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RESUMEN

El Objetivo del presente trabajo fue elaborar un gel con actividad desinflamante a partir de la
especie Phyla Nodiflora L. (venadillo). Para lo cual se emple6 el de induccion preclinica de
edema auricular en biomodelos de experimentacion, en los cuales se realizaron los ensayos que

permitieron determinar la actividad desinflamante de la especie en estudio.

Material y métodos: La investigacion fue de tipo descriptiva correlacional, la muestra utilizada
fue el extracto hidroalcohélico de la especie Phyla Nodiflora L. (venadillo), y los instrumentos
fueron los geles elaborados a partir de este, actividad que se comprobé mediante el estudio en
ratones albinos, los cuales se dividieron en 6 grupos de 6 ratones donde aplicando el agente

flogbgeno y por diferencia de pesos se pudo hallar el factor de eficacia terapéutica.

Los resultados de la prueba estadistica de Anova y post hoc Anova Tukey para determinar la
actividad desinflamante, demostraron que el extracto hidroalcohdlico al 1% presenté mayor
actividad desinflamante, seguido del extracto hidroalcohdlico al 5%, gel al 5%, gel al 10%, gel

1%, todos ellos demostraron un mayor efecto desinflamante que el Diclofenaco gel al 1%.

Palabras clave: Desinflamante, Phyla nodiflora L., terapéutica.



ABSTRACT

The objective of the present work was to elaborate a gel with anti-inflammatory activity from
the species Phyla Nodiflora L. (venadillo). For which the preclinical induction of auricular
edema was used in experimental biomodels, in which the tests that allowed determining the anti-

inflammatory activity of the species under study were carried out.

Material and methods: The research was of a descriptive correlational type, the sample used was
the hydroalcoholic extract of the species Phyla Nodiflora L. (venadillo), and the instruments
were the gels made from it, an activity that was verified through the study in albino mice, which
were divided into 6 groups of 6 mice where by applying the phlogogen agent and by weight

difference, the therapeutic efficacy factor could be found.

The results of the Anova and post hoc Anova Tukey statistical test to determine anti-
inflammatory activity showed that the 1% hydroalcoholic extract had the highest anti-
inflammatory activity, followed by the 5% hydroalcoholic extract, 5% gel, 10% gel, 1% gel, all

of them showed a greater anti-inflammatory effect than Diclofenac 1% gel.

Keywords: Anti-inflammation, Phyla nodiflora L., therapeutics.
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INTRODUCCION

En la Gltima década, la medicina ha incorporado en su alta gama de medicamentos, a las
sustancias que provienen de las especies vegetales, y es que son tan versatiles las especies que
forman parte de flora que, es imposible no conocer una sola especie que sea empleada para
aliviar una de las sintomatologias de las diversas patologias que podemos haber padecido o

ayudado a tratar 2,

En esta era farmacéutica, muchos de los medicamentos obtenidos por medio de sintesis
quimica, liberados al mercado con diferentes formas farmacéuticas (tabletas, suspensiones,
inyectables, etc.) ¥, son los mas usados por las personas para poder mantener un buen estado
de salud ®® encontrando los antibicticos, antihistaminicos, antiespasmaddicos, corticoides,
antivertiginosos, anticonvulsivos, formando parte de la amplia gama de especialidades
farmacoldgicas'”, pero es durante la coyuntura que nos toco vivir durante el desarrollo y
avance de la pandemia del COVID 19, donde se pudo evidenciar el elevado uso irracional de
los mismos, como son los aines en primer lugar, también se puede mencionar a los corticoides;
pero no cabe duda que los AINES son los mas cotizados y requeridos por las grandes masas
de poblacion, entre ellos tenemos: ibuprofeno, paracetamol, diclofenaco, Aspirina,
meloxicam, naproxeno y otros mas; que se encuentran presentes en diferentes formas
Farmacéuticas y que son de facil adquisicidn por la poblacién; aungque estos medicamentos no
solo tienen accion farmacoldgica antiinflamatoria, también posee actividad: antipirética,
antiagregante plaquetario y analgésico; siendo de libre comercio y exceptuado de un
seguimiento médico, sin los principales candidatos a generar las RAM’S, e interacciones
medicamentosas en pacientes que recurren a ellos sin la preparacion previa para su uso,
evidenciandose efectos secundarios a nivel gastrico, hepético y renal; comprometiendo la

salud del paciente a corto o largo plazo.

El paciente recurre al consumo de esta familia de medicamentos por mdltiples muchos
factores, siendo las principales consecuencias de su ambiente laboral, donde se busca anular
el dolor en sus diversas manifestaciones, desconociendo que es también un fator potencial de

que puede alterar en fragil balance de la salud. ©

Es por ello que la presente investigacion denominada “Elaboracion de una forma farmacéutica
con actividad desinflamante a partir de la especie Phyla nodiflora L. (Venadillo)” recurre a la
busqueda de alternativas con eficacia y seguridad para el tratamiento de los diversos tipos de
inflamacion, a la medicina tradicional, disciplina ampliamente desarrollada en nuestro pais,

desde tiempos remotos y transmitida por generaciones demostrando su eficacia hasta nuestros



dias, de forma marcada, que perdurara en la historia, durante la coyuntura de la pandemia del
COVID 19.

La inflamacion es la respuesta, del sistema inmunolégico de un organismo, al dafio causado a
sus células y tejidos vascularizados por patégenos bacterianos y por cualquier otro agresor de
naturaleza bioldgica, quimica, fisica o mecénica. Aunque dolorosa, la inflamacién es,
normalmente, una respuesta reparadora; un proceso que implica un enorme gasto de energia

metabdlica.

La Ciclooxigenasa o prostaglandina-endoperdxido sintasa: COX-1 y COX-2 son similares en
60% y ambas enzimas permiten al organismo producir unas sustancias Ilamadas
prostaglandinas a partir del &cido araquidonico. La diferencia més importante entre ellas, es

su patrén de regulacion y expresion tisular.

El objetivo principal de la presente investigacion es la elaboracion de una forma farmacéutica
con actividad desinflamante a partir de la especie Phyla nodiflora L. (Venadillo) y los objetivos
especificos fueron determinar la actividad desinflamante de la especie en estudio, asi como
realizar la marcha fitoquimica de los extractos hidroalcohdlicos y determinar la eficacia de la

forma farmacéutica elaborada frente al farmaco utilizado como control.

En el desarrollo de la investigacion se han tomado diferentes antecedentes cientificos, que

permiten sostener las hipotesis y objeticos de la investigacién como:

Aragadvay S. ® realizé el estudio “Elaboracién y control de calidad de tintura y gel cicatrizante
y antiinflamatorio a base de chilca (Baccharis latifolia) y Hierba mora (Solanumn nigrum)”.
Escuela Politécnica de Chimborazo, Riobamba — Ecuador. Investigacion desarrollada en
ecuador, siendo concluyente los criterios de aceptacién de las caracteristicas fisicoquimicas y

microbioldgicas del fitofarmaco elaborado.

Canahualpa et al. ™ realizaron el estudio de la “Determinacién de la actividad antiinflamatoria
de las hojas y ramas de Cydonia oblonga mil (membrillo). Universidad San Luis Gonzaga de
Ica, 2014. En donde se trabajé la propiedad antiinflamatoria de la especie en mencién, teniendo
como objetivo la elaboracion de un fitofarmaco con actividad desinflamante, elaborada a partir
del extracto acuoso de las hojas y ramas de la especie de Cydonia oblonga mil; llegando a
concluir un porcentaje elevado de actividad terapéutica frente al medicamento empleado como

control.

(1

Montealegre et al.*” “Actividad antiinflamatoria y antioxidante de Bauhinia kalbreyeri Harms

en un modelo de inflamacion intestinal agudo en ratas” se concluyd en: este estudio se



muestra como uno de los pioneros en dilucidar la actividad antiinflamatoria y antioxidante

de Bauhinia kalbreyeri en un modelo in vivo.

Romero et al. ™ investigaron la “Actividad antinflamatoria de Ziziphus amole. Python”
Buenos Aires., el estudio concluye: Los resultados obtenidos en este estudio validan el uso

de Z. amole como planta medicinal para el tratamiento de la inflamacion.

Enciso et al. ™ realizaron el estudio del “Efecto antiinflamatorio y antioxidante de los
flavonoides de las hojas de Jungia rugosa Less (matico de puna) en un modelo experimental
en ratas. La investigacion concluyo en: Se logré la demostracion que la fraccion flavonica

extraida de las hojas de Jungia rugosa Less posee actividad antiinflamatoria y antioxidante.

Amilcar et al. “ realizaron la “Evaluacion del Efecto Antiinflamatorio Tépico de la
Asociacion del Extracto de Panica Granatum I. “granada” y Plantago Lanceolada l. “Ilantén”

en Animales de Experimentacion” - Arequipa 2018.

De esta manera podemos decir que son muchas las causas que llevan a un individuo al
consumo de farmacos para remediar una pequefia dolencia, pero son pocos los conocimientos
sobre las interacciones y los posibles efectos colaterales que podria alterar el equilibrio del

estado de salud.

Es en este punto donde se recurre a la Medicina Tradicional, pues en el Per( existe un sin fin
de especies vegetales con propiedades medicinales que aun son utilizadas desde tiempos
remotos por la poblacion, que no puede acceder a un medicamento sintético por diversos

motivos, pero ellos han podido hacerles frente a sus dolencias.
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ESTRATEGIA METODOLOGICA

Metodologia.

Para el desarrollo de esta tesis, se utilizo el tipo, nivel y disefio de investigacion

siguiente:

Tipo de investigacion:
Aplicada, experimental
Nivel de investigacion:
Descriptivo correlacional
Disefio de la investigacion:
Disefio experimental

La metodologia empleada en el desarrollo de la investigacion abarco desde el proceso
de recoleccion de la especie en estudio, tratamiento, proceso de extraccion,
elaboracion del fitofarmaco y el ensayo preclinico que nos permitié obtener los
resultados que posteriormente fueron discutidos y presentados para una posterior

aplicacion.
Descripcién Morfoldgica *

El género Phyla se distingue por ser hierba Lippia en el sentido mas estricto abarca
solo especies lefiosas, hojas simples, un fruto seco que se separa en 2 frutos parciales
en la madurez (no 4) y tener la inflorescencia en cabezuela alargada. Las flores tienen

4 I6bulos. El habito es decumbente y las plantas enraizan en los nudos.

La especie se reconoce por sus pelos malpigiaceos (tienen forma de T o dos
ramificaciones como manecilla de reloj), el envés de la hoja solo con el nervio central
prominente, no los demas nervios, con 5-9 pares de nervios, el par inferior no
ramificado, y hojas mas anchas arriba de la mitad, generalmente espatuladas, y con
dientes solo en esta parte superior. Los pedlnculos son mucho mas largos que la
inflorescencia. También su habitat es caracteristico (sitios himedos y a menudo

salabres).

Se puede confundir con Phyla fruticosa, pero esta especie tienen nervios prominentes

en las hojas y los dientes de la hoja también en la mitad inferior.
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Hébitat y forma de vida:

Hierba perenne, rastrera o postrada, frecuentemente algo suculenta, las partes
jovenes con pelos malpigiaceos.

Tamafo:
Usualmente de 30 a 90 cm de longitud.
Tallo:

Presenta un tallo recostado en el suelo y con las ramas ascendiendo, por lo general
con raices en los nudos, estrigoso (pelos rectos, agudos y recostados) o glabro (sin

pelos).
Hojas:

Presenta hojas Opuestas (una enfrente de la otra), simples, peciolos de 0 a 8 mm de
longitud, frecuentemente alado-cuneados (el peciolo tiene un margen laminar muy
pequefio-con forma de cufia), laminas oblongo-lanceoladas (mas largo que ancho-
con forma de lanza) u ovadas (con forma de huevo), espatuladas (con forma de
espéatula), algunas veces elipticas, de 0.8 a 7 cm de longitud por 0.2 a 4 cm de ancho,
redondeadas u obtusas en el apice, margen aserrado (con dientes agudos dirigidos
hacia arriba) de la parte media hacia el apice, base cuneada, venacién practicamente
indistinguible a simple vista, ambas superficies con pubescencia malpigiacea

estragos o glabras.
Inflorescencia:

Sobre pedunculos largos de 3-10 cm, en forma de cabezuelas (inflorescencias
compuestas por flores sésiles y aglomeradas) cilindricas, de 0.8 a 4 cm de largo,
solo una por axila, bracteas (hoja modificada que compafia a la inflorescencia)
imbricadas (que se superponen), rémbicas o su rémbicas, moradas, cafés o verdes,
apice agudo o mucronado (que termina abruptamente en una proyeccién corta,

rigida y aguda), pubescentes en el exterior, glabras en el interior.

Flores:

Caéliz hialino (delgado y transparente), membranoso, de tamafio aproximadamente
igual al tubo de la corola (1.5-2 mm), I6bulos lanceolados, pubescentes (con pelos);
corola de color morado o blanco, 2-3.5 mm, pasando las bracteas ligeramente, tubo

de 2.8 a 3 mm de longitud.
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- Frutos y semillas:
Fruto pequefio, seco, envuelto por el céliz.
- Usos Medicinales

Sus tallos, hojas y flores, son utilizados en la medicina popular para curar manchas

en la piel, es antifebril, diurético, antinflamatorio de vias urinarias.

2.1.1 Preparacion y tratamiento de la muestra

v La recoleccion: La especie Phyla Nodiflora (venadillo) Llppia o bella
alfombra fue recolectada en el distrito de Acari del departamento de
Arequipa en el sur del Pert, la muestra empleada fue la planta entera,
enviada al museo de historia natural de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos donde se clasifico por la Dra. Joaquina Alvan Castillo. y asi se
procedio a recoger la especie en bolsa de papel Kraft, pesando 7kg.

v Seleccion: Fueron seleccionadas las plantas que se encontraron en mejor
condicion, lavandolas con agua potable y luego fueron limpiadas con agua
destilada, para que de inmediato se procediera con el secado.

v Secado: La especie fue puesta a secar bajo sombra colocadas encima de un

papel Kraft por un tiempo de 4 semanas para su posterior tratamiento.

Luego de 4 semanas de secado a la sombra, la especie fue colocada en la
estufa a 35 °C para luego proceder con el triturado y almacenamiento en

frasco de boca ancha color ambar.

2.1.2 Obtencién del extracto hidroalcohélico por percolacion %

De la muestra seca y molida se procedi6 a pesar 50g.

Esta muestra luego de pesarla se deposité en un vaso precipitado y se humectd
con alcohol de 70 °C. Luego se dejo reposar 2 horas para la hidratacion de la
droga.

Seguidamente se procedio a trasladar la droga al percolador ya instalado una
vez depositada la droga humectada en el percolador se incorpord el solvente
(alcohol de 70°) hasta una altura de 4cm por encima de la droga, a
continuacion, se colocd el papel de filtro sobre la muestra con ayuda de unas
canicas, para hacer presién, este proceso se dejé en maceracién durante 24
horas.

Luego de las 24 horas de maceracion con las llaves cerradas se procedio a

realizar lo siguiente:
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Se apertura la salida de extracto del percolador graduando la Ilave a un flujo
20 gotas por minuto, al mismo tiempo que se permitié el ingreso del solvente
que se encuentra en la camara superior, para que realice la extraccion en el
percolador a una velocidad de 20 gotas por minuto, de esta forma tenemos una
extraccion constante de etanol sobre la muestra y al mismo tiempo se obtiene
el extracto que es recolectado en un recipiente de color ambar

Este proceso va a continuar hasta agotamiento es decir hasta que el extracto

deje de tener un color verde caracteristico y se torne en un color transparente.

2.1.3 Marcha fitoquimica ®©

Siguiendo a Olga Look, la marcha fitoquimica se realiz6 con el fin de detectar
la presencia de metabolitos secundarios contenidos en las hojas y ramas de la
especie Phyla nodiflora L. (Venadillo) se realiz6 la marcha Fitoquimica
preliminar LAPRONAT, este andlisis es de caracter cualitativo, para lo cual
se extrajeron diferentes fracciones a las cuales se le realizd reacciones
quimicas de coloracion y/o precipitacion que sirvieron para identificar los

metabolitos secundarios.

v" Obtencidn de las fracciones
El material seco y molido (50 g de la especie en estudio) fue macerado por 15
dias en etanol, luego fue filtrado y se obtuvo la FRACCION A, de la cual se
separd 2 ml. para efectuar reacciones de identificacion. El resto se concentré a
sequedad y presion reducida en una bomba de vacio a una temperatura menor
de 40 °C.

Luego se extrajo con HCL al 1%, se filtré y se obtuvieron dos partes:
¢ INSOLUBLE: Se lav6 hasta pH neutro con agua destilada, seguidamente se
disolvié con 5 ml de diclorometano, se seco con sulfato de sodio anhidrido, se

filtr6 y a este filtrado se le Ilamé FRACCION B.

e SOLUCION ACIDA: Se filtré y alcalinizé con amoniaco, extrayéndose con

diclorometano (2x50ml) obteniéndose dos fases:

13



FASE DICLOROMETANICA: Se lavé con 10ml de agua destilada, luego la fase dicloro
metdnica se secO con sulfato de sodio anhidrido, después se filtrd obteniendo la
FRACCION C.

FASE ACUOSA: se saturé con 5g de sulfato de sodio anhidrido y extrajo con

diclorometano-etanol.

FASE ORGANICA: (diclometanica-etanolica). Se lavo con solucion de sulfato de sodio
anhidrido (10ml) reuniendo las fases acuosas. seguidamente la fase organica se deshidrat6

con 1g de sulfato de sodio anhidrido se filtrd y esto constituyo la FRACCION D.

FASE ACUQOSA: A esta se le adicion6 los residuos acuosos obtenidos del lavado de la

fase organica, lo cual constituyé la FRACCION E.

Por otro lado, se mezcl6 1g de droga seca con 20 ml de agua y se agit6. Se hirvi6 durante
15 minutos. Luego se filtr6 en caliente y se completé a un volumen de 10ml a través del

filtro, se dejo enfriar a temperatura ambiente y se obtuvo la FRACCION F.

REACCIONES DE IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS
DETECCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS SOBRE LA FRACCION A:

% Deteccion de taninos:
Reaccion de gelatina. - se tomd tres tubos de ensayo y se vertié en cada uno de ellos,
0,5 ml. de la fraccién A (disuelta en agua).
Tubo N°1- Se agreg6, 2ml de solucién de NaCl 5%.
Tubo N°2- Se agreg6, 2ml de solucién de gelatina al 1%
Tubo N°3- Se agreg6, 1ml de solucién de NaCl 5% y 1ml solucién de gelatina
al 1% (solucion gelatina-sal)
La precipitacion con este Gltimo reactivo o con ambos el 1% 2° es indicativo de la

presencia de taninos, si solamente ocurre con el 1°, podria ser un falso Positivo.

Reaccion de cloruro férrico.
Se colocé en un tubo de ensayo 0.5ml. de la fraccion A (etanol) y se le agregé una gota
de solucidn acuosa de FeCl; 1%.

La reaccion es positiva cuando aparecen colores azul- negro, verde o azul verdoso.

«»» Deteccidn de flavonoides:

14



Reaccion de shinoda — Es una placa se vertieron 3 gotas de la fraccion A
5 limaduras de Mg y 2gtas. De HCI. concentrado.
La reaccion es positiva cuando aparecen tonos de dolor rojo, anaranjado y

Violeta.

DETECCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS SOBRE LA FRACCION B:

+¢+ Deteccion de triterpenoides y/o esteroides:
En una placa se disolvié una pequefia cantidad de fraccion B en diclorometano, se
agregd 5 gotas de anhidrido acético y a continuacion 5 gotas de &cido sulfurico
concentrado.
La reaccion es positiva si aparecen colores verdes, azul verdoso (vias rojo y azul).

+¢+ Deteccion de antraquinonas:
Reaccion de Borntrager — se tomé una cantidad de la fraccion B, se disolvio en
diclorometano y se agregé 3ml de NaOH 5%, se tap0 el tubo y agite suavemente.

La Reaccion es positiva si la fase acuosa toma un color rojo.

DETECCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS SOBRE LA FRACCION C:

«» Deteccion de Esteroides y/o Triterpenoides:

Reaccion de Liebermann Burchard.

% Deteccion de Alcaloides:
El resto de la fraccion C se evapor6 a sequedad y luego se agregé 2ml de HCI 1%, se
filtré y se realizaron las reacciones de precipitacion, de Dragendorff,
Mayer, Wagner.
La reaccion es positiva si aparece un precipitado
- Dragendorff: PP. color anaranjado.
- Mayer: PP. blanco cremoso.

- Wagner: PP. color marron.

DETECCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS SOBRE LA FRACCION D:

Se evapord a sequedad y se agregd 2.5ml de etanol. Efectuadndose.

Las siguientes reacciones:

«»» Deteccidon de Flavonoides:

15



Reaccion de Shinoda
Se tomé 0.5 mL de la solucidn, se agregd 0.2 mL de acido clorhidrico concentrado, se
adicionaron limaduras de magnesio y se dejo reposar por 5 minutos. La reaccién es

positiva si aparece color rojo o rosado.

+¢+ Deteccion de esteroides y/o triterpenoides:
Reaccion de Liebermann Burchard.
Se tom6 0.5 mL de la fraccion D se evaporo a sequedad, el residuo se disolvio con 1

mL de diclorometano y se procedi6 igual que en los casos anteriores.

+¢ Deteccion de Alcaloides:
Reaccion de Mayer, Dragendorff, Hager y Wagner.

Se procede igual que en la Fraccion C.

DETECCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS SOBRE LA FRACCION E:

«»» Deteccion de flavonoides:

Reaccion de Shinoda.

OBTENCION DE LA FRACCION F.

En un vaso de precipitado se coloc6 1g de droga seca y molida con 20 ml de agua, se
agité con una bagueta y se hirvié durante 15 minutos. Luego se procedio a filtrar en
caliente y completar a volumen (20ml) a través del filtro, se dejo enfriar a temperatura

ambiente, lo cual constituyo la fraccion F.

«»+ Deteccion de Saponinas:
Prueba de espuma.
En dos tubos de ensayo se agitd 2.5ml de extracto por un minuto se dejo6 reposar por 15
minutos y se visualiz6 la formacion de espuma. Se considera negativa si la altura de la
espuma es menor de 5 mm.

2.1.4 Ensayo Preclinico *"*®

Induccion de edema auricular

La técnica que se aplico consistié en observar la inflamacién del pabellén

auricular del ratén aplicando un agente irritante. Para ello se emple6 aceite de
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croton y la inflamacion se midi6 por medio de diferencia de peso de la oreja

en estudio y la oreja sin administrar el agente quimico.
Procedimiento general

Se distribuy6 7 grupos de 6 ratones de peso aproximado entre 25 — 30 g.
correctamente alimentados. La administracién de las sustancias a evaluar se

realizé por via topica.
Preparacion del agente irritante (solucion)

Se disolvio el agente irritante en una solucién de agua y acetona, luego se
procedio a la administracion de la solucién, con la ayuda de una micropipeta,
se depositd 10 uL por cada cara (interna y externa) del pabellon auricular, de
tal modo que se empled 20 L de la solucidn, y la del extracto blando 0.5 mg.

en cada caso, se procedié del mismo modo con el gel de ensayo.

El farmaco de referencia fue diclofenaco en gel al 1% a una dosis de 0.5 mg

por oreja (de forma que abarque todo el pabellon de la oreja).
Descripcién de la técnica

De acuerdo con la solubilidad, el producto en estudio se administré
simultdneamente con el TPA y en algunos casos, se aplico en primer lugar el
agente flogdgeno, posteriormente se administré la sustancia (gel) objeto de la

investigacion.

Se dejo transcurrir 4 horas, los ratones fueron sacrificados por dislocacién
cervical y con un sacabocados, se corté una porcién circular de la oreja
inflamada e idénticamente otra de la oreja no inflamada. La media aritmética
de las diferencias entre el peso de ambas porciones nos proporciond la
magnitud del edema de cada lote. Se le asigno el valor de 100% al grupo que
recibe solo el aceite de croton y refiriendo en porcentaje la disminucion del

edema atribuido a cada uno de los grupos tratados.
v' Prueba de actividad antiinflamatoria por el método de edema auricular:
Preparacion de la solucion de aceite de croton

Se diluy6 200 pg de aceite de crotdn en 20 pL de una solucion de acetona

y agua en proporcion (g = microgramo; pL = microlitro).
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De lo cual se obtuvo lo siguiente:
200 pg = 0,2 uL; se prepard 2 pL de aceite de croton para diluir en 200 pL
de solucion de acetona y agua en proporcion

Por ello se diluy6 0.2uL de croton en 20uL de solucion de acetona. Se
trabajé con una medida de 10 uL de crotéon y 1000 uL de solucion de
acetona.

Como resultado se tuvo 1010 pL de croton para trabajar.

Se prepararon 7 grupos de 6 ratones para el desarrollo de la técnica.

e  Grupo Agente Flogdgeno
e  Grupo Extracto al 1%

e  Grupo Extracto al 5%

e  Grupo Gel base

e Grupo Gel al 1%

e Grupo Gel al 5%

e Grupo Gel al 10%

e  Grupo Diclofenaco gel al 1%

Evaluacion del factor de inflamacion tras la administracion de la solucion

de aceite de croton

La administracion del agente flogégeno en los ratones fue de 10uL de
solucion de aceite de croton en cada lado de la oreja (20uL en total), se
administré en una oreja y la otra se dejo sin tratamiento y se utilizé como

control negativo.

A las 4 horas de haber realizado la administracion se sacrificaron los
ratones provocandoles un traumatismo en las vértebras cervicales. De
inmediato con la ayuda de un sacabocado se extrajo un circulo de la oreja
(sin maltratar mucho las orejas) se pesaron y se determiné el factor de

inflamacion.

El porcentaje de inflamacion se hall6 mediante la media aritmética de las

diferencias de peso de las orejas de cada raton por grupo de estudio.

Finalmente, la actividad antinflamatoria se expres6 mediante las siguientes

formulas:
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FORMULAS
% de inhibicion= C-T X 100

C

% de inflamacién = T X 100 — 100
ST

Donde T corresponde a la media del peso de las orejas tratadas y ST a la

media de los pesos de las orejas sin tratar.

La administracion del extracto blando, formula base, fitofarmaco con las
diferentes concentraciones y farmaco control se administraron 15 minutos

después de haber administrado el agente irritante.

2.1.5 Elaboracion del gel base 1%

- Con la ayuda de un tamiz de metal sobre un recipiente pequefio de vidrio,
se agregd el Carbopol, para luego pulverizarlo con la finalidad de eliminar
todos los grumos.

- Posteriormente se procedié a humectar los 15gr. de carbopol en 1 litro de
agua purificada por 24 horas.

- Luego se procedio a agregar 10gr.de glicerina, agitando hasta homogenizar
y acto seguido se agregaron 2gr.de trietanolamina, gota a gota hasta lograr
una consistencia densa.

- Finalmente se procedio a realizar el proceso de envasado y rotulado.
2.1.6 Elaboracion del gel con actividad antinflamatoria

Se consiguieron 3 concentraciones, las cuales fueron evaluadas en los

biomodelos experimentales en gel al 1%, al 5% y 10%.

También se evalu6 el extracto hidroalcohélico al 1% y al 5% con el
medicamento de comparacién diclofenaco al 1% por la técnica de edema

auricular.
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En el proceso de elaboracion se realizé el anélisis organoléptico, asi como la
estabilidad desde la elaboracién hasta finalizar el estudio, a fin de detectar

cambios fisicos en la presentacién del fitofarmaco.
2.2 Control de calidad del gel

El control de calidad del producto terminado tuvo como propésito determinar si la
forma farmacéutica elaborada (geles) poseian los atributos de calidad previamente

establecidos.

2.2.1 Determinacion organoléptica del gel.
Se analizaron los siguientes parametros organolépticos:
a) Aspecto: Es un gel homogéneo al tacto libre de grumos, observacion que
se hizo mediante visualizacion directa.
b) Color: verde que se determiné por la coloracién que posee el extracto.

c) Olor: caracteristico de la planta.
2.2.2 Determinacién de la presencia de grumos.

Se tomo una pequefa cantidad del producto y se aplico suavemente en el

dorso de la mano para observar la presencia o ausencia de grumos.

2.2.3 Determinacion del pH

Se realiz6 con la ayuda de un potenciometro previamente calibrado con
soluciones tampén de PH.4.01, 7.00, 9,21.

Se secO el electrodo del tampdn, lavé con agua destilada, se retird el agua con
ayuda de papel Tisues, se coloco la muestra (gel) y se introdujo el electrodo

limpio, se esper6 a que la muestre se homogenice y se anotd la lectura del pH.

RESULTADOS

Resultados obtenidos de la Marcha Fitoquimica preliminar
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Tabla N°1

Fraccion A:

Metabolito Reaccion Resultado Observacion
Taninos Sol. de Gelatina + Turbidez
Grupos Sol. De FeCls; + Coloracion verde

fendlicos 0SCuro
libres
Tabla N°2
Fraccién B:
Metabolito Reaccion Resultado Observacion

Triterpenos y Liebermany + Coloracion Azul
Esteroides Burchard

Antraguinonas Borntrager + Color rojo

Tabla N° 3
Fraccion C:
Metabolito Reaccion Resultado Observacion
Alcaloides Dragendorff + Precipitado Rojo
Mayer + Precipitado blanco
Wagner + Precipitado marrén
Hager + Precipitado amarillo
Triterpenos y Liebermany + Coloracion Azul
Esteroides Burchard
Tabla N°5

21




Fracciéon D:

Metabolito Reaccion Resultado Observacion
Flavonoides Shinoda + Coloracion rojiza
Alcaloides Dragendorff + Precipitado Rojo
Mayer + Precipitado blanco
Wagner + Precipitado marron
Hager + Precipitado amarillo
Triterpenos y Liebermany + Coloracion Azul
Esteroides Burchard
Tabla N°6
Fraccién E:
Metabolito Reaccion Resultado Observacion
Flavonoides Shinoda + Coloracion rojiza
Tabla N
Fraccion F:
Metabolito Reaccion Resultado Observacion

Saponinas | Prueba de Espuma S

Leyenda:
= (+) Reaccion Positiva

* (-) Reaccién Negativa

Resultados de la actividad desinflamante de la especie Phyla nodiflora (venadillo)
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Tabla N°8

Resultados del porcentaje de inflamacion inducido tras la administracion del Aceite de

Croton
Ratén Oreja lzquierda (Crotén) Oreja Derecha % de inflamacion
(control)
Ratén 1 0,007 gramos 0,004 gramos 75
Ratén 2 0,009 gramos 0,004 gramos 125
Raton 3 0,008 gramos 0,004 gramos 100
Raton 4 0,009 gramos 0,004 gramos 125
Ratén 5 0,008 gramos 0,004 gramos 100
Ratdn 6 0,007 gramos 0,004 gramos 75
% total de 100
inflamacion
e Resultado: el factor de inflamacion es del 100%
e Fuente: El Autor
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Tabla N°9

Resultado de la Evaluacion de la actividad antiinflamatoria del extracto

hidroalcohdlico al 196

Ratén Oreja lzquierda Oreja Derecha % de inflamacion
(croton + extracto) (control)

Ratén 1 0,0060 gramos 0.004 gramos 50
Ratén 2 0,0076 gramos 0.004 gramos 75
Ratén 3 0,0079 gramos 0.004 gramos 100
Ratén 4 0,0072 gramos 0.004 gramos 75
Ratén 5 0,007 gramos 0.004 gramos 75
Ratdn 6 0,0072 gramos 0.004 gramos 75
% total de inflamacion 75

% de inhibicion 25

e Resultado: La eficacia del extracto hidroalcoholico al 1% es de 25%

e Fuente: El Autor
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Tabla N°10

Resultado de la Evaluacion de la actividad antiinflamatoria del extracto

hidroalcohdlico al 5%

Ratén Oreja lzquierda Oreja Derecha % de inflamacion
(croton + extracto) (control)

Ratén 1 0,0050 gramos 0,004 gramos 25.15
Ratén 2 0,0049 gramos 0,004 gramos 23.2
Ratén 3 0,0051 gramos 0,004 gramos 26.7
Ratén 4 0,0046 gramos 0,004 gramos 21.3
Ratén 5 0,0048 gramos 0,004 gramos 20.25
Ratdn 6 0,0047 gramos 0,004 gramos 18.4
% total de inflamacion 22.5

% de inhibicion 77.5

e Resultado: La eficacia del extracto hidroalcoholico al 5% es de 77,5%

e Fuente: El Autor
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Tabla N°11

Resultado de la evaluacion de la actividad antiinflamatoria de la forma farmacéutica

con actividad desinflamante a partir de la especie Phyla nodiflora L. (venadillo). (1%0)

Ratén oreja izquierda oreja derecha % de inflamacién
(crotdn + fitofarmaco) (control)

Ratén 1 0.00221 0.0040 55.25
Rat6n 2 0.00220 0.0039 56.41
Raton 3 0.00240 0.0043 55.81
Ratén 4 0.00231 0.0041 56.35
Raton 5 0.00226 0.0040 56.61
Raton 6 0.00216 0.0038 57.02
% total de 56.24

inflamacion
% de inhibicion 43.76

e Resultado: La eficacia del gel elaborado a base del extracto hidroalcohdlico de la
Phyla nodiflora L., a una concentracion del 1% es de 43.3%.

e Fuente: El Autor
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Tabla N°12
Resultado de la evaluacion de la actividad antiinflamatoria de la forma farmacéutica

con actividad desinflamante a partir de la especie Phyla nodiflora L. (venadillo). (5%0)

Ratén oreja izquierda oreja derecha % de inflamacion
(crotdn + fitofarmaco) (control)

Ratén 1 0.00234 0.0047 49.81
Raton 2 0.00235 0.0049 48.10
Raton 3 0.00254 0.0052 48.97
Ratén 4 0.00254 0.0051+ 49.99
Raton 5 0.00253 0.0050 50.65
Raton 6 0.00258 0.0053 48.73
% total de 49.3

inflamacion
% de inhibicion 50.7

e Resultado: La eficacia del gel elaborado a base del extracto hidroalcohdlico de la
Phyla nodiflora L. a una concentracion del 5% es de 50.7%.

e Fuente: El Autor
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Tabla N°13
Resultado de la evaluacion de la actividad antiinflamatoria de la forma farmacéutica

con actividad desinflamante a partir de la especie Phyla nodiflora I. (venadillo). (10 %)

Raton oreja izquierda oreja derecha % de inflamacion
(crotdn + fitofarmaco) (control)

Ratén 1 0.00189 0.0047 40.21
Ratén 2 0.00191 0.0043 44.41
Raton 3 0.00222 0.0052 42.69
Ratén 4 0.00230 0.0053 43.39
Raton 5 0.00215 0.0050 43.00
Raton 6 0.00245 0.0058 42.24
% total de 42.62

inflamacion
% de inhibicion 57.38

e Resultado: La eficacia del gel elaborado a base del extracto hidroalcohélico de la Phyla

nodiflora I. a una concentracion del 10 % es de 57.38%.

e Fuente: El Autor.
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Tabla N°14: Resultado de la Evaluacion de la actividad antiinflamatoria del

Diclofenaco Gel al 1%

Raton oreja izquierda oreja derecha % de inflamacion
(crotén + diclofenaco gel) (control)

Raton 1 0.00181 0.0047 38.51
Raton 2 0.00183 0.0043 42.55
Ratén 3 0.00215 0.0051 42.15
Ratén 4 0.00205 0.0053 38.67
Raton 5 0.00198 0.0050 39.6
Raton 6 0.00204 0.0054 37.77
% total de 32.85

inflamacién
% de inhibicion 67.15

e Resultado: La eficacia del Diclofenaco Gel es de 67.15%.

e Fuente: El Autor.
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Resultados del andlisis organoléptico y pH de las formas farmacéuticas con actividad

Tabla N° 15:

desinflamante de la especie Phyla nodiflora (venadillo)

Resultados del andlisis organoléptico y pH de la forma farmacéutica con

Con actividad desinflamante a partir de la especie Phyla nodiflora (venadillo)

Parédmetros Gel
Aspecto Homogéneo, libre de grumos
Color Verde
Olor Caracteristico a la planta utilizada para su elaboracion
Presencia de grumos Negativo
pH (25°C) 6.5

Resultados de la prueba de estabilidad de la forma farmacéutica con actividad

Tabla N° 16

desinflamante de la especie Phyla nodiflora (venadillo)

Resultados obtenidos de la prueba de estabilidad de la forma farmacéutica con
actividad desinflamante a partir de la especie Phyla Nodiflora I. (venadillo)

Al 5%

Parametros Gel Evaluacion 45 dias
Inicio de estudio :14/11/2021 Fecha:29/12/2021
Aspecto Homogeéneo, libre de grumos No presenta variacion
Color Verde No presenta variacion
Olor Caracteristico a la planta utilizada No presenta variacion
para su elaboracion
pH (25°C) 6.3 No presenta variacion
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TablaN® 17

Resultados obtenidos de la prueba de estabilidad de la forma farmacéutica con

actividad desinflamante a partir de la especie Phyla Nodiflora I. (venadillo).

al 10%

Homogeéneo libre de grumos

Verde

Caracteristico a la planta utilizada para su elaboracion

5.9

Resultados del analisis estadistico de las formas farmacéutica con actividad
desinflamante de la especie Phyla nodiflora (venadillo)

Ho: No existe diferencias entre las concentraciones evaluadas.

31



H1: Existe diferencias entre las concentraciones evaluadas.

Nivel de Significancia (alfa) o= 5%=0.05

Tabla N° 18

Prueba F. Anova

ANOVA
PORCENTAJE
Suma de cuadrados Gl Media cuadrética F Sig.
Entre grupos 23237.567 5 4647.513 42.141 0.000
Dentro de grupos 3970.267 36 110.285
Total 27207.834 41

Se logra establecer que al ser sig. 0.000 menor al 0.05 se rechaza hipotesis nula y se determina

que existe diferencias significativas entre las diferentes concentraciones antiinflamatorias.

Tabla N° 19

Pruebas post hoc

Comparaciones maltiples

Variable PORCENTAJE
dependiente:
HSD Tukey
Intervalo de confianza al
(1) TIPO Diferencia de Desv. si 95%
medias (I-J) Error g Limite Limite
inferior superior
Extracto hidroalcohdlico al 5% 25,0000 6.0631 0.003 6.759 43.241
Gel al 1% 77,5000 6.0631  0.000 59.259 95.741
Extracto.
Hidroalcohdlico Gel al 43,7583" 6.0631 0.000 25.517 62.000
al 1%
Gel al 10% 53,9842" 5.2508 0.000  38.187 69.782
Diclofenaco en gel al 1 %. 60,1250" 6.0631 0.000 41.884 78.366
Exto. hidroalcoholico 1% -25,0000" 6.0631 0.003  -43.241 -6.759
Extracto
h'd“’;'%oozm'co Gel al 1% 52,5000" 6.0631 0000  34.259 70.741
Gel al 5% 18,7583" 6.0631  0.041 0.517 37.000
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Gel al 10% 28,9842" 5.2508 0.000 13.187 44.782
Diclofenaco en gel al 1 %. 35,1250 6.0631 0.000 16.884 53.366
Exto. hidroalcohdlico 1% -77,5000" 6.0631 0.000 -95.741 -59.259
Extracto hidroalcohélico al 5% -52,5000" 6.0631 0.000 -70.741 -34.259
0,

L Gel al 5% -33,7417" 6.0631 0.000 -51.983 -15.500
Gel al 10% -23,5158" 5.2508 0.001  -39.313 -7.718
Diclofenaco en gel al 1 %. -17.3750 6.0631 0.069 -35.616 0.866
Exto. hidroalcohdlico 1% -43,7583" 6.0631 0.000 -62.000 -25.517
Extracto hidroalcohdlico al 5% -18,7583" 6.0631 0.041  -37.000 -0.517

Gel al 5%

elal o Gel al 1% 33,7417 6.0631  0.000 15.500 51.983

Gel al 10% 10.2258 52508 0.391 -5.572 26.023
Diclofenaco en gel al 1 %. 16.3667 6.0631 0.100 -1.875 34.608
Exto. hidroalcohdlico 1% -53,9842" 5.2508 0.000 -69.782 -38.187
Extracto hidroalcohdlico al 5% -28,9842" 5.2508 0.000 -44.782 -13.187

Gel al 10%

A Gelal 1% 23,5158" 52508 0001 7.718 39313

Gel al 5% -10.2258 52508 0.391 -26.023 5.572
Diclofenaco en gel al 1 %. 6.1408 52508 0.848  -9.657 21.938
Exto. hidroalcohdlico 1% -60,1250" 6.0631 0.000 -78.366 -41.884

. Extracto hidroalcohdlico al 5% -35,1250" 6.0631 0.000 -53.366 -16.884

Diclofenaco en

gel al 1 %.
Gel al 1% 17.3750 6.0631 0.069 -0.866 35.616
Gel al 5% -16.3667 6.0631 0.100 -34.608 1.875
Gel al 10% -6.1408 5.2508 0.848  -21.938 9.657

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

DISCUSION
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De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajos, se han evidenciado que, el
screening fitoquimico de la Phyla nodiflora I. permitié determinar la presencia de los
siguientes metabolitos secundarios: Triterpenos y esteroides, alcaloides y flavonoides, grupos
fenolicos libres y taninos los cuales son poseedores del efecto antiinflamatorio, dichos
resultados presentan similitud en los screening de los trabajos elaborados por los autores del
trabajo “Elaboracion de un fitofarmaco con extracto de Tristerix chodatianus de actividad
antiinflamatoria” realizado en la facultad de farmacia y bioquimica de la inica” Ica, 2021 y la
autora de la investigacion: “Elaboracion y control de calidad de tintura y gel cicatrizante y
antiinflamatorio a base de chilca (Baccharis latifolia) y Hierba mora (Solanumn) ” Aragadvay
Yugan Sandra, escuela politécnica de Chimborazo, Riobamba — Ecuador, en donde se puede
apreciar la eficacia de sus tratamientos teniendo en consideracion el sinergismo de metabolitos
presentes en cada especie estudiada.

El efecto antiinflamatorio del extracto hidroalcoh6lico de la especie en estudio. se determin6
utilizando la técnica Edema auricular por TPA, logrando un grado de inflamacion del 100%
tras lo cual luego de administrar el extracto hidroalcohdlico y los geles en las diferentes
concentraciones se puedo evidenciar la eficacia de la actividad antiinflamatoria en estudio.
La mencionada actividad se confronté con el farmaco Diclofenaco presentacion en gel al
1%obteniendo un resultado favorable para la formulacion en estudio.

Se reviso varios trabajos de investigacion con el fin de establecer nuestra metodologia de
trabajo, Canahualpa Huamani LM, Ledn Huaman LJ @, evaluaron la actividad antinflamatoria
de Cydonia oblonga Mili en ratones, mediante el modelo biol6gico edema auricular inducido
por aceite de croton. Demostrd que el porcentaje de inhibicién del extracto etanélico 1%, 2.5%
y 3% present6 43.3; 50.7 y 55.4%. Evidenciandose asi que a mayor concentracion de extracto
en gel hay mayor efecto antinflamatorio.

Al analizar los resultados del estudio antinflamatorio TABLA N°18 ANOVAY TSD TUKEY,
observamos que todos los geles redujeron el edema, y se visualizd que el extracto
Hidroalcoholico al 1%, al ver la diferencia de medias con las otras concentraciones, resulta

positivo con respecto al extracto hidroalcohélico al 5% en 25, siendo significativo en 0.003,

lo mismo que al Gel al 1%, Gel al 5%, Gel al 10%, y diclofenaco en gel al 1%, todos los
resultados fueron significativos, por lo que se establece que el extracto hidroalcohdlico al 1%
es mas desinflamatorio que todas las deméas concentraciones estudiadas. El Gel al 1% en las
diferencias de medias es negativo en comparacién con el extracto hidroalcohdlico al 1% en -
77.5, con un nivel de significancia del 0.000, igual con el extracto hidroalcohdlico al 5%, Gel
al 5%, Gel al 10%, con todos es significativamente menos desinflamante segun la prueba,
excepto con diclofenaco en gel al 1%, por lo que se establece que el Gel al 1% es menos

desinflamatorio que todas las demas concentraciones estudiadas. Extracto hidroalcoholico al
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5%, segun la prueba aplicada, se apreciada que con todas las demas concentraciones es mas
desinflamatorio, por las diferencias de medias es positiva con respecto a su media, comparada
con las demés concentraciones en sus efectos. Con respecto del fitofarmaco al 5%, observamos
que, en los resultados de la prueba estadistica aplicada, el Gel al 5%, es solo mas
desinflamatorio con el Gel al 1%, porque es significativamente diferente. EI Gel al 10%, es
mas desinflamatorio solo con el Gel al 1%, puesto que es significativamente diferente. El
diclofenaco en gel al 1% con ninguna otra concentracion es mas desinflamatoria, porque las

diferencias con las otras concentraciones no salen significativamente diferentes.

CONCLUSIONES
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> Se elaboraron tres geles con actividad antiinflamatoria a partir del extracto
hidroalcohdlico de la Phyla nodiflora I, en concentraciones de 1%, 5% y 10%.

> Se logré determinar la actividad desinflamante de la especie Phyla nodiflora I. mediante
el ensayo preclinico de edema auricular, procediendo con la aplicacion del extracto al 1%
y 5%, geles al 1%, 5% y 10%, utilizando como farmaco control el Diclofenaco gel al 1%.

> Los resultados del ensayo para determinar la actividad desinflamante fueron analizados
mediante la prueba estadistica de Anova y post hoc Anova Tukey, demostrando que el
extracto hidroalcohdlico al 1% presenté mayor actividad desinflamante, seguido del
extracto hidroalcoholico al 5%, gel al 5%, gel al 10%, gel 1%, todos ellos demostraron
un mayor efecto desinflamante que el Diclofenaco gel al 1%.

> EI Screening fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de la Phyla nodiflora 1., nos
permitié determinar la presencia de los siguientes metabolitos secundarios: Triterpenos y

esteroides, alcaloides y flavonoides, grupos fendlicos libre y taninos.

> Los resultados obtenidos demostraron que los geles elaborados al 1%, 5% y 10% a partir
del extracto hidroalcoholico de la especie Phyla Nodiflora L. tuvieron una mayor
actividad desinflamante que el Diclofenaco gel al 1%, observando que de los geles

analizados present6 un mayor efecto desinflamante el gel al 5%.

RECOMENDACIONES
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Ampliar los estudios de Estabilidad y los diferentes controles de calidad de la forma
farmacéutica elaborada.

Se continue la investigacion de los Flavonoides presentes en la planta Phyla Nodiflora
., y su uso terapéutico, determinando si es apta para una terapia clinica.

Realizar estudios biolégicos y fitoquimicos introduciendo otras variables como, colecta
en diferentes épocas del afio, altitud y diferentes condiciones climéaticas, para comprobar
la actividad antiinflamatoria de la Phyla Nodifllora I.

Elaborar otras formas farmacéuticas distintas a la propuesta en esta investigacion,
tratando de potenciar la actividad antiinflamatoria o enfocdndose en otra actividad
terapéutica, en el caso de la Phyla Nodiflora L.

Continuar con la investigacion fitoquimica en el campo de la medicina alternativa,
(medicina tradicional) debido a que los resultados obtenidos en el presente trabajo son
alentadores y muestran una eficacia sélida en el tratamiento de la inflamacion, dejando
claro que aiin hay mucho que aportar para la ciencia médica, que puede ser aprovechada

gracias a la tecnologia y la iniciativa de muchos profesionales de la salud.
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ANEXO 1: RECOLECCION DE LA ESPECIE PHYLA NODIFLORA

Localizacion Geogréfica Arequipa Distrito de Acari




ANEXO 2: PREPARACION Y TRATAMIENTO DE LA ESPECIE PHYLA
NODIFLORA (VENADILLO)

SELECCION SECADO POR ESTUFA

MOLIENDA ALMACENAMIENTO



ANEXO 3: FLUJOGRAMA DE PERCOLACION

DROGA
- DESECADO Y ESTABILIZADO |

ETANOL HOJAS AGOTADAS

Agotamsento del
Disolvente

ENVASE
Ambar
EXTRACTO

- HIDROALCOHOLICO
ENVASADO |




ANEXO 4: ODTENCION DEL EXTRACTO POR PERCOLACION

PESADO DE LA MUESTRA HUMECTACION DE LA DROGA

ANEXO 5: PERCOLACION CONTINUA




ANEXO 6: SECADO DEL EXTRACTO ODTENIDO POR PERCOLACION

ANEXO 7: FLUIOGRAMA DE LA MARCHA FITOQUIMICA

’ Muestra seca y molida 20 gr

® Macerar en etanol por 48 horas

® Relujar por 8 horas
Separar N ® Filtrar en caliente, llevar a 50 mi
10mi

Extracto Etandlico
Qﬁ ® Secar a presion y T. reducida I

Taninos FenolesLibres Extracto seco
R. Gelatina R. FeCl,

1J ® Lavar con agua
<j“ ® Agregar diclorometano

® Filtrar y llevar 2 10 ml

® Neutralizar con NaOH
® Extraer con dic (2 porci
® Filtrar y llevar 2 20 ml

l Fase Diclorometanica l Fase Acuosa

|
® Lavar, secar con sulfato Triterp: y id A i
de sodio anhidro R. liebermanBurchard Borntrager
® Llevara 10 ml
\ Fase Diclorometanica - Etanol l \ Fase Acuosa Remanente I
/i) ® Filtrar sobre sulfato
Triterpenos y Alcaloides ‘.’L’“’“ ';‘3"""’
esteroides * Dragendorff e
R. * Mayer
liebermanBurchard || » Wagner i
* Hager
Alcaloides Triterpenos y Flavonoides
* Dragendorff esteroides R. Shinoda
* Mayer R.
* Wagner liebermanBurchard
* Hager




ANEXO 8: REALIZACION DE LA MARCHA FITOQUIMICA PRELIMINAR




ANEXO 10: ELABORACION DEL GEL A PARTIR DE LA ESPECIE PHYLA
NODIFLORA L. (VENADILLO)”

ANEXO 11: ADMINISTRACION DEL GEL BIOMODELO EXPERIMENTAL




ANEXO 12: CLASIFICACION TAXONOMICA DE LA PLANTA




ANEXO 13: CERTIFICADO DE COMITE DE ETICA
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