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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la actividad antioxidante, analgésica y determinar toxicidad
aguda del extracto etandlico de la especie Tiquilia paronychioides “Flor de
arena”. Método: El extracto de hojas, tallos y flores se obtuvo por maceracion
en etanol de 96° durante 14 dias, se filtr0 y evaporo el solvente utilizando un
evaporador rotatorio. Se identificaron los grupos de metabolitos secundarios
mediante un tamizaje fitoquimico. La capacidad captadora de radicales libres
del extracto se evalu6 por el método de inhibicion frente al radical libre 2,2-
Difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). Mientras que la actividad analgésica en
animales de experimentaciéon por el método de la placa caliente (Hot Plate).
La toxicidad aguda se evalué en ratones albinos cepa Balb/C53/CNPB, usando
el método de las clases, segun la OCDE 423. Resultados: Se identificaron
flavonoides, grupos fendlicos y aminos libres, triterpenoides y/o esteroides y
catequinas. En la actividad antioxidante por el método DPPH, la concentracién
efectiva media (ICso) fue de 4,31 mg/mL. El mayor % de actividad analgésica,
de los extractos a diferentes dosis, es de 51,69% a dosis de 750 mg/Kg, siendo
menor al control positivo (tramadol 100mg). La toxicidad es superior a 2000
mg/Kg, lo que indica que la DLso estaria sobre 2000 mg/Kg. Conclusiones:
La especie Tiquilia paronychioides presentd actividad antioxidante con (ICso)
de 4,31mg/mL, mayor actividad analgésica a dosis de 750 mg/Kg, y no

presento toxicidad aguda a dosis de 2000 mg/Kg.
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Palabras claves: Tiquilia paronychioides., actividad analgésica, actvidad

antioxidante, toxicidad aguda.
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ABSTRACT

Objective: Evaluate the antioxidant and analgesic activity and to determine the
acute toxicity of the ethanolic extract of the species Tiquilia paronychioides
"Flor de arena". Method: The extract of leaves, stems and flowers was
obtained by maceration in 96° ethanol for 14 days, the solvent was filtered and
evaporated using a rotary evaporator. The secondary metabolite groups were
identified by phytochemical screening. The free radical scavenging capacity of
the extract was evaluated by the inhibition method against the free radical 2,2-
Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). While the analgesic activity in experimental
animals by the Hot Plate method. Acute toxicity was evaluated in albino mice
strain Balb/C53/CNPB, using the method of classes, according to OECD 423.
Results: Flavonoids, phenolic groups and free amines, triterpenoids and/or
steroids and catechins were identified. In antioxidant activity by the DPPH
method, the mean effective concentration (IC50) was 4.31 mg/mL. The highest
% of analgesic activity, of the extracts at different doses, is 51.69% at a dose
of 750 mg/kg, being lower than the positive control (tramadol 100mg). The
toxicity is higher than 2000 mg/Kg, indicating that the LD50 would be over 2000
mg/Kg. Conclusions: Tiquilia paronychioides species presented antioxidant
activity with (IC50) of 4.31mg/mL, higher analgesic activity at doses of 750

mg/Kg, and didn’t present acute toxicity at doses of 2000 mg/Kg.
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acute toxicity.



INTRODUCCION

Las plantas en el transcurso de los afios son utilizadas para tratar variedad de
enfermedades, siendo una alternativa para el desarrollo de la fitoterapia y
fitomedicina (Hernandez Rodriguez, 2005), de esta manera se constituyen en
un valioso aporte en la medicina complementaria de los centros de salud del

Peru.

La OMS “Organizacion Mundial de la Salud” tiene como concepto a la
fitoterapia como la "Ciencia que estudia la utilizacion de los productos de
origen vegetal, con fines terapéuticos, ya sea para prevenir, atenuar, o curar
un estado patoldgico”. Otro concepto importante es la fitomedicina, ciencia que
transforma las plantas, con efecto terapéutico, en medicamentos, estas tienen
gue ser sometidos previamente a ensayos clinicos y otros estudios, debido a
que la administracion de una planta debe cumplir los principios de calidad,

eficacia y seguridad (Torres Camacho y Castro Cafiaviri, 2014)2.

La fitomedicina también puede ser utilizada para tratar dolores soméaticos o
viscerales, se entiende como dolor a una manifestacién subjetiva que causa
desagrado, esta sensacion es captado por receptores llamados nociceptores.
El dolor si es intenso, responden a mediadores inflamatorios como
prostaglandinas, serotonina, histamina, interleucinas y otros sistemas de
regulacion, esto se ve reflejado en una sensibilizacion de los nociceptores y

neuronas somatosensoriales (Chopade Ar, 2013)3. En la actualidad se utiliza



diversas formar para calmar esta experiencia desagradable llamada dolor,

utilizando farmacos, medicina complementaria y fisioterapias.

Con el fin de aportar conocimiento a la fitomedicina y fitoterapia, se evaluo la
actividad antioxidante, analgésica y toxicidad aguda de la especie Tiquilia

paronychioides.

En la actualidad la especie Tiquilia paronychioide es utilizada como depurativa
0 desintoxicante natural en el Centro de Medicina Tradicional vy
complementaria del Hospital Felix Torrealva de la ciudad de Ica. También es
utilizada como medicina natural para problemas de litiasis, inflamacion de la

prostata y problemas estomacales.

No existen estudios actuales que demuestren la actividad antioxidante y
analgésica, pero se encontré estudios de toxicidad aguda. Por este motivo
nacio el interés del autor en evaluar la actividad antioxidante, analgésica y la

toxicidad aguda de la especie Tiquilia paronychioides.
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CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.
1.1. Descripcion de la realidad problemética.

La medicina tradicional es una de las principales practicas en los servicios
de salud, siendo una alternativa para los paises en desarrollo que no
cuentan con condiciones basicas de salud, ya que es muy asequible
porque esta presente en todo lugar (Estrategias de la OMS sobre medicina

tradicional, 2013)%.

En Estados Unidos pacientes con enfermedades reumaticas consultan a
los médicos ostedpatas, representando el 23% de las visitas en un afo.
Pacientes con esclerosis multiples recurren a tratamientos de medicinas
complementarias y alternativas: 41 % en Espafia, 82 % en Australia 'y 70

% en Canada (Estrategias de la OMS sobre medicina tradicional, 2013)%.

En diversos departamentos del Perl, se encuentran diversas plantas con
propiedades terapéuticas no comprobadas cientificamente, siendo
utilizadas de forma irracional, sin ningn conocimiento de seguridad y
eficacia. Segun el informe de Produccion de Las Farmacias Naturales de
Medicina Complementaria - 2017, hasta el 2017 en ESSALUD contaba con
29 centros de atencidon de medicina complementaria y el nimero de

pacientes atendidos solo en el 2017 fue de mas de 88.000 pacientes



(Informe de Produccion de las Farmacias Naturales de Medicina

Complementaria, 2017)°.

Ica, es uno de los departamentos de Peru en donde existe una variedad
de plantas con propiedades terapéuticas, que no cuentas con estudios
cientifico; la mayoria de plantas son utilizadas por conocimiento empirica
0 por costumbre y cultura (Plantas medicinales de los Andes y la

Amazonia-La Flora magica y medicinal del Norte del Pert,2015)°8.

Con el fin de explicar de forma racional el uso terapéutico de diversas
plantas, han surgido en los Ultimos afos investigaciones preliminares de
actividad farmacoldgica, toxicidad y antioxidante, entre otros estudios. Sin
embargo, aun se desconoce el uso terapéutico de muchas plantas
(Informe de Produccion de las Farmacias Naturales de Medicina

Complementaria, 2017)°.

La medicina natural es una alternativa a los medicamentos sintéticos que
causan dafos. Los analgésicos por ejemplo constituyen uno de los grupos
de farmacos mas utilizados en la actualidad, pero un aumento de dosis o
si se toman por largos periodos conlleva a efectos adversos como gastritis

y hepatotoxicidad (Vallejo Narvaéz, 2015)’.

Este trabajo es un aporte para futuras investigaciones sobre Tiquilia
paronychioides de nombre comun “flor de arena”; esta especie crece

abundantemente en la localidad de Rosario de Yauca, provincia y
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1.2.

1.3.

departamento Ica, donde los pobladores lo utilizan para la inflamacion y
dolor de la préstata; lo que motiva este estudio como la busqueda de
nuevas fuentes de analgésicos naturales que pueden llevar al desarrollo
de farmacos con utilidad terapéutica potencial para el tratamiento de este
sintoma; sin embargo, no hay evidencia cientifica sobre su efecto

analgésico, antioxidante y toxicidad.

En este trabajo se busca identificar cuales son los metabolitos
secundarios, comprobar las actividades analgésicas, antioxidante y
evaluar su toxicidad aguda presentes en el extracto etandlico. La especie
Tiquilia paronychioides, no reporta estudios sobre su efecto analgésico, lo
gue motiva la busqueda de nuevas fuentes de analgésicos naturales que
pueden llevar al desarrollo de farmacos con utilidad terapéutica potencial

para el tratamiento de este sintoma.

Formulacion del problema.

¢Posee actividad antioxidante, analgésica y toxicidad aguda el extracto

etandlico de la especie Tiquilia paronychioides?

Justificacién e importancia.

Tiquilia paronychioides o Flor de Arena es de origen costefio en Perq,
dicha planta crece en la ciudad de Ica. Tiene pocos estudios realizados, a
pesar de su uso por parte de los pobladores como una alternativa en la

medicina tradicional. Al existir escaso conocimiento sobre las propiedades
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terapéuticas de Tiquilia paronychioides se decidi6 investigar la actividad
analgésica, antioxidante y su toxicidad aguda; tomando como bases
conocimientos de estudios preliminares de actividades realizadas, las
mismas que sirven para esta y otras futuras investigaciones. Buscando
que contribuir en el beneficio de los pobladores de Ica, planteamos el

presente trabajo, ademas que el presente estudio sirva como fuente de
informacion para futuras tesis o trabajoS de investigacion que ayuden a

respaldar el uso de esta especie vegetal en la medicina tradicional.

1.4. Objetivos de la investigacion.
General:
e Evaluar la actividad analgésica, antioxidante y toxicidad aguda del
extracto etandlico de hojas, tallos y flores de la especie Tiquilia

paronychioides.

Especificos:

e Identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto
etandlico de las hojas, tallos y flores de la especie Tiquilia
paronychioides.

e Determinar el efecto analgésico del extracto etandlico de hojas, tallos
y flores de la especie Tiquilia paronychioides en ratones cepa

Balb/C53/CNPB.
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e Determinar la toxicidad aguda del extracto etandlico de hojas, tallos
y flores de la especie Tiquilia paronychioides en ratones cepa
Balb/C53/CNPB.

e Establecer la actividad antioxidante por el método de DPPH del
extracto etandlico de hojas, tallos y flores de la especie Tiquilia

paronychioides.

1.5. Hipdtesis y variables
1.5.1. Hipotesis
El extracto etandlico de la especie Tiquilia paranychioides presenta
actividad antioxidante, analgésica y toxicidad aguda.
1.5.2. Variables y operacionalizacion
e Variable independiente: Extracto etandlico de la especie Tiquilia
paronychioides
e Variable dependiente: Actividad antioxidante, analgésica y
toxicidad aguda del extracto etandlico de la especie Tiquilia

paronychioides.

16



Variable Indicadores Indice

Variable

independiente

Extracto etandlico de | Metabolitos Reacciones de coloracion y
la especie Tiquilia secundarios precipitacion

paronychioides.

Variable dependiente

Actividad Analgésica | Tiempo de reaccion segundos
Actividad antioxidante | Método de DPPH ICs0
Toxicidad aguda Peso de ratones Promedio de pesos en g
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CAPITULO I
BASES TEORICAS

2.1. Antecedentes
2.1.1. Nacionales
Truijillo, (2018) en su investigacion, tuvo como objetivo determinar el
efecto diurético de las hojas de tiquilia paronychoides, en ratones
(Rattus rattus var. Albinus). En su metodologia, indujo diuresis con el
método de Lipschitz (25 mL/Kg), trabajando con 4 grupos de 24
especies; para determinar el efecto diurético se administré a dosis de
100 mg/kg y 200 mg/Kg el infuso de hojas de la planta estudiada,
siendo estas dosis comparadas con el grupo de furosemida 10
mg/Kg, estas dosis fueron administrada por sonda orogastrica.
Obteniendo como resultado que la dosis de 200 mg/kg de Tiquilia
paronychioide, tiene mayor efecto que la dosis de 100 mg/kg (Truijillo

Rodriguez, 2018)8.

El Instituto de medicina tradicional (2017), realiz6 tres protocolos
que obtuvieron la aceptacién del INS, por un comité de ética en
investigacion en animales; en dichos protocolos se evalud la
citotoxicidad de las especies Desmodium molliculum, Tiquilia
paronychioides, Gentianella alborosea, Berberis vulgaris vy

Schukurhia pinnata, utilizando como unidades experimentales las
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larvas del crustaceo Artemia salina. En los resultaros se hallaron
gue solo las especies Berberis vulgaris y Schukurhia pinnata, tienen

efecto toxico altos®.

Huaméan (2013) en su trabajo, tuvo como objetivo determinar el
efecto Tiquilia paronychioide (flor de arena) como antinflamatorio de
hiperplasia benigna de protata, haciendo de este un extracto acuoso
de hojas. Para dicho estudio utilizo ratones, los cuales fueron
inducidos por enanato, para obtener hiperplasia de prostata en
ratones, utilizé 5 grupos de ratones a los cuales se les administro
por via oral durante 14 dias; al grupo uno y dos suero fisiolégico y
grupos tres, cuatro y cinco el extracto a dosis de 50, 200 y 500 mg/kg
en ese orden. Se obtuvieron los siguientes resultados, en los grupos
tres, cuatro y cinco los niveles séricos de TBARS se redujeron
respecto al grupo dos; no obstante, no mostré diferencia significativa
en la préstata, al grupo cinco el indice prostatico disminuyd; en los
grupos que recibieron el extracto los niveles de PSA se redujeron,
se concluyé que especie en estudio redujo la hiperplasia de préstata

(Huaman Gutiérrez, 2013)0.

Artemio, Klinar, Castillo y Peralta (2009) en la investigacion sobre
Screening fitoquimico de Gentianella alborosea, Desmodium sp. y

Tiquilia paronychioides. Utilizaron muestras de hojas recolectadas
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en la ciudad de Lima, el método de extraccion fue por macerado y
reflujo, para finalmente analizar los compuestos por screening
fitoquimico. Los resultados obtenidos para tiquilia paronychoide
fueron positivos para triterpenos y/o esteroides y flavonoides

(Artemio Chang, 2009)*L.

2.1.2. Internacionales
Boom (2018) en su trabajo, Evaluacion de la Actividad Antioxidante
de Aceites Esenciales de Eucaliptos Cultivados en Colombia. Tuvo
como objetivo evaluar la actividad antioxidante de aceites esenciales
obtenidos a partir de eucaliptos, los métodos utilizados fueron:
fenoles totales, poder antioxidante reductor de hierro, método DPPH
y capacidad de absorcion de radicales de oxigeno. Se concluye que
los compuestos quimicos de mayor concentracion en las especies de
eucalipto fueron el eucaliptol y el a-pineno, con valores superiores al

41% y al 7% respectivamente (Boom A, 2018)*2.

Mena (2017) en su investigacion, Actividad gastroprotectora y
toxicidad aguda del extracto de hojas de Cnidoscolus Chayamansa
Mc Vaugh. Tuvo como objetico evaluar la actividad gastroprotectora
y la toxicidad aguda del extracto mediante un estudio preclinico. El
meétodo a utilizar para determinar el efecto gastroprotector fue por

modelo experimental de Ulcera gastrica inducida por etanol
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absoluto, se formaron cinco grupos experimentales de ocho
animales cada uno, al grupo | (control negativo), grupo Il (Control
positivo), grupo I, IV y V (100, 200 y 400 mg/Kg); y la toxicidad
aguda oral mediante el procedimiento de dosis fija. Obteniendo
como resultado, el peso, como indicador de toxicidad, se comporto
dentro de los parametros de crecimiento. Se observo un aumento
del porciento de inhibicién del grado de ulceracion, desde 21 %, 99
y 100 % en dosis de 100 mg/kg, 200 mg/kg y 400 mg/kg,
respectivamente. Se concluye que la Cnisdoscolus chayamansa
posee actividad gastroprotectora y es inocua por via oral (Mena

Linares, 2017)%,

Armindo (2017) en su trabajo, evalu6 el posible efecto toxico en
ratas hembras, administrando un extracto etandlico de Tephrosia
vogelii Hook; las dosis administradas fueron de 500, 1000 y 2000,
provocando la mortalidad en mas del 50 % de los animales, no
provoco la aparicién de efectos toxicos a la dosis de 250 mg/kg. Este
extracto se clasifica como categoria 3, segun el método de las

clases (Armindo Paixao. 2017)4.

Mendoza (2016) en su investigacion, tuvo como objetivo evaluar la
actividad analgésica del extracto hidroalcohdlico de la hoja de

Jatropha gossypifolia; también se desarrolld6 una evaluacion
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fitoquimica, obteniendo como principales metabolitos: saponinas,
alcaloides, fenoles, flavonoides, aminoacidos libres, coumarinas,
azucares reductores y quinonas. ElI método utilizado para la
actividad analgésica fue: placa caliente y contorsiones inducidas por
acido acético en ratones (Mendoza Mufios, 2016)*°,

Por ultimo, se llevé a cabo un estudio de toxicidad dérmica aguda.
El autor concluye que el extracto hidroalcohdlico de hojas de
Jatropha gossypifolia L. posee un efecto analgésico y no presenta

toxicidad.

2.2. Marco Teorico
2.2.1. Tiquilia paronychioides (Flor de Arena).
Es una planta de la familia Boraginacea, Se encuentra en los Andes
del Pera.
a. Clasificacion taxonomica
Reino: Plantae
Phylum o division: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Boraginales
Familia: Boraginaceae
Género: Tiquilia

Especie: Tiquilia paronychioides.
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Sinonimia cientifica: Coldenia aggregata Rusby, Coldenia

Paronychioides.

Sinonimia vulgar: “flor de arena”.

b. Descripcidon de Tiquilia paronychioides
Es una hierba rastrera, sus ramas tienen pelos y son de color
marron claro, el tallo es de color marrén oscuro y presenta capas
blanquecinas, sus Hojas son de color verde bajo y alternas con
pelos blancos pequefios, su flor blanca es tubular y pequefia,
presenta frutos lisos y pequefios (Plantas medicinales de los
Andes y la Amazonia-La Flora magica y medicinal del Norte del
Peru, 2015)°.

c. Usos de Tiquilia paronychioide
Usado tradicionalmente como antioxidante, antinflamatorio,
antipirético, contra la inflamacion de la prostata, inflamacion de
ovarios, infecciones urinarias (Plantas medicinales de los Andes 'y
la Amazonia-La Flora méagica y medicinal del Norte del Peru,

2015)8.

2.2.2. Dolor
IASP, “Internacional Association for the Study of Pain”, entiendo
como dolor a una experiencia subjetiva irritante que experimenta un
ser humano, siendo esta un dafio real o potencial (Le6n M. et al,

2019)16,
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2.2.2.1. Clasificacion

De acuerdo a su mecanismo se clasifican en:

a. Dolor nociceptivo
Resulta del dafo visceral y soméatico, directo a estructuras
como piel, viseras, musculos y tejido conectivo. El dolor
activa a los nociceptores somaticos y viscerales; el dolor
somatico se caracteriza por presentar sensacion tipo
presion y palpitante, en cambio el dolor visceral no es bien
claro al momento de hallar su localizacion, este es la
compresion de viscera (Ledn M. et al, 2019)6.

b. Dolor neuropatico
Resulta de la lesion al sistema nervioso central o periférico,
llegando a ser un dolor crénico que se manifiestan ante
sefiales minimas o sin sefial de dolor (Leén M. et al, 2019)%6.

De acuerdo a su intensidad se clasifica en:

a. Dolor leve, realizan actividades cotidianas.

b. Dolor moderado, interrumpe con las actividades cotidianas.
Se empieza con un tratamiento en la mayoria de casos.

c. Dolor severo, interrumpe las actividades. Se empieza con
tratamiento farmacologico.

2.2.2.2. Fisiopatologia
El dolor es captado por receptores llamados nociceptores. Los

nociceptores son terminaciones nerviosas, que se encuentran
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en todo el cuerpo. Cuando se produce una lesion se liberan
agentes quimicos como: sustancias P, tromboxano, iones
potasio, histaminas, leucotrienos, bradikininas, serotonina,
acetilcolina y factor activante de plaqueta.

En la medula espinal existen nociceptores que liberan
mensajeros 0 neurotramisones. Estos neurotrasmisores son
neuropéptido y glutamato.

Las neuronas sensoriales que perciben el dolor son activadas
por diferentes medios. Por medios de sinapsis viaja
potenciales de accion hasta alcanzar el talamo vy
posteriormente viaja a la corteza somatosensorial la cual
percibe el dolor (Zegarra Piérola, 2007)*’.

El proceso neuronal de la sefial del dolor es el siguiente:
Traduccién, los estimulos nociceptivos se convierten en
sefales eléctricas. Los neurotransmisores que son liberados
en la periferia permiten el “reflejo axonal”, originando cambios,
conocidos como indicadores de dolor: hinchazon, tersura,
enrojecimiento.

En la transmision, los estimulos nociceptivos activan las fibras
Ad y C, conduce la informacion a la medula espinal, después
al tdlamo y por ultimo a la corteza cerebral. Las Fibras C

transmiten informacién quimica, térmica, mecanica, estas
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miden menos de 1.5 micras de diametro, no son mielinizadas
y conducen a 0.5-2 m/segundo.

Fibras Ad son delgadas que trasmiten estimulos térmicos,
miden de 1-5 micras, conducen a 2 - 20 m/segundo; contestan
a alicientes mecanicos de alta intensidad, por lo cual son
llamadas “mecanoreceptores de umbral alto”.

La Modulacion, permite que la sefal nociceptiva recibida sea
inhibida mediante un sistema de modulacibn endogeno,
modificando los signos de dolor. Mediante la liberacién de
neurotrasmisores como beta endorfina, encefalina, se inhibe

el dolor (Zegarra Piérola, 2007)*.

2.2.3. Analgésicos
Son farmacos dispensados en el tratamiento de dolor, su eleccién
depende de la escala de dolor, edad, medicamentos asociados y otra
enfermedad asociada, también depende de via de administracién y
dosis. Entre las elecciones para el tratamiento terapéutico del dolor
se hallan paracetamol, antinflamatorios no esteroideos, opiaceos,
metamizol. Actualmente se esta replanteando el uso de opioides, asi
como la administracion de analgésicos por el propio paciente (Flores

J,2014).18
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La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1986 elaboro una
escala de analgesia (figura 1) para tratar el dolor segun su intensidad

(Vallejo A, 2015)’.

IVESCALON Tratamiento con métodos invasion,

con o sin analgr:sia

Tratamiento con opioidcs potentes, con o
I ESCALON sin analgesia, adjunto o no tratamicnto
de primer escalén, (Morfina, Oxicodona,
Fentanilo, Metadona, Buprenorfina)

Tratamiento con cpioidcs débiles, con o
IMESCALON  sin analgesia, adjunto o no tratamiento

de primer escalén. (Codeina, Tramadof)

Tratamiento con opioide, cono
IESCALON sin coanalgesia. (Paracetanol, AINEs,
Metamizol)

Figura 1. Escala de analgesia, segin la OMS (Vallejo A, 2015)".
Paracetamol
Analgésico con propiedades antipiréticas y baja propiedades
antinflamatorias; prescritos para dolores leves a moderados. Inhibe
la sintesis de oxido nitrico, la COX a nivel nervios central y levemente
la produccién de prostaglandinas periféricas.
El paracetamol es de primera linea en pacientes hospitalizados con
dolor leve a moderados combinandose en ocasiones con AINES;
alcanza concentraciones plasmaticas altas a los 30 a 60 minutos y
posee via media de 2 horas (Flores Bolero, 2013).18

Metamizol
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Pertenece a la familia de las pirazolonas, con propiedades
analgésico, antinflamatorio y antipirético. Inhibe la ciclooxigenasa de
esta manera también se inhibe la formacion de prostaglandinas y
tromboxano A2, GMP ciclico y apertura de canales potasio. (Flores

Bolero, 2013).18

Antiinflamatorios no esteroideos

Frecuentemente utilizado en los centros de salud, por sus
propiedades analgésica, antiinflamatorio y por su diversidad de
formas farmacéuticas. Actdan inhibiendo la COX-1 y/o COX-2 y se
clasifican segun su composicion quimica y su accién farmacolégica.
La COX-1 se encuentra en diversidad de tejidos, siendo importante
en funcidon plaguetaria, la conservacion de la mucosa gastrica
(PGE2) y flujo sanguineo renal; la COX-2 se expresa

fundamentalmente en el rifidn y sistema nervioso central.

Opiaceos

Los medicamentos opiaceos tienen como blanco receptores delta,
kappa y mu, estos actuan sobre el sistema nervioso central causando
analgesia elevada, asimismo puede causar dependencia al
medicamento o farmacodependencia. La morfina es representante

principal de los analgésicos opioides, este se extrae del opio de la
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adormidera Papaver somniferum. A través de la modificacion de la

morfina han surgido diferentes familias de opioides (Vallejo A, 2015)’.

Chy

CH; CH;—CH CH; CHg—CH C CH:
CH; . CH; CH;
G0 o @Q %
OH 'CH:
ol OH  HO
Morfina Walonona Buprenorfina

CHy oy CHZ-CH@
\N
|
- Q @\
25
SH
C-C H i

CHyd

Tramadal Petidina Fenlanlo Meladona
{meperiding)

Figura 2. Estructura quimica de las principales familias de farmacos

opioides’.

2.2.4. Tramadol

Es agonista de los receptores p e inhibe la recaptacion de serotonina,

también es un analogo sintético de la codeina.

2.2.4.1. Mecanismo de accion

Al unirse a los receptores |, activa mecanismos que hacen que

el AMPc se reduzca a nivel intracelular, inhibiendo la adenilato-
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2.24.2.

ciclasa, encargada de modular la liberacion de
neurotransmisores nociceptivos como la dopamina, sustancia P,
la noradrenalina y acetilcolina. La recaptacion de la norepinefrina
y de la serotonina en el sistema nervioso central también son
inhibida por el tramadol y, de esta manera, impide la transmision
del dolor a través de la médula (Vallejo A, 2015)’.
Farmacocinética

El tramadol se administra por via oral, intramuscular e
intravenosa. El farmaco se absorbe rapidamente con una
biodisponibilidad inicial del 68% que llega al 100% via oral. Este
aumento de biodiponibilidad del tramadol, es debido a que
experimenta una metabolizacion hepéatica de primer paso
saturable. La biodisponibilidad disminuye en los pacientes con
insuficiencia renal o hepética y aumenta con la edad. Después
de la administracion intramuscular o rectal, la biodisponibilidad
es del 100% y 78%, respectivamente. Las concentraciones
méaximas del metabolito activo se obtienen a las 3 horas después
de una dosis oral, aunque el farmaco nativo es detectable a los
15-45 minutos y alcanza su maximo a las 2 horas. El efecto
analgésico se mantiene durante unas 6 horas gracias al
metabolito activo. La union a proteinas es del 20%. El farmaco
se excreta en la leche materna en un 0.1% y atraviesa la barrera

placentaria (Vallejo A, 2015)".
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2.2.5. Antioxidante
Son sustancias que previenen la oxidacion, siendo esta una
reaccion de transferencia de electrones, donde se producen
radicales que ocasionan reacciones en cadenas. Este proceso
causa dafio celular. Los antioxidantes al tener escasos electrones
dan por finalizada la reaccion en cadena que provoca los radicales
libres, haciendo estable la reaccion.
Los antioxidantes ayudan a prevenir el estrés oxidativo y previene
enfermedades causados por descompensacion de radicales. Se
clasifican en solubles en agua (hidrofilicos) y lipidos (hidrofobicos),
el primero esta presente en el citoplasma celular y el segundo
protege la membrana celular contra la peroxidacion lipidica.
Entre las sustancias antioxidantes encontramos a carotenos,
flavonoides, vitamina E, A y C, compuestos fendlicos vy
bioflavonoides. Los alimentos con altas cantidades de flavonoides
han demostrado tener alta actividad antioxidante, estando
presentes en las plantas, como cereales, verduras, vinos (Figueroa
Diaz, Mollinedo Moncada, 2017)°.

2.2.5.1. Mecanismo antioxidante

a. Mecanismo HAT
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Se inactiva el radical por trasferencia de un atomo de H. En
esta reaccion R” es el radical libre y AH el antioxidante, como
se observa:

R'+AH —» RH+A"
El radical nuevo es mas estable que el radical inicial.

b. Mecanismo SET
Se trasfiere un electron por parte del antioxidante, para
reducir el compuesto. Siendo de nuevo R” el radical libre y
AH el antioxidante, como se observa:
R'™+AH —» R" + AH*
Como consecuencia el radical, termina reduciéndose, siendo

mucho mas estable (Monroy Vasques et al, 2017)%°,

2.2.5.2. Clasificacion
a. Antioxidantes primarios
Previene la formacién de ERO (especie reactiva de oxigeno).
Estos antioxidantes hacen que los ERO sean menos
perjudicales. En este grupo estas las siguientes enzimas:
Glutation peroxidasa (GPx), pertenece a un grupo de
enzimas con actividad peroxidasa. Siendo una gliproteina
tetramerica que tiene como cofactor al selenio. Un ejemplo

de este grupo de enzimas la GPx fosfolipido hidroperoxido,
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encargado de proteger al organismo de contra la
peroxidacion lipidica y de las lipoproteinas de baja densidad.
Coenzima superoxido, detiene oxidaciones elevadas de las
células al modular la cantidad oxigeno que llegan.

La catalasa es una enzima que descompone peroxido de

hidrogeno en oxigeno y agua, por medio de una canalizacion.

b. Antioxidante secundario
Actuan reduciendo la velocidad de oxidacion de lipidos y
desactivan metales pesados o ceden hidrogeno a los
antioxidantes primarios. entre ellos tenemos a vitamina E y
C: sustancias enddgenas como glutation, urato, bilirrubina y

ubiquinona (Monroy Vazquez et al, 2017)%°.

2.2.6. Radicales libres
Especie quimica que su orbital externo presenta un electron
desapareado o impar. Siendo su configuracion espacial inestable;
son muy reactivas.
Provocan dafio a nivel celular como ruptura de la membrana nuclear;
mutacion y destruccion del material genético. Se relaciona dichos
dafios con patologias como ateroesclerosis, catarata, cancer,

insuficiencia renal aguda y cronica, hipertension arterial, diabetes
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mellitus, cirrosis, insuficiencia hepatica, enfisema pulmonar, artritis e

inflamacion y envejecimiento.

Desde el punto bioquimico, son pequefias moléculas ubiquitarias y

difusibles que se producen por diferentes mecanismos.

Existen dos grupos de sustancias oxidantes:

a. Endogenas: son formadas en el interior del curso, entre ellas
enzimas como catecolaminas y riboflavina, enzimas fagociticas
0 en reacciones como por ejemplo en cadena de transporte
electronico mitocondrial, enzimas citoplasmaticas.

b. Exogenas: se producen en el exterior, entre ellas esta las
radiaciones, xenobidticos como quinonas y benzopirenos, el
humo del cigarro, consumo de cobre y sales de hierro, entre otros

(Figueroa Diaz, Mollinedo Moncada, 2017)*°.

2.2.7. DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo)
Es un radical conocido en abreviatura como DPPH; La molécula 2,2-
difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) es un radical libre estable debido a
la deslocalizacion de un electrén desapareado sobre la molécula
completa. También se utiliza en investigaciones para evaluar la
actividad antioxidante (Brand-Williams), (Figueroa Diaz, Mollinedo

Moncada, 2017)%.
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2.2.8. Toxicidad
Facultad por la cual una sustancia quimica exdgena causa dafio a un
ser. Existen diferentes métodos para medir la toxicidad, entre ellos
esta el método de clases de toxicidad aguda, validado y aprobado
por la OECD (Organizacion Econdmica para el Comercio y
Desarrollo), donde se aprecia diferentes formas de evaluar la
toxicidad, una de ellas es el procedimiento de dosis fija (Pérez y
Jimenez, 2008)22.
2.2.8.1. Descripcién del método
Se utiliza ratones, hembras de preferencia, las hembras deben
ser nuliparas y no embarazadas. Esto se debe a que las hembras
son mas sensibles segun las encuestas bibliograficas de las
pruebas convencionales de LDso. No obstante, si se encuentra
estudios donde los machos son mas sensibles, se utilizara
machos. Cuando la prueba se realiza en machos, se debe
proporcionar una justificacion adecuada.
Deben emplearse animales adultos jévenes sanos de cepas de
laboratorio de uso comun. Cada animal, al comienzo de su
dosificacion, debe tener entre 8 y 12 semanas de edad y su peso
debe caer en un intervalo dentro del + 20% del peso medio de
cualquier animal dosificado previamente.
El raton debe tener un habitad donde la temperatura debe ser de

22°C (+ 3°C). Aunque la humedad relativa debe ser al menos del
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30% y preferiblemente no exceder el 70%. La iluminacion debe
ser artificial, la secuencia debe ser 12 horas de luz, 12 horas de
oscuridad.

Para mantener su climatizacion permanecen en sus jaulas
durante 5 dias. Después se seleccionarse al azar, y se marcan
para identificarlos.

Antes de administrar la dosis 2000 mg/Kg, los animales
permanecen en ayunas por 12 h. Antes de administrar la dosis
de 200 mg/Kg se pesan a los animales que estaran distribuidos
en dos grupos de 3 animales cada grupo, una vez que se
administra la dosis, se observa a los animales con atencion
principalmente durante las primeras 4 horas, y diariamente por
un periodo de 14 dias para ver si tiene comportamientos que nos
den un indicio de toxicidad. Los animales son pesados en los dias
0, 7 y 14. Para concluir que la DLso es superior a la dosis
administrada, se tiene que evaluar los signos de toxicidad
durante el periodo de observacion y los cambios de peso de los

animales. (Pérez y Jimenez, 2008)%L.

2.2.9. Metabolitos secundarios

Los

organismos autotrofos fotosintéticos, cuando realizan

fotosintesis tienen como producto principal los carbohidratos.

Mediante reacciones metabdlicas de los carbohidratos se forman los
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metabolitos primarios, siendo estos de ayuda para formar
metabolitos secundarios de estructuras complejas y restringidas en
plantas, estas participan en los fenomenos de polinizacién y también
sirve como defensa de las plantas contra diferentes
microorganismos.
Los metabolitos secundarios se producen en pequefias cantidades,
estando presentes en una variedad de plantas. Algunos metabolitos
como: alcaloides, flavonoides, terpenos, compuestos fendlicos, etc.,
tienen accion terapéutica (Toledo Nauto, 2015)%2.
2.2.9.1. Biosintesis
En los dltimos afios fue de interés investigar las rutas
biosintéticas de los metabolitos secundarios. La sintesis va
depender del desarrollo de la planta, y organelo o parte de planta
donde se sintetice.
Atendiendo a las vias biosintéticas que les dan origen, los
compuestos secundarios se dividen en tres grandes grupos: las
sustancias fendlicas, los terpenos, y los compuestos que
contienen nitrégeno en su estructura.
El metabolismo primario brinda una gran cantidad de moléculas
simples, como el acetato, los aminoacidos y el acido shiquimico,
los cuales constituyen los materiales de partida para las rutas
biosintéticas del metabolismo secundario. El acetato es el

precursor de los policétidos y acidos grasos en la ruta del
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acetato-malonato, y los terpenos o isoprenoides son sintetizados
en la ruta del acetato-mevalonato. Los aminoacidos son
precursores de los antibidticos peptidicos y alcaloides. El acido
shiguimico, tiene una ruta que lleva su nombre, origina a muchos
compuestos aromaticos, entre ellos las estructuras polifendlicas,
los &cidos cindmicos y los aminoacidos (Garcia, 2004)23.
2.2.9.2. Compuestos fendlicos
Los compuestos fendlicos tienen un anillo aroméatico unido a
uno a mas hidroxilos. Los polifenoles son necesarios para la
reproduccion y crecimiento, actia también como agentes
protectores. Este grupo posee propiedades antinflamatorias,
antiagregante plaquetario, antimicrobiana, antioxidante, etc.
Su biosintesis se realiza por dos rutas metabdlicas: la del acido
maloénico y la del &cido shiquimico; la primera se lleva a cabo
mas en las plantas superiores y la segunda es en los
microorganismos. La fenilalaninay la tirosina son intermediarios
metabdlicos en la biosintesis de numerosos compuestos
fendlicos, y el triptéfano es el precursor de hormonas como el
acido indolacético (Garcia, 2004)%3.
2.2.9.3. Flavonoides
Compuesto de bajo peso molecular con un esqueleto de
difenilpiranos (C6-C3-C6), con dos anillos de fenilos. Su

formacion tiene lugar a partir de dos aminoacidos y unidades de

38



acetato. La tirosina y fenilalanina dan lugar a al acido cinamico
y al acido parahidroxicinamico, que al condensarse con
unidades de acetato originan la estructura cinamol de los

flavonoides.

Con respecto a su consumo, el valor de ingesta de flavonoides
se estima como 23 mg/dia, siendo predominante la quercetina.
Las fuentes principales de flavonoides son la manzana. Te,

cebollas, vino, etc (Garcia, 2004)%,

2.3. Marco conceptual

Actividad analgésica: Prueba de evaluacion para comprobar
cuantitativamente el efecto analgésico de sustancias como: farmacos,
extractos de plantas, etc (Mendoza Mufios, 2016)°,

Actividad antioxidante: Es la actividad que ejerce una molécula capaz
de retardar o prevenir la oxidacion de otras moléculas. La oxidacion es
una reaccion quimica de transferencia de electrones de una sustancia
a un agente oxidante. Las reacciones de oxidaciéon pueden producir
radicales que comienzan reacciones en cadena que dafan las células.
Los antioxidantes terminan estas reacciones quitando intermedios del
radical e inhiben otras reacciones de oxidacion oxidandose ellos
mismos. Debido a esto es que los antioxidantes son a menudo agentes

reductores tales como tioles o polifenoles (Toledo Nauto, 2015)22.
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Evaluacion fitoquimica: En investigaciones de plantas se utilizan
herramientas para un mejor andlisis de sus compuestos, entre estas
herramientas estd el Analisis fitoquimico. Para el estudio de
compuestos quimicos de las plantas, es determinate identificar sus
metabolitos es por este motivo que se hace énfasis en una evaluacion
fitoguimica (Toledo Nauto, 2015)%2.

Flavonoides: Son pigmentos vegetales con un alto poder antioxidante,
gue previenen procesos degenerativos y el envejecimiento celular. Su
estructura quimica es variada: indoles, fenoles, alilsulfuros, etc (Garcia,
2004)%.

IC50: concentracibn maxima de la media inhibitoria (Figueroa Diaz,
Mollinedo Moncada, 2017)*°.

Metabolitos secundarios: Compuestos organicos sintetizados por
plantas o cualquier otro organismo. Los metabolitos secundarios de las
plantas pertenecen a tres grupos terpenoides, fendlicos y alcaloides.
Materiales bioldgicos: biomaterial pueden hacer referencia a, animales,
los tejidos de animales, biomasa biomolécula, fluido corporal materia
organica, derivada de los seres vivos, etc (Garcia, 2004)%.

Método de Brand-Williams o DPPH: proceso por el cual se evallta la
actividad antioxidante usando el método del radical libre 2,2-difenil-1-

picrilhidracilo (DPPH) (Figueroa Diaz, Mollinedo Moncada, 2017)*°.
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Polifenoles: compuestos quimicos formado por un grupo fenol, que
estan presente variedades de plantas. Los polifenoles se subdividen en
taninos hidrolizables y fenilpropanoides (Garcia, 2004)23.

Porcentaje de inhibicion del radical DPPH: indica la capacidad
antioxidante de la sustancia estudiada, entonces si presenta mayor
porcentaje de inhibicion del radical DPPH entonces tendra un poder
antioxidante elevado (Figueroa Diaz, Mollinedo Moncada, 2017)*°.
Prostaglandina E 2 (PGE 2): Sustancia quimica que se sintetiza a partir
de la prostaglandina H2, estas sustancias son mediadores de la
inflamacion y hay estudios que corroboran que su presencia aumenta
la sensacion de dolor en el tejido, al aumentar la frecuencia del disparo
de potencial de accidén en respuesta a un nivel dado de estimulo
doloroso (Zegarra Piérola, 2007)*.

Tramadol: analgésico de tipo opioide (Fl6rez J. 2014)%8.

Toxicidad aguda: son manifestaciones adversas que ocurren tras la
administracion de sustancias, estas pueden causar dafios inmediatos o
el transcurso del tiempo. La administracion se realiza por diferentes vias

(Armindo Paixao. 2017)4.
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CAPITULO III
METODOLOGIA

3.1. Materiales y equipo de laboratorio

3.1.1. Materiales de laboratorio

e Soporte universal

e Baguetas

e Balones

e Embudos

e Etiquetas

e Luna de reloj

e Papel de filtro

e Papel Tissue

e Papel toalla

e Papel Kraft

e Pinzas metélicas

e Porta embudo

e Probetas

e Tijeras

e Vasos de precipitacion
3.1.2. Equipos

e Balanza Analitica Ohaus 200S

e Evaporador rotatorio marca BUCHI



3.1.3.

3.1.4.

3.1.5.

e Espectrofotometro UV-vis UNICO 2100
e pHmetro Hanna pH 210

e Placa calefactora IKA

e Estufa/incubadora Binder B-28

e Mufla Barned

e Bafio de ultrasonido, Ultrasonic UP02

e Agitador magnético IKA

Material biol6gico

Balb/C53/CNPB.
Material vegetal
Hojas, tallos y flores de la especie Tiquilia paronychioides
Reactivos
e Acido Clorhidrico
e Hidréxido de Sodio
e Diclorometano
e Reactivo de Dragendorff
e Reactivo de Mayer
e Anhidrido Acético
e Limaduras de Magnesio
e Acido ascorbico

e DPPH
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3.1.6. Solventes
e Agua Destilada
o Etanol de 96°
e Metanol
3.2. Metodologia
3.2.1. Disefio de investigacion
Experimental

3.2.2. Poblacion y muestra
- Material botanico:
Hojas, tallos y flores de la especie Tiquilia paronychioides.
- Material bioldgico:

Ratones, con peso promedio de 25 a 30 g, procedentes del

Instituto Nacional de Salud (INS).

3.2.3. Técnicas y procedimientos de recoleccion de datos
3.2.3.1. Recoleccidn y tratamiento de la muestra vegetal
La planta se recolectada en el mes de agosto del 2019 en la
regién y provincia de Ica, distrito del Rosario de Yauca. Esta
operacion se realizo durante la mafiana, luego la planta fue

colocada en recibientes hermético.
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Se seco la planta a temperatura ambiente y bajo sombra, entre
2 a 3 semanas, conservada adecuadamente para su posterior
estudio.
3.2.3.2. Obtencion del extracto etandlico
La especie vegetal seca, fue triturada para realizar un macerado
con etanol de 96° durante 2 semanas. Posteriormente se
concentrd el extracto utilizando un rotavapor o evaporador
rotatorio, se obtuvo 55 g de extracto seco.
3.2.4. Tamizaje fitoquimico
El tamizaje fitoquimico o “screening” fitoquimico, es una de las etapas
iniciales de la investigacion fitoquimica que permite determinar
cualitativamente los principales grupos de constituyentes quimicos
presentes en una planta. Consiste en la extraccién de los principios
activos de la planta con solventes apropiados y la aplicacion de
reacciones de coloracion (Lock Sing, 1994)%4,
Se separd una parte correspondiente a la fraccién “A", el residuo se
traté con solucién diluida de HCI al 1% (2x20 mL), luego se filtrd
obteniéndose dos partes; la parte insoluble que se lavdé con agua
destilada y se agrego 5 mL de CHzClz, la cual se filtro y se seco, esta
constituyo la fraccion "B". la solucion acida, parte soluble, se
colocara en una pera de bromo que se neutralizo con hidréxido de
amonio y extrajo con diclorometano (2 x 25 mL), obteniendo la fase

diclorometanica (fraccion “C”) y la acuosa, esta ultima se saturo con
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sulfato de sodio anhidro y se extrajo con mezclas diclorometanica-
etanol en una relacion de 3:2 (2 x 25 mL) obteniendo dos fases, la
organica (fraccion "D”) y por ultimo la fase acuosa remante (fraccion
“E"). Al término de este proceso, todas las fracciones fueron secadas
para realizar las reacciones de identificacion correspondientes a

cada una de ellas.

3.2.4.1. Reacciones de identificacion
a. Fraccion A

- Deteccion de taninos

Reaccion de Gelatina-sal.- se utilizé tres tubos de ensayo
(tubo I, I1'y 1) a los cuales se le afiadié a cada uno 0,5 mL de
extracto, al tubo | se adiciona 1,0 mL de solucién de NaCl 5%,
al tubo 1l 1,5 mL de gelatina 1% y al tubo Il una mezcla de
gelatina-sal, si se observa precipitacibn con este ultimo
reactivo o con ambos el | y Il es indicativo de la presencia de
taninos, no obstante podria ser un falso positivo si solamente
ocurre con el tubo I.

- Deteccién de grupos fendlicos libre

Reaccion de Cloruro Férrico.- Se utilizd un tubo de ensayo
al cual se le afiadié 0,5 mL de la Fraccion Ay gotas de

solucién acuosa de FeClz 1%.
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Si llegara a presentar en la reaccion colores azul negro o
azul verdoso, entonces se considera positivo.
- Deteccion de aminoécidos:
Reaccion de Ninhidrina.- Se utilizaron dos tiras de papel
de filtro, a estas se les agregaron sus sustancias con la
ayuda de una pipeta capilar, a la primera se le agrego una
gota de Fraccion A mas una gota del reactivo Ninhidrina
al 2%, a la segunda (blanco) sele agrego solucién
etanolica de ninhidrina al 2%
Para obtener los resultados se procedié a secar las tiras a
temperatura ambiente para ver su coloracion. Si el papel

presenta un color azul violaceo se considera positiva.

- Deteccion de flavonoides

Reaccion de Shinoda.- Para esta prueba se utiliz6 una
placa, se afiadié 3 gotas de la fraccibn A mas 5 limaduras
de Mg y 2 a 3 gotas de HCL. Para obtener resultados se
esperd que la solucion tenga un color anaranjado a rojo, si
eso sucede se considera positivo.

b. Fraccién B

- Deteccidn de triterpenoides y/o esteroides
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- Reaccion de Liebermann Burchard: Para esta prueba se
utilizé 1 mL de la fraccion B disuelta en diclorometano, a
esta se le afiadio anhidrido acético (1 ml) y acido sulftrico
(0,5 mL); para obtener resultados positivos se espera que
la reaccion tenga color azul verdoso.

- Deteccidn de antraquinonas

Reaccion de Borntrager: Para realizar esta prueba se
utilizé la fraccidn B, esta fue disuelta en diclorometano y se
agregb 3 mL de NaOH 5%, para obtener resultados
positivos se espera que la solucion tenga un color rojo.

c. Fraccion C

- Detencion de esteroides y/o triterpenoides

Reaccion de Liebermann Burchard proceder como en la
fraccion B

- Deteccion de alcaloides

Para esta prueba se tomoé el restante de la Fraccién C,
seguidamente se evapora a sequedad para luego agregar
2 mL de HCL 1% y luego se agrega 2mL de HCI 1%. Para
finalizar se realizaron reacciones de Dragendorff, Mayer,
Hager, Wagner, siendo los resultados positivos si aparece
un precipitado de color anaranjado, crema, y marrén

respectivamente.
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d. Fraccion D

Se afadi6 2,5 mL etanol a la fraccion D, luego se realizaron

las  reacciones de detencion de  flavonoides,

leucoantocianidinas y catequinas.

- Deteccion de Flavonoides
Se afade 3 gotas de la fraccibn en mencibn mas 5
limaduras de MG y gotas de HCL, se considera positivo si
la reaccién toma tonos naranja, violeta o rojo.

- Deteccidn de Leucoantocianidinas y Catequinas.
Reaccion de Rosenheim.- Para esta prueba se tom6 1,0 mL
de la Fraccion mas 0,5 mL de HCI concentrado, luego se
procedio a calentar por un tiempo 10 minutos a 100°C, se
esperd que se enfrié para agregar 2 ml de agua mas 1.0
mL de alcohol amilico, se considera positiva si toma un
color que va desde un rosado débil a carmesi intenso.

- Deteccién de Esteroides y/o Triterpenoides
La fraccion D se disolvio en diclorometano, para luego

continuar con la reaccion de Liebermann -Burchard.

e. Fraccion E
- Deteccion de Favonoides
Descrita anteriormente en la fraccion Ay D

- Deteccion de Leucoantocianidinas
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Descrita anteriormente en la Fraccion D
3.2.5. Estudio farmacoldgico
3.2.5.1. Actividad analgésica por el método de Hot Plate
En el método del HOT PLATE (placa caliente), el agente
analgésico es una placa caliente, que se conecta para alcanzar
una temperatura de 56°C. La placa esta provista de un cilindro
transparente, que permite observar manifestaciones de dolor.
Esta reaccion es manifestada al lamerse las patas posteriores
e incluso saltar (Jara Lopez, 2019) 25,
3.2.5.2. Procedimiento de la actividad analgésica por el método Hot
Plate

Se utiliz6 ratones procedentes del INS “Instituto Nacional de
Salud”, con peso promedio de 25 a 30 g. Los animales
estuvieron expuestos durante 5 dias al ambiente de
experimentacion (21 - 24°C), con la finalidad de aclimatarlos, su
alimentacion fue con comida especial para ratones y agua. 24
horas antes de empezar con la prueba se les dejo en ayunas,
solo consumieron agua.

Para determinar la actividad analgésica, se tomaron al azar 20
ratones los cuales fueron distribuidos cinco en grupos de cuatro

ratones cada uno, como se observa en la tabla.
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GRUPOS TRATAMIENTO N° DOSIS
1 Tween 2% 4 1mI/100g
Control positivo
2 4 1ml/100g
(Tramadol 100mg)
3 Extracto 4 | 100 mg/ kg
4 Extracto 4 | 500 mg/kg
5 Extracto 4 | 750 mg/kg

Trascurrido 24 horas se aplico las diferentes soluciones, como

indica el cuadro, después de una hora cada ratén fue colocado

en la placa caliente a temperatura de 56 °C.

Se anot6 el tiempo de permanencia maxima de cada raton, para

luego expresar los porcentajes de analgesia aplicando la

siguiente expresion:

promedio (t0) — promedio (t1)

% Analgesia =

promedio (t0)

3.2.6. Evaluacion de la toxicidad aguda oral

x 100

La metodologia y el disefio experimental que se utiliz6 son los

principios descrita por la OECD 425, en la directriz 423, (Pérez y

Jimenez, 2008)%L.
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3.2.6.1. Animales de experimentacion
Los animales fueron hembras, nuliparas y no embarazadas,
procedentes del INS “Instituto Nacional de Salud”. Los ratones
se alimentaron con una dieta especial para roedores y agua las
24 horas segun su necesidad. Para su identificacion se
marcaron sus colas con numeros distintos, con la finalidad de
tener un mejor control, después se mantuvieron durante 5 dias,
antes de ser dosificados, a temperatura ambiente, con la
finalidad de aclimatarlos a las condiciones del laboratorio.
3.2.6.2. Prueba limite a 2000 mg/Kg
Se dosificé un animal a la dosis de 2000 mg/Kg luego se
observo, cualquier indicio de toxicidad, por un periodo de 4
horas; al no presentar ninglin sintoma, se procedié a evaluar
la toxicidad aguda oral, administrando 2000 mg/Kg a 3

ratones.

3.2.6.3. Procedimiento para la evaluacion de la toxicidad aguda oral
Se utilizé 6 ratones, hembras nuliparas y no embarazadas,
distribuidas en 2 grupos de 3 ratones cada uno: grupo control
y prueba limite a 2000 mg/Kg.
Antes de administrar la dosis, los animales permanecieron en

ayunas por 12 h. Se administro a 3 ratones 2000 mg/Kg de
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extracto (grupo de prueba limite) y solucién de tween 2%
(1ml/100g) a otros 3 ratones (grupo control)

Después de dosificar a los ratones, estos fueron observados
por 4 horas, y continuamente durante 24 horas (con especial
atencion durante los primeros 30 minutos), las observaciones
fueron por un total de 14 dias, se presto atencion a posibles
cambios de piel, pelo, ojos, y convulsiones, manifestaciones
de temblores, salivacion, suefio, diarrea, letargo y coma. Para
concluir que la DLso es superior a la dosis administrada los

animales fueron pesados en los dias 0, 7 y 14.

3.2.7. Evaluacion de la actividad antioxidante
Método de la neutralizacién del radical 2,2 —difenilpicrilhidrazil
(DPPH) ICso
3.2.7.1. Fundamento:
El 2,2 —difenilpicrilhidrazil (DPPH), es un radical libre estable
gue experimenta una reaccion de reduccién ante un
antioxidante, ocasionando una disminucion de su
absorbancia.
El DPPH disuelto en metanol adquiere un color violeta y
cuando reacciona con sustancias atrapadoras de radicales

libres donadoras de hidrogeno, este color cambia a amarillo
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ligero o transparente, produciendo la desaparicion del color a
medida que disminuye la absorbancia a 517 nm. El
mecanismo de reaccion consiste en la sustraccion de un
atomo de hidrogeno proveniente de la sustancia donadora de
hidrogeno, para generar el compuesto difenilpicrilhidrazina y
un radical libre (Gaviria Mendoza, 2015) 6.

El resultado se expresa como ICsp (concentracion inhibitoria).

3.2.7.2. Descripcion de la técnica:
La actividad antioxidante del extracto de Tiquilia
paronychioides fue determinada usando el método 2,2 —
difenilpicrilhidrazil (DPPH). La inhibicion de los radicales libres
por el extracto etandlico disuelto en solvente apropiado fue
evaluada por espectrofotometria a 517 nm, frente a la
absorbancia del radical de DPPH.
3.2.7.3. Preparacion de la muestra:
Se inicia el experimento preparando:
e El extracto etandlico seco (Muestra) a una concentracion
de 3 mg/mL diluido en metanol.
e solucion de DPPH (Control) a 0.1Mm, se tom6 3.1 mg de

reactivo de DPPH y 100 mL de metanol.
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Se realizaron lecturas (517 nm) por triplicados de la solucion
de DPPH (control), con la ayuda de espectrofotometro UV- vis,
obteniendo como resultados un valor de absorbancia no
menor de 0,9, ni mayor a 1,1.

3.2.7.4. Preparacion de las diluciones:
A patrtir de la concentracion inicial del extracto en metanol, se
prepara las siguientes diluciones: se mezclaron 2900 uL de
solucion madre con 100 pL de solucidbn de extracto
(concentraciones: 1,25; 2,5; 5; 10 mg/ml). Se incubaron a
temperatura ambiente durante 30 min en la oscuridad y se
midié la absorbancia a 517 nm. El ensayo se realizd por
triplicado y el % de inhibicion del radical DPPH se calcul6

usando la féormula:

% Inhibiién = Absorcién (blanco) — Absorbancia (muestra) 100
0 Inhibiiéon = Absorbancia (blanco) i

3.2.8. Técnicas de procesamiento de la informacion
Los resultados del presente trabajo fueron analizados mediante el

software bioestadistica SPSS version 24.

Los resultados que a continuacion son descritos son expresados en

promedios (media).
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3.2.9.

Principios éticos en la investigacion

Para los ensayos se utilizaron animales, estos son manejados
siguiendo principios descritos en el Institute for Laboratory Animal
Research (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, 2011)
2"y la declaracién de la Asociacion Médica Mundial sobre el uso de
animales de experimentacion (Declaracion de la AMM sobre el Uso
de Animales en la Investigacion Biomédica, 2017)28, con la finalidad
de mantener un buen cuidado al utlizar animales de

experimentacion.
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CAPITULO IV

4.1. RESULTADOS
4.1.1. Evaluacion fitoquimica cualitativa de Tiquilia paronychioides
Tabla N° 1. “Metabolitos secundarios presentes en el extracto

etandlico de Tiquilia paronychioides”

Fraccion Metabolitos Resultados
Taninos -
Aminos libres +
A .
Flavonoides +
Grupo fendlicos libres +

Triterpenoides y/o

B esteroides *
Nafto y antraquinonas +
Flavonoides +
Triterpenoides y/o

. +

C esteroides
Alcaloides -
Flavonoides +

D Leucoantocianidinas y +
catequinas
Flavonoides +

E Leucoantocianidinas +
Grupo fendlicos libres +

(+) Positivo; () Negativo.

Fuente: Datos de los autores.
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4.1.2. Actividad antioxidante

Tabla N° 2. “Actividad antioxidante por el método DPPH de las

diferentes concentraciones del

extracto etanodlico de Tiquilia

paronychioides”
Concentracion (mg/mL) %  Inhibicién  del
Radical DPPH
10 91,857
5 60,581
2,5 36,877
1,25 22,458
Fuente: Datos del autor
y=7.7702x+16.52
R =0.9827 DPPH
100 91.857
80
:§ 60
=
=
£ a0
=
20
0
0 2 4 6 8 10 12
Concentracién mg/ml

Fig. 1 “Correlacion entre el

concentraciones del extracto etandlico de Tiquilia paronychioides”

Fuente: Datos de los autores.

El valor ICso de Tiquilia paronychioides fue 4,31 mg/mL.

porcentaje de

inhibicion y las
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4.1.3. Actividad analgésica

Tabla N° 3. “Actividad analgésica del extracto etandlico de Tiquilia

paronychioides”

Grupo Promedio de % de
experimental N tiempo analgesia

de reaccion
Control negativo 4 527 -
Control positivo 4 14,51 63,68
Extracto 100mg/kg 4 5,59 5,72
Extracto 500mg/kg 4 7,57 30,38
Extracto 750mg/kg 4 10,91 51,69

Fuente: Datos del autor.
El mayor % de actividad analgésica, de los extractos a diferentes
dosis, es de 51,69% a dosis de 750 mg/Kg, siendo menor al control

positivo (tramadol).

4.1.4. Prueba de toxicidad aguda

Peso corporal ()

Grupos N
Dia 0 Dia 7 Dia 14
Grupo de prueba limite
3 28 29 31
(2000mg/KQ)
Grupo control 3 28 30 32

Fuente: Datos del autor.
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El peso de los ratones aumenta en 1 a 2 g por cada 7 dias. No
presentaron comportamientos anormales en los 14 dias.
4.2. DISCUSION

Los metabolitos secundarios encontrados en el extracto etandlico de
Tiquilia paronychioides, son contrastados con el trabajo de investigacion
de Artemio Chang (2009), en dicho trabajo realiz6 un tamizaje fitoquimico
de las flores de Tiquilia paronychioides' obtenidas en la ciudad de Lima.
En el tamizaje fitoquimico se encontraron metabolitos que coinciden con
los metabolitos obtenidos en el estudio presente; metabolitos como:
flavonoides, triterpenoides  y/o esteroides, catequinas vy
leucoantocianidinas (Artemio Chang, 2009)!!. Por consiguiente, se
ratifica la presencia de dichos metabolitos.
Oscar Herrera (2016), sefiala que muchas plantas con polifenoles y
flavonoides, evidencia una fuerte actividad antioxidante y analgésica
(Herrera Calderén, 2016)%°, esto es comparado con los datos
encontrados en la evaluacion fitoquimica y actividad analgésica del
extracto etandlico de Tiquilia paronychioides. Al analizar los resultados
de la evaluacioén fotoquimica en la fraccion A, B, D y E, se deduciendo de
manera cualitativa la presencia de gran cantidad de flavonoides; la
actividad analgésica a dosis de 750 mg/Kg de extracto, si bien no supera
al control positivo, no descarta la presencia de actividad analgésica ya

gue supera al tiempo de reaccion del grupo control negativo (tween 2%).
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La actividad analgésica puede estar relacionada a su uso tradicional
como antinflamatorio, ya que la inflamacion esta relacionada al dolor.
Crespo L y Taboada Y (2021), sefiala que los mediadores
proinflamatorios como la prostaglandina, bradicinina, factor de necrosis
tumoral y sustancia P, aumentan la sensacion de dolor al aumentar la
frecuencia del disparo de potencial de accion, lo que se conoce como
sensibilizacién periférica, en respuesta a un nivel dado de estimulo
doloroso (Crespo P y Taboada, 2021)3°,

En el informe técnico anual hecho por instituto de medicina tradicional
concluyen, mediante prueba de toxicidad aguda cutdnea, que las
especies Tiquilia paronychioides no tienen efecto toxico, comparado con
los resultados obtenidos de toxicidad aguda oral en nuestro trabajo se
puede asegurar que la planta no es toxica (Informe técnico de Essalud
por medio del Instituto de medicina tradicional — IMET, 2017)°.

Se recomienda hacer estudios sobre la actividad antiinflamatoria para
poder asegurar o descartar supuesta relaciéon entre la actividad
analgésica y antiinflamatoria; por consiguiente, la planta en estudio
Tiquilia paronychioides se podria utilizar en medicina natural para aliviar
los problemas inflamatorios, ya que, suprime una de sus caracteristicas
gue es dolor, dandole un valor agregado a la utilizacion de la planta como

depurativa en la ciudad de Ica.
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CONCLUSIONES

El extracto de Tiquilia paronychioides presento los siguientes grupos de
metabolitos secundarios: flavonoides, grupos aminos libres,
leucoantocianidinas, grupo fendlicos libres, triterpenoides Yy/o
esteroides, nafto y antraquinonas.

El extracto de Tiquilia paronychioides por el método de DPPH tuvo una
capacidad antioxidante con (ICso) de 4,31mg/mL.

El extracto de Tiquilia paronychioides a dosis de 750 mg/Kg mostré
mayor % de actividad analgésica.

El extracto de Tiquilia paronychioides no presentd toxicidad aguda a

dosis de 2000 mg/Kg.
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RECOMENDACIONES

Efectuar la actividad analgésica por otro método para tener una mejor
compresion del mecanismo de accion del proceso analgésico de la
especie.

Se recomienda hacer estudios sobre la actividad antiinflamatoria para
poder asegurar o descartar supuesta relacion entre la actividad
analgésica y antiinflamatoria.

Evaluar la actividad antioxidante por otros métodos para tener una
mejor comprension de la naturaleza de dicho efecto.

Evaluar la toxicidad subcronica y crénica para descartar toxicidad a

dicha dosis.
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ANEXO 1: MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULO:
EVALUACION DE
LA ACTIVIDAD

ANTIOXIDANTE,
ANALGESICA Y
TOXICIDAD AGUDA
DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE LA
ESPECIE  Tiquilia
paronychioides (flor
de arena)

Formulacién del
problema

¢ Posee actividad
antioxidante,
analgésica y

toxicidad aguda el
extracto etandlico de
la especie Tiquilia
paronychioides?

Objetivo General

*Evaluar la actividad
analgésica,
antioxidante y
toxicidad aguda de la
extracto etandlico de
las hojas, tallos y
flores de la especie
Tiquilia
paronychioides.

Objetivo Especifico

* l|dentificar los
metabolitos
secundarios
presentes en el
extracto etanolico de
las hojas, tallos y
flores de la especie
Tiquilia

paronychioides.

* Determinar el
efecto analgésico del
extracto etanolico de
hojas, tallos y flores
de la especie Tiquilia

paronychioides en
ratones cepa
Balb/C53/CNPB.

 Determinar la
toxicidad aguda del
extracto etandlico de
hojas, tallos y flores
de la especie Tiquilia

paronychioides en
ratones cepa
Balb/C53/CNPB.

. Establecer la
actividad
antioxidante por el
método de DPPH del
extracto etanolico de
hojas, tallos y flores
de la especie Tiquilia
paronychioides.

Hipodtesis

El extracto etandlico
de la especie Tiquilia
paranychioides

presenta  actividad
antioxidante,
analgésica y

toxicidad aguda.
Variables

-Variable
independiente:
Extracto etandlico de
la especie Tiquilia
paronychioides

-Variable
dependiente:
Actividad
antioxidante,
analgésica y
toxicidad aguda del
extracto de la
especie Tiquilia

paronychioides.

Metodologia

Tipo: Basica

Nivel: Aplicativo
analitico

Disefio de
Investigacion:  pre-

experimental

Poblacion y
muestra

Material botanico:
Hojas, tallos y flores
de la especie Tiquilia
paronychioides

Material biolégico:
Ratones un peso
promedio de 25 a
30g, procedentes del
Instituto Nacional de
Salud (INS).

Métodos, técnicas y
procedimientos de
recoleccion de
datos

Actividad
analgésica por el
método de hot plate

Los animales son
distribuidos al azar
en cinco grupos de
cuatro ratones. Se
calculara el tiempo
de permanecia en el
hot plate después de
aplicar las diferentes
concentraciones.

Actividad
antioxidante por el
meétodo de DPPH

La actividad
antioxidante del
extracto de Tiquilia
paronychioides fue
determinada usando
el método 2,2 -
difenilpicrilhidrazil

(DPPH). La
inhibicion de los
radicales libres por el
extracto  etandlico
disuelto en solvente
apropiado fue
evaluada por

espectrofotometria a
517 nm, frente a la
absorbancia del
radical de DPPH.

Evaluacion de la
toxicidad aguda
por el método de
las clases

La metodologia vy el
disefio experimental
que se utilizara es la
descrita por la OECD
425  “Organizacion
Econdémica para el
Comercio y
Desarrollo”.

Técnicas De
Procesamiento De
La Informacion

Los resultados del
presente trabajo
fueron analizados
mediante el software
bioestadistica SPSS
version 24.
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ANEXO 2

Figura: Constancia botanica
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ANEXO 3

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD

CENTRO NACIONAL DE PRODUCTOS BIOLOGICOS

COORDINACION DE BIOTERIO

CERTIFICADO SANITARIO N°

Producto  : Raton albino Lote N*
Especie - Mus miisculus Cantidad
Cepa : Balb/C53/CHNPE Edad
Peso : Mayores 25 g. Sexo

Guia de - (D3T595 Destino
remision

Charrillos - 24 - 06 - 2018

: M-27-2018

i 1|

102 meses

: macha'hembra

> Quintana Gamonal, Carla

El Madico Veterinario que suscribe, Arturc Rosales Fernandez. Coordinador de
Bioterio Certifica, que los animales arriba descritos se encuentran en buenas

condiciones sanitarias "

"Referencia: PR.T-CNPB-153, Procedimiento para el ingrese, Cuarentena y Control

Sanitaric para Animales de Experimentacion.

Chorrilles, 24 de junio del 2018

{Fecha de emision del cerificado)

NOTA: El Bioterio no se hace
responsable por &l estado de
os animales, una vez gque
éstos egresan del mismo.

4 Rosales Ferndnaar.
} P. 1588

Figura: Certificado sanitario de ratones



ANEXO 4

CONSTANCIA DE ASESORAMIENTO

YO0, Dra. Santos Haydee Chévez Orellana, docente de principal de |a facultad de Farmaciay
Bioquimica de la universidad Nacional San Luis Gonzaga de Ica, Adscrito en el departamento
de Quimica Farmacéutica , deja constancia que el presente trabajo de tesis titulado:
“EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE, ANALGESICA Y TOXICIDAD AGUDA DEL

EXTRACTO ETANOLICO DE LA ESPECIE Tiquilia paronychioides (flor de arena”.

Ha sido revisado y evaluado, estando expedido para su presentacidn ante la direccion de

grados y titulos y ser sustentado en el acto publico.

Ica, 16 de marzo del 2021

Jw )

[
Dra. Sa@‘ayd avez Orellana

-

DNI 21449243

Figura: Constancia de asesoramiento
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ANEXO 5

CONSTANCIA DE ASESORAMIENTO

El Dr. Felipe Surca Laos, docente de principal de la facultad de Farmacia y Bioquimica de la
universidad Macional 5an Luis Gonzaga de lca, Adscrito en el departamento de ciencias
guimicas de ciencias quimicas, deja constancia gue el presente trabajo de tesis titulado:

“EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE, ANALGESICA Y TOXICIDAD AGUDA DEL

EXTRACTO ETANOLICO DE LA ESPECIE Tiguilio paronychigides (flor de arena)”

Ha sido revisado y evaluado, estando expedido para su presentacion ante la direccion de

grados y titulos y ser sustentado en el acto piblico.

Ica, 16 de marzo del 2021

Felipe Surco Laos

Figura: Constancia de asesoramiento
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ANEXO 6

CONSTANCIA DE ASESORAMIENTO

El Dr. Jorge Antonio Garcia Ceccarelli, docente de la categoria Principal de la Facultad de
Farmacia y Bioguimica de la universidad Nacional San Luis Gonzaga de lca, Adscrito al
departamento de Ciencias Quimicas, deja constancia que el presente frabajo de tesis
titulado: “EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE, ANALGESICA Y TOXICIDAD

AGUDA DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LA ESPECIE Tiguilia paronychioides (flor de arena)”.

Ha sido revisado y evaluado, estando expedido para su presentacion ante la direccion de

grados y titulos y ser sustentado en el acto publico.

Ica, 16 de marzo del 2021

-”'”‘J’cf:n-rge Garcia Ceccarelli

Figura: Constancia de asesoramiento
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