mi carrera.

Roberto Taco

A Dios por cuidar y guiar mi vida

A mis padres, por su apoyo
incondicional en cada etapa de mi vida
personal y profesional

A mi esposo y a mis Hijos quienes hoy

son mis mas grandes inspiraciones.

Silvia Salaverry



AGRADECIMIENTO

Agradecer a Dios por estar con nosotros y guiarnos, permitiendo la culminacién de

este Trabajo de Investigacion.

A Tutores que sin su ayuda y conocimiento no hubiese sido posible realizar esta

Investigacion.

A nuestros padres por habernos proporcionado la mejor educacién y leccién de

vida.

A nuestros familiares y amigos por su apoyo y por estar a nuestro lado.

Taco Roberto
Salaverry Silvia



INDICE GENERAL

DEDICATORIA
ABSTRACT
INTRODUCCION .....ovitiieiiieiiseeieti ittt sbese et ene e s s senesnenas 1
CAPITULO I: PROBLEMA DE INVESTIGACION ......cooviiiiiieisiesieeciesee e 2
1.1.Descripcion de la realidad problematica ..........coooviiiviiiiiiiiiiiiiieeeee e 2
1.2.Formulacion del Problema............ccooooe oo 3
1.2.1. Problema General ...........oooouuiiiiiii e 3
1.2.2. Problema ESPecCifiCOS..........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeee e 3
1.3.0DJELVOS .....coeiiiiiiiiiiiii 3
1.3.1. ODbJetiVO gENEIAI ......ccieeeieeeecce et e 3
1.3.2. Objetivos €SPECITICOS. ....ovvviiiiiiiie e 4
1.4. Justificacion e importancia del @StUIO.........ccooeiiiiiiiiiiiiiiiie e 4
CAPITULO I1: MARCO TEORICO ......ooiiiiiietiisieeiete e 5
2.1. Antecedentes del EStUAIO ..........uiiiieiiiiiiiece e 5
2.1.1. NACIONAIES.......eee e 5
N N [ 01 (=1 F= (o [ =1 [ PP 9
2.2.BASES TEOMCAS ...cvvvviiieieeeeeeeeeee et e e e et e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e 9
2.3 HIPOIESIS ... e e 15
2.3.1. HIpOLESIS gENETAL......ccciieeeieci e 15
2.3.2. HIpOtesSiS SPECIfICAS ......ceei ittt 15
2.4.0peracionalizacion de Variables.............ccuuuiiiiiiiiiiii e 15
2.4.1. Variable Independiente ..............oiiiiiiiiiii e 17
2.4.2. Variable Dependi€nte.........coooiiiiiiiiiiiiie e 17
2.5.MarCO CONCEPLUAL. ... euuuieiiiiiiiiiitiittieiiiit bbb aeane 17
CAPITULO Iz METODO ..ottt 201
G 700 I T o Lo T o (oI =2 (1 [ [ LSRR 20
3.2.DISEM0 POF ULHIZAT ... 20

B B P OB ACION ..o 20



B VT 1= 20

3.5.Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos ......cccovveveeeieieeeiiieeeen, 21
3.6.Procesamiento A DalOS. ......couieuie e 21
CAPITULO IV: PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS .....ooeeeee... 23
4.1.Presentacion de reSUIATOS ... ...cenveeieeeeee e 23
4.2.Contrastacion de NiPOLESIS.......cooiiiiiiiiiiiiiie e 29
4.3.DisCUSION de reSURAAOS .. ... 29
CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ......ovvvveveeeeeeeeeeee, 30
B CONCIUSIONES. . e 30
5.2 . RECOMEBNAACIONES. ..o e 31
REFERENCIAS . ... e e 33

ANEXOS . 37



Tabla 1
Tabla 2
Tabla 3
Tabla 4
Tabla 5

Tabla 6
Tabla 7

Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.

INDICE DE TABLAS

Operacionalizacion de Variables ............ccccvvvviiiiiiiiie e, 15
REACHIVOS.....co oo 17
Estadisticos Descriptivos: Volumen de inflamacion (ml) ................. 23
Prueba de homogeneidad de varianzas............cccccvvevvvviiiiineeeeeeeennns 25
Prueba de Kruskal Wallis: ..., 26
Comparaciones multiples Games-Howell.................ccoovvviiiiiinnneenn. 27
Efecto de inhibicidn de la inflamacion....................ocoo 28

INDICE DE FIGURAS

CRUPA SANQGIE ... e e e e 12
Evolucion del volumen de inflamacion por hora segun tratamiento. 25
Evolucion del Efecto Inhibidor de la inflamacion por hora segun

LEz1e=10 0111 1 (0 AT PTRRRRTR 29



RESUMEN

El objetivo fue determinar en la medida que el extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Oenothera rosea A. (chupasangre) tiene efecto antiinflamatorio en ratas con
induccion a inflamacion. Se determind por el método del edema plantar el efecto
antiinflamatorio, se uso la solucion de Nacl 10% en solucion fisiolégica como agente
inductor del proceso inflamatorio en la pata trasera de la rata con peso entre 200£10
g, se realizaron mediciones del volumen de inflamacion a las 1,2, 3, 4,5, y 6 horas
mediante el pletismémetro, asi mismo, en ratones con peso entre 200+10 g se
determind la dosis ideal fue 25% del extracto Hidroalcohodlico de las hojas de
Oenothera rosea A. (chupasangre); se administrd dosis Gnica por via Intramuscular
diferentes concentraciones del extracto que fueron 10; 250; 500 mg/Kg. Resultados;
los tipos de metabolitos secundarios hallados en el extracto fueron; saponinas,
taninos, esteroides, triterpenoides, alcaloides y los de mayor presencia fueron
flavonoides y compuestos fendlicos; la dosis ideal fue el de 25%, al grupo de 10%
gue se administro fue intermedio y las dosis de 50% no hubo ninguna reaccion del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Oenothera rosea A. (chupasangre). Tiene
efecto antiinflamatorio y ha evidenciado ser seguro por tratarse de una sustancia

no toxica segun las condiciones experimentales de la presente investigacion.

Palabras clave: Chupa sangre, antiinflamatorio, NaCl, DL, % eficacia

antiinflamatoria.



ABSTRACT

He objective was to determine to the extent that the hydroalcoholic extract from the
leaves of the Oenothera rosea A. (bloodsucker) has an anti-inflammatory effect in
rats with induction of inflammation. The anti-inflammatory effect was determined by
the method of plantar edema, the solution of Nacl 10% in physiological solution was
used as an agent that induces the inflammatory process in the hind paw of the rat
weighing 200 = 10 g, measurements of the volume of inflammation at 1,2, 3, 4,5,
and 6 hours by means of the plethysmometer, likewise, in mice weighing 200 + 10
g, the ideal dose was 25% of the Hydroalcoholic extract of the leaves Oenothera
rosea A. (bloodsucker) ; single dose was administered intramuscularly different
concentrations of the extract that were 10; 250; 500 mg / Kg. Results; The secondary
metabolites found in the extract were; saponins, tannins, steroids, triterpenoids,
alkaloids and those with greater presence were flavonoids and phenolic
compounds; the ideal dose was 25%, the group of 10% that was administered was
intermediate and the 50% doses there was no reaction of the leaves Oenothera
rosea A. (bloodsucker) It has anti-inflammatory effect and has been shown to be
safe because it is treated of a non-toxic substance according to the experimental
conditions of the present investigation.

Key words: Suck blood, anti-inflammatory, Nacl, DL% anti-inflammatory efficacy.



INTRODUCCION

Tradicionalmente en diversos pueblos de nuestra costa, sierra y selva se recurren
a las plantas medicinales para aliviar diversas enfermedades y/o malestares,
surgiendo asi la medicina tradicional; esto tiene su origen en la observacion y
discriminacion de nuestros ancestros, que, desde la antigliedad, utilizaron diversas
plantas medicinales para curar enfermedades, aliviar dolores. Su uso se mantiene
en vigencia hasta la actualidad. La industria farmacéutica aprovecha estos insumos,
existiendo la necesidad de investigar para darle valor cientifico y promover el

aprovechamiento de nuestros recursos naturales.

El Pert es uno de los paises mas destacados en biodiversidad; Ultimamente se han
realizado diversos estudios en diferentes plantas medicinales, como Oenothera
rosea A. conocida vulgarmente como (chupasangre) en la medicina tradicional
peruana; esta planta tiene una amplia utilizacion empirica por sus propiedades
curativas: antiinflamatorio, para el tratamiento de infecciones respiratorios,
urinarias, heridas y en hemorragia, se usa para absorber la sangre de los

hematomas provocados por golpes y contusiones.s)

Teniendo en cuenta que nuestra poblacion necesita medicamentos de costo
reducido y alto beneficio para el tratamiento de lesiones que lo haria accesible a las
clases mas populares, se ha realizado una investigacion dirigida a evaluar el efecto
antiinflamatorio de la crema a base del extracto etandlico de las hojas de Oenothera
rosea A. (chupasangre). La presente Investigacion tiene como objetivo evaluar el
efecto antiinflamatorio del extracto Hidroalcoholico de las hojas de Oenothera rosea

A. (chupasangre) en Ratas (Holtzman) con Induccion a la Inflamacion. (o)



CAPITULO I:
PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Descripcién de larealidad problematica

Las plantas medicinales han constituido desde tiempos remotos un recurso de gran
importancia para cubrir las necesidades terapéuticas. Su uso como agentes de la
salud es ampliamente conocido en mudltiples culturas del mundo y ha sido

transmitido a través de generaciones.16)

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que la tercera parte de
la poblacion en el mundo no puede tener acceso a los medicamentos que son los
llamados esenciales y una alternativa que esta poblacidn tiene para mejorar su

estado de salud es a través de la medicina tradicional.

Esta medicina tradicional se fundamenta en parte en la aplicacion de tratamientos
a base de plantas medicinales (Fitoterapia). Y el interés por el estudio de estas
plantas se sustenta fundamentalmente en que es necesario encontrar nuevas

moléculas que sirvan para la sintesis de nuevos farmacos con aplicacién clinica.

Esta investigacion se centra en la actividad antiinflamatoria de las plantas debido a
la presencia de metabolitos secundarios que permiten pensar que pueden ser
responsables del efecto buscado. Entre ellos pueden citarse flavonoides,
polifenoles y alfa-tocoferol. La Oenothera rosea A. es una planta perteneciente a
familia Onagraceae, familia botanica que comprende alrededor de 124 especies
herbadceas de Sudamérica y América del Norte, popularmente conocida como
“chupasangre”, “amapola de campo”, “arnica”, “cancer lisa”, entre muchas mas
denominaciones populares segun la region donde se esté y utilice.

De esta planta se ha estudiado sus propiedades procoagulantes, ademas como
analgésico contra los dolores de estdbmago, anginas, dolores de garganta, dolores

musculares, dolor de corazén y coélico estomacal. o)



Ademas, es empleado popularmente como desinflamante, aplicandose 3 veces al
dia el macerado de hojas o infusion de la planta en casos de infamaciones
cutaneas. Se ha demostrado ademas que dicha planta posee actividad antioxidante
y una actividad protectora contra la radiacion UV-B.

Considerando las multiples caracteristicas de esta planta, en esta investigacion se
evaluara la actividad antiinflamatoria del extracto hidroalcohdlico de Oenothera
rosea A. (chupasangre) en ratas inducidas a inflamacion.

1.2. Formulacion del Problema

1.2.1. Problema General

¢Presentard efecto antiinflamatorio el extracto hidroalcohdélico de las hojas de

Oenothera rosea A. (Chupasangre), en ratas albinas inducidas a inflamacion?

1.2.2. Problema Especificos

1. ¢Cual sera la composicion de los tipos de metabolitos secundarios del extracto
hidroalcéholico de las hojas de Oenothera rosea A. (Chupasangre)?

2. ¢Cual serd la concentracion optima del extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Oenothera rosea A. (Chupasangre) que presente buen efecto antiinflamatorio?

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Determinar el efecto antiinflamatorio del extracto hidroalcohodlico de las hojas de

Oenothera rosea A. (Chupasangre) en ratas albinas inducidas a inflamacion.



1.3.2. Objetivos especificos.

1. Identificar la composicion de los tipos de metabolitos secundarios del extracto
hidroalcohdlico de hojas de Oenothera rosea A. (Chupasangre).

2. Determinar la concentracion oOptima del extracto de las hojas de Oenothera
rosea A. (Chupasangre) que presenta buen efecto antiinflamatoria en estados

inflamatorios inducidos en ratas albinas (Holtzman).

1.4. Justificacion e importancia del estudio

La ejecucion de la presente investigacion es de interés ya que lo que se busca es
encontrar nuevas alternativas terapéuticas. En el Peru existe una gran diversidad
de plantas que podrian ser utilizadas como alternativas para diversas patologias.
Lo que se busca es validar el uso popular atribuido a Oenothera rosea A.
(chupasangre) en los procesos inflamatorios.

La investigacion es factible y viable, debido a que se cuenta con las muestras y
materiales de estudio. Asi también la universidad cuenta con los equipos para

desarrollar este proyecto, lo cual permite terminar con éxito la parte experimental.

Los beneficiarios de esta investigacion sera la poblacion en general debido a que

se propondra una nueva alternativa terapéutica.

El desarrollo de este proyecto constituye un punto de partida para realizar futura

investigacion en el campo de productos naturales.



CAPITULO II;
MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes del Estudio

2.1.1. Nacionales

Huari E et al, (2017) El presente trabajo de investigacién tuvo como obijetivo
evaluar el efecto Antiinflamatorio y cicatrizante de la crema farmacéutica a base del
extracto etandlico de las hojas de Oenothera rosea A. (chupasangre) procedente
del Departamento de Ancash (Huaraz). Se determinaron los metabolitos
secundarios mediante marcha fitoquimica (flavonoides, alcaloides, taninos,
saponinas, fenoles, glucésidos y otros). Se evaluo el efecto contra la inflamacion y
su actividad en las cicatrices en 3 grupos poblacionales (contusiones leves,
contusiones moderadas y heridas leves cerradas) de 20 a 50 afios de edad, de
ambos sexos, los cuales se subdividieron en grupos experimentales y controles, en
el Centro de Salud Ganimedes DISA IV LIMA ESTE — MINSA del distrito de San
Juan de Lurigancho.

Se evaluo el estado general para un diagnéstico médico; para luego iniciar el uso
tépico por medio de controles de observacién y medicion de la zona afectada hasta
su completa recuperacion. Los datos fueron procesados mediante el andlisis
(ANOVA), Tukey y andlisis de varianza, dandonos como resultado que las cremas
al 3y 5 % mostraron buen efecto antiinflamatorio (contusiones leves y contusiones
Moderadas) y regular efecto cicatrizante (heridas leves cerradas), mientras, que la
Crema al 1 % no tiene efecto. Ademas, la crema al 5 % fue sometida a estabilidad

Acelerada a una temperatura de 40 °C durante 90 dias teniendo como parametros.

Los analisis organolépticos (aspecto, color y olor), fisicoquimicos (pH, viscosidad)
Carga microbioldgica total; obteniendo como resultado una crema estable y que

Cumple con los criterios de aceptacion (1).



Villena C, (2012) En su investigacion “Efecto antiinflamatorio del extracto
hidroalcoholico de Oenothera rosea (yawarsocco) en ratas con induccion a la

inflamacion aguda y cronica”

El presente estudio tuvo como objetivo determinar el efecto antiinflamatorio de
Oenothera rosea (Yawarsocco) en ratas con induccion de inflamacién aguda y
cronica. La planta fue secada a 38°C en estufa de aire circulante, se moli6, y macero
con etanol/agua (70:30)1. Para evaluar el efecto agudo, se utilizé el modelo
experimental de Winter, edema subplantar inducido con carragenina y el edema

auricular inducido con xilol.

Para la actividad antiinflamatoria cronica se usé el modelo del granuloma inducido
por carragenina utilizando una modificacién de la técnica descrita por Sedwick y
Lees. Se utilizaron 132 ratas albinas con peso promedio 300 g, distribuidas al azar
en grupos de 8 cada uno, considerando un grupo control con suero fisiolégico de 5
mL/kg, uno con el agente inductor de inflamacién (Al), grupos con Al mas extracto
en tres dosis y grupos con Al, dexametasona e ibuprofeno; siendo 56 ratas para
evaluacion frente a la carragenina donde se considerd mililitros de volumen de la
subplantar porcentaje de eficacia antiinflamatoria, nivel de PCR en sangre y
observacion histologica del proceso inflamatorio; primero en 56 ratas frente al xilol
expresandose en miligramos de una porcién del I6bulo (oreja derecha). Se utilizaron
50 ratones para evaluar toxicidad aguda, 20 ratas normales para la observacion de
efectos por administracion a dosis repetidas durante 28 dias. Los resultados
mostraron un 60% de reduccion de la inflamacion aguda (p<0,01), asi como 60%
la inflamacién crénica (p<0,05) y la PCR se redujo en 45% (p<0,03); no hubo
evidencia de efectos adversos, un 60% del efecto antiinflamatorio en ratas y 60%
del efecto en edema auricular crénico; determindndose una DEM de 61 mg/kg y sin

efectos adversos.

Se concluye que en las condiciones experimentales se demostré que el extracto
hidroalcohdlico de Oenothera rosea A. (chupasangre) en ratas presenta efecto

antiinflamatorio y sin cambios hematoldgicos e histopatologicos en ratas (2)



Rojas R, et al (2012) En su Investigacion desarrollo 2 cremas cosméticas a base
de extractos hidroalcohdlicos de hojas de Bixa orellana (BO) y Oenothera rosea
(OR), ambas muestras fueron sometidas a diversos tests quimicos, enzimaticos,
celulares e in vivo. Los extractos de BO y OR mostraron buena actividad
antioxidante en los tests de DPPH (EC50= 10.65 y 10.78 ug/ml, respectivamente)
y TEAC (0.52 y 0.2, respectivamente). BO y OR inhiben moderadamente la enzima
elastasa (IC50= 72.68 y 112.04 ug/ml, respectivamente) y altamente la enzima

colagenasa (IC50= 166.23 y 194.89 ug/ml, respectivamente).

La toxicidad de BO y OR contra melanocitos B16 es baja (GI50= 240.24 y 270.80
Mg/ml, respectivamente). Solamente el extracto de BO promueve la sintesis de
colageno in vitro (11.2% a c= 25 ug/ml); mientras que solo el extracto de OR fue
capaz de proteger a los fibroblastos contra los dafios de la irradiacion UV-B (24.5%
a c= 25 ug/ml). El contenido de compuestos fendlicos en los extractos de BO y OR
fue 14.9 y 15.4 mg de acido galico/g extracto, respectivamente. El contenido de
acido ascorbico del extracto de OR (210.64 mg/100 g extracto) fue mayor que el de
BO (136.63 mg/100 g extracto). En cuanto a los marcadores quimicos, BO contiene
8.66 mg de acido elagico/g extracto; mientras que el de OR contiene 2.39 mg de
quercetina/g extracto. Se prepararon 2 cremas con cada uno de los extractos y se
realizo el “Patch test” en 20 voluntarios sanos. Ninguno de los sujetos mostré algin
tipo de efecto adverso cuando las cremas fueron aplicadas en forma topica. Ambas
cremas tuvieron resultados positivos en la evaluacidon subjetiva de eficacia
reportada por los voluntarios y disminuyeron, en mayor proporcion que el placebo,
la profundidad de arrugas medida por el equipo Skin Diagnosis System

Ramos C, et al (2014) El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo
principal determinar la actividad cicatrizante de las sumidades floridas de
Oenotherarosea (yawar chonca) en extracto y gel, aplicados en heridas producidas
experimentalmente en animales de laboratorio pertenecientes a la especie Rattus
novergicus. Se obtuvieron tres extractos mediante el método de extraccién con
equipo Soxhlet, utilizando como disolventes éter de petréleo, cloroformo y alcohol
etilico, ello con la finalidad de determinar cual de estos extractos tiene mayor
eficacia bajo una evaluacion preliminar. Todos estos extractos se incorporaron en

una base de gel de carbopol en una proporcién del 20%. El analisis estadistico de
6



esta evaluacion sefial6 al gel con extracto con alcohol etilico como grupo con mayor
eficacia cicatrizante, ya que presento diferencias significativas respecto a su

control.

El extracto etanolico fue sometido a un andlisis cromatografico en capa fina,
detectando la presencia de terpenos, flavonoides y taninos. Para la prueba final se
trabajé con tres grupos, cada uno de ellos conformados por cinco animales de
experimentacion, a los que se les practico dos cortes, uno de ellos fue utilizado para
aplicar los tratamientos y el otro como control, esto es, cada tratamiento tuvo su
control. Los tratamientos consistieron en un grupo tratado con extracto de
Oenothera rosea (yawar chonca) solamente, otro tratado con gel con extracto de
Oenothera rosea (yawar chonca) y finalmente uno tratado con un preparado
comercial con actividad cicatrizante. Estos tratamientos fueron aplicados dos veces
al dia durante 10 dias, al término de las cuales se procedi6 a determinar la
resistencia de la cicatriz por el método tensiométrico, que mide la resistencia que

opone la cicatriz a la rotura experimental.

Para el analisis estadistico en primer lugar se consideré que, bajo el disefio
experimental realizado, cada una de las heridas que recibié el tratamiento
respectivo, disponia de una herida adyacente que sirvié de control, y los gramos de
resistencia de cada uno de estos controles constituy6 el 100%; por lo que para el
analisis final se relacion6 cada una de las mediciones experimentales en gramos
de arena con relacién a los gramos de su control. En este sentido el analisis
estadistico (prueba “t” y analisis de varianza) de estos resultados revelaron que
tanto el extracto con 130.77% y gel de las sumidades floridas de Oenothera rosea
(yawar chonca) con 111.54%, tienen eficacia cicatrizante significativa respecto al
grupo control. Y luego de la comparacion entre grupos (test de Tukey), se concluy6
gue el extracto de Oenothera rosea (yawar chonca) aplicado sobre heridas incisas
es el que presenta mayor eficacia cicatrizante, ya que muestra diferencias
significativas respecto del gel con extracto y de la forma farmacéutica comercial con

actividad cicatrizante



2.1.2. Internacionales

Juarez M, et al (2004), En su Investigacion Titulada Evaluacion de la actividad
antiinflamatoria y analgésica de los extractos de Oenothera rosea A. (chupasangre)
en diferentes modelos in vivo. En el presente estudio se propuso ampliar el espectro
de las observaciones experimentales en diferentes modelos in vivo de analgesia e
inflamacion, evaluando los efectos que presentan por via oral, intraperitoneal y
topica, los extractos de Oenothera rosea obtenidos por maceracion sucesiva, asi

Ccomo un extracto obtenido directamente con metanol.

Los resultados obtenidos en el modelo de la plancha caliente muestran que, a las
dos horas de administrados los extractos, la latencia que presentan los animales al
estimulo térmico tuvo valore % entre 35.48+2.72 y 57.98+2.33, siendo el extracto
metanolico obtenido por extraccidn sucesiva el que presento la mayor actividad
analgésica. A las cuatro horas los extractos hexanicos y diclorometano,
incrementaron la actividad (%MPE=40.68+£3.37 y 59.15V2.77) mientras que la
actividad del extracto metanolico sucesivo disminuyo significativamente. El extracto
metanolico “directo” incremento fuertemente su actividad a las 4 horas con un valor
% MPE=74.96+2.62. A diferencia de los resultados en el modelo de la plancha
caliente, los extractos no presentaron actividad importante en el modelo del retiro

de la cola.

En el modelo de las contorsiones inducidas con &cido acético, todos los extractos
inhibieron el estimulo inducido con el agente algogenico. La administracién Ip. De
ambos extractos metanolicos mostraron mayor efecto (66.21% y 79.94% de
inhibicion de las contorsiones respecto al grupo control) y por via oral, los extractos
hexanicox y diclorometano aumentaron notablemente la actividad (75.48% vy

70.59% respectivamente) ©

Diaz H, et al(2012), En su Investigacién Titulada En el analisis fitoquimico del
extracto etandlico de las hojas de Oenothera rosea Aiton, se identificaron: taninos,
flavonoides, quinonas, alcaloides y saponinas, teniendo como objetivo principal
determinar el efecto del extracto etandlico de las hojas de Oenothera rosea Aiton

sobre la hemostasia; para eso se evalud el efecto fibrinolitico in vitro del extracto
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etandlico a las siguientes concentraciones: 5,8; 0,29 y 0,014 mg/ml en sangre
venosa humana; para el efecto antiagregante plaquetario se administro 25, 50 y
100 mg/kg del extracto a 40 ratas albinas hembras, las que se dividieron en 5
grupos de 8 animales cada uno. Al grupo control se administrd suero fisiologico 5
mil/kg y se utilizé aspirina 100 mg/kg, como farmaco estandar; se determiné el
tiempo de protrombina y tiempo de coagulacion, obteniéndose mayor efecto a 50

mg/kg al variar en 8% (p<0,000) y 45% (p<0,001), respectivamente(®

Regalado A, et al (2012), En su Investigacion Titulada La actividad antiinflamatoria
suscita gran interés cientifico en el area farmacoldgica, debido a que muchas
enfermedades en su evolucién cursan por procesos inflamatorios (artritis
reumatoide, ateroesclerosis, cancer, diabetes, gota, asma, dermatitis, trastornos
neurodegenerativos y diversas dolencias menores). Las enfermedades
inflamatorias constituyen un problema de salud importante, debido a la falta de
medicamentos eficaces y seguros para su uso por periodos prolongados. Hoy en
dia se trabaja en la busqueda de alternativas de antiinflamatorios mas seguros, en

el que las plantas medicinales, una de las formas mas antiguas de tratamiento,

Constituyen una eleccion a considerar. En este trabajo se realiz6 una revision
bibliografica, sobre especies de plantas que crecen en Cuba que le reportan
propiedades farmacoldgicas como antinflamatorios. En la revision de la literatura se
utilizé la base de datos Medline (via PubMed), asi como revistas nacionales desde
el periodo de 2000 hasta el presente, con las palabras claves "inflamacion" y
"plantas cubanas antiinflamatorias” o "actividad antiinflamatoria” y "plantas

medicinales(”

2.2. Bases Tebdricas

Oenotherarosea A. (Chupasangre) Las especies del género Oenothera rosea A.
son nativas de América del Norte y América del Sur. Es una Planta anual o perenne
con tallos erectos, simples o Ramificados que alcanzan los 50 cm de altura y

cubiertos por una pilosidad Adpresa.



Las hojas superiores son alternas de 2-5x1-2 cm, oblanceoladas o estrechamente
ovadas, y las hojas inferiores son sinuado-dentadas a pinnatifidas carecen de
estipulas en la base. Las flores se reinen en una inflorescencia bracteada, y se
mantienen erectas durante el boton, son actinomorfas y tetrdmeras 4. El tubo del
hipanto de 0,4 a 0,8 cm, esta bien desarrollado; es cilindrico y caduco. El caliz esta
formado por 4 sépalos de 0,5 a 0,8 mm, de color verdoso, no persistentes, que
estan erectos en el boton, son actinomorfas y tetrdmeras. La corola tiene 4 pétalos

purpureos de 0,5 -1,0 cm.

El androceo consta de 8 estambres con los filamentos de hasta 6 mm y el gineceo
de un ovario del,0-1,5 cm, tetralocular, del que surge un estilo de hasta 1,2 cm que
finaliza en un floracion5. El fruto es una capsula de 1,5-2,5 cm, claviforme que tiene
4 alas y 4 nervios engrosados, alternos en su inferior hay varias semillas sin anillo
de pelos, de contorno eliptico o redondeado. Las semillas son pequefas,
exalbuminosas, desnudas con una o varias envolturas (tubérculos, pelos, etc.) o
apéndices (comapenacho de pelos, alas, etc.); el embrion puede ser recto o casi

recto 6, 7. El nUmero basico de cromosomas es siete.

Las hierbas del género Oenothera en el Peru se ven en las lomas de la costa 'y en
los Andes, donde llegan hasta los 4500 m.s.n.m., son anuales o perennes, algunas
veces plantas sufrutescentes, caulescentes o acaulescentes; con flores blancas,
amarillas o rosa, a menudo cambian con el paso del tiempo de verdes, naranjas,
rojizas o rojo violeta: vespertinas o diurnas, se abren cuando aparece el sol y se

ven desvaneciendo para la mafiana siguiente y tienen dulce fragancia ©

Taxonomia

Ha sido estudiada y clasificada como Oenothera rosea A. (Chupasangre) tiene la
siguiente posicion taxonomica, segun el Sistema de Clasificacion de Cronquist
(1988).
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Division : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida

Sub clase : Rosidae

Orden : Myrtales
Familia : Nagraceae
Género : Oenothera
Especie : Oenothera rosea

Nombre comun Chupa sangre

Compuestos quimicos:

Las hojas contienen acido caféico, elagico y p-cumérico, vitamina C, calcio, fosforo
y fibra (celulosay lignina), ademas de flavonoides, alcaloides, quinonas, saponinas,
fenoles, y taninos Segun el mecanismo de evolucion las hojas en esta planta tienen
mayores metabolitos en la etapa de floracion por una relacion filogenética, a mayor
Concentracion de metabolitos fendlicos en las hojas es mayor el consumo por
Herbivoros. Otros estudios mencionan que en el estadio de floracion (entre enero
a marzo) encontraron por medio de screening fitoquimico abundante cantidad de

fenoles, flavonoides y taninos.

Las raices contienen taninos, constituidos por acido gdlico principalmente; en las
Semillas contienen acido linoleico (acido cis-linoleico) (65-80 %) y acido gamma
linolénico (GLA, cis-g-linolénico) (8-14 %). También acido oleico (6-11 %), acido
Palmitico (7-10 %) y acido esteérico (1,5-3,5 %), acido aspartico y glutamico. Otros
Constituyentes incluyen esteroles, como campestrol y beta sitosterol, y alcoholes

triterpénicos®

Figura 1. Imagen de Chupasangre
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Habitat

La especie de chupa sangre se desarrolla en las temporadas de primavera a

invierno en una altura de 2500 a 4500 m.s.n.m, en zonas lluviosas o agricolas.

Recoleccion

Las plantas de Chupasangre fueron recogidas del distrito Huayucachi Provincia de
Huancayo y Departamento Junin a unos 3500 msnm. En horas de la tarde (5:00
p.m.). Se selecciond las plantas que no estaban dafiadas ni maltratadas, La
seleccion debe ser de plantas sanas y de color caracteristico (verdes oscuros sin
manchas), Luego fueron traidos a la ciudad de Lima para su ensayo

correspondiente.

Propiedades farmacoldgicas

Principios activos

Diclofenaco

Mecanismo de accién del Diclofenaco

El mecanismo de accion del diclofenac, como el de otros AINE, no se conoce por
completo, pero parece implicar la inhibicién de las vias de las ciclooxigenasas
(COX-1y COX-2) vias.El mecanismo de accion del diclofenac también puede estar

relacionado con la inhibicidn de la prostaglandina sintetasa.

Farmacocinética: después de una dosis oral, el diclofenaco se absorbe en 100%
después de la administracion oral en comparacién con la administracion
intravenosa, medida por la recuperacion de la orina. Sin embargo, debido al
metabolismo de primer paso, solo alrededor del 50% de la dosis absorbida es
disponible sistémicamente. Después de la administracién oral repetida, no se
produce acumulacion del farmaco en plasma. La presencia de alimentos retrasa la
absorcion y disminuye las concentraciones plasmaticas maximas, pero no afecta la
absorcion global. El Diclofenac presenta una farmacocinética lineal, siendo las

concentraciones plasmaticas proporcionales a las dosis.
12



El volumen aparente de distribucion del Diclofenac de 1,3 L/kg. El Diclofenac se
une extensamente (> del 99%) a las proteinas séricas humanas, principalmente a
la albumina. La union a proteinas séricas es constante en el intervalo de

concentraciones (0,15 a 105 mg / mL) logrado con las dosis recomendadas.

El Diclofenac se difunde dentro y fuera del fluido sinovial: la difusion dentro de la
articulacion se produce cuando los niveles plasméticos son mas altos que los del
liquido sinovial, después de lo cual el proceso se revierte. Se desconoce si la

difusién en la articulacion desempefia un papel en la eficacia de Diclofenac.

Diclofenac se elimina a través del metabolismo y la posterior excrecion urinaria y la
biliar del glucurénido y los conjugados de sulfato de los metabolitos. La vida media
terminal de diclofenac sin cambios es de aproximadamente 2 horas.
Aproximadamente el 65% de la dosis se excreta en la orina y aproximadamente el
35% en la bilis como conjugados de diclofenaco sin cambios ademas de los cinco
metabolitos identificados. Dado que la eliminacidén renal no es una via importante
de eliminacién de diclofenaco sin cambios, no es necesario ajustar la dosis en

pacientes con insuficiencia renal leve a moderada disfuncion renal.

Toxicidad: Los estudios de carcinogenicidad a largo plazo en ratas tratadas con
diclofenaco sodico en dosis de hasta 2 mg/kg/dia (0,2 veces la dosis maxima
recomendada en humanos) han puesto de manifiesto un aumento significativo en
la incidencia de tumores. Un estudio de carcinogenicidad de 2 afios realizado en
ratones empleando diclofenaco sddico a dosis de hasta 0,3 mg/kg/dia (0,014 veces
la dosis maxima humana recomendada) en los machosy 1 mg/ kg / dia (0,04 veces
la dosis maxima humanan recomendad en las hembras no revelaron ninguan

potencial oncogénico (%)
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2.3. Hipotesis

2.3.1. Hipotesis general

El extracto hidroalcohdlico de las Hojas de Oenothera rosea A. (Chupasangre)

presenta efecto antiinflamatorio en Ratas albinas (Holtzman) por induccion

experimental.

2.3.2. Hipoétesis especificas

1. Existen tipos de Metabolitos Secundarios en el extracto hidroalcohodlico de las
Hojas de Oenothera rosea A. (Chupasangre) con efecto antiinflamatorio en
Ratas (Holtzman) por Induccion.

2. La concentracién al 25% del extracto hidroalcoholico de las hojas de Oenothera

rosea A. (Chupasangre) tiene buen efecto antiinflamatorio en Ratas (Holtzman)

por Induccion.
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2.4. Operacionalizaciéon de Variables

Tabla 1

Operacionalizacion de Variables

Variables

Definicién conceptual

Definicién

operacional

Independiente:
Extracto

Hidroalcohélico de
Oenothera rosea A.

(chupasangre)

Producto de la maceracion
en alcohol 70% por 7 dias,
concentrado en estufa hasta
eliminacion del solvente,
conservado y almacenado
en envase de vidrio color
ambar cerrado.
Administrado  segun la

concentracion y el peso.

Maceracion en
alcohol 70% por
7 dias,
concentrado en
estufa a 40°C
en material de

vidrio.

Dependiente:

Efecto

Antinflamatorio

Accion de inducir a la
Inflamacion con
Concentraciones diferentes
de Nacl luego se administra
el Extracto Hidroalcohdlico
de Oenothera rosea A.

(chupasangre) 10,25y 50 %

Evaluacion del
Extracto

Hidroalcoholico
de Oenothera
rosea A.

(chupasangre)

Indicadores
Dosis del
extracto

administrado

Volumen de
Liquido luego de
introducir la pata
de Rata:

Fuente: Los Investigadores

15



2.4.1. Variable Independiente

Extracto Hidroalcohodlico de Oenothera rosea A. (chupasangre)

2.4.2. Variable Dependiente

Efecto Antiinflamatorio

2.5. Marco conceptual

Prueba de solubilidad

Para el desarrollo de la prueba de solubilidad se utilizé la técnica descrita por Olga
Lock Ugaz (1996), se empled el extracto Hidroalcohdlico de Oenothera rosea A.
(chupasangre) la cual fue sometido a solventes de diferentes polaridades

reportdndose que la muestra tiene una alta afinidad en solventes polares en la ficha
anexa. (Anexo N° 3) reportadas en la tabla.

Marcha Fitoguimica

Para la marcha fitoquimica, se utiliz6 el método de Dominguez (1987) el cual
reconocid los metabolitos secundarios en el extracto Hidroalcohodlico de Oenothera

rosea A. (chupasangre) con los siguientes reactivos.

Tabla 2
Reactivos

N° Reactivos

1 Reactivo de Mayer

2 Reactivo de Wagner

3  Reactivo de Dragendorff

4  Reactivo de acido Fosfowolframio o fosfotungstico “Scheibler
5

6

7

8

9

Reactivo de Sonneschein
Reactivo de Reineckato
Reactivo de Shinoda (tiras de magnesio + acido clorhidrico
Reactivo de Cloruro férrico
Reactivo de Gelatina al 1%
10 Hidréxido de sodio al 5% (reaccion de Bortranger)
11 Reactivo de Ninhidrina
12 Reactivo de Lugol
13 Reactivo de Fehling A
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14
15
16
17
18

Reactivo de Fehling B

Reactivo de tricloruro férrico de aluminio al 2%
Acetato de sodio 1M

Acido sulfarico 2N

Hidroxido de sodio al 10%

Reaccion con Dragendorff se procede con 10 gotas de la muestra de
solucion de Oenothera rosea A. (Chupasangre) mas 5 gotas de HCl 10%
mas 3 gotas de Dragendorff por lo tanto si la reaccion es positiva presenta

las siguientes caracteristicas.

Precipitado de color naranja.

Reaccidon con Antrona se procede con 10 gotas de muestra de solucion de
Oenothera rosea A. (Chupasangre) mas 3 gotas de reactivo de Antrona por
lo tanto si la reaccidn es positiva presenta las siguientes caracteristicas.

Coloracion verde.

Reaccidon con Fehling Se procede con 10 gotas de muestra de solucion de
Oenothera rosea A. (Chupasangre) mas 3 gotas de Fehling A mas 3 gotas
de Fehling B y luego calentar a bafio Maria por lo tanto si la reaccién es
Positiva presentara la siguiente caracteristica.

Coloracion rojo amarillo.

Reaccion de Tricloruro Férrico Se procede con 10 gotas de muestra de
solucion de Oenothera rosea A. (Chupasangre) mas 3 gotas Tricloruro
Férrico si la reaccion es Positiva presentara la siguiente caracteristica.

Coloracién verde azul.

Reaccidn de Gelatina Se procede con 10 gotas de muestra de solucién de
Oenothera rosea A. (Chupasangre) mas 3 gotas de gelatina si la reaccion es
Positiva presentara la siguiente caracteristica.

Precipitado denso blanco.
17



Reaccion con Shinoda Se procede con 10 gotas de muestra de solucién
de Oenotherarosea A. (Chupasangre) mas 1-2 virutas de Magnesio Metalico
mas 3 gotas HCI concentrado. si la reaccion es Positiva presentara las
siguientes caracteristicas en flavonas y flavonoides.

Amarillo a rojo.

Reaccion con Rosenheim Se procede con 10 gotas de muestra de solucion
de Oenothera rosea A. (Chupasangre) 3 mas de Rosenheim si la reaccion
es Positiva presentara las siguientes caracteristicas.

Coloracion rojo oscuro.

Reaccion de Ninhidrina Se procede con 10 gotas de muestra de solucion
de Oenothera rosea A. (Chupasangre) mas 3 gotas de Ninhidrina. luego
calentar de 8 a 10 minutos si la reaccién es Positiva presentara las siguientes
caracteristicas.

Coloracion violacea.

Reaccidon con Molish Se procede con 10 gotas de muestra de solucion de
Oenothera rosea A. (Chupasangre) mas 3 gotas Molish y 3 gotas de H2SOa4
si la reaccion es Positiva presentara las siguientes caracteristicas.

Anillo violeta. Anexo N° 4 Reportada en la tabla N°4.

Preparacion del extracto hidroalcohélico La muestra seca y triturada (200 gr de
muestra seca). Se macer6 en un frasco de color &mbar por un periodo de una
semana en alcohol a 70° éste cubrié la muestra unos 2 cm. Durante el proceso se
agito el frasco periodicamente para que el alcohol se distribuya homogéneamente
en la muestra. El frasco oscuro con algunos dias de apertura porque puede producir
fermentaciéon. Luego se procedié a filtrar con carbén activado para limpiar las
impurezas, luego se lleva a concentrar en una estufa a 40°C hasta obtener el

extracto seco
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Disefio experimental

Se formara 6 grupos de 5 ratas albinas de las cepas (Holtzman) cada uno distribuido

aleatoriamente, los que fueron sometidos a los siguientes tratamientos:

e Grupo 1: No se le administrara ningun tipo de extracto, medicamento.

e Grupo 2: Tratado con solucion de cloruro de sodio al 10%, 2,5ml/Kg,

e Grupo 3: Tratado con solucién de cloruro de sodio al 10%, 2,5ml/Kg, y sera
administrado  extracto  Hidroalcoholico de Oenothera rosea A.
(Chupasangre) al 10%.

e Grupo 4: Tratado con solucion de cloruro de sodio al 10% y luego el extracto
Hidroalcohdlico de Oenothera rosea A. (Chupasangre) al 25% mg/kg de
peso.

e Grupo 5: Administrando con solucion de cloruro de sodio al 10% y luego el
extracto hidroalcohdlico de Oenothera rosea A. (Chupasangre) a 50% dosis
de 250 mg/kg de peso.

e Grupo 6: Administrando con solucion de cloruro de sodio al 0.9 y luego con

Diclofenaco 75 mg/kg.

19



CAPITULO Il
METODOLOGIA

3.1. Tipo de estudio

Experimental transversal debido a que se manipula la variable independiente en

forma aleatoria.

3.2. Disefio por utilizar

El Caréacter experimental porque el efecto antiinflamatorio es medido 6 veces luego
de la induccion comparamos antes y después del tratamiento, son muestras

relacionadas.

3.3. Poblacién

Las plantas de Oenothera rosea A. (Chupasangre) fueron recogidas del distrito de
Huayucachi Provincia de Huancayo y Departamento Junin a unos 3500 msnm. En
horas de la tarde (5:00 p.m.). Se seleccioné las plantas que no estaban dafiadas ni
maltratadas, La seleccion debe ser de plantas sanas y de color caracteristico
(verdes oscuros sin manchas), se distribuydé en una habitacion ventilada sobre
papel Kraff para su secado, aproximadamente por una a dos semanas, en los
Laboratorios de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica de la UIGV.

3.4. Muestra

Se utilizé para el extracto Hidroalcohdlico de Oenothera rosea A. (Chupasangre)
200gr seleccionado por sus caracteristicas organolépticas y morfologicas en

buenas condiciones.

Material Biolégico

Poblacién ratas albinas (Holtzman).
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Se trabaj6 en la investigacion 30 ratas Albinas (Holtzman) de peso de 200 a 250
gramos con rango de edad 3 meses Adquiridos en Instituto Nacional de Salud (INS)
con sede en el Distrito de Chorrillos.

3.5. Técnicas e instrumentos de recoleccidn de datos

Ficha ad doc. De recoleccién de datos para la actividad farmacoldgica, prueba de
solubilidad, marcha fitoquimica y Cromatografia de capa fina elaborada por los
investigadores y validados por Docentes Investigadores de la Facultad de Ciencias

Farmacéuticas y Bioquimica de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega.

3.6. Procesamiento de Datos

Los datos se expresan en tablas como media aritmética mas menos error estandar,
figuras, para el andlisis estadistico se emplea de varianza de una via (one-way
ANOVA) para determinar si existe diferencia estadisticamente significativa para la
variable evaluada por grupos se realiz6 analisis post hoc mediante el test de tukey.

El nivel de significado fijado.

21



CAPITULO IV:

PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1. Presentacion de resultados

Tabla 3

Estadisticos Descriptivos: Volumen de inflamacion (mL)

95% del intervalo de

Desviacion ' .
N Media estandar Conflapza para Ia'm_ed|a Minimo Maximo
) _L|m|_te L|m|t_e
inferior superior
Nacl 10% 5 5.78 0.08 5.68 5.88 5.7 5.9
Volumen Diclofenaco 75mg 5 2.40 0.07 231 2.49 2.3 25
luego de Extracto 10% 5 2.80 0.07 271 2.89 2.7 2.9
hora. Extracto 25% 5 3.30 0.53 2.64 3.96 25 3.9
Extracto 50% 5 5.54 0.21 5.28 5.80 5.4 5.9
Nacl 10% 5 5.80 0.07 5.71 5.89 5.7 5.9
Volumen Diclofenaco 75mg 5 2.54 0.05 2.47 2.61 25 2.6
luego de Extracto 10% 5 2.76 0.05 2.69 2.83 2.7 2.8
horas. Extracto 25% 5 3.32 0.54 2.65 3.99 2.4 3.8
Extracto 50% 5 5.50 0.07 5.41 5.59 5.4 5.6
Nacl 10% 5 5.70 0.07 5.61 5.79 5.6 5.8
Volumen Diclofenaco 75mg 5 2.48 0.08 2.38 2.58 2.4 2.6
luego de Extracto 10% 5 2.80 0.07 2.71 2.89 2.7 29
horas. Extracto 25% 5 3.34 0.56 2.65 4.03 2.4 3.9
Extracto 50% 5 5.34 0.09 5.23 5.45 5.2 5.4
Nacl 10% 5 6.02 0.50 5.40 6.64 5.7 6.9
Volumen Diclofenaco 75mg 5 2.52 0.04 2.46 2.58 2.5 2.6
luego de Extracto 10% 5 2.76 0.15 2.57 2.95 25 2.9
horas. Extracto 25% 5 2.92 0.64 2.13 3.71 24 3.8
Extracto 50% 5 5.44 0.05 5.37 5.51 5.4 5.5
Nacl 10% 5 5.82 0.04 5.76 5.88 5.8 5.9
Volumen Diclofenaco 75mg 5 2.44 0.09 2.33 2.55 2.3 25
luego de Extracto 10% 5 2.66 0.11 2.52 2.80 25 2.8
horas. Extracto 25% 5 2.92 0.59 2.19 3.65 2.4 3.7
Extracto 50% 5 5.52 0.08 5.42 5.62 5.4 5.6
Nacl 10% 5 5.78 0.04 5.72 5.84 5.7 5.8
Volumen Diclofenaco 75mg 5 2.34 0.05 2.27 241 2.3 2.4
luego de Extracto 10% 5 2.74 0.11 2.60 2.88 2.6 2.9
horas. Extracto 25% 5 2.84 0.65 2.04 3.64 2.1 3.7
Extracto 50% 5 5.48 0.15 5.30 5.66 5.3 5.7

La tabla 3 Muestra los volumenes de inflamacion promedio (mL) para cada uno de

los tratamientos por cada hora de seguimiento.

En primer lugar observamos que los promedios al cabo de una hora de los extractos

a 10%, 25% y 50% presentan valores bajos comparados al grupo control negativo

(NaCl), en particular entre los tres extractos hidroalcoholicos de las hojas de

Oenothera rosea A. (Chupasangre) el menor promedio se da en la concentracion
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al 10% el cual al cabo de una hora es de solo 2.8 mL, luego aumenta ligeramente
a 2.76 mL al cabo una hora mas. Al cabo de tres horas de iniciado el tratamiento
tenemos un valor promedio de 2.80 mL, este promedio se mantiene mas o menos

constante a las seis horas del seguimiento con un valor promedio de 2.74 mL.

En segundo lugar, tenemos la desviacion estandar (s) del volumen de inflamacion
de cada tratamiento por hora, en la primera hora el grupo de ratas albinas tratadas
con extracto hidroalcohdlico al 25% presentan respuestas heterogéneas con
respecto a su promedio (s= 0.53) mientras que los dos grupos mas homogéneo
corresponde a las ratas tratadas con Diclofenaco y extracto hidroalcohdlico (s=
0.05). Al cabo de las siguientes horas el grupo tratado con extracto hidroalcohdlico

al 25% mantiene dicho comportamiento heterogéneo.

También se muestran las estimaciones intervalica para los promedios esperados
de cada grupo con un nivel de significancia del 95%, asi por ejemplo tenemos que
al cabo de una hora se espera que el volumen de inflamacion promedio del grupo
tratado con extracto hidroalcohdlico al 10% este entre 2.31y 2.49 mL, mientras que
en el grupo control este promedio esta entre 5.68 y 5.88 mL, en general observamos
valores similares entre el diclofenaco y los extractos al 10 y 25%, mientras que en
el caso del extracto a 50% los limites son méas similares al grupo control.

En su ultima columna la tabla 01 presenta los valores extremos observados, al cabo
de una hora el valor minimo fue de 2.3 mL y corresponde al grupo tratado con
Diclofenaco mientras que el valor maximo fue de 5.9 mL y corresponde al grupo
control a al grupo tratado con extracto al 50%.

A continuacion, la figura 2 ilustra estos resultados:
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Figura 2. Evolucion del volumen de inflamacién por hora segun tratamiento.

Fuente: los Investigadores

Tabla 4

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de Levene gl1 gl2 (p valor).
1lhora 5.559 4 20 .004

2 horas 4.237 4 20 .012
3 horas 3.594 4 20 .023
4 horas 8.991 4 20 .000
5horas 26.501 4 20 .000
6 horas 13.135 4 20 .000

La tabla 4 presenta la prueba de Homogeneidad de varianza de los 5 grupos por
cada hora, debido a que el p valor es menor a 0.05 en todos los periodos podemos
afirmar que las varianzas de los grupos son estadisticamente diferentes, es decir
no existe homogeneidad de varianzas. Debido a esta situacién no podemos aplicar
una prueba ANOVA y usaremos una prueba no paramétrica equivalente: la prueba
de Kruskal Wallis.
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Tabla 5

Prueba de Kruskal Wallis:

lhora 2horas 3 horas 4 horas 5horas 6 horas
Chi-cuadrado 21.618 21.015 21.275 19.859 20.673 20.889
ol 4 4 4 4 4 4
p valor .000 .000 .000 .001 .000 .000

Fuente: Variable de agrupacién: Tratamiento los Investigadores

La prueba de Kruskal-Wallis es el método mas adecuado para comparar cuando

las desviaciones tipicas de los diferentes grupos no son iguales entre si,

HO: No existe efecto antiinflamatorio

H1: Al menos un grupo presenta efecto antiinflamatorio.

Regla de decision:
Si el p valor es menor que 0.05 se rechaza la Hipotesis Nula Ho

Si el p valor es mayor a 0.05 no se rechaza la Hipotesis nula Ho.

Como el p valor resulta ser menor en todos los periodos de tiempo rechazamos Ho
y aceptamos H1 por lo que concluimos que al menos un grupo presenta efecto

antiinflamatorio.
Para determinar que tratamientos presentan efecto antiinflamatorio usaremos el

Test de comparaciones multiples de Games - Howell el cual no supone varianzas

iguales.
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Tabla 6

Comparaciones multiples Games-Howell

Diferencia de

Variable dependiente: Volumen de inflamacion - p valor
medias (I-J)

Extracto 10% 2.980" .000
Comparacién al Nacl 10% Extracto 25% 2.480" .002
cabo de 1 hora . Extracto 50% .2400 247
' Diclofenaco Extracto 10% -.4000" .000
75mg Extracto 25% -.9000 .081
Extracto 10% 3.0400" .000
Nacl 10% Extracto 25% 2.4800" .002
Comparacién al Extracto 50% .3000" .001
cabo de 2 horas. Diclofenaco Extracto 10% -.2200" .001
75mg Extracto 25% -.7800 .129
Extracto 50% -2.9600" .000
Extracto 10% 2.9000" .000
Nacl 10% Extracto 25% 2.3600" .003
Comparacién al Extracto 50% .3600" .001
cabo de 3 horas. Diclofenaco Extracto 10% -.3200" .001
75mg Extracto 25% -.8600 .109
Extracto 50% -2.8600" .000
Extracto 10% 3.2600" .000
Comparacién al Nacl 10% Extracto 25% 3.1000" .000
cabo de 4 horas. _ Extracto 50% .5800 .230
Diclofenaco Extracto 10% -0.24 .097
75mg Extracto 25% -.4000 .659
Extracto 10% 3.1600" .000
Nacl 10% Extracto 25% 2.9000" .002
Comparacién al Extracto 50% .3000" .002
cabo de 5 horas. Diclofenaco Extracto 10% -0.22 .058
75mg Extracto 25% -.4800 473
Extracto 50% -3.0800" .000
Extracto 10% 3.0400" .000
Nacl 10% Extracto 25% 2.9400" .002
Comparacion al Extracto 50% .3000" .041
cabo de 6 horas. Diclof Extracto 10% -.4000" .003
7écm°ge”aco Extracto 25% -.5000 508
Extracto 50% -3.1400" .000

La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05
Fuente: Los Investigadores.

La tabla 06 presenta en principio las comparaciones del volumen de inflamacién
promedio entre el grupo control versus los extractos a 10, 25 y 50% y luego compara
el diclofenaco versus los extractos que hayan superado la prueba del grupo control.

Al cabo de una hora notamos que solo los extractos hidroalcoholicos de las hojas
de Oenothera rosea A. (Chupasangre) en concentraciones de 10 y 25% presentan
un efecto anti inflamatorio significativamente diferente al grupo control (p valor
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menor que 0.05) mientras que el extracto al 50% no evidencia efecto anti
inflamatorio (p valor 0.247), seguidamente comparamos el Diclofenaco contra los
dos extractos de 10 y 25% y observamos que el extracto hidroalcéholico de las
hojas de Oenothera rosea A. (Chupasangre) en concentraciones de 10% presenta
una diferencia negativa y estadisticamente diferente (p valor = 0.000) es decir su
efecto anti inflamatorio es diferente al diclofenaco de 75 mg, mientras que el
extracto al 25% presenta un efecto comparable al diclofenaco (p valor mayor que
0.05).

En la segunda hora de aplicado los tratamientos los tres extractos presentan un
efecto antiinflamatorio significativo (p valor menor a 0.05) pero solo el extracto al
25% presenta un efecto comparable al diclofenaco (p valor = 0.129), estos

comportamientos se repiten en la tercera hora.

A la cuarta y quinta hora nuevamente solo los extractos hidroalcohdlicos de las
hojas de Oenothera rosea A. (Chupasangre) en concentraciones de 10 y 25%
presentan efectos antiinflamatorios comparables al diclofenaco (p valor mayor al
0.05)

A la sexta hora los tres extractos aun presentan un efecto antiinflamatorio
significativamente diferente al grupo control (p valor menor que 0.05) pero
Gnicamente el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Oenothera rosea A.
(Chupasangre) en concentraciones de 25% presentan un efecto antiinflamatorio
comparable al diclofenaco 75mg.

Tabla 7

Efecto de Inhibicién de la inflamacion:

Porcentaje de Inhibicion

Tratamiento 1h 2h 3h 4h 5h 6h
Diclofenaco 75mg 58% 56% 56% 58% 58% 60%
Extracto 10% 52% 52% 51% 54% 54% 53%
Extracto 25% 43% 43% 41% 51% 50% 51%
Extracto 50% 4% 5% 6% 10% 5% 5%
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Figura 3. Evolucién del Efecto Inhibidor de la inflamacién por hora segun

tratamiento.

La figura 3 muestra que el efecto inhibidor de la inflamacién del grupo tratado con
el extracto al 50% esta muy por debajo del resto llegando solo hasta un pico de

10% al cabo de 4 horas.

4.2. Contrastacion de hipotesis
HO: No existe efecto antiinflamatorio

H1: Al menos un grupo presenta efecto antiinflamatorio.

En cuanto a los extractos hidroalcohdlicos de las hojas de Oenothera rosea A.
(Chupasangre) en concentraciones de 10 y 25% ambos muestran valores muy
cercanos al Diclofenaco, En el caso del extracto a 10% este inicia en la primera
hora con 52% llegando a un pico de 54% a la cuarta y quinta hora el cual disminuye
solo un punto al cabo de seis horas, por su parte el extracto al 25% evoluciona
desde un 43% hasta un 51% al final de las 6 horas.

4.3. Discusion de resultados

La prueba de solubilidad (Tabla 1); indica que el extracto etandlico de las hojas de
O. rosea es soluble en etanol y metanol, pero poco soluble en agua destilada;
mientras que en otra investigacion se encontré que es soluble en agua, De acuerdo
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al screening fitoquimico (anexo 4) el extracto etandlico de las hojas de Oenothera
rosea A. (Chupasangre) contiene flavonoides, fenoles, taninos en mayor
concentracion y saponinas, quinonas, alcaloides en menor concentracion, otros
autores han encontrado ademas la presencia de cumarinas, en el extracto de las
hojas de Oenothera rosea A. (Chupasangre) para nuestra investigacion se prefirio
utilizar el etanol y agua para la extraccion; dado a que es miscible en agua en casi
todas las proporciones, y al no ser tdxico se acepta para su uso en un producto
topico; ademas se evapora facilmente reduciendo costos y tiempo de secado.

Las propiedades se promueven en un medio adecuado, en la zona afectada, para
que los procesos de reparacion tisular se lleven a cabo sin ningun problema; y
ademas estas cremas forman una capa continua con la piel favoreciendo la
liberacion de los metabolitos secundarios. Presentes en el extracto de Oenothera
rosea A. (Chupasangre), dandonos como resultado mayor en la disminucién de

inflamacion.

Segun el screening fitoquimico (Anexo 4) en el extracto de Oenothera rosea A.
(Chupasangre) estan presentes otros metabolitos a los cuales se les podria atribuir
las propiedades antiinflamatorias, como los triterpenos y saponinas por inhibicién
de la prostaglandina sintetasa; las flavonas, perteneciente al grupo de los
flavonoides, modulan la expresion de la sintetasa inducible del éxido nitrico,
citoquinas e inhiben la ciclooxigenasa (COX), y por ultimo las flavononas por

inhibicién de la fosfolipasa.

El analisis de medias de los tiempos de curacién, para inflamaciones (Anexo 4, 5,6);
nos indican de extracto hidroalcohdlico de Oenothera rosea A. (Chupasangre)
tiene mayor efecto antiinflamatorio, 25 %, y al 1 % no presenta actividad
antinflamatoria; de aqui podemos resaltar que a mayor concentracion el efecto es
mayor. Ademas, debemos tener en cuenta que los metabolitos presentes en la
planta varian segun los diferentes factores ambientales, climaticos entre otros, los

cuales podrian proporcionarle una mayor riqueza de componentes quimicos.
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CAPITULO V:
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones.

Se determind el efecto antiinflamatorio del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Oenothera rosea A. (Chupasangre) en ratas albinas (Holtzman), esto se deberia a
la presencia de bioactivos presentes en la composicion quimica tales como
flavonoides, fenoles, taninos entre otros que son los responsables de esta

propiedad farmacoldgica que posee la especie vegetal en estudio.

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Oenothera rosea A. (Chupasangre) en
concentracion de 25% presenta un efecto antiinflamatorio desde la primera hora y
se mantiene a las seis horas de iniciado el tratamiento, en todo momento su efecto
es comparable al diclofenaco 75mg. El porcentaje de Inhibicién oscila entre 41 y

51% a lo largo de las 6 horas de tratamiento.
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5.2.

Recomendaciones.

Se recomienda incentivar a la comunidad estudiantil realizar investigaciones
sucesivas para alcanzar mayor informacion sobre la especie la cual conlleve a

consolidar resultados mas precisos.

Se recomienda realizar los ensayos con la cantidad exacta de reactivos para
disminuir los margenes de error o alteracion en los resultados, con la finalidad
de obtener la concentracidn correcta para la posterior elaboracion de alguna

férmula farmacéutica a base de la especie vegetal estudiada.
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ANEXOS

Anexo 01 Matriz de Operacionalizacion de variables

Antinflamatorio

NaCl luego se administra el
Extracto Hidroalcohdlico de
Oenothera rosea A.

(Chupasangre) 10,25y 50 %

Oenothera rosea A.
(Chupasangre)

Variables Definicién conceptual Definicién operacional | Indicadores
Independiente: Producto de la maceracion en | Maceracion en | Dosis del
Extracto alcohol 70% por 7 dias, | alcohol 70% por 7 | extracto
Hidroalcoholico de | concentrado en estufa hasta | dias, concentrado en | administrado
Oenotherarosea A. | eliminacién  del  solvente, | estufa a 40°C en
(Chupasangre) conservado y almacenado en | material de vidrio.

envase de vidrio color &mbar

cerrado.

Administrado segun la

concentracion y el peso.
Dependiente: Accion de inducir a la | Evaluacion del | Volumen de

Inflamacién con | Extracto Liquido luego de
Efecto Concentraciones diferentes de | Hidroalcohdlico de | introducir la pata

de Rata:
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Anexo 02 Constancia
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Anexo 03 Constancia

“ S & LR
AL O AL DA

s

MUSEO DE HISTOL

“ARo el Didtngo y fa Reconziliacidn Nacional™”

-
i
L
=
]
~4
-
-

DT & MR RNR-USM- 2018

1o Linvsesevaiadigsd
ORQLfeRerd FosRa Lolos

st e 26 LIaNIERIRT

TR TREOMN MAGROLIGRPHY TS
LA ASE: MAGROLIGPSIRS
SUB CLASE: ROSIDAL
IR EN: MYRTALES
FAMILIA: ONAGHATEAE

GEBRER: Qs idanra

ESPECIE: sapmgtiyers roses i Hy

3. 1% ade gz

EAFTEAT e

RIEAY

38



Anexo 03 Certificado Sanitario
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Anexo 04 Fotos

Plantaciones de Chupa sangre en la localidad de Huayucachi Provincia de

Huancayo

Fuente: Los investigadores

Sacado de Oenothera rosea A. (Chupasangre)

Fuente: Los Investigadores
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Museo botanico de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (analisis botanico

de la especie Oenothera rosea A. /Chupasangre)

Fuente: Los Investigadores

Extracto Hidroalcoholico de Oenothera rosea A. (Chupasangre) en Proceso de
maceracion

Fuente: Los Investigadores
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Secado del Extracto Hidroalcohdlico de Oenothera rosea A. (Chupasangre) en

estufa

Fuente: Los Investigadores.

f“VfST‘BAC‘ON

pLaNTH

CRUPAS ANTRS

- SS— e p——— v

Estufa en proceso de secado de Extracto Hidroalcohdlico de Oenothera rosea A.
(Chupasangre)

Fuente: Los Investigadores.
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i \‘
Retiro de la Estufa el Extracto Hidroalcohodlico de Oenothera rosea A.
(Chupasangre)

Fuente: Los Investigadores.
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Extracto Hidroalcoholico de Oenothera rosea A. (Chupasangre) totalmente
Evaporado

Fuente: Los Investigadores.
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Realizando los procesos de Pruebas de solubilidad del Extracto Hidroalcoholico de
Oenothera rosea A. (Chupasangre)

Fuente: Los Investigadores

Reactivos para las Pruebas de Solubilidad del Extracto Hidroalcohdlico de
Oenothera rosea A. (Chupasangre)

Fuente: Los Investigadores
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Resultado de Pruebas de Solubilidad del Extracto Hidroalcohdlico de Oenothera
rosea A. (Chupasangre)

Fuente: Los Investigadores

Reactivos para Marcha Fitoquimica para el extracto Hidroalcoholico de Oenothera
rosea A. (Chupasangre)

Fuente: Los Investigadores
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Preparacibn de Muestras para Realizar marcha Fitoquimica de Extracto

Hidroalcoholico de Oenothera rosea A. (Chupasangre)

Fuente: Los Investigadores.

Spuebas & solvvilidad
CHuth SANGERE

R
En proceso la Marcha Fitoquimica del Extracto Hidroalcoholico de Oenothera rosea
A. (Chupasangre)

Fuente: Los Investigadores.
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/PWQK\\ o ’
Observando Resultado de la Marcha Fitoquimica de Extracto Hidroalcohdlico de

Oenothera rosea A. (Chupasangre)

Fuente: Los Investigadores

Resultado de Marcha Fitoquimica de Extracto Hidroalcohdlico de Oenothera rosea
A. (Chupasangre)

Fuente: Los Investigadores
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Compra de las Ratas para el Ensayo de la Investigacion Extracto Hidroalcohdlico

de Oenothera rosea A. (Chupasangre)

Fuente: Los Investigadores

Recepcionando las Ratas Albinas (Holtzman) en el Instituto Nacional de Salud
Chorrillos

Fuente: Los Investigadores.
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Aclimatacion de las Ratas Albinas (Holtzman) antes de su Ensayo.

Fuente: Los Investigadores.

Preparacioén de las soluciones del Extracto Hidroalcoholico de Oenothera rosea A.
(Chupasangre) para su administracion en Ratas Albinas (Holtzman)

Fuente: Los Investigadores.
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Porcentajes preparadas para su Administracion del Hidroalcoholico de Oenothera

rosea A. (Chupasangre)

Fuente: Los Investigadores

Preparacion de Materiales y Soluciones Instrumentacion antes de proceder la

Induccién a la Inflamacion

Fuente: Los Investigadores.
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Proceso de pesaje de las Ratas Albinas (Holzman) para su Procedimiento de la
Investigacion

Fuente: Los Investigadores.

Pletismometro artesanal fabricado por los Investigadores

Fuente: Los Investigadores.
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Preparacion de Soluciones de Cloruro de Sodio en Distintas concentraciones para

inyectar e Inducir la Inflamacion

Fuente: Los Investigadores

Proceso de Induccion a la Inflamacion en las Ratas Albinas (Holtzman)

Fuente: Los Investigadores
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Iniciando el Proceso de Medicidn por Volumen perdidas en el pletismometro

Fuente: Los Investigadores

Inyectando a las Ratas Albinas (Holzman) la Solucién del Extracto Hidroalcoholico de
Oenothera rosea A. (Chupasangre)

Fuente: Los Investigadores.
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Luego del Tratamiento con el Extracto Hidroalcoholico de Oenothera rosea A.
(Chupasangre)

Fuente: los Investigadores

En proceso de Medicién de Volumen de Liquido después del Tratamiento con el
Extracto Hidroalcoholico de Oenothera rosea A. (Chupasangre)

Fuente: los Investigadores
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Anexo 05 Validacion de instrumentos

VALIDACION DE INSTRUMENTOS

UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA

HOJA DE VALIDACION DE INSTRUMENTOS
FICHA DE OBSERVACION ADHOC DE RECOLECCION DE DATOS
EFECTO ANTIINFLAMATORIO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS

HOJAS DEL CHUPASANGRE ( Oenothera Rosea A.) EN RATAS ALBINAS (
holtzman

Después de revisado el instrumento es valiosa su opinién acerca de lo siguiente:

MENOS DE:

50 -60-70-80-90-100
1.- ¢, En qué porcentaje estima que con estos instrumentos ()Y C) C)Y(CH)C(C) =
se lograran los objetivos propuestos?
2.- ¢ En qué porcentaje considera que las tablas estan referidos C)Ee)YE)(C D) € )
a los conceptos del tema?
3.- ¢ En qué porcentaje cree que las tablas planteadas son G960 Y )Ere )
suficientes para lograr los objetivos
4.- ¢ En qué porcentaje estima que las tablas del instrumento ()Y ) CH)YC)Y(C) (=™
son de ejecucién viable
5.- Que porcentaje considera que las tablas siguen una C ) ) YL )E ) &)
secuencia légica
6.- ¢ En qué porcentaje cree usted que con los instrumentos ¢ ) )i )( )C) =)

¢ Se obtendran datos similares si se replicara con otras muestras?

SUGERENCIAS:
1.- ¢ Que items considera usted que deben agregarse?

2.- ¢ Que items considera usted que deben eliminarse?

asssnssnsednle D L L LR L vt
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C.Q.F.P. 19180
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UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA

EFECTO ANTIINFLAMATORIO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS

HOJAS DEL CHUPASANGRE ( Oenothera rosea A.) EN RATAS ALBINAS (

holtzman

Prueba de solubilidad

Solventes Resultado

etanol

cloroformo

Eter de petréleo

Etanol

Metanol

Agua destilada

ciclohexano

(-) La solubilidad no se visualiza
(+) La solubilidad en menor grado
(++) La solubilidad es moderada
(+++) La solubilidad es mayor

Marcha fitoquimica

Metabolitos Secundarios Reactivo De
Identificacion
Mayer
Wagner
Dragendorff
Alcaloides Scheibler
Sonneschein
Reineckato
Shinoda
Compuestos Fendlicos y Cloruro férrico
Flavonoides Gelatina al 1%
Bortranger
Aminoacidos Ninhidrina
Camarinas Hidréxido de Sodio al 1%
Antraquinonas Reaccién de Bortranger
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Metabolitos Primarios Reactivo de
Identificacion
Glucidos Fehling Ay B
Almidon Lugol
Cetonas 2,4 DNPH

(-) La coloracion o precipitado no se evidencia

(+) La coloracién o precipitado se evidencia poco

(++) La coloracidn o precipitado se evidencia moderadamente
(+++) La coloracidn o precipitado se evidencia notablemente

TOXICIDAD AGUDA ORAL

Dosis (mg/Kg rata)

Mortalidad Machos
Muertos/Total
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Tabla 4. Registro de Efecto Antiinflamatorio

al A WO N

RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIO

Efectividad antiinflamatoria (mg/dL)

Grupo
Basal Induccion 1Hora 2Horas 3Horas
G1
Control negativo)
G2

(Control positivo)

G3
(Dosis 100 mg/kg)

G4
(Dosis 250 mg/kg)

G5
(Dosis 400 mg/kg)

G6 Diclofenaco 70mg/kg)

Fecha \S‘h%QA\QiQ\‘E
/
vapr Qe ORGre Hov \sewe

Firma:
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