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RESUMEN

La presente investigacion se llevd acabo para determinar el efecto antiinflamatorio
del extracto alcohdlico de hojas de Morus nigra L. en ratas albinas. La marcha
fitoquimica determiné la presencia de compuestos fenolicos como flavonoides,
glicosidos y alcaloides. En la cromatografia en capa fina se identificé flavonoides,
mediante Espectrofotometria Ultravioleta se determind la presencia de flavonoides
totales por 3.26 mg de quercetina / en mL de extracto alcohdlico de hojas de
Morus nigra L. Se evaluo el efecto antiinflamatorio mediante el método del edema
plantar inducido por carragenina, descrito en el manual Cyted y Validacion UPCH.
El método consiste en provocar una reaccion inflamatoria en la pata posterior
derecha de los animales de experimentacién. Se utilizaron 25 ratas albinas
(machos) cepa Holtzman distribuidas en 5 grupos: Control; dosis de 250, 500 y
1000mg/kg de extracto alcohdlico de hojas de Morus nigra L.; Naproxeno
40mg/kg. La aplicacion de los tratamientos fue por via oral. El extracto alcohdlico
de hojas de Morus nigra L mostré efecto antiinflamatorio significativa (p<0,05) a
dosis de 500 y 1000mg/kg inducidas por carragenina al 1% en las patas de las
ratas por 58 y 80.97% respectivamente. Asi mismo demuestra que el tratamiento
con extracto alcohdlico de hojas de Morus nigra L. a dosis de 1000mg/kg tiene

buen efecto antiinflamatorio.

Palabras claves: Morus nigra L., extracto alcohdlico, marcha fitoquimica,

compuestos fendlicos, cromatografia en capa fina, espectrofotometria ultravioleta.
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ABSTRACT

The present investigation was to determine just the antiinfammatory effect of
alcoholic extract of Morus nigra L. leaves in albino rats. The phytochemical action
determined the presence of phenolic compounds such as flavonoids, glycosides
and alkaloids. In the thin layer chromatography flavonoids was identified by UV
spectrophotometry the presence of total flavonoids was determined by 26.3 mg of
quercetin / in mL of alcohol leaves Morus nigra L. extract the antiinflammatory
effect was evaluated by the method of edema plantar induced carrageenan,
described in Manual and Cyted validation UPCH. The method involves an
inflammatory reaction causing the right hind paw of the experimental animals. 25
albino rats (male) strain Holtzman in 5 groups were used: control; doses of 250,
500 and 1000mg /kg of alcoholic extract of Morus nigra L. leaves; Naproxen 40mg
/kg. The application of treatments was orally. The alcoholic extract of Morus nigra
L. leaves showed significant anti-inflammatory effect (p <0.05) at doses of 500 and
1000 mg / kg induced 1% carrageenin in rat paws by 58 and 80.97% respectively.
Also it demonstrates that treatment with alcoholic extract of Morus nigra L. leaves

at doses of 1000 mg / kg has good anti-inflammatory effect.

Keywords: Morus nigra L., alcoholic extract, phytochemical action, phenolics, thin

layer chromatography, UV spectrophotometry.
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INTRODUCCION

Las plantas medicinales son un importante recurso terapéutico utilizado por
muchos paises. La FAO respalda que los conocimientos de los pobladores
indigenas “han contribuido al descubrimiento de alrededor de las tres cuartas
partes de los medicamentos de origen vegetal que se utilizan ampliamente en el
mundo desarrollado”. En el Peru el uso de la medicina natural es una practica
comun, especialmente en provincias es una valiosa contribucién en la solucion de
problemas de la salud, que en la actualidad se encuentra en estado critico, debido
a la falta de medicamentos ademas de los precios altos en el mercado nacional y
a esto se suma los problemas del uso irracional de los medicamentos que tiene
como consecuencias las reacciones adversas e interacciones medicamentosas.
(36).

En el transcurso del tiempo se han ido incrementado los estudios para evaluar los
diferentes efectos de las plantas medicinales pero todavia no son suficientes, se
debe aprovechar todo el conocimiento empirico de sus propiedades curativas que
han sido heredados de nuestros antepasados, estos que han sido acumulando

durante milenios y han llegado a ser parte de las tradiciones de muchas culturas.

La Morus nigra L. se utiliza como diurético, antitusigeno y antiinflamatorio. Los
extractos de plantas de la familia Morera han demostrado poseer actividades
antiinflamatorias en muchos modelos animales. El presente trabajo de
investigacion evalué el efecto antiinflamatorio del extracto alcohodlico de hojas de
Morus nigra L. en ratas albinas, de esta manera se contribuye al
aprovechamiento de nuestra naturaleza siendo una evidencia mas para que esta

planta pueda ser aprovechada por nuestro pais.



CAPITULO |I: PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. DESCRIPCION DE LA REALIDAD PROBLEMATICA
La inflamacién, es una respuesta del sistema inmune a una lesién de
cualquier origen, por eso la inflamacion tiene un papel importante en la
patogénesis y control de muchas enfermedades como neoplasias, sepsis,
artritis reumatoide y otras. (1)
La inflamacion cronica tiene un efecto negativo en las enfermedades
neoplasicas y carcinogénesis, ya que los mediadores y células de la
inflamacion son componentes indispensables en la carcinogénesis y
progresion de un tumor.(2) Un ejemplo de ello es la inflamacién intraprostatica
cronica que esta relacionada a la carcinogénesis en la prostata.(3) La
formacion de adenocarcinomas y polipos benignos en animales de
experimentacion por sobreexpresion génica de las enzimas ciclooxigenasas,
mediadores de la inflamacién, reduccion de adenocarcinomas y polipos en
animales de experimentacion con inhibicion génica de las enzimas
ciclooxigenasas.(4) El cancer es una de las principales causas de morbilidad
y mortalidad en el mundo. En el afio 2012 se registraron alrededor de 14
millones de nuevos casos. El cancer es la segunda causa de muerte en el
mundo; en 2015, ocasion6 8,8 millones de defunciones. Casi una de cada
seis defunciones en el mundo se debe a esta enfermedad. (5) Los tumores
malignos y enfermedades neoplasicas fueron la principal causa de muerte
(20.1%) en el Peru el afio 2014. (6)
La sepsis severa es un sindrome causado por una inflamacién sistémica
inducida por una infeccién. Esta es la principal causa de muerte en nifios
menores de cinco afios en el mundo.(7) Se estima que la carga
epidemioldgica de sepsis es de mas de treinta millones de personas en el
mundo por afio y que la mortalidad esta cerca de los seis millones segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS).(8) Esta es responsable de
aproximadamente 35 000 muertes maternas y pueden contribuir con hasta
100 000 muertes maternas al afo. (9)
El sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, es la presencia de un estado
de respuesta inflamatoria continua con repercusiones sistémicas. Mediante

un estudio retrospectivo de casos y controles se reportdé que entre 1989 —
2



2003, en la Unidad de Terapia Intensiva Pediatrica en un hospital de México,
el sindrome de respuesta inflamatoria sistémica aumenta en un 34 % la
probabilidad de defuncién, el estudio se realiz6 en nifios quemados con edad
promedio de 3.5 afios. (10)

La prevalencia mundial de la artritis reumatoide, una enfermedad inflamatoria,
es de cerca del uno por ciento. Un gran numero de comorbilidades se asocian
con la inflamacion sistémica y contribuyen a la mortalidad de pacientes con
artritis reumatoide. El riesgo de mortalidad de pacientes con artritis
reumatoide aumenta en 52 % por accidentes de cerebros vasculares. (11)

La inflamacion esta relacionada a muchas enfermedades porque es sintoma
de muchas de ellas y por ser parte de la fisiopatologia de varias otras. Por
ello es facil suponer que en algin momento todas las personas la padecieron.
Por esa razén los medicamentos antiinflamatorios no esteroideos son muy
consumidos, se estima que treinta millones de personas la consumen en el
mundo diariamente.(12) Pero que a su vez son responsables de
aproximadamente el 10 al 30 % de las Ulceras pépticas y entre el 15 al 35 %
de las complicaciones de las Ulceras pépticas. (13)

La medicina tradicional herbaria es una practica milenaria ampliamente
difundida y aceptada por los diferentes estratos sociales y econémicos, la
OMS estima que mas del 80 % de la poblacion mundial la us6 en algun
momento de su vida. (14) Ademas es una practica que requiere ser validada
con el necesario rigor cientifico. (15) Aproximadamente 4,5 billones de
personas en el planeta usan la medicina tradicional herbaria como principal
sistema de salud o fuente Unica de la misma. (16) La presente investigacion
pretende validar el conocimiento popular de la especie Morus nigra L. y con
este conocimiento poder inspirar futuras investigaciones que puedan afirmar

la inocuidad y/o aislamiento de sustancias con efecto farmacoldgico.



1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

1.2.1. PROBLEMA GENERAL

¢ El extracto alcohdlico de hojas de Morus nigra L. presentara efecto
antiinflamatorio en ratas albinas?

1.2.2. PROBLEMAS ESPECIFICOS

1.2.2.1. ¢Qué tipos de metabolitos presentara el extracto alcohdlico de
hojas de Morus nigra L.?

1.2.2.2. ¢A qué dosis el extracto alcohdlico de hojas de Morus nigra L.

presentara efecto antiinflamatorio en ratas albinas?

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto antiinflamatorio del extracto alcohdlico de hojas
de Morus nigra L en ratas albinas.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.3.2.1. Identificar los tipos metabolitos presentes en el extracto
alcohdlico de hojas de Morus nigra L. que se relacionan
con el efecto antiinflamatorio.

1.3.2.2. Evaluar el efecto antiinflamatorio en varias dosis del extracto

alcohdlico de hojas de Morus nigra L. en ratas albinas.



1.4. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA DEL ESTUDIO

En la actualidad la mayoria de farmacos que se utilizan para el tratamiento de
la inflamacion, 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 poblacion de hoy muestra mayor
interés hacia el uso de productos medicinales naturales. Por tal motivo, es de
suma importancia investigar y sugerir terapias alternativas (tiles para
disminuir estos padecimientos mediante el uso de productos de origen
natural, ya que estos cuentan con un gran potencial farmacologico y
econdémico. El Perl, cuenta con especies vegetales de reconocida actividad
medicinal que fueron utilizadas como medicina tradicional; Asi tenemos;
El llantén (Plantago major L.) que destaca el tratamiento de afecciones
respiratorias, problemas digestivos y curacion de heridas. La hojas de Morus
nigra L. tiene usos tradicionales por sus propiedades antinflamatorias e
hipoglucemiantes. Es necesario, que a través de técnicas modernas de
investigacion, se evalle a Morus nigra L. debido a sus propiedades
medicinales, ademas a su facil acceso a diversos lugares accesibles y al bajo
costo. Esta investigacion a las hojas de Morus nigra L. ofrece una alternativa
de tratamiento para quienes padecen de procesos inflamatorios, dejando de
lado el uso de farmacos que en la mayoria de los casos presentan efectos
adversos y de manera se amplia los estudios de esta planta, contribuyendo a

en caminar futuros proyectos de investigacion.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES DEL ESTUDIO

La busqueda bibliografica nos ha permitido identificar los siguientes

antecedentes:
2.1.1. Nacionales

Dunstan CA y et al. (1997). En su investigacion: “Evaluation of some
Samoan and Peruvian medicinal plants by prostaglandin biosynthesis
and rat ear oedema assays” Se planteo el objetivo de evaluar el efecto
antiinflamatorio de extractos de 38 plantas de Samoa y 8 extractos de
plantas Peruanas usadas en la medicina tradicional de la tribu Shipibo-
Conibo. Realizaron un estudio pre-clinico experimental controlado in
vitro y otro estudio pre-clinico experimental longitudinal controlado in
vivo con la finalidad de identificar el efecto antiinflamatorio mediante la
evaluacion de la biosintesis de prostaglandinas y medida del diametro
de orejas inducidas a inflamacion con etil fenilpropiolato en ratas
macho con 38 extractos de plantas de Samoa y 8 extractos de plantas
usadas en la medicina tradicional de la tribu Shipibo-Conibo, entre las
que se encuentran las raices de Artocarpus altilis (Moraceae) etno
taxones uno; dos y tres, respectivamente. El ensayo in vitro muestra
64+3, 77+2 y 8012 % inhibicion de la biosintesis de prostaglandinas en
Artocarpus altilis, los etnotaxones 1; 2 y 3 respectivamente. El ensayo
de edema inducido en oreja de ratas muestra efecto antiinflamatorio
estadisticamente significativo, entre los resultados mas relevante del
ensayo in vivo se encuentra 35%4, 27+3, 30t7 y 3718 % en el
etnotaxén dos después de 30 minutos, una, dos y tres horas de
inducida la inflamacién, respectivamente. Concluyeron que, al existir un
gran numero de inhibidores de ciclooxigenasas a los que se le podria
atribuir el efecto antiinflamatorio, la combinacion de los datos de la
literatura quimica y farmacoldgica, ademas de los resultados obtenidos
pueden ayudar a explicar el efecto antiinflamatorio de estas especies

vegetales de la medicina tradicional. (17)



Villanueva BE (2016) y Huahuarunta J (2015). Las investigaciones:
“Determinacion del valor nutritivo y energético de las hojas de morera
(Morus alba L.) y eritrina (Erythrina sp) para cuyes” y “Determinacién
del valor nutritivo de la morera (Morus alba L.) a los 45 y 60 dias de
rebrote para su uso en la alimentacion animal” plantearon evaluar el
valor nutritivo de las hojas de la especie vegetal Morus alba L. para
animales. Las especies vegetales fueron colectadas en las regiones
Cusco y Trujillo. Ambos autores muestran valores proteicos bastante
similares entre 22.8 - 23.5 %. Ademas del resultado mencionado otros
resultados como contenido de carbohidratos, fosforo, calcio, magnesio,
nutrientes totales y nutrientes digeribles se consideraron para que los
dos autores concluyan que las hojas de Morus alba L. son una buena
alternativa como alimento o insumo para alimento de animales como
cuyes. (18,19)

Narciso y et al. (2011). En la investigacion: “Estudio Preliminar de la
Actividad Antiinflamatoria del Extracto etandlico de los tallos de
Ageratina sternbergiana (DC.) R.M. King & H.Rob (Zun Zun)”. Se
planteé el objetivo de determinar la propiedad antiinflamatoria de la
planta Ageratina sternbergiana (DC.) R.M. King & H.Rob ~Zun Zun”,
utilizada para afecciones que implican procesos inflamatorios. Se
evaluo la actividad antiinflamatoria mediante el Método del edema
subplantar segun Winter et. al. Se utilizé 18 ratones albinos (hembras y
machos) cepa Balb C53 distribuidos en 6 grupos: control (sin
tratamiento) ,3 grupos con extracto etanodlico de tallos a dosis de 50,
100 y 200 mg / Kg; 1 grupo con extracto etandlico de tallos hidrolizado
a dosis de 160 mg/Kg y 1 grupo con indometacina en dosis de 10
mg/Kg. La aplicacion de los tratamientos fue por via oral. Los
resultados farmacoldgicos indicaron que el tratamiento con extracto
etandlico de los tallos de Ageratina sternbergiana (DC.) R.M. King &
H.Rob “Zun Zun”, a dosis de 200 mg/Kg tuvo mayor efectividad
antiinflamatoria. Asi mismo el andlisis fitoquimico de los tallos de la
planta, revelé la presencia de azucares, flavonoides, alcaloides,

esteroides, camarinas, taninos y aminoacidos. (60)



2.1.2. Internacionales

Padilha M. et al. (2010). El trabajo titulado: “Antiinflammatory
properties of Morus nigra L. leaves”. Se planteo el objetivo, evaluar el
efecto antiinflamatorio del extracto diclorometano de Morus nigra L. con
un modelo experimental en animales. El efecto antiinflamatorio del
extracto soluble en diclorometano de las hojas de Morus nigra L.
provenientes de Brasil se evalué con dos estudios experimentales
controlados in vivo en ratas. Ademas se aislaron e identificaron tres
compuestos con efecto antiinflamatorio (previamente reportado),
germanicol; acido betulinico y [-sitosterol. Se evalué el efecto
antiinflamatorio con un pletismémetro sobre el edema plantar inducido
por carragenina en 40 ratas machos de pesos entre 120 a 122 g
divididas en cinco grupos, control; extracto 30,100 y 300 mg/kg e
indometacina, administrados por via oral, siendo la dosis 300mg/kg del
extracto la mas activa (p<0.05) que el control pero menos que la
indometacina (p<0.001). El efecto antiinflamatorio también, mediante la
masa de un granuloma inducido con un pellet de algodén en 40 ratas
machos de pesos entre 120 a 122 g divididas en cinco grupos, control;
extracto 30 100 y 300 mg/kg y dexametasona, administrados por via
oral, siendo la dosis 300mg/kg del extracto la mas activa (p<0.001) que
el control pero menos que la dexametasona (p<0.001). Concluyeron,
que el efecto antiinflamatorio podria ser debido a la presencia del
germanicol, acido betulinico y B-sitosterol en el extracto diclorometano.
(20)

Basnet P y et al. (1993). En el trabajo titulado: “Two new 2-
arylbenzofuran derivatives from hypoglycemic activity-bearing fractions
of Morus insignis”. Se aislaron tres benzofuranos, dos esteroides, un
triterpeno y dos flavonoides mediantes un fraccionamiento y
aislamiento guiado por ensayos para determinar el efecto
hipoglicemiante en ratas macho, inducidas a diabetes por
estreptozocina en buffer citrato de pH 4.5 intravenosa, con cinco

semanas de edad y pesos que varian entre los 120 a 140 g. El ensayo
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se realizd en el extracto etanolico al 70% de las hojas de Morus
insignis, proveniente de Argentina, y con las fracciones solubles en
acetato de etilo, n-butanol y agua del extracto mencionado. Las dosis
evaluadas fueron 100mg/kg de extracto etanolito y 50mg/kg vy
100mg/kg de las fracciones. El extracto mostr6 hasta un 35 % de
reduccion de la glucemia después de veinte dosis, siendo la fraccion
acuosa la mas activa al reducir hasta un 23.7 % de la glucemia con

dosis Unica. (21)

Cazafna Y.y et al. (2010) .En su investigacion “Morera (Morus Alba L.):
Propiedad Antiinflamatoria” Menciona que tuvo como objetivo
determinar la actividad antiinflamatoria de extractos acuosos de hoja,
tallo y raiz de Morus Alba L. variedad tigreada en ratas Wistar machos
(150-200g.), utiliz6 el modelo de induccién del edema en patas de
ratas carragenina, trabajo con 30 ratas induciendo el edema en las
patas con carragenina. Los resultados de la actividad antiinflamatoria
con los diferentes extractos de morera a una dosis de 400 mg/kg a las
cuatro horas de ensayo, mostraron un aumento de la inhibicion del
edema con relacion al control, donde a las ratas les fueron
administradas solucion salina. Entre los extractos las raices
presentaron los mayores valores (40,2 %) seguido del extracto acuoso
de hojas (22,8%), ambos inferiores a la indometacina utilizada como
control positivo en el experimento. Los resultados de la especie Morus
Alba L. presenta una marcada propiedad antiinflamatoria. La especie
ubicada en Matanzas, especificamente la variedad Tigreada muestra
un efecto antiinflamatorio. Los extractos acuosos de las hojas, tallo y
raiz, de esta variedad, presentaron un aumento significativo (a = 0,05)
de la inhibicion del edema con relacion al control. Entre los extractos,
las raices presentaron los mayores valores con un 40,2 % de inhibicién.
Llegé a la conclusion de que la especie Morus Alba L. presenta
actividad antiinflamatoria y antioxidante especialmente en las raices en

mayor porcentaje encontradas en ratas albinas. (22)



Diaz M. y et al. (2015). En su investigacion “Evaluacién de la actividad
antimicrobiana de extractos frescos de hojas de Morus alba L.”
Menciona que tuvo como objetivo determinar cualitativamente la
presencia de fenoles y flavonoides y evaluar la capacidad
antimicrobiana de diferentes extractos frescos de hojas de morera
frente a patdgenos bacterianos. Para los ensayos de fitoquimica y de
actividad antimicrobiana se utilizaron hojas de 2 variedades (tigreada e
indonesia) y 2 hibridos (IZ 15/7 e 1Z 64) de M. alba en un disefio
totalmente aleatorizado con un control positivo y tres negativos
(antibidticos).Se  utilizé6 extractos frescos para la actividad
antimicrobiana, la cual se determino por el método de perforaciones en
agar frente a cinco microorganismos que afectan tanto a los animales
como al ser humano: Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomona aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y Streptococcus f3
hemolitico. Se concluyé que en todos los extractos hay presencia
abundante de flavonoides y de fenoles activos frente a los
microorganismos patdgenos evaluados sin diferencias significativas
entre ellos. Se sugiere la utilizacion de Morus alba L. como una
alternativa saludable para enriquecer la dieta animal y se recomienda el
uso de estos extractos con fines farmacéuticos para combatir las
enfermedades originadas por los microorganismos que se estudiaron.
(23)

Chen y et al. (2016) En la investigacion: "Anti-inflammatory and
antinociceptive properties of flavonoids from the fruits of black mulberry
(Morus nigra L.)" Analizaron el efecto antiinflamatorio y antinociceptivo
del extracto de flavonoides del fruto de Morus nigra L. Se obtuvo un
extracto de flavonoides a partir de una extraccion asistida por
ultrasonido con etanol 38% del marco desengrasado con éter de
petréleo, en un equipo soxhlet, de los frutos de Morus nigra L.
colectada en China. El efecto antiinflamatorio se evalué mediante tres
ensayos: Evaluando el porcentaje inhibicion del edema plantar, con un

caliper, inducido con carragenina; porcentaje de inhibicion del edema
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en orejas, con una balanza analitica, inducido con xileno y la cantidad
de citoquinas proinflamatorias (Interleuquina-1f3, factor de necrosis
tumoral-y, interferon-y) y 6xido nitrico, producidas mediante un ensayo
inmunologico, por la aplicacion topica de xileno y la aplicacion
intraperitoneal de acido acético 0.6%. Concluyeron que el extracto de
flavonoides de los frutos de Morus nigra L. cuenta con efecto

analgésico y antiinflamatorio de 50 y 100 mg/kg. (24)
2.2. BASES TEORICAS
2.2.1. Inflamacién

En el cuerpo humano existen varios mecanismos de defensa y uno de
los mas importantes es la inflamacion. Este mecanismo de defensa
pretende aislar y eliminar el agente causal de una lesion, enddgeno o
exogeno, para luego restaurar la funcionalidad del area dafiada pero si
el agente causal persiste da lugar a la inflamacién crénica. (25)

Inflamacion crénica

La inflamacion crénica propicia muchos ambientes negativos para la
salud del ser humano como el estrés oxidativo y este a su vez con

otros mas peligrosos como la diabetes mellitus y el cancer. (26,27)
2.2.2. Causas de la inflamacién

Después de una agresion por medio de la infeccion de wun
microorganismo, lesion tisular, estrés o disfuncién celular la inflamacion
pretende combatir el microorganismo, reparar la lesion tisular vy
adaptarse ante el estrés para volver a un estado de hemostasis. (1)
Esta respuesta se logra principalmente por la interaccion entre las
prostaglandinas y sus receptores fisiol6gicos. (27)

2.2.3. Fases de la inflamacién

La inflamacion se puede dividir sistematicamente, en 5 etapas:
Liberacion de mediadores, efecto de los mediadores, llegada de
moléculas y células inmunes al foco inflamatorio, regulaciéon del

proceso inflamatorio y reparacion. (28)
11



Liberacion de mediadores

Los mediadores son sustancias liberadas y/o sintetizadas por células
inflamatorias como mastocito-macrofago, polimorfonucleares y otros

linfocitos.(1)

La liberacion de estos es consecuencia de varios eventos como: La
activacion de los suficientes factores activados del sistema del
complemento, por la activacion del mastocito cuando conecta sus
receptores de la fraccion constante (FceR) con dos inmunoglobulinas E
(IgE) que previamente reconocieron un antigeno y la activacion de la
adenilato-ciclasa y de la fosfolipasa Az (PL Az2) que resulta a la fusion
de los granulos, que contiene mediadores de inflamacion, con la
membrana de las células inflamatorias y sintesis de acido araquiddnico.
Los mediadores presentes en los granulos previamente mencionados
son: Heparina, enzimas proteoliticas y y factores quimiotacticos de
neutroéfilos y eosindfilos. El &cido araquidonico es el precursor de las
enzimas ciclooxigenasas, aquellas que dan origen a las
prostaglandinas (PG) y tromboxanos (TX), y lipooxigenasas, aquellas

gue dan origen a las leucotrienos (LT) (29)
Efecto de los mediadores

Histamina. Se encuentra en difundido en varias partes del cuerpo
humano y lo almacena principalmente las células cebadas (mastocitos)
y basdfilos. Actian sobre cuatro diferentes receptores (H1, H2, H3 y
H4). Al interaccionar con H1 produce incremento de la permeabilidad y

vasodilatacion, al actuar con H2 efectos reguladores de la inflamacion.

Enzimas proteoliticas. Algunas de las liberadas por los mastocitos con

llevan a la formacion de kininas, peptidos que producen vasodilatacion,

estimulacion nerviosa del dolor y aumento de permeabilidad vascular.

Factores guimiotacticos. Contienen péptidos y proteinas que atraen

células inflamatorias como eosindfilos y neutréfilos al lugar de la

inflamacion luego activarlos.
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Prostaglandina E2 (PG E»). Provoca dolor y vasodilatacion. Junto al

factor C5a y leucotrieno B4 aumentan la permeabilidad vascular.

LeucotrienoB4. Es un factor quimiotactico para polimorfonucleares y

macrofagos.

Factor _activador de plaguetas. Entre los efectos que produce este

mediador, tenemos: Estimula la agregacion plaquetaria al activar a las
plaguetas, liberacién de mediadores de los granulos de las plaquetas
en la coagulacion sanguinea. Ademas de ser factor quimiotactico y

activador de neutrdfilos.
Llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio

Esta fase se comprende en un primer momento que a través de los
efectos de algunos anticuerpos, sistema del complemento, proteina C
reactiva y factores de coagulacién se traspasan algunas moléculas de
la sangre al lugar de la inflamacion. Un segundo momento comprende

la llegada de células inmunes al lugar de la inflamacién.

Los basofilos, neutréfilos, macréfagos, eosindfilos y linfocitos B y T son

algunas de las células implicadas en esta fase.
Regulacién de la respuesta inflamatoria

El fendmeno inflamatorio debe ser regulado para evitar respuestas
exageradas o negativas sobre la salud. Para esta regulacién estan

involucrados estos factores:

Histamina. Al interactuar con los receptores H2 inhibe la liberacion de
mediadores por los mastocitos y basofilos, frena la actividad del

neutrdfilo y la quimiotaxis, activa linfocitos T supresores.

Heparina. Tiene un efecto negativo sobre la coagulacion sanguinea y

activacion de factores de la cascada del complemento.

Eosinofilo. Cuando es atraida al lugar de la inflamacién por factores
qguimiotacticos libera mediadores que degradan mediadores de la

inflamacion.
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Reparacion

Desde el momento que la lesiébn o microorganismo causante de la
inflamacion desaparece o se elimina en esta fase. Comprende la
llegada y proliferacién de fibroblastos que sintetizardn colageno,
proliferacion de células epiteliales y neovascularizacion cuando es el

caso de heridas. (28)

2.2.4. Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)
También son conocidos como farmacos analgésicos, antipiréticos
porque la mayoria tiene accion antiinflamatoria, analgésica y

antipirética. (45)

Accion antiinflamatoria

Los aines disminuyen los sintomas de la inflamacion (dolor, calor,
edema, enrojecimiento) sus propiedades farmacologicas se derivan por
su capacidad de inhibir la enzima ciclooxigenasa, en consecuencia, la
sintesis de prostaglandinas, prostaciclina y tromboxanos mas no de
leucotrienos.

Este efecto no solo se explica por la inhibicion de COX, sino que
también inhibe una serie de procesos asociados a la membrana de
células caracteristicas del proceso antiinflamatorio (neutrdfilos,
macréfagos y linfocitos). (45)

2.2.5. Farmaco patrén empleado en el ensayo
Naproxeno Sédico: Patron empleado en el ensayo

CH,
COOH

CH,0

Figura N°1: Estructura quimica del Naproxeno. (49)

Fuente: www.librosfarmacologia.com/guiafarmacos/naproxeno
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2.2.6.

Es un derivado del acido propionico y pertenece al grupo de los AINES
con propiedades antiinflamatorias, actividad analgésica, antipirética.
(59)

Tiene propiedades analgésicas, antiinflamatorias y antipiréticas, efectos
que se atribuyen a su capacidad para bloquear la biosintesis de
prostaglandinas, tromboxanos y prostaciclinas por inhibicion de la
sintetasa de prostaglandinas (ciclooxigenasa).

Inhiben tanto la COX-1 como la COX-2. También inhibe la agregacion
plaguetaria y prolonga el tiempo de protombina. Se absorbe bien a
través de la mucosa gastrointestinal y las concentraciones maximas
sonen 1la 2 horas después de la administracion oral.

Los alimentos modifican la rapidez, pero no el grado de absorcion.
Una caracteristica del naproxeno es su vida plasmatica mas larga: 13
horas.

Se une en 99% a las proteinas plasmaticas. Se distribuye en todo el
organismo, incluyendo la barrera hematoencefalica y la placentaria. Se
metabolizan en higado y se elimina con la orina y la leche materna.
(59)

Flavonoides

El reino vegetal cuenta con numerosas especies bioldgicas con
compuestos quimicos con actividad antiinflamatoria. Un ejemplo de
esto son el eugenol pirogalol, y los acidos clorogénico, ferulico, cafeico,
cumarico, vainillinico, siringico, protoocatequinico y gentisico que
pueden inhibir a las ciclooxigenasas 1 y 2 y la formacién de o6xido

nitrico. (30). Asi tenemos:
Flavonoides antiinflamatorios

Estos importantes metabolitos secundarios, con una estructura general
2-fenilcromen-4-ona con un sistema CsC3Cs, estan altamente

difundidos en todo el reino vegetal. (31)
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Entre los flavonoides mas difundidos con efecto antiinflamatorio se
encuentra la quercetina, genisteina, rutina, kanferol, apigenina y otros.
(32-36)

Figura N°2: Ndcleo bésico de los flavonoides
Fuente: Lock de Ugaz O.(31)

2.2.6.1. Efectos farmacoldgicos de diferentes flavonoides en

humanos y animales.
Tabla N°1. Efectos farmacologicos de diferentes flavonoides en humanos y

animales. (45)

ACTIVIDADES COMPUESTOS
FARMACOLOGICAS

Quercetina, hesperidina, miricitrina, 5,7-dimetoxi-
flavanona-4'-O-[B-D-apiofuranosil-(1—-2)]-B-D-

Analgésica glucopiranoésido,
Antialérgica Quercetina.
Antiaterogénica Quercetina.
Apigenina, crisina, gosipina, hibrifolina, hipolaetina-8-
Antiinflamatoria B-D-glucdsido, luteolina,  miricetina,  nepetina,

guercetina, guercitrina, rutina, sidertoflavonona.
2.2.7. Alcaloides

Los alcaloides son sustancias organicas Yy generalmente de origen
vegetal. Se caracterizan, en general, por tener una estructura compleja

y por ejercer acciones fisiologicas diversas inclusive a dosis muy bajas.
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2.2.8.

Son téxicos y capaces de precipitar con ciertos reactivos
caracteristicos. No obstante, 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, H y N.
Algunos tienen oxigeno y poco azufre. El nitrogeno 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 o mas atomos de nitrdgeno como parte del
sistema ciclico, manifiestan significativamente la  actividad
farmacolégica y han sido biosintetizados de aminoacidos como
precursores, a los cuales se les denomina alcaloides verdaderos, los
mismos que se diferencian de los protoalcaloides o aminas biologicas,
como las alquilaminas, biosintetizadas también de aminoécidos 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. (45)
Morus nigra L.
2.2.8.1. Descripcion Boténica

Morus nigra L. es un arbol de hoja caduca que crece a 10 m
por 15 m a una velocidad lenta. Florece de mayo a junio y las
semillas maduran de agosto a septiembre. La especie es
monoica (las flores individuales son masculinas o femeninas,
pero ambos sexos se pueden encontrar en la misma planta).
Adecuado para suelos ligeros (arenosos), medianos
(arcillosos), de preferencia suelos bien drenados. Puede
crecer en semi-sombra (bosque claro) o sin sombra. Puede

tolerar la contaminacion atmosférica. (37)
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2.2.8.2. Clasificacion taxondmica. Constancia Botanica (Anexo N°2).
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida

Subclase: Hamamelidae
Orden: Urticales

Familia: Moraceae

Género: Morus

Especie: Morus nigra L

2.2.8.3. Usos Tradicionales de Morus nigra L.

En Brasil la infusion de las hojas son usadas para disminuir
niveles de colesterol y presiéon arterial, reposicion hormonal

femenina y para prevenir derrames. (38)

En Pakistan la decoccién de las hojas y raiz son usados como

analgésicos. (39)

En Turquia la decoccién de las hojas son usados para

enfermedades renales. (40)

En Afganistan el fruto es usado para tratar la diarrea y como
lavado estomacal. (41)

En la India la ingesta del fruto es usado como laxante y las
hojas como astringente, es aplicado sobre heridas y cortes

como antiinflamatorio. (42)

En Perl las hojas son usadas para combatir la diabetes,
también como antitusigeno y antiinflamatorio. (43)
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2.3. HIPOTESIS
2.3.1. Hipotesis General

El extracto alcohdlico de hojas de Morus nigra L. presenta efecto

antiinflamatorio en ratas albinas.
2.3.2. Hipotesis Especificas

2.3.2.1. El extracto alcohdlico de hojas de Morus nigra L. contienen

tipos de metabolitos relacionados con el efecto antiinflamatorio.

2.3.2.2. El extracto alcoholico de hojas de Morus nigra L. presenta

efecto antiinflamatorio a diferente dosis.

2.4. VARIABLES

2.4.1. Variable independiente
Los componentes quimicos del extracto alcohdlico de hojas de Morus

nigra L.

2.4.2. Variable dependiente

Efecto antiinflamatorio
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2.5. TABLA DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Tabla N°2: Operacionalizacion de variables.

VARIABLES DIMENSIONES INDICADORES | FUENTE INTRUMENTO
Los Presencia de tipos de | Presencia de | Marcha
componentes metabolitos compuestos fitoquimica Ficha de observacion
guimicos del fendlicos, Ad-hoc
extracto glicosidos,
alcohdlico  de Alcaloides
hojas de Morus
nigra L.
Administracion oral de | Diferencia de | Balanza
Efecto la dosis 1, 2 y 3 en Pesos de las analitica Ficha de observacion

antiinflamatorio

ratas.
(250 mg/kg, 500 mg/kg
y 1000

respectivamente)

mg/kg

patas de la rata
(pata derecha con
edema inducido y
pata izquierda).

Ad-hoc
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2.6. MARCO CONCEPTUAL

1. Antinflamatorios no esteroideos (AINES).También son conocidos como
farmacos analgésicos antipiréticos, porque la mayoria tiene accién
antiinflamatoria, analgésica y antipirética. (46)

2. Calor. Aumento de la temperatura de la zona inflamada debido a un mayor
flujo sanguineo en el &rea traumatica, y esto se debe a la vasodilatacion y
al incremento del consumo local de oxigeno. (46)

3. Citocinas. Son polipéptidos producidos principalmente por macrofagos y
linfocitos. Ambas células son de aparicion tardia en el desarrollo de la
respuesta inflamatoria. (45)

4. Dolor. 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. (45)

5. Extractos Hidroalcohdlicos. Son extractos liquidos concentrados,
obtenidos de la extraccion de una planta o parte de ella, utilizando como
solvente alcohol y agua. Presentan sedimento, color y aroma
caracteristicos de la planta de la cual se obtienen. (46)

6. Flavonoides. Son compuestos fendlicos constituyentes de la parte no
energética de la dieta humana. Se encuentran en vegetales, semillas,
frutas y en bebidas como vino y cerveza. (46)

7. Humedad. El agua libre que contiene el material vegetal. El contenido de
humedad en la planta fresca varia del 60 a 80% y durante el proceso de
secado. (45)

8. Inflamacidn. Es el conjunto de respuestas de los tejidos vivos frente a una
agresion fisica, infecciosa o autoinmune. (44)

9. Mediadores de la inflamacién. La inflamacion puede ser originada por
factores enddgenos (necrosis tisular o fractura 6sea) o factores exégenos
como lesiones por agentes mecdanicos, fisicos, quimicos, biolégicos
(microorganismos) e inmunolégicos (reacciones de hipersensibilidad). (45)

10.Principios activos. Los principios activos de los vegetales utilizados en la

medicina aparecen en toda la planta, ya sea en las flores, semillas, hojas,
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tallos o frutos. Estos principios pueden variar a lo largo en una misma
especie y en una misma planta de acuerdo a muchos factores como por
ejemplo la época del afio, caracteristicas del suelo, su altura, localizacién
geografica. (46)

11.Pulverizado. Es un proceso mecénico que sirve para reducir el tamafio de
particula. El fin de este paso es el de aumentar la superficie de contacto de
la droga con el solvente, lo cual facilita una mejor y mayor disolucion de los
principios activos. (45)

12.Rubor. Corresponde al color rojo de la zona inflamada y se debe a la
acumulacion de sangre. (46)

13.Secado de hoja. Es la etapa mas critica e importante. Generalmente se
secan todas las plantas, excepto aquellas que van a ser empleadas para
extraer aceites esenciales, preparar algunas tinturas y extractos. (45)

14.Sistema del complemento. Existen noxas que en si mismas no generan
dafio tisular en forma directa, pero son reconocidas como agentes extrafios
al organismo y que por esa condicibn puede inducir una respuesta
inflamatoria. (45)

15. Tumefaccion. Consiste en el aumento de tamafio de la region o el érgano
inflamado y es la consecuencia de la acumulacién de sangre y de exudado

en el foco inflamatorio. (46)
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CAPITULO Ill: METODO

3.1 NIVEL

Explicativo. Esta investigacion es de nivel explicativo, debido a que su
propoésito es demostrar que los cambios en las variables dependientes fueron

causados por la variable independiente. (34)
3.2. DISENO

Experimental

3.3. POBLACION Y MUESTRA

La poblacién del estudio fitoquimico fueron 6 arboles en 6m? del Distrito del
Agustino en la Region Lima y la muestra son 3kg. de hojas frescas de Morus

nigra L.

En el estudio farmacolégico se utiliz6 25 ratas albinas machos cepa
Holtzman, segun la Validacion UPCH: Ensayos farmacoldgicos: Actividad

Antiinflamatoria por edema plantar (anexo N°3, 49)

3.4. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS
3.4.1. Técnicas.

La recolecciéon de datos de la investigacion se realiz6 mediante la
técnica de observacion por la cual se registraron datos que nos

permitieron desarrollar la presente investigacion. (60)
3.4.2. Instrumentos de Recoleccion de Datos:

El instrumento de recoleccion de datos que se utilizd en la presente
investigacion fueron fichas de observacion ad-hoc elaboradas para los

fines especificos de la investigacion.

El instrumento que se utilizd para la recoleccién de datos del estudio

fitoquimico fue una Ficha de Observacion ad-hoc.
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Asi mismo el instrumento que se utilizd para la recoleccion de datos del
estudio farmacolégico fue una Ficha de Observacion Ad-hoc. (Anexos
N°5y 6).

3.4.3. Validacién de Instrumentos:

El instrumento que se empleo fueron fichas de observacién Ad-hoc de
recoleccion de datos, estas fueron viables debido a su sencillez y
econdmicas para la aplicacion del investigador. Asi mismo requirieron
de validacion previa a su aplicacion final, la cual se establecié en base

a la determinacion de su viabilidad, confiabilidad y validez.

La validez de contenido de las fichas de observacién Ad-hoc de
recoleccion de datos se realizd6 mediante la evaluacion por juicio de 2

expertos (anexos N°7-10)

= Dr. Nesquen Tasayco Yataco
= Mg. Jacinto Hervias, Pedro

3.4.4. Materiales, reactivos y equipos.
A. Materiales:

= Beaker x 50, 100 mL
= Pipetas de 5,10mL
= Papel filtro
= Embudo simple
» Frascos color ambar de 50, 100, 250 y 1 000 mL
= Bagueta
= Balanza analitica
= Tubos de ensayos
= Gradilla para tubos de ensayos
= Campana extractora
= Pipeta graduada x 10 mL
= Propipeta
» Pizeta con agua destilada
= Espatula
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B. Reactivos:

= Etanol

= Metanol

= Eter de petrdleo
= Acetato de etilo
= Agua destilada

= Butanol

= Cloroformo

= Shinoda

= Dragendorff

= Mayer
= Wagner
» Gelatina

= Reaccion con FeCI3

= Molish

* Fehling

*= Lugol
C. Equipos:

» Balanza analitica

= Balanza gramera

= Estufa

= Campana extractora

» Equipo de diseccion, para los cortes de las patas
» Sonda nasogastrica

3.5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
3.5.1. Recoleccién y procesamiento pos cosecha,

Se recolecté 3 kg de hojas frescas de Morus nigra L. de 6 arboles en
4m? el mes de octubre del afio 2017 en horas de la mafana en el
Distrito del Agustino, alrededor del Hospital Hipdlito Unanue en la

Region Lima. Luego se seleccioné el material vegetal, las hojas mas
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3.5.2.

3.5.3.

frescas se limpiaron con alcohol de 96° con brocha y algodon para
luego secar las hojas limpias seleccionadas sobre papel kraft a
temperatura ambiente bajo la sombra. Acto seguido, se procedi6 a
pesar 1850 g de hojas seca de Morus nigra L. se redujeron de tamafio
mediante trituracion mecanica para ser vertidas en un frasco de vidrio
color ambar y macerar el material vegetal seco con etanol de 96°
durante siete dias, con agitacion constante y luego se filtré el liquido
resultante con una gasa sobre un embudo de vidrio. El liquido
conseguido se concentré a sequedad en una estufa de aire circulante a
40 C° en el laboratorio de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas de la
Universidad Inca Garcilaso de la Vega, hasta lograr obtener 110g de

extracto crudo seco.
Prueba de solubilidad

Se realiz6 la prueba de solubilidad en el laboratorio de Universidad Inca
Garcilaso de la Vega. Se coloc6 0.3 g del extracto seco en 10 ml de
etanol y se verti6 1 ml en cada uno de los 8 tubos de ensayos,
adicionamos 3 ml de los disolventes indicados (Eter de petroleo,
cloroformo, ciclo hexano, acetona, metanol, etanol, n-butanol y agua
destilada) se agit6. Se observé la formacion de mezcla soluble (mezcla
homogénea) y mezcla insoluble (mezcla heterogénea).

Marcha Fitoquimica

Se prepara los reactivos en el laboratorio de Universidad Inca Garcilaso
de la Vega. El cual tiene como objetivo determinar la presencia de tipos
de metabolitos del extracto de hojas de Morus nigra L.

Se disperso 0.3 g del extracto seco en 10 ml de etanol y se vertido 1 ml
en 12 tubos de ensayo ejecutar los ensayos de Fehling, Lugol,
Ninhidrina,2,4-DNF, Shinoda, Cloruro Férrico, Gelatina (31)
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Metabolitos Primarios

A. Prueba para Glacidos.

Reactivo de Fehling Ay B

A la muestra de le afiade 5 mL de Fehling Ay B y se lleva a
bafio maria la presencia de un precipitado anaranjado ladrillo
nos da la presencia de Glucidos en la muestra.

B. Prueba para Almidon.

Reactivo de Lugol
A la muestra se le afiade 1 gotas de Lugol si presenta una

coloracion oscura nos da la presencia de almidon en la muestra.

C. Prueba para Cetonas.

Reactivo de 2,4 Dinitrofenilhidrazina (DNPH)
A la muestra se le aflade 1 gotas de DNPH si presenta un
precipitado amarillo o naranja rojizo nos da la presencia de

cetonas en la muestra.

D. Prueba de Aminoacidos

Ninhidrina
A la muestra se le agrega 3 gotas del reactivo de ninhidrina
luego se agité y se llevd a bafio maria. Siendo el resultado

positivo cuando se observa una coloracién violacea.

Metabolitos Secundarios

A. Prueba de Flavonoides y Compuestos Fendlicos.

Reactivo de Shinoda.- (Limaduras de magnesio + HCI
concentrado), da coloraciones amarillas a rojas (flavonas y
flavonoles), si la coloracién es rojo a magenta (flavanonoles), si
son coloraciones rojo, violeta o azul (flavanonas), si son
amarillos (isoflavonas), si esta no presenta coloracién pueden

ser isoflavononas, chalconas y auronas.

Reactivo de Cloruro Férrico.- (Cloruro férrico disuelto en
agua), daran coloraciones azul, verde o negra cuando se agrega

de 3 a 5 gotas, prueba general.
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e Reactivo de Gelatina al 1%.- (Gelatina + cloruro de sodio), da
un precipitado blanco cuando se agrega de 3 a 5 gotas, prueba

para taninos.

B. Prueba para Alcaloides
= Reactivo de Mayer
(Yoduro de mercurio y potasio), da una coloracion blanca a
crema cuando se adiciona unas 3 a 5 gotas a la solucién

acidulada del extracto.

o« Reactivo de Wagner.- (yodo-yoduro de potasio), da una

coloracién marron cuando se agrega de 3 a 5 gotas.

e Reactivo de Dragendorff.- (Yoduro de bismuto y potasio), da
una coloracion rojo a naranja cuando se adiciona unas 3 a 5
gotas a la solucién acidulada del extracto. (31)

3.5.4. Cromatografia en Capa fina.

Para las pruebas de cromatografia en capa fina es un método muy
empleado en la actualidad para la separacion de mezclas de toda clase

de productos naturales.

Ambiente de trabajo: Se realiz6é en la Universidad Peruana Cayetano
Heredia. (Anexo N°14)

Muestra: Extracto alcohdlico de hojas de Morus nigra L.

Preparaciéon de la muestra: Se peso6 0.3 g del extracto alcohdlico seco

de hojas de Morus nigra L. y se reconstituy6 en 10 mL de etanol 96%
Método: Cromatografia en capa fina (31):

i. Sistema de solventes: n-butanol: acido acético: agua (3:1:1)
il. Soporte: Silica gel 60F254

iii. Revelador: Reactivo de tricloruro de aluminio. Luz UV 254nm
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3.5.4.1. Andlisis cromatografico de flavonoides.
Se disolvié 1 mg de quercetina estandar en 1 ml de etanol para

dar origen a la solucion estandar (ST).

En un cromatofolio de silica gel 60F 254 de 10x5 cm se aplico
con un capilar 4 veces ST y en una a 2 cm a su derecha se
aplicé 4 veces con un capilar la solucién 0.3 g de extracto en

10 ml usada en la marcha fitoquimica.

La fase movil para este ensayo se prepar6 con n-butanol: 4cido
acético: agua (BAW) en la proporcion 3:1:1 en una pera de
decantacion para poder tomar solo la fase organica, que se

encuentra arriba.

El cromatofolio se puso en un beaker de 250 ml con la fase
movil BAW para que en ese material se desarrolle la

cromatografia en capa fina.

3.5.5. Determinacién de flavonoides totales

Ambiente de trabajo: Se realiz6 en la Universidad Peruana Cayetano
Heredia. (Anexo N°15)

Método: Volumetria (39, Técnica Interna SCC-UPCH)
Muestra problema: Extracto alcohdlico de hojas de Morus nigra L

El ensayo de flavonoides totales mediante espectrofotometria
ultravioleta fue realizado segun Zhishen y et Al. (39)

Se desarrollé una curva de calibracién con el estandar de quercetina.
Para ello se disolvié 50.2 mg de quercetina en 50 ml en etanol (St) y de
esa solucion se tom6 1.2, 5y 10 ml y las tres se diluyeron en 50 ml de

etanol, resultando las soluciones St1, St2 y St3 respectivamente.

En un tubo de ensayo marcado como blanco (B) se vertio 1 ml de agua
destilada y a otros 3 tubos se vertieron 1 ml de Stl, St2 y St3

respectivamente pero en tubo de ensayo diferente se verti6 1 ml del
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extracto a 0.01 g/ml (0.2g disueltos en 20 ml de etanol), designado
como M.

Se vertié 150 yl de NaNO2 al 5 % a los 5 tubos de ensayo luego se
agitod y se dejo reposar 5 minutos. Luego se vertio 150 pl de AICIz 10 %
a los 5 tubos de ensayos y se homogenizé. Después se vertieron 2 ml
de NaOH 4 % mas 1.7 ml de agua para luego agitar los tubos de
ensayo Yy dejar reposar 15 minutos para luego analizar la absorbancia
de cada a contenido de los 5 tubos de ensayo a 415 nm de longitud de
onda. Cada muestra fue analizada por triplicado. (Anexo N°15)

3.5.6. Toxicidad oral aguda

El ensayo se desarrollo en la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

Se evalud la toxicidad oral aguda en ratas segun el ensayo 423 de la

guia OECD para evaluar sustancias quimicas. (36)

Se usaron 9 ratas distribuidas en 3 grupos con 3 animales de
experimentacion cada uno: Grupo control, experimental y repeticion.
Los animales de experimentacion fueron adquiridas del bioterio de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia con un correcto estado
sanitario fisiolégico (anexo N°4). Después de adquiridas fueron
ambientadas por 5 dias de acuerdo con el modelo experimental.
Durante todo en ensayo y periodo de ambientacién, los animales
fueron alimentados e hidratados ad libitum mantenidos a una
temperatura de 22 + 2 °C con ciclos de 12 horas de luz y 12 horas de

oscuridad en el bioterio.

Durante el periodo del ensayo a los grupos experimental y repeticiéon se
le administr6 2000 mg/kg de peso corporal y el volumen de
administracion fue de 1 mL y al grupo control se le administré solo el
diluyente. El ensayo duré 14 dias y en ese periodo se pretendié evaluar
si hay mortalidad y si existen conductas anormales (como alteracion en
la actividad motriz, postracion, depresion, irritabilidad) o presencia de
signos de toxicidad (como salivacién, convulsion, piloereccion, disnea,
diarrea, entre otros) ademas de la variacion de peso corporal antes del
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ensayo e interdiario durante el ensayo. Después del ensayo los
animales de experimentacion fueron sacrificados por dislocacion

cervical. Tabla N°3.

Tabla N°3: Tratamientos de experimentacion de toxicidad aguda.

Dosis N° de animales Peso por grupos
(mg/Kg) Machos (9)
2000 3 225,80
2000 (repeticion) 3 232,76
Control: Agua destilada 3 225,41

3.5.7. Efecto antiinflamatorio

Ambiente de trabajo: El estudio farmacoldgico se desarrolldo en el
Bioterio de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

Método: edema plantar inducido por carragenina fue realizado segun
el método descrito en el manual Cyted y Validacion UPCH (49, Anexo
N°3).

Fundamento del método: Se basa en la induccién de la inflamacion
por inyeccion subplantar (pata posterior derecha de la rata) de una
suspension de A carragenina al 1% (0.1 mL), cuyo principal signo es la
formacion de edema, el cual es medido con la diferencia de pesos de
las patas de las ratas derechas (edema inducido) con los de la pata
izquierda, previamente cortadas (después de haber sido sacrificadas).
Muestra problema: Extracto alcohdlico de hojas de Morus nigra L.
Patron: Naproxeno sédico 40mg/kg.

Animales de experimentacion: 25 ratas albinas machos, de la cepa
Holtzman, con peso promedio de 220 + 20g, de 8 - 10 semanas de
edad procedentes del bioterio Universidad Peruana Cayetano Heredia
con un correcto estado sanitario fisiolégico (anexo N°4). Los animales
fueron alimentados e hidratados ad libitum mantenidos a una
temperatura de 22 + 2 °C con ciclos de 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad en el bioterio. Después de ser adquiridas se dio el proceso
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de cuarentena para la aclimatacion a las condiciones ambientales y
conductuales por 5 dias. (Ambientadas).

Divididas de forma aleatoria en cinco grupos denominados: Control,
Naproxeno Sadico, dosis 1, dosis 2 y dosis 3. Los animales de
experimentacion tuvieron un peso promedio de 224 g. Tabla N°4.

Tabla N°4: Tratamientos de experimentacion del efecto

antiinflamatorio.

Grupos de Tratamientos | Animales Dosis (mg/kg )
Control: Agua destilada 5 | -
Naproxeno Sodico 5 40
Dosis 1 5 250
Dosis 2 5 500
Dosis 3 5 1000

Preparacion de las muestras problema: Se procedié a pesar a las
ratas de cada grupo dosis 1, 2 y 3 de 250, 500 y 1000 mg/kg
respectivamente (n=5), obteniendo un peso promedio en cada caso.

Las muestras se prepararon con el extracto seco obtenido 110g (que
se detall6 en 3.5.1). Se desarroll6 los calculos necesarios para obtener
el total de extracto seco a utilizar por dia. Asi mismo es necesario
mencionar que se prepard dosis para para 8 ratas por precaucion de

alguna perdida. (Anexo N°17)

Efecto antinflamatorio: Se administré6 40 mg/kg de Naproxeno Sdédico
al grupo denominado de la misma manera y 250, 500 y 1000 mg/kg de
extracto alcohdlico de hojas de Morus nigra L. a los grupos dosis 1; 2 y
3 respectivamente con una sonda nasogastrica. Se administré6 1 ml de
tratamiento en los grupos con su respectiva concentracion por 21 dias.
24 horas después de la ultima administracion se aplico 0.1 carragenina
1% p/v sobre solucion salina (NaCl 0.9%) a todos los grupos como se
evidencia en la tabla N°5. Luego de 2 horas se sacrificaron las ratas
para pesar las patas de las ratas y registrar la diferencia entre los

pesos de las patas derechas (con edema) con los de la pata izquierda.
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Tabla N°5. Cuadro de dosis y volumen de tratamiento y sustancia

inductora de edema en el ensayo para evaluar el efecto antiinflamatorio

Vol. de Vol. de

Grupo Dosis del carragenina | tratamiento N° de

tratamiento 3% p/v administrado ratas
Control 0 0.1 ml 1ml 5

Naproxeno

Sédico 40 mg/kg 0.1 ml 1 ml 5
Dosis 1 250 mg/kg 0.1 ml 1 mi 5
Dosis 2 500 mg/kg 0.1 ml 1ml 5
Dosis 3 1000 mg/kg 0.1 ml 1 mi 5

El Efecto antiinflamatorio se midi6 de la siguiente manera:

y : AC— AT
Efecto antiinflamatorio (%) = % x 100

Donde:

AC: Diferencia de peso de las patas de las ratas del grupo control.

AT: Diferencia de peso de las patas de las ratas de las muestras

ensayadas.

33




CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Presentacion de resultados

4.1.1.

Ensayo de Solubilidad

Los resultados del ensayo de solubilidad se muestran resumidos en la

tabla N°6.

Tabla N°6. Resultados del ensayo de solubilidad

Solventes Resultados
Eter de petrdleo i
Cloroformo -
Ciclohexano -
Acetato de Etilo +
Acetona +
Metanol ++
Etanol ++
n-Butanol +
Agua +

Soluble: (++), Poco Soluble: (+), Insoluble:(-)
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4.1.2. Marcha fitoquimica

El ensayo se realiz6 para determinar la presencia de tipos de
metabolitos en el extracto de hojas de Morus nigra L. Se resumen los
resultados en la tabla N°7.

Tabla N° 7. Tabla de ensayos y resultados de la Marcha fitoquimica del

extracto alcoholico de hojas de Morus nigra L.

: _ Color
Reactivos Metabolitos - Resultado
precipitado
_ Azlcares Precipitado
Fehling A+ _ _
_ reductores anaranjado ladrillo 4+
Fehling B
Lugol Almidon Coloracioén oscura -
Molish Carbohidratos Violaceo +++
Ninhidrina Aminoacidos Color rosado -
2,4-DNF Anaranjado
Shinoda Flavonoides Tono rojo +++
FeCls Comp. fendlicos Verde azulado +++
Gelatina Taninos Precipitado blanco ++
Liebermanm- _
esteroides Color verde +
bourchard
Mayer Alcaloides Precipitado blanco ++
Wagner Alcaloides Precipitado marrén +++
Dragendorff Alcaloides Precipitado rojo o +++
naranja

Abundante: (+++); Regular: (++); Leve: (+); Ausencia: (-)
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4.1.3. Cromatografia en capa fina

4.1.4.

Sistema de solventes: n-Butanol: 4cido acético: agua (3:1:1)

Soporte: Silica gel 60F2s4

Revelador: Reactivo de tricloruro de aluminio. Luz UV 254nm

Rf (extracto): 0.839

Rf (estandar): St. Quercetina: 0.897

(anexo 14)

Determinacién de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales se calculd mediante la siguiente

ecuacion

Donde:

Abs Ext: Absorbancia del extracto a 10 mg/ml <> 0.01g/ml

Abs Ext + a
b

x Conc.de ext™!

ay b son datos de la ecuacion de la recta

En Ila

tabla N°8. Se muestran

las absorbancias de

las 3

concentraciones diferentes a las que se analiz6 el estandar para la

curva de calibracion.

Tabla N°8: Absorbancias de las 3 concentraciones diferentes a las que

se analiz6 el estandar para

la curva de calibracion para

la

determinacion de flavonoides totales del extracto alcohdlico de hojas de

Morus nigra L. y extracto alcohodlico de hojas de Morus nigra L. (anexo

N°15)
Muestra | Concentracion (mg/ml) | Absorbancia
Stl 0.02410 0.14733
Stl 0.02410 0.14671
Stl 0.02410 0.14568
St2 0.10040 0.70464
St2 0.10040 0.70608
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St2 0.10040 0.70464
St3 0.20080 1.39760
St3 0.20080 1.39700
St3 0.20080 1.39520
Extracto | 10 0.24635
Extracto | 10 0.24709
Extracto | 10 0.24735
3.26 mg de quercetina / ml de extracto (10 mg)

4.1.5. Toxicidad oral aguda

El extracto de hojas de Morus nigra L. y el control no produjeron
mortalidad a 2000 mg/kg con una repeticion durante los 14 dias de
evaluacion de este estudio. La DLso por via oral del extracto es mayor a
5000 mg de producto/kg de rata (> 5,0 g/ kg de rata) segun el algoritmo
que plantea la OECD (36).

En base a las observaciones realizadas, no se presentd disminucién de
peso corporal, alteraciones en la actividad motriz, convulsiones,
diarrea, etc., ni efectos adversos en las ratas tratadas a las dosis

ensayadas.
4.1.6. Efecto antiinflamatorio

Por 21 dias se administraron 1 ml de tratamiento en los grupos con
sSu respectiva concentracion, 24 horas después de la Ultima
administracion se aplico 0.1 mL de Carragenina al 1% en la
aponeurosis de la pata derecha a todos los grupos de tratamiento,
induciendo la inflamacién. Después de dos horas de inyectado la
Carragenina al 1% se sacrificaron los animales y se evaluaron las
diferencias de pesos entre la pata derecha y la izquierda, se resume en
la Tabla N°9.

37



Tabla N°9: Resumen de pesos de las patas de los animales de

experimentacion.

rupos
Control Naproxeno Dosis 1: Dosis 2: Dosis 3:
Animales SeeEs 250 mg/kg 500mg/kg 1000mg/kg
Ratas | PD| PL | D |PD| PI| D|PD|P | DJ|PD|P | DJ|PD|]P |D
Albinas
1 228 169|059 |1.72]168|004]|227|164]063]186]1.64]022]181]162]0.19
2 239 1.63]076|1.73]166|007]232|159]073]|188]168]| 02 |1.87]169]0.18
3 |230|159]071]|177|158]019]| 2.1 |165|045] 1.9 | 157]0.33]1.73]1.68]0.05
4 |233]|172]061]|175|164]|011|224]|172]052]192]|159]033]|179]1.64]0.15
5 |235|171]064]|176|1.71]005|2.01]167|034]198|167]031]190]|1.84]0.06
El ensayo evalud los pesos de las patas de las ratas previamente
sacrificadas y determiné la diferencia entre el peso de las patas como
se muestra en la tabla N°10.
Tabla N°10. Tabla de la diferencia de los pesos entre la pata derecha
de la rata (con edema inducido) y la pata izquierda de la rata.
Grupos de tratamientos
Ratas . , .
AllEREs Control Naproxeno | Dosis 1: Dosis 2: Dosis 3:
Sédico 250mg/Kg | 500mg/Kg | 1000mg/Kg
1 0.59¢g 0.04g 0.63¢g 0.22¢g 0.199
5 0.769 0.07¢g 0.73g 0.2g 0.18g
3 0.719g 0.199 0.45¢g 0.33g 0.05¢g
4 0.61g 0.119g 0.52¢g 0.33g 0.15¢g
5 0.649 0.05¢g 0.349 0.31g 0.069g
Promedios 0.66g 0.09g 0.53g 0.28g 0.13g

El efecto antiinflamatorio fue medido por el porcentaje del mismo. El

extracto alcohdlico de hojas de Morus nigra L. present6 porcentajes de

efecto antiinflamatorio dependiente de la concentracion, notable en el

figura N°3, con respecto al control como se muestra en la tabla N°11.
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Tabla 11. Porcentaje de efecto antiinflamatorio de las 3 dosis de
extracto alcohdlico de hojas de Morus nigra L., control y del grupo

Naproxeno Sadico.

Grupo Dosis (mg/Kg) Efecto antiinflamatorio
(%)
Control 0 0
Dosis 1 250 19.33
Dosis 2 500 58.00
Dosis 3 1000 80.97
Naproxeno Sodico 40 86.10

Efecto Antiinflamatorio
/\5\ 100
< 2 80.97 86.1
O 80
S 70
o
58
g 60
® 50
E 40
= 30 19.33
2
< 0
o 10 0
)
(&) 0
qq_-’ Control Extracto 250 Extracto 500  Extracto 1000 Naproxeno
L mg/kg mg/kg mg/kg sodico
Grupos de Tratamientos

Figura N°3. Gréafico de barras de los porcentajes del efecto
antiinflamatorio del extracto alcohdlico de hojas de Morus nigra L. y

grupo Naproxeno Sédico con respecto al grupo control.
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4.1.7. Andlisis Estadistico

Los resultados obtenidos, en los diferentes tratamientos, se analizaron

estadisticamente mediante Analisis descriptivo e inferencial con el

programa SPSS version 22, para evaluar el efecto del extracto

alcohdlico sobre los diferentes tratamientos con niveles de significancia
del 95% (p < 0.05) por un test de ANOVA y luego por uno de

comparacion multiple (Test de Tukey-Kramer) (anexo N° 27, 28) para

determinar si existen diferencias significativas. Tabla N°12.

Tabla N°12: Resultados del

estadistico por el test de Tukey-Kramer.

ensayo antiinflamatorio y analisis

Grupo Dosis A pesos +/- % Efecto Diferencia
P (mg/kQg) ds Antiinflamatoria| Estadistica
Control 0 0.66 + 0.07 0 -
Naproxeno
40 0.09 + 0.06 86.10 *p < 0,05
Sadico
Dosis 1 250 0.53 +0.15 19.33 p > 0,05
Dosis 2 500 0.28 + 0.06 58.00 *p < 0,05
Dosis 3 1000 0.13 + 0.07 80.97 *p < 0,05

*p<0.05: Diferencia estadisticamente significativa segun el test de Tukey-

*ds: Desviacion estandar

Kramer;
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4.1.8. Contrastacion de hipotesis

Para la contrastacion de hipotesis, se procedid a aplicar Andlisis

descriptivo e inferencial con el programa SPSS version 22.

La prueba estadistica de ANOVA, que permite la comparacion de las
puntuaciones medias entre mas de dos grupos muéstrales, como es el
caso de esta investigacion, que considera un grupo de control y cuatro
grupos experimentales. El propdsito de esta prueba es establecer si

existe o no diferencias significativas entre los grupos.

En la primera hipétesis especifica: El extracto alcohdlico de hojas de
Morus nigra L. contienen tipos de metabolitos relacionados con el
efecto antiinflamatorio. Luego de haber realizado la marcha fitoquimica
se determiné la presencia de tipos de metabolitos compuestos
fendlicos como flavonoides, glicosidos que podrian ser los
responsables del efecto antiinflamatorio y alcaloides (tabla N°7). Por lo

gue se acepta la primera hipétesis especifica.

En la segunda hipotesis especifica: El extracto alcohdlico de hojas de
Morus nigra L. presenta efecto antiinflamatorio a diferente dosis en
ratas albinas. El ensayo farmacolégico se realiz6 utilizando 5 grupos:
Control; dosis de 250, 500 y 1000mg/kg de extracto alcohdlico de hojas
de Morus nigra L.; Naproxeno 40mg/kg. Se utilizaron 3 dosis del
extracto alcohdlico de hojas de Morus nigra L. Por lo que se segmenta
en 3 sub hipétesis especificas. Al evidenciarse un p-valor mayor a 0.05
se puede rechazar la primera sub hipétesis especifica: “El extracto
alcohdlico de hojas de Morus nigra L. presenta efecto antiinflamatorio a
250 mg/kg en ratas albinas”, debido a que no muestra una diferencia

estadisticamente significativa.

Al evidenciarse un p-valor menor a 0.05 se puede aceptar la segunda
sub hipétesis especifica: “El extracto alcohdlico de hojas de Morus
nigra L. presenta efecto antiinflamatorio a 500 mg/kg en ratas albinas”,

debido a que muestra una diferencia estadisticamente significativa.
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4.1.9.

Al evidenciarse un p-valor menor a 0.05 se puede aceptar la tercera
sub hipotesis especifica: “El extracto alcohodlico de hojas de Morus
nigra L. presenta efecto antiinflamatorio a 1000 mg/kg en ratas albinas”,

debido a que muestra una diferencia estadisticamente significativa.

Se acepta la hipotesis general al comprobar que dos dosis del extracto
alcoholico de hojas de Morus nigra L. presenta efecto antiinflamatorio.

Discusion de resultados

En el procedimiento del ensayo de solubilidad realizada al extracto
alcohdlico de hojas de Morus nigra L. se determind que es muy soluble
en metanol y etanol, asi mismo poco soluble en n-butanol, agua,

acetato de etilo, acetona. (Tabla N°6).

La marcha fitoquimica del extracto alcohdlico de hojas de Morus nigra
L. determiné la presencia de compuestos fendlicos como flavonoides,
glicosidos y alcaloides (Tabla N°7).Por otro lado en la investigacion
Padilha M. et al. “Antiinflammatory properties of Morus nigra L. leaves”.
Se determind en el extracto de cloruro de metileno de hojas de Morus
nigra L. la presencia de esteroides y triterpenoides coincidiendo con
nuestra investigacion en la presencia de esteroides pero en escasas
cantidades. (40).

Se procedi6 a la identificacion por cromatografia al compuesto fendlico
“flavonoides” debido a que se le atribuye la actividad antiinflamatoria.
(44,45).

En el proceso de identificacion de flavonoides se logré una buena
separaciéon con el sistema de solventes n-butanol: acido acético: agua
(3:1:1), (anexo 14). Se obtuvo para la muestra del extracto Rf. de 0.839
la cual fue comparada con el estdndar de quercetina que obtuvo un Rf
de 0.897 demostrandose asi probablemente la presencia de
quercetina en el extracto de hojas Morus nigra L.

La cuantificacion de flavonoides totales, (anexo 15), se realizé con la

finalidad de confirmar la presencia de metabolito secundario en el
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extracto de hojas Morus nigra L obteniéndose 3.26 mg de quercetina /

mL del extracto.

El ensayo de toxicidad oral aguda evidencio que el extracto alcohdlico
de hojas de Morus nigra L. presenta una DLso mayor a 2000 mg/kg de
peso corporal y que segun la guia OECD para evaluar sustancias
quimicas deberia tener un DLso = 5000 mg/kg. (40). Por otro lado
Olivera y col.et al. en la investigaciéon “Evaluation of Toxicity and
Antimicrobial Activity of an Ethanolic Extract from Leaves of Morus alba
L. (Moraceae)” No evidenciaron sefales de toxicidad en los 14 dias de
experimentacion pero si un efecto sobre el volumen corpuscular medio
y hemoglobina corpuscular media de los eritrocitos comparados con el
control a 2000mg/kg de peso corporal, con el extracto de hojas de

Morus alba L. proveniente de Brasil.(41)

La presente investigacidon ha demostrado que extracto alcohdlico de
hojas de Morus nigra L. presenta efecto antiinflamatorio en ratas
albinas, evidencian efecto antiinflamatorio en las dosis utilizadas en la
investigacion (250,500 y 1000 mg/kg). Pero solo las dosis de 500
mg/kg con 58 por ciento y 1000 mg/kg con 80.97 por ciento, muestran
diferencias significativas (p < 0,05), este hecho puede estar relacionado
con algunos metabolitos presentes en el extracto, demostrando que a
mayor dosis mayor efecto antiinflamatorio en comparacién con el grupo
naproxeno sodico 40 mg/kg y el grupo control .Asi mismo en la
investigacion Padilha M. et al. “Antiinflammatory properties of Morus
nigra L. leaves”. Se determind efectos antiflamatorios en el extracto de
cloruro de metileno de hojas de Morus nigra L. a dosis 30 ,100 y 300
mg/kg en grupos experimentales de 8 ratas reduciendo
significativamente (p < 0,05) el edema de la pata de la rata, logrando
un efecto similar en comparacion con la indometacina 10mg/kg (40). A
diferencia de nuestra investigacion utilizamos mayor dosis debido al
resultado del ensayo de toxicidad oral aguda (presenta una DLso
mayor a 2000 mg/kg) demostrando que a dosis mayores (250, 500 y
1000mg/kg) presenta efecto antiinflamatorio.
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Por otro lado Chen y et al. (2016) En la investigacion: "Anti-
inflammatory and antinociceptive properties of flavonoids from the fruits
of black mulberry (Morus nigra L.)" Analizaron la actividad
antiinflamatoria del extracto de flavonoides del fruto de Morus nigra L.
en ratones Kunming se dividieron en seis grupos: Control, solucion
salina, aspirina (75 mg/kg); dexametasona (3 mg/kg); extracto de
flavonoides de 50; 100 y 200 mg/ kg. Los ratones se mantuvieron en la
alimentacion adaptativa durante 5 dias antes de la administracion de
los tratamientos. El Control, los farmacos y el extracto se administraron
por sonda a los correspondientes grupos de ratones una vez al dia
durante 7 dias. Una hora después de la ultima dosis, los lados
ventrales y dorsales de la oreja derecha se trataron tépicamente con
200 pL de xileno. Una hora después del tratamiento xileno, los ratones
se sacrificaron y cortes de 6 mm se hicieron en ambas orejas. Cada
disco de la oreja se pesO6. El edema de la oreja se redujo
significativamente a 65,2 por ciento en Dexametasona en relaciéon al
control, con la Aspirina 94,3 por ciento (p < 0,05) dio lugar a un mayor
grado de efecto antiinflamatorio, el edema de la oreja a una dosis de
extracto de 200 mg/kg inhibié significativamente a un 60,1 por ciento
(p < 0,05).Se evidencia efecto antiinflamatorio a 200 mg/kg del extracto
de flavonoides (24). Comparando con nuestra investigacion extracto de
hojas de Morus nigra L. demostramos efecto antiinflamatorio utilizamos
a mayores dosis (250, 500 y 1000mg/kg), comparando el peso de las

patas de la ratas.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

5.1.1. El extracto alcoholico de hojas de Morus nigra L. presenta compuestos
fendlicos como flavonoides, glicosidos que podrian ser los

responsables de la actividad antiinflamatoria y alcaloides.

5.1.2. El extracto alcoholico de hojas de Morus nigra L. presentan efecto
antiinflamatorio a dosis de 500 mg/kg y 1000 mg/kg. La dosis 1000

mg/kg tiene buen efecto antiinflamatorio.

5.2. RECOMENDACIONES

5.2.1. Realizar investigaciones para evidenciar los posibles efectos toxicos
topicos y sistémicos (agudos y cronicos) del extracto de hojas de

Morus nigra L.

5.2.2. Continuar investigaciones del extracto alcohélico hojas de Morus nigra
L., mediante la separacioén de flavonoides que podrian ser los
responsables del efecto antiinflamatorio.

5.2.3 .Se recomienda para las futuras investigaciones utilizar laboratorios

equipados, para asi poder trabajar con tranquilidad y seguridad.
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Anexo N°1: Matriz de Consistencia.

PROBLEMA GENERAL

OBJETIVO GENERAL

HIPOTESIS GENERAL

OPERACIONALIZACION DE

METODOLOGIA

VARIABLES
V1: Nivel:
. . El extracto alcohdlico de | /NDEPENDIENTE NDICADORES | Explicativo
¢El extracto alcoholico | Determinar el  efecto . . Los o
de hojas de Morus nigra | antiinflamatorio del hojas de Morus nigra L. Diseno:
L tard  efecto | extracto  alcondlico  de | Presenta efecto | componentes -Presencia de | Experimental
- presenta . : antiinflamatorio en ratas | quimicos  del | compuestos | 14cpicas:
antiinflamatorio en ratas | hojas de Morus nigra L . A ecnicas.
: . albinas. Extracto fendlicos Observacion
albinas? en ratas albinas. alcoholico de | -Glicosidos '
hojas de Morus -Alcaloides Instrumentos de Recoleccion
_ nigra L. de datos:
PROBLEMAS OBJETIVOS HIPOTESIS Ficha de Observacion de
ESPECIFICOS ESPECIFICOS ESPECIFICAS recoleccion de datos Ad-hoc
) - ) ) Poblacién y Muestra:
1. ¢(Qué tipos de |1. Identificar los tipos |1. El extracto alcoholico V2: La poblacion del estudio
metabolitos metabolitos presentes de hojas de Morus| DEPENDIENTE INDICADORES fitogquimico fueron 6 arboles en
presentara el extracto en el extracto nigra L. contienen 6m? y la muestra son 3kg. de

alcohdlico de hojas
de Morus nigra L.?

(A qué dosis el
extracto alcoholico de
hojas de Morus nigra
L. presentardq efecto
antiinflamatorio en
ratas albinas?

alcohdlico de hojas de
Morus nigra L. que se
relacionan con el
efecto

antiinflamatorio.

Evaluar el efecto
antiinflamatorio en
varias dosis del

extracto alcohdlico de
hojas de Morus nigra
L. en ratas albinas.

tipos de metabolitos
relacionados con el
efecto antiinflamatorio.

El extracto alcoholico
de hojas de Morus
nigra L. presenta
efecto antiinflamatorio
a diferente dosis en
ratas albinas.

Diferencia de
pesos de las
patas de la rata
(pata derecha
con edema
inducido y pata
izquierda).

Efecto
antiinflamatorio

hojas frescas de Morus nigra L.
El estudio farmacoldgico utilizo
25 ratas albinas machos cepa
Holtzman, segun la Validacion
UPCH: Ensayos
farmacoldgicos.

Procesamiento y analisis de
datos:

Analisis descriptivo e inferencial
con el programa SPSS version
22. ANOVAy Test de Tukey-
Kramer.

54




Anexo N°2: Certificacion Botanica

Hamilton W. Beltran S.
Consultor Botanico
Caile Natalio Sanchez 251- Jesus Maria
hamiltonbeltran@yahoo.com

CERTIFICACION BOTANICA

El Bidlogo colegiado y autorizado por el Inrena segun RD. N° 334-2013-MINAGRI-
DGFFS/DGEFFS, con Registro N° 37, certifica que la planta proporcionada por las
Srtas. MAYHUA PONCE DIANA y AVENDANO TARAZONA AMILCA, tesistas de la
UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA, Facultad Ciencias Farmacéuticas
y Bioquimica, ha sido estudiada cientificamente y determinada como Morus nigra y
de acuerdo al Sistema de Clasificaciobn de Cronquist 1981, se ubica en las

siguientes categorias:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida

Subclase: Hamamelidae

Orden: Urticales
Familia: Moraceae
Género: Morus

Especie: Morus nigra L.

Se expide la presente certificacion a solicitud de las interesadas para los fines que

estime conveniente.

Lima, 23 enero 2018

Blgag. Hamilton Beltran

Hamilton Wilmer Beltran Santiago
Biologa - Botdnico
CBP. 2719

Figura N°4. Certificacion Botanica de Morus nigra L.
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Antiinflamatoria por edema plantar.

Anexo N°3: Validacion UPCH: Ensayos farmacoldgicos: Actividad

H = HIVERSIOA LR,

" % | CAYETANO HEREDIA

.I'.J ’

e po aemvicln de Lontrol de Calidad
Pws. DD
Py 1da @
INFORME TECNICO N° IT054-2015

Nomire Comercial HIG-AZHAM
Momiare Gendnico —
Documento ge Referenca Colizackon N” PI1Z7A-2016
Acta de Mussien o Pesquisa —
Lugar g Musstr=o 0 Pesquisa —
MuZstT2acd 0 Pesquisato por El Cllente
Codigo 0d SCC EPD30-N13-2016
Laboratoro Fabncants LABORATORIO MEGAECUAF ARMA NATURAL
Importator —
Déstriouldor —
Forma de Fresentacion Cala ¥ 1 Frasco x 500 mL
Forma Famaceutica EXTRACTO ACUOSO
Mamer g Lote 2080116
Fecha de Vencimiento D&-01-2018
Cantidad Recibida 2 Frascos
Analisls Sollcada por MANUEL ZAVALETA MALDONADO
Anafisls Sollciacs Efecto Farmacologleo: Aciividad Antinflamatoria
Direccion del Soiicitants Quito - Ecuador

Fecha de Recepcion por o S0C @ 220602015

Técrica:  Valdacon UPCH: Ensayos famacoingicos: Actividad Anbiniamaiona por edema piantar

RESUMEN

Este estudia fue realzadn para LABORATORI) MEGAECUAFARMA MATURAL con e objetvo de determinar o
probable Eecio Farmacologics: Actividad Anfinflamatoria del producto HIG-AZHAM. L3 via de administracien
5303 comespondn 3 |3 Vi3 oral en un ratamients por 21 Mias. B products de prisa fue administrado mediante
sondas Nasogastinas 3 diferentce rivedes de concentracionzs en un total de 15 ratss albinas machos (3 niveles de
tinsis), 5 ratas corimil posiivg [Napmmeno Sodico 40 mo'kg) ¥ 5 @tas contol de @ cepa Hplzman, de acuerto al
procedimiznto de Valldason dal ansaye por agema plantar.

S realizanon observacionss def proceso Inflamatono generado por 13 adminisiracion de Camagening al 1% a nivel de

13 aponeurpsls plantar de la rata. Al fral del estudio 22 comparanon log pests 0 ko procests Inflamatorios
QENEr3005 3 nived plantar en Ias patas oe los animales de expanmentacion.

La muesira anallzans 6e HIG-AZHAM presenta Actividad Antiniamaiona en & modslo eswumlade, 3 |35 dosls o2 500
¥ 1000 mg de mussTaky de rahon.

UNIVERSIDAD ACREDITADA INTERNACTONALMENTE CONM MENCION ESPECIAL EN INVESTIGACTON

Ay, Honorio Delgeda B" £30, Ush. Ingenisrin, Ses Mertin de Parram P.0. Dox 304, Lime 103
Direcio: (301) 463-2162 ¢ Cendralz (501) J1E-0000 snmpoas 2434 & 2437 7 Fex: (S511] 302-2321
w-mall: conircd.calidedigcfcizan-spch pa | lsaa.villsgeaf§epch . pa
Phgins Wak: wew upzh.ps

Figura N°9. Validacion UPCH.
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Anexo N° 4:

Certificado de sanidad de los animales de experimentacion.

CAYETANO HEREDIA

i

Ii“i o

CERTIFICADO

Lima, 05 de Febrero ded 2013

Mediantz |a presente se certifica que los 31 ratas albinas (Ratius movergicus) de |a cepa
Holtzman, machos con un promedio de peso de 23] g adquinidos & (2 de febrero ded 2013, se
encuentran en estado sanitario y fisiclogico para ser uilizado en cuslquier protocolo bicmedico,

Se expide este docurnento para fines pertinentes.

A=ntaments

Bv. Honoriz Oslgeda H° 430, Urb. Ings=isrin, San Markin de Poeren ! PO, Box 4314, Liea 100
Cantbral= {511] 3150000 snazea: 2710
Figlna Wab: wew.oz<h.os

Figura N°6. Certificado de sanidad de las ratas albinas.
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Anexo N° 5: Instrumentos de Recoleccion de Datos.

UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA

N°: 1

INCA GARCILASO

a
g
-
o
[
w
>
z
5

FICHA OBSERVACION AD-HOC DE RECOLECCION DE
DATOS PARA LA EVALUACION DEL EFECTO
ANTIINFLAMATORIO DEL EXTRACTO ALCOHOLICO
DE HOJAS DE Morus nigra L. EN RATAS ALBINAS.

(RENDIMIENTO Y TAMIZAJE FITOQUIMICO)

N |
&
A

Fecha de recoleCCion: ... ...
Lugar de recoleccion de hojas: ..........ooviiiiiiiiiii e
Pes0o de hojas freSCas: ... ...
Temperatura de secado de las hojas: ..........ccooiiiiiii i
Disolvente de extracCion: ........ ..ot
Tiempo de eXtraCCiON: .........o i e
TécnIiCa de eXtraCCiON: ........u e e e e e

Temperatura del secado del extracto: ............ccoiiiiiiiiiiiii i,

© 00 N o o b~ WP

Peso del extracto (SECO): . .oovniiiii i

10.Ensayo de tamizaje fitoquimico:

R . Lieberma
Reactivo Fehling Molish 2,4- Ninhidri Shinoda FeCl Gelatin nn- Mayer Wagner Drage
DNF na 3 a ndorff
Lugol burchard
Azucare
Compuest S Carbohi Ceténa Aminoa Flavon Tani- | Tanino Este- Alca- Alca- Alcaloi
OAEHVO reductor | Almidon -dratos s cidos oides nos s roides loides loides -des
es
Color
Presenci
a:(+)
Ausenci
a:(-)
Leyenda: Abundante: +++; Regular: ++, Leve: +
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Anexo N° 6: Instrumentos de Recoleccion de Datos.

© © N o g b~ WP

UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA
N°: 2
FICHA DE OBSERVACION AD-HOC DE
RECOLECCION DE DATOS PARA LA EVALUACION
DEL EFECTO ANTIINFLAMATORIO DEL EXTRACTO

ALCOHOLICO DE HOJAS DE Morus nigra L. EN RATAS
ALBINAS.

RaAtas AlbiNaS: ..o
(BIEY= (o e [N =K1 L8 [0 [To N

Agente INAUCTON: ... ..

Tratamiento: g(gramos)
Control

Naproxeno Sodico 40mg/kg

Extracto al 250mg/kg

Extracto al 500mg/kg

Extracto al 1000mg/kg
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Anexo N° 7: Validacién de Instrumentos. Dr. Nesquen Tasayco Yataco

UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA
FACULTAD DE CIENCIA FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA
HOJA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO

FICHA DE OBSERVACION AD-HOC DE RECOLECCION DE DATOS

EFECTO ANTIINFLAMATORIO DEL EXTRACTO ALCOHOLICO DE HOJAS DE Morus nigra L.
EN RATAS ALBINAS

Luego de haber revisado el instrumento, es valiosa su opinién acerca de lo siguiente:
MENOS QUE
50-60-70-80-90-100
1. ¢ En qué porcentaje se estima que con éste instrumento
se lograran los objetivos propuestos? () () () () () ox

2. ¢ En qué porcentaje se estima que los items estan referidos a

los conceptos del tema? () () O) () ()64

3. ¢(Qué porcentaje de los items planteados cree que son suficientes
para lograr sus objetivos?. () () () () & ()

4.  En qué porcentaje estima que los items del instrumento son de
ejecucion viable? ()OO0 O)K

5. ¢ Qué porcentaje de los items considera usted que siguen
una secuencia légica? O0O0O0O0 e

6¢ En qué porcentaje valora Ud. que con este instrumento se obtendria datos
similares si se aplicaria en otras muestra?—--——---—eeemeeeeee( ) () () () £ ()

Sugerencias:
1. ¢Qué item considera usted que deberia agregarse?

2. ;(Qué item estimaria que deberia eliminarse?

3. (Qué item considera Ud. deberia reformularse o precisarse mejor?

Validado por: Dr- /u"’,?'”“ ;“7“7@ C/ Firma: %M
’

/¢ /o2 703

Figura N°7: Validacion de Instrumentos. Dr. Nesquen Tasayco. Ficha N° 1
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Anexo N° 8: Validacién de Instrumentos. Dr. Nesquen Tasayco Yataco

UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA
FACULTAD DE CIENCIA FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA
HOJA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO

FICHA DE OBSERVACION AD-HOC DE RECOLECCION DE DATOS

EFECTO ANTIINFLAMATORIO DEL EXTRACTO ALCOHOLICO DE HOJAS DE Morus nigra L.
EN RATAS ALBINAS

Luego de haber revisado el instrumento, es valiosa su opinioén acerca de lo siguiente:

MENOS QUE
50-60-70-80-90-100

1. ¢En qué porcentaje se estima que con éste instrumento

se lograran los objetivos propuestos? () () O) ) () &x

'2. ¢ En qué porcentaje se estima que los items estan referidos a

los conceptos del tema? O0000w

3. ¢{Qué porcentaje de los items planteados cree que son suficientes

para lograr sus objetivos? ONORONON . O

4. ,En qué porcentaje estima que los items del instrumento son de
ejecucion viable? ()0 OO () 64

5. ¢ Qué porcentaje de los items considera usted que siguen
una secuencia légica? O0O0O008

6¢ En qué porcentaje valora Ud. que con este instrumento se obtendria datos
similares si se aplicaria en otras muestra?———————————————() () () () & ()

Sugerencias:
1. ¢Qué item considera usted que deberia agregarse?

—

2. ;Qué item estimaria que deberia eliminarse?

3. ¢Qué item considera Ud. deberia reformularse o precisarse mejor?

2
Validado por: 7 - N 0rguen Vanayee 7. Firma: 7;5%/
76 for (<3

Figura N°8: Validacion de Instrumentos. Dr. Nesquen Tasayco. Ficha N° 2



Anexo N° 9: Validacién de Instrumentos. Mg. Jacinto Hervias, Pedro

UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA
FACULTAD DE CIENCIA FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA
HOJA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO

FICHA DE OBSERVACION AD-HOC DE RECOLECCION DE DATOS

EFECTO ANTIINFLAMATORIO DEL EXTRACTO ALCOHOLICO DE HOJAS DE Morus nigra L.
EN RATAS ALBINAS

Luego de haber revisado el instrumento, es valiosa su opinién acerca de lo siguiente:

MENOS QUE
50-60-70-80-90-100

1. ¢ En qué porcentaje se estima que con éste instrumento

se lograran los objetivos propuestos? e IE) WEE ) w ()

*2. ¢En qué porcentaje se estima que los items estan referidos a
los conceptos del tema? OO00YO

3. ;/Qué porcentaje de los items planteados cree que son suficientes
para lograr sus objetivos? ()0 000

4. . En qué porcentaje estima que los items del instrumento son de
ejecucion viable? O000XO

5. ¢Qué porcentaje de los items considera usted que siguen
una secuencia légica? ()OO0 y ()

6¢ En qué porcentaje valora Ud. que con este instrumento se obtendria datos
similares si se aplicaria en otras muestra?——-————emeeeeeeeeee( ) () () () Dﬂ ()

1. ¢Qué item considera usted que deberia agregarse?

2. ¢ Qué item estimaria que deberia eliminarse?

3. ¢ Qué item considera Ud. deberia reformularse o precisarse mejor?

Validado por: /wgi QF QJTU J‘CL 'HLO ﬁé"vl &8 Firma:
[6/02/1 &

Figura N°9: Validacion de Instrumentos. Mg. Jacinto Hervias, Pedro. Ficha N° 1
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Anexo N° 10: Validacién de Instrumentos. Mg. Jacinto Hervias, Pedro

UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA
FACULTAD DE CIENCIA FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA
HOJA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO

FICHA DE OBSERVACION AD-HOC DE RECOLECCION DE DATOS

EFECTO ANTIINFLAMATORIO DEL EXTRACTO ALCOHOLICO DE HOJAS DE Morus nigra L.
EN RATAS ALBINAS

Luego de haber revisado el instrumento, es valiosa su opinién acerca de lo siguiente:

MENOS QUE
50-60-70-80-90-100

1. ¢En qué porcentaje se estima que con éste instrumento

se lograran los objetivos propuestos? () () () () w ()

+2. ¢ En qué porcentaje se estima que los items estan referidos a
los conceptos del tema? OOO0ORO

3. ¢ Qué porcentaje de los items planteados cree que son suficientes
para lograr sus objetivos? () OOOMO

4. ¢ En qué porcentaje estima que los items del instrumento son de
ejecucion viable? OO0OOWO

5. ¢Qué porcentaje de los items considera usted que siguen
una secuencia légica? OO00O0XO

6¢,En qué porcentaje valora Ud. que con este instrumento se obtendria datos
similares si se aplicaria en otras muestra?—————s=-s—eemeeeeeeee( ) () () () X ()

Sugerencias:
1. ¢ Qué item considera usted que deberia agregarse?

2. ;Qué item estimaria que deberia eliminarse?

3. ¢{Qué item considera Ud. deberia reformularse o precisarse mejor?

Validado por:Mj : 0}' Qd’ o}f‘c’” 0'/%-"'/( " Firma:

16/02 /14 =

Figura N°10: Validacion de Instrumentos. Mg.Jacinto Hervias, Pedro. Ficha N° 2
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Anexo N°11: Recoleccién y procesamiento pos cosecha.

Figura N° 11-14: Altura Del arbol Morus nigra L. 4.5 metros
Material bioldgico:

Figura N°16: Control de calidad de hojas de Morus nigra L.

64



Fig. N°18: Hojas de Morus nigra L. colocado

Fig.N°17: Separacion de hojas de Morus nigra L. en caja de papel Kraft

Fig. N°19: Desecacion de hojas de Morus
Nigra L.

Fig. N°21: Reduccion de hojas secas de Morus nigra
L. para realizar el macerado

Fig. N°22: Macerado alcohdlico
de hojas de Morus
nigra L.

65



Anexo N°12: Ensayo de Solubilidad del extracto alcohélico de hojas de Morus

nigra L.

1. Eter de petroleo

Figura N°23: Insoluble (-)

3. Ciclohexano

Figura N°25: Insoluble (-)

4. Acetona

Figura N°27: Poco soluble (+)

2. Cloroformo

Figura N°24: Insoluble (-)

4. Acetato de etilo

Figura N°26: Poco soluble (+)

5. Metanol

Figura N°28: Soluble (++)
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7. Etanol 8. n-Butanol

Figura N° 30: Poco soluble (+)

e s

. 3 F 2 N
! M 4 "1
! _.‘ bl & ’
3 —p — i 1 ;,,*
U9 3y o {i A
ol ] ' i * ’

Fig. N°32: Resultados del ensayo de Solubilidad

67



Anexo N°13: Marcha Fitoquimica del extracto alcohélico de hojas de Morus nigra
L.

1. Fehling A + Fehling B

s —

Fig.N°33: anaranjado ladrillo Fig.N°34: Coloracion oscura

3. Molish 4 .Ninhidrina

Fig.N°35: Anillo violaceo Fig.N°36: Color rosado

5. 2,4 DNFH. 6. Shinoda
E T

Fig.N°37: pp. anaranjado Fig.N°38: Tono rojo
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7. FeCl3 8. Liebermanm-bourchard

Figura N°40: Verde

10. Wagner

Fig. N°41: pp. Blanco Figura N°42: pp. Marrén

11. Dragendorff

i

2 /I :

) mj,g ’f

Fig. N°43: pp. Naranja  Fig. N°44: Resultados del ensayo de Marcha fitoquimico
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Anexo N°14. Cromatografia en capa fina del extracto de hojas de Morus nigra
L.

A. Flavonoides:

Fig. N°45. Sembrado de las muestras Fig. N°46. Camara cromatogréfica

Fig. N°47. CCF aluz UV 254nm
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Anexo N°15. Resultado de la lectura al Espectrofotémetro de hojas

de Morus nigra L.
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Figura N°48. Cuantificaciéon de flavonoides totales de hojas de Morus

nigra L.
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Anexo N°16. Determinacién de flavonoides totales

Se analizaron las absorbancias a 415 nm de longitud de onda para la
determinacién cuantitativa de flavonoides totales expresados en mg de

quercetina por ml de extracto.

Para este ensayo se describi6 una grafica en el sistema de
coordenadas cartesianas para representar la curva de calibracion con
guercetina en la figura 2 donde las absorbancias se muestran en el eje

“Y” y las concentraciones del estandar en el eje X (mg/ml).

CURVA DE CALIBRACION

1.60000

1.40000 y =7.0645x - 0.0166
1.20000 R? =0.9997
1.00000

0.80000

0.60000

0.40000

0.20000

0.00000
0.00000 0.05000 0.10000 0.15000 0.20000 0.25000

Absorbancia

Figura N°49: Curva de calibracién de quercetina para la determinacion
de flavonoides totales del extracto alcohdlico de hojas de Morus nigra
L. El eje Y expresa absorbancias y el eje X expresa concentraciones

(mg/ml).

Ecuacion de la recta en la curva de calibracion fue:
y = 7.065 x — 0.017

Donde:

a=0.017, b =7.065
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Anexo N°17. Preparacion de las muestras problema:

Extracto seco
. DOSIS 1: 2 k
de hojas de nC_)SSS S0mg/kg

Morus nigra L

225.899. peso 56.47mg (0.5647g) de
promedio de las ratas extracto seco.
\ 4 v
Para 8 ratas 451.78mg Se agregé 8mL de
(451789) de extracto seco. agua destilada (para 8
(Se utilizé para 8 ratas por ratas por precaucion).
nrecaticién)

Figura N°50: Esquema de preparacion de la dosis 1: 250mg/kg del
extracto seco de hojas de Morus nigra L. para la determinacion del
efecto antiinflamatorio.

Extracto seco
. DOSIS 2: 500 k
de hojas de N=s me/ke

Morus nigra L

221.68g. peso 110.84mg (0.11084g) de
promedio de las ratas extracto seco.
| |
Para 72 rata; 886.72mg Se agregé 8mL de
(0.886729) de extracto agua destilada (para 8

seco. (Se utiliz6 para 8

- ratas por precaucion).
ratas por precaucion)

Figura N°51: Esquema de preparacion de la dosis 2: 500mg/kg del
extracto seco de hojas de Morus nigra L. para la determinacion del
efecto antiinflamatorio.
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Extracto seco
. DOSIS 2: 500mg/k
de hojas de _c e/ke
Morus nigra L n-
223.77g. peso 223.77mg (0.22377g) de
promedio de las ratas extracto seco.
l |
Para 8 ratasd 1790.16mg Se agregé 8mL de
(1.790169) ae. extracto agua destilada (para 8
seco. (Se utliz6 para 8 . .
b ratas por precaucion).
ratas por precaucion)

Figura N°52: Esquema de preparacion de la dosis 3: 1000mg/kg del
extracto seco de hojas de Morus nigra L. para la determinacion del
efecto antiinflamatorio.

Anexo N°18: Efecto Antiinflamatorio del extracto de hojas de Morus nigra L.:

Pesado y separacion de las ratas en grupos de
experimentacion.

Fig. N°53: Preparandonos para realizar el Fig. N°54: Realizando el pesado de las ratas
trabaijo

Fig. N°55: Realizando el pesado de las ratas
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Anexo N°19: Grupos de experimentacion y administracion de dosis

HH“HIMH

Fig. N°56: Grupo de Dosis Control Fig. N°57: Grupo de Dosis 250mg/kg Fig. N°58: Grupo de Dosis 500mg/kg

Fig. N°59: Grupo de Dosis 1000mg/kg Fig. N°60: Grupo de Naproxeno 40ma/ka

Fig. N°61: Dosis para los grupos del Ensayo Farmacologico Fig. N°62: Administrando la dosis a los grupos de ensayo.
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Fig. N°63: Administrando la dosis a los grupos de ensayo.

Anexo N°20: Induccion del Edema plantar en la pata trasera con

Carrageninaal 1 %

Fig. N°65: Preparando la Carragenina 1%.

Fig. N°66: Preparando la Carragenina 1%. Fig. N°67: Aplicando la Carragenina 1% a las ratas
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Fi

g. N°69: Induciendo el Edema plantar a la

rata
Fig. N°68: Aplicando la Carragenina 1% a las ratas

Fig. N°70: Observando el Edema en la pata de la rata Fig. N°71: Observando el Edema en la pata de la rata

Fig. N°72: Observando el Edema en la pata de la rata Fig. N°73: Observando el Edema en la pata de la rata
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Anexo N°21: Corte de las patas de las ratas

Fig. N°74: Preparando a las ratas para realizar el sacrificio Fig. N°75: Realizado el sacrificio de las ratas

Fia. N°76: Cortando las patas de la rata Fig. N°77: Cortando las patas de la rata

Fig. N°78: Cortando las patas de la rata
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Fig. N°79: Cortando las patas de la rata ) )
Fig. N°80: Realizando el pesado de las patas

de ratas

Fig. N°81: Patas de las ratas cortadas para
realizar la comparacion de pesos
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Anexo N°22: Pesos de las patas de la rata.
Pesos de las patas de las ratas tratadas a la dosis de 1000

mg/Kg

Fig. N°82: 1000 mg/kg

Fig. N°85: 180g Fig. N°86: 190g

Fig. N°87:173¢g
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Anexo N°23: Tratamiento con la dosis de 500 mg/Kg

Fig. N°89:190g Fig. N°90: 869

Fig. N°91: 188g Fig. N°92: 198¢g

Fig. N°93:192g
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Anexo N°24: Pesos de las patas de las ratas tratadas a la dosis de 250

mg/Kg

Fig. N°94: 232¢g Fig. N°95: 224¢g

Fig. N°96: 210g Fig. N° 97: 201g
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Anexo N°25: Tratamiento con la dosis de Naproxeno Sédico 40 mg/Kg

Fig. N°98: Control: Naproxeno Sédico 40mg/Kg

Fig. N°99: 1769 Fig. N°100: 1779

Fig. N°101: 1729 Fig. N°102: 173g

Fig. N°103: 175¢g
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Anexo N°26: Animales de experimentacién sin tratamiento (agua destilada)

Fig. N°104: Control

Fig. N°105: 235¢g Fig. N°106: 233¢g

Fig. N°107: 228g

Fig. N°109: 230g
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Anexo N°27: Analisis estadistico 1

ANALISIS DE VARIANZA OE UN FACTOR
CantrolNegativa 2o0malkg S00malkg 1000 mglkg Maprowena sodico
053 083 0.2 0 004
0.7 07 0.2 0% 007
0n 045 0.3 0.05 0.3
081 052 0.3 0% 0
06d 0.4 0.4 0.08 0.05
0.662 0.53 0.278 0.126 0.092
RESLMEN
Grupas Cuerta Suma Fromedio Varianza
CantralNegativa 5 33 662 anosor
Smalkg 5 287 X 0.0231
Sl0malka 5 134 0.278 0.00337
T0mgKg 5 083 0128 0.00d43
Naprovena sodico 5 (.46 n0x f.00372
(rigen de las variaciones  Sumadecuadiados  Grados de fbertad Promedio delos cuadradas F Probabilidad ~ Valorcritico paraF
Entre grupos 1262256 4 0.315564 3313244048 3.43802E-09 2 8608102
Dentra de las gupos 016128 20 (.008064
Tatal 142353 4

Figura N°110: Andlisis estadisticol: ANOVA
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Anexo N°28: Analisis estadistico

PRUEBA DE TUKEY
HSD 017
Mul 4,23
Mse 0.008064
n 2

Control Megative

Zollmalkg 200 malkg 000malkg | Maproseno sodico

1000 mgtkg

Maproxeno zodica

Walores mavares 2l HS0, zon los que hacen |a diferencia, los gnipoz comparados con el contral negative presentan
actividad exceptuanda la dosis de 250 mgiK g, con respecto al control negativ,

Contral Negativa 0.128 0.384 0.536 0.57
250 malkg 0.256 0.408 0.442
500 mgikg 0.152 0.186

Figura N°111: Analisis estadistico 2: Prueba de Tukey
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