. UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA

Estudio Farmacolg ico. Cloroformico,

cloroformo- de la especie
Tridax pro flamatorio
A
Jom ;
G =
L{i X e
» 2 O
A (o)

A
LN ST

Para optar al titulo de

Quimico Farmacéutico

Guatemala, septiembre del 2000.

WOMEDAD OF LA UNIVERSIIAD OF SAR CARIDS 0F GOMEMALAY

Bibliotaro Centrol |

et




JUNTA DIRECTIVA

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA
UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

DECANA: Licda. Hada Marieta Alvarado Beteta
SECRETARIO: Lic. Oscar Federico Nave Herrera
VOCAL T: Dr. Oscar Manuel Cébar Pinto
VOCAL IT: Dr. Rubén Dariel Veldsquez Miranda
VOCAL IIT: Dr. Federico Adolfo Richter

VOCAL IV: Br. César Alfredo Flores Lépez

VOCAL V: Br. Manuel Anibal Leal Gomez




DEDICATORIA |

A Dios
Agradeciéndole la sabiduria que me brindo.

A la Virgen Maria
Por iluminarme y guiarme en los momentos dificiles.

A mi Madre
Por su amor y ayuda que me brindd siempre.

A mi Padre
Por su carifio.

A mi Esposo
Por su amor, compresién, sostén y apoyo incondicional en todo sentido, gracias.

A mis familiares
En especial a mi Tia Rosita por su amor y cuidados en mi vida.

A mis abuelitos
Brigido Romero Q.D.E.
Enriqueta de Romero

Por sus sabios consejos

Encarnacién Rivas
Epifanea Fajardo
Con carifio.

A mis suegros
Carlos Cortéz
Olga de Cortéz

Por su apoyo incondicional

A mis cunados
Roberto Cortez
Daniel Cortéz
Por todo el apoyo que me brindaron.

A mis profesores
Licdas. Hada Alvarado, Lucrecia Peralta y Beatriz Medinilla
Pos sus consejos motivacién y afecto.

A mis amigas
Especialmente a Evelyn Ortega y Dina Muy por su sincera amistad.




AGRADECIMIENTOS

A la Licda. Marta Inés Reyes Mayén por su asesoria en el presente
trabajo de investigacién.

A la Dra. Ingebor Berger y Licda. Ana Maria Rodas por su amistad y
colaboracidn en el presente trabajo de investigacién.

A la Licda. Raquel Pérez Obregon por su colaboracién en el presente
trabajo de investigacion.

Al Centro Guatemalteco de Informacién de Medicamentos ~-CEGIMED- ;
especialmente a las Licdas. Anne de Godoy y Lorena Cerna por su amistad y
apoyo incondicional en la elaboracién del presente trabajo de investigacién.




2.

Resumen
Introducciodn
Antecedentes
Justificacidn
Objetivos

Hipdtesis

Materiales y Métodos
Resultados

Discusion de Resultados

10. Conclusiones

11. Recomendaciones

12 Referencias

13. Anexos

INDICE

Pdginas

g

10
1

26
49
54
55

56

60




1.- RESUMEN

El siguiente trabajo fue realizado con el objeto de evaluar la actividad

antiinflamatoria de la especie Tridax procumbens (hierba del toro) (anexo 1)

con diferentes tipos de extractos (hexdnico, cloroférmico, cloroformo-
metanol 9:1 , metandlico y acuoso) como estudio Farmacoldgico fase IT.
Los distintos extractos se prepararon segln la metodologia de Ciulei (1)

Se establecié la actividad antiinflamatoria en ratones albinos por medio
de la induccién de edema en la regién suplantar de la pata derecha del raton
con caolin, propuesta por Winter y colaboradores y modificado por Sugishita

(2,3).

Seguidamente se administraron los diferentes extractos (hexdnico,
cloroférmico, cloroformo-metanol 9:1 , metandlico y acuoso) a dosis de (100,
115, 132, 152, 175 y 201 mg/kg de peso) evaludndose por medio de

pletismografia el extracto que presenté mayor efecto antiinflamatorio.

Posteriormente se realizo un tamizaje fitoquimico por medio de pruebas
convencionales propuestas por Ciulei (1), Medinilla B., y otros autores (4) con el
extracto que presenté mayor efecto antiinflamatorio, conjuntamente se
realizé con todos los extractos la DLso para garantizar que las dosis

investigadas no sean toxicas.




Los resultados obtenidos muestran que el extracto cloroformo-metanol
(9:1) fue el que presenté mayor actividad antiinflamatoria a dosis de

100,115,132,152,175 y 201 mg/kg de peso.

Con los datos obtenidos se elaboré una curva de porcentaje de
inflamacién vrs. tiempo, para hacer el andlisis estadistico de la actividad
antiinflamatoria se utilizé integracion numérica del drea bajo la curva como
variable de respuesta. Con las dreas obtenidas para cada tratamiento se
realizé la prueba de ANDEVA de dos vias y al establecer la diferencia entre
los tratamientos se realizé la prueba de DUNNET para evaluar el efecto
antiinflamatorio de los tratamientos frente al control negativo, con un nivel de

significancia (p< 0.05).

La toxicidad aguda se evaludé a concentraciones de 250, 350 y 450 mg/kg de
peso del extracto cloroformo-metanol(9:1) , que fue el que presenté mejor
respuesta antiinflamatoria, no mostrando a esas concentraciones ninguna

toxicidad.

En cuanto a los resultados que presenté el tamizaje fitoquimico se
presume la presencia de los metabolitos secundarios de tipo flavonoles,

flavonas, antronas, antranoles y amanogentinas.




2.- INTRODUCCION

Debido a la escasez de recursos econémicos que presenta la mayor
parte de la poblacién guatemalteca y la dificultad que tienen en adquirir
medicamentos, se hace necesario la utilizacion de recursos vegetales que el
pafs posee, ya que gracias a la ubicacién geogrdfica que en el mismo se observa
proporciona una densa y variada flora que puede ser usada como medicina
natural.

En el caso de la especie Tridax procumbens (hierba del toro) se ha

determinado la actividad antiinflamatoria de las infusiones de sus hojas,
corteza , flores, a dosis de 750 y 1000 mg/kg de peso (5).

Por lo tanto se hace necesario continuar con dichos estudios utilizando
extracciones con solventes que presentan diferente polaridad, como hexano,
cloroformo, cloroformo-metanol (9:1), metanol y agua, para determinar
experimentalmente, cual de ellos posee mayor efecto antiinflamatorio,

El presente trabajo tendra también como objetivo el recaudar mas
informacion acerca de dicha especie, esperando sea trasmitida por los futuros
Quimicos Farmacéuticos a la poblacién, evaluando, con cada persona tratada
con hiera del toro, los resultados observados.

Para dichas extracciones se procede a recolectar, moler y rotaevaporar
la planta, con los distintos solventes. posteriormente se realiza un ensayo
farmacolégico a distintas dosis (100, 115, 132, 152, 175 y 201 mg/kg de peso)

con varios grupos de ratones albinos, administrdndoles por via oral dicha dosis.




Luego de haber efectuado los tratamientos farmacologicos se evalué el
edema producido a los ratones durante 5 horas, por pletismografia.
Seguidamente se agrupan los datos para realizar un andlisis estadistico
(pruebas de ANDEVA y DUNNETT ) nivel de significancia (p< 0.05), estimando
las diferencias entre los extractos y determinando el que posee mayor efecto
antiinflamatorio; conjuntamente se determiné la DLso y se realizé un screening

fitoquimico del extracto que presento mayor actividad antiinflamatoria. (5).
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3.- ANTECEDENTES

3.1 ESTUDIOS REALIZADOS:
Vasquez A T. en 1997 realizé un estudio en que demostré que las

infusiones de Tridax procumbens a dosis de 750 y 1000 mg/kg de peso poseen

actividad analgésica. (6).
Barahona S.J. en 1995 realizé un estudio demostrando que la especie

Tridax procumbens no posee actividad tripanostética. (7).

Alvarado M M. en 1992 demostré que las infusiones de tallos y hojas de

la especie Tridax procumbens no posee actividad antiespasmédica. (8).

Echeverria A A. en 1992 realizé un estudio en el que demostré que las

infusiones de hojas, tallos y raices de Tridax procumbens a dosis de 750 y

1000 mg/kg de peso poseen actividad antiinflamatoria in vivo. (5).

En la India se encontré que el jugo de la hierba del toro es efectivo,
como cicatrizante, en el tratamiento de granuloma producido en ratas. (5).

Se han realizado diversos estudios sobre la actividad antibacteriana de
las hojas de hierba del toro in vitro, siendo negativo el resultado sobre los
siguientes microorganismos: Escherichia coli, Enteropatogénica, Salmonella
enteriditis, Salmonella  typhi, Shigela disenteriae, Shigela flexneri,

Staphylococcus aureus, Streptococus penumoniae, Streptococcus pyogenes y

Candida albicans. (9).



Neeta, Ram y Patil en 1985, evaluaron los extractos de algunas plantas,
para determinar su eficacia como protectores de las legumbres contra los

escarabajos, una de ellas fue Tridax procumbens, a la cual extrajeron sus

componentes con tres diferentes solventes (éter de petréleo, benceno y
alcohol) y los compararon con repelentes e insecticidas que poseen propiedades
contra el escarabajo de las legumbres. De los tres extractos, el material
extraido con éter de petréleo, resulto ser muy efectivo, ya que disminuyé la

poblacién y detuvo la fecundidad del escarabajo. (10).

Prakash, Tillo y Kulkarni en 1982, presentaron un estudio sobre la

influencia de Tridax procumbens L. En la cicatrizacién de heridas, para ello se

utilizé el jugo de ésta, a una concentracién de 1 ml/kg por dia I.P., y fue
evaluado en tres diferentes animales de experimentacion.

En conejos adultos, redujo el tiempo de epitelizacién, la contraccién de la
herida fue significativamente y permanecié totalmente lisa por 31 dias.

En cobayos la herida recubierta con el jugo de la planta, presenté consistencia
tensa, al compararla con los animales control.

Los machos de ratas albinas, tratados con Tridax procumbens presentaron

pequefios granulomas comparados con los controles. Los diferentes resultados
obtenidos curativos y no curativos, del jugo de la planta, evidencia la

potencialidad terapéutica en el manejo de cicatrices hipertréficas y queloides

(11).




3.2 TOXICIDAD:

La infusion de hojas y tallos de _Tridax procumbens no resulté

téxica al ser evaluada a dosis de 750 mg/kg y 1-5 g/kg de peso en ratones

albinos. (5).




4.- JUSTIFICACION

Debido a que un porcentaje considerable de la poblacién guatemalteca,
tiende a utilizar la medicina tradicional, basada en plantas; se hace necesario
respaldar cientificamente la actividad farmacolégica antiinflamatoria de la

especie Tridax procumbens (hierba del toro) y comprobar el tipo de extracto

(hexdnico, cloroférmico, cloroformo-metanol 9:1 , metandlico y acuso) que genere

el mayor porcentaje de metabolitos secundarios responsables de dicha actividad.




5.- OBJETIVOS

5.1 OBJETIVOS GENERALES:

~ Incrementar el conocimiento cientifico (fitogquimico) de la

especie Tridax procumbens, para su utilizacion como

antiinflamatorio.

~ Continuar con el andlisis cientifico de la especie Tridax

procumbens fase II.

- 5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

~ Determinar qué extracto, de las hojas de la especie _Tridax

procumbens , posee mayor actividad antiinflamatoria, en

ratones albinos.

~ Determinar la dosis letal media (DL s0) de el o los extractos

crudos de las hojas de la especie Tridax procumbens

responsable de la actividad antiinflamatoria.




6.- HIPOTESIS

Uno de los cinco extractos (hexdnico, cloroférmico, cloroformo-metanol
(9:1), metandlico y acuoso) obtenidos de las hojas de la especie Tridax

, _ procumbens, posee mayor actividad antiinflamatoria



7.- MATERIALES Y METODOS

7.1 UNIVERSO DE TRABAJO:

Extractos obtenidos de las hojas de la especie_Tridax procumbens.

7.2 MEDIOS:

7.2.1 Recursos Humanos:
¢ Autor del trabajo: Br. Virna 6. Rivas Romero
¢ Asesora: Licda. Marta Inés Reyes Mayén.

7.2.2 Recursos Materiales:
+ Laboratorio de Farmacologia, Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia, Universidad de San Carlos de Guatemala.
+ Bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia.

. + Material y equipo de laboratorio.

+ Pletismémetro digital Ugo Basile, modelo No. 56288.
¢ Ratones albinos machos (sujetos de experimentacién) 25-30 g de
peso.
¢ Reactivos quimicos.
+ Fdarmaco antiinflamatorio (Fenilbutazona). (ver anexo 2).
+ Solventes para las extracciones (hexano, cloroformo, metanol y
agua).
¢ Solucién de Pletismémetro (ver anexo 3).

. ¢ Jeringas de 1 ml.
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7.3 PROCEDIMIENTO:

7.3.1 Revision bibliogrdfica.

7.3.2 Recoleccidn de las hojas de Tridax procumbens (hierba del toro)

7.3.3 Secado de la planta (hojas) por secado indirecto al sol.
7.3.4 Molienda de la planta : utilizando tijeras para cortar el material

vegetal, las hojas secas de _Tridax procumbens se redujeron de tamafio, luego

se pasaron por un molino de aspas para disminuir el tamafio de la particula .
7.3.5 Obtencién de los extractos: (4) (ver anexo 4).
¢ Obtencién del extracto hexdnico:  Se percolé 187g. del

material vegetal ( hojas de Tridax procumbens) seco y molido en un percolador

de aproximadamente un galdon de capacidad. Posteriormente se adicionéd
aproximadamente 1000 ml 6 mds de hexano, se tapéd, después de 48 horas el
filtrado obtenido se evaporo en un rotaevaporador para evitar temperaturas
mayores a 60°C hasta obtener un residuo seco. Se repitié el procedimiento de
maceracién, anterior con el mismo material vegetal, cuantas veces sea
necesario a manera de extraer en frio los compuestos quimicos que posee la

especie Tridax procumbens . Se evaporé cada extracto filtrado hasta que la

cantidad de residuo seco obtenido, no tuviera una variacién mayor del 1% en

peso de extracto.



+ Obtencion del extracto cloroférmico: Se percold el material
vegetal residual u‘r.ilizado para la preparacién del extracto hexdnico con
aproximadamente 1000 ml 6 mds de cloroformo. Se siguié el
procedimiento del extracto anterior.

+Obtencion del extracto cloroformo-metanol (9:1): Se percold
el material vegetal residual utilizado para la preparacién del extracto
cloroférmico con aproximadamente 1000 ml é mds de cloroformo-
metanol (9:1) . Se siguid el procedimiento del extracto anterior.

¢ Obtencion del extracto metandlico: Se percoldé el material
vegetal residual utilizado para la preparacién del extracto cloroformo-
metanol (9:1) con aproximadamente 1000 ml 6 mds de metanol . Se
siguid el procedimiento del extracto anterior.

¢ Obtencion del extracto acuoso: Se pesaron 100 gramos del

material vegetal residual utilizado para la preparacién del extracto metandlico
y se hizo una infusidn , sequidamente se filtré, el filtrado obtenido se sometié
al proceso de liofilizacién. (5)

7.3.6 Ensayo farmacoldgico: El método que se utilizé para determinar
la accién antiinflamatoria fue el método descrito por Winter y colaboradores,
modificado por Sugishita y colaboradores (2,3).

PRINCIPIO: El edema fue provocado en el ratén por una inyeccién suplantar
en la pata posterior derecha de una suspensién de caolin al 1%.
El porcentaje de inhibicién de la inflamacidn se evaldo a 1,3 y 5 horas después

del inicio del experimento por pletismografia.




PROCEDIMIENTO: Se utilizaron ratones albinos machos de un peso
aproximado de 25 a 30 gramos, se dividieron en 8 lotes de 4 ratones cada uno;
se utilizé suspensién de caolin al 1%, fenilbutazona como fdrmaco de
referencia a dosis de 80 mg/kg de peso (12-13) (ver anexo 2). Los grupos de 4
ratones comprenden:

1.- Grupo control (agua)

2.- Grupo referencia (fenilbutazona)

3.-Grupo con dosis de 100 mg/kg de peso™

4 -Grupo con dosis de 115 mg/kg de peso*

5.-Grupo con dosis de 132 mg/kg de peso*

6.-Grupo con dosis de 152 mg/kg de peso*

7.-Grupo con dosis de 175 mg/kg de peso*

8.-Grupo con dosis de 201 mg/kg de peso™
(*) Grupos de dosis diferentes del extracto de las hojas de la especie _Tridax
procumbens (hierba del toro).

Al tiempo O se administré el fdrmaco de referencia al respectivo
grupo, al control se le administré solamente el vehiculo en el cual se formulan
los extractos, a los 6 grupos restantes se les administré oralmente las
diferentes dosis de los extractos. Se midié el volumen de la pata posterior
derecha de cada uno de los animales de los lotes en el Pletismémetro de agua
(Letica). A los 30 minutos se les aplicé a todos los grupos de animales 0.05 ml

de caolin al 1% en la aponeuresis plantar de la pata posterior derecha. El edema

e~



producido se cuantificé por medio del Pletismémetro digital, midiendo el
volumen de la pata de todos los animales de 1,3y 5 horas de la aplicacién de la
inyeccion.

El porcentaje de inflamacidn para cada tratamiento a distintos
tiempos se calculé segin la férmula:

% de inflamacién = Vf, - Vo X 100
Vo

Vf, = Volumen después de 1 ,3 y 5 horas de la inyeccion
Vo = Volumen normal de la pata del ratén (inicial)

Si el porcentaje de inflamacién por efecto del extracto de las

hojas de la especie_ Tridax procumbens en estudio es significativamente

menor que el control se puede decir que los exfractos tienen propiedad
antiinflamatoria.
El porcentaje del grupo que se evalué con fenilbutazona permite estimar la

efectividad antiinflamatoria de la planta en estudio (5).

7.3.7 Ensayo toxicologico, Método de Spearman y Karber (14):
Se determind la Dosis Letal Media (DLsp) al extracto que presentéd el efecto
antiinflamatorio significativo comparada con el fdrmaco de referencia. El
ensayo preliminar se trabajé con ratones albinos, con un peso aproximado de
20-30 gramos procedentes de una misma camada e igual nimero de hembras y
machos. La alimentacion fue idéntica para todos los sujetos experimentales. La
substancia a ensayar se administré por via oral , observindose estrictamente

durante un periodo de 24 horas, esperando hasta 8 dias después de la




administracién para observar si se da la muerte de algin animal.

En el ensayo definitivo, se evaluaron dosis diferentes que fueron
250, 350 y 450 mg/kg de peso, observdndose el comportamiento de los
ratones, peso y nimero de animales muertos. La muerte puede manifestarse a
las 1, 2, 4, 6, 24 y 48 horas y un mdximo de 8 dias o bien morir
instantdneamente o pocos minutos después de administrar la dosis. Los signos
precursores de muerte pueden ser temblores, sialorrea, sudores, espasmos
respiratorios, convulsiones, etc. Para obtener los resultados de la toxicidad del

extracto se aplicé la férmula de Karber y Behrens:
DLso=Df - (ax b )/n
en donde:

suma de muertos de lotes consecutivos/2

&)
1l

o
I

diferencia entre las 2 dosis consecutivas
Df = primera dosis que mata a todos los animales

n = nimero de animales por lote.

7.3.8 Caracterizaciéon fitoquimica: Se realizé un tamizaje fitoquimico
utilizando ensayos macro y semimicro. Se utilizé ademds, técnicas
cromatogrdficas (CCF) convencionales (ver anexo 5) para la caracterizacidn
fitoquimica preliminar, esto se llevé a cabo en el extracto que presentd mejor

respuesta antiinflamatoria. (15).




7.3.8.1 Ensayo macro y semimicro:

7.3.8.1.1 ALCALOIDES:

* Ensayo de coloracién: Se tomé el volumen
equivalente a 25g de extracto de material vegetal o 1 g de extracto. Se
evaporé en bafio de maria hasta consistencia de miel. Se adicioné 5 ml de dcido
clorhidrico 2N y se agité . Se filtré. Al filtrado se le adicioné unas gotas de
hidréxido de amonio al 10% hasta pH 8 a 9. Posteriormente se extrajo con 3
porciones de 10 ml de cloroformo.

La fase cloroférmica: se evaporé en bafio de maria, y se redisolvié el residuo
en 5 ml de dcido clorhidrico 2N y se agité y filtrd. Se dividié en 4 tubos.

Tubo 1: Se le agregé 5 gotas del reactivo de Mayer's.

Tubo 2: Se le agregé 5 gotas del reactivo de Dragendorff.

Tubo 3: Se le agregd 5 gotas del reactivo de Wagner.

Tubo 4: Tubo testigo.

La fase acuosa: Se le adiciond dcido clorhidrico 2N hasta pH dcido. Se filtré y
a la solucidén clara se le dividié en 4 tubos y se procedié como en la fase
cloroférmica.

Como control positivo se usaron soluciones al 1% de atropina y papaverina,
luego durante 2 horas se observé si existia precipitado o turbidez o

precipitacién de complejo.




* Cromatografia en capa fina: a 1 gramo de

material vegetal seco se Ié agregé 1 ml de hidréxido de amonio al 10% y 5 ml
de metanol. Se colocé en bafio de maria a 60°C 5 minutos. Se aplicé en
cromatoplacas de silica gel 60F;s54 . Se usé como standard una solucién al 1% de
papaverina y atropina en metanol.
Fase movil: acetato de etilo-metanol-agua (100:13.5:10)

n-butanol-dcido acético-agua (4:1:1)

n-butanol-dcido acético-agua (10:2:1)

Revelador: Dragendorff.

7.3.8.1.2 TANINOS:

* Ensayo de coloracion: Se evapord un
volumen equivalente a 10g de extracto de metanol al 80% del material vegetal.
Se afiadié 25 ml de agua caliente al residuo y agité con varillay se dejé enfriar.
Se agregd 1 ml de solucidn de NaCl al 10% y filtré. Se adiciond 3 ml de filtrado
a 4 tubos de ensayo:

Tubo 1: Testigo

Tubo 2: 4 a 5 gotas de solucién de gelatina al 1%

Tubo 3: 4 a 5 gotas de gelatina-sal (1% de gelatina y NaCl al 10%).
Tubo 4: 3 a 4 gotas de solucién de FeCl; al 10%.

Se observo si existia la formacién de precipitado y/o cambios de color.




7.3.8.1.3 FLAVONOIDES:

* Ensayo de coloracién: 5 gramos del
extracto se hidrolizaron con HCl 2N mediante reflujo y calentamiento por
media hora. El extracto hidrolizado se partié con eter dietilico y se tomé la
fase etérica (4ml), se reconcentré a sequedad, se redisolvié con etanol al 80%
y se dividié en 4 tubos de ensayo haciéndoles lo siguiente:

Tubo 1: testigo

Tubo 2: Se le agregd magnesio metdlico y 3 gotas de HCL concentrado
Tubo 3: Se le agregé 3 gotas de dcido sulfirico concentrado

Tubo 4: Se le agregé 3 gotas de FeCl; al 10%.

Se evaluaron reacciones y cambios de coloracién con el tubo testigo.

* Cromatografia en capa fina: 1 gramo de
material vegetal seco se extrajo con 10 ml de metanol por 5 minutos en bafio
de maria a 60°C. Se filtré y la solucidn clara se aplicé a cromatoplacas. Como
estdndar se emplearon soluciones al 0.05% de flavonoides.

Fase movil: acetato de etilo-dcido fdrmico-dcido acético glacial-agua
(100:11:11:27)

Revelador: Reactivo de productos naturales-polietilénglicol:

Solucion 1: solucion metandlica al 1% de difenilboriloxitetilamina (NP).

Solucidn 2: solucidn etandlica al 5% de polietilenglicol 4000 (PEG).




7.3.8.1.4 SAPONINAS:

* Test de espuma:

!

Tubo 1: 0.5 mg del extracto

Tubo 2: 2 ml de control de saponinas.

Tubo 3: 2 ml de agua.

A cada tubo se le adicioné 10 ml de agua destilada. Se calentaron en bario de
maria 30 minutos . Se enfriaron los tubos y se taparon; se agitaron 30 a 40
segundos. Se dejaron reposar 2 horas. Se observé si existia una capa de

espuma persistente por mds de una hora.

*Cromatografia en capa fina: 2 gramos de
material vegetal seco, se extrajeron con 10ml de etanol al 70% con reflujo por

10 minutos. Se evaporaron a 5ml. Se aplico en cromatoplacas.

Estdndar: saponinas al 1% en metanol

Fase movil: cloroformo-metanol-agua (64:50:10)
n-butanol-dcido acético-agua (50:10:40)

No se detectan sin tratamiento quimico en UV a 254 y 365nm.

Reveladores: vainillina-dcido sulfdrico.

anisaldehido-acido sulfdrico.




7.3.815 ANTRAQUINONAS

* Ensayos de coloracion:

Test de Borntrager: Se evapord en
bafio de maria un volumen equivalente a 3 gramos de extracto de material
vegetal o extracto. Se disolvié el residuo con 30 ml de agua destilada y se
filtré. Se extrajo con 10 ml de benceno. A la capa bencénica se afiadié 5 ml de
solucién de test de amonio y se agité. Se observé si existian cambios de color
en la fase alcalina.

Test de Bortrager modificado: A 0.3
gramos de extracto se le agregé 10 ml de hidréxido de potasio alcohdlico 0.5
Ny 1 ml de peréxido de hidrdgeno al 3% y se calenté 10 minutos en bafo de
maria. Se afadié 10 gotas de dcido acético glacial para acidificar. Se extrajo
con 10 ml de benceno. A la capa bencénica se le adicionéd 5 ml de solucion test
de amonio y se mezclé. Se observé si existian cambios de color en fase
bencénica.

* Cromatografia en capa fina: 05
gramos de material vegetal se extrajo con 5 ml de metanol en bafio de maria
por 5 minutos. Se filtré y se aplicé en cromatoplaca. Soluciones al 0.1% en
metanol de antraquinonas.

Fase mévil: acetato de etilo-metanol- agua (100:17:13)

acetato de etilo-metanol-agua (110:13.5:10)

Revelador: hidréxido de potasio al 5 o 10 % alcohélico.




7.3.8.1.6 CUMARINAS

* Ensayo de coloracién:

Se tomaron 5 ml de extracto de material vegetal , se le agregé 1 ml de
agua hirviendo. Con capilar se aplicé 2 manchas en un papel filtro. A una
mancha se le agregé una gota de hidréxido de potasio 0.5M. Se observa
fluoresencia en el UV 365nm.

* Cromatografia en capa fina:

A un gramo de material vegetal se le adicioné 10ml de metanol y se
calentd 30 minutos en bafio de maria. Se filtré y evapord hasta 1ml. Se aplicé
en cromatoplacas. Se usé solucién de canela como estdndar al 1% en metanol.
Fase mavil: tolueno-acetato de etilo (93:7)

Revelador: Hidrdoxido de potasio al 5% o 10% alcohélico

7.3.8.17 PRINCIPIOS AMARGOS

* Cromatografia en capa fina:

1 gramo de material vegetal con 10 ml de metanol se calentd en bafio de
maria a 60° C por 10 minutos. Se evaporé y se llevé el filtrado a 2 ml, se aplicé
en cromatoplacas.

Estdndar: artemisina al 1% en metanol
Fase mavil: cloroformo-metanol (95:5)

Revelador: Anisaldehido-dcido sulfirico




7.4 DISENO EXPERIMENTAL: El disefio a utilizar es uno de bloques
completos aleatorizados con 6 tratamientos (100, 115, 132, 152, 175 y 201
mg/kg de peso).

Se trata que estas dosis tuvieran la mayor equivalencia con las dosis ensayadas
en infusiones y que presentaron actividad antiinflamatoria a 750 y 1000 mg/kg

de peso de las hojas de _Tridax procumbens.

7.4.1 Integracién del disefio:
7.4.1.1 Tratamientos :
* Control negativo (grupo control agua)
* Control positivo (grupo fdrmaco de referencia)
* Grupo del extracto hexdnico a dosis n
* Grupo del extracto cloroférmico a dosis n
* Grupo del extracto cloroférmico-metanol (9:1) a
dosis n
* Grupo del extracto metandlico a dosis n
* Grupo del extracto acuoso a dosis n
En donde n=1,2,3,4,5 y 6 dosis que se van a ensayar, lo que implica que
el modelo se repitié 6 veces.
7.412 Bloques: Los tratamientos se evaluaron en 3 dias
diferentes y cada dia constituye un bloque de disefio, lo que implicéd que

existieran 3 bloques en total (dia 1, dia 2, dia 3 = bloque 1, bloque 2, bloque 3).




7.4.1.3 Repeticiones por tratamiento (nj): Para valores de «
=0.05y B =0.2 se tiene un nivel de confianza (NC) igual a:
NC=Zl-a/2+7Z1-8
NC = 258 + 0.842
NC = 3.44
Lo que implicd que el nimero de ensayos a realizar por tratamiento (nj)
deberia ser mayor o igual a:
2NC2¢c
A2
Donde se desconoce la varianza ¢ y se asumid que el limite de error A =
2, por lo que entonces A%= 4 6%, por lo tanto:
nj= _2(3.422) o*
4 g°
nj=2(3.422¥% = 58
4
Aproximando este valor da 6, como valor de nj, que debié ser el valor
minimo de repeticiones que se realizaron para cada tratamiento. Por lo tanto
se realizaron 4 repeticiones o réplicas por bloque, lo que da un valor nj de :
nj = bloques X de réplicas = 3X4 = 12
En donde 12 es el nimero total de repeticiones que se realizé por
tratamiento, lo que cumple con que nj sea mayor o igual a 6 (5).
7424 Andlisis Estadistico : Con los datos obtenidos se elaboré

una curva de porcentaje de inflamacion versus tiempo, y se calculé mediante
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integracion numérica (método trapecial) el drea bajo la curva como variable de
respuesta. Con las dreas obtenidas para cada tratamiento, se realizé la prueba
de ANDEVA de dos vias y al establecer si existe diferencia entre los
tratamientos, se realizé la prueba de Dunnett, para evaluar el efecto
antiinflamatorio de los tratamientos frente al control negativo. Nivel de

significancia ( p < 0.05) (5)




8.- RESULTADOS

8.1 Rendimiento de la extraccion:
Para la realizacién de los extractos se utilizaron 187 gramos de la hoja

seca de _Tridax procumbens (hierba del toro), de los cuales se obtuvieron

2.51 % de extracto hexdnico, 0.82 % de extracto cloroférmico, 2.7 % de
extracto cloroformo-metanol 9:1, 15 % de extracto metandlicoy 3.4 % de

extracto acuoso. Evaludndoles la actividad antiinflamatoria .

8.2 Farmacologia experimental
8.2.1 Ensayo toxicoldgico:

Se evalué la Dosis Letal Media (DL s50) del extracto
cloroformo-metanol (9:1) , que fue el que presentdé la mejor respuesta
antiinflamatoria, en ratones albinos de 25 y 30 gramos de peso. No se
observaron cambios en el comportamiento de los animales de experimentacién
a dosis de 250, 350 y 450 mg/kg de peso. Tampoco se observé muerte de
ninguno de los sujetos experimentales. Por lo tanto la toxicidad aguda es mayor

de 450 mg/kg de peso para el extracto evaluado de Tridax procumbens .

8.2.2 Ensayo antiinflamatorio:
Las tablas y las grdficas que detallan los resultados de la

evaluacién antiinflamatoria se presentan a continuacién.
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TABLA No. 1
Tabla de valores de disefio
Variable respuesta: Valores de drea bajo la curva porcentaje de inflamacién
vrs. Tiempo. Extracto hexdnico.

AREA BAJO LA CURVA

‘ Dia Ratan Control FBTZ Dosis Dosis Dosis Dosis Dosis Dosis
80ma/ka | 100ma/ka | 115ma/ka | 132ma/k | 152ma/ka | 175ma/ka | 201ma/ka
1 1 0.86 052 072 0.81 075 0.68 073 063
|
1 2 052 0.64 0.79 072 1076 0.69 0.68 0.71
1 3 0.83 0.60 0.87 0.79 0.71 0.63 059 0.72
1 4 0.79 0.64 0.68 0.76 0.80 0.72 0.63 0.59
2 1 0.88 071 0.87 0.87 0.75 0.77 0.80 0.67
2 2 0.59 10,60 072 076 0.72 0.72 0.66 072
2 3 0.83 063 0.84 0.79 1080 0.68 0.76 0.56
| 2 4 0.84 0.68 084 0.90 | 0.84 0.71 0.71 0.76
i |
'3 1 088 075 087 080  [079 |o72 0.72 068 |
3 2 | 084 0.61 071 076 079|074 0.80 075 |
L
} 3 3 087 0.71 0.84 0.84 0.80 0.69 0.65 0.80
! 3 4 071 0.79 0.75 076 1084 071 071 0.84
= 4
|
i | |
Promedio 0.79 | 0.66 0.79 0.80 078 0.70 070 0.70
| Desv. St. 0.12 iom 007 0.05 1004 0.07 0.07 0.07
| _
[ 1
Coef Var. 1508|137 9.06 650 557 |9.08 9.08 908 |




)

ANALISIS DE VARIANZA

| FUENTE sc 6L | cMm ;

| TRATAMIENTOS 0.24 7 | 003 | 7.80
BLOQUES 0.06 2 | 003 7.19 |

| EmrOR | 0.39 87 | 0.00 |

|

| TOTAL 0.70 9 | | |

B COMPARACIONES DUNNETT I

FBTZ -0.13 (<0.05) 0.07 B

DOSIS 100mg/kg 001 (NS)

| DOSIS 115 mg/kg 001 (NS) ! |

| DOSIS 132mg/kg -0.01 (NS) |
DOSIS 152mg/kg -0.08 (p<0.05) |

| bOSTS 175mg/kg -0.08 (p<0.05) !

15 DOSIS 201mg/kg -0.08 (p<0.05) N

Los resultados obtenidos de la prueba de DUNNET nos indica que las

diferencias de las medias de los tratamientos presentan diferencia a dosis de

152,175 y 201 mg/kg. de peso en comparacion con el control (-).
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. GRAFICA No.1
Valores Promedio de la variable respuesta érea bajo la curva del porcentaje de inflamacién vrs.
tiempo del extracto hexdnico de la especie Tridax procumbens
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TABLA No. 2

Tabla de valores de disefio

30

Variable respuesta: Valores de drea bajo la curva porcentaje de inflamacién

vrs. Tiempo. Extracto cloroférmico.

AREA BAJO LA CURVA

DiCl Ratdn Control FBTZ Dosis Dosis Dosis Dosis Dosis Dosis
80ma/ka | 100ma/ka | 1Sma/ke | 132ma/k | 152ma/ka | 175matka | 201matka.
1 1 0.72 056 0.81 075 | 063 | o068 073 064
1 2 076 064 072 071 | 068 | 072 0.68 0.60
| 3 072 I 060 0.76 076 | 075 | o072 059 060
1 4 092 0.64 0.79 080 | 083 076 063 0.64
[ 1 0.83 071 0.87 075 | 067 | 077 0.80 065
2 2 092 060 0.76 072 | 076 0.77 068 071
2 3 0s6 | 068 079 076 | 083 068 0.76 0.60
| 2 4 080 | 063 083 083 085 076 071 072
r 3 1 084 0.75 0384 0.79 071 072 0.72 049
.
‘l 3 2 092 060 072 0.79 0.86 079 080 0.27
3 3 0.76 J 071 076 080 090 | 069 071 052
3 4 osr | o7 0.80 082 098 078 065 065
| i
L Premedio ; 084 066 079 077 1 0.79 073 0.70 061
| Desv. st | 008 007 005 004 | 010 009 0.09 005
Coef Var | 1005 | 1005 586 488 | 1331 | 1103 1102 12.03




ANALISIS DE VARIANZA

FUENTE SC 6L M F
TRATAMIENTOS 0.46 7 0.07 16.39
BLOQUES 0.05 2 ' 0.03 6.50
: ERROR 0.35 87 l 0.00
. TOTAL 0.85 96
COMPARACIONES DUNNETT
FBTZ -0.18 (p<0.05) 0.09
-[ DOSIS 100mg/kg -0.05 (NS)
DOSIS 115 mg/kg -0.06 (NS)
| DOSIS 132mg/kg -0.05 (NS)
' DOSIS 152mg/kg -0.09 (p<0.05)
' DOSIS 175mg/kg -0.13 (p<0.05)
| DOSIS 20img/kg -0.22 (p<0.05)

Los resultados obtenidos de la prueba de DUNNET
diferencias de las medias de los tratamientos presentan diferencia

significativa a dosis de 152,175 y 201 mg/kg. de peso en comparacién con el

control (-).

indican que las
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GRAFICA No.2
Valores Promedio dela variable respuesta érea bajo la curva del porcentaje de inflamacién vrs.
- tiempo del extracto cloroférmico de la especie Tridax procumbens.
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TABLA No. 3

Tabla de valores de disero

(F%)

Variable respuesta: Valores de drea bajo la curva porcentaje de inflamacién

vrs. Tiempo. Extracto cloroformo-metanol 9:1.

AREA BAJO LA CURVA

qu_ Ratén Control FBTZ Dosis Dosis Dosis Dosis Daosis 1 Dosis '
80ma/ka | 100ma/ka | 115ma/ka | 132ma/k lEZankn__lZﬁmg_[hngle/_lsn_:
1 1 0.72 056 0.63 0.76 065 053 060 | 0.76
1 2 0.76 0.64 0.72 0.72 072 0.72 0.67 0.79
1 3 0.72 0.60 0.78 0.88 0.79 0.72 073 | 060
1 4 0.94 0.64 0.76 0.69 088 0.79 079 | o7
2 1 0.83 0.71 0.67 0.64 0.60 0.72 071 | 067
2 2 092 0.60 084 063 | 06! 0.64 0.69 2 0.63
2 3 0.96 0.68 085 0.65 063 053 0.64 0.56
2 4 0.80 063 0.76 063 | 067 063 060 | 063
o P 0.84 075 099 063 I 0.66 0.64 0.56 0.65
| 3 | 2 091 0.60 088 0.64 | 074 0.65 0.65 058
L i
[ 3 3 0.76 071 076 063 | 0.64 063 065 | 064
i 3 4 092 0.77 069 066 ! 0.60 0.60 0.66 059
— | |
| Promedla—: | o84 066 078 068 | 068 066 066 | 065 -
Desv. St. 009 007 0.10 008 | 009 0.07 006 | 012 _ .
| Coef Vc:r | ‘; 10.49 10.05 12.86 1109 1253 9.98 945 | 1903
DF LA UNIVERSINAD DF SAN CARI0S DF GUATEMALAI
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ANALISIS DE VARIANZA

FUENTE sC 6L M F
TRATAMIENTOS 0.41 7 0.06 9.65
BLOQUES 002 2 0.01 1.40 |
ERROR 053 87 0,01
TOTAL 095 96
COMPARACIONES DUNNETT |
FBTZ -0.18 (p<0.05) 0.08 1
—
DOSIS 100mg/kg -0.06 (NS) ’
DOSIS 115 mg/kg -0.16 (p<0.05)
DOSIS 132mg/kg -0.16 ' (p<0.05) I
DOSIS 152mg/kg -0.18 (p<0.05)
DOSIS 175mg/kg -0.18 (p<0.05)
DOSIS 201mg/kg -0.19 (p<0.05)
L

Los resultados obtenidos de la prueba de DUNNET indican que las
diferencias de las medias de los tratamientos presentan diferencia
significativa a dosis de 115, 132, 152, 175 y 201 mg/kg. de peso en

comparacion con el control (-).




35

GRAFICA No. 3
Valores Promedic de la variable respuesta drea bajo la curva del porcentaje de inflamacién vrs.

tiempo del extracto cloroformo-metanol 9:1 de la especie Tridax procumbens
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TABLA No 4

Tabla de valores de disefio

36

Variable respuesta: Valores de drea bajo la curva porcentaje de inflamacién

vrs. Tiempo. Extracto metandlico.

AREA BAJO LA CURVA

Dia Ratén Control FBTZ Dosis Dosis Dosis Dosis Dosis Dosis
80ma/ka | 100ma/ka | 115ma/ka | 132ma/k | 152ma/ka | 175ma/ka 201ma/knl;
1 1 072 056 0.72 063 063 063 0.40 0.60
1 2 076 0.60 076 0.78 068 072 063 071
1 3 072 0.64 0.72 075 075 0.79 0.80 079 |
1 4 092 0.64 092 083 083 | 075 0.75 073 |
2 1 0583 0.71 083 0.67 0.67 0.67 0.48 056
| 2 2 092 0.60 0.92 076 0.76 0.84 063 0.64
2 3 096 0.68 0.96 083 083 0585 072 0.69
2 4 0.80 063 0.80 085 0585 0.76 0.67 062
3 1 0.84 075 092 071 0.71 099 052 0.64
3 2 092 060 0.84 0.86 086 0.88- 072 059
3 3 076 071 0.76 090 090 076 077 065 |
3 4 087 077 087 | 094 098 069 0.68 059 |
P 084 0.66 0.84 078 079 079 065 065
I ‘ 0.08 0.07 008 0.10 010 0.09 0.12 012

| Desv. 5t.
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ANALISIS DE VARIANZA

| FUENTE sC 6L M F
TRATAMIENTOS 0.56 74 0.08 10.17
BLOQUES 0.08 2 0.04 480
ERROR 0.68 87 0.01
TOTAL 132 96
COMPARACIONES DUNNETT
FBTZ -0.18 (p<0.05) 0.09 1
I DOSIS 100mg/kg -0.06 (NS)
DOSIS 115 mg/kg -0.16 (NS)
i DOSIS 132mg/kg -0.16 (NS)
DOSIS 152mg/kg -0.18 (NS)
DOSIS 175mg/kg -0.18 (p<0.05)
DOSIS 201mg/kg -0.19 (p<0.05)

Los resultados obtenidos de la prueba de DUNNET indican que las
diferencias de las medias de los tratamientos presentan diferencia
significativa a dosis de 175 y 201 mg/kg. de peso en comparacion con el

control negativo.
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: GRAFICA No.4
Valores promedio de la variable respuesta drea bajo la curva del porcentaje de inflamacién vrs.
. tiempo del extracto metandlico de la especie Tridax procumbens
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TABLA No. 5

Tabla de valores de diseno

Variable respuesta: Valores de drea bajo la curva porcentaje de inflamacidn

vrs. Tiempo. Extracto acuoso.

AREA BAJO LA CURVA

|  Dia Ratdn Control FBTZ Dosis Dosis Dosis Dosis Dosis Dosis
| 80ma/ka | 100ma/ka | 115ma/ke | 132ma/k | 152ma/ka | 175ma/ka | 201ma/ka |
| 1 1 072 0.62 0.40 063 076 0.76 0.65 056
| 1 ‘ 2 076 0.60 0.59 0.72 i 079 0.72 0.72 072
| 1 3 0.72 0.60 076 0.79 0.60 0.69 0.79 073
B 4 092 0.64 075 0.75 071 088 0.88 079 |

2 1 083 0.60 047 0.67 067 | 064 0.60 072 |
i 2 2 091 0.65 0.63 0.84 063 063 0.61 0.63

2 3 0.80 053 073 0.85 056 069 063 0.64
I =

2 4 | 096 0.66 066 0.76 063 0.59 067 0.56

3 1 0.84 0.49 052 0.99 0.65 063 0.66 060

3 2 0.87 057 0.76 0.88 0.59 064 074 0.65

3 3 0.76 0.52 0.80 0.76 | 0.64 063 0.64 064

3 4 092 065 066 0.69 ‘ 059 066 0.60 063

i

| romedio : 083 059 065 0.78 0.65 067 068 065
—r:w__s ;* ' 008 0.06 0.13 0.10 0.07 0.08 0.08 012 7
s 942 19.79 12.90 " 10.79 11,55 11.56 19.03 1

Coef Var 9696




ANALISIS DE VARIANZA

40

FUENTE sc 6L M F |
TRATAMIENTOS 051 7 0.07 9.84 ‘
BLOQUES 0.02 2 0.01 1.30
ERROR 0.64 87 001
TOTAL 117 9% |
COMPARACIONES DUNNETT
FBTZ -0.24 (p<0.05) 0.09
DOSIS 100mg/kg -0.19 (p<0.05) |
DOSIS 115 mg/kg -0.06 (NS)
DOSIS 132mg/kg -0.18 (p<0.05)
DOSIS 152mg/kg -0.16 (p<0.05)
DOSIS 175mg/kg -0.15 (p<0.05)
DOSIS 201mg/kg -0.18 (p<0.05)

Los resultados obtenidos de la prueba de DUNNET nos indica que las

diferencias de las medias de los tratamientos presentan diferencia

significativa a dosis de 132, 152,175 y 201 mg/kg. de peso en comparacion con

el control (-).
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GRAFICA No.5
Valores promedio de la variable respuesta drea bajo la curva del porcentaje de inflamacién vrs. tiempo
s del extracto acuoso de la especie Tridax procumbens.

09
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8.3 Caracterizacién Fitoquimica:
8.3.1 Tamizaje macro y semimicro:
A continuacién se presentan las tablas con los resultades

del tamizaje macro y semimicro.

TABLA No. 6

INVESTIGACION DE ALCALOIDES

Extracto Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4
Cloroformo-metanol + * + +
= Std. TR +++ P +4+
papaverina
Std. atropina +44 4+ +++ ++
Tubo 1: Testigo (-): no hay precipitado
Tubo 2: Reactivo de Dragendorff. (+): ligero precipitado
Tubo 3: Reactivo de Mayer's (++): formacion de fléculo
Tubo 4: Reactivo de Wagner (+++): abundante precipitado




TABLA No. 7
INVESTIGACION DE TANINOS

Extracto Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4
Cloroformo- - - - -
metanol
Tubo 1: Testigo (-): no hay precipitado
Tubo 2: Gelatina 1% (+): ligero precipitado
Tubo 3: Gelatina -NaCl (++): formacion de fléculo
Tubo 4: Cloruro férrico al 10% (+++): abundante precipitado
TABLA No.8

INVESTIGACION DE FLAVONOIDES

Extracto Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5
Cloroformo verde verde verde verde verde
metanol amarillo musgo musgo botella musgo

Tubo 1: Testigo

Tubo 2: Reaccidn de Shinoda

Tubo 3: Acido sulfurico concentrado
Tubo 4: Cloruro férrico

Tubo 5: Acido clorhidrico concentrado




TABLA No. 9

INVESTIGACION DE SAPONINAS

Extracto Test de espuma

(después de 2 horas)

Cloroformo-metanol Ninguna formacién de espuma
Std. sol. acuosa de saponinas Abundante espuma mayor de 3 cm.
TABLA No. 10

INVESTIGACION DE ANTRAQUINONAS

Bortrager Bortrzger modificado
Extracto (fase bencénica) (fase bencénica)
Cloroformo-metanol verde arverja amarillo

>




TABLA No. 11

INVESTIGACION DE CUMARINAS

Extracto Sin tratamiento Quimico Tratamiento con KOH
(365nm) alcohdlico 0.5M (365nm)

Cloroformo-metanol fluorescencia azul fluorescencia verde-azul

Estandar solucidn negativo intensa fluorescencia verde azul

8.3.2 Cromatografia en capa fina:

En los resultados de la caracterizacion fitoquimica
empleando cromatografia en capa fina, se citan solamente las fases méviles con
las cuales se obtuvieron mejores separaciones, asi como el extracto que
presenté mejor respuesta antiinflamatoria y que evidencié la presencia de

metabolitos especificos.



TABLA No. 12
FLAVONOIDES
Medios Fisicos Cromdgenos Quimicos
Extracto Rf Luz ultravioleta Reactivo de productos
(previo formar naturales-
cromdgeno) polietilénglicol
365 nm
Cloroformo- 0.02 naranja-verde naranja
metanol
0.05 naranja claro naranja
0.08 naranja oscuro naranja oscuro
0.10 naranja oscuro naranja oscuro
0.67 Celeste Celeste
0.85 naranja naranja
0.90 naranja naranja

Fase mévil: Acetato de etilo/dcido férmico/dcido acético glacial/agua

(100:11:11:27)

IPROPIEDAD OF LA UNIVERSIDAD OF SAN CARIDS 0 GUATEMALAY
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TABLA No. 13

ANTRAQUINONAS
Medios Fisices Cromédgenos Quimicos
Extracto Rf Luz ultravioleta Solucion alcohélica de
(previo formar KOH al 10%
cromégeno)
365 nm
Cloroformo- 0.12 Celeste violeta Violeta
metanol 0.22 Amarillo Amarillo oscuro
0.31 Naranja Naranja oscuro
0.37 Naranja oscuro Naranja oscuro
0.54 Naranja claro Naranja oscuro
0.79 Naranja café Mostaza
0.83 Naranja café Mostaza
0.89 Naranja café Mostaza
0.96 Naranja Naranja oscuro

Fase movil: Acetato de etilo/metanol/agua (100:17:13)




TABLA No. 14

PRINCIPIOS AMARGOS

Cromégenos Quimicos |

Extracto Rf Anisaldehido acido “ |
sulfdrico |
Cloroformo- 0.01 Amarillo
metanol 0.04 Café
0.06 Naranja
0.09 Celeste
0.84 Naranja
8.88 Amarillo-verde

Fase movil : Clorofromo/metanol (95:5)
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9.- DISCUSION DE RESULTADOS

9.1 Farmacologia Experimental:

~ Ensayo toxicolégico:

El extracto cloroformo-metanol (9:1) fue el que mayor actividad
antiinflamatoria estadisticamente significativa presenté por lo que se realizé
el ensayo toxicoldgico a dosis de 250, 350 y 450 mg/kg de peso, no
observdndose ninglin cambio en el comportamiento de los animales, ni muerte
alguna, determinando con ello que la DLso para el extracto cloroformo-metanol

(9:1) de la especie Tridax procumbens es mayor de 450 mg/kg de peso.

~ Ensayo antiinflamatorio:

= Extracto hexdnico: De acuerdo al andlisis estadistico de
DUNNET se demostré  actividad - antiinflamatoria
estadisticamente significativa a dosis de 152, 175 y 201 mg/kg
de peso del extracto de las hojas de la especie _Tridax

procumbens ver pagina 27-29, 71-73 (tabla 1,15; grdfica 1).

» Extracto cloroférmico : Los resultados obtenidos
demostraron que dicho extracto posee actividad
antiinflamatoria estadisticamente significativa a dosis de
152, 175 y 201 mg/kg de peso no asi a la de 100 ,115 y 132
mg/kg de peso. ver pagina 30-32; 74-76 (tabla 2,16, grdfica
2).




* Extracto cloroformo-metanol (9:1): Los resultados
obtenidos para este extracto demostraron que presenta una
actividad antiinflamatoria estadisticamente significativa a
dosis de 115, 132, 152, 175 y 201 mg/kg de peso en
comparacién con el control (-), lo que se puede inferir que en
dicho extracto se encuentra la mayor cantidad de
metabolitos secundarios ver pdgina 33-35; 77-79 (tabla

3,17; grdfica 3).

= Extracto metandlico: Las dosis que presentaron una
actividad antiinflamatoria estadisticamente significativa
fueronde 175y 201 mg/kg de peso en comparacién con el
control negativo ver pdgina 36-38; 80-82 (tabla 4,18

grafica 4).

* Extracto acuoso: Dicho extracto presenta actividad
estadisticamente significativa a dosis de 132, 152, 175 y
201 mg/kg de peso. ver pagina 39-41, 83-85 (tabla 5,19

grdfica 5).
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9.2 Tamizaje macro y semimicro:

Se ha reportado que los alcaloides generalmente ejercen algin
tipo de actividad farmacolégica, usualmente sobre el sistema nervioso central
(16).

Los flavonoides actualmente se utilizan para la conservacion de
grasas o jugos de frutas debido a las propiedades antioxidantes , entre las
actividades bioldgicas que presenta este grupo de metabolitos secundarios
esta la de dilatar las coronarias, espasmoliticos, accidon antihepatotéxica,
antimicrobiana y fungitéxica. (4,17)

Las antraquinonas son utilizadas como colorantes y se emplean en
medicina por su accidn catdrtica. (4,17).

Sobre los taninos se ha encontrado evidencia de su valor potencial
como agentes citotdxicos y/o antineopldsicos. Su actividad bioldgica radica en
su cardcter astringente, su propiedad de coagular las albiminas de las mucosas
y de los tejidos, creando asi una capa de coagulacién aislante y protectora, que
reduce la irritacion y el dolor. (4,18).

Las saponinas son poderosos agentes tensioactivos, que ademds
ocasionan hemdlisis a bajas concentraciones. Son de gran importancia en la
Industria Farmacéutica, ya que las saponinas esteroidales pueden utilizarse
como precursores en la sintesis de hormonas sexuales, cortisona, esteroides,

diuréticos, vitamina D y heterdsidos cardidcos. (4,17).
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Las propiedades que poseen estos metabolitos secundarios determinan
la importancia de realizar un tamizaje macro y semimicro del extracto que

presenté la mejor respuesta antiinflamatoria, obteniéndose los siguientes

Alcaloides: Los resultados no proporcionan evidencia concluyente
en lo referente a la presencia o ausencia de Alcaloides (ver tabla

No. 6, pagina 42).

Taninos: Los resultados no proporcionan evidencia concluyente en
lo referente a la presencia o ausencia de taninos (ver tabla No. 7,

pagina 43).

Flavonoides: Por los resultados de precipitacion y coloracién se

presume la presencia de flavonoides. (ver tabla No. 8 pagina 43 ).

Saponinas: Los resultados no proporcionan evidencia concluyente
en lo referente a la presencia o ausencia de Saponinas. (ver tabla

No. 9 pagina 44).

Antraquinonas: Por los resultados de precipitacién y coloracion se
presume la presencia de Antraquinonas. (ver tabla No. 10 pagina

44).

Cumarinas : Por los resultados obtenidos se presume la presencia

de Cumarinas  (ver tabla No. 11 pagina 45).



9.3 Tamizaje por medios cromatograficos:

Flavonoides: Se presume la presencia de flavonoles y flavonas
segun bibliografia (15) debido a la coloracién celeste y naranja que
presenté dando un Rf de 0.67 y 0.02, 0.05, 0.08, 0.10, 0.85, 0.90

respectivamente.(ver tabla No. 12 pagina 46).

Antraquinonas: Se presume la presencia de antronas y antranoles
segun bibliografia (15) por la coloracién amarillo que presenté
dando valores de Rf de 0.22, 0.31, 0.37, 0.54, 083 y 0.96. (Ver
tabla No. 13 pagina 47).

Principios Amargos: Se presume la presencia de amanogentinas
segln bibliografia (15) por la coloracion amarillo que presenté dando

valores de Rf de 0.01y 8.88. (Ver tabla No. 14 pagina 48).

\ ROPIEDAD DF LA UNIVERSIDAD DF SAR CANI0S 0F GUMTEMALAY
Bibliotero Cenrtral .
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10.- CONCLUSIONES

10.1 De los cinco extractos evaluados de la especie_ Tridax procumbens
(hierba del toro) , el extracto cloroformo-metanol (9:1) posee actividad
estadisticamente significativa a dosis de 115, 132, 152, 175 y 201 mg/kg de

peso presentando asi la mayor capacidad antiinflamatoria.

10.2 En el ensayo toxicoldgico los ratones evaluados no presentaron sintomas
de intoxicacién a las dosis de 250, 350 y 450 mg/kg de peso. Por lo que se
estima que la dosis letal media DLso para el extracto cloroformo-metanol 9:1

es mayor de 450mg/kg de peso.

10.3 Existe evidencia preliminar de la presencia de Flavonoides del tipo
flavonas y flavonoles asi como de Antraquinonas del tipo antronas y antranoles
y de Principios amargos del tipo amanogentinas , seglin cromatografia en capa

fina. Ver pagina 46-48 (tabla 12-14).

.
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11.- RECOMENDACIONES

11.1 Que se haga del conocimiento de la poblacién guatemalteca los resultados

obtenidos en este tipo de investigacion.

11.2 Que se incentive mds la investigacidn en el estudiante de la Facultad de

Ciencias Quimicas y Farmacia.

11.3 Que se continde el estudio farmacoldgico Fase IIT para la especie

Tridax procumbens hasta aislar el principio activo responsable de la actividad

antiinflamatoria.

11.4 Que en un futuro se realice la formulacién, produccién de productos

fitoterapéuticos partiendo de una planta piloto.
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ANEXO 1

CLASIFICAION Y DESCRIPCION BOTANICA DE
Tridax procumbens (hierba del toro)

CLASIFICACION:

Reino Vegetal
Sub-reino Embryobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Genero Tridax
Especie Tridax procumbens (5)
DESCRIPCION:

Hierba perenne de base lefiosa, tallos ramificados, 15-50 e¢m de largo,
algunas veces enraizados en los nodulos, esparcidos, a veces vellosas, los tallos
y las ramas se encuentran vuelos al derecho.

Hojas opuestas, con peciolo corto, limbo rémbico, de 2-7 c¢cm de largo,
agudas o puntiagudas en el dpice, de color verde oscuro, los mdrgenes
fuertemente dentados o serrados, hirsuto en el envés; frecuentemente
escabroso en el haz.

Flores en cabezuelas radiadas (parecidas a las margaritas), solitarias,
terminales, en pedinculos desnudos cominmente de 10-20 c¢cm de lardo,



hirsutos, con vellos diseminados; involucro campanulados puntiagudos de 5 a 8
mm de largo; filarios biseriados, paleas persistentes aproximadamente de 8
mm de largo, frecuentemente estriados, préximos a la cima, las flores del
radio de 6 ligulas de color amarillo pdlido o blanquecinas, sub biculares y
oblongas de 3-5 mm de largo, 2-3 Iébulos; flores del disco amarillas de 5-7 mm
de largo.

Aquenios negruzcos, de 2.5 mm de largo, pilosos, la cima truncada, la
corona de eriza con aproximadamente 20 plumonos, los aquenios del radio se
reducen a 2 mm de largo (5).

NOMBRES COMUNES:
Hierba del toro, cadillo, chicasa, curagusano, hierba de San

Juan, romerillo de loma, Sn Juan del Monte. ( 18 ).

ORIGEN Y DISTRIBUCION:

Crece silvestremente en lugares himedos y secos. se encuentra
en los campos con maleza y montafias, frecuentemente en suelos arenosos,
corriendo al o largo de su base, es frecuente encontrarla en terrenos baldios
a 2300 m.s.n.m.

Nativa de México y Centro América, introducida y naturalizada en
Florida, trépico de Africa, Asia Meridional, América del Sur, Bahamas,
Occidente de la India, El Caribe y en los trépicos del Viejo Mundo.

En Guatemala se ha descrito en Alta Verapdz, Chimaltenango,

Escuintla, Guatemala, Izabal, Petén, Quiché, Retahuleu, Sacatepéquez, San

Marcos, Santa Rosa, Suchitepéquez, Zacapa, El progeso y Chiquimula. (5).




COMPOSICION QUIMICA:
Las hojas y tallos contienen un alcaloide desconocido. En las
revisiones efectuadas, no se encontrdé informacion sobre la composicidn

fitoquimica de esta especie. (6).

USOS POPULARES:

La decoccién de la planta es utilizada como febrifugo, tratamiento
para la anemia, dolor de cabeza, alergia, hipertension, diabetes, vaginitis,
catarros, enfermedades hepdticas y trastornos menstruales.

Las hojas son utilizadas en cataplasmas, las cuales son fritas con
manteca de cerdo y se aplica en inflamaciones. En el oriente de Guatemala, las
hojas son aplicadas como cebos para destruir larvas de insectos.

En afecciones gastrointestinales se usa para tratar diarrea, dolor
de estémago, gastritis, flatulencia, parasitosis intestinales y estrefimiento.

(5-6).
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ANEXO 2

FARMACOLOGIA DE FENILBUTAZONA

Compuesto de origen sintético que deriva del pirazol compuesto
heterociclico con 2 dtomos de nitrégeno y de carbono, la Fenilbutazona y su sal
soluble, deriva de su forma endlica, es una pirazolidinadiona, con dos funciones
cetdnicas y un grupo fenilo agregado.

Accion antiinflamatoria:

Se observa en  procesos reumdticos crénicos, en los del tipo
inflamatorio, como artritis reumatoidea, accién antirreumdtica, disminuyendo
el dolor, la tumefaccidn, la rigidez articular. En el ataque agudo de gota,
producen inhibicién rdpida del proceso inflamatorio agudo.

Accion analgésica:

Midiendo la accién analgésica por elevacion de umbral del dolor, puede
observarse una analgesia con esas drogas semejantes a los salicilatos; en
pacientes con dolor somdtico producido por fracturas, en el postoperatorio y
postparto se ha observado una evidente disminucion de la intensidad del dolor
como también en procesos reumdticos, artritis reumatoidea, osteoartritis o
artrosis y fibrosis.

Farmacocinética y metabolismo:

La Fenilbutazona se absorbe en forma rdpida y completa en vias
gastrointestinales. Después de usar dosis terapéuticas, mds de 98% del
medicamento se liga a proteinas plasmdticas. La vida media de la fenilbutazona
en plasma es muy larga de 50 a 65 horas.

La fenilbutazona pasa por transformaciéon metabdlica extensa en los
seres humanos. La oxifenbutazona, uno de sus metabolitos posee actividades
antirreumdticas y de retencién des odio similares a las del compuesto original.
La oxifenbutazona también se liga ampliamente a proteinas plasmdticas y su
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vida media en el plasma es de varios dias. Se acumula en grado significativo
durante la administracion de fenilbutazona a largo tiempo y contribuye a los
efectos farmacoldgicos y téxicos del producto original.

Interacciones Medicamentosas:

La fenilbutazona puede desplazar de su sitio de unién a proteinas
plasmdticas a otros antiinflamatorios, anticoagulantes e hipoglucemiantes
orales, sulfonamidas y otros fdrmacos. El resultado neto depende del
medicamento y de su biotransformacién y eliminacién después de ser
desplazado. Dicho desplazamiento contribuye, por lo menos en parte, al mayor
riesgo perfectamente documentado de hemorragia si se administran de modo
concomitante fenilbutazona y warfarina; de mayor importancia, la fenilbuazona
también disminuye la eliminacién del esterecisomero mds activo de la
warfarina. El desplazamiento de la hormona tiroidea ligada a proteinas
plasmdticas por parte de la fenilbutazona complica la interpretacién de los
resultados de funcién tiroidea.

Toxicidad:

Es una droga téxica y las reacciones adversas son bastante frecuentes,
variando entre el 23 y 44 %. Los trastornos pueden ser gastrointestinales
(estos consisten en nduseas, vémitos, diarrea y a veces estomatitis ulcerosa;
es posible la produccién o reactivacién de dlceras gastroduodenales (pépticas)
con hemorragia digestiva y adn perforacién), edemas (se producen por
retencién de sodio y agua; no son muy frecuentes, pero dicha retencién puede
seguirse de insuficiencia cardiaca), erupciones cutdneas (eritematosas,
paulosas, vesiculares y purplricas, de origen alérgico, alergia tipos I,IT y III),
hepatitis (con ictericia, de ser grave), alteraciones nerviosas (vértigos,
alteraciones visuales, excitacidn o depresién nerviosa), y transtornos
sanguineos (anemia, que puede ser aplastica, leucopenia, trombocitopenia,
agranulocitosis).




(o)

Aplicaciones Terapéuticas:

En la actualidad, la fenilbuazona no se considera el farmaco mds indicado
en transtorno alguno, aunque a veces es usado para combatir la gota aguda, y
en artritis reumatoide y cuadros similares. La fenilbutazona debe utilizarse
sélo después de comprobar la ineficiencia de otros medicamentos y ello
unicamente luego de una consideracidon cuidadosa de los riesgos que entrana su
consumo en comparacion con las ventajas que tienen para el enfermo. Aln mds,
ha de proporcionarse sélo en exacerbaciones agudas de gota o artritis
reumatoide y no en el tratamiento a largo plazo. No es adecuada la utilizacién
indiscriminada de la fenilbutazona en la terapéutica de trastornos
musculoesqueléticos agudos o crénicos de poca importancia . (12).

ANEXO 3
SOLUCION PARA EL PLETISMOMETRO
La solucidn que utiliza el pletismémetro digital Ugo Basile Cat. No. 7150
se prepara de la siguiente manera:

El compuesto de mojado provisto (4 a 5 ml/l) el cual minimiza gotas y la
formacion del mefisco para medidas mds exactas.

Cerca de 6 milimoles de un cloruro univalente de un metal alcalino (NaCl,
LiCl, RbCl, CsCl). En la prdctica 0.4 a 0.5 g/l de sal comdn (NaCl) en 0.3 a 0.4

gramos para el reservorio de 0.7 litros.

Todo lo anterior se agrega al agua destilada. (19).
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ANEXO 4

CONCEPTOS FARMACOGNOSICOS

El término extraccion desde el punto de vista Farmacéutico se refiere a
la separaciéon de porciones medicinales activas provenientes de tejidos
vegetales o animales, de todos aquellos componentes inactivos o inertes,
mediante el uso de solventes selectivos. Los productos asi obtenidos son
liquidos relativamente impuros, semisélidos o sélidos, utilizados como elixires,
extractos pilulares, extractos pulverizados o fluidos, jarabes, tinturas,
decocciones e infusiones.

Existen diferentes métodos para la extraccién de drogas crudas para la
obtencion de la porcion terapéutica activa y eliminar el material inerte
mediante el tratamiento con un solvente selectivo, conocido como MENSTRUO.
Entre los principales métodos de extraccidon se encuentran la maceracién,
percolacidn o lixiviacion, digestion, infusidn, decoccidn, destilacién y extraccién

continua.
PERCOLACION:

Este es el procedimiento mds utilizado para extraer los ingredientes
activos en la preparacion de tinturas y extractos fluidos. Se utiliza un
percolador, es decir, un recipiente con forma de cono, mds o menos estrecho,
con dos extremos abiertos. Los ingredientes sdlidos humedecidos con una
cantidad apropiada de solvente, se deja en reposo durante aproximadamente
cuatro horas en un recipiente bien cerrado, y luego se coloca dentro del
percolador.

Se afade suficiente solvente para saturar el material vegetal, y se tapa
la parte superior del percolador. En el momento en que | liquido comienza a
gotear a través del cuello del percolador, se cierra el orificio de salida. Se
afiade solvente adicional de manera que haya una capa superficial de solventes




sobre el material vegetal, y la mezcla se deja en maceracién dentro del

percolador cerrado, durante 24 horas.

Transcurrido este tiempo, se abre el orificio del percolador, y se deja

gotear lentamente el liquido, afiadiéndose suficiente solvente extra, segin se
requiera.
El material sélido que ha que dado, se saca, se filtra a través de manta o gasa,
presionando fuertemente, y el liquido obtenido se afiade al percolador, el cual
posteriormente es clarificado mediante filtracién o decantacién. Luego que se
ha obtenido una solucién de los constituyentes activos puede utilizarse para
producir ciertas finturas o extractos fluidos, o puede ser procesado
posteriormente para producir un extracto sélido o semisélidos.(4).

ANEXO 5

CONCEPTOS CROMATOGRAFICOS

Dentro de las diferentes técnicas cromatogrdficas, la Cromatografia en
capa fina es la que se aplica en mejor forma para el andlisis de productos
naturales. Este método requiere solo una pequefia inversién en instrumentos,
poco tiempo para el andlisis (15-60) minutos, asi como cantidades minimas de
muestra.

Por otro lado, son poco probables los resultados falsos debido a
componentes secundarios, el espacio que requiere es minimo. y el manejo de la
técnica es simple.

Cromatografia en capa fina:

Es un método de separacién fisicoquimico. Sobre una cromatoplaca de
vidrio se coloca una delgada capa de material granular (fase estacionaria). La
mezcla a separar,’en forma de solucion, se aplica sobre dicha superficie, ya sea
como manchas o bandas, a lo largo de la linea base. Luego que la cromatoplacas




se ha colocado dentro de una cdmara firmemente cerrada que contienen un
solvente adecuado (fase movil), se efectla la separacién a través de migracion
capilar (desarrollo).

Normalmente la distancia que se deja correr el solvente es de
aproximadamente 10cm. En caso que el valor de Rf obtenido sea bajo, puede
dejarse que la placa se seque al aire durante unos 5-10 minutos, y luego se
coloca nuevamente dentro de la cdmara cromatogrdfica, hasta que el solvente
recorra 10cm de distancia. Con esto se duplica el grado de separacidn. (4).




ANEXO 6 ‘
TABLA No. 15
Porcentaje de Inflamacion vrs. Tiempo del Extracto hexdnico de las hojas de

la especie Tridax procumbens

Variable respuesta. Valores de drea bajo la curva porcentaje de inflamacién

vrs. Tiempo.
Ensayo: Control (-) Agua destilada
hieti DIA 1 DIA 2 DIA 3
% DE INFLAMACION
med| Desy | ~~=7
X Yi | Y2 | Y3 | va | yr [ v2 | Y3 | va| vr | v2]| vs | va |77 0

1 021]013]| 02 (019] 022|014 | 02 | 0211022021 021]0.17 )] 0.19 | 0.C3
2 021|013 021} 02 |[022(015|021)021)022|021)022|018| 02 |00
3 022 (013|021} 02 [ 022015 021)021]022)|021)]022)0.18| 0.2 | 0.03

(S 1]
[0}]
(8]

I
(53]
ra

ki
m
(=)
38}

Area | 0.86 [ 0.52 | 0.85| 079 (088 ) 059 | 083|084 | 088|084 | 087 | 0.71

Ensayo: Control (+) Fenilbutazona

T'hr: DIA 1 DIA 2 DIA 3
% DE INFLAMACION
2 vi | y2 | va | va|vi | vy2]vys | va | vi | v2]| va| va |Promed| Desv | e

1 014 | 016 015|016 | 0.18 | 015|017 | 015|018 | 015|018 | 019|016 1 0C2 | “&3 |

r

014 | 0.16 | 015 0.16 | 0.18 | 0.15| 0.17 [ 0.16 | 0.19 | 0.15| 0.18 | 0.19 | 0.17

(R

0141016 ) 015|016 [ 017 | 015 | 017 [ 016 | 0.19 | 0.15| 0.17 | 0.2 | 0.16

Area | 0.56 | 064 | 06 | 064|071 06 | 068|063 | 075| 06 | 071|077

=




Ensayo: Dosis 100 mg/kg

i DIA 1 DIA 2 DIA 3
% DE INFLAMACION
x vi ol v2a | %8 va | v | va|va | Ye | | ¥z | va | we [PUT TR R
1 |o018|020(022]|017|022|018]|021(021]022]|018|021|019]020(002]|&20
2 |o018|020|022|017|022]|018|021]|021|022]|018|021]019020]|002]820
3 |o018|019| 021|017 [021]018[021]021|021]|017| 021|018 (019|002 891
area | 072 | 0.79 | 0.87 | 0.68 | 0.87 | 0.72 | 0.84 | 0.84 | 0.87 [ 0.71 | 0.84 | 0.75
Ensayo: Dosis 115 mg/kg
bl DIA 1 DIA 2 DIA 3
% DE INFLAMACION
x Yi [ v2 | v3 | va | v1 [ v2 | v3 | va | vi | v2 [ va | vq [PrOmedfDesv. ] Coef
1 | 020|018 (019 | 019|021 [019[019[021]020|019]021]019]020]0.01][500
2 |020)018|020|019]022|0.19[0.20|023]|020|019]|0.21 019 o020]001]707
3 |o021|018]| 020|019 [022]|019]|020]023|020]019]|021]|019]|020]001][719
area [ 081 072|079 076|087 ]|076|079]|090[080|076]084]076
Ensayo: Dois 132mg/kg
g DIA 1 DIA 2 DIA 3
% DE INFLAMACION
x Yi | y2 | v3 | va | vi | v2 | v3 | va | v1 [ v2 | ¥3 [ vq |Promed| Desv | Coef
1 0.18 | 0.19 | 017 | 0.20 | 0.18 | 0.18 | 0.20 | 0.21 | 0.19 | 0.19 | 0.20 | 0.21 | 0.19 | 0.01 | 6.61
2 |019 (019|016 ]| 020|019 018]| 020|021 |020|020[020|021]|020] 001500
3 |o019]019|0.18[020]| 019|018 |020|021|020]020]020]021]020(001]5.00
area | 075 | 076|071 | 080 075|072 | 080|084 [079]079]080] 084




Ensayo: Dosis 152 mg/kg

T:i"?sp]o DIA 1 DIA 2 DIA 3
% DE INFLAMACION
x Yi [ vz | v3 | va | vt [ vz | v3a | va| vi | v2 | va | va |Fromes|Desv. | Coef
1 ] 019]019| 018|020 020)021]|019]021|021|021[020]|012]|020]001]5.22
2 |017 018|016 [ 018|019 | 018|017 [0.17 (018|018 | 017|018 0.18 [ 0.01 [ 4.51
3 |015|014[013)] 016|019 0.15| 015|016 0.15[0.17|0.15| 014 | 0.15 [ 0.02 [10.15
Area | 068 069|073 )| 072|077 | 072|068 | 071|072 (074 069]0.71
Ensayo: Dosis 175 mg/kg
kg DIA 1 DIA 2 DIA 3
% DE INFLAMACION
. Yi [ Y2 ] v3 | va | vr [ v2 | v3 [ va | vi | v2 | vz | vq |Frmed|Desv [ Goer
1 0.19 1] 0.17 | 0.15 | 0.18 020 ) 017 ) 019 | 018 | 0.18 | 0.20 | 0.17 | 0.18 | 0.18 0.02 | 8.57
2 0.18 | 0.17 | 0.15 016 | 0.20 | 0.17 | 0.19 | 0.18 | 0.18 | 0.20 | 0.16 | 0.18 | 0.18 | 0.02 B8.81
3 018 | 017 | 0.14 | 015 | 0.20 | 0.17 | 0.19 | 0.17 | 018 | 020 | 0.16 | 0.17 | 0.17 | 0.02 |10.58
Area 073|068 | 059|063 | 080|068 | 0.76 | 0.71 072 ] 080 | 0865 071
Ensayo: Dosis 201 mg/kg
r:le:;-sw DIA 1 DIA 2 DIA 3
% DE INFLAMACION
x Yv | ¥2 { ya ] va [ vi | v2 | va | v | vs | va | va | e [Prmed] Ooav | Con
t | 015[017]| 018|014 016|018 ]| 014 019|017 ]| 018|020 021|017 | 0021287
2 |o016|018[018|015]| 017 (018 | 014|019 017|019 | 020 021|018/ 0021141
3 |o016|018[018) 015|017 | 018 | 014|019 017|019 [ 020]021]018] 0021141
area [ 063 |071|072| 050|067 |072|058|076|068|075]|080](084




TABLA No. 16
Porcentaje de Inflamacidn vrs. Tiempo del Extracto cloroformico de las hojas

de la especie _Tridax procumbens

Variable respuesta. Valores de drea bajo la curva porcentaje de inflamacién

vrs. Tiempo.

Ensayo: Control (-) Agua destilada

Tiempo
(Hrs) DIA 1 DIA 2 DIA 3

% DE INFLAMACION
x Y1 Y2 Y3 Y4 Y1 Y2 Y3 Y4 X1 Y2 Y3 Y4

Promed| Desv.

1 018 |019| 018 | 023| 02 | 023|024 | 02 |021|022]|0.19| 0.23| 021 0.02| 102

2 018 | 019|018 023|021/ 023|024 | 02 | 021]022)|0.19| 0.23 | 0.21 | 0.02 | 10.08

3 018 1019|018 | 023 021| 023024 02 | 021|021]019] 023 0.21]0.02| 988

. Area | 072 (076|072 092|083 092|096 | 08 | 084|087 )0.76| 082

Ensayo: Control (+) Fenilbutazona

Tiempo
il DIA 1 DIA 2 DIA 3
% DE INFLAMACION
vyt [ yv2 | va ] va | v | v2a | va ] va| vt | v2 ] va| va [TOre T

i0 St

w
oo o
o |’

1 014 |016] 0.15| 016 | 0.18 | 0.15| 017 | 0.15| 0.18 | 0.15 | 0.18 | 0.18 | 0.16 | 0.02

2 0.14|0.16| 015 0.16 | 0.18 | 0.15|( 0.17 | 0.16 | 0.18 | 0.15| 0.18 | 0.19 | 0.17 | 0.02 | 10.17

3 014 |016|015| 016 | 017 | 015|017 | 016 | 019 | 0.15| 0.17 | 0.2 | 0.16 | 0.02 | 10.54

Area | 0.56 |064| 06 | 064|071 06 | 068|063 ]|075| 06 | 0.71] 0.77




Ensayo: Dosis 100 mg/kg

Tiempo
(Hrs)

DIA 1

DIA 2

DIA 3

% DE INFLAMACION

b !

Y2

Y3

Y4

¥1

Y2

Y3

Y4

Tl

Y2

Y3

Y4

Prome
dio

Desv
St.

Coef
Var

0.20

0.18

0.19

0.19

0.21

0.19

0.19

0.20

0.21

0.18

0.19

0.20

0.19

0.01

50.13

0.20

0.18

0.19

0.20

0.22

0.19

0.20

0.20

0.21

0.18

0.19

0.20

0.20

0.01

6.15

=

0.21

0.18

0.19

0.20

0.22

0.19

0.20

0.21

0.21

0.18

0.19

0.20

0.20

0.01

6.39

Area

0.81

072

0.76

0.79

0.87

0.76

0.79

0.83

0.84

0.72

0.76

0.80

Ensayo: Dosis 115 mg/kg

Tempo
(Hrs)

DIA 1

DIA 2

DIA 3

% DE INFLAMACION

¥1

Y2

Y3

Y4

Y1

Y2

Y3

Y4

¥

Y2

Y3

Y4

Prome
dio

Desv
St.

Caoef.
Var

0.18

0.17

0.19

0.20

0.18

0.18

0.19

0.20

0.19

0.19

0.20

0.20

0.19

0.01

5:27

n

0.19

0.18

0.19

0.20

0.19

0.18

0.19

0.21

0.20

0.20

0.20

021

0.20

0.01

5.13

0.19

0.18

0.19

0.20

0.19

0.18

0.19

0.21

0.20

0.20

0.20

0.20

0.18

0.01

4.64

Area

0.75

0.73

0.76

0.80

0.75

0.72

0.76

0.83

0.79

0.79

0.80

082

Ensayo: Dosis 132mg/kg

Twempo
Hrs)

DIA 1

DIA 2

DA 3

% DE INFLAMACION

Y1

Y2

Y3

Y4

Y1

Y2

Y3

Y4

Y1

Y2

Y3

Y4

Prome
dio

Desv
S1

Coef
Var

0.15

017

0.18

0.20

016

0.19

0.20

0.22

017

020

021

0.23

0.19

0.02

12 .89

0.16

017

018

0.21

0.7

019

0.21

0.21

0.18

0.22

0.23

0.25

0.20

0.03

13.63

0.16

017

0.19

021

017

0.19

0.21

0.21

018

0.22

023

0.25

0.25

0.03

10.85

063

068

075

0.83

067

0.76

0.83

085

0.71

086

080

0.98
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Ensayo: Dosis 152 mg/kg

Fimp DIA 1 DIA 2 DIA 3

(Hrs)
% DE INFLAMACION
Prome| Desv. | Ceoef
X Y1 Y2 Y3 Y4 Y1 Y2 Y3 Y4 Y1 X2 Y3 Y4 dio st Viar
1 019]101910.18|0.20|10.20/0.21]0.19|0.20(0.21]021]0.20(0.21]10.20]|0.01| 5.0
2 0.1710.18|0.18]0.19]|0.19/0.19/0.17/0.19|0.18]019]|0.17(0.19(0.18|0.01]|4.75
3 0.15|10.17/0.1810.18|0.19]0.18|0.15|0.18[0.15|0.190.15]10.19]0.20]|0.02| 8.44

Area |068]0721072]|0.76|0.77|0.77|0.68|0.76]10.72|0.79|0.69]0.78

Ensayo: Dosis 175 mg/kg

b 4 DIA 1 DIA 2 DIA 3
% DE INFLAMACION
" Y1 Y2 Y3 Y4 Y1 Y2 Y3 Y4 Y1 Y2 Y3 Y4

Prome| Desv | Ccet
dio St Var

00]0.17]|0.12]|0.18|018|020|0.17]|0.17]0.18|0.02|8B.70

% 1 0.19|017]|0.15]0.16

(=T I S ]

[

018|017[0.15|0.186 20|0.17}0.16|0.18|018|0.20|0.18|0.16|0.18|0. 02 |8 B1

3 0.18]017|014]|0.15|020)0.17]0.19|017|0180.20]10.18|0.1610.17]0.02 |10 52
area |0.73|068|059)|063|0B0|06BJO0OT768|0.71]0

080|071)0.65

=l
N

Ensayo: Dosis 201 mg/kg

o DIA 1 DIA 2 DIA 3

(Hrs)
% DE INFLAMACION

x [ yr vz | va|va [ vi|vz2]|v3]|ve|vi|vz]|va]| e [Prome|Desy|Coef
1a St Var
i |o19|o19|o18|o20]|017]|0.20|0.18|021]|0.14]|0.17]|0.16]020|0. 18] 0.02]10.99
2 |o1s|o14]|0.15|016|016|017]|0.14]|0 180120140 13]0.16|0.15[002]11.37

3 015/013(0.12|012|0.16|0.17]0.14|0.15|0.11]0.12|0.10/013|0.13]|0.02|{15.78

area |1064|060|060|064(065|/071|060(|0.72|049|0.57|0.52|0865
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TABLA No. 17
: Porcentaje de Inflamacion vrs. Tiempo del Extracto Cloroformo-metanol 9:1

de las hojas de la especie Tridax procumbens

Variable respuesta. Valores de drea bajo la curva porcentaje de inflamacidn

vrs. Tiempo.

Ensayo: Control (-) Agua destilada

L g DIA 1 DIA 2 DIA 3

(Hrs)
% DE INFLAMACION
x Yt | Y2 | v3 | va | vi | vy2 | v3 | va | vi | v2 | v3a | ya [Fromed| Desv | Coef

1 018 (019|018 | 023 | 02 | 023|024 | 02 |021]|022]|019| 0.23|021]|002]( 102
2 0.18 | 0.19| 0.18 | 0.24 | 0.21 | 0.23 (| 024 | 0.2 | 021 023 | 0.19| 023 | 021 ]| 0.02 |107¢
0

3 018|019 0181 023|021 (023 (024 | 02 |021)|023]0.19)1023| 02100210

Area | 072 | 076|072 | 094 | 083|092 | 09 | 08 (084 |091) 076 | 0.92

Ensayo: Control (+) Fenilbutazona

B DIA 1 DIA 2 DIA 3

(Hrs)
% DE INFLAMACION

x vi |l v2 | va | va | yu | v2 ]l ¥z valvi| vyz] vs | ya |Fromed Desv | Caal
i0 St Var

1 0141016 ) 015|016 | 018 | 015|017 | 015 0.18 | 0.15| 0.18 | 0.19 | 0.16 | 0.02 | 9.88
2 014|016 | 015 ( 016 ( 018 | 0.15| 0.17 | 0.16 [ 0.19 | 0.15| 0.18 | 0.19 | 0.17 | 0.02 [10.17

3 014 1016|015 016 ( 017 | 015|017 | 016 | 019 | 015 | 017 ]| 0.2 | 0.16 | 0.02 [10.54

Area | 056 | 064 | 06 (064|071 | 06 | 068 | 063|075 06 | 071 ] 0.77




Ensayo: Dosis 100 mg/kg

Tiempo

{Hrs) DIA 1 DIA 2 DIA 3
% DE INFLAMACION
. R - . = = - , ik . Prome| Desv. | Coef.
X Y y2lvavalvi]y2)vys)valvr|v2]vs|va | 00700
1 nisloasloi9lois|orefo2r|o22|o019fo24]022l019|018]0.19]003] 135
2 01610181020 019]017)021)021]019(025]1022|019[0.17]0.20]0.03]12.84
3 n16|o18| 019020017 f021|021|019f025]022(019]017])020]| 0031284
Area | 063 |072]076|076|067|084|085]076[099(088|076]| 069
Ensayo: Dosis 115 mg/kg
Tiempo
it DIA 1 DIA 2 DIA 3
% DE INFLAMACION
Prome| Desv. | Coef
x YA g Y2 | Y3 | Y4 | Y1 | Y2 | Y3 | ya | ¥a | Y2 | va | va | et e
1 0.19(0.18(0.22|0.16|0.16|0.16|0.14]|0.18|0.16|0.16 | 0.15|/0.15|0.17 [ 0.02 [13.01
2 019|0.18|(0.22|0.18|0.16|0.16|0.17|0.15(0.16]0.16|0.16|0.17|0.17| 0.02 [11.06
3 0.19)0.18(0.22/0.17|0.16|0.15|0.17|0.15|0.15|0.16]|0.16|0.17|0.17|0.02[11.95
area |076|0.72|088|069|064|063|/065/063|063(064|063(066
Ensayo: Dosis 132mg/kg
T o DIA 1 DIA 2 DIA 3
{(Hrs)
% DE INFLAMACION
Prome| Desv | Coef
X Y1 [ Y2 [ Y3 | Y4 | Y1 ] Y2 ] Y3 |vYa]| Vvt ]| v2]vy3|va [ G070
1 0.17|018[(019(022|015]|0.15|015|0.16[0.17|017|0.16/0.23/0.17]/0.02[11.95
2 |016|0.18)|0.20(0.22|0.15]|0.15|0.16(0.17|0.16]|0.19|0.16(0.25]|0.17|0.02[13.08
3 [0.16(0.18)020|/022]|0.15/0.15[/0.16|0.17|0.17|0.19]0.16]|025(0.25|0.02|8.84
Area |065(072(079|088|060|061|063|067{066]|0.74|064|098

8




Ensayo: Dosis 152 mg/kg

Tempo
(Hrs) DIA 1 DIA 2 DIA 3
% DE INFLAMACION
Prome| Desv. | Coaf
X Y1 Y2 Y3 Y4 ¥i Y2 Y3 Y4 Y1 Y2 Y4 Y4 dio st Vi
1 0.14|018|0.18/0.19|/0.18|0.16/0.14|0.16|0.16]|0.16|0.15[/0.15(0.16 | 0.02 [10.20
2 0.14|0.18/0.18(/0.20(0.18|0.16|0.14(0.16|0.16]|0.16|0.16|0.15(0.16 ( 0.02 [10.85
! 0.14|0.18|/0.18|020|0.18|0.16|0.14|0.15|0.16|0.17)0.16|0.15|0.20|0.02(9.18
Area |0.56|0.72|0.72]0.79|0.72|0.64|0.56|0.63|(0.64]|065]0.63]0.60
Ensayo: Dosis 175 mg/kg
Tiempo
(Hrs) DIA 1 DIA 2 DIA 3
% DE INFLAMACION
Prome| Desv. | Coef.
® ¥ N2 ¥3 Y4 1| Y2 Y3 Y4 Y1 YZ Y3 Y4 dio St Var
1 0.15|0.16|0.18|0.19|/0.17|0.16|0.16|0.15(0.14|0.16|0.17(0.17]|0.17|0.01 | 8.76
2 0.15|0.17|0.18(0.20/0.18|0.17|0.16|0.15]|0.14|0.16|0.16|0.17]0.17|0.02|8.78
3 0.15|0.17|0.19|/0.20|0.18|0.17}0.16|0.15|0.14|0.17|0.16]10.1710.170.02 |10.22
Area |060|/067|073|/0.79|0.71|0.69|0.64|060|0.56|0.65|/0.65|0.68
Ensayo: Dosis 201 mg/kg
Tiempo
(Hrs) DIA 1 DIA 2 DIA 3
% DE INFLAMACION
Prome| Desv. | Coet
x Y1 Y2 Y3 Y4 Y1 Y2 Y3 Y4 Y1 Y2 Y3 Y4 dio s VEt
1 0.1910.19/0.15/0.17|0.16|0.15]0.14|0.15|0.17|0.11|0.16|0.15|0.16 | 0.02 [13.84
2 0.19/020/0.15]0.18|0.17|0.16|0.14|0.16|0.16|0.15|0.16|0.15(0.16|0.02 [10.85
3 019|020(015|/0.18|0.17|0.16|0.14|0.16|0.16)0.15|0.16|0.14(0.16|0.02 |11.48
Area |076|079|060(0.71|067|/0.63|056|063|065|0.56|0.64]059
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TABLA No. 18
Porcentaje de Inflamacién vrs. Tiempo del Extracto metandlico de las hojas de

la especie Tridax procumbens

80

Variable respuesta. Valores de drea bajo la curva porcentaje de inflamacion

vrs. Tiempo.
Ensayo: Control (-) Agua destilada
Tiempo
i) DIA 1 DIA 2 DIA 3
% DE INFLAMACION
Promed| Desv. | Coef.
X Y1 | y2 | v3 | v4 | Y1 Y2 | ¥3'| ya | ¥4 Y2 | Y3 | Y4 b e | e
1 018 019|018 | 023 | 02 [ 023|024| 02 |021| 022|019 0.23]|021]0.02] 102
2 018 (019|018 | 023 | 021| 023|024 02 |021]| 022|019 023|021 0.02|:0.08
3 018|019/ 018 | 023 021| 023|024 02 | 021|021|019]0.23|021|002]| 993
Area | 072 ]| 076|072]|092)|083| 092|096 08 | 084087076/ 0.92
Ensayo: Control (+) Fenilbutazona
Tiempo
(Hrs) DIA 1 DIA 2 DIA 3
% DE INFLAMACION
Promed| Desv. | Coef.
X Y1 Y2 | Y3 | Y4 | Y1 Yz | ¥a | va | ¥ Y2 | Y3 | Y4 o & | v
1 014|015 016|016 018 | 015|017 | 015| 0.18 | 0.15| 0.18 | 0.19 | 0.16 | 0.02 | 9.88
2 014 | 015|016 | 016|018 | 015|017 ]| 016 | 0.19| 0.15| 0.18 | 0.19 | 0.17 | 0.02 | 10.17
3 014 |015| 016 | 016|017 | 015|017 | 016 | 0.19| 0.15] 0.17 | 02 | 0.16 | 0.02 | 10.54
aea | 056 | 06 | 064 | 064|071 | 06 | 068 | 063|075 06 | 071 0.77
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. Ensayo: Dosis 100 mg/kg

Tempt DIA 1 DIA 2 DIA 3

(Hrs)
% DE INFLAMACION
% ¥1 Y2 Y3 Y4 YA Y2 Y3 Y4 Y1 Y2 Y3 Y4

Prome| Desv. | Coef
dio St Var

1 0.18|0.19|0.18(0.23|0.20|0.23|0.24 (0.20(0.23|0.21]0.19|0.22|0.21 | 0.02|10.20
2 0.18/0.19|/0.18|0.23|0.21/0.23|0.24|0.20|0.23|0.210.19(0.22|0.21 (0.02|10.08
3 0.18/0.19|0.18|0.23|0.21|0.23|0.2410.20/0.23/0.21|0.19(0.21)0.20) 0.02 |10.41
Area |0.72(076(0.72(092]|083|0.92|0.96]|0.80({0.892(0.84|0.76(0.87

Ensayo: Dosis 115 mg/kg |

Tiempo
(i) DIA 1 DIA 2 DIA 3
% DE INFLAMACION

2 Prome| Desv. | Coef

x [yt vz [va|va]vt|va|va|val|vi|vz|va]|va T80
v [o0.15]0.17[0.18[0.20]0.16 |0.19|0.20 [0.22|0.17|0.20| 0.21 | 0.23[0.19] 0.02 |12.85
- 2 |o16|0.17|0.19]0.21]0.17[0.19[0.21|0.21|0.18 022|023 [0.23[0.20] 0.02 |12.24
3 |o16]017]0.19]0.21|017[0.19|0.21[0.21|0.18[0.22|0.23|025|0.20]|0.0213.62
area [063[068[0.75[0.83]{0.67]0.76|0.83[0.85[0.71|0.86]0.90|0.94

Ensayo: Dosis 132mg/kg

Fempo DIA 1 DIA 2 DIA 3

(Hrs)

Prome| Desv. | Coef.
x Y1 Y2 Y3 Y4 Y1 Y2 Y3 Y4 Y1 Y2 Y3 Y4 dio st Var

1 0.15/0.17/0.18/0.20|0.16]|0.19|/0.20{0.22|0.17|0.20|0.21|0.2310.19)0.02 |12.89
2 0.16|0.17|0.19]|0.21|0.17|0.19|0.21|0.21(0.18]|0.22|0.23|0.25|0.20 | 0.03 |13.62
3 016(0.17|0.19|0.21]0.17|0.19|0.21|0.21|0.18]|0.22(0.23|0.25|0.25|0.03 |10.85

area |063|068|0.75|/0.83|/067|0.76|/0.83(0.85|/0.71|0.86(0.90(0.98




Ensayo: Dosis 152 mg/kg

Tiempo
(Hrs)

DIA 1

DIA 2

DIA 3

% DE INFLAMACION

%3

Y2

Y3

Y4

Y1

Y2

Y3

Y4

Y1

Y2

Y3

Y4

Prome
dio

Desv
St

Coef.
Var.

0.15

0.18

0.19

0.18

0.16

0.21

0.22

0.19

0.24

0.22

0.19

0.18

0.19

0.03

13.50

0.16

0.18

0.20

0.18

0.17

0.21

0.21

0.19

0.25

0.22

0.19

0.17

0.20

0.03

12.84

0.186

0.18

0.20

0.19

0.17

0.21

0.21

.19

0.25

0.22

0.19

0.17

0.20

0.03

12.62

Area

0.63

0.72

0.79

0.75

0.67

0.84

0.85

0.76

0.99

0.88

0.76

0.69

Ensayo: Dosis 175 mg/kg

Tiempo
(Hrs)

DIA 1

DIA 2

DIA 3

% DE INFLAMACION

Y1

Y2

Y3

Y4

Y1

Y2

Y3

Y4

Y1

Y2

Y3

Y4

Prome
dio

Desv.
St

Coef
Var.

0.10

0.15

0.20

0.18

0.12

0.15

0.18

0.16

0.13

0.18

0.14

0.17

0.16

0.03

18.76

0.10

0.16

0.20

0.19

0.12

0.16

0.18

0.17

0.13

0.18

0.21

0.17

0.18

0.03

20.03

0.10

0.16

0.20

0.19

0.12

0.16

0.18

L+ Jog i

0.13

0.18

0.21

0.17

0.16

0.03

20.30

Area

0.40

0.63

0.80

0.75

0.48

0.63

0.72

0.67

0.52

0.72

0.77

0.68

Ensayo: Dosis 201 mg/kg

Tiempo
(Hrs)

DIA 1

DIA 2

DIA 3

% DE INFLAMACION

Y1

¥2

Y3

Y4

Y1

Y2

Y3

Y4

Y1

Y2

Y3

Y4

Prome
dio

Desv
St.

Coef
Vvar.

0.10

0.15

0.20

018

0.12

0.15

0.18

0.16

0.13

0.18

0.14

0.17

0.16

0.03

18.76

0.10

0.16

0.20

0.18

0.12

0.16

0.18

0.17

0.13

0.18

0.21

017

0.16

0.03

20.03

0.10

0.16

0.20

0.19

0.12

0.16

0.18

0.17

0.13

0.18

021

0.17

0.16

0.03

20.30

Area

0.40

0.63

D.80

075

0.48

0.63

0.72

0.67

0.52

0.72

077

068

82




TABLA No. 19
Porcentaje de Inflamacién vrs. Tiempo del Extracto acuoso de las hojas de la

especie _Tridax procumbens

Variable respuesta. Valores de drea bajo la curva porcentaje de inflamacién

vrs. Tiempo.

Ensayo: Control (-) Agua destilada

Tempo DIA 1 DIA 2 DIA 3

(Hrs)
% DE INFLAMACION

x vil vzl va | va | vr]v2alvyal| va] vi| va]| va [ va [Promed|Desv | Coet
io St Var,

1 018 | 019|018 | 023| 02 | 023| 02 | 024|021 |022|0.19|023|021]|002][ 102
> lo1elo19| 018|023 021|023 02 |024]|021]022|0.19]|023|021]002]1008
3 |o1s|o19|018|023]| 021|022 02 |024|021|021[019]|023|021]|002]|967

Area | 072|076 072|092 |083|091| 08 [0.96| 084) 087 | 076|092

Ensayo: Control (+) Fenilbutazona

Tiempo
s DIA 1 DIA 2 DIA 3
% DE INFLAMACION
x Vi lvz ]l val valvil vzl va]|va] vi] va] va/[ va [Promed| Desv | Coet

0 St Var.
1 019 | 0.19| 0.18 02 017 0.2 018 | 021|014 017 | 0.16 0.2 0.18 | 0.02 | 10.99

2 015|014 015|016 | 0.15]| 016 | 0.12 | 0.16 | 0.12 | 0.14 | 0.13 | 0.16 | 0.15 | 0.02 | 10.40
3 013|013|012|012|013| 013|011 013|011 | 012| 0.1 | 0.13 | 0.13 | 0.01 | 7.92

Area | 062 | 06 06 | 064| 06 | 065|053 (066|049 | 057 | 052| 065
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