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RESUMEN

La investigacion tuvo como objetivo general evaluar si el extracto hidroalcohdlico
de las hojas de Baccharis chilco Kunth, (Taya) tiene efecto diurético. El estudio
responde a un disefio experimental. Para la realizacion del ensayo se utilizé6 3
kilogramos de hojas de Baccharis chilco Kunth, (Taya), de los que se elabor¢ el
extracto hidroalcoholico para las pruebas de Screnning fitoquimico, cromatografia
en capa fina, flavonoides totales por espectrofotometria UV-VIS y prueba de
Solubilidad. El procedimiento comprendio la utilizacion de 5 grupos de 5 ratas
albinas de cepa Holtzman, un grupo para control negativo, grupo para control
positivo con furosemida y 3 grupos para la administracién por via oral del extracto
hidroalcohdlico de Baccharis chilco Kunth (Taya) en dosis de 250,500 y1000 mg/kg.
Para conocer la toxicidad aguda se utilizO el protocolo establecido por la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Economicos en ratas albinas.
Resultados: la actividad diurética del extracto hidroalcohdlico es significativa con
respecto al control en las concentraciones de 500 y 1000 mg/kg de peso corporal y
de inicio lento en comparacion con el medicamento de furosemida. Conclusion: se
determindé que el efecto diurético del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Baccharis chilco Kunth (Taya) afecta significativamente en el peso corporal de las

ratas albinas.

Palabras clave: Efecto diurético; extracto hidroalcohélico; Baccharis chilco Kunth,
(Taya.)



ABSTRACT

. The general objective of the research was to evaluate if the hydroalcoholic extract
of the leaves of Baccharis chilco Kunth, (taya) has a diuretic effect. The study
responds to an experimental design. To carry out the test, 3 kilograms of Baccharis
chilco Kunth leaves (taya) were used, from which the hydroalcoholic extract was
elaborated for phytochemical Screnning tests, thin layer chromatography, total
flavonoids by UV-VIS spectrophotometry and test Solubility. The procedure included
the use of 5 groups of 5 albino rats of Holtzman strain, one group for negative
control, group for positive control with furosemide and 3 groups for the oral
administration of the hydroalcoholic extract in doses of 250,500 and 1000 mg / kg.
To know the acute toxicity, the protocol established by the Organization for
Economic Co-operation and Development in albino rats was used. Results: the
diuretic activity of the hydroalcoholic extract is significant with respect to the control
in the concentrations of 500 and 1000 mg / kg of corporal weight and of slow start
in comparison with the medicine of furosemide. Conclusion: it was determined that
the diuretic effect of the hydroalcoholic extract of the leaves of Baccharis chilco

Kunth (taya) significantly affects the body weight of albino rats.

Keywords: Diuretic effect; hydroalcoholic extract; taya Baccharis chilco Kunth.



INTRODUCCION

La practica de la medicina tradicional a partir del uso de plantas medicinales para
la prevencion y tratamiento de diversas enfermedades, es muy extendida en
nuestro pais que ademas es de uso ancestral, trasmitida de generacion en
generacion, conocimiento que requiere ser investigadas a fin de que se pueda
conocer fehacientemente las propiedades y principios activos que estas poseen.
Ademas, estas plantas forman parte de la abundante biodiversidad que posee el

Pera.

La investigacion de los diuréticos tiene importancia para su aplicacién en las
terapias, ya que estos se encargan de inhibir la reabsorcién del sodio, elucidando
el mecanismo del transporte de la sal en los rifiones @

Asimismo, el rifidn cumple una funcion vital durante el proceso de homeostasis del
compartimento extracelular @

El mal funcionamiento de estos procesos son asociados a la enfermedad de la
hipertension arterial, su prevalencia es muy extendida, de ese modo se indica que
uno de cada cuatro peruanos mayores de 40 afios tiene hipertension arterial, y entre
el 50 y 60 por ciento de jovenes y adultos que lo padecen desconocen su
diagnéstico y que este mal puede ocasionar ataques cardiacos, derrames
cerebrales y hasta la muerte.

En esta orientacién los diuréticos son los medicamentos que aumentan la
produccion de orina. Esta propiedad es Gtil en diversas condiciones patologicas de
sobrecarga de fluido. Ademas los diuréticos actualmente disponibles tienen muchos

efectos adversos. @

Las investigaciones sobre las propiedades curativas y principios activos de las
plantas son producto de la incursion de la quimica organica, bioquimica y otras
ciencias similares, con ayuda de otras logran desarrollar la investigacién cientifica

en esta area. ¥



En este contexto resulta conveniente corroborar y ampliar el conocimiento sobre
algunas especies vegetales de uso tradicional, afin de buscar alternativas de

tratamiento o complementar la oferta farmacolégica a este tipo de enfermedades

En tal sentido, la presente investigacion se sustenta en la siguiente interrogante
¢, Tendra efecto diurético el extracto hidroalcohélico de las hojas de Baccharis chilco
Kunth (Taya)?



CAPITULO I
PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1DESCRIPCION DE LA REALIDAD PROBLEMATICA

Alrededor del 10% de la poblacion mundial padece de alguna enfermedad renal
cronica (ERC), sumado a esto se encuentra el porcentaje de enfermos con ERC
oculta o sin diagnosticar, incluyendo también a personas que padecen de
patologias crénicas como la diabetes mellitus DM, asi como la Hipertension

arterial (HTA), pudiendo agravarse hasta causar dafio renal ©).

La enfermedad hipertensiva, asociada a la enfermedad renal cronica, se ha
vuelto una de las mas peligrosas para la sociedad. El nUmero de quienes la
padecen es muy alto, esto significa un gran riesgo, incluso hasta la muerte.
Cabe sefalar que, en los Ultimos veinticinco afios, la prevalencia de

enfermedades aumento en un 60%®)-

Esta problemética de la insuficiencia renal persiste, a pesar de la presencia de
nuevos medicamentos, que significan una buena alternativa ante la
hipertensivas y asi prevenir enfermedades cardiovasculares. Estos forman
parte de uno de los tipos de farmacos mas importantes durante el tratamiento

inicial de la hipertensién arterial esencial ©).

Una alternativa al uso de dichos medicamentos es la que ofrece la medicina
tradicional, con sus plantas diuréticas. Dado que el empleo tradicional de
plantas con este fin esta muy arraigado al medio ambiente, también representa
una excelente alternativa de tratamiento de enfermedades renales e

hipertensivas.

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) consciente de la importancia del
rol que desempefia el uso de plantas medicinales en la Atencién Primaria de
Salud, recomienda el estudio integral de los recursos vegetales de uso
medicinal a fin de incorporarlos en la politica nacional de salud de cada pais

miembro @,



En este sentido, dado que nuestro pais es fuente inagotable de recursos
vegetales, tenemos la gran responsabilidad del estudio intensivo de sus

recursos veg etales.

Muchas especies del género Baccharis se usan tradicionalmente en todo el
mundo por sus innumerables propiedades terapéuticas, entre las que se
destaca la diurética. En el Peru abunda la especie Baccharis chilco que, por
extensidon quimica taxondémica podria ofrecer las mismas propiedades

terapéuticas que sus congéneres.

Debido a que esta especie no ha sido objeto de estudios cientificos que
demuestren y garanticen su efectividad terapéutica o le den cierto margen de
seguridad para evitar riesgos toxicolégicos, y en aras de contribuir a la
basqueda de alternativas terapéuticas, se evaluara el efecto diurético del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis chilco Kunth (Taya) en un
modelo experimental en forma comparativa con un diurético de referencia,
furosemida, seguido de una evaluacion de la toxicidad aguda oral sobre ratas

albinas.

1.2FORMULACION DEL PROBLEMA
1.2.1 PROBLEMA GENERAL

¢ Tendra efecto diurético el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis

chilco Kunth (Taya) en ratas albinas?

1.2.2 PROBLEMAS ESPECIFICOS
1. ¢Cuales son las clases de metabolitos secundarios presentes en el
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis chilco Kunth (Taya)

como posibles responsables del efecto diurético en ratas albinas?

2. ¢Cual serala dosis del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis
chilco Kunth (Taya) con mayor efecto diurético en ratas albinas?



3. ¢ El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis chilco Kunth (Taya)

tendrd mayor efecto diurético respecto a la furosemida en ratas albinas?

1.3 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.3.1 Objetivo general
Determinar si el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis

chilco Kunth (Taya) tiene efecto diurético en ratas albinas.

1.3.2 Obijetivos especificos

1. Identificar las clases de metabolitos secundarios presentes en el
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis chilco Kunth
(Taya) como posibles responsables de efecto diurético en ratas
albinas.

2. Determinar la dosis del extracto hidroalcohélico de las hojas de
Baccharis chilco Kunth (Taya) con mayor efecto diurético en ratas
albinas.

3. Comparar el efecto diurético del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Baccharis chilco Kunth (Taya) respecto a la furosemida en ratas

albinas.

1.4 JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

Existen muchos factores por los que los érganos dejan de funcionar o su
funcionamiento es insuficiente, uno de ellos es el desgaste natural del
organismo: envejecimiento, disfunciones genéticas, consumo prolongado de
medicamentos, enfermedades, estilo de vida, alimentacion. Los riflones son
organos vitales que ejercen dos funciones: excretora y endocrina, siendo los
encargados de filtrar y eliminar toxinas perjudiciales para el organismo como:
urea, creatinina, fésforo, potasio a traveés de la orina, asi como conservar

nutrientes como las proteinas. Sin embargo, cuando esta funcién no se



desarrolla adecuadamente, ocasiona la retencidén de liquidos, alta presion
arterial, etc. ®

El uso de farmacos con fines diuréticos (cuyo actividad medicinal comprende
en disminuir la reabsorcion de sodio y aumentar la excrecidon urinaria) en
pacientes con dafio renal o insuficiencia renal crénica producen toxicidad
clinica; que generalmente, se pone de manifiesto en tratamientos de uso
prolongado. Por otro lado, gran parte de la poblaciébn que sufren estas
patologias tienen un nivel sociocultural y econdmico que no les permite

acceder al uso de estos farmacos.

Los pacientes con dafio renal o insuficiencia renal cronica son tratados con
diuréticos, que son los encargados de la eliminacién de liquidos acumulados
en el espacio extracelular, aumentando el volumen de excrecién urinario por
unidad de tiempo, pero en muchas ocasiones viene acompafiado con
pérdida de sal y agua, por consiguiente, con reduccion del contenido de
electrolitos de sodio en el organismo, puesto que los diuréticos son
considerados como los promotores en la pérdida de sodio por el tabulo

renal.®

Este estudio tiene utilidad porque a partir de los resultados encontrados,
otros investigadores pueden complementar y ampliar los conocimientos
referentes a esta especie. Las plantas medicinales forman parte de unalinea
de investigacion farmacoldgica, eso promueve mayor investigacién para

encontrar nuevas moléculas utiles para el tratamiento de patologias.

Es de suma importancia desarrollar estudios referentes a aprovechar los
metabolitos secundarios de esta planta, asi se le dara un caracter cientifico
a la medicina tradicional. Cabe sefalar que, existen mas plantas que

necesitan ser estudiadas, ya que, todavia no han sido certificadas.

La necesidad de proporcionar informacién sobre la eficacia terapéutica
presente en los extractos hidroalcohélicos de las plantas conlleva a

desarrollar la presente investigacion, y plantear una alternativa natural a fin
b



de conocer sobre los beneficios que presentan extractos naturales, cuya
composicion nos ofrece multiples beneficios, enfocandonos principalmente

en el diurético.



CAPITULO Il
MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES DEL ESTUDIO
2.1.1. NACIONALES

Rojas (2009) (19 evalu6 el efecto antiinflamatorio del extracto
hidroalcohdlico de las hojas y flores de Baccharis tricuneata “yana taya”,
cuyas muestras procedieron del distrito de Quinua, Ayacucho, Perul. Luego
de la identificacion fitoquimica de la planta se midi6 el efecto
antiinflamatorio mediante el método del edema plantar inducido por
carragenina y la bioactividad mediante el bioensayo en Artemia salina. De
los resultados se desprende que el extracto hidroalcohdlico contiene
compuestos fendlicos, flavonoides, compuestos triterpénicos y/o
esteroides, azUcares reductores, lactonas y/o cumarinas, glucosidos
cardiotonicos, flavonoides, triterpenos y/o esteroides, aminoacidos y
grupos aminos libres. Corroborandose, ademas el efecto antiinflamatorio,
ya que en todos los tratamientos se observo inhibiciéon de la inflamacion y

se comprobo la existencia de la bioactividad.

Flores (2010) Y evalué el efecto cicatrizante del extracto hidroalcohdlico
de los tallos de Baccharis genistelloides (Lam.) Pers. “quimsacuchu”, en
ratones albinos. La muestra fue recolectada en el distrito de Quinua,
Ayacucho, Pera. Los animales de 23 - 24 g de peso, fueron separados en
cinco grupos y tratados con geles al 0,5; 1 y 2% del extracto hidroalcohdlico
y se compararon los resultados con el grupo control (gel) y con el grupo
tratado con un estandar (Dermaclin Plus®). El tamizaje fitoquimico reportd
la presencia de taninos, fenoles, flavonoides, catequinas, terpenoides,
azucares reductores, principios amargos, lactonas y cumarinas. Los
volimenes promedio de tension de los geles al 0,5; 1 y 2% del extracto
hidroalcoholico fueron 31,1; 38,2 y 44,42 mL, respectivamente. Se observo
gue todos los volimenes de tensién de los extractos son mayores respecto

al grupo control, lo que significa que el extracto posee efecto cicatrizante.



A mayor concentracion del extracto aumenta el volumen de tension
demostrando diferencia significativa frente a los tratamientos (p < 0.05). Los
porcentajes de actividad cicatrizante del extracto hidroalcohdlico fueron: al
0,5%, de 22,89%;al1%, de 50,96% y al 2%, de 75,12%; el tratamiento de
2% (75,12%) presentd mayor actividad cicatrizante que difiere
significativamente con el estandar y con el extracto de 0,5% y 1%; pero el
tratamiento de 0,5% (22,89%) posee similar comportamiento que el
estandar (21,30%) (p<0.05).Se concluyo que el extracto hidroalcohdlico de
los tallos de Baccharis genistelloides (Lam.) Pers. “quimsacuchu”, presenta

efecto cicatrizante.

Justil et al. #2 (2010), su investigacion se titula “actividad de extracto
etandlico de Baccharis genistelloides (carqueja) sobre el cancer de colon
inducido con 1,2-dimetilhidrazinaen ratas”. Su objetivo fue determinar la
eficacia quimio protectora del extracto etandlico de las hojas de Baccharis
genistelloides (EEBG) en el cancer de colon inducido por 1,2 -
dimetilhidracina (DMH) en ratas machos. La muestra de este estudio
corresponde a una carqueja recolectada en Huancayo, Junin y ratas
machos de 145 +/- 15 g, los cuales fueron inducidos a tumores intestinales,
por medio de inyeccién subcutanea semanal de DMH, a lo largo de
veintidés semanas, a 20 mg/Kg. Luego, se conformaron seis grupos: Grupo
1 suero fisiolégico; Grupo 2, 100 mg/Kg EEBG; Grupo 3 DMH; Grupo 4
DMH mas 100 mg/Kg de EEBG; Grupo 5 DMH mas 250 mg/Kg de EEBG;
y, Grupo 6 DMH mas 500 mg/Kg de EEBG. Por ultimo, se obtuvo muestra
de sangre para determinar el nivel de malondialdehido y 6xido nitrico. El
estudio histopatoldgico evidencioé que la quimio proteccién de los grupos,
en los que se aplicé el tratamiento con EEBG, frente al grupo que no recibid
tratamiento, demostraron una mejor quimio proteccion a dosis de 500
mg/Kg., donde el cancer fue pobremente diferenciado, presentando
adenomas frente a adenocarcinoma in situ y adenocarcinoma a dosis de
250 mg/Kg y 100 mg/Kg. Conclusion: En ratas, el extracto etandlico de
Baccharis genistelloides tiene efecto quimioprotector sobre el cancer de
colon inducido con 1,2-dimetilhidracina.



Martinez et al. 3 (2010), en su estudio titulado “Evaluacion de la actividad
antifingica in vitro de extractos polares de plantas del género Baccharis
sobre Fito patdgenos”. Se aplicé la extraccion con etanol (E) y agua
destilada (A) de Baccharis latifolia (BL), Baccharis genistelloides (BG). Para
la evaluacién antifangica se utiliz6 20mg/mL y 50 mg/mL de cada extracto,
mediante el método de difusion en agar en pozo central sobre cepas de los
hongos Phytophthorapalmivora QK08 y Aspergillus niger QS07. De las dos
especies del género Baccharis, solo Baccharis latifolia tiene actividad
inhibitoria frente a los dos fitopatbgenos Aspergillus niger vy
Phytophthorapalmivora. Se puede considerar en especial el extracto
etandlico a 20 mg/mL que inhibe a los dos hongos en un 65,8% y 98,8%
respectivamente. De otro lado, el Baccharis genistelloides (50 mg/mL)
presento una inhibicion aproximada del 50% solo frente a Aspergillus niger

con los extractos etandlicos y acuosos.

Hoyos, Yep 19 (2008), esta investigacion tuvo como objetivo disefiar una
formulacién de aplicacion topica a base de Baccharis latifolia (Chilca), con
efecto antiinflamatorio. El estudio se dividio en 2 momentos: la obtencion,
caracterizacion y evaluacion de la actividad antiinflamatoria del extracto
hidroalcoholico de la especie Baccharis latifolia “chilco”, y la obtencion,
caracterizacion y evaluacion de la actividad antiinflamatoria de una forma
farmacéutica de aplicacién topica conteniendo el extracto en estudio. Para
la obtencién del extracto hidroalcohdlico se utilizaron hojas secas y
pulverizadas de la planta proveniente del departamento de Amazonas. Se
us6 el método del edema plantar inducido con carragenina en ratones,
aplicando concentraciones de 1,25 mg/g, 2,5 mg/g, 5 mg/g y 7 g/mg del
extracto frente a un grupo control; se determiné que la menor concentracion
que mantiene una inhibicién de la inflamacién mayor al 70 % después de la
inyeccion de carragenina es la concentracion de 2,5 mg/g. Esta
concentracion fue elegida para desarrollar la forma farmacéutica que
permitiera la incorporacion del extracto al 2 % respecto al residuo seco,

obteniéndose con la forma farmacéutica crema — gel caracteristicas

10



Optimas en el producto terminado, el mismo que fue evaluado fisicoquimica

y cromatograficamente.

2.1.2. INTERNACIONALES

Zampini et al. (2009) 16), estudiaron los compuestos antimicrobianos y
antioxidantes de la infusion y extracto metandlico de Baccharis incarum
(WEDD.) Perkins. En la medicina tradicional de las tierras altas de América
del Sur, la infusion y decoccién de las partes aéreas de "tola", Baccharis
incarum (Wedd.) Perkins (Asteraceae) es tomado por via oral como un
antiséptico y antipirético digestivo o se aplica externamente para aliviar el
dolor y la inflamacién. Se compararon una infusion de la planta y el extracto
metandlico (MeOH) de las partes aéreas para los componentes principales
por HPLC-MS, asi como para evaluar las actividades antimicrobianas y
barrido de radicales libres. Se llevo a cabo el ensayo de fraccionamiento
guiado de los extractos polares utilizando ABTSe<+ autografico asi como la
prueba bioautografica para Staphylococcus aureus resistente a meticilina y
Enterococcusfaecalis. Siete compuestos se aislaron de los extractos polares
y se identific6 como acido clorogénico, 3',4',5,7-tetrahydroxyflavone; acido
guinicodicafeoilo; 3',4',5,7-tetrahidroxi-3,6-dimetoxiflavona; 3'.4'5,7-
tetrahidroxi-3,6,8-trimetoxiflavona, 4'5,7-trihidroxi-3', 3,6,8-
tetrametoxiflavona y 4',5-dihidroxi-3',3,6,7,8-pentametoxyflavona. Los
componentes principales del extracto de metanol y la infusion son derivados
del &cido cafeico. Este es el primer informe sobre los constituyentes infusion
de B. incarum y muestra diferencias claras con anteriores estudios
fitoquimicos en la misma planta. Todos los compuestos aislados mostraron
actividad antioxidante con valores SC50 de 1 a 10 mg/mL. Las flavonas
aisladas fueron activas frente a Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina y Enterococcusfaecalis con los PRM en el rango de 100 y>200
mg/Ml.

Naranjo A. (2013) @ su investigacion se titula “Evaluacion de la actividad
diurética y cuantificacion de polifenoles de Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.)”.

Este trabajo académico tuvo como objetivo conocer el efecto diurético del
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extracto hidroalcoholico de los calices de Hibiscus sabdariffa L. Para ello se
organizaron 6 grupos de ratas, se dividieron de la siguiente manera: blanco,
control positivo y los diferentes tratamientos RA, RB, RC, RD con distintas
concentraciones de fenoles. Para la cuantificacion de los polifenoles se
aplicé el método de Folin-Ciocalteu. Asimismo, se utilizé la cromatografia en
capa fina y columna para identificar los metabolitos, se aplicé agua, &cido
férmico, acetato de etilo. Los resultados del estudio fueron los siguientes: la
diuresis del Blanco es 2 mL, el control positivo (furosemida) da 8 mL, los
polifenoles 10, 20, 30, 40, 80 mg/Kg dan 1.6; 3.5; 2.9; 1.9; 0.9 mL de orina
respectivamente. Conclusién: con 20mg/Kg que posee un porcentaje de
diuresis en relacion al blanco del 75% y frente al control de un 47%, con un
volumen de excrecién al administrado de 78% y que el extracto no presenta

toxicidad alguna.

Allauca, A. (2017), 18 este estudio tuvo como objetivo evaluar la actividad
diurética del extracto hidroalcohdlico obtenido a partir de las flores de
cucharilla (Oreocallis grandiflora) sobre ratas (Rattus norvegicus) utilizado
como modelo animal. Para la evaluacion diurética fue necesario el uso de 25
roedores (ratas), que pesaron de 180 a 250 gramos, a estos se les suministro
3 dosis distintas (25, 100 y 200 mg/kg), furosemida (10 mg/kg) como control
positivo y carboximetil celulosa 0,9 % p/v como vehiculo. Luego, se procedio
a la medicion del volumen de orina excretada y electrolitos en un periodo de
seis posteriores al administracion del tratamiento. De otro lado, se determiné
la existencia de compuestos fendlicos, flavonoides, quinonas, lactonas,
cumarinas, triterpenos y esteroides por medio de un tamizaje fitoquimico. El
contenido de compuestos fendlicos en el extracto hidroalcohdlico fue de
12,01+0,21%, mientras que el de flavonoides de 15,85+1,53 %. La actividad
captadora de radicales libres del extracto obtuvo un IC50 de 907,003 pug/mL,
mientras que la del acido galico utilizado como referencia alcanzé un IC50
de 35,1985 pg/mL. Se comprobo el efecto diurético del extracto obtenido a
partir de las flores de Oreocallis grandiflora a las tres dosis administradas.
La dosis de 25 mg/kg de extracto hidroalcohdlico no presenté diferencias
significativas en relacion con el volumen de orina excretado, no obstante, se

identificaron concentraciones inferiores de Na y Ca.
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2.2 BASES TEORICAS
2.2.1 TAYA

2.2.1.1 Descripcion botanica

La familia Asteraceae es el grupo mas numeroso dentro de las
angiospermas, el cual comprende 1100 géneros y 25000 especies. Las
plantas son muy variadas en apariencia, incluyendo hierbas, en su
mayoria pequefias o arbustos, raramente arboles. Alrededor del 98% de

los géneros se componen de pequefias plantas.

El género Baccharis forma parte de la subfamilia Asteroidea que se
caracteriza por poseer todas las flores del capitulo flosculosas o con las
flores del disco flosculosas y las marginales liguladas, tridentadas o
bilabiadas; nunca con ligulas en el disco. No tienen tubos laticiferos; pero

a menudo presentan cavidades esquizégenas 9.

2

Figura N° 1: Presentacion botanica del género Baccharis.

Arbusto: Puede llegar a medir hasta 3 metros de alto. Es de color gris,
ademas tiende a ser cilindrico y aspero. Sus ramas son delgadas, la

zona apical es deforme con ramitas terminales, seccidn circular, mide de
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cuatro a seis centimetros de diametro, aparasolada poco densas,

glabras y con aguijones dispersos 9.

Hojas: Estan comprendidas por bipennadas, alternas, dispuestas en
espiral, peciolo (dos a tres centimetros), raquis de 3-5-7 cm de longitud,
2-3 pares de pinnas opuestas, foliolos 7-8 pares opuestos oblongos, el
apice marginado, diminutamente mucronado, base asimétrica, glabra,

nervaduras secundarias 7-8 pares®).

Inflorescencias: En racimos mide de ocho a doce centimetros de

longitud ®,

Flores: son hermafroditas, zigomorfas; céliz tubular, puber con
segmentos obtusos, de 3 mm de longitud, la parte superior posee fibras
pectinadas; corola con 5 pétalos libres, amarillos, orbiculares,
espatulados o escasamente oblongos, estambres 10, filamentos filosos
o glandulares, blancos, anteras rojizas, con dehiscencia longitudinal,

pistilo curvado verdoso @,

Frutos: son legumbres rojizas, oblongas, moderadamente comprimidas
de seis a once centimetros de longitud, indehiscentes de coloracién rosa,
con el mesocarpio arenoso, esponjoso, y 912 semillas de unos 1 x 0,5 x
0,3 cm, reniformes, de coloracion marrén pardo con la superficie lustrosa

dura, y con uno de los dos lados méas grande @ .

El Baccharis chilco Kunth (taya) comienza a producir entre los 4 a 5 afos,
dependiendo del tipo de suelo y de las condiciones medioambientales,
alcanzando un rendimiento aproximado de 15 Kg. de frutos o vainas en
bosques naturales u de 25 a 40 Kg. bajo sistemas cultivados. La cosecha

o recoleccion se efectta 2 veces al afio ©.
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2.2.1.2 Clasificacion taxondmica

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Geénero: Baccharis
Especie: Baccharis chilco Kunth
Nombre Vulgar: “Taya”

Fuente: Herbario Universidad San Marcos

2.2.1.3 Distribucién

Por lo general, se desarrolla en lugares semiaridos, con una
precipitacion media anual de 230-500 mm y temperaturas medias
anuales de 14,7-27,5°C. @0 Climaticamente se desarrolla en clima
templado céalido seco y también en clima tropical muy seco, asi como

en bosques tropicales humedos.

El Baccharis chilco Kunth (Taya) crece en la region costa del Peru, es
decir, en las laderas y lomas ubicados entre los 800y 2.800 m. s. n. m.,
y en los valles interandinos que se encuentran entre los 1.600 y 2.800
m.s.n. m. @)

Baccharis es el género mas grande de la familia de las compuestas,
con mas de 500 especies distribuidas por todo el norte y los continentes
de América del Sur. Las especies de este género se distribuyen
principalmente en las regiones célidas templadas y tropicales de Brasil,
Argentina, Colombia, Chile y México. Se encuentran en todos los tipos
de habitats, pero principalmente en las montafias tropicales de América
del Sur 2

El Perd es un gran productor en el mundo, ya que representa mas del
80% de la produccion del Baccharis. Los departamentos con mayor

venta de este género son Cajamarca, Ayacucho, Lambayeque,
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Huanuco y La Libertad. Cabe sefialar que Cajamarca concentra un
gran namero de bosques nativos (66%) y de bosques nativos (34%) 1)

2.2.1.4 Propiedades y usos medicinales

Muchos usos medicinales tradicionales generales de Baccharis
incluyen el tratamiento de heridas, Ulceras, fiebre, enfermedades
gastrointestinales; como espasmoliticos, diuréticos y analgésicos. En el
tratamiento de la diabetes y las infecciones bacterianas y fungicas;

como el paludismo, reumatismo, dolor de cabeza, gota ?®
2.2.1.5 Composiciéon quimica

La fitoquimica del género Baccharis ha sido ampliamente estudiada
desde el afio 1900. Hoy en dia, mas de 150 compuestos han sido
aislados e identificados a partir de este género. Los compuestos mas
destacados en el género Baccharis son los diterpenoides, aunque
principalmente son otros los componentes biolégicamente activos, por
ejemplo: compuestos fendlicos, aceites esenciales, triterpenoides,

flavonoides, cumarinas y derivados fendlicos simples.

Los flavonoides, junto con los diterpenos son los compuestos de mayor
ocurrencia en Baccharis y se describen como buenos marcadores
quimiotaxonémicos para los niveles jerarquicos mas bajos de la familia

Asteraceae (22,
Taninos:

Estan conformados por fendlicos, los cuales se encuentran en los frutos
y plantas. Son hidrosolubles y su composicién quimica no es uniforme,
son astringentes y coagulan los alcaloides, albuminas y metales
pesados. Son polvos deformes y de coloracion amarillo, tiene la
apariencia de grasiento, poco denso. Estos son faciles de disolver en
agua y alcohol, e insolubles en éter y benceno y cloroformo; cuando se
calientan a 210°C se descomponen generando diéxido de carbono y
pirogalol %)

En la Baccharis chilco Kunth (taya) la concentracion de taninos es alta,

a diferencia de las vainas, estas ultimas son de color rojo a amarillo,
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pueden ser usados como polvo de tara, previamente molidos. Los
taninos son muy importantes y beneficioso para la industria de la

curtiembre 24),
Propiedades quimicas

El tanino es una concentracion de moléculas, la cual tiene el rol fenal.
Se dividen de la siguiente manera: taninos hidrolizables o pirogalicos y
condensados o pirocatéquicos. El peso molecular debe ser mayor a
500 g/mol para lograr una combinacion rigida con las proteinas, pero
menor a 3000 g/mol, ya que, si es muy voluminoso no se pueden
acercar a una medida adecuado a los sitios activos de las proteinas.
Existen dos clases de taninos: hidrolizables y condensables (4.

Taninos hidrolizables: Estan conformados por una molécula glucidica,
sobre la cual se adhieren cuerpos fendlicos, son hidrolizados por acidos
(o enzimas) en un azucar o polihidroalcohol relacionado y en un acido
carboxilico fendlico. Dependiendo de la naturaleza del &cido carboxilico
fendlico, los taninos hidrolizables se subdividen en galotaninos y
elagitaninos. La hidrélisis de los galotaninos origina &cido galico,
mientras que la de los elagitaninos produce acido hexahidroxidifénico,
el cual se aisla normalmente como su dilactona estable, el acido

elagico@.

Taninos condensados: Son conocidos también como
proantocianidinas, estas son poliflavonoides que constituidas por
cadenas de unidades de flavan-3-ol. La clase méas usual de
proantocianidinas son las procianidinas.Mientras que los taninos
hidrolizable y condensados padecen una polimerizacion a la forma

amorfa de flobafenos o taninos rojos, bajo la accién de acidos 4

Usos de la taya
La taya tiene diversos usos, tales como:

1. Curtido de cueros.

2. Fabricacion de plasticos y adhesivos.
17



12.

13.

14.
15.

16.

Conservacién de utensilios por sus propiedades fungicidas y
bactericidas.

Clarificacion de vinos.

Sustitucion de la malta para dar cuerpo a la cerveza.
Proteccion de metales.

Industria cosmética.

Industria fotografica.

Perforacion petrolifera.

Elaboracion de aceites.

Elaboracién de alimentos como goma para dar consistencia a
helados, mayonesas, mostaza, embutidos, sopas, yogures,
comida para bebés y mascotas, y otros productos
alimenticios.

Elaboracién de polvo proteico para jabones, pinturas,
barnices, esmaltes (en los tres altimos por su accion
anticorrosiva).

Medicina, por sus efectos astringentes, antiinflamatorios,
antisépticos, antimicéticos, antibacterianos y antiescorbuticos.
Industria del papel.

Industria farmacéutica, en la elaboracion de productos
dietéticos y para diabéticos.

Tradicionalmente dolencias de garganta y heridas.

2.2.2 Farmacologia renal

La homeostasis del medio interno es mantenida con la participacion de

los rifiones; cuya actividad prioritaria es mantener el pH, el volumen y

la concentracién de los liquidos corporales. La homeostasis se realiza

mediante las a tres funciones siguientes:

Funcion secretora: el riidn produce hormonas (renina, eritropoyetina y

otras sustancias como el acido Urico y amoniaco).

Funcion reguladora: se realiza a través de tres mecanismos: filtracion

glomerular, reabsorcién tubular y secrecién tubular. Asi, el rifidn regula
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la concentracion de la mayor parte de solutos que constituyen el liquido

extracelular:

-Regulacion del agua corporal, funcion en que participa la ADH
(hormona bajo control hipotalamo- hipofisiario).

-Regulacion del equilibrio hidroelectrolitico (mantenimiento de iones
calcio, cloro, potasio y fosfato). En esta funcién también participan otros
mecanismos endocrinos.

-Regulacion del equilibrio acido — basico, el rifion elimina &cidos vy
retiene bases.

Funcion excretora: el riidn excreta los productos finales del
metabolismo (exceso de agua, de solutos, residuos metabdlicos como

la urea, la creatinina, el acido Urico, etc.) %

2.2.2.1 Regulacion de la presién arterial

Los diuréticos son utilizados desde hace muchos afios en el tratamiento
de la hipertensién arterial, y constituyen los farmacos antihipertensivos

con los que se tiene la experiencia mas prolongada.

En una fase inicial, la actividad antihipertensiva de los diuréticos esta
relacionada con su accion perdedora de agua, que conducen a la
disminucién del volumen extracelular y del gasto cardiaco, que explica
la disminucién de la PA. Sin embargo, este efecto es transitorio pues,
luego de dias o semanas de mantener el tratamiento, el volumen
extracelular y el GC retornan a sus valores previos, pero el efecto
antihipertensivo persiste. Esto se explica por lo siguiente. A largo plazo,
los diuréticos provocan una reduccién sostenida de la RVP. Esto se

atribuye a diferentes factores:

Accion directa de los diuréticos sobre la pared de las arteriolas. Se
postula que los diuréticos bloquean el metabolismo energético de la
membrana de estas células inhibiendo la enzima 3,5-fosfodiesterasa,
lo que modularia la actividad de los canales de K+ regulados por ATP,

accion molecular que conduciria a una hiperpolarizacion de la
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membrana, que impide la entrada de Ca2+ y la contraccion del musculo

liso arteriolar.

- Descenso del calcio citosélico por cambios en la bomba de Na+-
Ca++ y/o por obstrucciéon de los conductos de entrada del sodio.

- Obstruccion indirecta de la enzima convertidora de angiotensina
(ECA), debido a la disminucién considerable del zinc.

- Pérdida de los niveles plasmaticos de una sustancia parecida a la
ouabaina.

- Incremento de la secrecion de prostaglandina E, prostaciclina y
kalidina.

- Descenso de la reactividad del musculo liso vascular a la

noradrenalina por cambios del sodio intracelular ).

2.2.2.2 Funcion renal en la enfermedad

El propdsito fundamental de los diuréticos esta orientados a tratar los
edemas. No obstante, indirecta o directamente pueden cambiar otros
iones y modificar las funciones, por ello, se utiliza para otras dolencias,
como la hipertension arterial, las intoxicaciones, las hipercalcemias, el

glaucoma, la diabetes insipida, etc. ¢

Estados edematosos. En muchas enfermedades, la cantidad de
cloruro de sodio reabsorbido por los tibulos renales es anormalmente
alta. Esto conduce a la retencion de agua, un aumento en el volumen
de sangre, y la expansion del compartimento de fluido extravascular,
qgue resulta en edema de los tejidos. Varias causas comunmente
encontradas de edema incluyen insuficiencia cardiaca, ascitis hepatica,

sindrome nefrético y edema premenstrual.
Estados no edematosos

Los diuréticos también pueden encontrar una amplia utilizacion en el
tratamiento de enfermedades no edematosas como hipertension,
hipercalcemia y diabetes insipida 7.
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Diuréticos

Los diuréticos aumentan la afluencia de la excrecion de Nay de orina,
el cual se utiliza para la regulacién de composiciéon y/o volumen de los
liquidos corporales en distintas situaciones clinicas, entre las que
destacan la insuficiencia renal y cardiaca, cirrosis, hipertension y

sindrome nefrético@) -

Clasificacién de los diuréticos

Los diuréticos se dividen, en funcidn a su eficacia diurética, estructura

quimica y el sitio de accion.

a) Diuréticos de maxima eficacia. Se desarrollan en los segmentos
diluyentes; la fraccion de desecho de electrolitos de sodio es mayor al
15%. Los mas resaltantes son los sulfamoilbenzoatos furosemida,
bumetanida y piretanida, el procedente de la sulfonilureatorasemida
(torsemida), el derivado del &cido fenoxiacético &cido etacrinico y la

tiazolidonaetozolina.

b) Diuréticos de eficacia mediana. Funcionan en la ultima porcién de la
zona diluyente cortical y en la primera del tabulo distal; la fraccion de
desecho de los electrolitos de sodio es del 5-10 %. Forman parte del
grupo las benzotiadiazinas (tiazidas e hidrotiazidas): hidroclorotiazida,
altizida, bendroflumetiazida y mebutizida; sus derivados son clopamida,
clortalidona, indapamida, xipamida y quinetazona.

c) Diuréticos de eficacia ligera

La parte de desecho de electrolitos de sodio es menor al 5 %. La zona

de accién no es estable:

1. Ahorradores de K+: se desarrollan en la parte final del tabulo distal
por inhibicién de la aldosterona: espironolactona y canrenoato de
potasio, o con independencia de la aldosterona: amilorida y

triamtereno.
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2. Inhibidores de la anhidrasa carbdnica: acetazolamida vy
diclorfenamida.
3. Agentes osmaticos: trabajan en el tubulo proximal: manitol e

isosorbida

Furosemida

Furosemida o acido 4 - cloro - N - furfuril — 5 —sulfamoilantranilico.

COOH
NH—CH,__~©
9 0,
NH,-S
o

Figura N°2: Estructura quimica de la furosemida

Mecanismo de accion. Los diuréticos de alta eficacia, conocidos como
diuréticos del asa actuan inhibiendo la reabsorcion tubular del Na y Cl,
en la zona medular y cortical de la ramaascendente gruesa del asa de
Henle. La accion esté vinculado con una inhibicion de la enzima Na-
KATPasa.

La furosemida y bumetanida, también inhiben a la AC, no obstante, esta
accion es muy deficiente para ser tan sobresaliente. Ademas, crece el
flujo sanguineo renal, y el riego sanguineo, ubicado en la médula renal,
pudiendo asi interponerse con el mecanismo multiplicador de
contracorriente, que requiere la médula renal, sea hiperténica. Estos

diuréticos, incrementan la excrecion de sodio, cloruro, potasio y agua.

Acciones farmacoldgicas y efectos adversos. El efecto diurético, por
lo general, es muy fuerte. El flujo urinario puede ser abundante (hasta

10 litros en 24 hs.). Esta droga puede generar desestabilizacion de
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hidroelectrolitico, la cual puede ser dafiina, por ello, debe los pacientes

deben estar en constante observacion.

Como los tiazidicos los diuréticos de alta eficacia, también aumenta la
excrecion de potasio, pudiendo ocasionar hipopotasemia. Ademas,
pueden generar hiperuricemia por medio del mecanismo descrito para
las tiazidas. Incrementan la excrecion de Mg, mientras que las tiazid
asa acrecienta el desecho del Ca (accién calciurica), el cual puede ser
utilizado en pacientes que padecen de hipercalcemia sintomética. Los
diuréticos de alta eficacia pueden generar ototoxicidad por

modificaciones en los electroliticos en la endolinfa del oido medio. 9

Los efectos adversos que estos puedan generar se destacan: sordera
e hipoacusia, los cuales pueden ser reversible. Por ello, se debe evitar
el suministro conjunto de diuréticos y aminoglucdsidos, ya que se corre

el riesgo de que la accién ototoxica puede potenciarse.

De igual forma, la nefrotoxicidad de las cefalosporinas de las ultimas
generaciones, o de los aminoglucésidos puede aumentar el suministro
a la par con furosemida o acido etacrinico. Ademas, puede ocasionar
reacciones, como hemorragias digestivas, disfuncion hepatica,

hipoplasias medulares y alergia cutanea. %

Farmacocinética: Los diuréticos de alta eficaciase tienen una veloz
absorcién por via oral. Asimismo, tiene una éptima biodisposicion, y se
adhieren a las proteinas plasmaticas. Se secretan activamente en al
tubulo proximal, y por el fluido tubular llegan a su sitio de accion en el

asa de Henle @9
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2.3. HIPOTESIS

2.3.1. HIPOTESIS GENERAL
El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis chilco Kunth

(Taya) posee efecto diurético en ratas albinas.

2.3.2 HIPOTESIS ESPECIFICAS

1. Las clases de metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis chilco Kunth (Taya) son los

posibles responsables del efecto diurético en ratas albinas.

2. El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis chilco Kunth

(Taya) presenta una dosis con mayor efecto diurético en ratas albinas.

3. El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis chilco Kunth
(Taya) presenta mayor efecto diurético respecto a la furosemida en

ratas albinas.

2.4. VARIABLES
2.4.1 TABLA DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLES DIMENSIONES ‘ INDICADORES ESCALA
VI.
Extracto s
hidroalcohdlico . o Identificacion de 250mg/k9,
. Fitoquimico 500mg/kg y
de las hojas de Metabolitos
. . 1000mg/kg de
Baccharis chilco secundarios dosis
Kunth (Taya). '
1. Volumen de
VD .
Farmacolégico orina Presenta
Efecto diurético icaci
2. Eficacia No presenta
diurética

3. Variacion de

peso corporal
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2.5. MARCO CONCEPTUAL

Medicina tradicional: Estéd referida al total de conocimiento y practica
sustentado en las experiencias, teorias y creencias ancestrales proveniente
de distintas culturas, el cual utilizado por calmar alguna dolencia, prevenir y

curar enfermedades, ya sean mentales o fisicas (/-

Secado de la planta: Este proceso es vital para la conservacion de los
principios activos de las plantas, para ello se requiere secar las flores o raiz,
dependiendo de la zona que quiera extraer o conocer los principios activos.
Cabe sefialar que, el secado de la planta debe darse lo mas pronto posible
después de ser cosechada, debido a que, pasadas las tres y horas medias
de almacenamiento, entonces la planta pierde hasta un 30% de carotenoides
y hasta un 26% de los flavonoides. Asimismo, se sugiere que la temperatura
adecuada para este proceso sea de 80°C, de esta manera se asegura una
mayor permanencia de flavonoides y carotenoides. De otro lado, las
temperaturas superiores a los 100°C provoca la disminucion de los principios

activos -

Drogas Vegetales: Esté referida a la seccion de la planta medicinal que
posee mayor o menor concentracion de principios activos, estos pueden
estar presentes en la semilla, tallo, hoja, flor, raiz y fruto. Cabe precisar que,
las hojas tienen un alto contenido de heterdsidos y alcaloides, mientras que
el tallo es un conducto entre la raiz y las hojas, no obstante, pueden poseer

principios activos en la corteza o en la albura 8

Obtencion de extractos: Con respecto a este proceso, primero se debe
obtener el extracto con ayuda del éter de petréleo, alcohol y propilenglicol,
dando ciertas condiciones de preparacion y afirmando que los principios
activos son los carotenoides y los flavonoides. Asimismo, evidenciaron que
estos extractos no evidenciaron propiedades carcinogénicas, ni toxicidad

cronica durante dieciocho meses.
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Maceracion: esta referida al unién extendida durante largos periodos del
menstruo con la droga, lo cual forma parte de un grupo igualitariamente
mezclado en el cual el menstruo tiene una reaccion simultanea sobre todos
los segmentos de droga, circulando por medios de todas las direcciones y
sentidos y disolviendo sus principios activos hasta originar una
concentracion equilibrada con la del contenido celular.

Taxonomia: Es una ciencia que comprende meétodos, principios de la
clasificacion de distintos géneros. Es utilizada para la organizacion y

jerarquizacion de los vegetales y animales ()

Solubilidad: Es la capacidad de disolucion de un compuesto quimico; no
obstante, esto esta en funcion a la forma en que se encuentran: Aglicones
libres (son insolubles en agua) o heterosidos (son solubles en agua y
mezclas hidroalcohdlicas e insolubles en disolventes organicos).

Extracto hidroalcohdlico: Liquido concentrado, obtenido de la extraccion
de una planta o parte de ella, el cual es usado como solvente alcohol y agua.
Posee color y aroma propios de la planta del cual fue sustraido.

Desecacion : Procedimiento que comprende la  eliminacion  de
agua de las plantas para su conservacion en herbarios, alejadas del
contacto directo de los rayos solares y tratados a temperatura ambiente.

Diurético: Las sustancias denominadas diuréticas, son las que poseen la
propiedad de que al ser ingeridas causan la eliminacion
de agua y electrolitos del organismo, mediante la orina, asi como la

expulsion de materia fecal (28

Furosemida: La furosemida es un diurético de asa de la familia de las
sulfonamidas utilizado en el tratamiento del edema asociado a la
insuficiencia cardiaca congestiva, cirrosis y enfermedad renal, incluyendo
el sindrome nefrotico. Pertenece al grupo de los diuréticos de alto techo

(28).
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CAPITULO llI:
METODO

3.1. TIPO DE ESTUDIO

La investigacion responde al enfoque Cuantitativo segun su enfoque, ya que
se busca dar respuestas objetivas y expresadas ademas en indices
numericos puntuales del objeto de estudio, segun su proposito es una
Investigacion basica, ya que busca dar la explicacion y propuesta de soluciéon
a un problema comun relacionado a la excrecion urinaria y de este modo
evaluar el efecto diurético del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Baccharis chilco Kunth (Taya).

La Investigacion ademas es de caracter longitudinal; ya que en su desarrollo
se propuso evaluar farmacologicamente por Unica vez a cada unidad
muestral, es decir se midio la actividad diurética en las ratas inducidas a

problemas renales.

Es de caracter experimental ya que la investigacion tuvo la posibilidad de
manipular la variable independiente en forma aleatoria, lo cual consistié en
elaborar el extracto hidroalcohdlico de la planta mencionada en diferentes
concentraciones y medir su efecto sobre diurético sobre la variable
dependiente, ademas, debido a la poca existencia de antecedentes respecto
de los efectos diuréticos in vivo, de Baccharis chilco Kunth (Taya), el estudio

se realiz6 en condicion de Investigacion exploratoria.
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

DISENO DE LA INVESTIGACION

En cuanto a su disefio el estudio es de caracter experimental, debido a que
se manipula las variables deliberadamente, es decir el investigador disefio un
esquema experimental el cual conté con un grupo control positivo, negativo y
grupos experimentales a los que se aplicd el extracto hidroalcohdlico. En su
proceso el estudio vario de manera deliberada las variables para observar sus
consecuencias o efectos sobre la variable dependiente. De este modo se
manipula las distintas concentraciones del extracto hidroalcohdlico
deliberadamente para medir el efecto que tienen en otra variable de interés
que es el efecto diurético, dicho efecto se atribuye a los metabolitos presentes

en la planta.

POBLACION

Se realiz6 el ensayo con la planta de Baccharis chilco Kunth (Taya)
recolectadas en el distrito la Union, provincia 2 de mayo, del departamento
de Huanuco.

Recolectando 20 tallos de Baccharis chilco kunth (TAYA) por m2.

MUESTRA

3 kg. de hojas de Baccharis chilco Kunth (Taya) recolectadas en el distrito

la Unién, para la elaboracién del extracto hidroalcohdlico.

25 ratas albinas de cepa Holtzman distribuidas en grupos de 5

TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

3.5.1 TECNICAS

1. Screnning Fitoquimico

Estos ensayos se pueden verificar sobre la misma droga; en forma entera,
pulverizada o como es mas frecuente en extractos que se pudieron obtener
de diferentes procedimientos de extraccion de la planta y con diferentes

solventes.
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Son ensayos de tipo cualitativo que permiten la identificacion de la droga a
estudiar, es por lo general la presencia de determinados compuestos

especificos derivados del metabolismo secundario de la planta.

También para los ensayos de metabolitos secundarios se les hace prueba
pero van a hacer comunes a todas las plantas es por eso que carece de

interés diagnaostico.

Las pruebas para el screnning fitoquimico comprenden reacciones de

identificacion (coloreadas, de precipitacion, fluorescencia, microsublimacion)

Los principios activos que usualmente se encuentran en las drogas
vegetales estan en concentraciones limitadas por lo mismo se debe realizar
una perfecta extraccion de estos. Ya que, si esta es deficiente puede

confundirse los resultados @Y,

2. Prueba de Solubilidad: Este proceso sirve para observar la polaridad o
apolaridad de los metabolitos secundarios presentes en el extracto. Da la
facilidad de observar en que solvente se pueden analizar dicha especie.
Este fue realizado con 1 ml del extracto + 1 ml de cada reactivo utilizado:

cloroformo, etanol, agua, éter y acetato de etilo.

3. Cromatografia en capa fina, prueba de flavonoides totales por
espectrofotometria UV-VIS

Son técnicas analiticas simples, se puede realizar con muy poca muestra,
es una técnica ampliamente usada en los controles de toda clase de
productos naturales.

También puede ser empleado como ensayo cuantitativo comparando las

intensidades de las manchas visualizadas con patrones adecuados.

La deteccion de los compuestos separados generalmente se realiza por
meétodos generales o especificos, la luz UV permite detectar sustancias que

absorben a la longitud de onda larga 365nm y de onda corta a 254 nm.

4. Determinacion de la toxicidad aguda.

Se empleo el protocolo establecido por la OECD (2001), en ratones albinos.
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5. Determinacion del efecto diurético.

Se empled el modelo propuesto por Cotillo y Rojas 9,

6. Disefio experimental. Fue completamente aleatorio:
Grupo | (control negativo):

Administracion P.O. de solucién de cloruro de sodio 0.9% en 5 mL de agua

destilada.

Grupo Il (Control positivo):

Administracion P.O. de furosemida a una dosis de 40 mg/Kg de peso.
Grupo lll:

Administracion P.O. de extracto hidroalcohdlico de Baccharis chilco Kunth

(Taya) a una dosis de 250 mg/Kg de peso.
Grupo IV

Administracion P.O. de extracto hidroalcohdlico de Baccharis chilco Kunth

(Taya) a una dosis de 500 mg/Kg de peso.
Grupo V:

Administracion P.O. de extracto hidroalcohodlico de Baccharis chilco Kunth
(Taya) a una dosis de 1000 mg/Kg de peso.

3.5.2 EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS
Equipos
Para el trabajo se utilizaron los siguientes equipos:

Balanza Gramera AND: pesado de las ratas albinas.

Balanza Analitica METTLER TOLEDO: pesado de las hojas de la Taya.
Estufa THERMOLYNE: secado de las hojas de la Taya.

Rotavapor BUCHI R-300: extraccion de alcohol de las hojas de la Taya.
Espectrofotometro AGILENT TECNOLOGIES UV-VIS: cuantificacion total
de Flavonoides.

a b 0w N e
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6. Plancha de calentamiento IKA C-MAG HS7: secado de las placas
cromatograficas.

7. Luz UV 254 y 366 nm CAMAC: para ver las manchas de Alcaloides y
Flavonoides

Materiales
Se utilizaron los siguientes materiales:

. Alimento balanceado de la Universidad Agraria La Molina
. Viruta de pino procesada
. Jaulas de polipropileno con tapa de acero inoxidable.

. Jeringas de 1mL

1

2

3

4

5. Jaulas Metabdlicas

6. Material estéril de Laboratorio
7. Papel Kraft

8. Matraz Erlenmeyer
9. Embudo de vidrio
10. Papel filtro

11. Tubos de ensayo

12. Pipetas

13. Fiolas de 50 mL

14. Pera de bromo de 250 mL
15. Estandar de Quercetina
16. Estandar de Cafeina

17. Sonda nasogastrica

Reactivos
Para el trabajo se utilizaron los siguientes reactivos:

Mayer

Wagner

Dragendorff

Acido Fosfowolframio

a > w0 N E

Sonneschein
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3.5.

6 Reineckato

7 Shinoda (magnesio + &cido clorhidrico concentrado)
8. Cloruro Férrico

9 Gelatina al 1%

10. Hidroxido de sodio al 5% (Reaccion de Bortranger)
11. Ninhidrina

12. Fehling A
13. Fehling B
14.  Lugol

15. Reactivo 2,4 DNPH

16.  Alcohol de 96°C

17.  Metanol

18. Etanol

19.  Cloroformo

20. Agua destilada

21. Isopropanol

22.  Tricloruro de Aluminio al 2%
23. Acetato de sodio 1 M

24. Metanol : Agua (25:75)

25. BAW (Butanol : Agua : AAG) (4:3:1)
26.  Acido sulfarico 2 N

27. Hidroxido de sodio al 10%

3 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
3.4.3.1 Colecta de la especie.
Se procedi6 a separar las hojas con cuidado y recolectarlas en papel Kraft,

para luego ser llevado a la estufa a una temperatura de 40 °C; se utiliz0 esta

temperatura para no alterar los metabolitos que queremos evaluar.
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Elaboracion del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis
chilco Kunth (taya).

Una vez ya seca las hojas de la Taya son molidas manualmente, todo esto

con indumentaria apropiada de asepsia.

Es pesada en la balanza analitica para saber cuanto de alcohol-agua (70-
30) vertemos a la muestra para la extraccion, la muestra se macera por una
semana (7 dias) con agitacion constante y protegidos de la luz una vez para
no alterar los metabolitos que pudieran tener.

Después del tiempo transcurrido la muestra de Baccharis chilco Kunth
(taya) es filtrada con papel Whatman, para no dejar pasar las hojas y solo

liquido para nuestros analisis posteriores.

Para el procedimiento del extracto seco se llevod el extracto filtrado al
rotavapor, equipo que es utilizado para la evaporaciéon del solvente; este
equipo consta de la una vasija de calentamiento donde se colocoé el agua
destilada, un brazo que sujeta el balon donde es depositada la muestra y
al otro extremo un refrigerante que tiene una terminacién para el recojo del
alcohol en la muestra. Este trabajo se realiz6 a una temperatura controlada
la cual no excedié los 50°, después de un tiempo transcurrido la muestra
fue llevada a la estufa a 40° para obtener el extracto seco en forma de
melcocha (extracto seco).

La muestra fue recolectada en envase protegido de la luz y guardada a
temperatura de 2 a 8 °C hasta su utilizacion para la prueba de solubilidad y

dosificacion para la prueba de la actividad diurética.
Prueba de Solubilidad del extracto hidroalcohdlico

Para la prueba de solubilidad se empled el extracto seco de Baccharis
chilco Kunth (Taya), se tomé una pequefia cantidad de muestra seca y se
colocé en los tubos de ensayo para luego ser vertido en tubos de 3 a5 mL
con solventes como (Alcohol de 96°, metanol, etanol, cloroformo, agua e
isopropanol) esta prueba da referencia en que solventes es mas soluble la

muestra a tratar.

33



Se tuvo en cuenta la Polaridad del disolvente por que este le da
propiedades de solubilizacion en diferentes solutos.

Figura N°3: Prueba de Solubilidad.

Screnning Fitoquimico
El procedimiento es poner de 2 a 5 mL del extracto de Baccharis chilco
Kunth (taya) en los tubos de ensayo para luego agregar de tres (03) a cinco

(5) gotas de los reactivos para la identificacion de los metabolitos.

Figura N° 4: Reactivos usados en la marcha Fitoquimica
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Metabolitos Secundarios

A.- Prueba para Alcaloides

Para la prueba de identificacion de alcaloides se hicieron ensayos
generales (Wagner, Mayer, Dragendorff, Scheibler, Sonneschein vy
Reineckato) sobre el extracto de Baccharis chilco Kunth (taya), se
considera que hay presencia de alcaloides si se obtienen cuatro resultados

positivos de los ya citados.

Reactivo de Mayer.- (Yoduro de mercurio y potasio), es de color blanco o
crema en el momento en el que se agrega tres o cinco gotas de acidulada

del extracto.

Reactivo de Wagner.- (yodo-yoduro de potasio), cuando se le afiade tres

0 cinco gotas se pone de color marrén.

Reactivo de Dragendorff.- (Yoduro de bismuto y potasio), cuando se le
agrega tres a cinco gotas de solucion acidulada del extracto, entonces se

pondra de color rojo a naranja.

Reactivo de Scheibler.- (Acido fosfortungtico), cuando se le afiade de tres

a cinco gotas, entonces adquiere un color blanco.

Reactivo de Sonneschein.- (Acido fosfomolibdico), cuando se le afiade de

tres a cinco gotas, cambia de coloracion a naranja.

Reactivo de Reineckato.- (NH4[Cr (NH3)2(SCN)4]2H20), da un precipitado

floculante color rosa cuando se le afiade de 3 a 5 gotas.

B.- Prueba de Flavonoides y Compuestos Fendlicos

Las plantas condensan una gran pluralidad de elementos fendlicos dadas
en la etapa del desarrollo, estos compuestos productos de la ruta
biosintetica del &cido fenilpropanoico.

Es interesante sefalar que este clase de metabolitos, caracterizada por su

organizacion posee a las antraquinonas, naftoquinonas y taninos, este
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ultimo es condensado de un flavonoide como la antocianidina y si es

hidrolizable de acidos fendlicos.

Reactivo de Shinoda.- (Limaduras de magnesio + HCI concentrado),
presenta un coloracion de amarillo a rojo a magenta, en el caso de los
flavanoles. Seran flavonas si se presenta una coloracion roja, azul o violeta.
Si en caso la coloracion fuera amarilla, entonces seria isoflavonas. Se
deduce que son isoflavononas, chalconas y auronas si en caso fueran

incoloras.

Reactivo de Cloruro Férrico.- (Cloruro férrico disuelto en agua), emana
un color azul, verde o negra cuando se agrega de tres a cinco gotas, prueba
general.

Reactivo de Gelatina al 1%.- (Gelatina + cloruro de sodio), cuando se le

afade de tres a cinco gotas, entonces sera de color blanco (taninos).

Reactivo de Hidroxido de sodio al 5% (Reaccién de Bortranger).- Para
detecta Antraquinonas y Naftoquinonas, se le afiadira de tres a cinco gotas

y luego se pondra de color rojo.
Metabolitos Primarios

A.- Prueba para Glacidos.
Reactivo de Fehling Ay B

Se le agrega 5 mL de Fehling Ay By se lleva a bafio maria la presencia de
un precipitado anaranjado ladrillo nos da la presencia de Glucidos en la

muestra.
B.- Prueba para Almidén.
Reactivo de Lugol

Si existe almidon en la muestra, entonces adquirira el color oscuro luego

de afadir tres gotas de Lugol.
C.-Prueba para Cetonas.

Reactivo de 2,4 Dinitrofenilhidrazina (DNPH)
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A la muestra se le afiade 1 gota de DNPH si presenta un precipitado

amarillo o naranja rojizo nos da la presencia de cetonas en la muestra.

[

o

g e

Figura N° 5: Proceso de la marcha fitoquimica.
Cromatografia en capa fina para Alcaloides

Para la ejecucion de este tipo de prueba es necesario el uso de capa fina
para alcaloides se utilizo la placa cromatogréafica de la marca Merck (TLC
Silica gel F2s4) como fase estacionaria, para la fase moévil se uso el diluyente
de elucion de Metanol.

Con respecto a la contrastacion fue necesario la utilizacion del parametro
de cafeina, dada en un dosis de 10 mg/ mL el cual se inyecto 5 pl, situacién

parecida con la muestra de Baccharis chilco Kunth (Taya).

En la placa cromatografica se aplico 5 pl del estdndar y de muestra y una
vez terminada la corrida la placa fue secada en la plancha de calentamiento
hasta evaporar todo el solvente, acto seguido se evidencio las manchas de
desplazamiento en la luz UV 254 nm. Para la identificacion de alcaloides
en la muestra se rocio acido sulfurico al 2 % y luego el reactivo de
Dragendorff, como revelador, para una evidencia positiva se tiene que ver
manchas naranjas.

Las muestra de Baccharis chilco Kunth (Taya) dio positivo para alcaloides.
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Cromatografia en capa fina para Flavonoides

Para la prueba de cromatografia en capa fina para alcaloides se uso la
placa cromatografica de la marca Merck (TLC Silica gel Fzs4) como fase
estacionaria, para la fase mévil se usé el solvente de elucién de Butanol:
Agua: Acido acético glacial en proporcion de (20:15:5) respectivamente,
esta mezcla se colocé en una pera de bromo de 250 mL y se agitd, se

evidencio la formacion de dos fases, la fase moévil es la menos densa.

Para la comparacion se usé un estandar de quercetina en una
concentracion de 10 mg/ mL., el cual se inyecto 5 pl a la placa

cromatografica, caso similar con la muestra de la Taya.

Figura N° 6: Realizacion de Cromatografia en capa fina para Flavonoides.

En la placa cromatogréfica se aplico 5 pl del estandar y de muestra una vez
terminada la corrida la muestra es secada en una plancha de
calentamiento, hasta la evaporacién del solvente, se evidencio las manchas
en la luz UV a 254 nm, y se us6 como revelador el tricloruro de aluminio,

para una muestra positiva caracteristico de manchas amarillas.

La muestra de Baccharis chilco Kunth (Taya) dio positivo para flavonoides.
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Prueba de espectrofotometria UV VIS para determinar Flavonoides

Totales

Para las técnicas cromatograficas para su separacion o deteccion para
flavonoides son muy variadas, asi como también en las condiciones en las

cuales ellas puedan realizarse.

Figura N° 7: Prueba de espectrofotometria UV VIS para flavonoides totales.

Método de Flavonoides Totales.- Para la realizacion de la prueba se
obtuvo una concentracion de 1 mg/mL de estandar Quercetina, se hizo
diluciones para obtener concentraciones de 0.024, 0.1 y 0.2 mg/mL en

fiolas de 50 mL y se enrasaron con etanol.

Después a cada concentracion se tomé 2 mL de alicuota y se agreg6é 6 mL
de etanol + 0.4 mL del reactivo de tricloruro de aluminio al 2% + 0.4 mL del
reactivo de acetato de sodio 1M y agua cantidad suficiente para 20 mL de

volumen total, fue incubada por 30 minutos.

Para las muestras se tomé una alicuota de 0.5 mL y se agreg6 6 mL de
etanol + 0.4 mL del reactivo de tricloruro de aluminio al 2% + 0.4 mL del
reactivo de acetato de sodio 1M y agua cantidad suficiente para 20 mL de

volumen total. Se incubo por 30 minutos.

Para las lecturas en el espectrofotometro UV-VIS se considero una longitud
de onda de 415 nm.
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Se obtuvo 16.88 mg de quercetina / mL de extracto; es decir que los
flavonoides totales se expresan en miligramos equivalentes de quercetina

por mililitros de extracto.

Procedimiento Farmacologico

En el ensayo farmacoldgico, la administracién del extracto fue por la via

oral.

En la prueba de la determinacion de la actividad diurética, el extracto
hidroalcoholico de Baccharis chilco Kunth (taya) fue administrado mediante
el uso de una sonda nasogastrica a un total de 15 ratas distribuidas de la
siguiente forma: tres niveles de dosis en 15 ratas albinas machos (1 000,
500 y 250 mg/kg de peso corporal), 5 ratas control positivo, tratadas con el
medicamento Furosemida a la dosis de 40 mg/kg y 5 ratas control negativo,

animales normales, todas de la cepa Holtzman.
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Condiciones Ambientales:

Durante la duracion de la prueba, los parametros ambientales registrados

en el area donde se desarroll6 la prueba corresponden a los siguientes:

Temperatura (°C): 22.8°C
Humedad (%): 66%
Luz, Oscuridad: 12L: 12°

Animales de experimentacion

Fueron usadas ratas albinas machos (cepa Holtzman) de 8 - 10 semanas
de edad con un peso promedio de 220 - 240 g; provenientes de las
instalaciones del bioterio de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. El
proceso de cuarentena para la aclimatacion a las condiciones ambientales

y conductuales fue de cinco dias.

El total de animales para todo el ensayo fueron distribuidos de la siguiente

forma:

- Un grupo de 3 ratas con una repeticion y un control (total 9), para la
prueba de toxicidad aguda oral y otros 5 grupos de 5 animales por cada
tratamiento, con un grupo control positivo y uno control negativo (ratas

normales), para el ensayo farmacolégico.

Evaluacion de la Toxicidad Aguda Oral — Método de Clases (DL so)

Se evaluo la toxicidad aguda oral del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Baccharis chilco Kunth (taya) que fue administrado oralmente de
acuerdo a la guia OECD Test 423, mediante el uso de una sonda
nasogastrica a dos grupos de tres ratas cada uno (un grupo con una

repeticion) y un grupo control (agua destilada).

Se realizaron observaciones diarias, buscando signos o sintomas de
toxicidad o efectos adversos y mortalidad en los animales de
experimentacion. Ademas, se hizo control visual del agua y alimento ad
libitum.
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La prueba incluyé un tratamiento del extracto hidroalcohdlico con una
repeticion con la dosis de 2000 mg/Kg de peso corporal. El volumen de
administracion de la muestra diluida en agua destilada fue de 1 mL,

mientras que al grupo de control se le administré el diluyente.

Después de la aplicacion de la dosis, se realizd un seguimiento diario a los
animales hasta 14 dias para observar si hay mortalidad y si existen
conductas anormales (como alteracion en la actividad motriz, postracion,
depresion, irritabilidad) o presencia de signos de toxicidad (como

salivacion, convulsion, piloereccion, disnea, diarrea, entre otros).

Se realiza registros de peso corporal a los animales de experimentacion,
antes de iniciada la prueba e interdiariamente hasta el final de la prueba

(14 dias). Se evalu6 si hubo pérdida de peso en los animales ensayados.

En la siguiente tabla se muestran en detalle los tratamientos y sus

correspondientes valores de concentracion ensayados:

Tabla N° 1: Tratamiento de Toxicidad Aguda Oral de Baccharis chilco
Kunth (Taya).

Dosis N° de Peso por
(mg / Kg animales grupos
rata) Machos (@)

2888 3 223.51
(repeticion) 3 227,83
3 234,55

Control

Evaluacion de la Actividad Diurética — Procedimiento

El ensayo se inici6 con la administracion de las muestras y los controles
positivo y negativo, mediante sonda nasogastrica, con un volumen total de
3 ml de solucion, 1ml conteniendo la dosis de cada tratamiento del extracto
y 2 ml adicional de agua destilada igual para cada animal, de cada grupo.

También este contenido puede calcularse usando la férmula.
Contenido = peso promedio (g) x concentracién (mg/kg) x 10-3 kg)

La prueba tuvo una duracion de 21 dias, en donde se evaluaron parametros
de volumen de orina recolectada, con mediciones de recoleccioén, teniendo
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los basales (al inicio de la prueba), y luego a las 24 horas, 72 horas, 7, 14
y 21 dias; ademas la determinacion de los electrolitos Na y K en las orinas
colectadas de todos los animales de experimentacion durante el desarrollo
de la prueba. En las horas y dias sefialados para el posterior analisis, se
colocaban a los animales en jaulas metabdlicas para la coleccion de orina,
por dos horas aproximadamente, luego de la administracion oral del

extracto hidroalcohodlico.

Figura N° 8: Recoleccidn de la orina de las ratas.

La prueba estuvo comprendida en total por cinco grupos experimentales.

La tabla siguiente sefiala los tratamientos con sus correspondientes valores

de concentracién ensayados:

Tabla N° 2: Tratamiento de Actividad Diurética de Baccharis chilco Kunth

(Taya).
Grupo Dosis Animales
I Control negativo: 5
Il Furosemida 40mg/Kg 5
I EHBCK 250 mg/kg 5
v EHBCK 500 mg/kg 5
\% EHBCK 1000 mg/kg 5
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Condiciones de Ensayo

Las condiciones de temperatura, humedad y fotoperiodo en el tiempo de
experimentacion se registraron en los siguientes rangos: temperatura = 22 +
4°C; humedad = < 70 %; 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. El

consumo de agua y alimento fue ad libitum.

3.6. PROCESAMIENTO DE DATOS
Los resultados se representan mediante cuadros y graficos. Se utilizé el
andlisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba de los rangos multiples
de Duncan, para determinar las medias que difieren (p<0.05), para lo cual se
apoyé en el programa SPSS versién 16.0. Los resultados de la toxicidad
aguda se presentaron en cuadros y graficos. Las variaciones de las medias
de los pesos corporales de los ratones se presentaron en histogramas y fueron
contrastados con un analisis de varianza (ANOVA), también con el

mencionado paquete estadistico.
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CAPITULO IV: PRESENTACION Y ANALISIS DE
RESULTADOS

4.1. PRESENTACION DE RESULTADOS
4.1.1 Resultados de la prueba de solubilidad

Tabla N°3. Resultados de la Prueba de Solubilidad.

PRUEBA DE SOLUBILIDAD
Resultado para
Solventes Baccharis chilco
Kunth “taya”
Metanol (++)
Etanol (+)
Cloroformo )
Agua (+++)
Isopropanol )

Leyenda:

(-) La solubilidad no se visualiza
(+) La solubilidad en menor grado
(++) La solubilidad es moderada
(+++) La solubilidad es mayor

En la tabla N° 3 se observan los Resultados de la Prueba de Solubilidad
realizados al extracto hidroalcoholico de Baccharis chilco Kunth (taya), siendo
esta planta mas soluble en agua y metanol y no es soluble en cloroformo e

Isopropanol.
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4.1.2 Resultados de la marcha fitoquimica
Tabla N°4: Resultados de la Marcha Fitoquimica.

IDENTIFICACION DE METABOLITOS PRIMARIOS
Metabolitos Reactivo ]
Primarios de identificacion Resultado para Taya
Glacidos Fehiing A y B Precipitado a?ir?njado ladrillo
Almidon Lugol Coloracion oscura (+)
Cetonas 2 4 DNPH Formacién de un anillo
: rojizo (++)
Aminoacidos Ninhidrina Colorrosado  (++)
IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS
Metabolitos Reactivo :
secundarios de identificacion Resultado para Taya
Mayer Precipitado blanco (-)
Wagner Precipitado marron (+++)
Dragendorff Precipitado rojo o naranja (+++)
Alcaloides Scheibler Precipitado o Color blanco (++)
Sonneschein Precipitado naranja (-)
Reineckato Colorrosa (++)
Shinoda Color rojo (+++)
Comfp_ueans Cloruro férrico Color verde (+++)
fendlicosy : ” —
Elavonoides Gelatina al 1% Precipitado blanco (+++)
Reaccion de Bortranger Color rojo (+)
Leyenda:

(-) La coloracion o precipitado no se evidencia
(+) La coloracion o precipitado se evidencia poco
(++) La coloracién o precipitado se evidencia moderadamente

(+++) La coloracion o precipitado se evidencia notablemente

En la tabla N° 4 se evidencian los metabolitos secuendarios identificados
mediante las reacciones de coloracién en la marcha fitoquimica, la Baccharis
chilco Kunth (Taya) presenta Alcaloides Compuestos fendlicos y flavonoides

y aminoécidos.
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4.1.3 Resultados de la Toxicidad Aguda Oral

Tabla N°5: Resultados de la Toxicidad Aguda Oral de Baccharis chilco
Kunth (taya).

Dosis Mortalidad Machos
(mg/Kg rata) Muertos/Total
2000
0/3
2000
( ficion) 0/3
repeticion
P 0/3
Control

En la tabla N° 5 se evidencia que el extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Baccharis chilco Kunth (taya) y el control no produjo mortalidad en la dosis
administrada con una repeticion durante las primeras 72 horas hasta los 14
dias de evaluacion de este estudio. La DLso por via oral del extracto
hidroalcohdlico es mayor a 5000 mg de producto/Kg de rata (> 5.0 g/ Kg de

rata).
4.1.4 Resultado de la efecto diurético

De acuerdo con los resultados obtenidos la muestra analizada del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis chilco Kunth (Taya) presenta
Actividad Diurética en el modelo estudiado, a las dosis de 500 y 1000 mg de
muestra de extracto/Kg de peso corporal. Estos resultados son significativos
en comparacion con el control y las dosis ensayadas, tanto para el volumen

de orina como para la concentracion de electrolitos presentes en la diuresis.

Los datos de evaluaciéon del volumen de recoleccidn de orina son mostrados

en la siguiente tabla:
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Tabla N°6: Resultados de Actividad Diurética.

Volumen de orina

Grupo 7 14 21 Dif.
Dosis OH 24H 72H
DIAS | DIAS | DIAS | estadistica

I Control 0.78* | 0.74* | 0.82* | 0.85+ | 1.04* | 0.82*
negativo 0.008 | 0.11 0.22 0.06 0.11 0.15

Il Furosemida | 1.52* | 4.52+ | 8.46* | 9.38* | 10.42* | 8.92* P>0.05
40 mg/Kg 0.36 0.42 0.74 | 0.71 0.39 0.58

1] Extracto 0.92* | 1.62* | 1.95* | 2.76* | 3.48" | 4.65* P>0.06
250 mg/Kg 0.23 0.34 | 0.11 0.27 0.26 0.25

v Extracto 0.98* | 3.24* | 6.48* | 7.84+ | 8.76™ | 8.32* P>0.05
500 mg/Kg 0.16 0.36 0.51 0.46 0.30 0.22

\% Extracto 0.84* | 3.76* | 7.58* | 8.52+ | 9.54* | 8.86* P>0.05
1000 mg/Kg | 0.05 0.23 0.36 0.24 0.34 0.24

P < 0,05 = No existe diferencias estadisticas con respecto al control

En la tabla N° 6 se detallan los resultados obtenidos la muestra analizada
del extracto hidroalcoholico de las hojas de Baccharis chilco Kunth (Taya)
presenta efecto Diurético en el modelo estudiado, a las dosis de 500 y 1000
mg de muestra de extracto/Kg de peso corporal. Estos resultados son
significativos en comparacion con el control y las dosis ensayadas, tanto para

el volumen de orina como para la concentracion de electrolitos presentes en

la diuresis (P>0.05).

* P > 0,05 = Existe diferencias estadisticas con respecto al control
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Tabla N° 7: Resultados concentracion de electrolitos, Nay K.

Electrolitos
Gr. OH 7dias 14 dias 21 dias
dosis Dif.
Na K Na K Na K Na K estadi
stica
| Control 0.384+- | 2.408+- | 0.516+- | 2.8+- 0.58+- 2.87+- 0.646+- | 2.968+-
negativo
0.04 0.28 0.06 0.14 0.12 0.13 0.15 0.12
Il Furosemi | 0.362+- | 2.628+- | 6.464+- | 5.014 | 4.32+- 5.98+- 5.008+- | 6.796+- | P>0.0
da 40 +- 5
0.05 0.20 0.33 0.35 0.59 0.29 0.42
mg/Kg
0.37
1 Extracto 0.344+- | 2.472+- | 1.284+- | 2.864 | 1.88+- 3.11+- 2.12+- 3.432+- | P>0.0
250 +- 6
0.006 0.23 0.16 0.11 0.07 0.18 0.21
mg/Kg
0.10
v Extracto 0.36+- 2.482+- | 2.566+- | 3.814 | 3.12+- 4,19+- 3.682+- | 4.78+- P>0.0
500 +- 5
0.04 0.17 0.40 0.36 0.15 0.34 0.35
mg/Kg
0.25
\Y Extracto 0.352+- | 2.438+- | 3.77+- 4.804 | 3.99+- 5.15+- 4.286+- | 5.46+- P>0.0
1000 +- 5
0.06 0.15 0.25 0.17 0.51 0.28 0.44
mg/Kg
0.37

En la Tabla N° 7se detallan los resultados concentracion de electrolitos, sodio

y potasio durante el ensayo de 21 dias consecutivos, obteniendo como

resultado la concentracion en orina los siguientes resultados:

En el grupo Control negativo 0.384 a 0.04 de sodio y 2.408 a 0.28 de potasio

al inicio del tratamiento y al finalizar los 21 dias 0.646 a 0.015 de sodio y

potasio 2.968 a 0.12 respectivamente.

En el grupo control positivo con Furosemida 40 mg/Kg se obtuvo al inicio del

tratamiento para sodio 0.362 a 0.05 y para potasio 2.628 a 0.33 de potasio y
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al finalizar el tratamiento 5.008 a 0.29 para sodio y 6.796 a 0.42 para potasio.
Para el Extracto 250 mg/Kg se obtuvo al inicio del tratamiento de 0.344 +-
0,006 de sodio y de potasio 2.472 +- 0.23, al finalizar los 21 dias de tratamiento
se obtuvo 2.12 +- 0.18 de sodio y 3.432 +- 0,21 de potasio. Para el Extracto
500 mg/Kg de 0.36 +- 0.04 de sodio y potasio 2.482 +- 0.17 al inicio del
tratamiento y al finalizar el mismo se obtuvo 3.682+- 0.34 de sodio y 4.78+-
0.35 de potasio. Y finalmente para el Extracto 1000 mg/Kg 0.352 +- 0.06 de
sodio y 2.438 +- 0.15 de potasio al inicio del tratamiento mientras que para el
final del mismo 4.286 a 0.28de sodio y 5.46 +- 0.44 d potasio respectivamente,
todos los grupos con una Dif. Estadistica de P>0.05.

4.2 CONTRASTACION DE HIPOTESIS

Prueba de hipotesis especifica 1

Ho El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis chilco Kunth (Taya)
no presenta metabolitos secundarios, posibles responsables del efecto

diurético en ratas albinas.

H1. El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis chilco Kunth (Taya)
si presenta metabolitos secundarios, posibles responsables del efecto

diurético en ratas albinas.

Para la siguiente contrastacién de la hipétesis 1, hacemos referencia a la
doctora Olga Lock en su libro “Investigacion Fitoquimica”; nos dice que si los
resultados para alcaloides son positivos para cuatro de los seis reactivos

ensayados podemos decir que la muestra vegetal en andlisis tiene alcaloides.

En la tabla N° 4, se expresan los resultados de la marcha fitoquimica donde
se evidencian los metabolitos secundarios identificados mediante las
reacciones de coloracion en la marcha fitoquimica, la Baccharis chilco Kunth
(Taya) presenta Alcaloides Compuestos fendlicos y flavonoides vy

aminoacidos.
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También se evidencia en demasia la presencia de flavonoides por la
coloracion roja eso da la presencia de Flavonas, la presencia de taninos es

clara, asi como también terpenos y compuestos fendlicos.

Por ende, podemos decir que la planta de la Taya contiene metabolitos
secundarios, posibles responsables del efecto diurético, lo que permite

sefalar que se acepta la hipétesis alterna y se rechaza la hipétesis nula

Prueba de hipoétesis especifica 2

Ho El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis chilco Kunth (Taya)

no presenta una concentracién con mayor efecto diurético en ratas albinas.

H1 El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis chilco Kunth (Taya)

presenta una concentracion con mayor efecto diurético en ratas albinas.

Para la siguiente contrastacion de las hipétesis primero se observa si las
concentraciones ensayadas son diferentes entre si, para esto hacemos el

estadistico de Anova (analisis de varianza), que dando de la siguiente forma:

Tabla N° 8: Anédlisis de Varianza (Anova)

Andlisis de Varianza
Origen de Sumade | Grados | Promedio . Valor
las los de de los | Probabilidad | critico
. : experi
variaciones | cuadrados | libertad | cuadrados para F
Ent. Grupos. 251.2516 4 62.8129 596.51 1.719 E-20 2.87
Dent. Grupos. 2.106 20 0.1053
Total 253.3576 24

Para la interpretacion de la tabla N° 8 y dar validez a una de las hipétesis
planteadas tiene que cumplir con el criterio de aceptacion que nos dice:

Como el nivel de significancia usado es de 0.05 y p hallado es menor a ese
valor y F experimental > Fcritico, por lo tanto estadisticamente existe

diferencia en toda las concentraciones ensayadas.
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Seguido e hace el estadistico de Tukey para saber si la concentraciones

ensayadas tienen actividad diurética.

Tabla N° 9. Estadistico de Tukey
Estadistico de Tukey

HSD 0.61 (Diferencia honestamente significativa)
Mul 4.23 (Valor Q alfa de la prueba de Tukey)
Mse 0.07 (Cuadrado del valor medio)
N 5 (Tamafio de muestra de cada uno de los grupos, nimero de
elementos de cada grupo)
Control Dosis 250 Dosis 500 Dosis 1000 Furosemida
Negativo mg/Kg mg/Kg mg/Kg 40 mg/Kg
Control
Negativo 3.83 75 8.04 8.1

Para la interpretacion de la tabla N° 9 tenemos que cefiirnos a lo que dice el
criterio de aceptacién que nos dice: Valores mayores al HSD, son los que
hacen la diferencia, los grupos comparados con el control negativo presentan
actividad, es decir con este estadistico podemos decir que todos los grupos

ensayados tienen efecto diurético.

Para saber cudl de las concentraciones tienen un mejor efecto diurético
haremos el estadistico de T-Student o Wilcoxon comparando los resultados

de cada concentracién con la media del otro grupo en comparacion.

Pero antes de elegir que estadistico usaremos, se hace primero el estadistico

de Prueba de Normalidad y ajuste de Anderson Darling.
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Figura N° 9: Prueba de Normalidad de Anderson Darling.

Fuente: Programa Minitab 16.

Para la interpretacion de la figura N° 10 observamos que los Pvalue tanto de
la Furosemida como de las concentraciones son mayores al 0.05, es decir que
todos los datos guardan una distribucion Normal de los datos

estadisticamente hablando

Esta primera prueba de Normalidad es importante porque a partir de alli
haremos el estadistico de T-Student y esto es debido a que los datos salieron

Normales caso contrario e hubiera hecho el estadistico de Wilcoxon.

Tabla N° 10: T-Student de 1 muestra (500 mg/Kg).
T de una Muestra: Conc. 500 mg/Kg
Prueba de mu = 8.86 Vs > 8.86

E. St
Variable N Media Des. St " 95% L.I. T P
e

Con. 80% 5 8.32 0.2168 0.0970 8.1133 -5.57 0.997

53


https://es.wikipedia.org/wiki/Fluconazol

Interpretacion de la tabla N° 10: El estadistico de T-1 muestra los resultados
para una probabilidad al 95% de confianza, donde nos dice valores menores
al Pvalue < 0.05 son mejores que la dosis a 1000 mg/Kg, por ende la

concentracion de 500 mg/Kg no es mejor que la dosis a 1000 mg/Kg.

Tabla N° 11: T-Student de 1 muestra (1000 mg/Kg).

T de una Muestra: dosis 1000 mg/Kg
Prueba de mu =8.32 Vs > 8.32

E. St
Variable N Media Des. St M 95% L.I. T P
e
Con. 80% 5 8.860 0.241 0.108 8.630 5.01 0.004

Interpretacion de la tabla N° 11: El estadistico de T-1 muestra los resultados
para una probabilidad al 95% de confianza, donde nos dice valores menores
al Pvalue < 0.05 son mejores que la dosis a 500 mg/Kg, por ende la dosis de

1000 mg/Kg es mejor que la dosis a 250 mg/Kg.

Teniendo todos estos estadisticos podemos decir estadisticamente que la
dosis a 1000 mg/Kg tiene mejor efecto Diurético, lo que permite sefialar que

se acepta la hipétesis alterna y se rechaza la hipétesis nula.

Prueba de hipétesis especifica 3

Ho El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis chilco Kunth (Taya)

no presenta menor efecto diurético respecto a la furosemida en ratas albinas.

H1 El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis chilco Kunth (Taya)

si presenta mayor efecto diurético respecto a la furosemida en ratas albinas.

Para esta Ultima dosis y poder decir que la mejor concentracion que es la de
1000 mg/Kg es mejor que el farmaco de Furosemida 40 mg/Kg; haremos el

estadistico de T-student:
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Tabla N° 12: T-Student de 1 muestra

T de una Muestra: dosis 1000 mg/Kg
Prueba de mu =8.92 Vs > 8.92

E. St

Variable N Media Des. St M 95% L.I. T P
e

Con. 80% 5 8.860 0.241 0.108 8.630 -0.56 0.696

Interpretacion de la tabla N° 12: El estadistico de T-1 muestra los resultados
para una probabilidad al 95% de confianza, donde nos dice valores menores
al Pvalue < 0.05 son mejores que la concentracion de Furosemida 40 mg/Kg,

por ende la dosis de 1000 mg/Kg No es mejor que la Furosemida 40 mg/Kg.

Para sustentar se hace la grafica de Porcentaje:

Grafica de Porcentaje

) 120.0 100.0
= 100.0 85.6
C
5 800 73.5
o]
=~ 600 423
400
w©
w
0.0
Furosemida 40 Conc. 250 Conc. 500 Conc. 1000
mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg

Titulo del eje

M Seriesl

Figura N° 10: Grafico de Porcentaje.

Para la interpretacion del grafico N° 12 observamos que los Porcentajes no

superan al Control Positivo de Furosemida al 40 mg/Kg.

Por lo tanto las dosis ensayadas tienen efecto diurética pero no son mejores
que el control positivo. Lo que permite sefialar que se acepta la hipétesis nula

y se rechaza la hipétesis alterna
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4.3. DISCUSION DE RESULTADOS

La Marcha fitoquimica practicada en la evaluacion del extracto hidroalcohdlico
de las hojas de Baccharis chilco Kunth (Taya), indica que las hojas tienen
presencia de metabolitos secundarios expresados en los compuestos fendélicos
y flavonoides identificados, de manera notable.

En una investigacion realizada por Naranjo A., (2013) @7, de titulo “Evaluacion
de la actividad diurética y cuantificacion de polifenoles de Jamaica Hibiscus
sabdariffa L”. Cuyo objetivo fue de conocer el efecto diurético del extracto

hidroalcohdlico de los calices de Hibiscus sabdariffa L.

Los resultados del estudio fueron: La diuresis del Blanco es 2 mL, el control
positivo (furosemida) da 8 mL, los polifenoles 10, 20, 30, 40, 80 mg/Kg dan 1.6;
3.5; 2.9; 1.9; 0.9 mL de orina respectivamente, los resultados obtenidos al
determinar la presencia fendlicos y flavonoides en evidencia notables fueron
atribuidas como causante de la actividad diurética. Estos resultados frente a los
resultados encontrados en el presente estudio estarian corroborando los
objetivos de la investigacion en el sentido de que extracto hidroalcohdlico de

las hojas de Baccharis chilco Kunth (Taya) tiene actividad diurética.

De otro lado, en un estudio realizado por Allauca, A. en el 2017, 18 de titulo:
“Actividad diurética del extracto hidroalcohdlico obtenido a partir de las flores

de cucharilla (Oreocallis grandiflora) sobre ratas” (Rattus norvegicus).

Los resultados de la actividad diurética obtenidos demostraron que el efecto
diurético se produjo a la dosis de 500 y 1000 mg/kg de peso corporal a un
control de furosemida de 40 mg/kg. Los resultados obtenidos de la muestra
obtenida del extracto hidralcohdlico de Baccharis chilco Kunth (Taya)
presentaron actividad diurética, de acuerdo con el modelo estudiado a las dosis
de 500 y 1000 mg/kg de peso corporal. Resultados significativo en comparacion
a las dosis ensayadas y al control con Furosemida 40 mg/ kg. Estos resultados
difieren de los obtenidos por Allauca, el cual determino que la dosis de 25 mg/kg
de extracto hidroalcohdlico no presenta diferencias significativas con respecto
a la referencia en relacién al volumen de orina excretado, a un control de

Furosemida 10 mg/kg de peso corporal.
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Asimismo, Naranjo en su estudio, evaluacion de la actividad diurética y
cuantificacion de polifenoles de jamaica (Hibiscus sabdariffa I.) cultivada en
Pomona Pastaza-Ecuador, en relacion determinacion de la actividad diurética
demostré 20mg/Kg por peso corporal. Estos indices difieren notablemente en
el sentido de la cantidad de dosis adecuada para la presencia de la actividad
diurética, lo cual estaria indicando la necesidad de desarrollar estudios con

mayor rigor a fin de que se pueden dilucidar las diferencias.

En el estudio de toxicidad aguda oral, la administracion en ratas del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis chilco Kunth (Taya) en la dosis de
2000 mg/kg de peso corporal no produjo mortalidad, y no se presentaron signos
de toxicidad, sin cambios comportamentales durante los 14 dias de
observacion. Se presenté aumento e incremento en el peso corporal y en el
analisis macroscépico no se registraron lesiones algunas. Estos resultados
obtenidos se corroboran con los estudios de Naranjo y Allauca, en el sentido

de que ninguno de los trabajos encontraron presencia de toxicidad alguna.
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CAPITULO V:
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

1. Las clases de metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis chilco Kunth (taya) son: alcaloides,
compuesto fendlicos, flavonoides como posibles responsables del efecto

diurético en ratas albinas.

2. El extracto hidroalcohdlico de las hojas Baccharis chilco Kunth (taya) a dosis

de 1000 mg/kg presenta mayor efecto diurético en ratas albinas.
3. El efecto diurético del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis

chilco Kunth (taya) fue menor con un 85.6% en comparacion con el farmaco

de Furosemida al 100%.
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5.2. RECOMENDACIONES

1. Los resultados obtenidos permiten afirmar con respecto al extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis chilco Kunth (Taya), realizar

estudios posteriores para ofrecer como alternativa natural.

2. Fomentar la investigacion en temas referentes al uso de plantas medicinales
a fin de rescatar los aspectos favorables que puedan utilizarse en bien de la
salud, como en este caso el Baccharis chilco Kunth (Taya), con el propdsito
de precisar su grado de evidencia, como posibles responsables del efecto

diurético.

3. Considerar que el extracto hidroalcohdlico de la especie de Baccharis chilco
Kunth (Taya), podria contribuir como un componente alternativo en la

elaboracion de productos diuréticos.

4. Asi mismo motivar a los estudiantes a realizar mas trabajos de investigacion
en productos naturales, ya que existen una gran variedad de especies

vegetales que aun no han sido completamente estudiadas.
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ANEXO 1. Matriz de consistencia

Efecto diurético del extracto hidroalcohélico de las hojas de Baccharis chilco Kunth (Taya).

Especificos

1. ¢Cudles son las
clases de metabolitos
secundarios presentes
en el extracto
hidroalcohdlico de las
hojas de Baccharis
chilco Kunth (Taya)
como posibles
responsables del
efecto diurético en
ratas albinas?

2. ¢Cudl sera la dosis

del extracto
hidroalcohdlico de las
hojas de Baccharis
chilco Kunth (Taya)
con mayor efecto
diurético en ratas
albinas?

3. JEl extracto

hidroalcoholico de las
hojas de baccharis
chilco kunth (Taya),
tendra mayor efecto
diurético respecto a la
furosemida en ratas
albinas?

Objetivos especificos

1. ldentificar las clases

de metabolitos
secundarios presentes
en el extracto
hidroalcohdlico de las
hojas de Baccharis
chilco Kunth (Taya)
como posibles

responsables del efecto
diurético en ratas
albinas.

2. Determinar la dosis
del extracto
hidroalcohdlico de las
hojas de Baccharis
chilco Kunth (Taya) con
mayor efecto diurético
en ratas albinas.

3. Comparar el efecto
diurético del extracto
hidroalcohdlico de las
hojas de Baccharis
chilco Kunth (Taya) con

respecto a la
Furosemida en ratas
albinas.

Especificas

1. Las clases de
metabolitos secundarios
presentes en el extracto
hidroalcoholico de las
hojas de baccharis chilco
kunth taya son los
posibles  responsables
del efecto diurético en
ratas albinas.

2. El extracto
hidroalcoholico de las
hojas de baccharis chilco
Kunth (Taya) presenta
una dosis con mayor
efecto diurético en ratas
albinas.

3. El extracto
hidroalcoholico de las
hojas de Baccharis
chilco Kunth (Taya)
presenta mayor efecto
diurético respecto a la
furosemida en ratas
albinas.

Kunth (Taya).
Indicadores

*Dosis de 250, 500 y

1000 mg/Kg de
extracto

hidroalcohdlico  de
las hojas de
Baccharis chilco

Kunth (Taya).

Variable
dependiente

Efecto diurético.
Indicadores
*Volumen de orina.
«Eficacia diurética.

*Variaciéon de peso
corporal.

General General General Tipo de investigacion: Basica experimental

¢ Tendra efecto | Determinar siel extracto | El extracto | Variable Poblacién: Plantade Baccharis chilco Kunth (Taya) recolectado en
diurético el extracto | hidroalcohdlico de las | hidroalcohdlico de las | independiente el distrito La Union, provincia 2 de mayo, departamento de Huanuco
hidroalcohdlico de las | hojas de  Baccharis | h0jas de  Baccharis Muestra:

hojas de Baccharis | chilco Kunth (Taya) ;2!2‘; efe’élt‘gtdh_ rét('-lt;zy:rz -Extracto uestra:

i i iuréti luret hidroalcohdlico  de . ) .

chilco Kunth (Taya) en | tiene efecto diuréticoen | o = oo Ia:s ho!as de | =3 kg de las hojas de baccharis chilco kunth (Taya) recolectadas en
ratas albinas? ratas albinas. Baccharis | chilco el distrito de la unién para la elaboracion del extracto hidroalcoholico.

Disefio experimental. Ser4 completamente aleatorio:

-Grupo | (Blanco): Administracion P.O. de solucion de cloruro de sodio
0.9% en 5 mL de agua destilada.

-Grupo Il (Control): Administracion P.O. de furosemida a una dosis de
40 mg/Kg de peso.

-Grupo Ill: Administracién P.O. de extracto hidroalcohdlico a una
dosis de 250 mg/Kg de peso.

-Grupo IV: Administracién P.O. de extracto hidroalcohdlico a una
dosis de 500 mg/Kg de peso.

-Grupo V: Administracion P.O. de extracto hidroalcohdlico a una dosis
de 1000 mg/Kg de peso.

Andlisis estadistico. Se utilizara el andlisis de varianza (ANOVA)
seguido de la prueba de los rangos multiples de Duncan, para
determinar las medias que difieren (p<0.05), para lo cual nos
apoyaremos del programa SPSS versién 16.0.
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ANEXO 2: TESTIMONIOS FOTOGRAFICOS

Figura N°1: Recoleccion de la muestra

Figura N°2 y 3: Secado de las hojas de Baccharis chilco Kunth (Taya) en la estufa a 40
°C.
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Figura N°4 y 5: Triturado de las hojas de Baccharis chilco Kunth (Taya) y
macerado hidroalcohdlico

Figura N°6 y 7: Filtrado del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Baccharis chilco Kunth (Taya)
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Figura N°8y 9: Filtrado del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Baccharis chilco Kunth (Taya)

Figura N°8 y 9: Filtrado del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Baccharis chilco Kunth (Taya)
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Fotografia N°10: Prueba de Solubilidad hidroalcohdlico de las hojas de Baccharis chilco
Kunth (Taya)
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Figura N°11: Cuantificacion de Flavonoides Totales por UV-VIS
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Figura N°12 y 13: Cromatografia en capa fina de las hojas de la Taya — (Flavonoides y
Alcaloides)
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Al ca |

Figura N°14, 15, 16 y 17: Cromatografia en capa fina de las hojas de la Taya —
(Flavonoides y Alcaloides)

Fotografia N°19 y 20: Pesado de las ratas albinas cepa Holtzman
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Fotografia N°21: Inoculacion del extracto de la Taya
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Fotografia N°22,23 y 24: Recoleccion de orina
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ANEXO 5: Constancia taxonémico de la planta
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Mediante la presente se certifica que los 31 ratas albinas (Raffus novergicus) de la cepa
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