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1. RESUMEN:

[.a presente investigacién fue realizada con el propésito de evaluar la actividad
antiinflamatoria de los extractos apolar (hexanico), medianamente polar (etanélico) y
polar (acuoso) de [lores de Gusobalivm strammecum (Sanalotodo), como un estudio
Farmacolégico de Fase II.

Los extractos fueron preparados segiun la metodologia propuesta por 1. Ciulei.
La actividad antiinflamatoria de los extractos obtenidos fue cvaluada conforme a la
mectodologia de inducciéon de edema en la regiéon subplantar de la pata de rata
propuesta por Winter y cols. El tamizaje fitoquimico se realizé conforme a pruebas
convencionales propuestas por varios autores, pero siguiendo principalmente el
esquema propuesto por I. Ciulei. Se realizaron también ensayos de toxicidad aguda

(DILgy) para varias dosis de cada extracto, para garantizar que sc trabajaba con

sustancias inocuas.

Los resultados obtenidos, demostraron que el extracto ctandélico de flores
CATROAATURT  SIFAIIACUIT (Sanalotodo) es el que posee la mejor actividad
antiinflamatoria, pues mostré una respuesta adecuada a dosis iguales o mayores de
140 mg/Kg, el extracto hexanico sdlo presentd actividad a dosis de 200 mg/Kg de
peso, y el extracto acuoso no presentd actividad a ninguna de las dosis cnsayadas.
Ninguno de los extractos mostré toxicidad aguda a dosis iguales o menores de 320
mg/Kg de peso (DL, > 320 mg/Kg). Los resultados de tamizaje [itoquimico
proporcionaron la evidencia preliminar de la presencia de saponinas (posiblemente
csteroidales), alcaloides y/o aminas terciarias o cuaternarias u oxidos de amina,
polifenoles v probablemente cumarinas o compuestos con al menos 2 dobles enlaces
conjugados {pqsiblcmcntc del tipo fenilpropano).



2. INTRODUCCION:

Desde tiempos antiguos (s. VII a de JC) hasta comicnzos del siglo XX, la
mayoria de las drogas atiles derivaban de fuentes vegetales y sus usos terapéuticos sc
basaban en antiguos descubrimientos accidentales. A medida que crecié la habilidad
de los Quimicos para sintctizar, aislar y caracterizar nuevos compuestos y que los
Farmacologos aprendicron mas acerca de la accion de las drogas y los mecanismos
biolégicos de la salud y la enfermedad, la bisqueda de nuevas drogas tuvo una base
cada vez mas racional. Hoy las drogas utiles se obticnen de fuentes diversas, mediantc
métodos que van desde ¢l descubrimiento fortuito o casual (con un fundamento mas
empirico que cientifico), pasando por estudios e investigaciones preliminares, hasta
llegar a la obtencién de dichas drogas mediante la conjunciéon de metodologias de
investigacion de quimica fina farmacéutica y de farmacologia experimental altamente
racionalizadas y plenamente sistematizadas. Dentro de este contexto, la investigacion
integrada fitoquimica-farmacolégica de las plantas medicinales desempefia un papel
esencial, pues constituye un eslabén indispensable en la larga cadena de
racionalizacidon y sistematizacién de la investigacion de drogas de origen vegetal.

En los dltimos afios, la investigacion y desarrollo de drogas de origen vegetal ha
cobrado una especial importancia debido a la exhortacion hecha por la Organizacién
Mundial de la Salud en ¢l sentido de que cada pais utilice todos sus recursos en pro de
la Atencién Primaria de Salud. Haciendo eco a esto altimo, ¢l desarrollo de
mctodologias experimentales y la evaluacién y validaciéon de las plantas medicinales
guatemaltecas ha sido notable en los dltimos afios. Dentro de este marco, el estudio
de las plantas con actividad antiinflamatoria ha cobrado especial relevancia, pues
debido a que la mayoria de los medicamentos utilizados en el tratamiento de los
procesos inflamatorios son de alto costo, muchas veces inaccesibles v en ocasiones
sus efectos secundarios suelen ser muy severos, las drogas vegetales antiinflamatorias
constituyen una alternativa viable para proporcionar a la poblacion de escasos
recursos, medicamentos accesibles, seguros y ecfectivos contra las afecciones
inflamatorias que en un momento dado pudicscn padecer. El presente trabajo de tesis
constituye un estudio fitoquimico-farmacolégico integrado, y con su ejecucion se ha
pretendido contribuir en parte a sentar las bases para el desarrollo a mediano y largo
plazo de medicamentos antiinflamatorios que pucdan ser utilizados como terapias de
cleccidn en la Atencidn Primaria de Salud.



3. ANTECEDENTES:
3.1. Drogas Vegetales: Farmacohistoria, Farmacogeografia y Farmacoetnologia:

La bisqueda de nuevos farmacos de origen vegetal ha ocupado el interés de
farmacognostas y [itoquimicos por mucho tiempo. Exploraciones para recolectar
cspecimenes vegcetales, y andlisis fitoquimicos, sc han enfocado a la bisqueda de
sustancias con posible actividad farmacologica sobre trastornos de diversa indole. l.a
creencia falsa de que las plantas y sus productos no tienen vigencia hoy en dia y que
sdlo interesan las sustancias sinictizadas ecn laboratorios, csta descartada
delinitivamente. Los remedios nativos o cascros conocidos en la medicina folklérica,
siguen vigentes; sin embargo, cuando se habla de plantas medicinales, muchos sonrien
maliciosamente visualizando al brujo provinciano supersticioso, sin detenerse a pensar
que la medicacién naturista ha dado origen al estudio cientifico de las plantas
medicinales. Es la naturaleza la que ha proporcionado muchos medicamentos
(digoxina, colchicina, vinblastina, atropina, etc.) y sigue proporcionando ¢l punto de
partida para los futuros medicamentos (1).

[La discriminacién de plantas como satisfactores de las necesidades
medicamentosas del hombre puede remontarse a tiecmpos prehistdricos con los grupos
humanos de cazadores y recolectores. En los vestigios de antiguas ciudades curopeas
se han encontrado granos y [rutos correspondientes a las edades de piedra y bronce;
de excavaciones arquecoldgicas americanas se han recolectado restos vegetales que
presumiblemente se empleaban en ceremoniales religiosos (vinculados enormente con
rituales y practicas curativas). Con el advenimiento de los tiempos histoéricos y la
consecuente aparicion de las evidencias documentales, la utilizacién de las plantas
medicinales para aliviar o curar los sufrimientos o padecimientos del hombre ha sido
amplia ¢ inobjetable. Una gran cantidad de plantas medicinales han sido usadas por
tradicion en muchos grupos humanos de Alta Cultura, tales como los egipcios,
babilonios, asirios, fenicios, griegos, romanos, indios, chinos y especialmente por los
pucblos de la América indigena; con respecto a estos ultimos, resulta anecdético el
hecho que el mismo conquistador de México Hernan Cortés pidicra al rey de Espaiia
que no enviase médicos a la Mucva Espaida dado que el "Arsenal terapéutico indigena
era suficiente” (1, 2).

L.a medicina tradicional de la América indigena pucde seccionarce fitogeografica y
farmacoctnolégicamente en tres grupos: a) la correspondiente a la region
mesoamericana; b) la que enmarca a la region caribefia; y c) la relativa a la medicina
folklérica sudamericana (ésta ultima representada [undamentalmente por los grupos
étnicos andinos); para los propositos del presente trabajo de tesis, reviste especial
importancia ¢l primero y ¢l segundo de los grupos mencionados (1, 2).
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La flora de las regiones mesoamericana y caribefia es muy diversa y variada. Los
estudios de su uso en la medicina tradicional son muy escasos. lLos estudios
multidisciplinarios realizados que ayudan a conocer la etnobotanica médica de dichas
regioncs son:
El Atlas de la region por Morton; los trabajos sobrc plantas mexicanas de
l.ozoya y l.ozoya y el trabajo realizado por TRAMIL para una Farmacopea del
Caribe. Entre los trabajos realizados en Guatemala sobre plantas medicinales se
pueden mencionar, ¢l trabajo de Diescldorff que trata acerca de las plantas de Alta
Verapaz, la revision de la flora atil de Guatemala por Aguilar, los estudios en el
altiplano por Orellana y la descripcion de Ronquillo y colaboradores en el nororiente
(3-9).
Durante 1980-88 CEMAT con colaboracion de estudiantes de la Universidad de
San Carlos de Guatemala llevaron a cabo varias cncucstas ctnobotdnicas en «l
altiplano y en la region canbe del pais. l.0os resultados de estas encuestas y la
revision de la literatura regional y local permiticron elaborar varias listas de las plantas
popularmente usadas en Guatemala para cl tratamiento de afecciones comunes de la
poblacion (10-14).

3.2, Validaciéon farmacologica de plantas medicinales guatemaltecas:

Entre 1984-89 se rcalizaron varios trabajos de investigacidon para tamizar la
actividad de las plantas mas frecuentemente utilizadas en las afecciones urinarias e
infecciones de la piel y mucosas, y en alecciones de los sistemas digestivo y
respiratorio. El programa Universitario de Investigacién a través de la DIGI linancio
parcialmente ¢l tamizaje y confirmacion de las propicdades antibacterianas de plantas
usadas en el tratamiento de afecciones digestivas y respiratorias en 1987-89 y el
Instituto de Investigaciones Quimicas y Biolégicas (IIQB) financié durante 1989-92
los estudios con dermatofitos. La cjecuciéon de tesis de pregrado ha contribuido
cnormemente a la validacién de la actividad farmacolégica de plantas a las que
tradicionalmente se les ha atribuido actividades diurética, analgésica, antiespasmodica,

hipoglucemante, antimicrobianas, antimicéticas, etc. (15-23).

3.3. Estudios de plantas con actividad antiinflamatonia:
3.3.1. Farmacologia experimental antiinflamatoria (ver ANEXO 13.4):
L.a validacion de la actividad antiinflamatoria de infusiones, extractos (crudos
y refinados), [racciones cromatograficas y principios activos puros obtenidos

de plantas medicinales convencionalmente se ha realizado mediante el método
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de induccion de edema en la pata trasera de rata segiin Winter y colaborado-
res (dicho método es el adoptado y recomendado por gran cantidad de proto-

colos e investigadores internacionales) (24).

3.3.2. Validacion de la actividad antiinflamatoria de plantas medicinales:
3.3.2.1. Antecedentes internacionales:

En tiempos reccicntes, cl estudio de plantas y fitoconstituyentes con
presunta actividad antiinflamatoria a cobrado especial auge. Especies
pertenecientes a una gran diversidad de familias han sido estudiadas
en todas las regiones del mundo; entre dichas especies, dada la ampli-
tud con que han sido estudiadas y lo promisorio de los resultados obte-
nidos pueden mencionarse las siguientes:  Doodonscs viscoss, Corx
lachomayoby, Ecballivm c/afcrrum, Buplcurum fructficosum, Commn-
phora merkerr,  Uncamnz fomenfoss, fvdnocarpus wightizns, Sidcritis
sp7., Fscudoplorogogns sp.. (25-34).
Entre la diversidad de metabolitos antiinflamatorios aislados de
plantas medicinales, pueden citarse los siguientes grupos de compues-
tos: Benzoxazinoides, Cucurbitacinas, acidos del tipo quinovico y
[lavonolignanos. La mayor parte dc estos compuestos pueden ser
agrupados como compuestos esteroidales, triterpenoidales o flavonoi-
dales, sin embargo, dado que la gran parte de los metabolitos secunda-
rios ticnen un origen biosintético mixto, no es conveniente clasificarlos
exclusivamente dentro de alguno de csos grupos de compuestos
(25-35).
Paralelamente a los estudios referentes a plantas con actividad antun-
flamatoria, estudios sobre plantas con actividad analgésica han consti-
tuido un complemento necesario, pues se ha planteado la posibilidad de
quec metabolitos presentes con plantas analgésicas poscan simulta-
neamente actividad antiinflamatoria demostrable (31, 36).

3.3.2.2. Antecedentes nacionales:
Con la informacién recopilada a través de las encucstas y estudios
ctnobdtanicos, y con los datos recabados tanto local (Guatemala) co-
mo regionalmente (Mesoamerica), se claboré una lista de las plantas
popularmente usadas para cl tratamiento de enfermedades como gastri-
tis, hemorroides, reumatismo y procesos inflamatorios en general (37).
Este listado preliminar indicéd que 83 especies de plantas pertenecientes



a 49 familias se usan popularmente para cl tratamiento de estas enfermedades. De
este listado se seleccionaron 34 especies mas frecuentemente usadas para realizar los
estudios de primera fase del proyecto de investigacion titulado Aclivided
Antiinflamatoria de Plantss de vso Medicinal en Gualtemals, <l
cual seria cofinanciado por ¢l departamento de Farmacologia de la escucla de Quimica
Farmacéutica de la Facultad de CC. QQ. y Farmacia y la Direccion General de
Investigacién (DIGI) de la Universidad de San Carlos de Guatemala (37, 38).

IEn 1990 la escucla de Quimica Farmacéutica de la Facultad de Ciencias Quimicas
y Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala adquiridé un Pletismometro
digital para evaluar la actividad antiinflamatoria; iniciandose la estandarizacion de
procedimientos 7 v para determinar la actividad antiinflamatoria vegetal en
rata, lo cual inicié la realizacién de tesis de pregrado, entre las cuales se pueden
mencionar los trabajos realizados con las siguientes especies: Momagas ofcrifers
(Paraiso blanco), frrum vsiiatissimum vy Theonclla focnumeraceum (Fenogreco) de
las cuales las dos primeras demostraron tener actividad antiinflamatoria. Durante
1990-91 sc realizéd el tamizaje de la actividad antiinflamatoria de ocho plantas usadas
con ecstos fines, como [ase 1 del proyecto Acth7rdad Antifnflamaloria de
Plantas de uso Medicinal en Guartemal/a, ¢l cual fué cofinanciado por las
entidades anteriormente mencionadas (Depto. de Farmacologia de la Esc. de QF de la
Fac. de CC. QQ. y Farmacia y DIGI). Los resultados de dicha fase mostraron que la
ifusion acuosa (al 10 %) de corteza y hojas de Sawbucus mexvrcana (Sauco) poscen
actividad antiinflamatoria a dosis de 750 y 1000 mg, de planta/Kg de peso; asimismo
las infusiones (al 10 %) de [lores de Graphalrn stramincum (Sanalotodo), de raiz
de Frtrverra alliacea (Apacin), de hoja de Crmssentis cusefe (Morro) también poscen
actividad antiinflamatoria a dosis de 750 mg/Kg de peso; las infusiones acuosas (al
10 %) de las especics restantes, HGaa onflana (Achiote), Chrantlodendium
pentsdacivion (Manita), Hurseras simaruba (Palo jiote) y 7aecfes fucrda (Pericén) no
mostraron actividad antiinflamatoria significativa a 750 y 1000 mg dc planta/Kg de
peso (38-42).

Entre 1991-1992 se realizé una tesis de pregrado que validé la actividad
antiinflamatoria del Zlanigeo masor (Llanten) (23).

En 1992, sc realizé un trabajo de tesis que demostrdé que la infusién de hojas de
Thaax procumbens (Hierba del toro) tiene actividad antiinflamatoria (43).

En 1993, se realizd wuna secgunda f[ase del proyecto Acfvidad
Antiinflamalorie de Flanlas de uso Medicinal en Gualemals,



también financiado por DIGI y por el Depto. de Farmacologia de la Esc. de QF de la
Fac. de CC. QQ. y Farmacia, determinandose que los extractos etéreo, etandlico y
acuoso de las plantas Seawbucus mevicans, FPorrverrs  sllisces, Graplralivm
stramncum 'y Cressonfig cuyefe  no son toxicas (44).

Durante 1994, como un complemento del proyecto anteriormente citado, se
planted la ecjecucion de un proyecto que permiticse también la validacion de la
actividad analgésica de las 4 especies sometidas al estudio antiinflamatorio de [ase II
( Samrbucus mevicans, Fotiverra alliaces, Craphalivm strammcum 'y — Croessenlis
cupere) (45, 46).

Durante el afio 1995, se cjecutd una nueva fase del proyecto AcfivVided
Antiinflamatoris de Flanfas de uso Medicinal en Gualemala. y cs
dentro de ese contexto en el cual se enmarcd el presente trabajo de tesis (24, 45,
46).



4. JUSTIFICACIONES:

lLos tesoros botanico y cultural de Guatemala, como lo son sus Medicinas
alternativas autdctonas deben ser rescatados y revalorados. Dentro de este contexto y
desde tiempo inmemorial, muchas plantas han sido emplcadas para evitar y combatir
casi todo tipo dc padecimiento, y Unicamente el auge de las drogas sintéticas
determindé su declinacion a mediados de este siglo. En los altimos tiempos, sin
embargo, ha habido un evidente redescubrimiento del valor medicinal de las plantas, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que ¢l 80 % de la poblacién de los
paises en desarrollo confia en los remedios tradicionales para atender sus necesidades
basicas, lo que aunado a la incapacidad de los Servicios de Asistencia Pablica en
dichas naciones y ante la necesidad de hacer funcional y efectiva la Atencién Primaria
cn Salud, dicha Institucion (la OMS) y otras afines promueven activamente que cstos
paises, con una riqueza cn conocimicnios ctnobotanicos y una biodiversidad en
pchigro, hagan uso de tales recursos de manera que los mismos se transformen en
factores de desarrollo tanto social (como en el caso de la atencidon sanitaria) como
econdomico (como lo es la transformacién de recursos naturales eon recursos
ccondomicos no tradicionales). A csta doble perspectiva econdmico-social hay que
incorporarle una tercera de indole conservacionista que insta al rescate de este recurso
natural antes de que desaparczca junto con la selva tropical. Ante este triple enfoque
rcsulta entonces evidente la importancia del estudio e investigacion de las plantas
medicinales.

Con la ejecucion del presente trabajo de tesis, se pretendid sentar las bases
metodologicas para llevar a cabo estudios de actividad antiinflamatoria de plantas
medicinales en fase II de investigacion Fitoquimica y Farmacologica integradas.

I.a importancia del estudio especiflico de plantas con actividad antiinflamatoria
preliminar demostrada (en fase 1) radica en que la mayoria de las medicinas utilizadas
para cl tratamicento de procesos inflamatorios son de alto costo, muchas veces
inaccesibles y en ocasiones sus efectos secundarios suclen ser mas severos que la
enfermedad que se desca combatir. Con los resultados obtenidos del presente trabajo
de tesis se espera que en un plazo razonable de tiempo se pueda proporcionar a la
poblacién con limitado poder adquisitivo de bienes y servicios, medicamentos
accesibles, seguros y cfectivos contra las afecciones inflamatorias que cn un momento
dado pudiesen padecer. A mediano y largo plazo, sc pretende contribuir (en lo
referente al campo farmacéutico) a dar respuesta positiva a la triple perspectiva
ccondmico-social-conservacionista planteada anteriormente.



3. OBIETIVOS:

5.1. Generales:
El presente trabajo contribuira, en un plazo razonable de tiecmpo a:

5.1.1. Proporcionar a la poblacién con imitado poder adquisitivo de bicnes y
servicios, medicamentos accesibles, seguros y efectivos contra las afec-
ciones mflamatorias que en un momento dado pudiesen padecer (objetivo

a mediano y largo plazo).

3.1.2. Contribuir (desde el punto de vista farmacéutico) a dar respuesta positiva
a la triple perspectiva econdmico-social-conservacionista planteada en la

justificacion del presente trabajo de tesis,

5.2. Especificos:

Al ejecutar ¢l presente trabajo de tesis especificamente se espera:

5.2.1. Obtener los extractos crudos de Guaphalivm stramuncum (Sanalotodo)
en gradiente de polaridad creciente (extracto hexanico, ctandlico y acuo-

s0).
5.2.2. Evaluar la actividad antiinflamatoria de los cxtractos crudos obtenidos.

5.2.3. Evaluar la toxicidad (DI.50) de los extractos crudos obtenidos.
5.2.4. Caractcrizar [iloquimicamente el extracto con mcjor respuesta antiinfla-

matoria.
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6. HIPOTESIS:

6.1. Por lo menos uno de los extractos crudos obtenidos a partir de flores de
CGnaphalum strammenar (Sanalotodo) tiene actividad antiinflamatoria demos-
trable en un modeclo animal.

6.2. Los extractos crudos dc lores de Guaphalivm strammncum (Sanalotodo) con
actividad antiinflamatoria demostrable no son téxicos.

6.3. Al menos uno de los extractos crudos de flores de Grephalivnr stramimcun
(Sanalotodo) con actividad antiinflamatoria demostrable puede ser caractenza-
do fitoquimicamente de una forma preliminar mediante ensayos quimicos senci-
llos.
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7. MATERIAT.ES Y METODOS:

7.1. Umiverso de trabajo:
Extractos polar, medianamente polar v apolar de flores secas y molidas de
Crraphalruen strammcum (Sanalotodo).

7.2. Sujecto de estudio (mucstra):
El material trabajado estuvo constituido por muestras mixtas colectadas al azar

de especimenes de Gugphalivm strammewsr (Sanalotodo) provenientes de

poblaciones silvestres de dicha especie.
7.3. Medios:
7.3.1. Recursos humanos:
7.3.1.1. Autor de la investigacion: Mynor Rolando Hernandez Espina.
7.3.1.2. Ascsora dc tesis: Dra. Amarillis Saravia Gomez.
7.3.1.3. Coasesor fitoquimico: M. Sc. Luis Hugo Santacruz
7.3.1.4. Coasesor estadistico: Lic. Federico Nave.
7.3.1.5. Personal del Herbario de la Fac. de Agronomia (FAUSAC).
7.3.1.6. Personal de Investigacién de DIGI: Licda. Lissctte Madariaga.
7.3.2. Recursos materiales:
7.3.2.1. Pletismometro Digital marca Ugo Basile, modelo 56288.
7.3.2.2. Matenales, reactivos y equipo de laboratorio:
7.3.2.2.1. Chaquctas de calentamiento para balones de 5 litros.
7.3.2.2.2.Equipo soxlhet con cAmara con capacidad para 250-700 g.
(Balon de 5 litros + camara de extraccion + condensadores
del sistema)
7.3.2.2.3. Equipo para reflujo (Balén de 5 litros + condensador con
boquilla esmerilada).
7.3.2.2.4. Manguecras de typon.
7.3.2.2.5. Balanza semianalitica.
7.3.2.2.6. Estula con agitador magnético y magncto.
7.3.2.2.7. Beakers de 250 ml y 1 litro.
7.3.2.2.8. Evaporador rotatorio (Rotavapor).
7.3.2.2.9. Balones para rotavapor (1 litro y 500 ml).
7.3.2.2.10. Frascos de vidrio color ambar.
7.3.2.2.11. Sondas orogastricas para rata y raton.
7.3.2.2.12. Jeringas para insulina de 1 ml.
7.3.2.2.13. Suspension de caolin al 1 %.
7.3.2.2.14, Polisorbato 80 (TWEEN 80).
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7.3.2.2.15. Ester de sorbitan (SPAN 20).
7.3.2.2.16. Sacarosa.
7.3.2.2.17. Mczcla de hexanos.
7.3,.2.2.18. Etanol al 80 9.
7.3.2.2.19. Agua destilada o desmineralizada.
7.3.2.2.20. Solucion de fenilbutazona al 20 % (farmaco de referen-
. cia).
7.3.2.2.21. Cromatofolios de Silicagel F..,
7.3.2.2.22. Cromdgenos v Lamparas de LUV y Vis para CCF.
7.3.2.2.23. Ratas albinas del mismo sexo con peso entre 140-170 g.
7.3.2.2.24. Balanza para animales.
7.3.2.2.25. Reactivos diversos.
7.3.2.2.26. Computador compatible DLC/486-40 Mhz.
7.3.2.2.27. Mateniales de oficina.
7.3.2.3. Recursos institucionales: Dependencias de la Univ. de San Carlos
7.3.2.3.1. Fac. de CC, QQ. y Farmacia, Escucla de Quimica Farma-
céutica, Laboratorio de Farmacologia Experimental.
7.3.2.3.2. Instituto de Investigaciones Quimicas y Bioldgicas.
7.3.2.3.3. Direccion General de Investigacién.
7.4. Procedimiento y Mctodologias.
7.4.1. Revision bibliografica.
7.4.2. Delimitacion del tema de investigacion.
7.4.3. Planificaciéon de la investigacion,
7.4.4, Recoleccidn y clasificacion de los especimenes vegetales silvestres.
7.4.5. Secado y molicnda del material vegetal (47-50).
7.4.6. Metrologia:
7.4.6.1, Pesado del material sometido a la extraccion.
7.4.6.2. Mcdicién dec los volimenes adecuados de los solventes extrac-
tores.
7.4.7. Preparacion del extracto apolar: Se utilizé el esquema extractivo pro-
puesto por I. Ciulei. Se realizé una extracciéon continua y exhaustiva en
un aparato soxlhet, cargando la camara cxtractiva del mismo con 309.7 g
de flores secas y molidas de Graphalim stramncun (Sanalotodo) (51).
7.4.8. Reconcentracion del extracto apolar: la misma se realizé en un evapo-
rador rotatorio (rotavapor) hasta obtener un extracto pilular (48, 49).
7.4.9, Preparacion del extracto medianamente polar: Fl matenal vegetal resi-
dual de la extracciéon con soxlhet, fue retirado de la cdmara extractiva de
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dicho aparato y fuec trasladado a un balén de 5 litros para ser sometido a
un reflujo con etanol al 80 % (51).

7.4.10. Reconcentracion del extracto medianamente polar: la misma se realizo
en un evaporador rotatorio (rotavapor) hasta obtener un extracto grado
micl (48-51).

7.4.11. Preparacion del extracto polar: El matenal vegetal residual de la extrac-
cion etandlica fue nuevamente sometido a reflujo, utilizando en esta oca-
sidn agua desmincralizada como solvente extractor. El proceso es similar
al realizado en el reflujo etanélico (51).

7.4.12. Reconcentracion del extracto polar: Fl extracto acuoso se reconcentrd
de la misma forma en que se hizo para los dos anteriores, sélo que esta
vez, ¢l extracto permanecid [luido y a concentracion (p/v) conocida,

7.4.13. Determinacion de rendimientos: LLa determinacion se hizo gravimétrica-
mente y se expresd en g de extracto/ 100 g de maternial vegetal (48-51).

7.4.14. Formulacién de extractos: Se pesaron cantidades conocidas de los ex-
tractos reconcentrados y fucron suspendidos o disucitos en agua segin
fucra el caso. Para los extractos insolubles en agua, se suspendicron con
la ayuda de polisorbato 80 y sacarosa. Para el extracto acuoso, se utilizé
el extracto fluido (cuya concentracién se conocia) y fue manejado de la
misma forma como que si sc tratasc de una infusion acuosa (52).

7.4.15. Caracterizacion Fitoquimica: Se realizé un tamizaje fitoquimico utili-
zando ensayos macro y semimicro de acuerdo al esquema sugerido por 1.
Ciulei para la investigaciéon de metabolitos secundarios (48-51).

Sc utilizaron también técnicas cromatograficas (CCF) convencionalces
para caracterizacion fitoquimica preliminar. Debido a que ¢l extracto
etandlico fue el que mejor respuesta antiinflamatoria presentd, el tamizaje
fitoquimico fue realizado anicamente a dicho extracto.
7.4.15.1. Ensayos macro y scmimicro:

7.4.15.1.1. Investigacién de taninos: 1 g del extracto ctandlico

reconcentrado fue disuelto en 20 ml de agua desmineralizada caliente y la suspension

obtenida fue filtrada. Al filtrado obtenido se le agregaron 4 gotas de solucién de NaCl

al 10 % y se filtro nuevamente. El filtrado recuperado fue entonces dividido en 4 tubos

de ensayo, en dondc sc rcalizaron las prucbas correspondicntes, de la manera
siguicnte:

Al tubo No. 1 no se le agreg6 reactivo alguno (tubo testigo).
Al tubo No. 2 sc e afiadicron 5 gotas de solucion de gelatina al 1 %.
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Al tubo No, 3 se le agregaron 5 gotas del rectivo NaCl-gelatina.

Al tubo No. 4 se le afiadicron 3 gotas de solucion de FeCl, al 10 %.
Seguidamente y durante 1 hora se observaron cambios de coloracién, turbidez o
formacion de precipitados.

7.4.15.1.2. Investigacion de Alcaloides: 1 g dcl extracto ctandlico
fue tratado con soluciéon de hidréxido de amonio al 10 % (2 gotas) y seguidamente sc
le afiadieron 25 ml de metanol a 65 ©C. Posteriormente la soluciéon fue filtrada v el
filtrado [ue acidificado con HCI 2 N, La solucién resultante fuc entonces dividida en 4
tubos de ensayo, y fucron cvaluados de la mancra siguicnte:

Tubo No. 1: No se le agrego reactivo alguno. Testigo, control negativo.

Tubo No. 2: Se le agregaron 5 gotas del reactivo de Dragendorff.

Tubo No. 3: Sc lc agregaron 5 gotas del reactivo de Mayecr.

Tubo No. 4: Se le agregaron 5 gotas del reactive de Wagner.

Se cormmicron ademas, controles positivos con soluciones al 1 % de Atropina y
Papaverina. Seguidamente y durante 2 horas se observaron cambios en la turbidez y/o
precipitacion de complejos en los tubos.

7.4.15.1.3. Investigacion de Flavonoides: 5 g del extracto etandlico
fueron hidrolizados con HC1 2N mediante reflujo v calentamiento durante media hora.
Seguidamente, ¢l extracto hidrolizado resultante fue partido con dictiléter y la fasc
ctérica reconcentrada. Una parte (4 ml) de la solucién etérica fue reconcentrada a
sequedad, redisuclta en ctanol al 80 7% y dividida en 4 tubos de ensayo. l.os tubos
fueron tratados y evaluados de la manera siguiente:
Tubo No. 1: No sc lc agregé reactivo alguno. Testigo.
Tubo No. 2: Se le agregd Mg metilico y tres gotas de HCl concentrado.
Tubo No. 3: Se le afiadieron 3 gotas acido sulfiirico concentrado.
Tubo No. 4: Se le agregaron 3 gotas de cloruro férrico al 10 %.
A dos tubos, identificados con los Nos. 5 y 6, se les aiiadicron 3 ml de la fase acuosa
acidificada resultantc de la particion con dictiléter, Al tubo 6, se le aiiadicron ademaés
potas de NaOH 0.5 N para alcalinizar hasta pH=9-10.
Seguidamente se evaluaron reacciones y cambios en la coloracién de los mismos
(comparados contra ¢l testigo).
7.4.15.1.4, Investigacion de saponinas: 0.5 g de extracto ctanélico
fueron tratados con 10 ml de aguva desmineralizada y la suspension obtenida fue
apitada vigorosamente. Se observé si la espuma formada era persistente por mas de
media hora,
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7.4.15.2. Cromatogralia en capa [ina:

Utilizando cromatofolios de silicagel F,, sc corricron cromatografias del
extracto etandlico (reconcentrado y redisuelto en metanol), de la solucion metandlica
amoniacal obtenida scgin ¢l inciso 7.4.15.1.2. del presente informe, y la fase ctérica
del extracto hidrolizado obtenido segiin el inciso 7.4.15.1.3.

7.4.15.2.1. Extracto etandlico:
7.4.15.2.1.1, Fase movil: Acetato de ctilo-metanol-agua
(100: 13.5:10). Resolucion ascendente.
7.4.15.2.1.2. Visualizaciéon de manchas:
7.4.15.2.1.2.1. Mcdios fisicos:
- Luz visible.
-LUV a 254 y 365 nm
7.4.15.2.1.2.2, Rectivos cromogenos:
- Vainillina-acido sullurico.
- Amisaldehido-acido sullirico.
FeCl, al 1 % etandlico.
- Licbermann-Burchard.
- SbCl, en CHCI,
-Dragendorfl.
7.4.15.2.2. Extracto etandlico (+ NH,OH al 10 7% + metanol):
7.4.15.2.2.1. Fase movil: Acectato de ctilo-metanol-agua
(100: 13.5:10).
7.4.15.2.2.2. Visulizaciéon de manchas:
7.4.15.2.2.2.1. Medios fisicos:
- Luz wvisible.
- LUV a 254 y 365 nm
7.4.15.2.2.2.2. Rectivos cromégenos:
-Dragendorff.
7.4.15.2.3. Extracto etanélico (+ HCl+dictiléter+ metanol):
7.4.15.2.3.1. Resoluciéon: Bidimensional (S1 y S2).
7.4.15.2.3.1.2. S1: ascendente multiple.
7.4.15.2.3.1.3. S2; ascendente simple.
7.4.15.2.3.2, Fase mévil:
74.15.2.3.2.1. 51: CHCI,
7.4.15.2.3.2.2. S2: CHCIl,-metanol (9:1).
7.4.15.2.3.3. Visualizaciéon: Sélo medios fisicos (LUV y Vis).
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7.4.16. Farmacologia cxperimental:
7.4.16.1. Ensayo antiinflamatorio:

Para la demostracion de la actividad antiinflamatoria se uso el métado
de induccién de edema en la pata trasera de rata segiin Winter y colabo-
radores. Se cnsayaron 6 dosis diferentes de cada extracto: 100, 120,
140, 160, 180 vy 200 mg/Kg de peso; 1 dosis con un farmaco de referen-
cia como control positivo (Fenilbutazona 150 mg/kg, de peso) y un gru-
po blanco como control negativo al que Gnicamenie sc le administré
agua o cl vehiculo acuoso en el que se suspendicron los extractos inso-
lubles en agua. l.as dosis que se administraron fueron equivalentes para
cada extracto, de manera que se pudiera comparar la potencia de cada
uno de ellos y establecer de esta forma diferencias entre los mismos! .
I.a administracion se hizo por via oral con una sonda orogastrica (24).
A los treinta minutos de la administracion orogastrica de cada formula-
cion o sustancia ensayada (6 dosis de extracto + 1 dosis del farmaco
de referencia + agua para cl grupo blanco), se aplicé 0.1 g de caolin al
1 % en agua por inycccion subcutinea en la region subplantar de la pata
izquierda posterior. Fl edema producido se cuantificd mediante un ple-
tismometro digital (Ugo Basile/Italia) midiendo el volumen de la pata
antes de la inyeccion y después de 1, 3 y 5 horas, Cada tratamicnto sc
cnsaya en 4 ratas por dia en tres en dias diferentes (24).
El porcentaje de inflamacion para cada tratamiento y cada hora en que

se determina se calcula con la siguiente férmula:

% de inflamacién para el tratamiento Y = 100 * (Vy - V) / V,

Donde:

Y = tratamiento (que es cada uno de los 8 propuestos)
Vx = Volumen de la pata a la hora x (donde x=1,3 6 5 horas)

Vi = Volumen de la pata antes de la inyeccion (24).

1 El establecer diferencia entre loz extractos permite que en primera instancia, se pueda seleccionar para un
ectiudio de fase 111 (fraccionamiento cromatogrifico) al extracto que muestre activided antiinflamatoria
signiflicativa, si ez que sdlo uno de los tres tiene dicha actividad, o en illima instancia, seleccionar al mas
potente de los evaluados, si es que més de uno posee actividad farmacolbgica significativa, en este dltimo
caso, ¢l extracto mas potente es el que se somete al estudio de fase 111
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7.4.16.2. Ensayo toxicologico: Los estudios toxicolégicos (DL5q) se reali-
zaron desde el principio para garantizar que se estuviera trabajan-
do con extractos inocuos. Sc trabajo con lotes de cinco ratones ca-
da uno, con un peso entre 30 y 35 gramos, a los cuales sc les admi-
nistraron 5 dosis de cada extracto: 10, 20, 40, 180 y 320 mg/Kg dec
peso (44-47).
Se tomd un periodo de ocho dias para observar desde pequefios
cambios en ¢l comportamiento de los animales hasta la muerte,
que en caso de poscer toxicidad aguda, seria observada. Si al tér-
mino de esc tiempo los ratones continuaban sin presentar cambio

alguno, los extractos se considerarian inocuos a las dosis ensaya-

das (44-47).

7.4.17. Disciio experimental:
Ll disciio utilizado fuc uno de bloques complctos alcatorizados con 4 tra-
tamientos, desarrollandose de la siguiente manera:
7.4.17.1. Dosis de extracto ensayadas: se ensayaron 6 dosis de cada

extracto: 100, 120, 140, 160, 180 y 200 mg/Kg de peso. Se hicieron apa-
reamientos de dosis de la manera siguiente: 100-120 (pareja X4), 140-160

(pareja X5) y 180-20 (parcja X3) (24, 44-46).
7.4.17.2. Integracion del diseiio:
El diseiio estuvo integrado por 4 tratamientos y 3 bloques, de
acuerdo a las siguientes considcraciones:
7.4.17.2.1. Tratamientos: Los tratamientos fueron:
- Un control negativo (grupo blanco) al que anicamente
se le administré un vehiculo acuoso o agua segin fucra
cl caso.
- Un control positivo (farmaco de referencia) al que sc le
administré Fenilbutazona a dosis de 150 mg/Kg de pe-
so.
- Un grupo al que sc le administré la dosis 1 de la parcja
.

- UIn grupo al que se le administé la dosis 2 de la parcja
Xy
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Deonde la pareja Xy fue cada une de los 3 apareamientos

de dosis sciialados en el inciso 7.4.17.1. del presente
informe de tesis (parcjas Xy X3X3),
Lo anterior implica quec para cada cxtracto cl disefio se
repetid 3 veces (una para cada parcja X de dos dosis ca-
da una) (53).

7.4.17.2.2. Bloques: los tratamientos fueron evaluados en 3 dias di-
ferentes y cada dia constituyd un bloque del diseiio, lo
quec implica que existicran 3 bloques en total (dia 1, dia
2, dia 3 = bloque 1, bloque 2, bloque 3) (53).

7.4.17.2.3. Repeticiones por tratamicnto (n; ):
Para valores de a=0.05 y p = 0.2 sc ticne un nivel de
confianza (NC) igual a:
NC=Zyun+Zyy
NC =249 + 0.842
NC = 3.332

lo que implica que ¢l nimero de cnsayos a realizar por tratamicnto
(n, ) deberia ser mayor o igual a:

2 NC2 g2
Donde se desconoce la varianza o2 vy se asume que el limite de

error A=2 o, por lo que entonces A? = 462, por lo tanto:
n, =2 (3.332)2 o2

4 o?

n =2(3.332)?

4
n, = 35.55
que aproximado, da un valor n, =6

que es el valor minino de repeticiones que debieron reali-
zarce para cada tratamiento (54).
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Dado lo anterior, se decidié que en el presente diseiio

experimental debian realizarce 4 repeticiones o replicas
por bloque, lo que da un valor n; igual a:

n, = i Bloques X # dc Replicas =3X 4= 12

Que es ¢l nimero total de repeticiones que se realiza-
ron por tratamiento, lo que cumple con que n; sca mayor
o ipual a 6 (53, 54).
7.4.17.3. Anahsis cstadistico:
Con los datos obtenidos se elabord una curva de porcentaje de in-
flamacion versus tiempo, y sc calculé mediante integracion numeé-
rica (método trapecial) el area bajo la curva como variable de
respuesta, Con las arcas obtemidas para cada tratamiento, sc rea-
lizé la prucba de ANDEVA de dos vias y al establecer diferencia
entre los tratamientos, se realizo la pruecba de Dunnett para eva-
luar el efecto antiinflamatorio de los tratamientos frente al control
negativo (53, 54).
7.4.17.4. Instrumentos para registrar las observaciones:
Se utilizaron cuadernos foliados por paginas, en las cuales se llevo
el registro cronolégico de las actividades realizadas y los resulta-
dos obtenidos. l.os resultados fucron tabulados en un sistema
columnar, ordenados de acuerdo a convenicncia y procesados ¢-
lectronicamente. l.os resultados fueron organizados, resumidos y
presentados mediante estadistica descriptiva y fueron analizados e
interpretados mediante técnicas de inferencia estadistica (45, 46,
33, 54).

{PROPIEGAD DF 1A UNIVFRSIAN NF S0K CATNS BF GUATEMALA
1 Biblioteca Ceniral ;.




8. RESULTADOS:

8.1. Rendimicnios extractivos:

TABLA No. 1
EXTRACTOS
Hexanico Etanélico Acuoso
Matcrial vegetal inicial (gramos) 309.7
Extracto obtenido (gramos) 8.16 46.5 19.67
Rendimiento porcentual (p/p) 2.63 % 15.01 % 6.35 %

8.2. Farmacologia Experimental:

8.2.1. Ensayo toxicoldgico:

20

Se evalud la DL5g de cada uno de los extractos obtenidos en ratones albinos

de 30-35 g de peso.

No sc observaron cambios en cl comportamicnto de los animales de experi-
mentacion a dosis de 10, 20, 40, 180 y 320 mg, de cada extracto/Kg de peso.
No se observd tampoco muerte alguna en ninguno de los lotes de los animales

de experimentacion.

DLsgg es por lo tanto mayor que 320 mg/Kg de peso para cada extracto eva-

luado.

8.2.2. Ensayo antiinflamatorio:
Ver tablas y graficas siguicntes,
Para las mismas,

¥X= horas a las cuales se realizaron las lecturas de % de inflamacion.
Yn= % de inflamacién observado en la rata n, del dia correspondiente.



TABLA No. 2
TRATAMIENTOS: CONTROL (-), FARMACO DE REFERENCIA Y EXTRACTO HEXANICO DE
FLORES DE Gnaphaiitsm stramineum (Sanalotodo) A DOSIS DE 100 Y 120 mg/Kg de peso
Valores de porcentajes de inflamacion versus tiempo y areas bajo la curva formada por diches valores

T T o

Tratamiento; Control (-): Yehiculo acuoso.
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Dia No. 1 Dia No. 2 Dia No. 3
X Y1 | ¥2 | Y3 | YL | Y1 |¥Y2]Y3I|YL |Y1]Y2)Y3 | YA
1 201 22] 17
3 40| 41| 38
S5 68| 70 _ 73
uﬂ'ng‘__uu.E-l 168

Dia No. 1 Dia No. 2 Dia No. 3

— e L - S Tt i — —
|__Tralamiento: Control (+}): Filn‘lii_:il.:'ﬂ Referencla. Fenilbutazona a dosis de 150 mg/Kg de peso. l

Y1 | Y2 ] Y3 ] Y4 | Y1 | Y2 ] Y3 | Y4 | Y1 |Y2| Y3 | YA

371 37| 41] 38| 35] 38| 42| 40| 35| 36| 32| 30

X

1 35] 26| 40| 33| 33| 36| 38| 35| 17| 20| 15} 20
3

35

40| 38| 41| 40| 34| 37| 39| 41| 35| 32| 30| 27

Arca bajo la curva= 149 | 138

163 | 149 | 137 | 149 | 164 | 166 | 122 | 424 | 109 | 107
——r e

Tratamiecnto: Dosis 1 de extraclo I-=I=exinicu= 100 mg, IK& de pcso.

Dia No. 1 Dia No. 2 Dia No. 3

Y1 |¥2 | Y3 | Y4 ] YL | Y2 |Y3 | YL |Y¥YL]|Y2]|Y3 ]| Y.

401 431 441 411 40| 42| 41| 38| 21| 18] 21| 20

491 551 60 61] 55| 60| 65| 68| 39| 36| 47| 48

W jw = |

60| 79| 85| 95

70] 69| 85| 86| 69| 70| 75| 73
S =5 T _— El s e e
Arca bajo la curva= | 198 | 232 | 249 i 258 | 2_32_[ 231 | 256 | 260 | 168 | 160 | 190 | 189

Tratamiento: Dosis 2 de cxtracto Hexanico= 120 mg /Kg de peso.

Dia No. 1 Dia No. 2 Dia No. 3

Y1 | Y2 Y3 | Y4 | Y1 | Y2 |Y¥Y3 YL |Y1l|Y2)]Y3|Y4
351 40] 43] 41| 40| 421 45| 51| 21| 19] 25| 26
58] 79| 80| 85| 55| 62] 53| 59| 48| 49| 55| 56

78] 78 | 94 815“;?_5__): 75| 68| 73 E“ 70 _?_Ej___?’_l

Ari:i_ha!‘u la curva= 220 | 276 | 297 | 306 | 220 | 241 | 219 | 242 | 194 | 187 | 204 | 209

W jw = I

#ﬂb&m




TABLA No. 3
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TRATAMIENTOS: CONTROL (-), FARMACO DE REFERENCIA Y EXTRACTO HEXANICO DE
FLORES DE Gnaphalivm stramineumn (Sanalotodo) A DOSIS DE 100 Y 120 mg/Kg de peso

Varlable de respuesta: Valores de areas bajo la curva % de Inflamacion versus tlempo.

Disefio de Bloques completos aleatorizados:

4 tratamlentos, 3 bloques y 4 réplicas por bloque.

TRATAMIENTOS
BLOQUES REPLICAS | Control (-) | Control (+) | Extracto Hexdnico
Dias Rata No. | Vehiculo | renivutazona Dosis 1 Dosis 2 Promedio de
acuoso 150mgig | 100mgig | 120 mgikg Bloques (Dias)
1 233 149 198 229
Bloque 1 2 313 138 232 276
(Dia 1) 3 343 163 249 297
4 325 149 258 306 241.13
1 239 137 220 220
Bloque 2 2 248 149 231 241
(Dia 1) ., | 248 161 256 219
4 256 156 260 242 217.69
1 183 122 168 194
Bloque 3 2 168 124 160 187
(Dia 1) 3 174 109 190 204
4 166 107 6 189 __299 165.88
Promedio de 241.33 138.67| 217.58| 235.33 PROMEDlO
tratamlentos
Desviacidn estandar de 61.67 19.28 35.71 39.07 e
tratamlenfon TOTAL_
Coficlents de Variaclén de 25.56 13.91 16.41 16.60
= ﬁltemil nlnI_ w208 5 23




TABLA No. 4

ANALISIS DE VARIANZA
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TRATAMIENTOS: CONTROL (-), FARMACO DE REFERENCIA Y EXTRACTO HEXANICO DE
FLORES DE Gnaphalita stramineumn (Sanalotodo) A DOSIS DE 100 Y 120 mg/Kg de peso

Ho: Las medias de todos

los tratamientos son iguales.

H1: Al menos una de las medias de los tratamientos es diferente.

FUENTE DE VARIACION | gl | Suma de Cuadrados | Cuadrado Medio | Rv=Fcalculado |  Fcritico
Tratamientos 3 81083.56 27027.85 38.75 2.84
Blogues 47447 .54 23723.77 34.01 3.23
Error 42 29297.37 697.56

TOTAL 47 157828.48

Como el Fcalculado (RV) > que el Feritico, la Hg se rechaza.

TABLA No. 6
PRUEBA DE DUNNETT

Comparacion de tratamientos contra el control negativo.
Tratamientos a comparar contra el Control (-): FARMACO DE REFEREMNCIA (Fenllbutazona) y
extracto Hexanico de flores de Gnaphaliwn straminewsn (Sanalotodo) a dosls de 100 v 120

mg/Kg de peso
COMPARACIONES Xi-Xe |Xi-Xc| | Diferencia |  nivel de
critica Significancia
Fenilbutazona contra el control (-) -102.67 | 102.67 26.63| p<0.05
Extracto 100 mg/Kg de peso contra el control {-) -23.75 23.75 26.63 NS
-6.00 6.00 26.63 NS

Extracto 120 mg/Kg de peso contra el control (-)

Como dnicamente 102.67>26.63, se concluye que

grupo control negative y el grupo del farmaco de referencia.
tratamiento con fenilbutazona mostré actividad antiinflamatoria slgniﬂca!iva.

sélo hay diferencia significativa entre el
En otras palabras, sélo el
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GRAFICA No. 1
EXTRACTO HEXANICO DE FLORES DE Gnaphalium stramineum (Sanalotodo)

Comparacién de las dosis 1y 2 (100 y 120 mg/Kg de peso) del extracto contra los
grupos Control (-} y FArmaco de referencia

VALORES PROMEDIO DE LA VARIABLE DE RESPUESTA
(Area bajo la curva del % de inflamacién versus tiempo)

AREA
BAJO

CURVA

CONTROL () FARMACO DE 108 mo¥n 120 mgMn
REFEREHCIA Dogis 1de Dogis 2 de
{Vehiculo) (FaniMhed azona) axtractn axtractn

TRATAMIENTOS
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GRAFICA No. 2

EXTRACTO HEXANICO DE FLORES DE Gnaphalium stramineum (Sanalotodo)

Comparacidn de las dosis 1y 2 (100 v 120 mg/Kg de peso) del extracto contra los
grupos Control {-) v FArmaco de referencia

DISTRIBUCION DE LOS VALORES MAXMOS, MINMOS Y PERCENTILES 10, 25, 50, 75 y 90 DE LA
VARIABLE DE RESPUESTA
{(Area bajo la curva del % de inflamacién versus tiempo)

L+ ]
o
m -~ JR—
MR ™ T
BAID
LA
CURVA m -
k= 2, S "—ﬂ—"‘
---1?—- [+
50 -
RO S
180 1 - 1 i
COHTROL (-) FARMACO DE 100 ma'Hng 120 mg g
REFEPENCIA Dosis 1 de Dozis 2 de
{Vrhicutn) {Fanfhitazona) mxlracto fuiractn

TRATAMIENTOS



TABLA No. 8

TRATAMIENTOS: CONTROL (-}, FARMACO DE REFERENCIA Y EXTRACTO HEXANICO DE

FLORES DE Gnaphalivm stramminemn (Sanalotodo) A DOSIS DE 140 Y 160 mg/Kg de peso
Valores de porcemtajes de inflamacidn versus tiempo y areas bajo la curva formada por dichaos valores

Tratamiento: Control (-): Vehiculo acuoso.
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| Tratamiento: Control {+): Farmaco de Referencla. Fenllbutazona a doslis de 150 mg/Kg de peso.

M_Diu No. 1 I;;a No. iﬂw, Dia No. 3
X Y1 | Y2 | ¥3 | Y4 Y1 i Y2]Y3 | Y4 |YL]|Y2] Y3 | YA
1 231251 271 22 14 12] 16 15] 21| 22| 25] 27
3 401 45| 511 45| 40| 36| 41| 37| 42| 45| 46| 50
_ 5 70 ;‘?5 76| 70| 76 _E__E_q_fl ﬂ ﬁ 72 '?5"_ 80
i {\rﬁikﬂ_j_ﬁ la curva= ,EI'E,., 180 | 205 | 182 | 17D | 156 .179 157 | 183 -9‘2 Z

Dia No. 1 Dia No. 2 Dia No. 3
X Y| YZ | Y3 | Y4 Y1 |YZ|VYI|Ya|Vvi]|vyz|vY3|va
1 331 255 221 201 201 18] 221 211 20} 18} 221 25
3 33 20) 24| 22] 23] 22| 25| 24) 25] 24| 26| 27
5 5, Wi% 21_“ 23 ___g%q 25_ 23 _26__ 25 22_ 22 22_?_‘:2{1
Arca bajo la curva= 111) 86) 93| 69) 91] 85| 98| 94| 92| 88] 99| 105

Tratamiento: Dosis 3 de extracto Hexanico= 140 mg /K¢ de peso.

Dia No. 1 Dia No. 2 Dia No. 3 i
X Y1 | ¥2 | ¥3 | ¥4 | YL |vY2 | Y3 |vYa|VlL]|vY2|v3|va
1 281 211 221 26] 181 20 23] 19] 18] 20} 22| 23
3 411 40| 43 51| 42| 45| 46| 40| 38| 35| 42| 45
Area bajo la curva= [ 182

Tratamicnto: Dosis 4 de extracto Hexanico= 160 mg K

p, de peso.
Dia No. 1 Dia No. 2 Dia No. 3
X ¥11v¥2|v¥3|valvilvz]|va|va|vr]|v2a]|vs|vas
1 231 261 24] 21] 23] 26] 25] 20] 35] 32| 40| 30
3 401 391 42| 41| 38| 39| 42| 45| 52| 62| 55| 56
5 lroleilss]7alze]71] 73] e8] 85] 78] s0] 77]
Area haju"la curvas= [1?3 185 ﬁ 182 | 178 | 224 | 234 | 230 -219

e Lemrremeds s e L




TABLA No. 7

2T

TRATAMIENTOS: CONTROL (-), FARMACO DE REFERENCIA Y EXTRACTO HEXANICO DE
FLORES DE Gnaphalium stranineusm (Sanalotodo) A DOSIS DE 140 Y 160 mg/Kg de peso

Varlable de respuesta: Valores de areas bajo la curva % de Inflamacién versus tlempo.,

Disefio de Bloques completos aleatorizados:

4 tratamlentos, 3 bloques y 4 réplicas por bloque.

TRATAMIENTOS
BLOQUES REPLICAS | Control () | Control {+) | Extracto Hexdnico
Dias Rata No. | Vehiculo | renibutazona | Dosis 2 Dosis 4 Promedio de
acuoso 1s0mgig | 140mgAg | 180 mgi<g Bloques (Dias)
1 173 111 175 175
Bloque 1 2 190 86 171 185
(Dia 1) 3 205 03 176 182
4 182 B9 19'{ 175 160.38
1 170 91 172 175
Bloque 2 2 156 B85 185 175
(Dia 1) 3 179 o8 196 182
4 157 94 168 178 153.81
1 183 92 162 224
Bloque 3 2 184 88 162 234
(Dia 1) 3 192 99 181 230
: . TN P WO S 3L 171.50
Promedio de 181.50 94.25 177.25 PROMED|O
tratamientos
Dewviaclén estandar de 16.11 7.81 11.53 —
tratamisntos TOTAL
Coflcients de Yarlaclén da 8.88 8.28 6.50
tratamlentos N . 120 : Ml—,.,ej 90 e




TABLA No. 8

ANALISIS DE VARIANZA
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TRATAMIENTOS: CONTROL {-), FARMACO DE REFERENCIA Y EXTRACTO HEXANICO DE
FLORES DE Gnaphalitnn straminewusn (Sanalotodo) A DOSIS DE 140 Y 160 mg/Kg de peso

Ho:

Las

medias de todos

los tratamientos son
Hq: Al menos una de las medias de los tratamientos es diferente.

iguales.

FUENTE DE vARIACION | @l | Suma de Cuadrados | Cuadrado Medio | Rv=Fcaiculado | Fcritico
Tratamientos 3 75174.06 25058.02 118.36 2.84
Blogues 2 2558.29 1279.15 6.04 3.23
Error 42 8892.13 211.72

TOTAL 47 86624.48

Como el Fcalculado (RV) > que el Fcritico, la Hg se rechaza.

TABLA No. 9
PRUEBA DE DUNNETT
Comparaclén de tratamientos contra el control negativo.

Tratamlentos a comparar contra el Control {-}): FARMACO DE REFERENCIA (Fenllbutazona) y
extracto Hexanlco de flores de Gnaphaliinm straminemn {Sanalotodo) a dosis de 140 y 16D

mg/Kg de peso
COMPARACIONES Xi-Xe | |Xi-Xc| | Diferencia | el go
critica Significancia
Fenilbutazona contra el control (-) -87.25 87.25 14,67 | p <0.05
Extracto 140 mg/Kg de peso contra el control (-) -4.25 4.25 14.67 NS
Extracto 160 mg/Kg de peso contra el control (-) 13.08 13.08 14 .67 NS

Como unicamente 87.25>14.67, se concluye que sélo hay diferencia significativa entre el grupo
control negative y el grupo del fAirmaco de referencia.
can fenilbutazona mostro actividad antiinflamatoria.

En otras palabras, sélo el tratamiento
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GRAFICA No. 3

EXTRACTO HEXANICO DE FLORES DE Gnaphalium stramineum (Sanalotodo)

Comparacién de las dosis 3 v 4 (140 v 160 mg/Kg de peso) del extracto contra los
grupos Control {-) y Farmaco de referencia

VALORES PROMEDIO DE LAVARIABLE DE RESPUFSTA
{Area bajo la curva del % de inflamacidn versus tiempo)

oI & ?hﬁﬁng

;Hmﬂﬁﬁ g;

: 1545&
AREA i i ¥
BAIO _ il . - B
CURVA G ol T R R OO
i 1§£Hﬁﬁﬁﬂﬁt‘ = : $

CONIROL (-}  FARMACO DE 148 ¥ 160 mnMn

RFFERFICIA Dowis 3 de [Frswim o alye

{(Velicule) {Tanithtarona) axlracto axtractio

TRATAMIENTOS
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GRAFICA No. 4

EXTRACTO HEXANICO DE FLORES DE Gnaphalium straminewmn (Sanalotodo)

Comparacion de las dosis 3 w4 {140 y 160 mg/Kg de peso) del extracio contra los
grupos Control {-)} y FArmaco de referencla

DISTRIBUCION DE LOS VALORES MAXIMOS, MINIMOS Y PERCENTILES 10, 25, 50, 75 v 90 DE LA
VARWBLE DE RESPUESTA
{Area bajo la curva del % de inflamacién versus tiempo)

23 o
i A,
80 [~
AREA ' i -
BAIO et Ao
LA
clRvA
1 |
=]
Bk 1 % 1 L
CONTROL (-) FARMACO DE 140 mpgHg 180 ragMp
REFERFHCIA Dania 3 dp Doxle 4 de
{Vehicuto) {Fendbutazona) enliactio exiracto

TRATAMIENTOS
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TABLA No. 10

TRATAMIENTOS: CONTROL (-}, FARMACO DE REFERENCIA Y EXTRACTO HEXANICO DE
FLORES DE Gnaphalitmn straninesn (Sanalotodo) A DOSIS DE 180 Y 200 mg/Kg de peso
Valores de porcentajes de inflamacion versus tiempo y éreas bajo la curva formada por dichos valores

ITreltEmientﬂ: Conirol (-): vehiculo ACUOSO.

Dia No. 1 DiaNo.2 | DiaNo.3
X Y1 Y2 ]Y3I|VYE | YL ]|Y2]Y3I|Ya|VYLI|Y2Z]|Y3]|Ya
1 271291 25] 23| 20] 24 19| 23] 21| 20| 19] 22
3 271 30) 35] 28] 251 26 27 29| 23] 21| 23] 25
oot LA . | 381 37 ‘i?_ 32 m_?_?t | ___13: 33] 35] 321 29] 32| 33
Arca hain la curva= 119 | 126 134 111100 ] 108 | 106 | 116 | 99| 91 QT" 105

L

__ Tratamiento: Control {+): Farmaco de Referencla. Fenlibutazona a dosls de 150 mg/Kg de peso.
Dia No. 1 Dia No. 2

Dia No. 3
Y1 |1 Y2 ]| Y3 |Y4 |Y1L|Y2]|Y3I | Y4 |Y1]| Y2

Y3 | Y4
22| 191 20] 22| 18
251 181 12] 15] 25] 23] 221 20] 15] 17] 20| 22

_ L1512l 100131200 19] 211201 15[ 17] 19 20
Arca bajo la curva=

TR R C P
(¥
&
b2
wn
b
b
bJ
o=
1"
o
L
——
[
Lh

711 81} 82

Tratamiento: Dosis 5 de extracto Hexénico= 180 mg /Kg de peso.

Dia No. 1 IDia No. 2 Dia No. 3

X Y1 | Y2 | Y3 | Ve | VY1 |Y2|Y3|VYa|Y¥YL|Y2|Y¥Y3|Ya

1 34| 311 2a] 21| 25| 27| 20| 231 20| 23] 21| 23

3 28| 26| 15| 19| 27| 30| 25| 27| 25| 25| 23| 26

5 201 26| 15| 14| 25| 26| 21| 20| 27| 30| 29| 31
| = — - - - —— o — = s - o
méﬂim 10| 109 | 68| 73| 104 | 113| 91| o7| o7 | 103| 96| 106

— -  ———— -

b 'l‘riamil.-.ﬂtn: Dosis 6 de extracto Minicc!:"%@ _my /K __'..jf.,, cHO.
Dia No. 1 Dia No. 2 Dia No. 3
X Yi|Y¥2|Y3|YH|YL]|Y2]Y3|Y4a]|YLl|Y2)|VY3|VYs
1 281 301 17} 221 25] 20] 23; 221 19] 171 201 235
3 281 20| 16| 27| 28] 25| 27| 30] 23] 23] 24| 26
o - ] 171 11 9] 20| :'SI_L 2.1 _hz?““!‘} 231 21) 223 24
e e N e A L L R L L L SN L L L e,




TABLA No. 11
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TRATAMIENTOS: CONTROL {-), FARMACO DE REFERENCIA Y EXTRACTO HEXANICO DE
FLORES DE Gnaphalim straminewrn {Sanalotodo} A DOSIS DE 180 Y 200 mg/Kg de peso

Varlable de respuesta: Valores de areas bajo la curva % de Inflamacion versus tlempo.

Diseiic de Blogues completos aleatorizados:

4 tratamlentos, 3 bloques y 4 replicas por blogue.

TRATAMIENTOS
BLOQUES REPLICAS | Control {-) | Control {+) | Extracto Hexdnico
Dias Rata No. | Vehiculo | renbutazona |  Dosis 5 Dosis B Promedio de
acuoso 160 mg'ig 180 mpfig 200 mo/ky Bigques {DIag}
1 1198 95 110 101
Bloque 1 2 126 73 109 71
(Dia 1) 3 134 56 69 58
4 11 63 /3 96 91.50
1 100 100 104 101
Bloque 2 - 108 96 113 92
(Dia 1) 3 106 a0 N 97
4 116 82 97 101 99.63
1 99 64 97 88
Bloque 3 2 g1 71 103 84
{Dia 1) 3 o7 81 96 80
4 s 105 82 106 101 = 90.94
10933 | 7942 97.33] 90.00f PROMEDIO |
tratamlentos
Desviaclén estandar de i 2 F —-—
e 12.58 14.26 13.92 13.48 TOT AL_
Coficienta de Varinclén de 1156 17.96 14.30 14.97
tratamientos ; . A | 94 02




TABLA No, 12

ANALISIS DE VARIANZA
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TRATAMIENTOS: CONTROL (-), FARMACO DE REFERENCIA Y EXTRACTO HEXANICO DE
FLORES DE Gnaphallum stramnineusmn (Sanalotodo) A DOSIS DE 180 Y 200 mg/Kg de peso

Hg:

Las

medias de todos

los tratamientos son

iguales.

H1: Al menos una de las medias de los tratamientos es diferente.

FUENTE DE VARIACION | @l | Suma de Cuadrados | Cuadrado Medio | rv=Fcaiculade |  Feritico
Tratamientos 3 5698.73 1899.58 10.85 2.84
Blogues 2 756.29 378.15 2.16 3.23
Error 42 7349.96 175

TOTAL 47 13804.98

Como el Fcalculado (RV) > que el Fcritico, la Hg se rechaza.

TABLA No. 13
PRUEBA DE DUNNETT

Comparacion de tratamlentos contra el control negativo.
Tratamlentos a comparar contra el Control {-): FARMACO DE REFERENCIA {Fenllbutazona) y
extracto Hexanico de flores de Gnaphalivm straminetsn (Sanalotodo) a dosis de 180 y 200

mg/Kg de peso
COMPARACIONES Xi-Xe [Xi-Xc| | Diferencia | Nwsl de
critica | Significancia
Fenlibutazona contra el control (-) -29.92 20.92 13.34 | p<0.05
Extracto 180 mg/Kg de peso contra el control (-) -12.00 12.00 13.34 NS
Extracte 200 mg/Kg de peso contra el control (-) -19.33 19.33 13.34 | p<0.05

Como 29.92>13.34 y 19.33>13.34, se concluye que hay diferencia significativa entre el grupo
control negativo y los grupos del farmaco de referencia y la dosls de 200 mg de extracto/Kg
de peso. En otras palabras, el tratamiento con fenilbutazona y el tratamiento con extracto
Hexanico de flores de Gnaphalium stramineum a dosis de 200 mg/Kg de peso si poseen
actividad antiinflamatoria significativa.
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GRAFICA No. 5

EXTRACTO HEXANICO DE FLORES DE Gnaphalium stramineum (Sanalotodo)

Comparacién de las dosis 5y 6 (180 v 200 mg/Kg de peso) del extracto contra los
grupos Control (-) y Formaco de referencia

VALORES PROMEDIO DE LAVARIABLE DE RESPUESTA
{Area hajo la curva del % de Inflamacion versus tiempao)
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TRATAMIENTOS
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GRAFICA No. 6

EXTRACTO HEXANICO DE FLORES DE Gnaphalium straminetmn (Sanalotodo)

Comparacién de las dosis § v & (180 y 200 ma/Kg de peso) del extracte contra los
grupos Control {-) y Farmaco de referencia

DISTRIBUCION DE LOS VALORES MAXIMOS, MINIMOS ¥ PERCENTILES 10, 25, 50, 75 y 90 DE LA
VARIABLE DE RESPUESTA
{Area bajo la curva del %% de Inflamacién versus tlempo)
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COHTROL {-) FARMACO DE 180 g ¥y 200 mp Mg
REFEREHCIA No=ls 6§ de Noris & de
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TRATAMIENTOS
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TABLA No. 14
TRATAMIENTOS: CONTROL {-), FARMACO DE REFERENCIA Y EXTRACTO ETANOLICO DE
FLORES DFE Gnaphaiitnn straminersn (Sanalotodo) A DOSIS DE 100 Y 120 mg/Kg de peso
Valores de porcentajes de inflamacién versus tiempo vy dreas bajo la curva formada por dichos valores

- - —

Tratamientu Control [-—! \hhlcuh acuoso.

36

g Dmgm 1 Dia No, 2 Dia No. 3
X Y1 | YZ Y3 | YA | V1| Y2]Y¥Y3|{Yd|YL1|VY2Z]Y3|Yd
1 231 25]30] 21§ 11] 10] 18] 10] 25 19] 19] 17
3 31135 36] 323 17 171 27] 18] 341 35] 24 0
b 5 ot 1 40]41] S0] 38| 33| 34| 38 32] 38| 40| 40 a2
50 hAn":.'a bajo la curva= _J— 12T_ 136 | 152 | 123 | 78 TﬁT] 110 78 1}1 129 | 107 | 119

Tratamiento: Control {+}: Farmatn du Rnfnrum:la Fmﬂhulaznna a dnsls dn 150 mg/Kg de peso.

Dia No. 1 Dia No. 2 Dia No. 3
X Y1 | Y2 | Y3 |vYd]lYL|Y2]|VY3]Ya|VYL]YZ2Z]|Y3]| Ve
1 28] 261 22| 30] 20| 30] 15] 20] 30| 25| 30| 27
3 301 25] 20 29| 23] 26] 20| 10] 30| 18] 22| 18
i bt L Lo 1 SO O LIS 17 3 20 31
Arca l:uqn !n curva= 119 | 102 | 82 | 71| 50)108] 78| 94| 74|
'Iraiammnm Dosis 1 d:cx!rmtu Etanélico= 100 m!;{?p“ f’,f: peso. mmj
Dia No. 1 Dia No. 2 Dia No. 3
X Y1 | Y2 Y3 | Y4 | VL |Y2|VY3|va|vi]|v2|va|va
1 8125120} 19] 15] 32] 23] 30] 34} 30] 29| 35
3 121 35] 32} 321 10] 261 16] 25| 45| 30} 32| 40
i - F 131 40| 35 36=—._1_.0=# 18] 16] 25] 35 321 20| 36
j}r:':a bajo la curva= 45 | 135 | 119 | 148 | 45 ::ETT'I 105 | 159 12é‘ 113 | 154

Dia Hu. l Dia No. 2 Dia No. 3
p. 4 Y1 |Y2]Y3|VYa |YL]|Y2 VY3 |VYa|VvL]|y2|v3|vs
1 10] 28] 22| 25| 11| 37| 14] 20| 20] 30| 21| 27
3 23] 351 18} 20| 10| 30| 2 i) 251 24) 27) 28
5 201241121 161 10] 20| 351 26] 27/ 23] 22] 23
Arca bajo t curva= | 18] 22| 70| or| a1 1] 70| en] o7 s01] o1 oo}




TABLA No. 156
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TRATAMIENTOS: CONTROL (-}, FARMACO DE REFERENCIA Y EXTRACTO ETANOLICO DE
FLORES DE Gnaphaliinn straminersn (Sanalotodo) A DOSIS DE 100 Y 120 mg/Kg de peso

Varlable de respuesta: Valores de areas bajo la curva % de Inflamaclon versus tiempo.

Diseno de Blogues completos aleatorizados:
4 tratamientos, 3 bloques y 4 réplicas por bloque.

TRATAMIENTOS
BLOQUES REPLICAS | Control{-) | Control (+) | Extracto Etandlico
Dias Rata Mo. | Vehicule | renbutarona |  Dosis 1 Dosis 2 Promedio de
acuoso 150 rngfig 100 maf<n 120 mafi<g B]gqugs (D[as}
1 127 119 45 76
Bloque 1 2 136 102 136 122
(Dia 1) 3 152 B2 115 70
4 123 115 119 B1 107.69
1 i8 B6 45 41
Bloque 2 2 78 102 102 17
(Dia 1) 3 110 i 71 79
4 78 50 105 96 81.81
1 131 108 159 a7
Bloque 3 2 129 78 122 101
(Dia 1) 3 107 94 113 a7
4 115 74 151 106 111.63
roImeTnT e e — e —— — — e T —————— ]
Promedio de 114.00 90.08 10717 90.25 PROMED|O
tratamlentos
Desvinclén astandar de 24 .62 20.30 36.91 22.28 -
tratamientos TOTAL_
Coficlents de Varlacién de 21.60 2254 34 44 24 69
lrutam_i_:‘rniw . 1 00 v 38
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TABLA No. 18

ANALISIS DE VARIANZA

TRATAMIENTOS: CONTROL (-}, FARMACO DE REFERENCIA Y EXTRACTO ETANOLICO DE
FLORES DE Gnaphafiimn straminetn {Sanalotodo)} A DOSIS DE 100 Y 120 mg/Kg de peso

Hog: Las medias de todos los tratamientos son iguales.
H4: Al menos una de las medias de los tratamientos es diferente.

FUENTE DE vARIACION | gl | Suma de Cuadrados | Cuadrado Medio =Fcalculado Feritico
Tratamientos 5282.42 1760.81 3.18 284
Bloques 8393.63 4196.81 7.58 3.23
Error 42 23259.21 553.79

TOTAL 47 36935.26

Como el Fecalculado (RV) > que el Feritico, la Hy se rechaza.

TABLA No. 17
PRUEBA DE DUNNETT

Comparaclon de tratamlentos contra el control negativo.
Tratamlentos a comparar contra el Control (-jJ: FARMACO DE REFERENCIA (Fenllbutazona) y
extracto Etanéllco de flores de Gnaphalium stramineum (Sanalotodo) a dosls de 100y 120

mg/Kg de peso
COMPARACIONES Xi-Xe | [XiXc| | Diferencia | tist go
critica Siynificancia
Fenilbutazona contra el control (-) -23.92 23.92 23.73 | p<0.05
Extracto 100 mg/Kg de peso contra el control (-) -6.83 6.83 23.73 NS
Extracto 120 mg/Kg de peso contra el control (-) -23.75 23.75 23.73 | p<0.05

Dado que 23 92>23 73 y 23.75>23.73, se podria inferir que hay diferencia significativa entre
los grupos del farmaco de referencia y la dosis de 120 my/Kg de peso del extracto etandlico
de flores de Gnaphalium stramineum con respecto al control negativo. Sin embargo, dada
la proximidad evidente entre el valor 23.75 y 23.73, se podrian considerar iguales, por lo que
no es posible concluir que haya actividad antiinflamatoria significativa del extracto etanolico a
dicha dosis. Es conveniente por lo tanto considerar los resuitados obtenidos para las dosis de
140 y 160 para llegar a una conclusién definitiva (ver resultados de las tablas 18, 19, 20 y 21).




GRAFICA No. 7

EXTRACTO ETANOLICO DE FLORES DE Gnaphalium stramineum (Sanalotodo)

Comparacion de las dosis 1y 2 (100 v 120 mg'Kg de peso) del extracto conlra los
grupos Control {-) y Farmaco de referencia

\VALORES PROMEDIO DE LAVARIABLE DE RESPUESTA
{(Area bajo la curva del % de inflamacién versus tiempo)
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GRAFICA No. 8

EXTRACTO ETANOLICO DE FLORES DE Gnaphalium stramineum (Sanalotodo)

Comparacién de las dosis 1y 2 (100 y 120 mg/Kg de peso) del extracio contra los
grupos Control (-) y FArmaco de referencia

DISTRIBUCION DE LOS VALORES MAXMOS, MINMOS Y PERCENTILES 10, 25, 50, 75 y 90 DE LA
VARIABLE DE RESPUESTA
{MArea bajo la corva del % de inflamacidn versus tiempo)
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TABLA No. 18

TRATAMIERTOS: CONTROL (-), FARMACO DE REFERENCIA Y EXTRACTO ETANOLICO DE
FLORES DE Gnaphsliven straminenn {Sanalotodn) A DOSIS DE 140 Y 160 mg/Kg de paso
Valores de porcentajes de inflamacién versus tiempo y areas bajo la curva formada por dichos valores

e T T

e s

Tratamiento: Control (-): Vehiculo acuoso.

Dia No. 1 Dia Neo. 2 Dia No. 3
X ¥Y1)¥2|VY3|vajvL]vy2]vys Y1 Y2 |Y3]|ve
1 17] 30| 30] 31| 22] 23] 28] 211 231 24] 21| 30
3 33142145 43)1 28] 23] 26| 26| 30| 33| 37| 35
et ﬁ_ﬂﬁ% _ ilf} 45| 50| 53| 46| 38 :12_‘ dd[} S0] 45| 45| 45
mﬁrca l!a!'ﬂ la curva= | 123§ 159 | 170 | 170 | 124 | 107 122 | 113 ] 133 | 135 | 140 | 145

el S ey —— e e i

| Tralamiento: Control (+}:

l';ia No. 2

Y1 | Y2 | Y3 | Y4 ] Y1 |Y2]|Y3| Y4

331 23] 30] 27 29)] 26| 28

33| 18] 20 20| 33| 20| 20

o ” 17| 10| 10| 10 20] 19] 18
1

——_—__ .. e
Arca bajo la curva= 116 GBI BUI 7] 115| 85| 86

Dia No. 3

Y1 | Y2 ]| Y3 | Y4
30)| 27| 24| 31
261 23] 221 25

W - I

g s |= ¥

-k

===

Tratamicmu__:_ Dosis 3 de cxtrantn__E_tanélicu= 140 mg TE.
Dia No. 1

Dia No, 2
4 Y1|Y¥Y2]|Y¥Y3I|Y4|¥Y1]Y2|Y¥Y3I|Y4 |¥Y1L|Y2)]Y¥3|Ye
1 32|16} 18| 40 22| 21| 17] 221 31| 251 32| 24
3 271 161 281 501 181 173 201 201 301 23| 251 24
S5 271 131131 421 11 ] 17} 25
= = —— E— - s -
1 :‘\rca. !:_Eju la curva= 113 E-_'l _BT’.lf“L 1% 69| 72| 82

X Y1 |lv2|v3 | Y4 |VYL]|VY2]|VY3|VYe|VL]|VY2]|VY3]| Ve
1 23] 20] 20] 21| 24] 22] 20| 20] 35| 34] 32} 33
3 i1 a5 &8 35 273 19) 381 20 321 33] 251 2

- 3 25| 251 30| 28] 25| 23] 25) 20} 32| 31| 23

X 2 30
Arca bajo la curva= IHG 951106 99103 ] B3| 141 80 131 | 131




TABLA No. 19
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TRATAMIENTOS: CONTROL (-}, FARMACO DE REFERENCIA Y EXTRACTO ETANOLICO DE
FLORES DE Gnaphalivm strasninemn {Sanalotodo) A DOSIS DE 140 Y 160 mg/Kg de peso

Varlable de respuesta: Valores de areas bajo la curva % de Inflamacion versus tiempo.

Disenio de Bloques completos aleatorizados:

4 tratamlentos, 3 bloques y 4 réplicas por bloque.

TRATAMIENTOS
BLOQUES REPLICAS | Control {} | Control {+) | Extracto Etanélico
Dias Rala No. | Vehiculo | renmbutarona |  Dosis 3 Dosis 4 Promedio de
acuose | 1somgwg | 140 mot | 180 mgadg Bloques (Dias)
1 123 116 113 110
Bloque 1 2 159 69 61 95
(Dia 1) 3 170 80 87 106
4 170 77 182 | 99 113.56
1 124 1156 69 103
Bloque 2 2 107 85 72 83
(Dia 1) 3 122 86 82 111
4 113 53 75 80 92 50
1 133 100 121 131
Bloque 3 2 135 88 94 131
(Dia 1) 3 140 B85 106 105
4 145 102 95 ,,1:3" 1M_£_ﬂ=
Promedio de 136.75 88.00 96.42 106.75 PROMEDIO
tratamientos
Desviaclén estandar de 20.93 18.21 3256 16.82 TOTAL=
tratamlentos
Coficlents de Varlacién de : 0.69 33.77 15.75
tratainlentos S 15 31 2 TER— 1 06'98




TABLA No. 20

ANALISIS DE VARIANZA
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TRATAMIENTOS: CONTROL (-}, FARMACO DE REFERENCIA Y EXTRACTO ETANOLICO DE
FLORES DE Gnaphaliinn straminetnn (Sanalotodo) A DOSIS DE 140 Y 160 ma/Kg de peso

HO:

Las

medias de todos

los tratamientos son iguales.
H1: Al menos una de las medias de los tratamientos es diferente.

FUENTE DE vARIACION | Ol | Suma de Cuadrados | Cuadrado Medio | rRv=Fcalculado Fcritico
Tratamientos 16297 .56 543252 12.54 2.84
Bloques 5045.29 2522.65 5.82 3.23
Error 42 18192.12 433.15

TOTAL 47 39534.98

Como el Fcalculado (RV) > que el Feritico, la Hp se rechaza.

TABLA No. 21
PRUEBA DE DUNNETT

Comparaclon de tratamlentos contra el control negativo.
Tratamlentos a comparar contra el Control (-}: FARMACO DE REFERENCIA {Fenllibutazona) y
extracto Etandlico de flores de Gnaphalitnn stramineisn (Sanalotodo) a dosls de 140 y 160
mg/Kg de peso

COMPARACIONES Xi-Xe |Xi-Xec| | Diferencia | Nwsl ds
critica Significancia
Fenilbutazona contra el control (-) -48.75 48.75 20.99 | p<0.05
Extracto 140 mg/Kg de peso contra el control (-) -40.33 40.33 20.99 | p<0.05
Extracto 160 mg/Kg de peso contra el control (-) -30.00 30.00 20.99 | p<0.05

Como 48.75>20.99, 40.33>20.99 y 30.00>20.99 se concluye que hay diferencia significativa
entre el grupo control negativo y los demas tratamientos. En otras palabras, el extracto
etandlico de flores de Gnaphallium stramineum tiene actividad antiinflamatoria

estadisticamente significativa a dosis de 140 y 160 mg/Kg de peso.



GRAFICA No. 9

EXTRACTO ETANOLICO DE FLORES DE Gnaphalium stramineum (Sanalotodo)

Comparacitn de las dosis 3 y 4 (140 y 160 mg/Kg de peso) del extracto contra los
grupos Control (-) y Farmaco de referencia

VALORES PROMEDIO DE LAVARIABLE DE RESPUESTA
{Area bajo la curva del % de inflamacton versus tiempo)
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e ; [
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(Yehicule) {Faniihutaronn) axtracta axtracto

TRATAMIENTOS

44



45

GRAFICA No. 10

EXTRACTO ETANOL!ICO DE FLORES DE Gnaphalium stramineum (Sanalotodo)

Comparacidn de las dosis 3 y 4 (140 v 160 ma/Kg de peso) del extracto contra los
grupos Conirol (-) y FArmaco de referencia

DISTRIBUCION DE LOS VALORES MAXIMOS, MINMOS Y PERCENTILES 10, 25, 50, 75 y 90 DE LA
VARIABLE DE RESPUESTA
(Area bajo la curva del % de inflamacidn versus tiempo)
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TABLA No. 22

TRATAMIENTOS: CONTROL (-). FARMACO DE REFERENCIA Y EXTRACTO ETANOLICO DE
FILORES DE Gnaphalivvn straminetsn {Sanalotodo) A DOSIS DE 180 Y 200 mg/Kg de peso
Valores de porcentajes de inflamacion versus tiempo y areas bajo la curva formada por dichos valores

Tratamiento: Control (-): Vehiculo acuoso.

H

Dia No. 1 Dia No. 2 i Dia No. 3
.4 Y1 |Y2|VY3 Ve |YL|Y2]|Y3|YalYl]|Y2]Y3] Y4
1 25] 30} 32] 27 11| 25] 30] 20] 20] 22| 20| 22
3 JO) 35| 36| 35| 221 30) 34| 27]| 23| 25] 24| 30
o8 3 5 ! 371 351 37| 36] 35 _38_ 40 35_| _ 30| 35 _itEAg:Sh
Arca ba'!n la curva= 122 1135 141 133 | 90123138 ] 109 ] 96| 107 | 110 | 120

Dia No. 1 Dia No. 2 Dia No. 3
X Y| YZ | VY3 | va|vL|vz|Y3]|va|vi|vz]|vy3| va
1 20| 25| 28] 23} 15] 16] 20| 18] 24| 29| 15] 26
3 101 121 15] 15] 20] 19] 21] 20] 25] 31] 22] 30
T e e
L__Arca bajo la curva= 48| 54| 63| 59| 65]| 60| 78| 76| 98| 107 71| 112
Tratamiento: Dosis 5 de t::—traclu ].;'.tanélicu‘:_—“ ; aﬂ“mﬁgil » de _E;;;:. R
Dia No. 1 Dia No. 2 Dia No. 3
X Y1 | Y2 | V3 |va|ve|v2 v3|ve|VvL]|v2]|v3|va
1 23142 30] 35 20 15)] 27| 15} 23| 27| 28] 30
3 150201 15| 17| 28] 18] 30| 19] 21] 261 30| 35
5 131 201 14] 17] 25| 18] 27| 22| 25] 30| 30] 32
Arca bajn la curva= 66 | 11321 74] 861101 69| 114| 75] 90| 109 | 118 | 132 |
Dia No. 1 Dia No. 2 Dia No. 3
X Y1 |v¥2|v3|va|vi]|y2{v3|va|vl]|y2]|vy3|v4e
1 251 21| 32)] 24| 28] 25 29| 22| 20] 18] 16| 21
3 151 17] 15] 12| 30] 27] 30] 251 21] 24] 22| 23
= 15] 17 | 14
Arcabajelscerves LRLELE]




TABLA No. 23
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TRATAMIENTOS: CONTROL (-), FARMACO DE REFERENCIA Y EXTRACTO ETANOLICO DE
FLORES DE Gnaphallinn stramineisn (Sanalotodo) A DOSIS DE 180 Y 200 mg/Kg de peso

Varlable de respuesta: Valores de areas bajo la curva % de Inflamaclon versus tlempo.

Diseiio de Bloques completos aleatorizados:

4 tratamlentos, 3 bloques y 4 réplicas por bloque.

TRATAMIENTOS
BLOQUES REPLICAS | Control (] | Control (+) | Extracto Etandlico
Dias Rata No. | Vehiculo | renibutazona Dosis 5 Dosic B Promedio de
acuoso 150 mghg 100 mgfi<g 200 mpg B|.un55 {U[as}
1 122 48 66 70
Bloque 1 2 135 54 102 72
(Dia 1) 3 141 63 74 76
4 133 59 86 60 B85.06
1 90) 65 101 115
Bloque 2 " 123 69 69 102
(Dia 1) 3 138 78 114 115
4 108 76 75 97 96.00
1 96 98 80 84
Bloque 3 2 107 107 109 91
(Dia 1) 3 110 71 118 85
4 12 112 JSE 95 el 101.56
Promedio de 118.67 75.00 94 67 88.50 PROMEDIO
tratamlentos
Desviaclén estandar da 16.56 20.57 21.33 17.38 -
tratamiantos TOTAL—
Coficienie da Varlaclén de 13.96 27.43 2253 19.64 94 2 1
11 al?-Tln:!m A EMCER Sy (R (I—— _u




TABLA No. 24

ANALISIS DE VARIANZA
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TRATAMIENTOS: CONTROL (-), FARMACO DE REFERENCIA Y EXTRACTO ETANOLICO DE
FLORES DE Gnaphalitmn straminewn (Sanalotodo) A DOSIS DE 180 Y 200 mg/Kg de peso

Ho:

Las

medias de todos

los tratamientos son

iguales,

H{: Al menos una de las medias de los tratamientos es diferente.

FUENTE DE VARIACION | @l | Suma de Cuadrados | Cuadrado Medio | Rv=Fcalculado | _Fcritico
Tratamientos 11999.58 3999 .86 12.23 2.84
Bloques 2255.04 1127.52 3.45 3.23
Error 42 13741.29 32717

TOTAL 47 27995.92

Como el Fcalculado (RV) > que el Feritico, la Hg se rechaza.

TABLA No. 25
PRUEBA DE DUNNETT

Comparaclon de tratamlentos contra el control negativo,

Tratamlentos a comparar contra el Confrol (-): FARMACO DE REFERENCIA (Fenllbutazona) y
exiracto Etandlico de flores de Gnaphalitmm straminewnn (Sanalotodo) a dosis de 180 y 200

mg/Kg de peso
COM PARAC ION ES Xi-Xe |Xi-Xe| | Diferencia Hival da
critica Significancia
Fenilbutazona contra el control (-) -43 67 43.67 18.24 | p<0.05
Extracto 180 mg/Kg de peso contra el control {-) -24.00 24 00 18.24 | p<0.05
Extracto 200 mg/Kg de peso contra el control (-) -30.17 30.17 18.24 | p<0.05

Como 43.67>18.24, 24 00>18.24 y 30.17>18.24 se concluye que hay diferencia significativa
entre el grupo control negativo y los demés grupos. En otras palabras, el extracto etandlico
de flores de Gnaphaliuim strammineum  tiene actividad antiinflamatoria estadisticamente
significativa a dosis de 180 y 200 mg/Kg de peso.
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GRAFICA No. 11

EXTRACTO HEXANICO DE FLORES DE Gnaphalium stramineum (Sanalotodo)

Comparacién de las dosis 5 v 8 (180 v 200 mg/Kg de peso) del extracto contra los
grupes Control (-) y Farmaco de referencia

VALORES PROMEDIO DE LAVARIABLE DE RESPUESTA
{Area bajo la curva del % de inflamacion versus tiempo)

1
120
el
':::
AREA i [FHHHF!
BAIO 0 ; HIHHY il T e | i i o : l
LA L PRI e L A, 8850
cunva % | g
i
. A o R R B
CONTROL () FARMACO DE 180 mgMg 2e0 mnHa
REFEFEHCIA Doszie 5 de Du=iw E de
{Vehiculo) iFanfhitazona) axtracto axtracto

TRATAMIENTOS
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GRAFICA No. 12

EXTRACTO HEXANICO DE FLORES DE Gnaphalium stramineum (Sanalotodo)

Comparacidn de las dosis 5y 6 (180 v 200 mg'Hg de pe=o) del extracto contra los
grupos Control (-) y Farmaco de referencia

DISTRIBUCION DE LOS VALORES MAXIMOS, MINMOS Y PERCENTILES 10, 25, 50, 75 v 90 DE LA
VARINBLE DE RESPUESTA
(Area bajo la curva del %o de inflamacion versus tiempo)

115 F

—$- o

125 |-

o *'r“
AREA 185 |-

BAIO
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—4— L

s [ ]
e
" 1 1 1 1
CONTROL (-} FARMACO DE 180 m M 280w M
REFEPEHCIR Dosis § de Doeia § de
(Vahlculo) {Faniibiftarorns) mxlracta Axtracin

TRATAMIENTOS
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TABLA No. 26

TRATAMIENTOS: CONTROL {-), FARMACO DE REFERENCIA Y EXTRACTO ACUOSO DE FLORES
DE Gnaphalimn stramineirn (Sanalotodo) A DOSIS DE 100 Y 120 mg/Kg de peso
Valores de porcentajes de inflamacién versus tiempo y areas bajo la curva formada por dichos valores

Tratamrentn Control H ‘Vehh:ulﬂ acuoso.

Dia No. 1 Dia No. 2 Dia No. 3
x Y1 | ¥YZ | ¥3I 1 Y | YL Y2 | ¥3I YA ]YL)]|Y2]Y3 )| Y4
1 141 21| 211 111 24| 38| 18] 18| 30| 18] 35| 29
3 27| 28| 38| 18| 36| 62 30| 42| 51| 33| 60| 36
5 36| 39| 541 29| 50} 70| 39| 57| 60| 42 69| 45
Lo —_—— L e e -
Arca bajo la curva= 104 | 116 _j__ﬁ_L 76 | 146 | 232 11? 159 j:g:.: 126 | 224 | 146

i .

Tratamiento: Control (+): Farmaco de Rﬂurmcla fanilhutazjma a dnsls da 150 ﬂ Kg de

Dia No. 1 Dia No. 2 Dia Nu. 3

Y1 Y2 )] Y3 ] ¥4 ] Y1]IY2]Y3|Y4]Y1]Y2] Y3 ]| YL
171 131 18} 131 27| 271 221 14] 151 30] 241 17
221351321 29| 271 23| 24] 9] 121 23} 24| 7

171281 18] 15] 18] 10| 22| 4] 6] 20| 14

; m—
Arca bajo la curva= 78| 110|100| 86| 99| 83| 92| 36 45| 96| 86| 37

e e

njw |- e

b 'Imianuﬂlm Dosis 1 de extracto Acuunum IDU mp, /Kp dc peso.

Dia No. 1 17ia No. 2 IDia No. 3

¥1 | Y2 Y3 ¥4 | Y1 ]Y2 Y3 | Y4 ]¥1]|Y2]|Y¥Y3|Y4

X

1 191 20] 33| 27] 21| 16 20} 19] 29| 24] 33| 26
v

>

35| 34| 61 ] 48| 36| 31| 48| 35| 53| 47| 40

39

44| 48| 78| 57| 52| 44| 56| 47| 60 ) 52| 30| 56

o e L — o — & — |

Arca ha!'u la curva= 133 | 136 180 | 145 | 122 | 172 | 136 195i1m 163 | 160

T'ratamiento: I}nsm

2 dc cxtracto Acuusu= 12{1 mg !Kg de pcso.

Dia No. 1 Dia No. 2 Dia No. 3
x ¥1 Y2 ] Y3 Y4 ¥1 Y2 Y3 Y4 ¥1i Y2 Y3 Y4
1 18] 18] 11 131 331 41| 21 i8| 18] 301 171 20
3 251 271 201 221 461 531 311 271 18] 45 36| 28
5 lsla]28]28]es]es]aifa0]32]55]ac] 37
__ Arcabajolacorva= | 106 1a] 79| e[ 100|202 | 124] 112] ms] 175 ] 135 | 113




TABLA No. 27
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TRATAMIENTOS: CONTROL (-}, FARMACO DE REFERENCIA Y EXTRACTO ACUOSO DE FLORES
DE Gnaphalitmn straminewrn (Sanalotodo) A DOSIS DE 100 Y 120 mg/Kg de peso

Variable de respuesta: Valores de areas bajo la curva % de Inflamaclén versus tlempo.

Diseno de Bloques completos aleatorizados:

4 tratamlentos, 3 bloques y 4 réplicas por bloque.

TRATAMIENTOS
BLOQUES REPLICAS | Control {-) | Control {+) Extracto Acuoso
Dias Rata No. | Vehiculo | renibutarona Dosis 1 Dosis 2 Promedio de
acuoso 1560 mgidg 100 mofi<g 120 mo/kg Bluques (D[as}
1 104 78 133 106
Bloque 1 2 116 110 136 114
(Dia 1) 3 151 100 233 79
4 IEE ] 86 1 gg B85 117.94
1 146 49 145 190
Bloque 2 2 232 83 122 212
(Dia 1) 3 117 a2 172 124
4 159 36 136 112 136.06
1 192 45 195 BG
Bloque 3 2 126 96 170 175
(Dia 1) 3 224 B6 163 135
4 146 37 160 112 134.31
e mmLm i —rmr. T i - - — g T rr———r—— -
Promedio de 149.08 79.00 162.08 127.58 PROMEDIO
tratamientos
Desviaclén estandar de 47 .18 2548 31.20 43.01 -
tratamianios = TOTAL
Coficients de Varlacién ds 31.64 32.26 19.25 33.71
liatamlantos s =ik . A 33?1__




TABLA No. 28

ANALISIS DE VARIANZA
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TRATAMIENTOS: CONTROL (-}, FARMACO DE REFERENCIA Y EXTRACTO ACUOSO DE FLORES
DE Gnaphaiitnn strasninersn (Sanalotodo} A DOSIS DE 100 Y 120 mg/Ka de peso

Hﬁ:

Las

medias de todos los tratamientos son iguales.

Hjy: Al menos una de las medias de los tratamientos es diferente.

FUENTE DE VARIACION | @l | Suma de Cuadrados | Cuadrado Medio | Rv=Fcalculado |  Fcritico
Tratamientos 3 47989.06 15996.35 11.30 2.84
Bloques 2 3198.50 1599.25 1.13 3.23
Error 42 59478.25 1416.15

TOTAL 47 110665.81

Como el Fcalculado (RV) > que el Fcritico, la Hg se rechaza.

TARLA No. 29
PRUEBA DE DUNNETT

Comparacion de tratamlentos contra el control negativo.
Tratamlentos a comparar confra el Control {-): FARMACO DE REFEREMNCIA (Fenllbutazona) y
axtracto Acuoso de flores de Gnaphallism straminewn (Sanalotodo) a dosis de 100 y 120 mg/Kg

de peso
COMPARACIONES Xi-Xe |Xi-Xe| | Diferencia |  Nosi ds
critica Sinnificancia
Fenilbutazona contra el control (-) -70.08 70.08 37.95 | p<0.05
Extracto 100 mg/Kg de peso contra el control (-) 13.00 13.00 37.95 NS
Extracto 120 mg/Kg de peso contra el control (-) -21.50 21.50 37.95 NS

Como tnicamente 70.08>37.95 se concluye que Gnicamente hay diferencia significativa entre
el grupo control negativo y el grupo del farmaco de referencia. En otras palabras, el extracto
acuoso de flores de Gpaphafivm  stramineum  no posee actividad antiinflamatoria
estadisticamente significativa a dosis de 100 y 120 ma/kg de peso.
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GRAFICA No. 13

EXTRACTO ACUOSO DE FLORES DE Gnaphalium stramineum (Sanalotodo)

Comparacion de las dosis 1y 2 (100 y 120 mg/Kg de peso) del extracto contra los
grupos Control {-) v FArmaco de referencia

VALORES PROMEDIO DE LA VARIABLE DE RESPUESTA
{Area bajo a curva del % de inflamacion versus tiempo)

e . ................................................................................................................
ot
I,
150 FEREERERRIRE
rf!!ﬁ!lm!fi ' I i lmuig..-,.leﬁi-*
AREA i Eiiﬂi“-'“f. : - -i.i!- I 'Fl'li
RAID EEEEEE[IEEH_E i
LA 100 ‘MB.M | : ¥
CHAVA REEERRED l i
- g
1 1t 8 5 5
i‘ it | i B I
n i {11 Ehhesansennetll P21 18 HEREL Vi
CONTROL (-) FANMACO DE 108 mg¥g 120 mgMg
REFFRTHCIA Nosie 4 dn Nneiz ? dn
(Agua) (Feniltntazona) extiacly extratto

TRATAMIENTOS
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GRAFICA No. 14

EXTRACTO ACUOSO DE FLORES DE Gnaphalium stramineum (Sanalotodo)

Comparacién de las dosis 1y 2 (100 v 120 ma/Ka de peso) del extracto contra los
grupos Control (-) y Farmaco de referencia

DISTRIBUCION DE LOS VALORES MAXIMOS, MINRMOS Y PERCENTILES 10, 25, 50, 75 v 90 DE LA
VARIABLE DE RESPUESTA
{(Area bajo la curva del % de inflamacién versus tiempa)

2 [F B 4]
giikans = o
&b =
AREA
BAJO 10 | cewn
LA o
CURVA ?
0 o 01-_
w 1 1 L 1
CONTROL (-) FARMACO DE 188 g ¥y 120 my ¥y
RETTRTHCIA Naszie 1 dn Naxl= 2 dn
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TRATAMIENTOS



TABLA No. 30

TRATAMIENTOS: CONTROL (-), FARMACO DE REFERENCIA Y EXTRACTO ACUOSO DE FLORES
DE Gnaphafitsm stramineusn (Sanalotodo) A DOSIS DE 140 Y 160 mg/Kg de peso
Valores de porcentajes de inflamacién versus tiempo y éreas bajo la curva formada por dichos valores

T:a!amlentu Cuntro! [] Vﬂhlculo acuoso.

56

e

Tratamiento: Control (+): anmcn de Rafamm:ln lelhutaznna a dnsls du 15!1 mgﬁg de gaso .

B Dia No. 1 Dia No. 2 Dia No. 3 %
X Yi]v2|v3|va | ve]|v2]|Vv3|va|YL]Y2]Y3]|Ye

1 221241 14] 23] 24 21} 27 13] 34 21} 221 15

3 41| 37| 23] 36| 33| 33| 44| 24] 55| 31 ] 33| 46

b 2 43 _fr-‘l 40| 44 ﬁ5ﬁ‘i ‘3{1 65| 38 60 40| 39| 52
Arca haiu la curva= [_1#? I 142 | 100 | 139 | 145 13?* 180 | 99 .204 123 | 127 159

Dia No. 1 Dia No. 2 Dia No. 3
X vi|v2|v3]|va|ve|lvz]vyY3s]Ya]Yl]Y2z|Y3| Y
1 14| 18| 12] 13 _1_§__ 151 17 271 22] 13 81 23
3 191 10} 16] 23| 13 9 8| 18
= 17] 81 10 A5 dal 21 131 18
70| 43| 59| 86| 61| 40| 36 E:a
mp /Kp de peso. ﬁ
Dia No. 1 IJm Hn. 2 Dia No. 3
X Yilvziv3ivalvy|v2|V¥3|vae|Ve|V¥2]|VYl]| Ve,
1 3gl 40] 20] 21 22] 26 24 26| 19} 29} 33| 28
3 49| 45| 41| 31| 36| 36| 41| 44| 42| 51| 71| 35
S 60| 60| 46| 45| 46 51_ 52 25 43 ?3__ 76| 44 ]
|__Arca bajo la curva= 196 | 190 | 148 | 128 14_1‘;"'149 158 | 168 184 [;9.— 142 |

e e

Tratamiento: Dosis

4 de extracto Acuoso= 160 mp /Kg dec peso.

Dia No. 1 Dia No. 2 Dia No. 3
p. 4 vi|{v2]vy3|va vl |v2z|v3]|Y4]|¥YLl]Y¥Y2]|VY3| Ve
1 38| 26] 40 27} 18 o} 13| 271 27] 26| 29] 23
3 49| 42| 55| 49| 37| 26| 36| 44| 51| 35| 29 if}
5 lealsol7olsolas]sal a2l s3] sel a5 98] 49
| Arca bajo la curva= | 199 100 | 220 ] 1ea [ 17| o] 127 [ 100 [ e [ 131 128 | 2
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TABLA No. 31

TRATAMIENTOS: CONTROL (-}, FARMACO DE REFERENCIA Y EXTRACTO ACUOSO DE FLORES
DE Gnaphailven straminewn (Sanalotodo) A DOSIS DE 140 Y 160 mg/Kg de peso

Varlable de respuesta: Valores de areas bajo la curva % de Inflamaclén versus tiempo.

Diserio de Bloques completos aleatorizados:
4 tratamlientos, 3 bloques y 4 réplicas por bloque.

TRATAMIENTOS
BLOQUES REPLICAS | Centrol ( | Control (+) |  Extracto Acuoso
Dias Rala No. | Vehiculo | renmbutazona Dosis 3 Dosis 4 Promedio de
acuoso 1s0mgaeg | 140mgA<g | 180 mpg Blogues (Dias)
1 147 75 196 198
Bloque 1 2 142 51 180 160
(Dia 1) 3 100 42 148 220
4 139 39| 128 184 134.94
1 145 70 140 137
Bloque 2 2 137 43 149 93
(Dia 1) 3 180 59 158 127
4 a9 86 169 168 122.50
1 204 61 146 187
Bloque 3 2 123 40 184 131
(Dia 1) 3 127 36 249 125
4 159 77 142 | 152 | 133.94
Promedio de 141.83 56.58| 155.58 156.83 PROMEDIO
tratamlentos
Desviacién estandar de 29.91 17.22 33.67 36.34 TOTAL=
tratamientos
Coficients da Varlacién de 21.09 30.44 20.21 2317 130 46
. R S, SIS i
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TABLA No. 32

ANALISIS DE VARIANZA

TRATAMIENTOS: CONTROL (-}, FARMACO DE REFERENCIA Y EXTRACTO ACUOSO DE FLORES
DE Gnaphalimn stramineum (Sanalotodo) A DOSIS DE 140 Y 160 mg/Kg de peso

Ho: Las medias de todos los tratamientos son iguales.
Hq: Al menos una de las medias de los tratamientos es diferente.

FUENTE DE VARIACION | _| Suma de Cuadrados | Cuadrado Medio | pv=Fcaicuiade | Fcritico
Tratamientos 3 81050.75 30350.25 33.04 2.84
Bloques 2 1528.04 764.02 0.83 3.23
Error 42 38675.12 918.46

TOTAL 47 131153.92

Como el Fealculado (RV) > que el Feritico, la Hg se rechaza.

TABLA No. 33
PRUEBA DE DUNNETT

Comparacion de tratamlentos contra el control negativo,
Tratamientos a comparar contra el Control (-): FARMACO DE REFEREMCIA (Fenilbutazona) y
extracto Acuoso de flores de Gnaphalisn straminewmn {Sanalotndo) a dosls de 140 y 160 mg/Kg

de peso
COMPARACIONES Xi-Xe | |Xi-Xc| | Diferencia | el ds
critica Sinnificancia
Fenilbutazona contra el control (-) -85.25 85.25 30.56 | p<0.05
Extracto 140 mg/Kg de peso contra el control (-) 24.75 24.75 30.56 NS
Extracto 160 mg/Kg de peso contra el control (-) 15.00 15.00 30.56 NS

Como 85.25>30.56 se concluye que unicamente hay diferencia significativa entre el control
negativo y el grupo del farmaco de referencia. En otras palabras, el extracto acuoso de flores
de Gnaphalivm stramineum no tiene actividad antiinflamatoria estadisticamente significaliva

a dosis de 140 y 160 mg/Kg de peso.




GRAFICA No. 15

EXTRACTO ACUOSO DE FLORES DE Gnaphalium stramineum (Sanalotodo)

Comparacién de las dosis 3 y 4 (140 y 160 mg/Kg de peso) del extracto contra los
grupos Control (-) y Farmaco de referencia

VALORES PROMEDIO DE LAVARIABLE DE RESPUESTA
{Area bajo la curva del % de Inflamacién versus tiempo)

Pt
ST

FARMACO NDE
REFEREMCIA Dosis J de Dowie 4de
{Amun) (Fanithidazona) antracto rxtrartn

TRATAMIENTOS
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GRAFICA No. 16

EXTRACTO ACUOSO DE FLORES DE Gnaphaliuum stramineum (Sanalotodo)

Comparacién de las dosis 3 v 4 (140 y 160 ma/'Kg de peso) del extracto contra los
grupos Control (-) y FArmaco de referencia

DISTRIBUCION DE LOS VALORES MAXIMOS, MINMOS Y PERCENTILES 10, 25, 50, 75 v 90 DE LA
VARIABLE DE RESPUESTA,
{(Area bajo la curva del % de inflamacidn versus tiempo)
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TABLA No. 34

TRATAMIENTCS: CONTROL (-), FARMACO DE REFERENCIA Y EXTRACTO ACUOSO DE FLORES
DE Gnaphalimn strasminesn (Sanalotedo) A DOSIS DE 180 Y 200 mg/Kg de peso
Valores de porcentajes de inflamacion versus tiempo y areas bajo la curva formada por dichos valores

e e e e — —_—— — _———— o

Tratamiento; Control !-l: Vehiculo acuoso.

Dia No. 1 Dia Neo. 2 i Dia No. 3
X Y1} Y2 ] ¥Y3 | Y4 1YL ) Y2 |Y3)]YL|VYL|Y2)|]Y3| YL
1 56| 44| 50) 48| 27| 25] 18] 20] 20| 20] 19] 30
3 701 48| 63| 58| 33| 34 32] 34| 30| 38| 28| 43
L : - 'J;g_ 48 A42] 43] 411 45] 42 Si 331 30
Arca bajo la curva= 135 | 136 | 123 | 133 :1;; E 108 | 166

___TLB!_dmmr'rta Cnntrnl {+): Farmaco de Referencla. Fuﬂll_hulqzunn a dosls de 150 mg_ikg de peso. |

Dia No. 2
Y2
18

Dia No. 1
Y2z
12

Dia No. 3

Y2

Yi
12
11
11
45

T

Y1
11

Y3
17
i3
10

53

Y1
11

Y3
11
3
S

26

Y4
11
15

7
48

Arl.:a bajo Ia curva=

o e e e

|
Hylhmxa

29

53

P e

1 Tratamiento: [Dosis 5 de extracto Acuoso= 1"80

Dia No. 1

mpg, /EKpg de pcso.
Dia No. 2 Dia No. 3

¥1

Y2

Y3

Y4

Y1

Y2

Y3

Y2

Y3

40

32

38

39

15

11

25

30

X
1
3

70

55

57

48

35

27

Arca bajo la curva= | 255

60

37

y T T T

42

212 | 182

127

v o

Dia No. 1

Tratamicnto: Dosis 6 de extracto Acuoso= 200 mp, /Kg,

Dia No. 2

Y3 | Y4

Y1

Y2

¥3 | ¥4

Y4

R

S50] 20

17

17

181 23

19

571 32

29

30

33

40

Arca bajo la curva=

(00 T L

l.‘:ll 40

36

k. ¥4

‘22" 124

111

114

rei

Tl

——— . &

40

- g

129

151

149

50




TABLA No. 35
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TRATAMIENTOS: CONTROL {-), FARMACO DE REFERENCIA Y EXTRACTO ACUOSO DE FLORES
DE Gnaphalivmm strasninewrn (Sanaletodo) A DOSIS DE 180 Y 200 mg/Kg de peso

Varlable de respuesta: Valores de areas bajo la curva % de Inflamaclén versus tlempo.

Disefio de Bloques completos aleatorizados:

4 tratamlentos, 3 bloques y 4 réplicas por bloque.

~ TRATAMIENTOS
BLOQUES REPLICAS | Control () | Control {+) Extracto Acuoso
Dias Rata No. | Vehiculo | renmutazona Dosis & Dosis B Promedio de
acuoso | isomgrg | 1EOmatka | 200 motg Bloques (Dias)
1 266 45 255 278
Bloque 1 2 188 33 198 260
{Dia 1) 3 240 24 212 225
4 231 34 192 124 175.31
1 135 36 127 11
Bloque 2 2 136 58 89 114
(Dia 1) 3 123 o3 97 133
4 133 29 94 129 99.81
1 122 53 178 162
Bloque 3 2 141 23 145 151
(Dia 1) 3 108 26 166 148
4 166 48 189 149 122.81
e ——— — —-— e e i T e ————— T e e ————f ='=“_'::'I‘.'r:r'
Promedio de 165.75 38.50| 161,83 164.50 PROME DIO
tratamientos
Dewviaclén estandar da ? i 2 . —
s =] T mul S TOTAL-
Coficlante de Variaclén de o 4
| e 31 _91 3217 2.29 34.69 i 1 32 65
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TABLA No. 36

ANALISIS DE VARIANZA

TRATAMIENTOS: CONTROL (-}, FARMACO DE REFERENCIA Y EXTRACTO ACUOSO DE FLORES
DE Grnaphaliimn straminewn {Sanalotodo) A DOSIS DE 180 Y 200 mg/Kg de peso

Hg: Las medias de todos los tratamientos son iguales.
Hq: Al menos una de las medias de los tratamientos es diferente.

FUENTE DE VARIACION | @l | Suma de Cuadrados | Cuadrado Medio | rvsFealculade |  Fcritico
Tratamientos 3 141911.06 47303.69 39.32 2.84
Bloques 2 47922.67 23961.33 19.92 3.23
Error 42 50529.25 1203.08

TOTAL 47 240362.98

Como el Fealculado (RV) > que el Feritico, la Hy se rechaza.

TABLA No. 37
PRUEBA DE DUNNETT

Comparaclon de tratamlentos contra el control negativo.
Tratamlentos a comparar contra el Control {-}: FARMACO DE REFERENCIA (Fenlibutazona) y
axtracto Acuoso de flores de Gnaphalitan straminemm (Sanalotodo) a dosls de 180 y 200 mg/Kg

de peso
COMPARACIONES Xi-Xe | |Xi-Xe] |Diferencia | e s
critlca Significancia
Fenilbutazona contra el control (-) =121.251 121.25 34.98 | p<0.05
Extracto 180 mg/Kg de peso contra el control (-) -3.92 3.92 34.98 NS
Extracto 200 mg/Kg de peso contra el control (-) -1.25 1.25 34 .98 NS

Como 127.25>34.98 se concluye que Gnicamente hay diferencia significativa entre el control
negativo y el grupo del farmaco de referencia. En otras palabras, el extracto acuoso de flores
de Gnaphalium stramineum no tiene actividad antiinflamatoria estadisticamente significativa
a dosis de 180 y 200 mg/xg de peso.




GRAFICA No. 17

EXTRACTO ACUOSO DE FLORES DE Gnaphalium stramineum (Sanalotodo)

Comparacién de las dosis 5y 6 (180 y 200 mg/Kg de peso) del extracto contra los
arupos Control (-) y Farmaco de referencia

VALORES PROMEDIO DE LAVARWBLE DE RESPUESTA
{Area bajo la curva del % de inflamacién versus tiempo)
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GRAFICA No. 18

EXTRACTO ACUOSO DE FLORES DE Gnaphalium stramineum (Sanalotodo)

Comparacién de las dosis 5y 8 (180 y 200 mg/Kg de peso) del exiracto contra los
grupoes Control (-) y FArmaco de referencia

DISTRIBUCION DE LOS VALORES MAXIMOS, MINMOS Y PERCENTILES 10, 25, 80, 78 y 80 DE LA
VARIABLE DE RESPUESTA
(Area bajo la curva del % de Inflamacién versus tiempo)
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8.3, Tamiraje fitogquimico:

8.3.1. Fnsavos macro y scmimicro:

TABLA No. 38
Investigacion de Taninos
Extracto Etanolico de Flores de Gnaphalitum stramineum

Tubo No. Reaclivo de prueba Resultado
1 Ninguno Testigo
2 Gelatina al 1 % No hubo precipitado alguno
3 Reactivo NaCl-gelatina No hubo precipitado alguno
4 FeCl al 10 % Coloracion grisaceo-verdosa
TABLA No. 39

Investigacion de Alcaloides
Extracto Etanélico ( + NH,OH +Metanol) de Flores de Gnaphallum stramineum

Reacciones de Precipitacion

REACTIVO DE PRECIPITADOR
Muestra Ninguno Dragendorff Mayer Wagner
Extracto - - - +
Sol. Atropina - - - +++
Sol. Papaverina - - +4++ +4++

Clave: (-) Ausencia de precipitado.
(+) Presencia de turbidez o precipitado en cantidades perceptibles al compa-
rar contra el testigo.
(++) Presencia de precipitado en cantidades apreciables,
(+++) Presencia evidente y abundante de precipitado.
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TABLA No. 40
investigacion de Flavonoldes y Antoclaninas
Extracto Etandlico ( + HCI + particlén con dietliéter)
de Flores de Gnaphallum stramineum

Tubo No. Reactivo de prueba Resultado
1 Ninguno Testigo
2 Mg +HCI (Test de Shibata) |No se desarrolé  ninguna
coloracién diferenie a la del lestigo
3 H, SO, No se desarroRd  ninguna
coloracién diferente a la del lestigo |
4 FeCl, al 10 % Coloracion verde
5 Fase acuosa acidificada resulante Coloracién rojo vino tinto.
de la parliciéon con dieliléter
6 Fase acuosa (lubo 5) alcalinizada. | La solucion se tornd café
amarillento.
TABLA No. 41

Investigaclon de Saponinas
Extracto Etandlico de Flores de Gnaphalium stramineum

Tesl de espuma Se formdé una espuma persistente por 4 horas




8.3.2. Cromatogralia en Capa Fina:

8.3.2.1. Extracto ctandlico (Cromatografia directa).

TABLA No. 42

Cromatografia en Capa Fina
Extracto Etanolico de Flores de Gnaphalium stramineum
Fase movil: Acetato de etllo-Metanol-Agua (100:13.5:10)

68

MEDIO VISUALIZADOR
Medios Fisicos Agentes Cromégenos

Rf | Luz LUV LUV | voiiting- | acasin= | FECL O]  gese | iiosamen. | SDCYL

Visible | 264 nm | 365 nm | H,S0, | H,S0, 1% | oragendom | Burcharg
0.96 azul
nm gris
083 gris amarillo | naranja naranja
074 ;,,::3:, naranja
0.58 rjo-violacen
e mjo-violcen
0485 violeta naranja
oar | amarillo |  gris naranja | amarillo | marrén *::::ﬁ '::::';'D am‘:’;:uu
naa 9‘35
i amaﬁl]ﬂ Bn.s Bmi:;n‘lﬂ N;;_::a ﬂla:;:-ln Bris HMN::::E
005 | e st ool DO | e
ooo | “mee | gris S ;L;; Café | Marron a;::m marron

Sc corricron controles de atropina (Rf=0.0), papaverina (Rf=0.89) e hidrocortisona

(Rf=0.80). La papaverina y la atropina dicron coloraciones naranja con ¢l reactivo de

Dragendorff v la hidrocortisona did una coloracién marrén-verdosa con el reactivo de

Liebermann-Burchard.



8.3.2.2. Extracto ctandlico amoniacal.

FIGURA No.1

Visualizacién: LUV 365 nm

8.3.2.3. Extracto ctandlico hidrolizado con HCIl. Fase extraida con dictiléter.

Cromatografia bidimensional del extracto hidrolizado con HCI
Fase mévil S1= Cloroformo (desarrollo por alcance multiple)
Fase mdvil S2= Coroformo-Metanol (9:1) (desarrollo simple)

+— 51
A ’f:_ 1 i
A l::"ll]
B
& =1
= o 6
82

I.as manchas A-D Fluorescen de color azul y 1a E de color azul-verdoso.
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Se confirmaron los resultados obtenidos para las manchas observadas a nivel
de Ri= 0,74, 0.46 y 0.37.
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9. DISCUSION:

9.1. Farmacologia Experimental:
9.1.1. Ensayo toxicologico:

Dado que no se observaron cambios en ¢l comportamicento ni muerte en los
amimales de experimentacion, se infiere que los extractos no son toxicos a dosis
menores de 320 mg/Kg de peso, por lo que se pueden ensayar farmacolégicamente
dosis comprendidas entre 1 y 320 mg/Kg de peso de dichos extractos. Como
consecuencia de lo anterior, la DL para cada extracio es mayor de 320 mg/Kg de
pcso,

9.1.2. Ensayo antiinflamatorio:

9.1.2.1. Extracto Hexanico:

I.os resultados obtenidos demostraron que dicho extracto no posce
actividad antiinflamatoria a dosis de 100, 120, 140, 160 y 180 mg/Kg de peso (Tablas
Nos. 2-13, Graficas Nos. 1-6). A dosis de 200 mg/Kg de peso se comienza a observar
actividad antunflamatoria estadisticamente signiﬁcativa (Tablas Nos. 10-13, Graficas
Nos 5 y 6), posiblemente debida a que mediante cosolubilidad en el extracto hexénico
se hayan extraido cantidades bajas del principal principio activo responsable de dicha

actividad antiinflamatoria (que es mayormente extraido en el extracto etandlico).

9.1.2.2. Extracto Etanélico:

l.os resultados obtenidos demostraron que dicho extracto no posec
actividad antiinflamatoria estadisticamente significativa a dosis de 100 mg/Kg de peso
y dudosa actividad a 120 mg/Kg dec peso (Tablas Nos. 14-17, Gréficas Nos. 7y 8). A
dosis de 140, 160, 180 y 200 mg/Kg de peso se observa que dicho extracto tiene
actividad antiinflamatoria estadisticamente significativa (T'ablas Nos. 18-25, Grificas
Nos. 9-12) y dado que la misma sec obtuvo a una menor dosis que la observada con la
maxima dosis del extracto hexanico, se infiere que ¢l extracto ctandlico €3 mas potente
que ¢l extracto hexanico y al mismo tiempo se deduce que el principal principio activo
responsable de la actividad antiinflamatoria es mayormente extraido en el extracto

ctandlico.

9.1.2.3. Extracto Acuoso:

El extracto acuoso no mostré actividad antiinflamatoria a ninguna de las
dosis ensayadas (100, 120, 140, 160, 180 y 200 mg/Kg dc peso), por lo que sc
descarta la presencia en el mismo del principal principio activo responsable de la
actividad antiinflamatoria (Tablas Nos. 26-37, Graficas Nos. 13-18).
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9.2, Tamizajc fitoquimico del extracto etandlico:

9.2.1. Ensayos macro y semimicro:
9.2.1.1. Investigacion de taninos (Tabla No. 38):

Debido a que no se observéd la formacién de precipitado alguno con los
reactivos de gelatina y sal-gelatina, se descarta la presencia de taninos, sin embargo,
debido a que ¢l resultado obtenido con el reactivo de cloruro férrico resulté ser
positivo para compuestos polifenélicos, se infiere que es posible la presencia de dichos
compucstos no tanicos,

9.2.1.2. Investigacion de Alcaloides (Tabla No. 39):

L.a presencia de turbidez al reaccionar la muestra analizada con el
reactivo de Wagner, permite inferir la presencia de alcaloides, aminas cuaternarias u
oxidos de aminas. También es probable que la reaccidon de precipitacion observada
sea una falso-positivo, como también lo es que la falta de reaccion de precipitacion con
los reactivos de Mayer y Dragendorff sean del tipo falso-negativo (los controles de
atropina y algunos de papaverina no dieron reaccidon positiva).

9.2.1.3. Investigacion de flavonoides y antocianinas (Tabla No 40):

Solo resulté positiva la prucba para polifenoles y dudosa la prucba para
antocianinas. [Las demas prucbas resultaron ser nepativas para la presencia de
flavonoides.

9.2.1.4. Investigacion de saponinas (Tabla No. 41):

Resulto ser evidente la presencia de saponinas en el extracto etanolico

analizado. Es importante integrar estos resultados con los obtenidos con las prucbas

cromatogralicas.

9.2.2. Cromatografia en capa fina:
9.2.2.1. Extracto Etandlico (Tabla No. 42):

[Los compuestos con valores de RI 0.74 y 0.46 resultaron scr positivos
para alcaloides y/o aminas terciarias y/o cuatcrnarias u Oxidos de amina, y cl
compuesto con Rf 0.37 también puede ser considerado dentro este grupo o como un
compucsto con recaccion falso-positiva. El compuesto con Rf 0.37 puede ser
considerado como una recacciéon positiva para compuestos esteroidales. Los
compucstos con RI 0.05 y 0.15 podrian ser considerados como compucstos
polifendlicos. El compuesto fluorescente a 365 nm y RI 0.96 podria corresponder a un
compuesto cumarinico o a un compuesto con al menos 2 dobles enlaces conjugados.

9.2.2.2. Extracto ctandlico amoniacal: Sc confirmaron los resultados

obtenidos para los compuestos con Rf igual a 0.74, 0.46 y 0.37 (Ver inciso anterior).
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9.2 2.3, Extracto etandlico hidrolizado con HCI (Figura No. 1):
De acuerdo a los resultados obtenidos, se presume que los compucestos
identificados con las letras A-E posiblemente sean cumarinas o compuestos con al

menos 2 dobles enlaces conjugados.

9.3. Integracion de resultados Filoquimicos-Farmacologicos:

Es posible que la actividad antiinflamatoria del extracto etandlico sea probable-
mente debida a la presencia de saponinas de tipo esteroidal. Por otro lado, si se
confirma la presencia de cumarinas andlogas a los salicilatos, o si se establece la
presencia de polifenoles o femlpropanos parecidos al ibuprofeno, es posible que la
actividad antiinflamatoria observada se produzca por un mecanismo similar a estos

compuestos antiinflamatorios de ongen sintético.
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10, CONCLUSIONES:

10.1. El extracto Hexanico de flores de Grapbalivmn stramincum (Sanalotodo) posee
actividad antiinflamatoria significativa sdlo a la maxima dosis cnsayada (200
mg/Kg de peso).

10.2. El extracto Etandlico de flores de Guaphalivm strammerm (Sanalotodo) posee
actividad antiinflamatoria significativa a dosis mayores de 140 mg/Kg de peso.

10.3. El extracto Acuoso de flores de Graphalium strammcvm (Sanalotodo) no tiene

actividad antiinflamatoria significativa a ninguna de las dosis ensayadas.

10.4. El cxtracto Etandlico de flores de Graphalium sirammmcun (Sanalotodo) es el
que contiene en mayor proporcion al principal principio activo responsable de la
actividad antiinflamatoria de dicha especie.

10.5, El extracto Etandlico de flores de Grgphaliim strammcun (Sanalotodo) posible-
mente estd constituido por compuestos alcaloidales yfo aminas terciarias o
cuaternarias, saponinas de tipo esteroidal, polifenoles y posiblemente cumarinas o

compuestos con al menos dos dobles cnlaces conjugados.

10.6. Existe una alta probabilidad que el compuesto responsable de la actividad
antiinflamatoria del extracto ctanolico de Hores de Gruapbalium stramimcum
(Sanalotodo) sca de tipo esteroidal.

10.7. De confirmarse la presencia de cumarinas analogas a los salicilatos o de estable-
cerse la presencia de polifenoles o [enilpropanos parecidos al ibuprofeno, es posi-
ble también que la actividad antiinflamatoria observada pueda producirse mediante

un mecanismo analogo al de estos dos farmacos de origen sintético.

10.8. Ninguno de los extractos evaluados es téxico a dosis menores de 320 mg/Kg, de
peso (DLg, > 320 mg/Kg de peso).
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11. RECOMENDACIONES:

11.1. Realizar cl [raccionamiento cromatogrifico del extracto etanélico de flores de
Crrapliallrur stramncunr (Sanalotodo) hasta aislar el principal principio activo
responsable de la actividad antiinflamatoria.

11.2. Complementar el presente estudio con la evaluacion de la actividad analgésica
del extracto ctandlico de [lores de Gregphallium stramiimncun (Sanalotodo).
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ANEXO 13.1.
Clasificacion Botanica del
CGrraphalivm stramcim

(Sanalotodo)

13.1.1. Reino: Plantae.
13.1.2. Subreino 11: Embryobionta.
13.1.3. Division XVII: Magnoliophyta.

13.1.4. Clase It Magnoliopsida.

13.1.5. Subclase VI: Asternidae.

13.1.6, Orden 11: Asterales.

13.1.7. Familia: Asteraccae.

13.1.8. Género: Cnnaphalrvn

13.1.9. Especie: Graphaliurm stramrcom HBK 1820,

13.1.10: Sinonimia: Graphalivm chilense Spreng 1826,
Craplalivm sprengellii Hook & Arn 1833,
Crraphalivm Gorfandiery DC 1838,
CGraphalium chiilense var.  conferfifolivm
Green 1897,

13.1.11. Nombres comunes: Sanalotodo, flor de seda (55-58).

85



86
ANEXO 13.2.
Descripcion Botanica del
Grigphalivm stramirctm
(Sanalotodo)

El Grapbalinm staaucum (Sanalotodo) es una especie propia de los bosques de
pinos y encinos, que crece en altitudes de aproximadamente 1800-2000 m snm. Se
desarrolla principalmente en tierra suclta y arenosa, principalmente en Escuintla,
Guatemala, Huchuetenango, Zacapa, y otras regiones del pais. También sc le ha
encontrado en ¢l oeste de los Estados Unidos y en México (56-58).

Por lo general es una hicrba aromética con raices [ucries, los tallos son erectos o
raramente decumbentes, simples o ramificados, mas o menos velloso-lanados por
todas partes; las hojas basales y las de la parte mas baja del tallo son espatuladas a
oblongas, usualmente obtusas; las hojas del medio y de la parte superior del tallo son
principalmente lincales, de 2-5 cm de largo, de 0.2-0.4 cm de ancho, por lo general
obtusas, poco dilatadas y cerradas en la base, poco decurrentes sobre los tallos,
densamente lanadas; la planta presenta inflorescencias compactas, con cabezuelas
atestadas dentro de pequeiios glomerulos; involucros 4-6 mm de alto; filarios brillosos,
blancos al principio pero que posteriormente adquicren un color amarillento, ovados a
obovados y obtusos o apudos los mas externos, y lincales y obtusos los mas internos;
hay 175 flores o mas por cabezuela, con 15-20 o mas flores hermafroditas; vilano de
cerdas a partir de la separacion de los aquenios (56).

El Graphaliver stranucum (Sanalotodo) es una especie muy variable, que puede
ser encontrada en muchos habitats en Norte y Centroamérica. Se ha reportado la
colecta de muestras con hojas con aproximadamente 8 mm de ancho (56-58).



ANEXO 13.3.

IMbujo de la planta Gaaphalion stearrncun (Sanalotodo) (57).

ar
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ANFXO 134
Farmacologia experimental de antunflamatorios.

La metodologia para demostrar la actividad antiinflamatoria in vivo consiste cn la
produccién de un edema artificial mediante la administracion subcutinca de
carragenina o caolin a nivel de la aponeurosis plantar de la pata de la rata provocando
una reaccién inflamatoria, luego se mide esta inflamacién por pletismometria de
acuerdo con el método segiin Winter y colaboradores modificado por Sughisita (24).

IL.os cambios en ¢l volumen de la pata se comparan contra [Armacos de referencia y
por andlisis estadistico se establece la actividad antiinflamatoria para cada infusién,
extracto o fraccion fitoquimica que es sometido(a) a la prueba. El edema inducido es
mediado por liberacién de diversos autacoides (histamina, serotonina, bradiquinina,
prostaglandinas) ademas, diversos factores del complemento estan implicados en la
amplificacion de la respuesta (24).

Una hora después de la administracion, la histamina y la serotonina tienen un papel

principal como mediadores. Aproximadamente de 1.5 horas a 2.5 horas después de la
inyeccién de carragenina o caolin, intervienen las quininas como mediadores. I.a
Gltima fase esta mediada por las prostaglandinas PGE{, PGE3 y PGF4; la respuesta
vascular maxima ocurre aproximadamente a las 4 horas de la administracion de caolin
o carragenina y coincide con la fase mediada por las prostaglandinas. La
extravasacion dec protcinas tienc lugar durante toda la respuesta al agente
cdematogeno. La migracion cclular, especialmente leucocitos polimorfonucleados,
comicnza a las dos horas de haber inyectado el agente. Se ha demostrado que el
cdema que se produce con carragenina o caolin estd menos modificado por factores
ajenos a los propiamente caracteristicos de la inflamaciéon y ademéas, porque la
actividad antiinflamatoria de este test guarda una buena correlacién con la actividad
antiinflamatoria clinica (24, 59-61).
I.as plantas detectadas en las encucstas ctnobotanicas y revisiones de la literatura a
las que se les atribuyen propicdades antiinflamatorias, pueden contener algiin
principio que inhibe uno o varios de los factores que inducen reaccién inflamatonia,
sean estos de tipo esteroidal o no esteroidal. La metodologia que ha sido
estandarizada en el departamento de Farmacologia y Fisiologia de la Escuela de
Quimica Farmacéutica de la FCCQQ y Farmacia de la UUSAC es utilizada para tamizar
la actividad de infusiones, extractos y fracciones fitoquimicas obtenidas a partir de
plantas medicinales (24, 39-45, 62-65).
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ANEXO 13.5
Métodos extractivos

(Contexto Fitoquimico-Farmacognasico).

El marco fitoquimico de referencia para la ejecucion del presente trabajo de
tesis esta constituido por los extractos crudos vepetales y los [enémenos
quimicofarmacéuticos que rigen su preparacion (51, 66, 67).

El término ZEx#raccron desde el punto de vista farmacéutico se reficre a la
separacidén de porciones medicinalmente activas provenientes de tejidos vegetales o
animales, de todos aquellos componentes inactivos o inertes, mediante el uso de
solventes selectivos. L.os productos asi obtenidos son liquidos, semisélidos y sélidos
relativamente impuros, utilizados Gnicamente por via oral o externa. Incluyen
preparados galénicos conocidos como clixires, extractos pilulares, extractos fluidos,
extractos blandos, extractos polvoreos o pulverizados, jarabes, tinturas, decocciones ¢
infusiones. El esquema extractivo que se utilizara en el presente trabajo es el
desarrollado por Ciulei y en terminos generales se puede definir como una liberacién
cxtractiva fraccionada mediante un gradiente de polaridad ascendente. Mediante el
uso de este disciio se pretenden aprovechar la selectividad y especificidad de los
solventes extractores utilizados (51, 66, 67).

Dicho esquema extractivo propuesto por Ciulei contempla la preparacién de
tres extractos crudos que permitan una separacion selectiva de los principales grupos
funcionales de interés fitoquimico y farmacolégico presentes en la planta sujeto  al

estudio. Segin el autor del esquema mencionado, la sclectividad de los extractos

obtenidos scria la siguiente:

13.5.1. Extracto apolar (Eter de Pectréleo y/fo mezcla de hexanos): Accites
Volatiles, esteroles y triterpenos, carotenoides, acidos grasos, acaloides,
agliconas de flavonoides, emodoles y cumarinas (51).

13.5.2. Extracto Mcdianamente polar (Mctanol o Etanol al 80 %): Taninos
(galicos y catecolicos) compuestos reductores, alacaloides, glicésidos
diversos (principalmente antraceosidos, esteroidales, terpenoidales, flavo-
noideos y antociamidinicos) y cumarinas (51).

13.5.3. Extracto polar (apua desmineralizada o destilada): polivronidos, com-
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puestos reductores, osas, poliosas, saponinas, taninos (galicos y catecoli-

cos) v sales alcaloidales (51).

13.5.4. Graficamente, la selectividad del esquema extractivo puede represen-

tarse de la siguiente forma:

Donde:
EA= Extracto apolar.
EMP= Extracto medianamente polar.
EP= Extracto polar

13.5.5. Caracterizacién Fitoquimica: De acuerdo al esquema desarrollado por
Ciulei, una vez obtenidos los extractos crudos de la planta estudiada se
debe proceder a la caracterizacion de los mismos (es decir, determinar sus
perfiles fitoquimicos o "huellas digitales™) para lo cual se deben utilizar las
técnicas convencionales de analisis de Quimica Organica y de seleccién
Fitoquimica (tamizaje fitoquimico semimicro) en combinacién con técni-

cas de cromatografia en capa fina (1, 48-51, 66, 68 -76).

(PROPIEAD OF 1A UNIVERSINAD NF SAN CARIDS OF GUATEMALS
' Biblioteca Central 3
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13.5.6. El diagrama del esquema extractivo es el siguiente: (incluye formulacién de los
extractos y la evaluacion farmacolégica de los mismos).

| MATERIAL VEGETAL ]

Extraccion continua en Soxlhet (Solv. Hexano)

Material Vegetal Residual Extracto fluido hexanico
(bagazo)

Evaporacidn
Reflujo etandlico del hexano

Extracto pilular o polvoreo

Formulacion del

extracto y pruebas
farmacq!_ﬁ_ icas

Mat. Vep. Extracto
Residual ctandlico
(bagazo) (fluido)
Extracto etanélico
Evaporacién del etanol grado miel

Reflujo acuoso

Extracto acuoso Material vegetal
fluido i
residual (bagazo)

Evaporacion del
apgua Descartar

Extracto acuoso
prado miel
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