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RESUMEN

El presente es un estudio experimental prospectivo, realizado en la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, donde
se determin6 el efecto antinflamatorio y analgésico del extracto etandlico de
Dalea isidori Barneby “Yerbechil’. Para evaluar el efecto antiinflamatorio se
empleo el método de edema plantar inducido por A carragenina, utilizandose 36
ratas albinas (Holtzman) divididas en un grupo control, tres grupos para dosis
diferentes del extracto (125 mg/Kg, 250 mg/Kg y 500 mg/Kg) y dos grupos para
farmacos patrones (AAS 50 mg/Kg, naproxeno 50 mg/Kg); empleandose un
pletismometro digital PANLAB LE7500. El mayor efecto antiinflamatorio se
evidencio a las dosis de 250mg/kg. El efecto analgésico se evalué con el método
de retirada de la cola (Tail-Flick), empleandose 36 ratones Balb/c, divididos en
dos grupos para farmacos patrones (tramadol 20 mg/Kg y paracetamol 400
mg/Kg) y cuatro grupos para dosis diferentes del extracto (125 mg/Kg, 250
mg/Kg, 500 mg/Kg y 750 mg/Kg); cuantificandose el efecto analgésico con un
medidor Tail-Flick PANLAB LE7106. EI mayor efecto analgésico se evidencio6 a
las dosis de 125 mg/Kg y 250 mg/Kg. Finalmente, segun la guia 23 de la OECD,
se determin6 un DL50 oral mayor a 5000 mg/Kg para el extracto etandlico de

Dalea isidori Barneby.

Palabras clave: Dalea isidori Barneby, efecto antiinflamatorio, efecto

analgésico, DL50.



ABTRACT

Present is an experimental prospective study, made in Faculty of Farmacy and
Biochemistry of San Marcos university, where was determined anti-inflamatory
and analgesic effect of Dalea isidori Barneby “Yerbechil” ethanolic extract. For
the assessment of anti-inflamatory effect was employed A carragenina-induced
plantar edema method, used thirty six albino rats (Holtzman), which were divided
in six groups, control group, three groups for diferents doses of extract (125
mg/Kg, 250 mg/Kg, 500 mg/Kg) and two groups for pattern drugs (AAS 50 mg/Kg,
naproxen 50 mg/Kg); used a PANLAB LE 7500 digital Plethysmometer. The
greater anti-inflamtory effect was evidenced with a dose of 250 mg/Kg.
The analgesic effect was employed withdrawal tail method (Tail-Flick), used
thirty six albino mice (Balb/c) which were divided in six groups: two groups for
pattern drugs (tramadol 20 mg/Kg, paracetamol 400 mg/Kg) and four groups for
diferents doses of extract (125 mg/Kg, 250 mg/Kg, 500 mg/Kg and 750 mg/Kg)
used a PANLAB LE 7106 Tail-Flick meter. The greater analgesic effect was
evidenced with doses of 125 mg/ Kg and 250 mg/Kg. Finally, according to guide
23 of OECD, was determined an oral DL50 greater of 5000 mg/Kg for Dalea

isidori Barneby ethanolic extract.

Key words: Dalea isidori Barneby, anti-inflamatory effect, analgesic effect,

LD 50.



LISTA DE ABREVIATURAS
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EP2: prostaglandina EP2
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factor de necrosis tumoral
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Universidad Peruana Cayetano Heredia
media

promedio del tiempo de reaccion al dolor
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I. INTRODUCCION

La inflamacién y el dolor son procesos fisiolégicos comunes que deterioran la
salud de las personas; estan relacionadas a un sinnumero de enfermedades que
afectan a la poblacion en general (nifios, adultos y ancianos) y que son
evidenciados en nuestra vida cotidiana al acudir a cualquier establecimiento de
salud. Es por ello, que el propésito de la presente investigacion es aportar
mediante la corroboracién de las propiedades analgésicas y antiinflamatorias
descritas por la poblacién, de Dalea isidori Barneby y asi poder utilizar dicha
planta como alternativa frente a los farmacos convencionales, para el
tratamiento de las dolencias ya mencionadas.

Asimismo, es sabido que la mayoria de farmacos que se utilizan hoy en dia para
el tratamiento de la inflamacién y el dolor, evidencian marcados efectos
adversos a nivel de los diferentes sistemas del cuerpo, principalmente en el
sistema digestivo y sistema nervioso central, es por ello, que la poblacién de hoy
muestra mayor interés hacia el uso de productos medicinales naturales.

Por tal motivo, es de suma importancia investigar y sugerir terapias alternativas,
utiles para mitigar estos padecimientos mediante el uso de productos de origen
natural, ya que cuentan con un gran potencial farmacolégico y econémico.

Sin lugar a dudas, el conocimiento tradicional que va de generacién en
generacién no solo en nuestro pais, sino de las poblaciones de todo el mundo,
es el primer eslabén que aporta a la industria farmacéutica, informacién para
encaminar proyectos de investigacién donde se estudie a profundidad y con rigor
cientifico alguna actividad terapéutica que posea algun recurso de origen natural

promisor, en lo particular para el tratamiento del dolor y la inflamacion.

N1N



1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo general:

e Determinar el efecto antiinflamatorio y analgésico del extracto
etandlico de Dalea isidori Barneby.

1.1.2. Objetivos especificos:

e Realizar el analisis fisicoquimico del extracto etanélico de Dalea isidori
Barneby.

e Determinar el efecto antiinflamatorio del extracto etandlico de Dalea
isidori Barneby.

e Determinar el efecto analgésico del extracto etandlico de Dalea isidori
Barneby.

e Determinar la toxicidad aguda estableciendo el DL50 oral.

1.1.3 Hipétesis:

El extracto etandlico de Dalea isidori Barneby “Yerbechil” tiene efecto

antiinflamatorio y analgésico.



IL.GENERALIDADES

2.1. Antecedentes

Referente a la planta objetivo de la investigacion, Dalea isidori Barneby, no se
han hallado investigaciones cientificas previas a la misma, sin embargo, existe
informacion cientifica de otras plantas que pertenecen al mismo género, y se
describen a continuacion.

Ruiz et al., indica que Dalea strobilacea Barneby (Hierba de Chile), es usada de
forma tradicional en forma de coccidn, haciendo hervir tallos con hojas e
inflorescencias, para tratar resfrios e inflamacién de los bronquios’.

Benites et al., evalué la composicidén del aceite esencial de Dalea strobilacea
Barneby. En este estudio, se obtuvieron los principales componentes por
hidrodestilacion de las partes aéreas siendo B-felandreno (44%) y el a-pineno
(18%), los metabolitos mayoritarios del aceite esencial. Se determind la actividad
antimicrobiana de dicho aceite contra Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
aureus'y Enterococcus faecalis®.

El estudio realizado por Peralta et al 2011., aislo tres nuevas flavanonas
preniladas obtenidas a partir extracto n-hexano de las raices de Dalea Boliviana,
las cuales fueron: (2S)-5,7,2’-trihidroxi-5’-(1"",1"”-dimetilalil)-8-prenilflavanona
[1]; (2S)-5,7,2-trihidroxi-8,3 -diprenilflavanona [2]; (2S)-5,2’-dihidroxi-6",6'-
dimetilcromeno-(7,8:2”,3”)-3-prenilflavanona [3], y el cromeno conocido
dimetilpirano [4]. Ademas, evaluaron el efecto inhibidor de la enzima tirosinasa
de los 4 componentes, segun el procedimiento de Rahman, comparandolo con
2 flavanonas con actividad antitirosinasa demostrada (hesperetina y naringenina)
y un control positivo acido kojic. Las flavanonas 1,2,3 presentaron mejor

actividad que el control positivo; mientras que el componente 4, hesperetina y

~3~



naringenina evidenciaron un efecto menor. Sin embargo, los compuestos

aislados (1,2) demostraron una actividad superlativa respecto a los otros?.

En otro estudio, Peralta et al. 2013, se establecidé que el género Dalea crece
exclusivamente en el continente americano e incluye mas de 250 especies. Su
habitat se extiende desde el oeste de Estados Unidos hasta la region central de
Argentina y Chile. Las especies de Dalea autdctonas de Estados Unidos y
México, han sido utilizadas tradicionalmente por diferentes comunidades
indigenas como analgésicos, antimicrobianos, cicatrizantes, etc. Asi mismo se
ha demostrado que este género posee flavonoides prenilados, un subgrupo con
estructuras de escasa distribucién en la naturaleza. Sin embargo, segun los
avances realizados en los ultimos afos, permiten estimar interesantes
aplicaciones terapéuticas como su actividad antimicrobiana, antitumoral,
antiinflamatoria y antioxidante*.

De acuerdo al estudio de Arango et al., el extracto en éter de petroleo de la parte
aérea de Dalea coerulea, especie vegetal nativa de Colombia, se sometié a
separaciones cromatograficas guiadas por bioensayo general de toxicidad
general con Artemia salina. Una fraccion denominada F2, constituida por mono
y sesquiterpenos, mostrd accidn repelente e insecticida sobre Xenopsylla sp. 'y
Macrosiphum rosae. De otra fraccidbn denominada F7, se obtuvieron una mezcla
compleja de caracter terpenoide y 4 flavanonas. Las flavanonas identificadas
fueron: glabranin, 7-O-metilglabranin, 6-C-metilglabranin y 5,7-dihidroxi-6-prenil-
flavanona, las cuales no presentaron actividad toxica significativa, pero la mezcla
presentd alta accion téxica contra larvas de Spodoptera sunia y accion larvicida

contra Galleria mellonella'y Achroia grisella®.



El estudio de Guffantte tuvo como objetivo demostrar la actividad citotéxica y
antioxidante de los extractos de Arcythophyllum thymifolium, Salvia squalens,
Justicia chlorostachya, Myrcianthes rhopaloides, Dalea mustisii. El efecto
antioxidante se realiz6 segun el método de inhibicion de la polifeloxidasa
utilizando como patrén positivo la vitamina C y para la actividad citotoxica empled
a la Artemia salina. Concluyd que la especie con mayor actividad citotoxica y
antioxidante fue la Dalea mustisii, ya que a una concentracion de 10 pg fue
93,33% y a 10 ppm fue 11,11% de actividad antioxidante que aumenta a la par
con la concentracion. Asimismo, mediante el tamizaje fitoquimico Dalea mustisii
evidencio presencia de flavonoides, azucares reductores, taninos, alcaloides,

resinas, triterpenos y grasas®.

Peralta et al. 2014, analizé las estructuras quimicas presentes en Dalea elegans,
a través de técnicas espectroscépicas, evidenciando dos flavonoides: 2’,4’-
dihidroxi-5’-(1"”,1"”-dimetilalil)-8-prenilpinocenbrin (8PP) y 8 prenilpinocenbrin;
entre otras nuevas estructuras flavonoides aisladas de las partes aéreas de la
planta. Todos estos componentes flavonoides fueron evaluados in vitro
demostrando una actividad anti- tirosinasa’.

Ademas, se citan a continuacidn diversos trabajos cientificos de investigacion,
los cuales han servido como referencia para establecer la metodologia de
trabajo para la evaluacion de efecto antiinflamatorio y analgésico de Dalea isidori
Barneby “Yerbechil”.

Villena et al., evalué el efecto antiinflamatorio de Oenothera rosea (Yawar socco)
en ratas con induccion de inflamaciéon aguda y crénica. Utiliz6 el modelo

experimental edema subplantar inducido con carragenina. Concluyé que el



extracto hidroalcohélico de Oenothera rosea en ratas presenta efecto

antiinflamatorio®.

El estudio experimental de Churampi y Montes, tuvo como objetivo determinar la
actividad antiinflamatoria del extracto etandlico del fruto de Passiflora mollissima
(Kunth) L.H. Bailey “tumbo serrano” utilizando el modelo experimental: edema
auricular inducido por 12-0-temadecanoil forbol-13 acetato y su uso como activo
bioldgico en la industria cosmética. En conclusidén, demostraron que el extracto
etandlico de Passiflora mollissima (Kunth) L.H.Bailey “tumbo serrano” presenté
actividad antiinflamatoria y seguridad como activo biolégico en la industria

cosmética®.

Hoyos y Yep desarrollaron un trabajo experimental, el cual tuvo dos etapas: la
obtencién, caracterizacion y evaluacion de la actividad antiinflamatoria del
extracto hidroalcohdlico de la especie Bacchatris latifolia “Chilco”, y la obtencion,
caracterizacion y evaluacién de la actividad antiinflamatoria de una forma
farmacéutica de aplicacion tépica conteniendo el extracto en estudio. Se evalu6
el efecto antiinflamatorio utilizando el método del edema plantar inducido por
carragenina. Finalmente, se determind que el efecto antiinflamatorio del
producto terminado es mayor al del extracto°.

Betancourt et al. evalué el efecto analgésico del extracto acuoso liofilizado de
las hojas de Bixa Orellana L., administrado via oral. En él, se utiliz6 el método
de Hot Plate y Contorsiones abdominales. Se concluydé que Bixa Orellana L.
presenta actividad analgésica a nivel periférico".

Por otro lado, el estudio experimental de Toro, evalu6 la actividad analgésica
aguda y crénica de Phytolacca dioica; donde trabaj6é con 3 extractos: extracto

diclorometano, extracto metandlico y extracto butandlico. Para evaluar la
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analgesia aguda empled el ensayo de retirada de la cola “Tail-Flick” (TF), y el
ensayo de placa caliente “Hot Plate” (HP), en ratones. Segun los resultados
obtenidos de los ensayos TF y HP, fue el extracto butandlico que evidencio

mayor actividad analgésica’?.



2.2. Marco teodrico

2.2.1 Descripcion de Dalea isidori Barneby

2.2.1.1 Clasificacion taxonémica

Division: MAGNOLIOPHYTA
Clase: MAGNOLIOPSIDA
Subclase: ROSIDAE
Orden: FABALES
Familia: FABACEAE
Género: Dalea

Especie:  Dalea isidori Barneby

La clasificacidbn taxonomica fue realizada por el bidlogo Severo Baldedn

Malpartida. (Anexo 1)

Figura 1. Inflorescencia de Dalea isidori Barneby.



2.2.1.2 Descripcion morfoldgica

Dalea isidori Barneby es una planta lefiosa erguida de 50 a 140 cm de alto, muy
fragante y con morfologia xerofitica. Subarbustos delgados decumbente o
ascendente, tallos de baja verruculosa * 2-3 diametro de largo, con glabros
excepto para las estipulas cilioladas, calices blandos y sedosos, hojas punteadas
verdosas o glaucescente, muchos de ellos llenos de braquiblastos laterales
situados por debajo del tallo medio, con pico de flores subcompacto que se eleva
muy por encima del follaje en la parte terminal del pedunculo hasta los brotes
largos hornotinicos. Tiene estipulaciones lanza-acuminadas, incluyendo el
espoldén asociado de hoja de 2-6 mm de largo, la lamina es glabrosa,
dorsalmente marrdn rojizo, volviéndose seca y espesa, de forma persistente. Los
tallos de las hojas son de 2-24 mm de largo, los intervalos interfoliares son 1,5-
4 mm de largo; foliolos (7) 9-13, con los distales casi palmados, las paletas son
lineares-oblanceoladas de 4-6 x 0.4-0.8 mm, micronulado agudo, ventralmente
liso.Las glandulas fuscosas, apenas protuberantes de la cara dorsal estan
dispersadas aleatoriamente. Posee pedunculos de 2,5-4,5 cm de largo; con
flores con espigas de 2-4.5 cm de largo; bracteas persistentes a través de la
antesis, cada una doblada alrededor de un caliz, el cuerpo es oblongo-
oblanceolado, posee un perfil de 3.5-4 x 1.5-2 mm, ampliamente palido-
marginado y de la base hacia arriba o s6lo més alla del medio posee un color
negruzco densamente glandular-verruculoso; en el apice estd abruptamente

contraida en una cola liviana de 2-2.7 mm de largo'.

El céliz es de 5.8-6.4 mm de largo, con tubo 10-acanalado + 4-4.5 mm, sus
membranas intercostales con diminutas glandulas-rociadas; pétalos bicolores,

con rubescencia; los epistemonus de color lila o violeta-purpura; de £8,5 mm de
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largo, la hoja de 4,7 x 4,2 mm, con glandula subapical muy pequena; alas y
quilla encaramada de 2-2.5mm por encima del hypanthium, la quilla de £10 mm
de largo y sus laminas de 6.5 x 4mm, androceo de 8 mm de largo, ovario

pilosulado distalmente, vaina no visible™s.

A nivel quimico, Fabaceae se caracteriza por ser rica en compuestos flavonoides

y alcaloides'*. Es conocida vulgarmente como “Yerbechil”.

2.2.1.3 Ubicacion geografica

Subarbusto, conocido de unas pocas localidades ubicadas en un valle

interandino, en una subcuenca del Crisnejas’®.

Planta endémica del sur de Cajamarca, confinada en areas secas, con suelos

calizos y vegetacién de arbustos dispersos entre 2500-2800 m s.n.m."3

La especie Dalea isidori Barneby se ubica geograficamente entre los caserios de
La Colpa y Paucamayo, a 0.85 km y 1.5 km del pueblo de Ichocan,
respectivamente; distrito de Ichocéan (a 2596 m s.n.m.), provincia de San Marcos,

departamento de Cajamarca’®.
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Figura 2. Ubicacion geografica de la distribucion de Dalea isidori Barneby.

Fuente: Camacho/Honorio.

Figura 3. Arbustos de Dalea isidori Barneby en el caserio La Colpa-Ichocan-
Cajamarca.



2.2.1.4 Uso tradicional

La especie Dalea isidori Barneby es usada tradicionalmente como

antiinflamatorio de las vias respiratorias y analgésico digestivo.

Se hace hervir la inflorescencia incluyendo tallos y hojas, y se ingiere cuando el
preparado esta caliente. Se consume 2 veces al dia, una toma en la tarde y otra

en la noche.
2.1.2 Inflamacion
2.1.2.1 Definicion

La inflamacién es un proceso fisiolégico, defensivo natural del organismo ante
agresiones del medio, presentando signos como el dolor, calor, rubor y edema,

ademas de pérdida de funcionalidad'”’.
2.1.2.2 Mediadores de la inflamacién

La inflamacién puede ser originada por factores enddégenos (necrosis tisular o
fractura désea) o factores exdgenos como lesiones por agentes mecanicos,
fisicos, quimicos, bioldgicos (microorganismos) e inmunoldgicos (reacciones de
hipersensibilidad). Un proceso inflamatorio puede seguir distintas vias. La
primera de ellas es la resolucion del proceso con retorno a una estructura y
funcién normales, en segundo lugar, puede ocurrir la supuracion con formacién
de absceso, otra posibilidad es que se lleve a cabo la regeneracién de tejido
especializado o fibroso formando una cicatriz, y por ultimo que el proceso se
haga crénico por la persistencia del agente causante™®.

La inflamacién aguda dura alrededor de 48 a 72 horas después de las cuales los

signos y sintomas comienzan a disminuir y comienzan los procesos de



reparacion, si es posible. Si el cuadro se mantiene mas alla de ese lapso de
tiempo y el agente nocivo no es eliminado, la respuesta aguda evolucionara
hacia la cronicidad.

En el desarrollo de la respuesta inflamatoria participan factores que son parte del
organismo. Estos factores corresponden a moléculas contenidas en granulos en
forma de precursores o en estado inactivo, que existen tanto a nivel plasmatico
como a nivel celular. En estados en los que se provoca algun tipo de injuria sobre
los tejidos, estas moléculas inactivas se colocan en contacto con otras
moléculas, y asi sufren activaciones y transformaciones y ejercen su accién
sobre receptores celulares que se modifican estructural y funcionalmente para
enviar senales intracelulares que a la vez modifican la estructura y/o funcion de
las células implicadas en la respuesta inflamatoria. En la respuesta inflamatoria,
primero se observa la modificacidén en el calibre de los vasos sanguineos, luego
ocurre una modificacion en la permeabilidad vascular y por ultimo se modifica la
distribucién de los leucocitos en los tejidos, desencadenando una serie de
complejas reacciones destinadas a la eliminacidén de estos agentes. El primero
de ellos es el factor Xll de la coagulacién que en su modalidad activa es capaz
de accionar dos cascadas; la cascada de la coagulacién y la cascada de las
cininas'®.

1. Cascada de la coagulacion

La activacion de la cascada de la coagulacion tiene como fin que su producto
final, la fibrina, obture la interrupcién endotelial que pueda existir frente a la
ruptura de los vasos sanguineos, asi devuelve la continuidad estructural y
funcional de éstos, permitiendo la detencion de la hemorragia. La trombina es un

producto intermedio en la formacion de fibrina que también posee propiedades



proinflamatorias aumentando la adhesién de los leucocitos al endotelio vascular.
Por otro lado, con la activacion de la coagulacion se activa el sistema fibrinolitico
cuyo producto final, la plasmina, degrada la fibrina controlando su formacién
desmedida y da origen a los fibrinopéptidos que tienen como funcién aumentar
la permeabilidad vascular’®.

2. Cascada de las cininas

La cascada de las cininas tiene como fin la formacion de la bradicinina, la que se
forma a partir de un precursor plasmatico, el cininégeno, reaccién catalizada por
un producto intermedio, la calicreina, la que por accién del factor Xlla se genera
a partir de la precalicreina. La bradicinina tiene efecto sobre los vasos
sanguineos, produciendo un aumento de la permeabilidad vascular,
vasodilatacion arteriolar, contraccion de la musculatura lisa y es un mediador del
dolor, mientras que la calicreina ejerce una funcion quimiotactica sobre los
leucocitos.

Junto con estas dos cascadas, un dano tisular o celular puede estimular la
liberacién desde las células que los contienen, de otros mediadores quimicos
muy potentes, las llamadas aminas vasoactivas. La primera de ellas es la
histamina, la cual es un compuesto almacenado en granulos, principalmente en
los mastocitos, baséfilos y plaquetas, y es liberada frente a varios factores, entre
ellos, las lesiones de tipo fisico, reacciones inmunitarias, fragmentos del
complemento, neuropéptidos como la sustancia P, citocinas y la proteina
liberadora de histamina'®.

Una vez liberada al medio extracelular ejerce su accidon sobre receptores
ubicados en células endoteliales, principalmente H1, produciendo un aumento

de la permeabilidad vascular a nivel venular. Otro mediador quimico importante



es la serotonina, éstos se liberan al medio extracelular cuando las plaquetas se
agregan tras su contacto con ciertos compuestos como colageno, trombina, ADP
y complejos inmunes. También se libera por la accion del factor activador de
plaguetas secretado por los mastocitos’®.

3. Sistema del complemento

Existen noxas que en si mismas no generan dafo tisular en forma directa, pero
son reconocidas como agentes extrafios al organismo y que por esa condicion
puede inducir una respuesta inflamatoria. Este es el caso de virus, bacterias y
hongos, y es otro el sistema preparado para mediar este reconocimiento, pero
que complementa la accidén de los anteriores descritos. Uno de sus productos
finales es el complejo de ataque membrana constituido por los factores C5b, C6,
C7, C8 y C9, el cual tiene la capacidad de formar poros o canales
transmembranas sobre la superficie bacteriana produciendo un desequilibrio
osmoético con la consecuente lisis de la bacteria. Otro producto, el C3b,
contribuye indirectamente a la destruccidn bacteriana a través de un fenédmeno
llamado opsonizacién. Otros productos tales como C5a y C3a, corresponden a
moléculas que difunden en los tejidos. El sistema del complemento tiene dos
formas de activarse, una a través del contacto de sus componentes C1 con
complejos antigeno-anticuerpo (via clasica), y el otro por el contacto de un
complejo molecular en el que participa C3b con productos bacterianos, como son
las endotoxinas (via alterna). Ambas vias llevan a la formacién de los mismos
productos dado que confluyen en un intermediario comun, una enzima llamada
C3 convertasa, la cual cataliza la escision de C3 en sus dos productos
funcionalmente activos; C3a y C3b, los que a la vez contindan la cascada de

activacion de los sucesivos factores’®.



4. Acido araquidonico y sus derivados

El &cido araquidonico es un compuesto abundante de las membranas celulares,
que en condiciones normales esta unido a los triglicéridos, pero puede ser
separado de éstos bajo la accion de la enzima fosfolipasa A2. Una vez libre, el
acido araquidoénico sufre una serie de transformaciones quimicas bajo la accién
de la enzima ciclooxigenasa, dando origen a las prostaglandinas PGG2 y PGH2,
que son precursoras de los demdas componentes de la familia de los
prostanoides. Otro de los productos del acido araquidénico son los leucotrienos,
el que se produce por la accion de las lipooxigenasas. La fosfolipasa A2,
encargada de liberar el &cido araquidonico, se activa por una diversidad de
estimulos, ya sean, mecanicos, quimicos, como también por la accién de otros
mediadores quimicos como la proteina Cb5a. Las prostaglandinas estan
involucradas en reacciones vasculares, como la vasodilatacién, a cargo
principalmente de PGI2, PGD2, PGE2, PGF2, también participa PGE2 en la
mediacién del dolor, y PGI2 como antiagregante plaquetario. Los prostanoides,
en particular PGI2, liberados por el endotelio, también ejercen efectos
vasodilatadores y antitrombéticos. Las dos prostaglandinas mas importantes en
los mecanismos inflamatorios son la PGE2 y PGI2, por producir vasodilatacion y
aumento de la permeabilidad vascular™@.

Otro producto derivado de las prostaglandinas es el tromboxano, el cual es
sintetizado en las plaguetas. Tiene como accion ser vasoconstrictor y agregante
plaquetario, efecto inverso al de PGI2, que es sintetizada por el endoteliocito. La
via de las ciclooxigenasas da origen, como ya se describié anteriormente, a las
prostaglandinas, prostaciclina y tromboxano. Existen dos isoformas de la enzima

que son reconocidas por sus iniciales COX-1, COX-2'8,



En cuanto a la via de las lipooxigenasas, se conoce que entre los leucotrienos
algunos tienen accidon quimiotactica sobre los neutréfilos, como el LTB4, y otros
estan involucrados en reacciones alérgicas, donde predomina el aumento de la
permeabilidad vascular, entre ellos LTC4, LTD4 y LTE4, que en conjunto forman
la sustancia de reaccién lenta de la anafilaxia. Un tercer derivado del &cido
araquidonico es el factor activador de plaquetas’®.

5. Citocinas

Las citocinas son polipéptidos producidos principalmente por macréfagos y
linfocitos. Ambas células son de aparicidn tardia en el desarrollo de la respuesta
inflamatoria. Existen diversas citocinas, pero en la inflamacién las mas
relevantes son la interleucina 1 (IL-1), el factor de necrosis tumoral alfa y beta
(TNF) y la familia de la interleucina 8 (IL-8). La IL-1 actua sobre endoteliocitos y
leucocitos, estimulando la sintesis y expresion de moléculas de adhesién. Estas
favorecen la migracidén celular y estimulan en estas células la produccién de
factores de crecimiento, de otras citocinas y de 6xido nitrico. EI TNF alfa y beta,
actua sobre los neutréfilos produciendo agregacion de ellos y sobre las células
mesenquematicas induciendo la liberacion de enzimas proteoliticas. Las
diversas formas de IL-8 son agentes estimulantes de la quimiotaxis y favorecen
la activacion de neutréfilos y la secrecidn de otras sustancias denominadas
quemocinas. La IL-1 y el TNF son liberados por macréfagos que se activan frente
a la presencia de endotoxinas, complejos inmunes y toxinas, a la vez IL-1
estimula la secrecion de IL-8. Con la activacion de todos estos mediadores
quimicos se instala en el sitio de la injuria, una respuesta inflamatoria aguda. Si,
por el contrario, la inflamacioén aguda es incapaz de eliminar la noxa, se activara

otra respuesta mas especializada’®.



Los principales farmacos utilizados para tratar la inflamacion son'é:

-Farmacos que inhiben la enzima ciclooxigenasa: los antiinflamatorios no

esteroideos (AINES) y los antiinflamatorios esteroideos (corticoides).
2.1.2.3 Tratamiento de la inflamacién

2.2.2.3.1 Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

Inhibicion de la ciclooxigenasa

Los principales efectos terapéuticos de los AINES se derivan de su capacidad
para inhibir la produccién de PG (prostaglandinas), la cual se desarrolla a través
de la inhibicién de la oxidacion del acido araquiddnico por las enzimas COX. Es
asi, que la primera enzima en la via sintética de la PG es la COX, también

conocida como PG G/H sintasa'®.

Estas enzimas son bifuncionales, de modo que presentan dos actividades
cataliticas diferentes. En la primera de ellas, la actividad dioxigenasa incorpora
dos moléculas de oxigeno a la cadena de acido araquiddnico (u otro 4cido graso
que funcione como sustrato) en C11 y C15, lo que da lugar a un intermediario
endoperdxido muy inestable, PGGz, que porta un grupo hidroxiperéxido en C15.
La segunda, la actividad peroxidasa de la enzima, convierte a este intermediario
en PGHz, con un grupo hidroxilo en C15, que es transformado posteriormente
por una isomerasa, una reductasa o una sintasa, de manera especifica para cada

tipo celular en otros prostanoides?.
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Figura 4. Esquema comparativo de los puntos de unién de ciclooxigenasa
COX-1 y COX-2. El esquema muestra las diferencias en los puntos de unién
de AINE de ambas isoformas. El punto de unién de la COX-2 se caracteriza por
la existencia de un “bolsillo lateral” que puede acomodar grupos voluminosos,
como la porcion sulfonamida del celecoxib, el mismo grupo que impediria el
acceso al sitio de la COX-1.

Fuente: Rang H. et al.?°

Hay dos formas de COX, COX-1y COX-2. La COX-1, que se expresa de manera
inespecifica en la mayor parte de las células, es la fuente dominante de
prostanoides para las funciones organicas, como la citoproteccién epitelial
gastrica y la hemostasia. Por el contrario, la COX-2, activada por las citocinas,
las fuerzas de cizallamiento y los factores que favorecen tumores, es la fuente
mas importante de formacién de prostanoides en la inflamacion y tal vez del
cancer. Sin embargo, las dos enzimas contribuyen a la generacion de
prostanoides autoreguladores y hemostéaticos y las dos pueden contribuir a la
formacién de prostanoide en la inflamaciéon humana y dolor. Es importante que

la COX-1 se exprese como la isoforma inespecifica dominante en las células



epiteliales gastricas y se piensa que es la principal fuente de formacién de PG

citoprotectora'®.

Por el contrario, la COX-2 es inducida en células inflamatorias cuando son
lesionadas, infectadas o activas, por ejemplo, por las citocinas inflamatorias,

como IL-1y TNF-a2°.

Tanto la COX-1 como la COX-2 contienen grupos hemo, y forman homodimeros
unidos a membranas intracelulares. Desde el punto de vista estructural, ambas
isoformas son semejantes ya que poseen un gran canal hidréfobo al que se
anclan al acido araquiddnico y otros acidos grasos para comenzar la reaccion de

oxigenacion.

La mayoria de los AINEs inhiben solamente la reaccidn inicial de dioxigenacion.
Normalmente actian como inhibidores “competitivos reversibles”, aunque el
desarrollo cronolégico de su accidn presenta diferencias entre los miembros del
grupo. Por lo general, estos farmacos inhiben rapidamente a la enzima COX-1,
mientras que la inhibicién de la COX-2 es mas lenta, y a menudo irreversible.
Para inhibir estas enzimas, los AINEs entran en el canal hidr6fobo y forman
enlaces de hidrogeno con un residuo de arginina de la posicion 120, lo que
impide el acceso de los acidos grasos que actuan como sustratos en el dominio
catalitico. Sin embargo, un solo cambio aminoacidico (isoleucina por valina en la

posicion 523) en la estructura de acceso del canal de la COX-2 crea un bolsillo

lateral voluminoso que no existe en la COX-1. Esta diferencia es importante para
comprender por qué algunos farmacos, presentan una selectividad mayor de la

isoforma COX-220,



Sin embargo, el acido acetilsalicilico constituye una excepcién a lo anteriormente
expuesto. Esta molécula entra en el sitio activo y acetila la serina de la posicion

530, lo que provoca una inactivacion irreversible de la COX.

Se piensa que la accién antiinflamatoria (y probablemente, la mayor parte de las
acciones analgésicas y antipiréticas) de los AINEs se relacionan con la inhibicién
de la COX-2, y que sus efectos adversos (particularmente los que afectan al tubo

digestivo) se deben en gran medida a la inhibicién de la COX-1.

También son objeto de estudio los efectos cardiovasculares de todos los AINEs

cuando se toman durante un periodo prolongado.

El paracetamol es una excepcion interesante a estereotipo general de los AINEs.
Aunque es un analgésico y antipirético excelente, su actividad antiinflamatoria
es ligera y parece estar restringida a algunos casos especiales (p. €j., la
inflamacion después de una extraccion dental). Se ha demostrado que el
paracetamol inhibe la biosintesis de prostaglandinas en algunas situaciones

experimentales (p. ej., durante la fiebre) pero no en otras?.

2.2.2.3.2 Inhibicion irreversible de la ciclooxigenasa por el acido

acetilsalicilico.

El &cido acetilsalicilico modifica de manera covalente la COX-1 y la COX-2,

inhibiendo en forma irreversible la actividad de la COX.

La duracién del efecto de los AINEs diferentes al acido acetilsalicilico, que inhibe
los lugares activos de las enzimas COX en forma competitiva, se relaciona con
la farmacocinética del farmaco. La importancia del recambio de enzimas en el

restablecimiento de la accion del acido acetilsalicilico es notable en las



plaquetas, las cuales, al no tener ndcleo, tiene una capacidad muy limitada de
sintesis de proteina. Por consiguiente, las consecuencias de la inhibicion de la
COX-1 de la plaqueta persiste durante la vida util de la vida de la plaqueta. La
inhibicion de la formacion de TxAz dependiente de la COX-1 de la plaqueta es
acumulativa con las dosis repetidas de acido acetilsalicilico (una concentracién
de apenas 30mg/dia) y tarda alrededor de ocho a doce dias para restablecerse

por completo una vez que se ha suspendido el tratamiento™®.
2.2.2.3.3 Aplicaciones terapéuticas

Todos los AINEs, incluidos los inhibidores selectivos de la COX-2 son
antipiréticos, analgésicos y antiinflamatorios, con excepciéon del paracetamol,
que es antipirético y analgésico, pero en gran parte esta desprovisto de actividad

antiinflamatoria.

Los AINEs tienen su principal aplicacion clinica como antiinflamatorios en el
tratamiento de los trastornos muscoloesqueléticos, como artritis reumatoide y

artrosis'’.

También producen alivio sintomético en enfermedades inflamatorias agudas:
fracturas, esguinces, lesiones deportivas y otras lesiones del tejido blando.
También son Utiles para el tratamiento del dolor postoperatorio, dental y

menstrual, y de las cefaleas y migranas.

Sumado a ello, los AINEs reducen principalmente aquellos componentes de la
respuesta inflamatoria e inmunitaria en las que las prostaglandinas, sintetizadas
en su mayoria por la COX-2, desempenan una funcién destacada. Entre ellas

tenemos?0:



-Vasodilatacién (reduciendo la sintesis de las prostaglandinas vasodilatadoras).
-Edema (a través de una accion indirecta: la vasodilatacion facilita y favorece la
accion de algunos mediadores, como histamina, que aumentan la permeabilidad

de las vénulas poscapilares®.

2.2.2.3.4 Antiinflamatorios esteroideos (Corticoides)

Reducen la activacion de NF-kB, lo cual incrementa la apoptosis de las células
activadas. Posee importancia en la regulacién descendente de citoquinas
proinflamatorias principales, como las interleucinas | y VI. Los linfocitos T se
inhiben a partir de la sintesis de IL-2 y la proliferacién de linfocitos T. Los
neutréfilos y monocitos presentan quimiotaxia lenta y deficiente y una menor

liberacion de enzimas lisosémicas’®.
2.2.3Dolor

2.2.3.1 Definicién

La Asociacién Internacional para el Estudio del Dolor (IASP) define el dolor como:
"Una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada con una lesion
histica real o potencial, o que se describe como ocasionada por dicha lesion™?".
En esta definicidn el término potencial indica que, si el dolor se mantiene por un
tiempo prolongado, la permanencia de la noxa provocara un dafo tisular
efectivo’®.

2.2.3.2 Clasificacion

El dolor se clasifica seguin: duracion, patogenia, localizacién, etc.??

A. Segun el tiempo de evolucién y duracion:

Agudo (rapido): Aparece inmediatamente luego de la activacion de los

nociceptores (0.1 s), por un estimulo térmico, quimico o mecanico; tiene una



funcion de proteccién bioldgica; limitado en el tiempo y con escaso componente
psicolégico.

Crénico (lento): no aparece hasta pasado un minimo de 1 s, ni posee una
funcion protectora es llimitado en su duracion, se acompana de componente
psicoldgico. Es el dolor tipico del paciente con cancer 2223,

B. Segun su patogenia:

Neuropatico: Esta producido por estimulo directo del SNC o por lesién de vias
nerviosas periféricas. Se describe como punzante, quemante, acompafnado de
parestesias y disestesias, hiperalgesia, hiperestesia y alodinia.

Nociceptivo: Este tipo de dolor es el mas frecuente y se divide en somatico y
visceral.

Psicégeno: Interviene el ambiente psico-social que rodea al individuo.

C. Segun la localizacion:

Somatico: Se produce por la excitacion anormal de nociceptores somaticos
superficiales o profundos (piel, musculoesquelético, vasos, etc.). Es un dolor
localizado, punzante y que se irradia siguiendo trayectos nerviosos.

Visceral: Se produce por la excitacion anormal de nociceptores viscerales. Este
dolor se localiza mal, es continuo y profundo. Asimismo, puede irradiarse a zonas
alejadas al lugar donde se originé. Frecuentemente se acompana de sintomas
neurovegetativos??.

2.2.3.3 Neuroanatomia.

A. Componentes periféricos.

Se conocen cuatro tipos de neuronas periféricas relacionadas con la transmisiéon
del impulso nervioso: las fibras Aa, B, Ad y C; siendo éstas dos ultimas las vias

del dolor; que corresponden a las neuronas de primer orden o nociceptor. Las



fibras Ad y C, se diferencian de las Aa y 3, por tener un umbral de estimulacién
alto’®,

Las Fibras A&: mielinicas,1-5 um de diametro, 4-30 metros por segundo (m.s™)
de velocidad media de conduccion. Estas fibras conducen el dolor de corta
latencia que precisa de respuestas rapidas. Responden a la estimulacidon
quimica o térmica en forma proporcional con el grado de lesidn tisular, y a
estimulos mecanicos con umbrales mucho mas altos que los mecanorreceptores
de bajo umbral.

Las Fibras C: amielinicas, 0,3 a 1,5 um de didmetro; 0,4-2 m.s™' de velocidad de
conduccién; son mas numerosos e informan sobre sensaciones de dolor
guemante y de latencia mas larga. Son polimodales, es decir, responden a
multiples estimulos térmicos, mecanicos, quimicos y también se activan por
sustancias liberadas por el dano tisular, como la bradicinina, la histamina,
acetilcolina y el potasio'®24.

Por estas diferencias es que se percibe una doble percepciéon del estimulo
doloroso, uno inicial leve bien focalizado, tipo picazén (Ad) y otro profundo difuso
de tipo quemadura’®.

B. Componentes Centrales.

Las fibras Ad y C cuyos somas estan en el ganglio raquideo ingresan al SNC por
la asta posterior de la medula espinal (APME), ubicandose lateralmente en
relacion a la sustancia gris(SG), donde hacen sinapsis con una segunda
neurona. La sinapsis de las neuronas periféricas y las segundas neuronas, cuyos
somas se encuentran en el APME, se realiza en las laminas Il (zona gelatinosa)

y lll (zona gelatinosa de Rolando)'8.



El soma de la segunda neurona de esta via puede estar ubicado en diferentes
zonas APME; la lamina | de Rexed y el nucleo propio, que corresponde a las
laminas IV, V y VI de Rexed. Las neuronas nociceptivas eferentes especificas
tienen su soma en la lamina | mientras que las neuronas polimodales en el nucleo
propio. Alaslaminas Il y Il también llegan colaterales de las fibras Aa y B, Estas
colaterales ingresan a la sustancia gris y sinaptan con interneuronas de la
sustancia gelatinosa, las que modulan las sinapsis de las fibras Ad y C, con la
segunda neurona. Las aferencias musculares sinaptan con neuronas de las
laminas I, V y VI, y las aferencias viscerales lo hacen en las laminas I, V, VIl y X.
La segunda neurona puede sinaptar con mas de una neurona periférica,
neuronas de rango dinamico amplio, que poseen campos receptivos mas

extendidos que las neuronas nociceptivas especificas’®.
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Figura 5. Esquema de la sinapsis en el asta posterior de la médula espinal
NE: neuronas eferentes especificas. RDA: neurona de rango dinamico
amplio. CCC: célula central de Cajal.

Fuente: Olguin M.'®



C. Vias ascendentes de la transmision del dolor.

Las segundas neuronas que poseen sus somas en el T'a"s""ssw“F
Cc
APME, pueden dar origen a uno de los tres haces Cortex
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importancia en la evaluacién cualitativa del dolor. El haz espinoreticulotaldmico,
las fibras que hacen sinapsis con la formacion reticular a diferentes niveles:
bulbo, protuberancia, zona reticular mesencefalica y sustancia gris
periacueductal y de alli en forma bilateral hacia los nucleos inespecificos del
talamo, terminando en corteza inespecifica y distribuyéndose ampliamente en
ella. Este haz es el que aporta el componente afectivo del dolor’®.

D. Neurotransmisores y neuromoduladores de la nocicepcion

Los nociceptores no solo tienen una funcién receptora, sino que también
producen la liberacién de neurotransmisores desde las terminaciones nerviosas,
entre estos, la sustancia P, el péptido relacionado con el gen de la calcitonina
(CGRP) y el glutamato. Estas sustancias se liberan en las cercanias de los vasos
sanguineos de pequeno calibre lo que provoca una vasodilatacion vy
extravasacion plasmatica de bradicinina lo que trae un aumento en la produccién



de histamina desde los mastocitos y de serotonina desde las plaquetas, con la
consecuente aparicion de edema. Ademas, frente a un dafo celular, se
desencadena una serie de sucesos que producen la activacion de los terminales
nociceptivos aferentes con liberacion de potasio, sintesis de bradicinina del
plasma, y sintesis de prostaglandinas en la region del tejido dafiado, que a la vez
aumentan la sensibilidad del terminal a la bradicinina y otras sustancias
productoras del dolor. Tanto la histamina como de serotonina son capaces de
activar poderosos nociceptores.

La liberacion de histamina combinada con liberacion de sustancia P aumenta la
permeabilidad vascular. El aumento local de histamina y serotonina, por la via
de activacion de nociceptores ocasiona un incremento de la sustancia p que
autoperpetiua el estimulo doloroso. Los niveles de histamina y serotonina
aumentan en el espacio extracelular, sensibilizando secundariamente a otros
nociceptores y es lo que produce la hiperalgesia'®.

E. Modulacién inhibitoria de la nocicepcion

a.-Inhibicién segmentaria

En 1965, Melzack y Wall propusieron la “teoria de puerta del control del dolor”
esta teoria propone que la transmision del impulso doloroso puede ser
disminuida o bloqueada. El desarrollo del estimulo de nervio eléctrico

transcutaneo (TENS) fue la consecuencia clinica de este fendmeno?42,



A las laminas | y V del cuerno dorsal medular llegan estimulos de fibras
nociceptivas, que corresponden a las fibras Ad y C, y fibras no nociceptivas, que
corresponden a las Aa y 3. Estas ultimas activan interneuronas inhibitorias de la
lamina Il, que inhiben la descarga de las neuronas de la lamina V y, por tanto, la
salida de la informacion nociceptiva (“Puerta cerrada”). Las fibras Ad y C causan
la excitacion de las neuronas de la lamina V y al mismo tiempo inhiben las
Interneuronas inhibidoras de la lamina Il, lo que permite la salida de la

informacion nociceptiva (“Puerta abierta”)?*.

Fibra C (senales nociceptivas)

Neurona de proyeccion
(senal nociceptiva)

Interneurona

inhibitoria ™" Tracto espinotalamético

MEDULA ESPINA

Aay AP (mecanoceptores)

Figura 7. Representacion de la Teoria del control de puerta del dolor (Melzack
y Wall). +: sinapsis estimulante; —: sinapsis inhibitoria.

Fuente: Patel N.2°

b. Sistema opiaceo enddégeno

Ademas de la compuerta de transmision de estimulos nocivos, otro sistema
modula la percepcidn del dolor. Desde el afio 4,000 a.C., se sabe que el opio y
sus derivados, como morfina, codeina y heroina son analgésicos potentes y hoy
en dia permanecen en el pilar de la terapia de alivio del dolor. En los afios 1960
y 1970, los receptores para los derivados del opio fueron encontrados, sobre
todo en las células nerviosas de la materia gris periacueductal y la medula

ventral, asi como en la medula espinal. Este descubrimiento implico que los



productos quimicos deben ser producidos por el sistema nervioso que son
ligandos naturalmente a estos receptores. Tres grupos de compuestos
enddgenos (encefalinas, endorfinas y dinorfinas) han sido ligados a los
receptores opiaceos y se mencionan como el sistema opiaceo endogeno. La
presencia de este sistema y el sistema descendente de modulacién de dolor
(adrenérgico y serotoninérgico) proporcionan una explicacion del sistema de
modulacién interna del dolor y su variabilidad subjetiva®®.

c. Sistema nervioso inhibitorio descendente

Este sistema puede ser activado por
diferentes estimulos (estrés, dolor, | corteza
estimulacidén eléctrica o administracion
de opiaceos), y desde un punto de vista
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somatosensorial, el hipotalamo, el  Fyente: Rang H. et al.2°



mesencéfalo, la sustancia gris periacueductal y el rafe magnus. Desde estas
estructuras centrales las fibras descienden por el corddn dorsolateral a la médula
espinal, enviando proyecciones a las laminas | y V28,

La SGP recibe impulsos de otras muchas regiones del encéfalo, como el
hipotadlamo, la amigdala y la corteza; en primer lugar, la SGP se proyecta hacia
el bulbo raquideo rostroventral (BRRV), y a continuacion hacia el APME. Dos
importantes neurotransmisores en esta via son la 5-hidroxitriptamina (5-HT) y las
encefalinas que actuan de forma directa o indirecta inhibiendo la descarga de las
neuronas espinotalamicas, a través de las interneuronas?.

El BRRV no se comporta como un mero lugar de transicion de la modulacion
nociceptiva y ella misma adquiere un especial protagonismo que esta siendo
cada vez mejor conocido. El hallazgo mas notable ha consistido en caracterizar
dentro del BRRV de la rata dos sistemas neuronales con actividad contrapuesta:
el sistema de células “on” y el sistema de células “off”. El primero incrementa su
actividad cuando se aplica un estimulo nociceptivo periférico y permanece activo
todo el tiempo que dura la respuesta motora refleja al estimulo; el segundo se
caracteriza por interrumpir su actividad inmediatamente antes de que se

produzca la respuesta refleja (p.e. reflejo de retirada). Ambos sistemas



mantienen una actividad ténica, de caracter alternante, de manera que la

actividad de uno de ellos coincide con la inactividad del otro26.
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Figura 9. Organizacién del sistema analgésico endégeno que modula la
transmision nociceptiva en la asta posterior de la médula espinal y el sistema
de células “on”y “off”. Bulbo raquideo rostro ventral (RVB).

Fuente: Serrano-Atero M. et al.2®
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sobre la transmisién nociceptiva en el asta dorsal. Las células “off”, algunas de
las cuales contienen 5-HT, se proyectan extensamente en la RVB. Las células
‘off” estimulan otras células “off” e inhiben células “on”. Las células “on”
proyectan al asta dorsal, donde ejercen un efecto neto facilitador de la
transmisién nociceptiva. Las células “on” son inhibidas directamente por
neuronas que contienen péptidos opioides (OPI). Algunas de las células “on”
inhibidas por OPI contienen GABA y algunos de sus axones colaterales inhiben
células “off”. De este modo, un opiaceo puede desinhibir a las células “off”. Otras

neuronas extrinsecas contienen neurotensina (NT) o noradrenalina (NA),



proveniente del locuscoeruleus (LC), y 5-HT de los nucleos del rafe. La NA puede

ejercer una accion excitadora a 1 o inhibidora a22,
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Figura 10. Excitacién e inhibicién del sistema de células “on”y “off”.

Fuente: Serrano-Atero M. et al.2®
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2.2.3.4 Tratamiento del dolor.

El alivio del dolor es un principio basico, fundamental en la buena préactica
médica. El alivio de dolor depende, en gran medida, de la comprension de los
elementos, anatomicos, fisioldgicos, bioquimicos y psicolégicos subyacentes a
esta experiencia sensorial.

Los farmacos pueden aliviar el dolor por mecanismos muy diversos; sin embargo,
tradicionalmente solo se considera analgésicos a los medicamentos que
pertenecen a algunos de los siguientes grupos: 1) analgésicos antinflamatorios
no esteroideos (AINEs), cuyo prototipo es el &cido acetilsalicilico, y 2)
analgésicos opioides, que por sus acciones sobre los receptores endorfinérgicos
(opioides) se clasifican en agonistas (morfina) agonistas-
antagonistas(nalbufina). Ademas de los AINE y opioides, se dispone de los



denominados adyuvantes de la analgesia, que en algunos tipos de dolor como
el neuropatico, contribuyen sustancialmente a su alivio; entre ellos estan algunos
antidepresivos triciclicos y algunos anticonvulsivos. El dolor también se puede
aliviar con anestésicos locales, anticolinérgicos, y relajantes del musculo
estriado?’.

AINEs: se les considera de forma convencional analgésicos periféricos, ya que
su sitio de accion principalmente se situa alli donde se genera el estimulo
doloroso, y sus propiedades farmacoldgicas se derivan por su capacidad de
inhibir la enzima ciclooxigenasa, en consecuencia, la sintesis de
prostaglandinas, prostaciclina y tromboxanos mas no de leucotrienos. Las
prostaglandinas producto del dafo tisular (inflamacion), sensibilizan los
receptores de dolor a la estimulacion mecanica y a estimulacion quimica de
numerosos productos enddgenos con propiedades algésicas (sustancia P,
serotonina, bradicinina, histamina)?”-28.

Opioides: considerados de forma convencional como analgésicos de accion
central, a diferencia de los AINEs, su sitio de accion primaria es el SNC y
producen analgesia porque reducen o modifican el componente afectivo o
emocional de la experiencia dolorosa. Su efecto analgésico depende de su unién
a sitios especificos la membrana neuronal (recetores mu [u], kappa [K], delta [3])
propios de ligandos endégenos (endorfinas)?’. Denominados también MOR,
KOR y DOR respectivamente, pertenecen a la familia de receptores con 7

segmentos transmembrana, acoplados a proteina G2°.



La union del opioide al recetor provoca, mediante accion de la subunidad a de la
proteina G, la inhibicion de la adenilciclasa, responsable de la transformacién de
ATP en AMP ciclico (AMPc), disminuyendo asi las concentraciones de AMPc
intracelular. Por otra parte, las subunidades B y y de la proteina G actian

modulando los canales de potacién y calcio?®.
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Figura 11. Resumen de las dianas donde actuan los principales farmacos
analgésicos. AINE, antiinflamatorio no esteroideo; BC, bradicinina; CGRP,
péptido relacionado con el gen de la calcitonina; GABA, acido
gammaaminobutirico; 5-HT, 5-hidroxitriptamina; NA, noradrenalina; NGF,
factor de crecimiento nervioso; NO, 6xido nitrico; PG, prostaglandinas; SP,
sustancia P.
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Fuente: Rang H. et al.?®



Tabla 1. Escala analgésica segun la Organizaciéon Mundial de la salud.

Paso 1. Dolor leve a moderado

No opioide * farmaco complementario.

e Se debe utilizar paracetamol o un AINEs, a menos que haya
contraindicaciones. Los farmacos complementarios son los que
intensifican la eficacia analgésica, tratan los sintomas concomitantes que
exacerban el dolor, o proporcionan actividad analgésica independiente

para tipos especificos de dolor.

Paso 2. Dolor leve a moderado o dolor que no controlado después del paso 1

Opioide de accion leve si es necesario + no opioide las 24 h (ATC) * farmaco
complementario.
e Se debe anadir morfina, oxicodona o hidromorfona al paracetamol o0 a un

AINE para una maxima flexibilidad de la dosis de opioide.

Paso 3. Dolor moderado a intenso o dolor que no se controla después del paso 2

Opioide de liberacion sostenida / accién prolongada ATC o infusién continua +
opioide de accion breve segun sea necesario + no opioide + farmaco
complementario.

e Hay indicaciones para oxicodona, orfina, oximorfona o fentanilo

transdérmico de liberacion sostenida.

Fuente: Hilal-Dandan R., Brunton L.28



Tabla 2. Tratamiento del dolor

Farmacos utiles en el tratamiento de dolor.

AINE Agonistas-antagonistas
Inhibidores de la COX1,2 v Nalbufina

v Acetaminofén v" Butorfanol

v AAS v Buprenorfina

v Naproxeno Antagonistas

v Diclofenaco Naloxona

v Dipiridona Adyuvantes de la analgesia

v keterolaco v' Carbamazepina
Inhibidores de la COXz v Fenitoina

v Celecoxib v Nortriptilina
Opioides Anestésicos locales
Agonistas v Lidocaina

v" Morfina v' Benzocaina

v" Codeina Anticolinérgicos

v Levorfamol v Atropina

v" Hidromorfona v Butilhioscina

v' meperidina v Oxibutinina

v" Metadona v Tolterodina

v' Oximorfona Relajantes musculares

v Propoxifeno v' Metocarbamol

v" Tramadol v Baclofeno

v" Fentanilo (parche v Carisoprodol

transdérmico) v Orfenadrina

Fuente: Rodriguez R.?” y Hilal-Dandan R., Brunton L.?8

2.2.4 Flavonoides
Conocidos también como antotaxinas son uno de los grupos de metabolitos
secundarios mas numerosos®?, se encuentran practicamente en todas plantas

superiores (hojas, flores y frutos)3!. Aungque su presencia en las algas no se ha



demostrado hasta el momento, sin embargo, son frecuentes en Bryophytas
(Musgos y Hepaticas). En Pteridophytas no es mayor la variedad estructural de
flavonoides, las Psylitales y Selaginellales se caracterizan por la presencia de
biflavonoides, las Equisetales por la de antocianidoles. En los Helechos
predominan los O-heterésidos pero también se puede encontrar chalconas y
proantocianidoles. En Gymnospermas, los proantocianidoles son bastante
constantes, se observa la presencia en Cycadales y Coniferas (excepto
Pinaceae); de biflavonoides, ausentes en Gnetales. Son responsables de la
coloracion de flores, frutos y hojas, si no son directamente visibles contribuyen a

la coloracién por su papel de copigmentos®2.
2.2.4.1 Biosintesis de los flavonoides.

Todos los flavonoides (mas de 4000) poseen un origen biosintético comun y por
este motivo un mismo elemento estructural basico®?. Todos estan conformados
por 15 atomos de carbono en su nudcleo basico y estan arreglados bajo un
sistema Ce-C3-Cs en el cual dos anillos aromaticos estan unidos por una unidad
de tres carbonos que pueden o no formar un tercer anillo, que en caso de existir

es llamado anillo C3°.

Figura 12. Nucleo basico de los flavonoides (Difenilpirano). El anillo
heterociclico C se denomina pirano.

Fuente: Lock O3°



Se forman biogenéticamente a través de la ruta del shikimato y del acetato
malonato, siendo la chalcona el precursor a partir de la cual se derivan los
demas®. La reaccion quimica de la formacion de la chalcona es controlada por

las enzimas: chalcona sintasa y chalcona flavona isomerasa®.

Ciclasién

3 (acetato) ‘
» Chalcona—— » Flavanona

+ Chalcona sintasa

Acido p- cumaérico
Oxidacién

Oxidacién
Flavonol «—— Flavanolol
Flavona

Reduccién B
Reduccion

‘L Reduccién
Catequina «—  Leucoantocianidina

) Antocianidina
Taninos condensados

(proantocianidinas)

Figura 13. Sintesis biogenética de los flavonoides.

Fuente: Kuklinski C.3!

2.2.4.2 Clasificacion de los flavonoides

En funcién de sus caracteristicas estructurales los flavonoides se pueden
clasificar en seis principales grupos: los flavanos, como la catequina, con un
grupo-OH en posicion 3 del anillo C; los flavonoles, representados por la

quercetina, que posee un grupo carbonilo en posicion 4 y un grupo-OH en



posiciéon 3 del anillo C; las flavonas, como la diosmetina, que poseen un grupo
carbonilo en posicion 4 del anillo C y carecen del grupo hidroxilo en posicién C3;
las antocianidinas,como la cianidina, que tienen unido el grupo-OH en posicién
3, pero ademas poseen un doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C; las
isoflavonas, representados por la Genisteina que tiene dos grupos-OH unidos en
la posicion 1 y 3 del anillo C y los flavanonoles, principalmente destaca la
taxifolina, la cual se caracteriza por la unién de un grupo-OH al carbono 1,2y 3

del anillo C*.
2.2.4.3 Propiedades farmacoldgicas.

Desde que el cientifico hungaro Albert Szent-Gyodrgyi (ganador del premio Nobel
de Fisiologia y Medicina en 1937) los descubriera y les diera el nombre de
«vitamina P», se han descrito para los flavonoides propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, antiagregantes, antihemorragicas, vasodilatadoras
(proantocianidinas de Crataegus, Arnica y Gingko) , antineoplasicas, contra la
fragilidad capilar (bioflavoniodes del genero Citrus: Rutina), espasmolitica
(glicésidos de apigenina), colerética, estrégena, diurética, neuroprotectora,
mejora el rendimiento cognitivo, antivirales, antibacterianas (flavonoides
prenilados y otros fenoles), antialérgicas, hepatoprotectora (silimarina de

Silybum), fungitdxica (isoflavonas de Lupinus)30-36.



Tabla 3. Potenciales efectos farmacoldgicos de diferentes flavonoides en

humanos y animales.

ACTIVIDADES COMPUESTOS
FARMACOLOGICAS
Quercetina, hesperidina, miricitrina, 5,7-dimetoxi-
Analgésica flavanona-4’-O-[B-D-apiofuranosil-(1—2)]-B-D-
glucopiranésido, 2’-hidroxi-4’,6’-dimetoxi-chalcona-4-
O-B-D-glucopiranésido.
Antialérgica Quercetina.
Antiaterogénica Quercetina.
Baicaleina, epigalocatequina, kaenferol-3-0-3-

Anticancerigena

Dglucopiranésido, nobiletina, rutina,

tangeretina, tricina, woogonina.

quercetina,

Antidiabética

Quercetina.

Antidiarréica

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

Antihepatotoxica

Gosipina, hispidulina, hidroxietilrutésido, kolavirona,
quercetina, silimarina.

Antiinflamatoria

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

Antiosteoporética

Ipriflavona.

Antiespasmaodica

Apigenina, crisina, kaenferol, quercetina.

Antiulcerosa

Hipolaetina-8-glucdsido, kaenferol, quercetina, rutina,

solona, naringina.
Antocianidina, citrina, rutosido.

Protector Vascular
Fuente: Bonkanka C.%"

2.2.5 Alcaloides

Los alcaloides son sustancias organicas con caracter basico y mayoritariamente
de origen vegetal. Se caracterizan, generalmente, por tener una estructura
compleja y por ejercer acciones fisioldgicas diversas inclusive a dosis muy bajas.
Son téxicos y capaces de precipitar con ciertos reactivos caracteristicos. Sin
embargo, existen determinadas sustancias que se consideran alcaloides y que

no cumplen con las caracteristicas generales mencionadas.

A nivel de estructura quimica, son un grupo muy heterogéneo de compuestos

con estructuras muy variadas. Todos contienen C, Hy N. Algunos tienen oxigeno



y poco azufre. El nitrégeno presente puede formar parte de un ciclo (N-
heterociclico; el mas comun) o no (con N no heterociclico, como la estricnina,

colchicina)?'.

La presencia de uno o0 mas atomos de nitrdgeno como parte del sistema ciclico,
manifiestan significativamente la actividad farmacolégica y han sido
biosintetizados de aminoacidos como precusores, a los cuales se les denomina
alcaloides verdaderos, los mismos que se diferencian de los protoalcaloides o
aminas bioldgicas, como las alquilaminas, biosintetizadas también de
aminoacidos y de los pseudoalcaloides, aquellos que también poseen nitrégeno
en un ciclo, pero no son originados por aminoacidos como por ejemplo, los

derivados de purina y los esteroalcaloides®°.
2.2.5.1 Propiedades fisico-quimicas

Los alcaloides que carecen de oxigeno, son liquidos a temperatura ambiente y
son frecuentemente volatiles, presentando un olor caracteristico. Por otro lado,
los alcaloides oxigenados suelen ser solidos cristalizables y generalmente
incoloros o blancos. Todos, en general, son amargos. En su forma libre, son
insolubles en agua y solubles en disolventes organicos polares (alcoholes) y
apolares (éter, cloroformo, hexano), aunque hay excepciones como las bases
xanticas y sales de amonio cuaternarias que son solubles en agua. Todos los
alcaloides que estan en forma de sal son solubles en agua y mezclas
hidroalcohdlicas e insolubles en disolventes organicos apolares. En mezclas
hidroalcohdlicas (HA), como por ejemplo etanol al 70 % son solubles tanto la
forma libre como la sal. La solubilidad depende si el alcaloide tiene el grupo

amino libre o si esta salificado?.



Tabla 4. Solubilidad de los alcaloides.

Alcaloide Agua Alcohol | Mezcla HA Disolvente organico
apolar
Base Insoluble | Soluble Soluble Soluble
libre
Sal Soluble Soluble Soluble Insoluble

Fuente: Kuklinski C.®'

La mayoria de los alcaloides tienen actividad 6ptica siendo las formas levdgiras
(I, -) mas activas que las dextrogiras (d, +). El nitrégeno de su estructura, que
suele pertenecer a un ciclo, posee caracter mas o menos bésico ?2. La basicidad
de los alcaloides es muy variable y esta propiedad se encuentra estrechamente
ligada a la disponibilidad del doblete libre de nitrégeno. Los agrupamientos
electro-atrayentes adyacentes del atomo de nitrégeno disminuyen la basicidad,
los grupos electro-donadores la exaltan: colchicina y piperina, las cuales, debido

a la existencia del carbonilo de la amida, son practicamente neutros.

El sistema heterociclico puede poseer por si mismos una basicidad variable: asi
en la piridina-con seis electrones 11, y también en la quinoleina e isoquinoleina,
el doblete del nitrégeno esta disponible y su basicidad es manifiesta. En el caso
del pirrol o del indol, el doblete del nitrdgeno participa en la aromaticidad por lo

gue no son bésicos (incluso tienen cierto caracter acido)3.



2.2.5.2 Clasificacion

La clasificacion de los alcaloides se puede hacer en base a su estructura y en

base a su origen. A continuacion, se realiza una clasificacion que tiene en cuenta

estos dos aspectos:
A.-Con nitrégeno no heterociclico
B.-Con nitrdgeno heterociclico

Dentro de cada uno se ordenan en base a su estructura quimica y a su origen
biosintético®'. La clasificacion se resume en la siguiente figura:

—

—

Nitrdgeno no |Con estructura de feniletilamina

heterociclico Con anillo de tropolona

Alcaloides tropanicos

Alcaloides con nucleo

de pirrol y pirrolidina
Alcaloides Derivadosde  _| Alcaloides con niicleo
ornitina y lisina de pirrolizidina
Alcaloides del nor-lupinano
Alcaloides con nucleo

de piridina y piperidina
Nitrogeno Alcaloides con niicleo
heterociclico Derivados de J deisoquinoleina
fenilalanina 'y Alcaloides con nucleo
tirosina _ de aporfina
Derivados de | Alcalolldes con nl’JcIeo indol
triptéfano Alcaloides con nucleo de
quinoleina
Alcaloides con nucleo de
_ imidazol
Alcaloides Alcaloides diterpénicos

diversos Alcaloides esteroidicos

L Bases xanticas

Figura 14. Clasificacion de alcaloides en base a su estructura quimica y origen
biosintético.

Fuente: Kuklinski C.3'
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Figura 15. Ejemplos de los principales alcaloides.

Fuente: Kuklinski C.5




La funcién de los alcaloides en las plantas no es muy conocida, como ocurre con
la mayoria de los productos naturales. Sin embargo, se reporta que algunos
intervienen como reguladores de crecimiento, repelentes o atractores de

insectos. A continuacién, se detalla en la Tabla 5 la accion fisioldgica de algunos

de ellos®':
Tabla 5. Principales alcaloides en el comercio.

Alcaloides Accion fisiolégica
Atropina Antiespasmaodico, estimulante, analgésico
Cocaina Estimulante, anestésico local, sedante
Codeina Analgésico, sedante. hipnético
Emetina Emético, expectorante, antipirético, amebicida
Escopolamina Hipnético, sedante
Esparteina Estimulante cardiaco, diurético
Hiosciamina Hipnético, sedante cerebral, midriatico
Morfina Narcotico, sedante hipnético, analgésico
Quinina Tdnico, emenagogo, antiséptico, antipirético
Efedrina Vasoconstrictor, asma, insuficiencia circulatoria
Papaverina Relajante muscular
Lobelina Expectorante, emético, estimulante respiratorio
Reserpina Control de la presién alta de la sangre
Tubocurarina Relajante muscular

Fuente: Lock Q.30



2.2.5.3 Accion farmacoldgica

Los alcaloides son sustancias que poseen especial interés por sus actividades

farmacoldgicas que se ejercen sobre los campos mas variados:

- A nivel del sistema nervioso central, ya sean depresores (morfina,
escoplamina) o estimulantes (estricnina, cafeina).

- A nivel del sistema nervioso autbnomo: simpaticomiméticos (efedrina) o
simpaticoliticos (yohimbina, algunos alcaloides del cornezuelo de
centeno), parasimpaticomiméticos (eserina, pilocarpina), anticolinérgicos

(atropina, hiosciamina), gangliopléjicos (esparteina, nicotina).

Se tiene también los curarizantes, anestésicos locales (cocaina), antifibrilantes
(quinidina), antitumorales (vinblastina, elipticina), antipalidicos (quinina),

amebicidas (emetina).

Estas diferentes actividades conducen a una importante utilizacién de las drogas
con alcaloides. Aunque algunos solo se emplean en forma de preparaciones
galénicas (belladona, estramonio, belefio), muchas constituyen materias primas
para la extraccion industrial de los alcaloides que contienen: morfina de la paja
de adormidera o del opio, escopolamina de las Duboisia, ajmalicina de las raices
de Catharanthus, vincamina de la hoja de vinca, quinina de las cortezas de quina.
Una parte de los alcaloides extraidos puede ser transformada; la mayoria de la
codeina se obtiene por metilacién de la morfina, la quinina se puede convertir
quinidina, la serpentina en ajmalicina, la tabersonina en vincamina; los alcaloides

tropanicos se pueden hacer cuaternarios, etc.3?



2.2.5 Dosis letal media (DL50)

Es una dosis Unica de una sustancia, estadisticamente derivada, que puede
causar la muerte del 50 % de los animales cuando se administra por via oral u
otra via. El valor DL50 se expresa en términos de peso de la sustancia de ensayo
por unidad de peso del animal (mg/Kg)22.

2.2.5.1 Test de Irwin

Procedimiento observacional sistematico, utilizado para determinar el espectro
de actividad de una sustancia, efectos adversos y neurotoxicidad de la misma.
Actualmente es un procedimiento recomendado por la ICH, para la evaluacion

de la seguridad farmacolégicas®.



lll. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. MATERIALES

3.1.1. Material botanico

Se encuentra conformado por los tallos, hojas e inflorescencias de la especie
Dalea isidori Barneby “Yerbechil”. (Anexo I)

3.1.2. Material biolégico

o Ratas hembras de la cepa Holtzman de 5 semanas de edad, de 70-150g
de peso, las cuales fueron adquiridas del bioterio de la Universidad
Nacional Agraria La Molina. (Anexo Il)

o Ratones hembras de la cepa Balb/c de 5 semanas de edad, de 20-25¢g
de peso, los cuales fueron adquiridos en la Universidad Particular
Cayetano Heredia. (Anexo Ill)

- Ambas especies fueron sometidas a un proceso de aclimataciéon por un
periodo de 7 dias antes de realizar la prueba, a una temperatura
controlada de 20 + 2 °C, con un ciclo de luz/oscuridad de 12-12 h'y
humedad de 30 a 65 %.

- La alimentacion consistié en alimento para roedores y agua ad libitum.

3.1.3. Materiales de laboratorio

Los materiales de laboratorio incluyeron: mortero y pilén; vasos de precipitacion
de 50 mL,100 mL y 150 mL; fiolas de 10 mL, 25 mL, 50 mL; pipetas de 1 mL, 5
mL y 10 mL; baguetas; frascos para muestras biolégicas; frascos de vidrio color
ambar de 100 mL; cuba para cromatografia capa fina, sonda intragastrica,

jeringas descartables de 1 mL y de 5 mL, agujas descartables N° 21G y N° 26G.



3.1.4. Equipos

Los equipos empleados incluyeron: balanza analitica Biolab ® JF2004, estufa
Memert® UN30, estufa Memert® UF60, molino manual CORONA®,
pletismometro digital PANLAB LE7500, Medidor Tail-Flick PANLAB LE7106,
bano maria PEMALOR vy kit de diseccion.

3.1.5. Reactivos

Reactivo tricloruro férrico, reactivo agua de bromo, reactivo de gelatina, reactivo
de ninhidrina, reactivo de Keller-Kelliani, reactivo de Borntrager, reactivo de
Liebermann-Burchard, reactivo de Shinoda, reactivo de Dragendorff, reactivo de
Mayer, reactivo Bertrand, reactivo de Bouchardart, reactivo de Rosenheim, 4cido
clorhidrico (HCI) al 1%, cloroformo (CHCIs), sulfato de sodio (Na2SO4), amoniaco
(NHzs), etanol (EtOH), metanol (MeOH), n-butanol (C4H100), acetato de etilo
(C4HsO2), acido acético (C2H402), benceno (CsHe), acetona (C3HsO), n-hexano
(CeH14) y éter de petréleo, agua destilada, revelador de Dragendorff, revelador

de tricloruro de hierro, amoniaco, clorometano (CHsCl), silicagel 60 F.



3.2 METODOLOGIA

El estudio realizado fue de tipo experimental prospectivo.

3.2.1. Recoleccion de la planta

Los tallos, hojas e inflorescencias de la especie Dalea isidori Barneby, fueron
recolectados en su habitat natural, entre los caserios de La Colpa y Paucamayo
del distrito de Ichocan, provincia de San Marcos, departamento de Cajamarca

(a 2596 m s.n.m.), en el mes de septiembre del 2016.

3.2.2. Seleccion y lavado

Se seleccionaron tallos, hojas e inflorescencias intactas, en buen estado, libres
de deterioro y/o hongos.

Los tallos, hojas e inflorescencias de Dalea isidori Barneby fueron lavados a

chorros de agua.

3.2.3. Secado y pulverizacion

Luego fueron secados a temperatura ambiente por un periodo de 48 horas.
Terminado este periodo, se acondicioné el material botanico en sobres de papel
kraft para someter a secado en estufa de lecho estético a 37 ¢ C hasta peso
constante, luego se procedié a pulverizarla en un molino manual de discos

(CORONA®), se peso la cantidad de muestra pulverizada obtenida.
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Dalea isidori Barneby
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Figura 16. Esquema del tratamiento de la planta.

3.2.4. Maceracion

Se pesé 0,5 Kg de la planta desecada y pulverizada, y se distribuyé en

cantidades iguales en cuatro frascos ambar de capacidad de 4 L. A cada frasco

se adicion6 2 L de etanol al 96%, de este modo cada muestra quedd cubierta

aproximadamente por encima unos 5 cm. Se macerd con agitacién intermitente

cada 24 horas para una mejor extraccion. Este proceso durd un periodo de 7

dias.

3.2.5. Filtracion

Se procedié a realizar la filtracion del macerado. Posteriormente se deposité el

volumen obtenido en placas para evaporar etanol en estufa con extractor a una




temperatura de 37 °C, posteriormente el extracto seco se procedi6é a colocarlo

en envases pequenos color ambar.

Tallos, hojas e E Maceracion en etanol
inflorescencia secas y > al 96% por 7 dias
trituradas Dalea isidori

Barneby

A\ 4

Filtracién

l

Volumen final de
liquido filtrado: 1.95 L

Extracto alcoholico
96% de Dalea isidori

DT e 5 Concentracién en
. Extracto seco de Dalea i+ estufa con extractor a

isidori Barneby 370 C

Figura 17. Esquema de la obtencion del extracto seco de Dalea isidori
Barneby.

3.2.6. Prueba de solubilidad

Muestra problema: extracto etandlico de Dalea isidori Barneby.

Procedimiento: se coloc6 en once tubos de ensayo 0.1 g de extracto seco de
Dalea isidori Barneby y se adicion6 5 mL de cada solvente. Se agité por 3

minutos.

Solventes empleados: agua, etanol, metanol, n-butanol, acetato de etilo,

cloroformo, acido acético, benceno, acetona, n-hexano y éter de petréleo®.



3.2.7. Marcha fitoquimica3°

R. Rosenheim

Ambiente de trabajo: Laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
20 mL de extracto etandlico
Dalea isidori Barneby
Separar 5 mL
El resto, llevar a sequedad (Bafo
Maria 50 ¢ C). Extraer con 10 mL
/ \ HCI 1% a 50°C, filtrar.
Fraccion A
Identificacion de: C‘j [ o ]
. Insoluble Solucién acida
Taninos Filtrar, enfriar vy
R. FeCI3 Lavar con agua, alcalinizar con
R. agua de bromo secar, agregar 5 NHs. Extraer con
R. gelatina mL de CHCl, CHCl;3 (2% 15 mL)
Aminoacidos calentar, filtrar,
R. Ninhidrina secar con NaSO,.
Cardenolidos Llevar a 5ml. — e
R. Keller- Killiani / \ Fase cloroférmica ase acuosa
Quinonas Fraccién B Lavar con Saturar con
R. Borntrager s . agua, secar Na,SO,. Extraer
Esteroides Igeptlflcauon de: (Na,S0y). con CHCls, EtOH
R. Liebermann- uinonas Filtrar. (3:2) (2 X 15ml)
Burchard R. Borr]trager ——
Flavonoides Esteroides Fraccion C I
R. Shinoda R. Liebermann- —
Aicaloides \Burchard / Fase CHsCl: | Fase acuosa l
R. Dragendorff Et OH Lavar,
R. Mayer secar
R. Bertrand (NazSO,)
R. Bouchardart Separar 4 mL, , filtrar.
\ / evaporar a TmL.
Evaporar a Fraccion E
sequedad + g
2 mL HCI Identificacion de:
/ \ 1%. Filtrar. Flavonoides
Fraccion C 1 / \ R. Shinoda
Fracciéon C2 Leucoautocianidinas
Identifica’lc_ic')n de: - R. Rosenheim
Cardendlidos Identificacion de:
R. Kelle_zr -Killiani Alcaloides
Este_rOIdes R. Dragendorff Evaporar a
R. Liebermann- R. Mayer sequedad + 15
\Burchard J R. Bertrand mL EtOH
\R. Bouchardat /
Fraccién D
|
| | | CHsCl HCI 1%
Fraccioén D1 Fracci6n D2 Fraccion D3 Fraccion D4 Fraccién D5
Identificacion Identificacion Identificacion Identificacion Identificacion
de: de: de: de: Esteroides de: Alcaloides
Flavonoides Leucoanto__ Cardendlidos R. Liebermann- R. Dragendorff
R. Shinoda cianidinas R. Keller- Burchard R. Mayer
R. Rosenheim Killiani

Figura 18. Esquema marcha fitoquimica.

Fuente: Lock Q.30



3.2.8. Analisis cromatografico

Ambiente de trabajo: laboratorio de CENPROFARMA (CCA) de la Facultad de

Farmacia y Bioquimica de Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

3.2.8.1. Analisis cromatografico de flavonoides
Muestra: Extracto etandlico de Dalea isidori Barneby

Preparacion de la muestra: Se pes6 0.5 g del extracto etandlico seco de Dalea

isidori Barneby y se reconstituy6é en 10 mL de etanol 96 % v/v.
Método: Cromatografia en capa fina*°:

a.- Sistema de solventes: butanol - acido acético — agua (4:1:5)
b.- Soporte: silicagel 60 F
c.- Revelador: Reactivo de tricloruro de hierro, vapores de amoniaco,

Lampara de luz UV.
3.2.8.2. Analisis cromatografico de alcaloides

Muestra: Extracto etandlico de Dalea isidori Barneby
Preparacion de la muestra: Se pesé 0.5 g del extracto etandlico seco de Dalea
isidori Barneby y se reconstituyé en 10 mL de etanol 96 % v/v.
Método: Cromatografia en capa fina*°:
a.- Sistema de solventes: cloroformo -metanol-amoniaco (10:1:1) v/v
b.- Soporte: silicagel 60F

c.- Revelador: Dragendorff.



3.2.9. Cuantificacion de alcaloides totales del extracto seco de Dalea isidori

Barneby

Ambiente de trabajo: laboratorio de CENPROFARMA (CCA) de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
Método: Volumetria (Técnica Analitica TA/CCA-FQO009)%.
Muestra problema: Extracto etandlico Dalea isidori Barneby.
Procedimiento:

i.Desengrasado de la muestra:
Se peso6 dos gramos del extracto seco de Dalea isidori Barneby y se empaquetd
en papel filtro.
La muestra fue colocada en el Soxhlet y se enrasé con éter de petroleo hasta
cubrir el filtro y se dej6 que refluya al baldn.
Luego, se conecto al refrigerante y se dejo extraer las grasas por tres horas.
Una vez concluido el tiempo estimado, se apagd la hornilla y dejé correr agua
media hora mas.
Se trabajo con la muestra del filtro.

ii. Extraccion de alcaloides:
Se pesd un gramo de la muestra del papel filtro y se agregé 15 mL de HCI 1 N
y se llevd a bafio maria a 60°C por 30 minutos. Se agitdé constantemente, enfrié
y dejé filtrar.
Se transvaso el filtrado a pera de decantacion y se agregd éter etilico (30 mL).
Se separd la parte acuosa (alcaloide en forma de sal) y se alcalinizé6 con NaOH
hasta pH=12.
Posteriormente, se transvasd la parte acuosa a una pera de decantacion, y se

agrego 45 mL de diclorometano para extraer los alcaloides en forma basica.



Se separo la parte organica en un matraz para realizar la titulacion.

iii. Titulacion de alcaloides:
Se coloco la parte organica en un matraz y se agregé 10 mL de acido acético
glacial, 5 mL acido férmico y tres gotas de cristal violeta.
Se valor6 con acido perclérico 0.01N hasta el punto final que es el cambio de
coloracion de azul a verde.
El calculo de % de alcaloides se realiz6 de la siguiente manera:

[Alcaloides]% =gasto x Fc x N x Pm x100/Peso muestra x 1000

Pm: peso molecular del alcaloide de mayor proporcion en la muestra.
3.2.10. Determinacion del efecto antiinflamatorio del extracto seco de Dalea

isidori Barneby

Ambiente de trabajo: Laboratorio de Farmacologia de la Facultad de Farmacia
y Bioquimica de Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Método: edema plantar inducido por carragenina*'42 descrito por primera vez
por Winter y Porter, 1957 y posteriormente modificado por Sugishita et al.
Fundamento del método: Se basa en la induccién de la inflamaciéon por
inyeccién subplantar (pata posterior izquierda de la rata) de una suspension de
A carragenina al 1% (0.1 mL), cuyo principal signo es la formacién de edema, el

cual es medido con el pletismometro digital PANLAB LE7500.

Muestra problema: Extracto etandlico Dalea isidori Barneby.

Patrones: Acido acetilsalicilico (AAS) y Naproxeno sédico.

Animales de experimentacion: 36 ratas albinas, hembras, de la cepa
Holtzman, procedentes del bioterio de la Universidad Nacional Agraria La
Molina, con 5 semanas de edad y un peso promedio entre 70 a 150 g.

Aclimatadas por un periodo de siete dias, antes de realizar la prueba; a



temperatura controlada de 20 £ 2 °C; con un ciclo de luz/oscuridad de 12-12 hy
humedad relativa de 30 a 65 %.

Divididas de forma aleatoria en seis grupos: G1, G2, G3, G4, G5, G6.

Donde a cada grupo se le administré:

Tabla 6. Concentraciones de las sustancias administradas a cada grupo de
trabajo para la evaluacion del efecto antiinflamatorio.

GRUPO CONCENTRACIONES ADMINISTRADAS

G1 Control (suero fisioldgico)

G2 Extracto de Dalea isidori Barneby al 0.625% (125 mg/Kg)

G3 Extracto de Dalea isidori Barneby al 1.25% (250 mg/KQ)

G4 Extracto de Dalea isidori Barneby al 2.5% (500 mg/Kg)

G5 Patron al 0.25% (AAS 50 mg/ KQ)

G6 Patrén al 0.5% (naproxeno sédico 50 mg/ Kg)

Preparacion de las muestras problema: Se pesé en un vaso de precipitacion
1.25 g del extracto seco de Dalea isidori Barneby, se colocé a bafio maria y se
agregé 40 mL de agua , se agité constantemente hasta que se formé una
suspensién homogénea, luego se llevé a una fiola de 50 mL y se afor6 con agua
[concentracidn 1]; se tom6 un 25 mL de la [1] y se llevo a una fiola de 50 mL
aforando con agua [concentracidn 2]; Se tom6 25 mL de la [2] y se llevd a una

fiola de 50 mL y se aforo con agua [concentracién 3].
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Figura 19. Esquema de preparacion de las concentraciones del extracto
seco de Dalea isidori Barneby para la determinacién del efecto
antiinflamatorio.

Preparacion de los patrones:

a.-Acido acetilsalicilico: se trabajo con tabletas de 500 mg de &cido

acetilsalicilico (ASPIRINA FORTE®).

Se peso una tableta entera de ASPIRINA FORTE®, luego se triturd con la ayuda
de un mortero, se tomo6 un peso equivalente a 62.5 mg de AAS y se suspendio

en 20 ml de agua y se llevo a una fiola de 25 mL aforando con agua.

b.-Naproxeno sodico: se trabajo con tabletas de 550 mg de naproxeno sédico

(APRONAX® 550)

Se peso una tableta entera APRONAX® 550, luego se triturd con la ayuda de un
mortero, luego se tomoé un peso equivalente a 125 mg de naproxeno, se

suspendio en 20 ml de agua y se llevé a una fiola de 25 mL aforando con agua.



Procedimiento:

a.- Medicion del estado basal de la pata posterior izquierda de la rata.
b.-Administracién de A carragenina al 1% (0.1mL) suspendido en NaCl
0.9%, en la pata posterior izquierda de cada una de las ratas.

c.- Administracion intragastrica a cada grupo segun lo descrito a

continuacion:

Tabla 7. Volumenes administrados a cada grupo de trabajo para la
evaluacion del efecto antiinflamatorio.

GRUPO CONCENTRACIONES ADMINISTRADAS

G1 Control: 2 mL de suero fisiolégico

G2 Entre 1.58 mL a 2.62 mL del extracto de Dalea isidori Barneby al 2.5%

G3 Entre 1.76 mL a 2.88 mL del extracto de Dalea isidori Barneby al 1.25%

G4 Entre 1.84 mL a 2.80 mL del extracto de Dalea isidori Barneby al 0.625%

G5 Entre 1.96 mL a 3.00 mL de la suspensién de AAS al 0.25%

G6 Entre 1.82 mL a 2.80 mL de la suspensién de naproxeno sodico al 0.5%

d.- Medicion del volumen de la pata en el pletismometro digital PANLAB
LE7500 a las:0.5, 1, 2, 3y 5 horas.

e.- Medicion de la eficacia antinflamatoria, la cual se define como la accién
que contrasta la inflamacion producida por la A carragenina,

matematicamente se expresa de la siguiente forma“3:

X = [ (AB/Bo - AV/Vo) /AB/Bq] x 100




Donde:

ABI/Bo: Es el incremento del volumen del control debido a la inflamacion,
referido al volumen inicial Bo del mismo.

AVIVo: es el incremento de volumen inflamado, pero tratado con un agente
antiinflamatorio.

f.- Analisis estadistico: Se determindé la significacién estadistica entre los
grupos tratados con el extracto, con los patrones y el grupo control con el
analisis de varianza (ANOVA) y también se realizé el test de TUKEY para
la comparacion de a dos entre ellos. Se utilizé el programa SPSS 23.

Se planted lo siguiente*:

Ho: Yi=Y2=Y3=Ys4=Y5=Ye

Ha: Y1#Y2=Ys=Yas=Y5=Ys (por lo menos uno es diferente).

Donde:

Y: media de la variacién de volumen para cada grupo.

Del analisis de ANOVA:

Si p< 0.05, se rechaza la hipdtesis nula y se acepta la hipétesis

Si P> 0.05, se acepta la hipotesis nula.

3.2.11. Determinacién del efecto analgésico del extracto etandlico de Dalea

isidori Barneby.

Ambiente de trabajo: Laboratorio de Farmacologia de la Facultad de Farmacia
y Bioquimica de Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Método: prueba de retirada de la cola (Tail-Flick Test)4>46.

Fundamento del método: Se fundamenta en la analgesia térmica descrita por
D’ Amour y Smith.El test consiste en colocar la cola del ratén frente a una luz

infrarroja de intensidad constante que aumenta la temperatura de la piel del



animal hasta alcanzar un nivel que produce dolor, momento en el cual el animal
retira la cola por acto reflejo*>46.

Muestra problema: Extracto etandlico Dalea isidori Barneby.

Patrones: Tramadol*’ y Paracetamol’

Animales de experimentacion: 36 ratones, hembras, albinas de la cepa Balb/c,
procedentes del bioterio de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH),
con 5 semanas de edad y un peso promedio entre 20 a 30 g. Aclimatadas por
un periodo de siete dias, antes de realizar la prueba; a temperatura controlada
de 20 £ 2 °C; con un ciclo de luz/oscuridad de 12-12 h y humedad relativa de 30
a 65 %. Divididas de forma aleatoria en seis grupos: G1, G2, G3, G4, G5, G6.

Donde a cada grupo se le administré:

Tabla 8. Concentraciones de las sustancias administradas a cada grupo de
trabajo para la evaluacion del efecto analgésico.

GRUPO CONCENTRACIONES ADMINISTRADAS

G1 Tramadol al 0.25% (20 mg/ Kg)

G2 Paracetamol al 5% (400 mg/Kg)

G3 Extracto de Dalea isidori Barneby 1.56% (125 mg/Kg)

G4 Extracto de Dalea isidori Barneby al 3.125% (250 mg/Kg)

G5 Extracto de Dalea isidori Barneby al 6.25% (500 mg/Kg)

G6 Extracto de Dalea isidori Barneby al 9.376% (750 mg/Kg)

Para esta prueba no es necesario un grupo blanco, ya que cada animal es su
propio control.



Preparacion de las muestras problema: Se pesé en un vaso de precipitacion
2.34 g del extracto seco de Dalea isidori Barneby, se colocd en bafio maria y se
agregd 20 mL de agua. Se agité constantemente hasta que se formdé una
suspension homogénea, luego se llevo a una fiola de 25 mL y se aforé con agua
[concentracidn 1]; se tom6 un volumen equivalente a 625 mg de la [1] y se llevo
a una fiola de 10 ml aforandolo con agua [concentracion 2]; Se tomé 5 ml de la
[2] y se llevo a una fiola de 10 mL aforandolo con agua [concentracidn 3]; se
tom6 5 mL de la [3] y se llevd a una fiola de 10 mL afordndolo con agua

[concentracidn 4].
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Dalea isidori suspendido en agua
Barneby (bafio maria)

A

Se afor6 en una mmim e :
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Se tomd 5 ml, se
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1.56% i

Figura 20. Esquema de la preparacion de las concentraciones del extracto
seco de Dalea isidori Barneby para determinar el efecto analgésico.



Preparacion de los patrones:

a.-Tramadol: se trabajé con tramadol genérico del Laboratorio Genfar ampollas

de 50 mg/mL.

Se tomd un volumen equivalente a 25 mg de tramadol y se llevé a una fiola de

10 ml aforando con agua.

b.-Paracetamol: se trabajé con paracetamol genérico de Laboratorio Genfar,

tabletas de 500 mg.

Se tritur6

con agua

una tableta, se suspendié toda la tableta en un vaso de precipitacion

, luego se llevé a una fiola de 10 mL aforando hasta volumen con agua.

Procedimiento:

a.-

Medicién del tiempo de reaccién al dolor basal a cada animal con el

medidor Tail-Flick PANLAB LE7106.

b.-

Administracién oral de la dosis correspondiente de patrones y de

extracto a cada grupo expresado en volumen segun:

Tabla 9. Voliumenes administrados a cada grupo de trabajo para la
evaluacion del efecto analgésico.

GRUPO CANTIDADES ADMINISTRADAS
G1 Entre 0.18 mL a 0.22 mL de la solucion de tramadol al 0.25%.
G2 Entre 0.19 ml a 0.24 mL de la suspension de paracetamol al 5%.
G3 Entre 0.17 mL a 0.22 mL del extracto de Dalea isidori Barneby al 1.56%
G4 Entre 0.21 mL a 0.22 mL del extracto de Dalea isidori Barneby al 3.125%
G5 Entre 0.20 mL a 0.22 mL del extracto de Dalea isidori Barneby al 6.25%
G6 Entre 0.19 mL a 0.24 mL del extracto de Dalea isidori Barneby al 9.376%




c.- Se midi6 el tiempo de reaccion al dolor a los 30, 60 y 90 minutos,
después de administrados los tratamientos, con el medidor Tail-Flick
PANLAB LE7106.

d.- El efecto analgésico se establece como el porcentaje del incremento

del tiempo de reaccion al dolor (% In.TRD) segun la siguiente férmula:

% In.TRD = [ (XTRD: — XTRDo) /XTRDo] X

Donde:

XTRD: Promedio del tiempo de reaccion al dolor.

XTRDt: Promedio del tiempo de reaccion al dolor a los diferentes tiempos
experimentales (30, 60 y 90 minutos).

XTRDo: Promedio del tiempo de reaccion al dolor basal.

f.- Anadlisis estadistico: Se determina la significacion estadistica entre los
grupos tratados con el extracto, con los patrones y el grupo control con el
analisis de varianza (ANOVA) y también se realizé el test de TUKEY para
la comparacién de a dos entre ellos. Se utiliz6 el programa SPSS 22.

Se plantea lo siguiente®4:

Ho: Y1=Y2=Y3=Y4=Y5=Ys

Ha: Y1#Y2=Ys=Ya=Y5=Ys (por lo menos uno es diferente).

X: medias.

Del analisis de ANOVA:

Sip<0.05, se rechaza la hipbtesis nula y se acepta la hipbtesis alternativa.

Si P> 0.05, se acepta la hip6tesis nula.



3.2.12. Determinacion del DL50 oral

Ambiente de trabajo: Laboratorio de Farmacologia de la Facultad de Farmacia
y Bioquimica de Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Método: OECD 23 Guia para ensayos quimicos38. (Anexo X)

Fundamento del método: El test consistié en determinar el porcentaje de
mortalidad del extracto a través de una concentracion fija (2000 mg/Kg), la cual
fue administrada de forma intragastrica, con lo que se determind si dicha dosis
generaba la muerte del 50% de los animales tratados.

Muestra problema: Extracto etandlico de Dalea isidori Barneby.
Procedimiento®:

Para la determinacion de la toxicidad aguda del extracto se emplearon 6 ratones
albinos hembras de la cepa Balb /c de 21-30 g de peso. Divididos en dos grupos
de 3.

Se realizd la aclimatacion de los animales seleccionados a temperatura
controlada de 20 + 2 °C con un ciclo de luz/oscuridad de 12-12 h, humedad de
30 a 65 %. La alimentacién consistié en alimento pelletizado para ratones y agua
ad libitum hasta unas 12 horas antes de la prueba.

Se trabajoé con el primer grupo de 3 ratones segun lo establecido en la OECD.
Se realizd control inicial de los pesos de los animales.

Los animales en ayuno, recibieron una dosis de 2000 mg/kg de peso corporal.
Luego de administrado el extracto, los animales continuaron retirados de
alimentos durante 4 horas.

Se evaluaron los signos de los animales cada 30 minutos durante las primeras

4 horas luego de administrado el extracto. Luego, se realiz6 una observacion



constante hasta completar las 24 horas de administrado el extracto. La prueba

tuvo una duracidn total de 28 dias, 14 dias por cada grupo.

Los signos observados fueron anotados en el test de Erwin (Anexo I1X):

Se realizd un control final de los pesos de los animales en el dia 14.

Finalizada la prueba se sacrifico a los animales (por traccion de la nuca) para la

realizacion de la necropsia, la cual consistié en una evaluacién macroscépica y

microscépica de los principales érganos como corazon, riidn, pulmon e higado

en cada uno de los grupos. Dicha evaluacion fue realizada en el Laboratorio de

Histopatologia y Parasitologia Veterinaria de la Universidad Cientifica del Sur.
Procedimiento de ensayo con una dosis inicial de 2000 mg/ Kg por peso

corporal

Inicio

PASO 1. Se administré 2000 mg/ Kg del extracto seco a
3 animales. (Grupo A) 14
f " dias
v Z
PASO 2. Se volvié a administrar 2000 mg/ Kg del
extracto seco a 3 animales. (Grupo B) 14

dias

0 | _

<

Figura 21.- Esquema del procedimiento para la determinacion del DL50 oral.

@@ Numero de moribundos o animales muertos en cada paso.
Fuente: OECD 23%*
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Figura 22. Esquema de las principales etapas de desarrollo de trabajo.




IV. RESULTADOS

4.1.

Tabla 10. Prueba de solubilidad.

Anadlisis Fisicoquimico del extracto seco de Dalea isidori Barneby

Solventes

Etanol Muy soluble
Metanol Muy soluble
Cloroformo Poco soluble
n-butanol Poco soluble
n-hexano Poco soluble
Acetato de etilo Poco soluble
Benceno Poco soluble
Acido acético Poco soluble
Agua destilada Poco soluble
Acetona Insoluble
Eter de petréleo Insoluble

De los resultados obtenidos el extracto presenta mayor solubilidad en solventes
polares. (Anexo IV)

Tabla 11. Marcha fitoquimica.

Fracciéon A
Metabolitos Reactivo Resultado Calificacién
Taninos R. FeCI3 Precipitado verde oscuro ++++
Taninos R. gelatina Precipitado blanco +++
Aminoacidos R. Ninhidrina Coloracion vino tinto +
Cardendlidos R. Keller — Anillo pardo ++
Killiani
Quinonas R. Borntrager Precipitado anaranjado ++
Esteroides R. Liebermann - | Coloracion verde azulada +++
Burchard
Flavonoides R. Shinoda Coloracion rosa +++
Alcaloides R. Dragendorff Precipitado rojizo +++
Alcaloides R. Mayer Precipitado blanco +
Alcaloides R. Bertrand Precipitado marron +
Alcaloides Bouchardat Precipitado verde ++

En esta tabla, se describe los resultados de la marcha fitoquimica, donde las
fracciones A, B, C y D, se corresponden segun la metodologia de Lock O%.




Tabla 11. Marcha fitoquimica. Continuacién.

Fraccion B
Metabolitos Reactivo Resultado Calificacion
Quinonas R. Borntrager Precipitado ++
anaranjado
Esteroides R. Liebermann- | Coloracién verde ++
Burchard azulada
Fraccion C
Metabolitos Reactivo Resultado Calificacion
Cardendlidos R. Keller-Killiani | Anillo rosa ++
Esteroides R. Liebermann- | Coloracion verde ++
Burchard
Alcaloides R. Dragendorff Precipitado rojizo ++
Alcaloides R. Mayer Precipitado blanco +
Alcaloides R. Bertrand No hay coloracién -
Alcaloides Sommenscheich | Precipitado amarillo +
Fraccion D
Metabolitos Reactivo Resultado Calificacion
Flavonoides R. Shinoda No hay coloracion -
Leucoantocianidinas | R. Rosenheim Coloracién marrén -
Cardendlidos R. Keller- Killiani | Coloracién amarilla -
Esteroides R. Liebermann- | Coloracion rosa -
Burchard
Alcaloides R. Dragendorff Precipitado rojizo ++++
Alcaloides R. Mayer Precipitado blanco ++

En esta tabla, se describe los resultados de la marcha fitoquimica, donde las
fracciones A, B, C y D, se corresponden segun la metodologia de Lock O%.

(Anexo V)

Presencia del metabolito:

(+): muy poco
(++): poco
(+++): regular

(++++): bastante

Ausencia del metabolito:

()




Tabla 12. Analisis cromatografico de flavonoides.

Método Cromatografia capa fina (CCF)

Sistemas de solventes | Butanol: acido acético: agua (4:1:5)

Soporte Silicagel 60 F

Revelador Reactivo de tricloruro de hierro, vapores de amoniaco

+ luz UV

Rf (Extracto)

Muestra 1.1 (M 1.1):
Rf (Revelador tricloruro de hierro) = 0.30
Rf (Vapores de amoniaco + luz UV) = 0.30

Muestra 1.2 (M 1.2):
Rf (Revelador tricloruro de hierro) = 0.29
Rf (Vapores de amoniaco + luz UV) = 0.29

Rf (Estandares)

St. Rutina:
Rf (Revelador tricloruro de hierro) = 0.576
Rf (Vapores de amoniaco + luz UV) = 0.576

St. Quercetina:
Rf (Revelador tricloruro de hierro) = 0.897
Rf (Vapores de amoniaco + luz UV) = 0.897

M11  M1.2 Q R
¥ \ \/ \

M 1.1 y M 1.2: Extracto de Dalea isidori Barneby.
Q: Quercetina R: Rutina

Anexo VI (Fotos 25 - 26), (Anexo XII)

Rf: factor de retencidn, St: estandar




Tabla 13. Analisis cromatografico de alcaloides

Método Cromatografia capa fina (CCF)

Sistemas de solventes | Cloroformo: metanol: amoniaco (10:1:1)

Soporte Silicagel 60 F

Revelador Reactivo de Dragendorff

Estandares Brucina, papaverina, estricnina, codeina, atropina,

morfina y nortriptilina

Rf (Extracto)

Muestra 1.1 (M 1.1):
F1: Rf (Revelador Dragendorff) = 0.562
F2: Rf (Revelador Dragendorff) = 0.8

Muestra 1.2 (M 1.2):
F1: Rf (Revelador Dragendorff) = 0.559
F2: Rf (Revelador Dragendorff) = 0.85

Rf Estandares)

St. Estricnina: Rf (Revelador Dragendorff) = 0.56
St. Morfina: Rf (Revelador Dragendorff) = 0.24

M11 M12 B P E C A M

N
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Estricnina

M 1.1 y M 1.2: Extracto de Dalea isidori Barneby.

B: Brucina P: Papaverina E: Estricnina

C: Codeina A: Atropina M: Morfina N: Nortriptilina

Anexo VI (Fotos 22 - 24), (Anexo XI)
Rf: factor de retencién, F1: fraccién 1, F2: fraccion 2, St: estandar




Tabla 14. Cuantificacién de alcaloides totales del extracto seco de Dalea isidori

Barneby.
Prueba Método Resultado
% Alcaloides Volumetria 0.95%

La cuantificacion de alcaloides totales dio como resultado 0.95 g de alcaloides
por cada 100g de extracto seco de Dalea Isidori Barneby. (Anexo Xlil)

4.2. Determinacion del efecto antiinflamatorio en las diferentes dosis del
extracto de Dalea isidori Barneby

Tabla 15. Valores promedio de la variacion de volumen (mL) de los tratamientos

en el tiempo.
T Control | 125 mg/Kg | 250 mg/Kg | 500 mg/Kg | AAS | Naproxeno
0 0 0 0 0 0 0
30’ .7450 7217 4183 .7300 2317 3767
60’ .8317 .6133 .6083 .8200 5167 .5400
120’ | 1.2050 1.1450 1.0750 1.2050 1.0083 | 1.0467
180’ | .9217 .8850 .7883 .8683 .8033 .6350
300° | .8517 .8517 .8483 .8333 .7667 T717

Para este caso se establecié que:

Ho: los promedios de la variacion de volumen (mL) de todos los grupos son
iguales.

Ha: por lo menos uno de los promedios de uno de los grupos es diferente.

Del analisis estadistico ANOVA (Anexo XIV), evidenciamos que a los tiempos
30°, 60' y 180" los valores de variacion de volumen presentan diferencia
significativa, por lo tanto, para estos casos rechazamos la Ho y aceptamos la Ha;
por otro lado, a los 120’ y 300’ los valores no presentan diferencia significativa
por lo que se asume que los valores de variacion de volumen son iguales
estadisticamente. Par los tiempos de 30’, 60’ y 180’ se realizé el test de Tukey
(comparaciones multiples).



1.4000

1.2000

1.0000

0.8000

0.6000

A Volumen (mL)

0.4000

0.2000

0.0000

Variacion del volumen vs. tiempo

o 30’ 60’ 120’ 180’ 300’
Tiempo (minutos)

=0=Control -+ ~125mg/Kg 250mg/Kg =0=500mg/Kg =@=AAS 50 mg/Kg=@=Naproxeno 50 mg/Kg

Figura 23. Variacion del volumen en el tiempo de las dosis del extracto y patrones.




Tabla 16. Actividad antiinflamatoria para cada tratamiento en cada momento

experimental.

T Control | 125mg/Kg | 250mg/Kg | 500mg/Kg | AAS Naproxeno

0’ 0% 0% 0% 0% 0% 0%

30’ 0% 0% 37.76% 2.01% |[65.11% 48.32%

60’ 0% 21.11% 18.92% 1.40% | 30.23% 33.63%
120’ 0% 0% 1.11% 0% 6.12% 11.21%
180’ 0% 0% 5.19% 5.79% 2.21% 29.57%
300’ 0% 0% 0% 2.15% 0% 7.38%

Promedio| 0% 4% 10% 2% 17% 22%

Se tabulan los resultados de la eficacia antinflamatoria segun la férmula descrita en la
metodologia; los resultados reflejan que de las tres dosis del extracto etandlico de
Dalea isidori Barneby que se ensayaron, la que presenta una mayor eficacia
antinflamatoria es la de 250 mg/Kg, puesto que su efecto se mantiene en el tiempo,
aunque con una tendencia a la baja. Las otras dosis ensayadas presentan datos muy
variables con lo cual no se puede establecer una tendencia, estos resultados se

pueden visualizar en la Figura 24.
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Figura 24. Actividad antiinflamatoria de las dosis de extracto y patrones.




Eficacia antiinflamatoria del extracto de Dalea isidori Barneby
respecto al naproxeno 50 mg/kg
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Figura 25. Comparacion de la eficacia del extracto de Dalea isidori Barneby respecto al naproxeno 50 mg/kg.
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Figura 26: Comparacion de la eficacia del extracto de Dalea isidori Barneby respecto al AAS 50 mg/Kg.




4.3. Determinacion del efecto analgésico en las diferentes dosis del extracto de
Dalea isidori Barneby

Tabla17: Promedios del tiempo de reaccion al dolor (TRD) de los tratamientos en el
tiempo.

T | Tramadol | Paracetamol | 125 mg/Kg | 250 mg/Kg | 500 mg/Kg | 750 mg/Kg
20 mg/Kg 400 mg/Kg
0’ 4,86 4,87 5,03 4,99 4,96 4,94
30’ 5,09 4,99 5,21 5,08 5,08 4,97
60’ 5,40 5,12 5,52 5,27 5,19 5,01
90’ 5,97 5,32 5,90 5,59 5,20 5,08

Para este caso se planteé:
Ho: los promedios de TRD de los diferentes grupos experimentales son iguales.
Ha: por lo menos uno de los promedios de TRD de uno de los grupos es diferente.

En el analisis estadistico ANOVA (Anexo XV), se observa que los promedios a los
tiempos 0’, 30’, 60’ no presentan diferencia significativa; por ello, se asume que los
promedios son iguales entre si (se acepta la Ho), sin embargo, a los 90 minutos se
evidencia diferencia significativa (se acepta la Hx), lo que indica que los grupos difieren

entre si.

Asi mismo, solo a los 90 minutos se toma en cuenta los resultados del test de Tukey,
para que a través de las comparaciones multiples se establezca que grupos son los
que difieren entre si y a su vez que dosis del extracto etandlico presenta mayor efecto

analgésico.
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Figura 27. Comparacion de las medias de los tiempos de reaccion al dolor vs. tiempo.




Tabla 18. Analisis estadistico (ANOVA y test de Tukey) de los datos del porcentaje del incremento del tiempo de reaccién al dolor
(%In.TRD) en la determinacion del efecto analgésico del extracto etandlico de Dalea isidori Barneby.

T Grupo N| Media DS ANOVA Tukey
%In.TRD Tramadol | Paracetamol | E. 125 E.250 E.500 E.750
20 mg/Kg | 400 mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg
30’ Tramadol 20 mg/Kg 6| 47867 | 2,2302 NS NS NS NS NS 0.005*
Paracetamol 400 mg/Kg | 6| 25583 | 1,5693 NS NS NS NS NS NS
E. 125 mg/Kg 6| 3,6333 | 1,9793 L NS NS NS NS NS NS
E. 250 mg/Kg 6| 18483 | 96224 | 00 NS NS NS NS NS NS
E. 500 mg/Kg 6| 24417 | 2,4235 NS NS NS NS NS NS
E. 750 mg/Kg 6 7517 | ,58253 0.005* NS NS NS NS NS
60’ [Tramadol 20 mg/Kg 6 11,0300 | 4,1539 NS NS NS NS NS 0.001*
Paracetamol 400 mg/Kg | 6 5,1833 | 3,9173 NS NS NS NS NS NS
E. 125 mg/Kg 6| 09,8983 | 4,7398 . NS NS NS NS NS 0.005*
E. 250 mg/Kg 6| 55683 | 3.7540 | OO0 NS NS NS NS NS NS
E. 500 mg/Kg 6| 47617 | 3,2469 NS NS NS NS NS NS
E. 750 mg/Kg 6| 15233 | 1,2868 0.001* NS 0.005* NS NS NS
90’ [Tramadol 20 mg/Kg 6| 23,0317 | 4,5083 NS 0.000* NS 0.004* 0.000* 0.000*
Paracetamol 400 mg/Kg | 6 9,0233 | 4,2614 NS NS 0.045 NS NS NS
E. 125 mg/Kg 6 17,3533 | 6,3555 . NS NS NS NS 0.001* 0.000*
E. 250 mg/Kg 6| 12,0783 | 6,2017 0.000 NS NS NS NS NS 0.022*
E. 500 mg/Kg 6| 49267 | 2,9520 NS NS NS NS NS NS
E. 750 mg/Kg 6| 29233 | 2.2323 NS NS NS NS NS NS

T, tiempo; N, numero de animales;’, minutos; % In. TRD; incremento del tiempo de reaccion al dolor en porcentaje; DS,
desviacion estandar; E., extracto. NS, No Significativo; *P < 0.05 diferencia significativa, p> 0.05 no hay diferencia significativa.



Para el porcentaje del incremento del tiempo de reaccién al dolor (% In.TRD), al igual

gue en los casos anteriores se establece una Ho y una Ha.

De la Tabla 18, el andlisis de ANOVA evidencia que los promedios del % In.TRD
tienen diferencia significativa en todos los tiempos, por lo tanto, se rechaza la Ho y se

acepta la Ha.

Para establecer que grupos son los que difieren entre si, se realizé el test de Tukey;
evidenciando que a los 90 minutos los resultados fueron mas representativos (Figura

28), es decir, se evidenci6 el mayor efecto analgésico.
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Figura 28. Representacién en barras del porcentaje del incremento del tiempo de reaccién al dolor (% In.TRD) a los 90 minutos en
la prueba de efecto analgésico del extracto etandlico de Dalea isidori Barneby.



Actividad analgésica del extracto de Dalea isidori Barneby respecto
al tramadol 20 mg/Kg a los 90 minutos
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Figura 29. Comparacion de la actividad analgésica del extracto de Dalea isidori Barneby respecto al tramadol 20 mg/Kg.
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Figura 30. Comparacion de la actividad analgésica del extracto de Dalea isidori Barneby respecto al paracetamol 400 mg/Kg.




4.4 Determinacion del DL50 oral

Tabla 19. Resumen de los principales signos y comportamientos segun el Test de Irwin del grupo A.

Actividad |[30m |1h |2h |[3h [4h |24h |2d |3d |4d |5d |[6d |7d |8d |9d |10d |11d |12d | 13d | 14d
AE 4 4 | 1 2 4 4 4 [VN|VN|VN | VN | VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN
Pasividad 0 0 | 3 1 0 0 0O [VNJVN|VN|VN | VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN
R1 Grooming 4 4 | 1 2 4 4 4 [VN|VN|VN | VN | VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN
AM 4 4 | 2 |3 4 4 4 (VNJVN | VN|VN|VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN
Analgesia 0 1 1 2 2 0 O [VN|VN|VN | VN |VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN
RD 4 4 | 3|2 2 4 4 [VN|VN|VN | VN | VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN
AE 4 4 | 1 3 4 4 4 (VNJVN | VN|VN|VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN
Pasividad 0 0 |3 1 0 0 O [VN|VN|VN | VN |VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN
R2 Grooming 4 4 | 1 2 4 4 4 (VNJVN | VN|VN|VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN
AM 4 4 | 3|3 4 4 4 [VN|VN|VN | VN | VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN
Analgesia 0 0 | 1 2 2 0 O [VNJVN|VN|VN | VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN
RD 4 3 |1 3 ]2 2 4 4 (VNJVN | VN|VN|VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN
AE 4 4 | 1 3 4 4 4 [VN|VN|VN | VN | VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN
Pasividad 0 0] 0] O 0 0 O [VNJVN|VN|VN | VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN
R3 Grooming 4 4 | 1 3 4 4 4 [VN|VN|VN | VN | VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN
AM 4 4 |1 2|3 4 4 4 (VNJVN | VN|VN|VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN
Analgesia 0 2 |12 |2 2 0 O [VN|VN|VN | VN |VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN
RD 4 2 12 |2 2 4 4 [VN|VN| VN | VN |VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN

Escala numérica de 0 a 4. VN (valores Normales). AE (actividad espontanea), VN: 4; Pasividad, VN: 0; Grooming, VN: 4; AM

(actividad motora), VN: 4; Analgesia, VN: 0; RD (respuesta al dolor), VN: 4.




Tabla 20. Resumen de los principales signos y comportamientos del Test de Irwin que variaron segundo grupo B.

Actividad | 30m | 1h |2h |[3h | 4h | 24h | 2d | 3d | 4d | 5d | 6d | 7d | 8d | 9d | 10d | 11d | 12d | 13d | 14d

AE 4 4 | 1 2 4 4 4 [VN|VN|VN | VN | VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN
Pasividad 0 0 | 3 1 0 0 0O [VNJVN|VN|VN | VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN

R4 |Grooming 4 4 | 1 2 4 4 4 [VN|VN|VN | VN | VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN
AM 4 4 |1 2 |3 4 4 4 (VNJVN | VN|VN | VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN
Analgesia 0 1 2 | 2 2 0 O [VN|VN|VN | VN |VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN

RD 4 4 | 2 |2 2 4 4 (VNJVN | VN|VN|VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN
Actividad E 4 4 | 1 2 3 4 4 (VNJVN | VN|VN | VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN
Pasividad 0 0| 3 ]2 2 0 O [VN|VN|VN | VN |VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN

R5 Grooming 2 2 | 1 3 4 4 4 (VNJVN | VN|VN|VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN
AM 4 4 | 2|3 4 4 4 [VN|VN|VN | VN | VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN
Analgesia 0 2 1 3|3 3 0 0O [VNJVN|VN|VN | VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN

RD 4 2 | 1 1 1 4 4 [VN|VN|VN | VN | VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN

AE 4 4 | 1 3 3 4 4 [VN|VN|VN | VN | VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN
Pasividad 0 0 | 3 1 0 0 O [VNJVN|VN|VN | VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN

R6 Grooming 4 4 | 1 3 4 4 4 [VN|VN|VN | VN | VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN
A M 4 4 | 2 |2 3 4 4 (VNJVN | VN|VN|VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN
Analgesia 0 1 1 2 2 0 O [VN|VN|VN | VN |VN|VN|VN| VN | VN | VN | VN | VN

RD 4 4 |1 3|2 2 4 4 (VNJVN|VN|VN|VN|[VN|VN|] VN | VN | VN | VN | VN

Escala numérica de 0 a 4. VN (valores Normales). AE (actividad espontanea), VN: 4; Pasividad, VN: 0; Grooming, VN: 4; AM
(actividad motora), VN: 4; Analgesia, VN: 0; RD (respuesta al dolor), VN: 4.

Los demas signos y comportamientos que se evaluaron en el Test de Irwin, no fueron alterados durante el tiempo que dur6 el estudio.
(Anexo X)




Tablas 21. Resultados del control de pesos inicial y final en la determinaciéon de DL50
oral del extracto etandlico de Dalea isidori Barneby y la ganancia de peso en
porcentaje.

Grupo | Animales | Peso | Peso | Ganancia Media de la SD
inicial | final | de peso % | ganancia de
peso %
Grupo R1 28 29 3.57 6,1267 4,3162
A R2 27 28 3.70
R3 27 30 11.11
Grupo R4 27 28 3.70 10,36 6,4921
B R5 28 31 10.71
R6 24 28 16.67

SD, Desviacion estandar R1, raton 1; R2, ratén 2; R3, raton 3; R4, ratén 4; R5, ratén
5: R6, raton 6.



Tabla 22. Resumen del examen microscopico de los principales érganos de los ratones. (Anexo X)

Fibras miocéardicas levemente
desordenadas e hipertrofia muy
marcada.

Infiltracion moderada de grasa a
nivel pericardico.

marcada congestion
ademas de una
extravasacion de
eritrocitos en la luz
de alveolos.
Moderado edema.

aguda con
degeneracion peri y
centrolobulillar;
inicios de necrosis
centrolobulillar.

Animal Corazon Pulmén Higado Rinon
Al Congestion moderada, algunas | Parénquima normal | Moderada Congestién aguda leve.
(blanco) | fibras presentan hipertrofia | con leve congestion. | congestibn  aguda | Vénulas, capilares peritubulares en
observandose nucleo prominente. | Alveolos y | con leve | la zona cortical y medular dilatados y
Infiltracion ligera de grasa a nivel | bronquiolos abiertos | degeneracion cargados de eritrocitos.
del miocardio y pericardio. y vacios. centrolobulillar. Integridad del epitelio tubular
R2 Congestion moderada. Parénquima Moderada Congestion aguada leve.
Fibras miocardicas levemente | levemente congestion aguda y | Vénulas, capilares glomerulares y
desordenadas, presentan | congestionado. moderada peritubulares cargados de
hipertrofia en gran cantidad. Sin alteracion a nivel | degeneracion eritrocitos.
Infiltracion ligera de grasa a nivel | de alveolos y | centrolobulillar. Integridad de epitelio tubular
del miocardio. bronquiolos.
R3 Congestion moderada. Parénquima con | Severa congestion | Congestion aguda moderada.
Fibras miocardicas desordenadas | moderada aguda con | Vénulas, capilares glomerulares vy
e hipertrofia marcada. congestion degeneracion peri y | peritubulares cargados de
Infiltracidn ligera de grasa a nivel | Ligero edema. centrolobulillar. eritrocitos.
del miocardio. Integridad de epitelio tubular.
R5 Congestion severa. Parénquima con | Severa congestion | Congestidn aguda leve.

Vénulas, capilares glomerulares y
peritubulares cargado de eritrocitos.
Integridad de epitelio tubular.




V. DISCUSION

La especie Dalea isidori Barneby “Yerbechil” es utilizada tradicionalmente por los
pobladores de Cajamarca, por sus propiedades antiinflamatorias, analgésicas
digestivas, entre otros; sin embargo, no hay informacién cientifica que corrobore

dichas propiedades terapéuticas.

Se revisé trabajos de investigaciéon con el fin de establecer nuestra metodologia de
trabajo. Villena et al.8, determiné el efecto antiinflamatorio del extracto hidroalcohdlico
de Oenothera rosea, en ratas, segun el modelo de edema subplantar inducido por
carragenina y el edema auricular inducido por xilol. Hoyos y Yep'® determinaron el
efecto antiinflamatorio del extracto hidroalcohdlico de la especie de Baccharis latifolia
“Chilco”, segun método del edema plantar inducido por carragenina. Por otro lado, el
estudio experimental de Toro'?, evalud la actividad analgésica aguda y crénica de
Phytolacca dioica; empleando el ensayo de retirada de la cola “Tail-Flick” (TF), y el
ensayo de placa caliente “Hot Plate” (HP), en ratones. Por ello, se decidié emplear el
método de edema plantar inducido por carragenina y el método de retirada de la cola
para la evaluacion de los efectos antiinflamatorio y analgésico del extracto etandlico
de Dalea isidori Barneby.

Se empled el extracto alcohdlico debido a que, segun el estudio de Churampi y
Montes?®, el extracto etandlico del fruto de Passiflora mollissima (Kunth) L.H. Bailey
“tumbo serrano” presentod efecto antinflamatorio y de acuerdo al estudio de Hoyos y
Yep'?, tanto los extractos acuosos como etandlicos presentan efecto antiinflamatorio.
Se realizé la prueba de solubilidad del extracto etandlico de Dalea isidori Barneby, asi
como la marcha fitoquimica, el andlisis cromatografico y la cuantificacidén de alcaloides

totales.



Los resultados de la prueba de solubilidad de la Tabla 10 (Anexo IV, Foto 1) muestran
el comportamiento polar de los componentes presentes en el extracto, siendo muy
soluble en metanol y etanol, poco soluble en cloroformo, n-butanol, n-hexano, acetato
de etilo, benceno, acido acético y agua destilada e insoluble en acetona y éter de
petrdleo. Basados en esto y segin Kuklinski®', los componentes posiblemente
presentes serian flavonoides en forma de aglicones y alcaloides como base libre y en

su forma de sal.

En la marcha fitoquimica, Tabla 11, (Anexo V, Foto 2-18) se encontraron taninos (por
la coloracién verde oscura probablemente estarian en alta concentraciones,
Velasquez*®), aminoacidos, cardendlidos, quinonas, esteroides, alcaloides y
flavonoides. Es importante mencionar, que en los estudios de Peralta et al. 20113,
Peralta et al. 20134, Peralta et al. 20147, Arango et al.5, Guffantte® y Belofsky et al.*?;

se aislaron flavanonas y flavanonas preniladas en otras especies Daleas.

Adicionalmente, se procedié a la identificacion por cromatografia los compuestos
flavonoides y alcaloides, por ser los compuestos a los que se les atribuye que
presentan actividad antiinflamatoria (Martinez'®, Hoyos y Yep'®) y propiedades

analgésicas (Lock®), (Tabla 10).

En el proceso de identificacion de flavonoides, Tabla 12, se logr6 una buena
separacion con el sistema de solventes butanol-4cido acético-agua (4:1:5), (Anexo VI,
Foto 22-23). Se obtuvo para las muestras del extracto M 1.1 y M 1.2 los Rfs de 0.30 y
0.29, respectivamente, las cuales fueron comparados con quercetina por sus
propiedades analgésicas y antiinflamatorias y rutina por sus propiedades
antiinflamatorias (Bonkanka3’). Se obtuvo para el estandar de quercetina un Rf de

0.897 y para el estandar de rutina Rf de 0.576, demostrandose asi la ausencia de



rutina y quercetina en la muestra, lo cual se corrobor6 al visualizar la placa
cromatografica con vapores de amoniaco y a la lampara de luz UV, donde la rutina
evidencio una coloracion amarilla y la quercetina una coloracion amarillo-anaranjado,
mientras que las muestras del extracto mostraron una coloracion anaranjada-verdosa
y para todos los casos, se observo fluorescencia. Debido a la coloracién de las
manchas de las muestras del extracto de Dalea isidori Barneby, segun Lock®;
posiblemente se tratarian de auronas con 4'OH libre y algunas chalconas 2- 6 4-OH.
Sin embargo, también podriamos sospechar de la presencia de flavanonas y
flavanonas preniladas, las cuales fueron aisladas en algunas especies de Dalea como:
Dalea Elegans (Peralta et al.20147), Dalea Boliviana (Peralta et al. 20113). Dalea

Searlsiae (Belofsky et al.*’), Dalea coerulea (Arango et al.®), Dalea mustii (Guffantte®).

En tanto para la identificacion de alcaloides, Tabla 13, (Anexo VI, Foto 19-21), se
utilizé el sistema de solventes cloroformo-metanol-amoniaco (10:1:1), dando un buen
rendimiento, elucidando dos fracciones (F1 y F2) las cuales al ser reveladas con
reactivo de Dragendorff, la F1 presentd una coloracion verde y no la coloracién

caracteristica anaranjada (Lock®°), sin embargo, la F2 si.

La F1 de ambas muestras del extracto presentaron un Rf similar a la estricnina,
obteniéndose lo siguiente: M1.1= 0.562, M1.2= 0.559 y estricnina= 0.56. Esta misma
fraccion vista en lampara con luz UV, evidenci6é una doble coloracién (un fondo azul
con un verde sobrepuesto), asimismo el estandar de estricnina evidencié similar
coloracion azul. En consecuencia, el extracto etandlico de Dalea isidori Barneby
probablemente presente alcaloides de naturaleza similar a la estricnina (inddlicos,
derivados del triptéfano), Kuklinski’’.La F2 de ambas muestras del extracto

presentaron los siguientes Rf: para M 1.1= 0.8 y para M.1.2 = 0.85, las cuales



visualizadas en lampara de luz UV evidenciaron una coloracion azul tenue, la cual no

se evidencid en ningun otro estdndar empleado.

La cuantificacion de alcaloides totales, Tabla 14 (Anexo XllI), se realiz6 con la finalidad
de corroborar la presencia de estos metabolitos secundarios en el extracto etandlico
de Dalea isidori Barneby obteniéndose 0.95 %, lo cual es equivalente a 950 mg de
alcaloides totales por cada 100 g de extracto seco, que a su vez equivale a 128 mg

de alcaloides totales por cada 100 g de la planta de Dalea isidori Barneby (0.128 %).

Luego se prosiguid con la determinacion del efecto antiinflamatorio y para tal fin, se
trabajé seglin el método del edema plantar inducido por carragenina (Sugishita et al°.
y CYTED*"). Segun Hoyos y Yep'? el mayor efecto de la carragenina se logra entre
las 3 y 5 horas de su administracion, sin embargo, en este estudio se evidencid que
tal efecto se presentd a las 2 horas, tiempo en el que se observa tendencia a la baja
de la meseta formada en la Figura 23, ademas también se observa en dicha figura
que la dosis de 250 mg/Kg del extracto etandlico de Dalea isidori Barneby, presenta
mayor efecto antiinflamatorio respecto a las otras dosis del extracto, pero menor

respecto a los patrones (AAS 50 mg/Kg y naproxeno 50 mg/Kg).

En la Tabla 16 y Figura 24 se muestran los resultados obtenidos de la actividad
antiinflamatoria los cuales son: 4%,10% y 2% con la dosis de 125 mg/Kg, 250 mg/Kg
y 500 mg/Kg del extracto etandlico de Dalea isidori Barneby, respectivamente; 17 %
para AAS 50 mg/Kg y 22% para naproxeno 50 mg/kg. Con estos resultados se
procedio a realizar la comparacion de la eficacia antiinflamatoria del extracto etandlico
de Dalea isidori Barneby con cada uno de los farmacos patrones. En la Figura 25, se
compara la eficacia antiinflamatoria de las tres dosis del extracto respecto al

naproxeno 50 mg/Kg, obteniéndose 18.20%, 45.50% y 9.10% con las dosis de 125



mg/Kg, 250 mg/Kg y 500 mg/Kg, respectivamente. Asimismo, la Figura 26 compara
la eficacia antiinflamatoria de las tres dosis del extracto respecto al AAS 50 mg/Kg,
obteniéndose 23.50%, 58.80% y 11.80% con las dosis de 125 mg/Kg, 250 mg/Kg y
500 mg/Kg, respectivamente. Dichos resultados evidencian que la dosis de 250 mg/Kg

del extracto de Dalea isidori Barneby, tiene el mayor efecto antiinflamatorio.

Se realizé la determinacion del efecto analgésico del extracto etandlico de Dalea
isidori Barneby, para lo cual se utiliz6 el test de retirada de la cola Tail-Flick (Gonzalez-

Darder#4).

En la Figura 27 se evidencia que el tiempo de reaccion al dolor (TRD) tiene una
tendencia a aumentar con el trascurrir de los minutos, lo cual demuestra el efecto
analgésico del extracto etandlico de Dalea isidoriBarneby. En el Anexo XV se muestra
el analisis ANOVA vy el test de Tukey de los valores del TRD de los datos tabulados
en la Tabla 17 estableciendo cual(es) de las dosis (125 mg/kg, 250 mg/Kg, 500 mg/Kg
y 750 mg/Kg) presenta mayor efecto analgésico a un tiempo determinado. Los datos
obtenidos a 0, 30 y 60 minutos, no evidenciaron diferencia significativa por lo cual no
se pudo establecer diferencia alguna entre los grupos tratados con las muestras
problema; sin embargo, los datos obtenidos a los 90 minutos si presentan diferencia
significativa (p<0.05). Por ello, se procedié a realizar el test de Tukey, donde por
comparaciones multiples se obtuvo que las dosis de 125 mg/Kg, y 250 mg/Kg de

extracto etandlico de Dalea isidori Barneby presentaron mayor efecto analgésico.

Para determinar el efecto analgésico, se calculd el porcentaje de incremento del
tiempo de reaccién al dolor (% In.TRD). En la Tabla 18 se muestran las medias del
% In.TRD, el andlisis ANOVA vy el test de Tukey de los mismos, donde observamos

que a los 90 minutos, se evidencia mayor % In.TRD, por ello la en la Figura 28 se



representa los porcentajes obtenidos, siendo 17.35%, 12.08%, 4.93% y 2.92% con las
dosis de 125 mg/Kg, 250 mg/Kg, 500 mg/Kg y 750 mg/Kg del extracto etandlico de
Dalea isidori Barneby, respectivamente; 23.03% para el tramadol 20 mg/Kg y 9.02%
para el paracetamol 400 mg/kg. En la Figura 29, se compara el porcentaje de la
actividad analgésica de las cuatro dosis del extracto respecto al tramadol 20 mg/Kg,
obteniéndose 84.02%, 52.45%, 21.41% y 12.68% con las dosis de 125 mg/Kg, 250
mg/Kg, 500 mg/Kg y 750 mg/Kg, respectivamente. Asimismo, la Figura 30 compara
el porcentaje de la actividad analgésica de las cuatro dosis del extracto respecto al
paracetamol 20 mg/Kg, obteniéndose 192.35%, 133.92%, 54.66% y 32.71% con las
dosis de 125 mg/Kg, 250 mg/Kg, 500 mg/Kg y 750 mg/Kg, respectivamente. Dichos
resultados evidencian que la dosis de 125 y 250 mg/Kg del extracto de Dalea isidori

Barneby, tiene el mayor efecto analgésico.

En la determinacién de DL50 el extracto de Dalea isidori Barneby administrado por via
intragastrica del extracto etandlico de Dalea isidori Barneby, de las Tablas 19 y 20, el
100% de los animales sobrevivieron, ademas los signos y comportamientos
monitoreados en el test de Irwin (Anexo IX), presentandose una disminucién de la
actividad espontanea, grooming y actividad motora; las cuales disminuyeron pasadas
las dos horas de iniciada la prueba. Respecto a la pasividad, esta se increment6 a las
2 horas de iniciada la prueba y regresé a la normalidad en las horas siguientes lo cual
segln Zevallos L%, seria indicador de una intoxicacion ligera o leve. La analgesia se
presentd en la mayoria de los ratones pasada la primera hora de iniciada la prueba y
desaparecié a las 24 horas. Transcurrido estos tiempos, los signos y comportamientos
se mantuvieron de forma normal hasta el dia 14 para ambos grupos. Referente al
control de peso corporal realizado a los ratones, Tabla 21, se evidencioé una ganancia

de peso de 6,12 % y 10, 30% en los grupos A y B respectivamente, lo cual indica que



la administracién oral de 2000 mg/Kg del extracto etandlico de Dalea isidori Barneby,
no afectd el desarrollo normal de los ratones. Adicionalmente, la Tabla 22,
correspondiente al resumen de los resultados obtenidos en el informe histopatoldgico
(Anexo XI), realizado por el laboratorio de histopatologia y parasitologia veterinaria de
la Universidad Cientifica del Sur, evidencié que las lesiones observadas en el
corazon, parénquima pulmonar, higado y rindn , son compatibles con el tipo de muerte
(traccion de la nuca) y la consecuente congestion general por la sobrecarga y trabajo
cardiaco durante la agonia; mas no por la administracion del extracto etandlico de
Dalea isidori Barneby. Sin embargo, la presencia de moderada a severa congestion
aguda y degeneracion peri y centrolobulillar en el tejido hepatico, nos podria dar
indicios de la probable actividad hepatotoxica del extracto etandlico de Dalea isidori

Barneby.

Por lo expuesto anteriormente y segiin la OECD Guia 23% (Anexo X), clasificamos al
extracto etandlico en la categoria 5 asignandole un DL50 mayor a 5000 mg/kg, acorde

al Sistema Global Armonizado (GHS).



VI.CONCLUSIONES

e El andlisis fisicoquimico a través de la marcha fitoquimica, indico la presencia
de flavonoides, alcaloides, taninos, aminodacidos, cardendlidos, quinonas,
esteroides y mediante el analisis cromatografico se identific6 de forma
presuntiva alcaloides del tipo inddlicos y flavonoides del tipo auronas,
chalconas y flavanonas.

e Ladosis de 250 mg/Kg del extracto etandlico de Dalea isidori Barneby presento
mayor efecto antiinflamatorio.

e Las dosis de 125 mg/Kg y 250 mg/Kg del extracto etandlico de Dalea isidori
Barneby presentaron mayor efecto analgésico.

e La toxicidad aguda (DL50) del extracto etandlico de Dalea isidori Barneby es

mayor a 5000 mg/kg.



VILRECOMENDACIONES

Realizar ensayos experimentales para determinar cual de las dosis (125 mg/Kg
y 250 mg/Kg) tiene mayor efecto analgésico.

Realizar estudios para evaluar el efecto antioxidante y antimicrobiano del
extracto etandlico de Dalea isidori Barneby.

Realizar otras investigaciones referentes a la seguridad del extracto etandlico
de Dalea isidori Barneby.

Disenar una formulacién farmacéutica para establecer su utilidad como una

terapia alternativa contra la inflamacién y el dolor.
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Anexo |

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Pert, DECANA DE AMERIA

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

Museo de
Historia

“Afio de la Consolidacién del Mar de Grau”

CONSTANCIA N° 188-USM-2016

EL JEFE (e ) DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal recibida de Camilo HONORIO URBINA y Margarita CAMACHO,
SILVA, estudiantes de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Facultad de
Farmacia y Bioquimica, ha sido estudiada y clasificada como: Dalea isidori Barneby y
tiene la siguiente posicidon taxonémica, segin el Sistema de Clasificacién de Cronquist
(1988).

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ROSIDAE
ORDEN: FABALES
FAMILIA: FABACEAE
GENERO: Dalea
ESPECIE: Dalea isidori Barneby -

Nombre vulgar: “hierba de chile”
Determinado por Blgo. Severo Baldedn Malpartida.

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para fines de
estudios.

Fecha, 13 de setiembre de 2016

Mag. ASUN NO ECHEVARRIA
JEFE (e) DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM)

DDB

V. Arenales 1256, Jesus Maria Telfs. (511)471-0117,470-4471 e-mail: museohn@unmsm.edu.p




Anexo Il

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
FACULTAD DE ZOOTECNIA-DEPARTAMENTO ACADEMICO DE NUTRICION
LABORATORIO DE EVALUACION NUTRICIONAL DE ALIMENTOS
Av. La Molina s/n - La Molina
TELEFAX 3480830

CONSTANCIA

Por medio de la presente hago constar que:

El sefior CAMILO HONORIO URBINA, ha realizado la compra de un total de 42
ratas albinas cepa Holtzman en el Laboratorio de Evaluacion Biologica de
Alimentos — Bioterio, de la Facultad de Zootecnia de la Universidad Nacional
Agraria la Molina, seglin Boleta de Venta N° 6856 correspondiente al presente
ano.

Se extiende la presente, para los fines que el interesado estime conveniente.

La Molina, 12 de Octubre del 2016

o) "7 { J /‘
K2z
Ing. Gloria Palacios Rinto
Jefe del Laboratorio de Evaltagion
Nutricional de Alimentos




Anexo Il

3 : UNIVERSIDAD PERUANA
: $ : CAYETANO HEREDIA

Bioterio - Vicerrectorado de Investigacion

CERTIFICADO

San Martin de Porres, 21 de septiembre de 2016

Mediante la Presente se certifica que las 42 ratones, hembras, de la cepa
albina Balb/c, adquiridos el 21 de septiembre de 2016 por el Sr. Camilo
Honorio Urbina, Quimico Farmacéutico de la UNMSM, estan en perfecto

estado sanitario y fisiolégico, para ser utilizada en cualquier protocolo Biomédico.

Atentamente;

Jefe de Boterio
LID - UPCH
C.M.V. 0955

Av. Honorio Delgado 430, Lima 31. Apartado postal 4314, Lima 100
Teléfono: (511) 319-0000 anexo: 2710
E-mail: Christian.pitot@upch.pe



Anexo IV

Prueba de solubilidad del extracto seco de Dalea isidori Barneby
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Foto 1. Prueba de solubilidad del extracto seco de Dalea
isidori Barneby. Muy soluble en etanol y metanol.
Insoluble en acetona y éter de petréleo. Solventes:
metanol, etanol cloroformo, n-butanol, n hexano, acetato
de etilo, benceno, acetona, éter de petréleo, acido acético



Marcha fitoquimica del extracto seco de Dalea isidori Barneby

Fraccion A
|
Foto 2. Identificacién de taninos. De izquierda Foto 3. Identificacion de
a derecha. Identificacion con reactivo de aminoacidos con reactivo
tricloruro de hierro, positivo (++++) € de ninhidrina. Positivo (+).

identificacibn con reactivo de gelatina,
positivo (+++).

Foto 4. Identificacion de Foto 5. Identificacion de Foto 6. Identificacion de

cardendlidos con reactivo quinonas con  reactivo ©steroides con reactivo

Keller-Killiani. Positivo (++). Borntrager. Positivo (++). Liebermann Burchard.
Positivo (+++).



Foto 7. Identificacion de
flavonoides con reactivo de
Shinoda. Positivo (+++).

Fraccion B

Foto 9. Identificacion de
quinonas con reactivo de
Borntrager. Positivo (++).

Foto 8. Identificacion de alcaloides. De izquierda a
derecha. Identificacion con R. Bouchardar, positivo
(+4); identificacién con R. Bertrand, positivo (+);
identificacion con R. Mayer, positivo (+) e
identificacion con R. Dragendorff, positivo (+++).

Foto 10. Identificacion de
esteroides con reactivo
Liebermann Burchard. Positivo
(++).



Fraccion C

Fraccion C+

Foto 11. Identificacién de Foto 12. Identificacion de
cardendlidos con reactivo esteroides con reactivo
Keller-Killiani. Positivo (++). Liebermann Burchard.

Positivo (++).

Fraccion C2

Foto 13. Identificacion de alcaloides. De izquierda
a derecha. ldentificacion con R. Dragendorff (++),
identificacion con Mayer (+), identificaciéon R.
Bertrand (+), identificacion R. Sommenscheich (+).



Fraccion D

Fraccion D+ Fraccion D2 Fraccion D3

Foto 14. Identificacion de Foto 15. Identificacion Foto 16. Identificacion de

flavonoides con reactivo de de leucoantocianidinas ~ cardendlidos con reactivo

Shinoda. Negativo (-). con reactivo Rosenheim.  Keller-Killiani. Negativo (-).
Negativo (-).

Fraccion D4

Foto 17. Identificacion de Foto 18. Identificacion de alcaloides. De
esteroides  con reactivo izquierda a derecha. Identificacién con R.
Liebermann Burchard. Dragendorff, positivo (+++) e identificacion con

Positivo (+). R. Mayer, positivo (++).



Anexo VI

Identificacion cromatografica del extracto seco de Dalea isidori Barneby

M 1.1: Extracto
M 1.2: Extracto

B: Brucina

P: Papaverina
E: Estricnina
C: Codeina
A: Atropina
M: Morfina

N: Nortriptilina
M11yM1.2:
Extracto de
Dalea isidori
Barneby.

F1 y F2:

Fraccién 1 y 2
del extracto de
Dalea isidori
Barneby.

M11 M12 B P E C A M N

L 2 AR TR S LT TR TURE MR

¢ &

Foto 19. Identificacion de alcaloides. Cromatografia capa fina sin
revelador de Dragendorff.

M11 M12 B P E

-
-
<«
-
< O
>
< =

Estricnina

Foto 20. Identificacion de alcaloides. Cromatografia capa fina
con revelador de Dragendorff.



M11 M12 B P E C A M N

M 1.1: Exiracto
F2
M 1.2: Extracto

B: Brucina F1
Papaverina
Estricnina
Codeina
Atropina
Morfina
Nortriptilina

Quercetina

PRzERXTOMD

Rutina Foto 21. Identificacion de alcaloides. Cromatografia

capa fina vista con luz UV.
M1.1 M1.2 Q

R
F1 y F2: } ¥ ¥ ¥
Fracciéon 1 y 2 , T
del extracto de :
Dalea isidori
Barneby.

Mi11yM1.2:
Extracto de
Dalea isidori
Barneby.

Foto 22. Identificacion de flavonoides. Cromatografia
capa fina con revelador de tricloruro de hierro.

M1.1 M1.2 Q

R
2N 2

Foto 23. Identificacion de
flavonoides. Cromatografia capa
fina vista con amoniaco + luz UV.



Anexo VII

Determinacion del efecto antiinflamatorio del extracto seco de Dalea isidori
Barneby

Foto 24. Exiracto seco de Dalea isidori
Barneby.

.{/ /A‘ﬂm

Foto 26. Lavado de la planta
Dalea isidori Barneby.

Foto 27. Equipo: Pletismometro digital PANLAB LE7500



Anexo VI

Determinacion del efecto analgésico del extracto seco de Dalea isidori Barneby.

Foto 28. Ratones hembras Foto 29. Ensayo de la cola.

Foto 31. Equipo: Analgesimetro de foco Tail-Flick
PANLAB LE7106 adaptado para ratones.



Anexo IX

Test de Irwin

i

|

Control

Muestra

| S ——
|. Estado de Vigilia

1. Actividad espontanea
2. Foco visual

3. Esterotipia
4. Pasividad

II. Conducta

1. Grooming
2. Vocalizaciéon

3. Inquietud
4. Irritabilidad
5. Temor

I1l. Excitacion del SNC

1. Actividad motora

2. Reaccién de alarma

3. Cola de Straub

4. Temblores

5. Espasmos

16. Convulsiones clénicas
7. Convulsiones ténicas
18. Fasciculaciones

9. Frecuencia respiratoria
10.Amplitud respiratoria

IV. Depresién del SNC

1. Actividad motora
2. Ataxia

3. Analgesia

4. Catatonia

5. Frecuencia respiratoria
i6. Amplitud respiratoria

V. Signos autonémicos

1. Ansiedad

2. Miccion
3. Sialorrea
4. Frecuencia cardiaca

5. Frecuencia respiratoria

\VI. Efectos oculares

9. Cromodacriorrea
BEESSS s ——————0

1. Enoftalmos

2. Exoftalmos

3. Diametro pupilar

4. Reflejo pupilar

5. Reflejo oculoparpebral
6. Apertura palpebral

8. Ptosis parpebral

\VIl. Tono muscular

1. Tono de los miembros
2. Fuerza de aprehension
3. Distensién corporal

4. Tono corporal
5. Tono abdominal

\Vill. Reflejos

1. Reflejo de flexién
2. Enderezamiento

3. Respuesta al tacto

IX. Observaciones
Dérmicas

4. Respuesta al dolor
e ==

1. Palidez

X. Muerte

1. Subita
2. Lenta

o Iojio 1o lchl—h bbbl Ola o Ol oOIOlMIIOIMIOlIdIOCIOO|IA|AIMIOIOIOICIOIOIC I#JIO oloio ILJIG [=JE RN |§F




Anexo X

Procedimiento de ensayo con una dosis inicial de 2000 mg/ Kg por peso corporal

5mg/ Kg | 50 mg/ Kg |« 300 mg/ Kg |
3 animales 3 animales |¢ 3 animales |e
f 2-3 )@ f 2-3 )( 0-1 ) f 2-3 ’ < 0-1 >
5 mg/Kg 50 mg/Kg 300 mg/Kg
3 animales 3 animales 3 animales

2-3 0-1
v

RO

—OO

|
1 2000 mg/Kg |
I 3animales I

[ I
1 2000 mg/ Kg
I 3 animales |

\ 4
Categoria 1 Categoria 2 Categoria 3 Categoria 4 Categoria 5 Categoria 5
>0-5 > 5-50 > 50-300 > 300-2000 > 2000-5000 o sin clasificacion |
R EEEEE——— e
* A 4 ‘ * * * \ 4 . i I
3 (hasta 50) otros 3 (hasta 300) || otros || 3(hasta | 2 (hasta | otro || 1 == 0
1" paso 1€" paso 2000) 2000) "
l l 1erpaso | 1¢ paso I I
v l v v v v
5 25 30 50 200 300 500 1000 | 2000 2500 5000 L a |

Para cada paso se utilizan 3 animales de un solo sexo (normalmente hembras).
-0,1,2,3: Nimero de moribundos o animales muertos para cada paso
-GHS: Sistema Global Armonizado (mg/Kg)

- a: Sin clasificacion

GHS

DL 50
concluido
mg/Kg por
peso corporal



Laboratorio de Histopatologia y Parasitologia Veterinaria

Anexo XI
FECHA DE RECEPCION 14/01/17 cODIGO
FECHA DE ENTREGA 28/01/17 HPL - 150A

INFORME HISTOPATOLOGICO

Nombre del Propietario / Solicitante

MARGARITA CAMACHO SILVA / CAMILO HONORIO URBINA.

Datos del Espécimen Informacioén de la Muestra
ESPECIE: RATAS () CITOLOGIA
RAZA: () POST-SACRIFICIO / MUERTE
SEXO: () PIEZA OPERATORIA

( ) NECROPSIA
EDAD: () COPROLOGIA
NOMBRE: ( ) RASPADO CUTANEO

( ) TRICOGRAMA

Recepcionado por: ROSARIO RAMIREZ MARINA

SARA CAROLINA PIZARRO R.

Antecedentes y/o Descripcion:

LAMINAS HISTOLOGICAS CON MUESTRAS DE CUATRO ORGANOS:
CORAZON, PULMON, HIGADO YIRINON DE RATONES SOMETIDOS
A UN ESTUDIO DE INVESTIGACION.

SE UTILIZO MICROSCOPIOS MARCA NIKON ECLIPSE E300,
REALIZANDOSE LA OBSERVACION A 3 AUMENTOS; 4 X, 10X Y 40X.



Laboratorio de Histopatologia y Parasitologia Veterinaria

Lectura de laminas

Se entregd 16 laminas para lectura histopatolégica, cuatro érganos: corazén, pulmén, higado

y rinon.

Se utilizé microscopios marca NIKON Eclipse E300,
aumentos; 4 X, 10X y 40X.

CORAZON
1) A1C

realizandose la observacién a 3

La muestra de corazdn
presenta una  congestién
moderada. Sin alteraciones en
las fibras miocardicas. Algunas
fibras presentan hipertrofia,
observandose  un  ndcleo
prominente. Ligera infiltracién
grasa a nivel de miocardio y
pericardio.

Foto 2. Aumento 10X.



Laboratorio de Histopatologia y Parasitologia Veterinaria

2) R2C

: La muestra de corazén
! presenta una congestién
i moderada. Fibras
. miocardicas levemente
! desordenadas,  presentan

i hipertrofia en gran cantidad.
. Se observa ligera
! infiltracion grasa a nivel de
i miocardio.

Foto 4. Aumento 40X
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CARRERA DE MVZ

Laboratorio de Histopatologia y Parasitologia Veterinaria

! La muestra de corazon ;
| presenta una congestion !
' moderada. Fibras i
! miocérdicas, desordenadas, |
las mismas presentan !
, i
I 1

. hipertrofia marcada.
' Ademas de una ligera !
i infiltracion grasa a nivel
. miocardico. i

Foto 6. Aumento 40X



Laboratorio de Histopatologia y Parasitologia Veterinaria

4) R5C

' La muestra de corazon
. presenta una  severa
; congestion. Fibras
' miocardicas levemente
i desordenas. Hipertrofia de
. las fibras muy marcadas.
' Moderada infiltracién grasa
i a nivel pericardico.

Foto 7. Aumento 10X

Foto 8. Aumento 40x.



Laboratorio de Histopatologia y Parasitologia Veterinaria

PULMON

La muestra de pulmén
presenta un parénquima
aparentemente normal.
Con una leve congestion,
Alveolos y bronquiolos
abiertos y vacios.

Foto 10. Aumento 40X



Laboratorio de Histopatologia y Parasitologia Veterinaria

2) R2PL

......................................

' Parénquima  pulmonar
' levemente congestionado.
i Sin alteracion a nivel de
. alveolos y bronquiolos.

Foto 12. Aumento 20X.



Laboratorio de Histopatologia y Parasitologia Veterinaria

7 ’h’” e |
) A.Q\-! 'lf‘ . Parénquima pulmonar !
: ‘--""-‘f‘. P N ;n'."’ ! presenta  una  moderada
‘a ’.."3" .,,'ﬁ‘,ﬁ;’ » B, N | congestion y ligero edema. i

Foto 14. Aumento 20X.



Laboratorio de Histopatologia y Parasitologia Veterinaria

4) R5PL

Foto 15. Aumento 4X.

..................................

Parénquima pulmonar '
presenta una marcada !
congestion, ademas de !
una extravasacion de i
eritrocitos en la luz de ;
alveolos. Moderado

Foto 16. Aumento 40X



Laboratorio de Histopatologia y Parasitologia Veterinaria

HiIGADO

Moderada congestion ;
hepatica aguda, con !

leve degeneracion
centrolobulillar. i

e i m i it ittt |

Foto 18. Aumento 40X
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......................................

' Moderada congestion
i hepatica aguda. Marcada
i degeneracién

i centrolobulillar.

Foto 20. Aumento 20X
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3) R3H

Severa congestion hepatica
aguda. Degeneracion peri y
centro lobulillar.

i m =g

Foto 21. Aumento 4X.

Foto 22. Aumento 20X.



Laboratorio de Histopatologia y Parasitologia Veterinaria

4) R5H

' Severa congestion hepatica
' aguda. Degeneracién peri y
1 centro lobulillar, con inicios de
i necrosis centrolobulillar.

Foto 23. Aumento 4X.

Foto 24. Aumento 40X



Laboratorio de Histopatologia y Parasitologia Veterinaria

RINON

1) AR

Congestioén renal aguda !
i leve, vénulas, capilares !
. peritubulares en la zona
! cortical y medular
! dilatados y cargados de |
: eritrocitos. Integridad de |
i epitelio tubular.

Foto 25. Aumento 4X.

Foto 26. Aumento 40X.



Laboratorio de Histopatologia y Parasitologia Veterinaria

2) R1R

Congestién renal aguda
leve, vénulas, capilares
glomerulares y
peritubulares cargados de
eritrocitos. Integridad de
epitelio tubular.

Foto 28. Aumento 40X



Laboratorio de Histopatologia y Parasitologia Veterinaria

3) R3R

Congestion renal aguda
moderada, vénulas,
capilares glomerulares y
peritubulares  cargados
de eritrocitos. Integridad
de epitelio tubular.

Foto 30. Aumento 40X
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4) R5R

Congestion renal aguda
leve, vénulas, capilares ;
glomerulares y
peritubulares cargados ‘!
de eritrocitos. Integridad !
de epitelio tubular. i

Foto 31. Aumento 4X.

Foto 32. Aumento 40X.



Laboratorio de Histopatologia y Parasitologia Veterinaria

Comentario:

Las lesiones observadas son compatibles con el tipo de muerte y la
consecuente congestion general por la sobrecarga y trabajo cardiaco durante
la agonia.

La sobrecoloracién, los artefactos y el estado congestivo muchas veces pueden
ocultar otro tipo de lesiones.

La lectura ha sido realizada en diferentes aumentos para no descartar nada en
la muestra histoldgica.

M.V. ROSARIO RAMIREZ MARINA  M.V. SARA CAROLINA PIZARRO RIVAS
CMVP 3031 CMVP 5894



Anexo XII

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Perti, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°00089-CPF-2017

ORDEN DE ANALISIS : 004400/2017
SOLICITADO POR : Margarita Camacho Silva
MUESTRA : EXTRACTO ETANOLICO DE Dalea isdori
barneby
N° DE LOTE Se—=s
CANTIDAD : : 01 Frasco ambar
FECHA DE RECEPCION : 29 de Marzo del 2017
FECHA DE FABRICACION B
FECHA DE VENCIMIENTO e
PRUEBA METODO RESULTADOS
IDENTIFICACION DE FLAVONOIDES :
Muestra 1.1 Cromatografia en capa fina Rf=030
Muestra 1.2 Cromatografia en capa fina RE=029
St. Rutina Cromatografia en capa fina Rf=0.576
St. Quercetina Cromatografia en capa fina Rf=0.897
IDENTIFICACION DE ALCALOIDES :
Muestra 1.1 Cromatografia en capa fina R, =0.562
Muestra 1.1 Cromatografia en capa fina Rf,=038
Muestra 1.2 Cromatografia en capa fina Rf,=0.559
Muestra 1.2 Cromatografia en capa fina Rf,= 0385
St. Estricnina Cromatografia en capa fina = —
Rf=056 = S
A *OLAIV,qI':fV:\
St. Morfina Cromatografia en capa fina X
' ,de‘retencién.

DEL MEDICAMENTO, DEL ALIMENTO Y DEL T0XICO”

1S0 9001

BUREAU VERITAS Ml /s
Certification

N° BR233265




UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Pert, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

CONCLUSIONES:
IDENTIFICACION DE FLAVONOIDES:

Las muestras 1.1 y 1.2 del extracto etandlico de Dalea isidori barneby presentaron factores de
retencién (Rf) de 0.30 Y 0.29 respectivamente, diferentes a los Rf obtenidos del estandar de rutina
de 0.576 y el estandar de quercetina de 0.897 en la cromatografia de capa fina.

IDENTIFICACION DE ALCALOIDES :

Las muestras 1.1 y 1.2 del extracto etandlico de Dalea isidori barneby presentaron unos Rf | de
0.562 y 0.559 respectivamente, mientras que el estindar de estricnina presento un Rf de 0.56 lo
cual indica probable presencia de alcaloides inddlicos, por otro lado, las muestras 1.1y 1.2 del
extracto etandlico de Dalea isidori barneby presentaron también unos Rf > de 0.8 y 0.85
respectivamente. El estandar de morfina present6 Rf de 0.24.

Lima, 10 de Abril del 2017 P
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Q.F. Nelson Bautista Cruz
Director del Centro de Control Analitico e
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MEDICAMENTO, DEL ALIMENTO Y DEL TOXICO” 1S0 9001

“ Lima 1 - Pert . BUREAU VERITAS
i tal 4559 - Lima 1 Certification
farmacia.unmsm.edu.pe e Erzasces




Anexo Xlil

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°00090-CPF-2017

ORDEN DE ANALISIS - 004400/2017

SOLICITADO POR : Margarita Camacho Silva

MUESTRA : EXTRACTO ETANOLICO DE DALEA ISIDOR1
BARNEBY

N°DE LOTE -

CANTIDAD : 01 Frasco ambar

FECHA DE RECEPCION : 29 de Marzo del 2017

FECHA DE FABRICACION D mmme———

FECHA DE VENCIMIENTO D mm————

PRUEBA METODO RESULTADOS
Y% Alcaloides totales Volumetria 0.95%

Lima, 10 de Abril del 2017
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Q.F.Nelson Bautista Cruz
Director del Centro de Control Analitico

ICAMENTO, DEL ALIMENTO Y DEL TOXICO” 1S0 9001

BUREAU VERITAS
Certification

UKAS
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N° BR233265 008
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Anexo XIV

Analisis estadistico (ANOVA y test de Tukey) de la variacion de volumen en la determinacion del efecto antiinflamatorio del extracto
etandlico de Dalea isidori Barneby.

] Tukey
Tiempo Grupo Vledia | anova controf | E-125 | E250 | E.500 AAS | Naproxeno
mg/Kg | mg/Kg mg/Kg 50mg/Kg 50 mg/Kg

30° [(Control 7450 | p=0,000" - NS 0.000* NS 0.000* 0.000*
E. 125 mg/Kg 7217 NS - 0.001* NS 0.000* 0.000*
E. 250 mg/Kg 4183 0.000* | 0.001* i 0.001* NS NS
E. 500 mg/Kg 7300 NS | NS | 0.001° = [0.000* 0.000*
AAS 50 mg/Kg 2317 0.000* [0.000* | NS | 0.000* i NS
Naproxeno 50 mg/Kg | 3767 0.000* | 0.000* NS 0.000* NS -

60’ Control 8317 | p=0,001" - NS NS NS 0.005* 0.011*
E. 125 mg/Kg 6133 NS - NS NS NS NS
E. 250 mg/Kg 6083 NS NS - NS NS NS
E. 500 mg/Kg 8200 NS NS NS i 0.008* 0.016"
AAS 50 mg/Kg 5167 0.005* | NS NS | 0.008* i NS
Naproxeno 50 mg/Kg | 5400 0.011* NS NS 0.016* NS -

120’ Control 1,2050 | P =0,648" - NS NS NS NS NS
E. 125 mg/Kg 1,1450 NS - NS NS NS NS
E. 250 mg/Kg 1,0750 NS NS - NS NS NS
E. 500 mg/Kg 1,2050 NS NS NS - NS NS
AAS 50 mg/Kg 1,0083 NS NS NS NS - NS
Naproxeno 50 mg/Kg | 1 0467 NS NS NS NS NS -

E: extracto. NS, No Significativo.




Continuacion.

Tiempo Grupo Media ANOVA Tukey
Control E. 125 E.250 E.500 AAS Naproxeno
mg/Kg mg/Kg mg/Kg 50mg/Kg 50 mg/Kg
180’ [Control 9217 | p =0,004* - NS NS NS NS 0.003*
E. 125 mg/Kg .8850 NS - NS NS NS 0.012*
E. 250 mg/Kg 7783 NS NS - NS NS NS
E. 500 mg/Kg .8683 NS NS NS - NS 0.022*
AAS 50 mg/Kg .8033 NS NS NS NS - NS
Naproxeno 50 mg/Kg | .6350 0.003* 0.012* NS 0.022* NS -
300’ [Control .8517 p =0,678 - NS NS NS NS NS
E. 125 mg/Kg .8517 NS - NS NS NS NS
E. 250 mg/Kg .8483 NS NS - NS NS NS
E. 500 mg/Kg .8333 NS NS NS - NS NS
AAS 50 mg/Kg 7667 NS NS NS NS - NS
Naproxeno 50 mg/Kg | .7717 NS NS NS NS NS -

E: extracto. NS, No Significativo.

*P < 0.05 significancia estadistica y se rechaza la Ho y se acepta la Ha, p> 0.05 no hay significancia estadistica y se acepta la Ho.



Anexo XV

Analisis estadistico (ANOVA vy test de Tukey) de los datos del tiempo de reaccion al dolor (segundos) en la determinacién del
efecto analgésico del extracto etandlico de Dalea isidori Barneby.

Tukey

T Grupo n| Media DS ANOVA | Tramadol | Paracetamol | E. 125 E.250 E.500 E.750
20 mg/Kg | 400 mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg

0’ Tramadol 20 mg/Kg 6| 48550 | 33851 NS NS NS NS NS NS

Paracetamol 400 mg/Kg | 6| 48683 | 37360 NS NS NS NS NS NS

E. 125 mg/Kg 6 5,0250 18876 0,806 NS NS NS NS NS NS

E. 250 mg/Kg 6 49900 | 20209 ’ NS NS NS NS NS NS

E. 500 mg/Kg 6 4,9567 10386 NS NS NS NS NS NS

E. 750 mg/Kg 6 4.9350 18897 NS NS NS NS NS NS

30’ [Tramadol 20 mg/Kg 6 5,0883 38763 NS NS NS NS NS NS

Paracetamol 400 mg/Kg | 6 4,9950 41635 NS NS NS NS NS NS

E. 125 mg/Kg 6 52083 | 24003 NS NS NS NS NS NS

E. 250 mg/Kg 6| 50817 | 18968 0,743 NS NS NS NS NS NS

E. 500 mg/Kg 6 50767 | 11810 NS NS NS NS NS NS

E. 750 mg/Kg 6 49717 | 18137 NS NS NS NS NS NS




Continuacion.

Tukey
T Grupo N Media DS ANOVA | Tramadol | Paracetamol E. 125 E.250 E.500 E.750
20 mg/Kg | 400 mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg
60’ [Tramadol 20 mg/Kg 6 53917 44897 NS NS NS NS NS NS
Paracetamol 400 mg/Kg | 6 51233 45981 NS NS NS NS NS NS
E. 125 mg/Kg 6 55233 33500 0,125 NS NS NS NS NS NS
E. 250 mg/Kg 6 5.2667 25586 NS NS NS NS NS NS
E. 500 mg/Kg 6 51917 15842 NS NS NS NS NS NS
E. 750 mg/Kg 6 5.0100 19637 NS NS NS NS NS NS
90’ [Tramadol 20 mg/Kg 6 5.9667 35809 NS 0,039* NS NS 0,010* 0,000"
Paracetamol 400 mg/Kg | 6 5.3150 53137 0,039* NS NS NS NS NS
E. 125 mg/Kg 6 58967 38542 NS NS NS NS 0,024* 0,005*
E. 250 mg/Kg 6| 55017 | 35667 0.000* NS NS NS NS NS NS
E. 500 mg/Kg 6 52017 20990 0,010* NS NS NS NS NS
E. 750 mg/Kg 6 50783 19580 0,000* NS NS NS NS NS

T, tiempo; N, numero de animales;’, minutos; DS, desviacion estandar; E., extracto. NS, No Significativo.

*P < 0.05 significancia estadistica, p> 0.05 no hay significancia estadistica.




