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RESUMEN

Introduccién: La especie Tristerix chodatianus (Patsch.) Kuijt denominada “Pupa” es una
planta con propiedades medicinales del Perd. Se conoce que uno de los principales metabolitos
presentes son los flavonoides, a los cuales se les atribuyen propiedades analgésicas. Objetivo
general: Establecer si el extracto etandlico obtenido a partir de las hojas de Tristerix chodatianus
(Patsch) Kuijt “Pupa” presenta actividad analgésica y citotoxica. Materiales y métodos: El
extracto se obtuvo por maceracion de sus hojas, utilizando como solvente etanol 96°. Se filtr6 y
concentrd en un evaporador rotatorio a presion reducida a 45°C hasta obtener el extracto seco. La
actividad analgésica se evalu6 con el método de reaccion al calor: “Hot Plate”; y la citotoxicidad
se determiné por los bioensayos de Artemia salina y Lactuca sativa (Lechuga). Resultados: Los
resultados de la actividad analgésica por el método de Hot Plate dio un porcentaje de analgesia
de 95.19% con una dosis de 400 mg/Kg; en contraste al control positivo, tramadol 50mg/mL, que
dio un 165% de analgesia. Resultados del bioensayo de citotoxicidad con Artemia salina fue
negativo, no se observaron muertes de los nauplios a las tres dosis ensayadas de 10 ppm, 100 ppm
y 1000 ppm del extracto etandlico en comparacion del grupo control positivo 1000 ppm de una
solucion de sulfato de quinina, en el cual se observd la muerte de todos los nauplios. Asimismo,
se realiz6 un bioensayo de fitotoxicidad en Lactuca sativa (Lechuga), en el cual se usaron
soluciones de 10ppm, 100ppm y 1000ppm del extracto etandlico en el cual se observé la
germinacion de la semilla y tamafio de la radicula adecuado, de igual manera que la germinacion
del grupo control positivo en el cual se coloco la semilla en agua. Conclusiones: El extracto
etandlico de hojas de la especie Tristerix chodatianus (Patsch.) Kuijt “Pupa” present6 actividad

analgésica y no presentd citoxicidad.

Palabras claves: Tristerix chodatianus, citotoxicidad, analgésica, Hot Plate.
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ABSTRACT

Introduction: The species Tristerix chodatianus (Patsch.) Kuijt called "Pupa” is a plant with
medicinal properties from Peru. It is known that one of the main metabolites present are
flavonoids, to which analgesic properties are attributed. General objective: To establish if the
ethanolic extract obtained from the leaves of Tristerix chodatianus (Patsch) Kuijt "Pupa”
presents analgesic and cytotoxic activity. Materials and methods: The extract was obtained by
maceration of its leaves, using 96° ethanol as solvent. It was filtered and concentrated in a rotary
evaporator under reduced pressure at 45°C until the dry extract was obtained. The analgesic
activity was evaluated with the heat reaction method: “Hot Plate”; and the cytotoxicity was
determined by the bioassays of Artemia salina and Lactuca sativa (Lettuce). Results: The results
of the analgesic activity by the Hot Plate method gave an analgesia percentage of 95.19% with a
dose of 400 mg/Kg; in contrast to the positive control, tramadol 50mg/mL, gave 165% analgesia.
The results of the cytotoxicity bioassay with Artemia salina were negative, no nauplii deaths were
observed at the three tested doses of 10 ppm, 100 ppm and 1000 ppm of the ethanolic extract
compared to the positive control group 1000 ppm of a sodium sulfate solution. quinine, in which
the death of all the nauplii was observed. Likewise, a phytotoxicity bioassay was carried out on
Lactuca sativa (Lettuce), in which solutions of 10ppm, 100ppm and 1000ppm of the ethanolic
extract were used, in which seed germination and adequate radicle size were observed, in the
same way. than the germination of the positive control group in which the seed was placed in
water. Conclusions: The ethanolic extract of leaves of the species Tristerix chodatianus
(Patsch.) Kuijt "Pupa" presented analgesic activity and no cytotoxicity.

Keywords: Tristerix chodatianus, cytotoxicity, analgesic, Hot Plate.
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I. INTRODUCCION

El Per(, posicionado como el tercero en el planeta en temas de megadiversidad, tiene un promedio
de 25 000 tipos de especies vegetales medicinales, muchas de ellas se desarrollan en valles
interandinos y son utilizadas por su diversidad de propiedades, siendo una fuente preciada de
prevencion y curacion para los pobladores rurales. Estas son una gran fuente de productos
naturales biol6gicamente activos y se consideran una via prometedora para el descubrimiento de
nuevos medicamentos por su facil acceso y costo relativamente bajo, ya que se desarrollan de

manera natural en abundancia relativa.*

El poblador peruano tiende a utilizar plantas medicinales por razones econémicas o culturales,
prueba de ello es la venta de éstas en los mercados, sin embargo, en muchas de estas especies ain
no se ha comprobado su actividad farmacoldgica para ser comercializadas, siendo ello de
importancia e incentivo para la realizacion de estudios de investigacion partiendo de sus usos en

la medicina tradicional.?

En el caso de la especie Trixterix chodatianus (Patsh.) Kuijt “Pupa” se utiliza popularmente en

infusiones para el alivio de las infecciones genitourinarias.?

Asimismo, en estudios ya realizados se ha identificado que la especie Trixterix chodatianus
(Patsh.) Kuijit “Pupa” cuenta con metabolitos secundarios como flavonoides, leucoantocianina,

catequinas, esteroides, triterpenoides, taninos, compuestos fendlicos y aminoacidos.?

En tal sentido al saber que el extracto de Trixterix chodatianus (Patsh.) Kuijt “Pupa” cuenta con
flavonoides, los cuales tienen propiedades antioxidantes, pero a su vez también se les atribuye
propiedades de antiinflamatorias y analgésicas, se realizo el presente trabajo de investigacion para

determinar si el extracto etanolico de las hojas de Trixterix chodatianus (Patsh.) Kuijt “Pupa’

presenta actividad analgésica.

Adicionalmente en vista de que varias especies de plantas tienen grandes propiedades, pero
algunas presentan toxicidad, también se realizd en el presente trabajo de investigacion la
determinacién de citotoxicidad en el extracto etandlico de las hojas de Trixterix chodatianus
(Patsh.) Kuijt “Pupa”.

Teniendo en cuenta lo mencionado se tiene como realidad problematica que numerosos tipos de

plantas demostraron capacidad para la generacion de medicinas eficaces para combatir distintas
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afecciones, por ende, gran nimero de cientificos realizan la evaluacion de extractos de plantas
como método para descubrir nuevas opciones medicinales para combatir dichas enfermedades.?
No obstante, se tiene conocimiento que numerosas especies vegetales tienen la posibilidad de
causar efectos toxicos a los pacientes. Por lo tanto, se realizan estudios teniendo como finalidad
la determinacién, ademas de la actividad farmacoldgica, la toxicidad de las especies vegetales
terapéuticas. ®

El dolor y la inflamacion son dos de los sintomas que acompafian a la mayoria de las
enfermedades siendo las causas mas frecuentes de consulta médica, siendo el dolor uno de los
sintomas principales a controlar para poder adherirse mejor al tratamiento especifico.* Por eso se
recurre a la fitoterapia, para utilizarla como una alternativa paliativa y terapéutica respecto al

sintoma antes mencionado.*

Por lo expuesto anteriormente se plantearon los siguientes problemas:
Problema General:

¢Presenta el extracto etandlico obtenido a partir de las hojas de la especie vegetal Tristerix

chodatianus (Patsch.) Kuijt “Pupa” actividad analgésica y citotoxicidad?
Problemas Especificos:

- ¢ Cudl es la actividad analgésica que presentara el extracto etanélico obtenido a partir de las hojas

de la especie vegetal Tristerix chodatianus (Patsch) Kuijt “Pupa”?

- ¢Cudl es la citotoxicidad del extracto extracto etandlico obtenido a partir de las hojas de la

especie vegetal Tristerix chodatianus (Patsch) Kuijt “Pupa’?

El estudio toxicologico preclinico se efectia de manera rutinaria en ratones. Al ser estudios gran
costo, ademas del padecimiento ocasionado a los animales ha impulsado el cambio a estudios
gue no usen animales de laboratorio, el disminuir la cantidad de animales utilizados en cada
estudio o la mejora de los métodos actuales con el fin de disminuir el dolor y estrés a los

animales.®

Es por ello que, como alternativa al método tradicional, y considerando los motivos antes

expuestos, es que se recurre a la determinacién de la toxicidad por otros métodos.

Uno de los biomodelos empleados en las etapas preliminares de la investigacion fitoquimica, es
el bioensayo con Artemia salina, desarrollado en 1982, Artemia salina es un crustaceo sensible

a un amplio rango de compuestos con actividad biologica y de muy diversas
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estructuras quimicas. El procedimiento consiste en exponer compuestos activos y/o extractos de
plantas a nauplios de Artemia salina.’

La actividad analgésica es una importante actividad farmacol6gica, la cual combate el dolor y
la inflamacidon que son dos de los sintomas que acompafian a la mayoria de las enfermedades

siendo las causas mas frecuentes de consulta médica.

El dolor es la experiencia sensorial y emocional desagradable provocada por la estimulacién
perjudicial de las terminaciones nerviosas sensitivas. Es un sintoma fundamental de la

inflamacion y resulta muy valioso para el diagnéstico de muchos trastornos y enfermedades.*

Si se recurre a la Fitoterapia, como alternativa terapéutica, encontraremos a los flavonoides,
metabolitos que ocupan un lugar muy importante dentro de esta rama, y que son muy

reconocidos por su relacion con las propiedades analgésicas y antiinflamatorias.*

La fitoterapia permite a la poblacion disponer de acceso a alternativas terapéuticas, relacionada
a todas aquellas dolencias que presentan el sintoma tan comun e incbmodo como el dolor, con
productos naturales obtenidos a partir de plantas medicinales, aumentando asi una mejor
adhesidn al tratamiento y una mejor calidad de vida para aquellas personas que sufren una

determinada enfermedad.*

Se utilizaron los siguientes antecedentes para la realizacion del presente trabajo de

investigacion:

e Ferreyra et al. (2016): Evaluaron el extracto etandlico de las hojas de Maytenus octégona
(L’Héritier) DC por el método del plato caliente a dosis de 500 mg/Kg el cual presentd
actividad analgésica de 95.81 % frente a 181,66% de patron positivo. Tramadol; en el modelo
de estimulo quimico: contorsiones por acido acético el extracto etandlico a las dosis de 500
mg/Kg, presenta un 43.03% de actividad analgésica menor que el farmaco A&cido
acetilsalicilico, usado como control positivo que mostrd una actividad de 56.96% a la dosis
de 100 mg/Kg.*

¢ Albites et al., (2009): El trabajo se realiz6 con el propdsito de investigar las propiedades
antimicrobiana y antioxidante de esta especie. De los resultados Fitoquimicos se identificd
la presencia de: Leucoantocianidinas, Catequinas, Esteroides, Triterpenoides, Flavonoides,

Taninos, compuestos fendlicos libres y aminoacidos. En cuanto a la actividad Antioxidante
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los resultados indican que el extracto que obtuvo mejores resultados fue el de Acetato de
Etilo tanto a concentraciones de 10 pg/mL como de 50 pug/mL; el cual se pudo evidenciar en
su Concentracion Efectiva Media. A nivel Antimicrobiano el extracto de Acetato de Etilo
fue el mas activo presentando halos de Inhibicién de 21 mm para Staphylococcus aureus, 20
mm para Candida albicans, 13 mm para Pseudomona aeruginosa, 12 mm para Salmonella
spp y 8 mm para Escherichia coli. Por los resultados obtenidos se puede indicar que el
extracto etandlico posee ambas actividades, siendo ademas el extracto de Acetato de Etilo el
mas activo a nivel antimicrobiano y antioxidante, Asi mismo se identificé la presencia de
flavonoides, taninos, por lo que serian los probables metabolitos responsables de las

actividades.?

Gonzéles et al (2007) detectaron metabolitos flngicos con actividad téxica mediante
bioensayo sobre Artemia salina. El objetivo fue aplicar un ensayo de toxicidad sobre
Artemia salina para la deteccion de metabolitos flngicos toxicos, obtenidos a partir de

hongos contaminantes de hierbas medicinales y alimentos.

Seis extractos resultaron de tipo T (8.5%). Penicillium brevicompactum Dierckx, aislado de
un embutido, fue el Unico MT, debido principalmente a la presencia de ocratoxina A y de

otros dos metabolitos. °

Galvis et al., (2012): evaluaron la actividad toxica de extractos de diferentes polaridades de
los tallos de la corteza de Annona Cherimolioides sobre Artemia salina debido a que se ha
reportado diversas sustancias bioactivas relacionadas con efecto insecticidas, antitumoral,
antibacterial, antimalarial, leishmanicida, se prob6 la actividad citotoxica del extracto crudo
y unas fracciones alcaloidales, siendo el extracto crudo quien mostré mayor toxicidad sobre

Artemia salina (< 250 ppm), debido al sinergismo de los alcaloides presentes.®

Ponce et al., (2007). En el trabajo Bioensayos para determinar la toxicidad y la bioactividad
de alcaloides de Coronopus dydimus, realizaron la determinacion de la toxicidad y la
bioactividad de los alcaloides totales extraidos de Coronopus dydimus (L.), quimpe.
Esta hierba fue extraida de la Laguna de Pozuelos, Jujuy. Los estudios de toxicidad
aguda se realizaron con lombrices Eisenia andrei segin normas OCDE (1984) y los ensayos
para determinar bioactividad con Artemia salina. En la mezcla de alcaloides obtenida a partir
de Coronopus dydimus se determind una DL50=3,498 mg/ml para Eisenia andrei a los 7
dias de iniciado el ensayo. Se clasifica toxicologicamente como “moderadamente toxica”

con tendencia hacia la clasificacién “no toxica”.

Bohorquez-Echeverry y Campos-Pinilla 2007, compararon la sensibilidad de S.

capricornutum con el ensayo de Lactuca sativa para seleccionar el mejor indicador de
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toxicidad. Se tomaron como pardmetros los efectos de estimulacion o inhibicion
sobre el crecimiento de las células algales y las semillas de lechuga. Se utilizo el Zn
(11) como toxico de referencia para la determinacion de la sensibilidad. Aunque, con
S. capricornutum se contemplaron inconsistencias en los resultados; conllevando a
la utilizacion de Cr (VI). Para L. sativa se logr6 un valor de CEso-120h de 24.48
mgZn*?/L y para S. capricornutum un valor de CEso-96h de 0.29 mgCr*®/L. La
sensibilidad fue evaluada con un par de muestras de agua: la del rio Bogota y otra del
efluente de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales El Salitre. La conclusion
muestra que ambos modelos exhibieron comportamiento similar, lo que podria
imputarse a la concentracion de materia organica que contienen cada muestra de

agua.®

Como objetivos del presente trabajo de investigacion se tienen:
a) Objetivo General

- Establecer si el extracto etandlico obtenido a partir de las hojas de Tristerix chodatianus
(Patsch.) Kuijt “Pupa” presenta citotoxicidad y actividad analgésica.
b) Objetivos Especificos

- Determinar la citotoxicidad del extracto etan6lico de las hojas de Tristerix chodatianus
(Patsch) Kuijt “Pupa” a través del bioensayo de toxicidad con semillas de lechuga

(Lactuca sativa).

- Determinar la actividad analgésica del extracto etandlico de las hojas de Tristerix
chodatianus (Patsch.) Kuijt “Pupa” a través del modelo experimental: Reaccién al calor

“Hot Plate” o placa caliente.
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Il. ESTRATEGIA METODOLOGICA

2.1 HIPOTESIS Y VARIABLES

2.1.1. Hipotesis
a) General:

- Ho: El extracto etandlico obtenido de las hojas de la especie vegetal Tristerix
chodatianus (Patsch.) Kuijt “Pupa” no presenta actividad analgésica y presenta

citotoxicidad.

- Hi: El extracto etandlico obtenido de las hojas de la especie vegetal Tristerix
chodatianus (Patsch.) Kuijt “Pupa” presenta actividad analgésica y no presenta

citotoxicidad.
b) Especificas:

- El extracto etandlico obtenido de las hojas de la especie vegetal Tristerix
chodatianus (Patsch.) Kuijt “Pupa” presenta actividad analgésica por el método
del Hot Plate.

- El extracto etandlico obtenido de las hojas de la especie vegetal Tristerix

chodatianus (Patsch.) Kuijt “Pupa” no presentara toxicidad.

2.1.2. Variables
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Variables

Dimensiones

Indicadores

Escala valorativa

VARIABLE
INDEPENDIENTE

Extracto etandlico de
hojas de Tristerix
chodatianus
(Patsch.) Kuijt

Conceptual: El extracto etandlico
es un concentrado obtenido de la
maceracion de hojas secas,
seguido de un proceso de filtrado y

concentrado.

Operacional: Caracterizacion del

Clasificacion de la

especie

Reacciones de

identificacion de

Nominal

Reaccidn de

coloracion y/o

“Pupa”. extracto metabolitos o
secundarios precipitacion
Conceptual: La citotoxicidad es
la cualidad de algunas células de
ser toxicas frente a otras que estan
alteradas.
VARIABLE Operacional: Citotoxicidad

DEPENDIENTE

Citotoxicidad

mediante el ensayo con Artemia

salina

Nauplios muertos

% de letalidad

Operacional: Citotoxicidad

mediante el ensayo con semillas de

Germinacion y

lechuga. elongacionde la | % de germinacion
radicula

Conceptual: La actividad

analgésica es la capacidad que

tiene un compuesto para reducir o - -

VARIABLE aliviar los dolores.
DEPENDIENTE
Operacional: Poder analgésico
Tiempo de

Actividad analgésica

comprobado mediante el ensayo
de reaccion al calor “HOT PLATE

o placa caliente”

resistencia de los
ratones albinos en

la placa caliente

% de Analgesia;
Potencia

analgésica

16




2.2. BASES TEORICAS
2.2.1. MARCO TEORICO
a) Descripcion:

Tristerix chodatianus (Patsch.) Kuijt “Pupa” es una especie de arbusto, que presenta
inflorecencia, es hemiparéasita o parasita parcial, la cual esta provista de clorofila y
actividad fotosintética, pero que obtienen el agua y los nutrientes del hospedero; parasita

especies de Polylepis (Rosaceae) en los Andes del Perd.’
b) Clasificacion boténica

Tristerix chodatianus (Patsch.) Kuijit tiene la siguiente posicion taxonémica:

TAXONOMIA

Division MAGNOLIOPHYTA

Clase MAGNOLIOPSIDA
Subclase ROSIDAE

Orden SANTALALES

Familia LORANTHACEAE

Genero Tristerix

Especie Tristerix chodatianus (patsch.) Kuijit

Nombre vulgar: Pupa
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c)

Habitat

Tristerix chodatianus (Patsch.) Kuijt es una especie oriunda la cual se encuentra en
toda la extension de la cordillera de los Andes; en el territorio peruano entre los
departamentos de Ayacucho, Huancavelica y Lima, se desarrolla en las pendientes
pedregosas de 3500 a 4500 metros sobre el nivel del mar. *°

d) Usos tradicionales

Antecedentes del empleo terapéutico se obtuvieron de los habitantes del pueblo de
Tambo Quemado, distrito de Leoncio Prado — Lucanas, departamento de Ayachuco,
Per0; los cuales emplean las hojas de la Pupa (Tristerix chodatianus (patsch.) Kuijit)

para preparar una infusion para combatir la infeccion genitourinaria.?
Toxicidad

Las especies vegetales terapéuticas son una Gtil opcion medicinal y su verificacion
cientifica es necesaria. No podemos restringir, al conocimiento tradicional, que la planta
sea segura y eficaz, pues toda fraccién de ella cuenta con gran cantidad de sustancias

con bioldgicas, las cuales cuenta con potencial de ocasionar efectos toxicos.™

Los alcaloides son beneficiosos, asi como peligrosos; podrian provocar toxicidad y
efectos adversos, como alteraciones en el sistema nervioso central, alucinaciones,
problemas graves en el sistema digestivo, dependencia fisica y psiquica y, en muchas

ocasiones, la muerte.'*

Dentro de la bateria de ensayos de primera barrera se encuentran los estudios de

toxicidad.
v’ Citotoxicidad

La citotoxicidad celular se describe como la modificacion del actuar celular basico
gue da como resultado una lesién que es posible detectarla. Desde este punto,
variedad de cientificos han generado baterias de ensayos in vitro buscando
pronosticar las consecuencias toxicas de los medicamentos en investigacion y los
compuestos quimicos, agarrando como prototipos experimentales cultivos primarios

y 6rganos en aislamiento como ejes celulares establecidos.
v’ Bioensayo de citotoxicidad con Artemia salina

El ensayo consiste en realizar diluciones del extracto etandlico de Tristerix
chodatianus (Patsch.) Kuijt “Pupa”, dichas diluciones en contacto con los nauplios

de Artemia salina influiran en su desarrollo y mortalidad. Para esta prueba usamos
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un control positivo y un control negativo, para de esa manera poder tener referencias

en la comparacion de la mortalidad de los nauplios de los crustaceos.*?

Segun observamos el porcentaje de mortalidad, deducimos la toxicidad aguda del
extracto etanolico de Trixterix chodatianus (Patsch.) Kuijit “Pupa”. '3

v’ Bioensayo de citotoxicidad con Lactuca sativa (Lechuga)

El bioensayo de toxicidad con semillas de lechuga (Lactuca sativa) es un estudio
estatico de toxicidad aguda (5 dias de exposicion) que permite estudiar las
consecuencias fitotoxicos de compuestos puros o de mezclas complejas en el proceso
de germinacion de las semillasy en el desarrollo de las plantulas durante los primeros
dias de crecimiento. Como puntos finales para la evaluacion de los efectos
fitotoxicos, se determina la inhibicion en la germinacion y la inhibicion en la

elongacion de la radicula.
f) Actividad analgésica

El dolor y la inflamacion son dos de los sintomas que acomparian a la mayoria de las

enfermedades siendo las causas mas frecuentes de consulta médica.
v DOLOR

Experiencia sensorial y emocional irritante ocasionada por la estimulacion
perjudicial de las terminaciones nerviosas sensitivas. Es un signo esencial de la
inflamacion y es muy valioso para la determinacion de numerosos trastornos y

enfermedades.

El dolor puede ser tenue o grave, crénico, agudo, lacerante (que corta o desgarra
agudamente), urente, sordo o intenso, de localizacion precisa, difusa o bien

referida.'*
v DOLOR AGUDO:

Es un evento repentino, relativamente corto y de variable duracién. Cuando esta con
dafo tisular, el dolor disminuye con la curacién. Puede aparecer durante la
deprivacion de suefio, en el parto, por fatiga, o por exceso de ejercicio fisico. El dolor
agudo advierte que algo esta mal, es la sefial para buscar el alivio a la causa del dolor
0 a sus sintomas. ElI comportamiento que desencadena el dolor en la persona esta
muy influenciado por experiencias pasadas, por el escenario socio-cultural donde la
herida o el dolor ocurren, por el estado psicoldgico del sujeto en el momento en que
ocurre el evento, asi como por la personalidad del paciente. Puede modificar la
respuesta al dolor algunos rasgos de personalidad y que no se presente un beneficio

secundario.®

19



v DOLOR CRONICO:

El dolor agudo se vuelve crénico, cuando se presenta en el paciente un suceso de

dolor diario, extendiéndose en un periodo mayor de cuatro meses. Personas con dolor

cronico presentan altos niveles de ansiedad y tienden a desarrollar sentimientos de

desesperanza y de desamparo porque varios tratamientos a los que han sido

sometidas han fracasado. Los efectos del dolor crénico van a depender de si el dolor

es benigno (inocuo) o maligno (dafio grave); si el malestar es continuo o se presenta

en periodos intensos y discontinuos.*

v FARMACOS ANALGESICOS

Los analgésicos o antialgicos son aquellos medicamentos capaces de suprimir o

aliviar la sensacién dolorosa.

ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS:

Los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES) son un grupo de
medicamentos ampliamente usados para tratar el dolor, la inflamacién y la fiebre.
En este grupo se incluyen medicamentos tan conocidos y usados como el acido
acetil-salicilico (AAS) (Aspirina®), ibuprofeno, indometacina, diclofenaco,
piroxicam, etc. Se trata de farmacos que se han utilizado para aliviar sintomas
como el dolor, la inflamacion aguday cronica y asi han contribuido de forma muy
importante a mejorar la calidad de vida del ser humano puesto que son de gran
utilidad para controlar enfermedades incapacitantes como las enfermedades
reumaticas. Hay que destacar que ademas tienen una gran utilidad por su
potencial como antiagregante es decir poseen la propiedad de disminuir la

capacidad de las plaquetas para unirse y formar trombos este es el caso del AAS.*®
OPIACEOS MENORES:

Son un grupo de sustancias, la mayoria sintéticas como el Tramadol que imitan,
con menor poder analgésico, la accion de los opioides. Corresponden al segundo

escalon analgésico de la OMS. Y’
OPIACEOS MAYORES:

Esencialmente son utilizados para el tratamiento del dolor agudo y persistente,

por ejemplo, los dolores postoperatorios y oncoldgicos. '
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Algunos obtenidos de la naturaleza (opidceos) como la morfina y otros
elaborados por la mano del hombre (opioides) como el fentanilo, que acttian sobre
los receptores opioides de las neuronas del sistema nervioso, simulando la

potencia analgésica de los opiaceos enddgenos.*’
v FARMACO USADO:
- TRAMADOL

Es un analgésico del grupo de los opioides; que calma el dolor trabajando sobre
el SNC. Ejerce su accion analgésica por un mecanismo dual. Por unién a los
receptores opiaceos especificos y por blogueo de la recaptacion neuronal de
noradrenalina y la liberacion de serotonina. Es muy eficaz en dolores de
moderados a intensos, y no se ha demostrado que genere dependencia ni que

presente tolerancia como sucede con los opiaceos puros.’’
v Método de investigacion de la actividad analgésica

Para investigar la actividad analgésica de una sustancia se recurre a pruebas
antinociceptivas que se basan en la aplicacién de un estimulo doloroso (algésico) y
la aparicion de cambios tipicos observables en la conducta del animal. Generalmente
se usan dos modelos experimentales: el de la reaccion al calor lesivo aplicado en la
cola o en las patas de los ratones, y el de las contorsiones abdominales inducidas por
laadministracion intraperitoneal de acido acético. El que utilizaremos sera el Método

de reaccion al calor. 8

v Método de Reaccidn al Calor: ""Hot Plate' o Placa caliente

En el modelo de reaccidn al calor o Hot Plate los ratones son colocados en una placa
termostatada a aprox. 55°C, midiéndose el tiempo necesario, en segundos, para que
el animal lama las patas posteriores en un intento de disminuir la temperatura. El
tiempo méaximo de contacto del animal con la placa caliente no debe ser mayor de

30 segundos para evitar lesionar la patas.*®

2.2.2. MARCO CONCEPTUAL

Investigacion de la actividad analgésica y citotoxicidad de la Tristerix chodatianus

(Pastochovsky) o comunmente 1lamada “Pupa”.

La investigacion se realiz6 en los laboratorios de la Facultad de Farmacia y Bioguimica de

la Universidad “San Luis Gonzaga”.
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Palabras Claves:

a) AINE: Los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE) son un conjunto
de farmacos extensamente utilizados para contrarrestar el dolor, la inflamacién
y la fiebre. En este conjunto se incluyen farmacos muy populares y utilizados
como el acido acetilsalicilico (AAS) (Aspirina®), ibuprofeno, diclofenaco,

etc.16

b) Analgesia: La analgesia es la pérdida o modulacion de la percepcién del dolor. Puede
ser 1) local y afectar s6lo una pequefia area del cuerpo, 2) regional y afectar una
porcion mas amplia del cuerpo o 3) sistémica. La analgesia se logra a través del uso
de la hipnosis (sugestion), medicamentos sistémicos, farmacos regionales o farmacos

por inhalacion.™®

c) Citotoxicidad: alteracion de las funciones celulares basicas que conlleva a que se

produzca un dafio. %

d) Nauplios: larva recién nacida, se caracteriza por la usencia de segmentos en el cuerpo y

por presentar gran cantidad de reservas vitelinas. 2

e) Farmacos Opiaceos: farmacos cuya accidén analgésica se produce gracias a su

interaccion con los receptores opioides de las neuronas del sistema nervioso central. Son

los farmacos analgésicos mas potentes con los que contamos en la actualidad.?

D Toxicologia: es el estudio de los venenos o, en una definicion mas precisa, la
identificacion y cuantificacion de los efectos adversos asociados a la exposicién a

agentes fisicos, sustancias quimicas y otras situaciones.

22



2.3. METODOLOGIA

2.3.1 TIPO, NIVEL Y DISENO DE LA INVESTIGACION

a)

b)

Tipo de investigacion: Aplicada

La investigacion aplicada se caracteriza por resolver un determinado problema o
planteamiento especifico, enfocandose en la busqueda y consolidacion del
conocimiento para una posterior aplicacion que enriquecera el desarrollo cultural

y cientifico.

Nivel de investigacion: Descriptivo- Explicativo

Descriptivo: Consiste en llegar a conocer las situaciones, costumbres y actitudes
predominantes a través de la descripcion exacta de las actividades, es examinar

caracteristicas del problema escogido.

Explicativo: Tiene como finalidad averiguar el porqué de los acontecimientos a

través de establecer vinculacion de la causa-efecto.

Disefio de la investigacion: Experimental

Es una recopilacion de disefios de investigacion usando el manejo y los ensayos
controlados comprendiendo los procedimientos causales. Teniendo uno o mas
variables controladas buscando encontrar su impacto en una variable dependiente.
Ensayo en el cual cientifico controla una variable y maneja/aleatoriza las demas
variables. Posee una agrupacion control, estos individuos son designados

aleatoriamente en los grupos y el cientifico reta un efecto por cada ocasion.

2.3.2 MATERIALES DE TRABAJO

a)

Materiales de laboratorio
v'  Balones

v" Fiolas

v" Probetas

23



b)

Matraces Erlenmeyer
Agitadores de vidrio

Vasos de precipitado

Tubos de ensayo

Gradillas

Embudos

Vasos de vidrio

Espétulas de metal

Pinzas metélicas

Luna de reloj

Propipetas

Baguetas

Pipetas volumétricas (1,2,5y 10 mL)
Matraces aforados de 50 mL

Laminas excavadas

AN N N NN Y N N N U N N N U NN

Placas Petri

Material biolégico

¥v" Hojas de Tristerix chodatianus (Patsch.) Kuijt “Pupa”
v" Ratones albinos (machos adultos de 25-30g)

v" Artemia salina Leach (Nauplios activos)
v

Semillas de Lactuca sativa (Lechuga)
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c) Equipos
v’ Balanza analitica
¥' Evaporador rotatorio marca HEIDOLPH modelo LABOROTA 4000.
v’ Algesimetro Hot Plate

v’ Contador de colonias

d) Reactivos, excipientes, farmacos:
¥’ Agua destilada
¥’ Suero fisioldgico
v’ Etanol 96°
v" Alcohol 70°
¥’ Tramadol

v" Agua dura reconstituida

e) Otros
v’ Papel de filtro Whatman
v’ Papel de aluminio
v’ Guantes
v’ Guantes estériles
v’ Mascarillas
v’ Gafas protectoras
v' Papel tiss(
v’ Papel toalla
v’ Viales
v’ Sonda nasogastrica

v' Jeringas descartables
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2.3.3. POBLACION Y MUESTRA
a) Poblacién:

Plantas de la especie vegetal Tristerix chodatianus Kuijt “Pupa” que crece en
anexo de Tambo Quemado, Distrito de Leoncio Prado, provincia de Lucanas,
Ayacucho

b) Muestra

Hojas de la especie Tristerix chodatianus (Patsch.) Kuijt “Pupa”, recolectada en

el anexo de Tambo quemado de las cuales se obtiene un extracto etandlico.

2.3.4. METODOS, TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS DE RECOLECCION DE
DATOS

a) Métodos y Técnicas
v Obtencion del extracto vegetal:
» Recoleccidon y clasificacion de la Muestra Vegetal:

Tristerix chodatianus “Pupa” fue recolectada en Tambo Quemado,
Distrito de Leoncio Prado, provincia de Lucanas, Ayacucho ubicada a
3500 a 4500 m. s. n. m. en el mes de octubre del 2019.

» Tratamiento de la Muestra Vegetal:

Ya recolectada la especie vegetal, se seleccionaron las hojas que estaban
en buen estado, posteriormente se secaron bajo sombra y en un ambiente

ventilado por 15 dias.

26



» Obtencidn del extracto etandlico:

Para poder obtener el extracto etandlico se utilizé 1 Kg de hojas secas. Para
lo expuesto se utilizo el método de maceracion por 15 dias y utilizando 4

Litros de etanol como solvente para la maceracion.

Como resultado de la maceracion se obtuvo extracto, el cual se concentro
utilizando un rota vapor (evaporador rotatorio) a presion reducida, para

obtener como resultado final el extracto etandlico.?

v" Screening fitoquimico:

Para la caracterizacion del extracto se procede a realizar una marcha
fitoquimica segun Lock 1988 al extracto crudo, realizando extracciones
sucesivas con solventes de diferentes polaridades, obteniéndose 5 fracciones
denominadas A, B, C, D, E. en las cuales se determinaron la presencia o
ausencias de diversos grupos de metabolitos secundarios mediante reacciones

de coloracidn y/o precipitacion identificar los grupos de metabolitos.

v’ Bioensayos de citotoxicidad en Artemia Salina:

La realizacion de bioensayos de toxicidad tiene por objeto clasificar las

sustancias de acuerdo con su peligrosidad.

El ensayo de toxicidad fue realizado de acuerdo con lo reportado por varios
autores. Esta prueba consistio en la preparacion de 3 soluciones con diferentes
concentraciones de extracto etanélico de la especie vegetal, una solucion
control positivo y una solucién control negativo. Las concentraciones de
extracto etandlico de la especie vegetal empleadas para cada tratamiento
fueron de 10 ppm, 100 ppm y 1000 ppm; como control positivo se usé 1000
ppm del reactivo sulfato de quinina; y como control negativo se utiliz6 agua
del mar, para de esa manera poder tener referencias en la comparacion de la

mortalidad de los nauplios del crustéaceo.
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Estas pruebas fueron realizadas por triplicado. En cada solucién elaborada,
teniendo en cuenta la solucion control, fue evaluado el pH para eliminarlo

como factor en las posibles consecuencias nocivas.’

Al ser elaboradas las soluciones, se vertieron en viales con un volumen de 10
mililitros completando la el 50% del volumen, posteriormente, utilizando
pipetas Pasteur de cristal, se introduce una decena de metanauplios por vial,
completando una totalidad de 30 larvas por procedimiento. A continuacion, se
completara la capacidad de cada recipiente con la solucion respectiva y al
pasar 1 dia, se contara en cada recipiente la cantidad de larvas cadaveres (las
cuales estan inmaviles) para cada procedimiento, volviendo a realizar el

conteo luego de 2 dias expuestos.®

Bioensayos de citotoxicidad en Semillas de Lactuca sativa (Lechuga):

Esta prueba consisti6 en la preparacién de 3 soluciones con diferentes
concentraciones de extracto etanélico de la especie vegetal, una solucién
control positivo. Las concentraciones de extracto etandlico de la especie
vegetal empleadas para cada tratamiento fueron de 10 ppm, 100 ppm y 1000
ppm; como control positivo se us6 agua de grifo. Para esto se dejé 120 horas
expuestas las semillas de Lactuca sativa (Lechuga) en placas petri, 10 semillas
por placa, en papel filtro Whatman 2 empapado con 4mL de las respectivas
soluciones mencionadas, para determinar la reduccion del poder germinativo
y la variabilidad de las medidas de la elongacion o crecimiento de las radiculas
de los grupos con soluciones en comparacion con el grupo control determin6

el porcentaje de citotoxicidad.

Ensayo de actividad analgésica — ensayo placa caliente (HOT-PLATE):

El ensayo de HOT-PLATE es un modelo somaético clésico de dolor, prueba
dafiina de calor estimulada. Esta prueba mide el dolor intenso ocasionado por
el accionamiento de nociceptores periféricos en el tejido lesionado, el final de
la prueba se da por el brinco o lamedura de las extremidades del ratén lo que

indica una accion involuntaria en respuesta al estimulo.*®
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Los animales fueron colocados sobre una placa caliente a 53.5 °C, la latencia
del signo de dolor (lamido de ambas patas delanteras o salto fuera de la
superficie caliente) fue registrada mediante un crondmetro. El tiempo maximo
de contacto del animal con la placa caliente no fue mayor de 30 segundos para

evitar lesionar la patas. '®

Para este método se utilizaron 25 ratones machos albinos, los cuales fueron
separados al azar en 5 grupos. Dichos ratones estuvieron en ayunas por 12
horas con libre acceso a agua, antes de realizar la prueba. Luego se les
administr6 por via oral el tramadol, el suero fisiologico y la dilucion del
extracto de hojas de “Tristerix chodatanius” Pupa, respectivamente; luego se
los dejo reposar por 30 minutos, posteriormente se realiz6 la prueba del Hot

Plate. La division de los grupos fue la siguiente:*®

» Grupo control positivo: se utilizd para el control positivo el farmaco

tramadol, farmaco opiéceo, a una dosis de 40mg/Kg.
» Grupo control negativo: se utiliz6 suero fisiolégico.

» Grupo 1: Se les administré a los ratones albinos dosis de 600 mg/Kg de la

disolucion de hojas de Tristerix chodatianus (Patsch.) Kuijt “Pupa”.

» Grupo 2: Se les administrd a los ratones albinos dosis de 400 mg/Kg de la

disolucion de hojas de Tristerix chodatianus (Patsch.) Kuijt “Pupa”.

» Grupo 3: Se les administré a los ratones albinos dosis de 200 mg/Kg de la

disolucion de hojas de Tristerix chodatianus (Patsch.) Kuijt “Pupa”.

b) Lugar de la investigacion

Region lIca, Departamento Ica, Distrito Ica, Av. Los Maestros s/n Ciudad
universitaria. Universidad Nacional San Luis Gonzaga, Facultad de Farmacia y
Bioguimica, Departamento de Quimica Farmacéutica, Departamento de Ciencias
Quimicas, Laboratorio de Quimica de Investigacion de Productos Naturales de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UNSLG, Laboratorio de Analisis
Instrumental y Control de Calidad de la Facultad de Farmacia y Bioguimica de la
UNSLG.
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c) Técnicas de procesamiento de la informacion

> Recoleccion de datos analiticos

Se realizaron apuntes en cuadernos de notas, donde se registraron todos los

resultados obtenidos de las técnicas empleadas en cada ensayo.

> Procesamiento de datos

Todo resultado fue procesado en el programa Microsoft Excel 2013 y se

plasmaron como porcentajes de los cuales se elaboraron cuadros y graficos.

2.3.5. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos durante las pruebas de actividad analgésica fueron tratados por
analisis de variancia con un factor (ANOVA), y tanto la analgesia y la toxicidad

mediante cuadros comparativos.

2.3.6. Contrastacion de hipotesis

El estudio realizado se contrasto las hipotesis especificas mediante la aplicacion de

la estadistica ANOVA, teniendo un nivel de significancia de 0,05.

Considerando:

HIPOTESIS ESPECIFICA

El extracto etandlico obtenido de las hojas de la especie vegetal Tristerix
chodatianus (Patsch.) Kuijt “Pupa” no presentara actividad analgésica por el

método del Hot Plate pix

El extracto etandlico obtenido de las hojas de la especie vegetal Tristerix
chodatianus (Patsch.) Kuijt “Pupa” presentara actividad analgésica por el método
del Hot Plate. py
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Hipotesis nula  Ho: px = Yy
Hipotesis alterna Hi: px »+ My
Si F tabulado es mayor a F Critico se rechaza iy se acepta Ly

Como el nivel de significancia 0,05 trabajando con el nivel de confianza el 95%, se
rechaza la hipotesis nula (Ho), aceptandose por ende la hipdtesis alterna (Hi). Ver

anexo
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1. RESULTADOS

3.1 PRESENTACION DE LOS RESULTADOS:

3.1.1. ESTUDIO FITOQUIMICO
a) Clasificacién taxonémica (Anexo 3)

Tablal. Clasificacion Taxondmica

TAXONOMIA
Division MAGNOLIOPHYTA
Clase MAGNOLIOPSIDA

Subclase ROSIDAE

Orden SANTALALES

Familia LORANTHACEAE

Genero Tristerix

Especie Tristerix chodatianus (patsch.) Kuijit

Nombre vulgar: Pupa
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b) Identificacion de metabolitos secundarios en el extracto etandlico de las hojas de

la especie Tristerix chodatianus (patsch.) Kuijit

Tabla 2. Determinacién de metabolitos secundarios

R Fracciones Ensayo Metabolitos Resultados
X
Rx Shinoda Flavonoides +
Rx Tricloruro férrico Grupos fendlicos +
A Rx Gelatina Taninos -
Rx Ninhidrina Aminoacidos +
Rx Liebermann- Triterpenos y/o +
Burchard esteroides
B Rx Borntragen Naftoquinonas y/o i
antraquinonas
Rxs Dragendorff, Mayer Alcaloides -
c y Wagner Triterpenos y/o +
Rx Liebermann-Burchard esteroides
Rx Dragendorff, Mayer  Alcaloides
y Wagner )
Rx Shinoda Flavonoides *
. +
D Rx Liebermann-Burchard Triterpenos y/o
esteroides
. N
Rx Rosenheim Leucoantocianidinas
Rx Shinoda Flavonoides +
E
Rx Rosenheim Leucoantocianidinas +
F Rx Espuma Saponinas +

Reaccion. + Presencia, - Ausencia
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3.1.2. ACTIVIDAD ANALGESICA

a) Ensayo de actividad analgésica — placa caliente (HOT PLATE).

% Analgesia del grupo =

Se determind el porcentaje (%) de analgesia de cada grupo de ratones a los

cuales se les administro diferentes dosis.

Se utiliz6 la siguiente formula para determinar el volumen administrado segun

el peso del raton:

Dosis que se queria administar x Peso de ratén

1000 ml x concentracion de la solucién

Luego se saco el porcentaje de analgesia de la siguiente manera:

Tabla 3. Control negativo

Tiempo promedio

control negativo

de duracion de raton en hot plate — Tiempo promedio

Tiempo promedio control negativo

Se calculo el volumen a administrar como si se tratase de la dosis mayor que se administrg,

600mg/Kg con una concentracion de 60mg/ml, teniendo condiciones similares.

o Tiempo en hot %
Peso Volumen a administrar )
plate (segundos) | Analgesia

Raton 1 33.3¢g V=0.333 mL 8
Raton 2 3009 V=0.300 mL 7.4
Raton 3 2669 V=0.266 mL 8.10 0%
Raton 4 2549 V=0.254 mL 8.52
Raton 5 2769 V=0.276 mL 6.92
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Control positivo (Tramadol 50mg/ml)

VexC=VpxCp

X. 50 mg/mL =5mL. 10mg/mL

X=1 mL > 1 mL de tramadol de 50 mg/mL se llevé a 5ml, para obtener

concentracion de 10 mg/mL

Para el control positivo se uso una dosis de 40 mg/Kg.

Tabla 4. Control positivo

Tiempo en
Peso Volumen a administrar hot plate % Analgesia

(segundos)

Raton 1 385¢ V=0.154 mL 25.88

Raton 2 36¢g V=0.144 mL 22.13

Ratén 3 40.7 V=10.162 mL 16.29 165%

Ratén 4 33.4 V=10.134 mL 16.68

Ratén 5 37.5 V=0.150 mL 22.60

Tabla 5. Dosis 600 mg/Kg de Pupa

La concentracion de la solucion del extracto de pupa es de 60 mg/mL

Tiempo en
Peso Volumen a administrar hot plate % Analgesia

(segundos)

Raton 1 32.3¢ 0.323mL 12.4

Raton 2 3189 0.318 mL 10.0

Rat6n 3 30.6¢ 0.306 mL 15.03 49.48%

Raton 4 294 ¢ 0.294 mL 10.23

Raton 5 204 ¢ 0.204 mL 10.55
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Tabla 6. Dosis 400mg/Kg de Pupa

La concentracidn de la solucion del extracto de pupa es de 60 mg/mL.

Tiempo en
Peso Volumen a administrar hot plate % Analgesia

(segundos)

Raton 1 349¢ 0.233 mL 15.94

Raton 2 3109 0.206 mL 18.10

Raton 3 2949 0.196 mL 15.20 95.19%

Raton 4 31l.1g 0.207 mL 13.97

Raton 5 22.2¢ 0.148 mL 12.80

Tabla 7. Dosis 200mg/Kg de Pupa

La concentracion de la solucion del extracto de pupa es de 20 mg/mL.

Tiempo en
Peso Volumen a administrar hot plate % Analgesia

(segundos)

Ratén 1 36.9¢ 0.369 mL 8.60

Raton 2 37649 0.376 mL 12.73

Raton 3 33.2¢g 0.332 mL 9.50 42.60%

Raton 4 31.2¢g 0.312 mL 14.50

Raton 5 32.3¢g 0.323 mL 10.20

En el modelo de “HOT PLATE” el extracto etanolico de hojas de Tristerix chodatianus (Patsch.)
Kuijit “Pupa” a la dosis de 400 mg/Kg, dio un porcentaje de analgesia de 95.19 %, mientras que

el control positivo presentd un % de analgesia de 165 %.
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3.1.3. TOXICIDAD
a) Bioensayos de citotoxicidad en Artemia salina

Se determind el porcentaje (%) de citotoxicidad del extracto etandlico de Trixterix
chodatianus (Patsh.) Kuijit “Pupa” en cada grupo de artemia salina segin la
cantidad de nauplios vivos observados con el contador de colonias.

Tabla 8. Porcentaje de citotoxicidad obtenido segun el recuento de nauplios vivos.

cC Porcentaje Porcentaje
Total | Vivas | Muertas | supervivencia | Mortalidad
(Mg/mL) .
(%) (%)
Control 0 30 30 0 100 0
10 30 30 0 100 0
Extractos 100 30 30 0 100 0
1000 30 29 1 96,7 3,3

b) Bioensayo de citotoxicidad en Lactuca sativa (Lechuga)

Se determind el porcentaje (%) de citotoxicidad del extracto etanélico de Trixterix

chodatianus (Patsch.) Kuijit “Pupa” en semillas de Lactuca sativa (Lechuga).

En el cual se observo germinacion de la semillay se tomd la medida de la radicula,

teniendo como promedio en cada grupo:
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Tabla 9. Determinacion de porcentaje de germinacion y elongacién radicular

CcC Prueba | Prueba Prueba Promedio Germcifacién/
(ng/mL) 1 2 3 Sd elongacion
Control 4,09 4,29 4,16 4,18 £ 0,101 100/100

10 4,08 4,16 4,31 4,18 £ 0,117 100/100

100 4,04 4,14 4,35 4,18 £ 0,158 100/100

1000 3,99 4,26 4,04 4,10+ 0,144 100/98,1

Sd = desviacion estandar

No se observa citotoxicidad en la germinacién de las semillas de Lactuca sativa (Lechuga).
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IV. DISCUSION:

En el presente trabajo de investigacion, se determinaron los efectos analgésicos y toxicos de la
Tristerix chodatianus (Patsch.) Kuijt “Pupa”. En primer lugar se requirio la identificacion en el
museo de historia natural que nos permitio realizar una real identificacion de la especies la cual
fue sometida a un proceso de maceracion por un espacio de un mes utilizando como solvente
etanol al 96%, luego de filtrado y concentrado el extracto se sometié a un fraccionamiento
obteniéndose 5 tracciones denominadas A: B: C: D: E en las cuales se realizaron reacciones de
precipitacion y coloracion para la deteccion de metabolitos secundarios observandose la
predominancia de los grupos flavonoides y trirterpenos y/o esteroides en las mayoria de las
fracciones Tabla 2.,estos datos son concordantes en su mayor parte por lo reportado por Albites
el afio 20009.

Se realizd el modelo experimental de reaccion al calor “Hot Plate” para determinar el porcentaje
de la actividad analgésica en diluciones de concentraciones diferentes del extracto etandlico de
Tristerix chodatianus (Patsh.) Kuijit “Pupa”. En la tabla 3 se muestra la prueba realizada en el
control negativo en la cual no se utilizé ninguna concentracién del extracto, por lo que pudimos
observar que a dicho resultado de la reaccion de los animales tuvo 0% de analgesia y se toma

como dato referencial de partida.

En la tabla 4 se muestra los resultados de la prueba realizada con el control positivo, utilizando el
farmaco tramadol 50mg/mL, debemos tener en cuenta que este es un analgésico tipo opiceo y
obtiene 165% de analgesia. Estos farmacos act(ian principalmente a nivel de los receptores p
(mu), se les consideran agonistas puros pues tienen gran afinidad por los receptores p (mu) y
afinidad menor por otros receptores que también coadyuvan [(receptores k (kappa) y o
(delta)]. Los receptores p (mu) en la periferia y neuronas presinapticas las neuronas de la asta
dorsal inhiben las sefiales del dolor (transmisién nerviosa) disminuyendo el flujo de Calcio en la
célula. En las neuronas de la médula espinal postsinapticas, los receptores (i (mu) abren los
canales de potasio (salida de iones de potasio) lo que produce hiperpolarizacién, asi la neurona

no puede responder a las sefiales de dolor adicional.

En la tabla 5 y 7 se muestra los resultados de las pruebas realizadas con dosis 600mg/Kg y
concentraciones de 600mg/Kg y 200 mg/kg obteniendo un porcentaje de analgesia con respecto
al control negativo de 49.48% de y 42.60% de respectivamente. En la tabla 6 se muestran los

resultados de las pruebas realizadas, a una dosis de 400 mg/Kg de extracto de pupa, obteniendo
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el mayor porcentaje de analgesia 95.19%. del analisis de estos resultados podemos presumir en
primer lugar que el extracto de pupa si presenta actividad analgésica pero que esta no es
dependiente a la dosis porque a una dosis mayor como la de 600mg/kg se encuentra un valor
considerablemente menor que la dosis de 400 mg/kg.

Al obtener porcentajes significativos de analgesia, sobre todo en la dosis de 400mg/Kg de extracto
de pupa, se confirma la hipétesis de que el extracto etandlico de Tristerix chodatianus “Pupa”
cuenta con propiedad analgésica, lo que podria relacionarse con la presencia de los metabolitos

secundarios detectados como la presencia de flavonoides que contiene el extracto vegetal.

Con respecto al ensayo de citotoxicidad en Artemia salina se muestra que el porcentaje de
citotoxicidad (% de nauplios muertos) en el control positivo, solucién de 1000ppm de sulfato de
quinina es de 100%; a diferencia del control negativo y de los tres ensayos realizados con
concentraciones de 10ppm, 100ppm y 1000ppm del extracto etandlico de Tristerix chodatianus

“Pupa”, los cuales por los resultados obtenidos podrian clasificarse como especie no toxica.

En cuanto al bioensayo de citotoxicidad en Lactuca sativa (Lechuga) se determiné el porcentaje
(%) de citotoxicidad de acuerdo a la germinacion de la semilla de lechuga en la cual se encontrd
un 100 % de capacidad germinativa lo que demuestra que no tienen efecto toxico sobre la
capacidad germinativa del embrion y en cuanto a la medida del crecimiento radicular viendo que
en los 3 grupos de ensayo se obtuvo una medida de 4,18cm, 4,18cm y 4,10cm, solo en el caso de
la concentracién del 1000ppm una ligera pero no significativa disminucién del crecimiento
radicular Tabla 9; todo esto confirma la no o baja toxicidad del extracto etandlico de la especie

estudiada.
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V. CONCLUSIONES

A partir del presente trabajo de investigacion, podemos concluir lo siguiente:
- El extracto etanolico de Trixteris chodatianus “Pupa” posee actividad analgésica apreciable.

- El extracto etandlico de Trixteris chodatianus “Pupa” no presenta toxicidad frente a la

Artemia salina ni frente a Lactuca sativa a las dosis estudiadas.

41



V1. RECOMENDACIONES

1. Teniendo gran diversidad de flora en el Per(, se recomienda a la comunidad académica
seguir con las investigaciones de las diferentes especies conocidas y no conocidas, para

determinar las diferentes propiedades terapéuticas de las mismas.

2. Proseguir con los estudios de investigacion de la actividad analgésica de la especie
Tristerix chodatianus (Patsch.) Kuijt “Pupa”; utilizando otros métodos para la

evaluacion de la misma.

3. Proseguir con los estudios de investigacion de la citotoxicidad de la especie Tristerix
chodatianus (Patsch.) Kuijt “Pupa”, por diferentes métodos para corroborar que no tiene

propiedades toxicas.
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VIII.ANEXOS

ANEXO N°01

ANALISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR PARA LOS PROMEDIOS DE
ANALGESIA

Analisis de varianza de un factor para los promedios de analgesia

RESUMEM

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 4 1240 310 55066.67
Columna 2 a4 352.17 88.0425 3178.243

ANALISIS DE VARIANZA

Valor
Origen de las Suma de  Grados de Promedio de los critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 98530.26 1 98530.264 3.16585 0.125459 5.98738
Dentro de los
grupos 186734.7 (7] 31122.455
Total 285265 7
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TITULO: EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANALGESICA Y CITOTOXICIDDAD DEL EXTRACTO ETANOLICO DE

ANEXO N°02: MATRIZ DE CONSISTENCIA

HOJAS DE LA ESPECIE Tristerix chodatianus (Patsch.) Kuijt “Pupa”.

Problema Objetivo general Marco tedrico Hipotesis Variables Metodologia
general general
¢Presentara el | Determinar si el | Muchos grupos de investigacion se dedican a | El extracto | INDEPENDIENTE: | Tipo, nivel y
extracto extracto etandlico | evaluar extractos vegetales como estrategia | etandlico Extracto etanolico de | disefio de la
etanolico obtenido a partir | para hallar nuevas alternativas terapéuticas | obtenido de las | hojas de  Tristerix | investigacion
obtenido a | de las hojas de la | frente a distintas afecciones; pese a que | hojas de la | Chodatianus “Pupa”. | Tipo:
partir de las | especie Tristerix | muchos  extractos  vegetales  tienen | especie vegetal | Indicador: Aplicada
hojas de la | chodatianus propiedades  benéficas  podrian  tener | Tristerix Concentrado del | Nivel:

especie vegetal
Tristerix
chodatianus
(Patsch.) Kuijt
“Pupa”
actividad
analgésica vy

citotoxicidad?

(Patsch.)  Kuijt
“Pupa” presenta
actividad

analgésica y

citotoxicidad

potencial toxico, por lo que es importante en

primera instancia poder determinar la
toxicidad de los mismos.

Asimismo, La actividad analgésica es una
importante actividad farmacoldgica, la cual
combate el dolor y la inflamacion que son dos
de los sintomas que acompafan a la mayoria
de las enfermedades siendo las causas mas

frecuentes de consulta médica.

chodatianus
“PUPA”
presentara
actividad
analgeésica y no
presentara

citotoxicidad.

extracto etanolico de
hojas de  Tristerix
chodatianus “Pupa”
indice:  Concentrado
del extracto etanolico
de hojas de Tristerix

chodatianus “Pupa”.

Cuasiexperim
ental

Disefio: Libre
Poblacion:
-Nauplios de
Artemia
salina
-Ratones

albinos
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Problemas Objetivos Marco teérico Hipdtesis Variables Metodologia
especificos especificos especifica
¢Presentard el | Determinar si el | EI dolor es la experiencia sensorial y | El extracto Ensayo de
extracto extracto etandlico | emocional desagradable provocada por la | etanélico DEPENDIENTE: citotoxicidad
etandlico obtenido a partir | estimulacion perjudicial de las terminaciones | obtenido de las | Citotoxicidad con Artemia
obtenido a partir | de las hojas de la | nerviosas sensitivas. hojas de la | Indicador: Ensayo de | salina

de las hojas de la
especie vegetal
Tristerix
chodatianus
(Patsh.)  Kuijt
“Pupa”
actividad

analgésica?

especie Tristerix
chodatianus
(Patsch.)  Kuijt
“Pupa” presenta
actividad

analgésica.

Si se recurre a la Fitoterapia, como alternativa
terapéutica, encontraremos a los flavonoides,
metabolitos que ocupan un lugar muy
importante dentro de esta rama, y que son
muy reconocidos por su relacion con las
propiedades analgésicas y antiinflamatorias.
Permitiendo a la poblacion disponer de

acceso a alternativas terapéuticas

especie vegetal

Tristerix

chodatianus

‘GPUPA”
presentara
actividad

analgeésica

cito toxicidad

Artemia salina

con

Indice: % de letalidad
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Problemas Objetivos Marco teérico Hipdtesis Variables Metodologia
especificos especificos especifica
¢Presentard el | Determinar si el | Uno de los biomodelos empleados en las | El extracto Método de
extracto extracto etandlico | etapas preliminares de la investigacion | etanélico Actividad analgésica | reaccion  al
etandlico obtenido a partir | fitoquimica, es el bioensayo con Artemia | obtenido de las | Indicador: Método de | calor “HOT
obtenido a partir | de las hojas de la | salina, desarrollado en 1982, Artemia salina | hojas de la | reaccion al calor | PLATE 0

de las hojas de la
especie vegetal
Tristerix
Chodatianus
(Patsh.)  Kuijt
“Pupa”

citotoxicidad?

especie Tristerix
chodatianus
(Patsch.)  Kuijt
“Pupa” presenta

citotoxicidad.

es un crustaceo sensible a un amplio rango de
compuestos con actividad biolégicay de muy
estructuras

diversas quimicas. El

procedimiento  consiste en  exponer
compuestos activos y/o extractos de plantas a

nauplios de Artemia salina.

especie vegetal
Tristerix

chodatianus
“PUPA” no
presentara cito

toxicidad.

“HOT PLATE o placa

caliente”

indice: % de
Analgesia;  Potencia
analgesica

placa caliente”
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ANEXO N°03

Clasificacion taxondémica de Tristerix chodatianus (Patsch.) Kuijt “Pupa”
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ANEXO N°04

FOTOGRAFIAS DEL TRABAJO DE INVESTIGACION

Imagen 1. Muestra vegetal Tristerix chodatianus “Pupa”

Imagen 2. Muestra vegetal seca
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Imagen 3. Maceracion de la muestra vegetal

Imagen 4. Concentracion
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Imagen 5. Filtracion

Imagen 6. Extracto etanélico
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Imagen 7. Administracion de dosis en ratones albinos - Actividad analgésica

Imagen 8. Prueba Hot Plate en ratones albinos — Actividad analgésica
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Imagen 9. Preparacion de disoluciones de extracto etandlico de Tristerix chodatianus (Patsch.)
Kuijt “Pupa” — Prueba de citotoxicidad

Imagen 10. Nauplios de Artemia salina vivos - Ensayo de citotoxicidad
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Imagen 11. Ensayo de citotoxicidad en Lactuca sativa (Lechuga)
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ANEXO N°04
CONSTANCIAS Y DECLARACIONES JURADAS DE ASESORES
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ANEXO N°05
CERTIFICACION DEL COMITE DE ETICA




