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1. RESUMEN

Guatemala posee una gran variedad de plantas, que milenariamente han sido utilizadas por
la poblacién para tratar la mayorfa de las enfermedades. Actualmente se ha incentivado la
produccion de medicamentos que emplean como materia prima plantas regionales, y gracias a
las investigaciones dedicadas a comprobar los efectos farmacolégicos, los mejores métodos de
extraccion y a la identificacién de los principios activos, se ha disminuido en gran manera la

incidencia de distintas enfermedades dentro de la poblacion.

Por tal motivo el Departamento de Farmacologia y Fisiologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia, apoya dichas investigaciones al realizar estudios Farmacologicos; en este
caso se realiz6 un estudio de Fase II de las propiedades diuréticas de Lippia graveolens (orégano),
el cual se basé en un estudio anterior, en el cual se demostro su actividad diurética significativa

de la infusién a dosis de 750mg/kg y 1000mg/kg.

Con el propésito de identificar los principios activos responsables de dicha actividad, se
utilizaron solventes de diferente polaridad para separar los principios activos, obteniendo los
extractos etanolico, hexanico, cloroférmico, acetato de etilo y acuoso.  El extracto etandlico
se preparé por medio de la percolacion de material vegetal y los otros extractos se obtuvieron

por medio de particiones liquido-liquido.

Los extractos fueron evaluados a través del método para actividad diurética de Naik y
colaboradores, modificado por Saravia, A. Se utilizaron ratas albinas, en grupos de 3 ratas cada
uno, durante un periodo de experimentaciéon de 5 dias. Se realizaron 4 tratamientos por
ensayo, de manera que dos de éstos fueron el farmaco de referencia (Furosemida) y el control,

y los otros dos fueron un extracto a las dos dosis experimentales (25mg/kg y 100mg/kg).

El anilisis estadistico de los resultados obtenidos, se realiz6 calculando el 4rea bajo la curva

diuresis versus tiempo como variable de respuesta, analisis de varianza (ANDEVA) de una via



y al establecer diferencia entre los tratamientos, se realiz6 la prueba de Dunnett, para evaluar el

efecto diurético frente al control, con un nivel de significancia de a de 0.05.

El analisis de la actividad diurética de los extractos demostré que ninguno de los extractos
posee actividad diurética significativa en las dosis experimentadas. Para descartar la idea de
una diuresis significativa a mayores dosis, se realizé un ensayo a dosis de 150mg/kg y
200mg/kg del extracto hexdnico (el cual demostré mayor diuresis en comparacion con el
control), con 3 réplicas de cada grupo. Al analizar los resultados de este ensayo, se determiné
que no se tiene actividad diurética significativa a ninguna de las dosis experimentadas

(25mg/kg —200mg/kg).

Los resultados indican que la actividad diurética demostrada en la infusion de Lippia
graveolens, se debe al sinergismo de todos los compuestos que contiene la planta, es decir que se
da cuando la planta esta completa sin ninguna separacion de sus componentes por la polaridad
de los mismos; ademas el analisis fitoquimico demostré la ausencia de aceites esenciales, a los

cuales le atribuyen la mayoria de propiedades farmacolégicas de la Lippia graveolens (Orégano).



2. INTRODUCCION

En Guatemala existe una gran variedad de plantas que son utilizadas por la poblacion
para tratar la mayoria de las enfermedades, ya que por el bajo costo y la facilidad de obtencion
de ellas en relacion con algunas medicinas, asi como el uso tradicional muy arraigado en ciertos

grupos, se ha fomentado un amplio uso de éstas (12.13).

Actualmente se ha incentivado la producciéon de medicamentos que emplean como
materia prima plantas regionales, sobre todo por las empresas dedicadas a la producciéon de
plantas medicinales y gracias a las investigaciones dedicadas a comprobar los efectos
farmacolégicos, los mejores métodos de extraccion y a la identificaciéon de los principios
activos; disminuyendo en gran manera la incidencia de distintas enfermedades dentro de la

poblacién (12.13).

Con el propésito de colaborar con la produccién de medicamentos destinados a
combatir las enfermedades que afectan a nuestra poblacién, se pretende continuar con el
estudio farmacolégico de primera fase realizado al orégano (Lippia graveolens HB.K.), en el que
se demostrd actividad diurética significativa, y en este estudio se pretendié determinar qué
solvente extrae el mayor porcentaje de principios activos causantes de la actividad diurética del
orégano (Lippia graveolens H.B.K.) de acuerdo a la polaridad de los componentes, ademas de

caracterizar los principios activos y la Dosis Letal Media (DL).

La investigaciéon farmacoldgica consistio en el ensayo de la actividad diurética por
medio del método Naik y col, modificado por Saravia, A., utilizando los extractos etanodlico,
hexanico, acetato de etilo, cloroférmico y acuoso. Luego se realizd la investigacion
fitoquimica, utilizando ensayos macro, semimicro y cromatograffa de capa fina para la

caracterizacion de metabolitos.
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3.1.2

3.1.3

3.14

3.1.5

3. ANTEDECENTES

Lippia graveolens H.B.K. (Orégano)

Familia:

Verbenacea

Sin6énimos:
Goniostachynm graveolens small; Lantana originoides; Lippia amentacea; Lippia berlandeires;

Lippia tomentosa; Lippia bolandieri; Lantana graveolens (12.15; 12.21).

Nombres comunes:
Orégano, orégano mexicano, orégano de cerro, orégano del monte, orégano de la

tierra, mejorana, salvia, Hierba dulce, Xaak-ché, Xakilché (12.2; 12.6; 12.21).

Distribucion Geografica

California, Sur de Texas y Centroamérica (12.15; 12.21).

Habitat

Lippia  graveolens H.B.K. se encuentra en bosques secos y montes espinosos
subtropicales, en pendientes pedregosas, en partes planas, himedas o secas, a
elevaciones bajas, de aproximadamente 300 a 400 msnm. En Guatemala es reportado

en los  departamentos de El  Progreso, Zacapa y el Petén

(12.2;12.8; 12.21).
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Descripcion Botanica:

Planta arbustica delgada que puede llegar a medir hasta 2m de alto, ramas con
pubescencia cortante pilosa. Estan provistas de tricomas cortos. Hojas en peciolos 5-
10mm de largo, oblongas e elipticas de 2-4cm de largo, obtusas o redondas en el apice,
subcordadas a la base, densamente pilosas. La hoja en el haz (cara superior) esta
provista de una cubierta densa de pelos suaves, y en el envés (cara inferior) hay muchas
glandulas y muchos pelos. Los margenes de las hojas son finamente cerradas. Las
inflorescencias, espigas subglobosas, estan en las axilas de las hojas.  Las flores
pequenas son blancas, subglobosas a oblongas de 4-12mm de largo, bracteas ovado-
lanceoladas, agudas; caliz 1-2mm de largo, glandular; corola blanca, 3-6mm de largo

(12.2;12.7;12.8; 12.11; 12.21).

Usos Medicinales

b

La decocciéon o infusion de hojas, se usa para tratar anemia, afecciones
gastrointestinales y respiratorias, hidropesia, ictericia, amenorrea, dismenorrea y
reumatismo. ILa decoccion en leche se usa para tratar asma y bronquitis; un jarabe de

las hojas secas se usa para tratar diabetes, disenteria, catarro y resfrios.

Por sus propiedades desinfectantes la decoccion se utiliza toépicamente para
quemaduras, cicatrizacioén de heridas, llagas e inflamaciones de la garganta; en bafios se
usa para fortalecer nifios debilitados, combatir la gripe y para aliviar el prurito y la
sarna; en cataplasma para madurar abscesos, calmar neuralgias y aliviar induraciones,
cancer y tumores; en fricciones y baflos se usa como calmante. La planta fresca

macerada en aceite se aplica a los dolores reumaticos.

Se le atribuye propiedad antitusiva, antidiarreica, broncodilatadora, antioxidante,
antiséptica, aromatica, calmante, carminativa, cicatrizante, desinflamante, diaforética,
digestiva, diurética, emenagoga, espasmolitica, estimulante, expectorante, pectoral,

sudorifica y tonica (12.2; 12.7; 12.8).
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Composicion quimica

Las hojas de Lippia graveolens HB.K. contienen: aceite esencial (1.8%), glicosidos
saponinicos, flavononas (pinocembrina, naringenina), lapachenol, icterogenina, taninos
y triterpenos, celulosa, pigmento y elementos minerales. Ia corteza y raiz contienen

glicosidos saponinicos, aceite esencial y taninos (12.2; 12.15).

El contenido de carvacrol y timol del aceite esencial varia considerablemente: de
40.1-60.6% de timol y de 3.1-21.2% de carbacrol, el rendimiento del aceite depende de

la estacion y las condiciones climaticas (12.5; 12.9).

Diferentes autores han reportado los siguientes compuestos en el aceite esencial de
orégano: alcohol amilico, a-Pineno, dipenteno, p-cymeno, acetato de bornilo, timol,

carvacrol, timoquinona y sesquiterpenos (a-humuleno, B-caryophylleno, B-bisaboleno).
Las propiedades fisicoquimicas del aceite esencial son: gravedad especifica a 15°C de
0.9337 a 0.955; rotacién Optica inactiva a 1% indice de refraccién a 20°C de 1.5024 a
1.5080; contenido de fenoles de 62.0 a 71%; soluble en 2.5 a 3 volumenes de alcohol al
70%; color amarillo-rojizo, densidad 0.890-0.922; indice de refraccion 1.479-1.498
(12.2; 12.15; 12.22).

Toxicologia

Los extractos acuoso y etandlico de hojas de Lippia graveolens (500ppm) presentan
cierta toxicidad dosis-dependiente contra peces del género Mollinesia. Su
administracion durante el embarazo esta contraindicado, ya que puede producir aborto.
El lapachenol tiene actividad carcinogénica y podria explicar cierta actividad
antifertilidad atribuida. T.a DL del carvacrol por via oral en conejos es 100mg/kg

(12.2).



3.1.10 Indicaciones Terapéuticas
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3.2

Por su accién antiséptica, digestiva y expectorante esta indicado su uso por via oral
en el tratamiento de inapetencia, indigestion lenta, tos, faringitis, sinusitis, bronquitis y
amenorrea. Se recomienda administrar tres veces al dfa en dosis de 2-4g en infusion,
1-3ml de extracto fluido, 4-6 gotas de esencia, 1-2 capsulas de 50mg, 0.1-0.4g en
supositorios.  Tépicamente se aplican inhalaciones himedas y aerosoles para tratar
afecciones respiratorias. Por sus propiedades antisépticas y cicatrizantes la infusion y
esencia en linimento y pomadas estan indicadas para tratar heridas, tinea y dolores

reumaticos; el cataplasma se aplica en los abscesos varias veces al dia (12.2).

Agrotecnologia y Rendimiento

Se puede reproducir por semilla o estaca de madera suave. Cultivada crece también
en los lugares frescos. Presenta alta resistencia a la sequia. En cultivo experimental,
fue sembrada en hileras a una distancia de 1m y la misma entre planta y planta. Puede
tener problemas con ataque de bacterias y hongos, pero no con insectos. El

rendimiento esperado es de 1,000kg por hectarea (12.13).

ESTUDIOS FARMACOLOGICOS

En 1999 se realizé una evaluacién farmacolégica de la accion diurética de la
infusién acuosa al 10% de la planta completa de Lippia graveolens (orégano), en el cual se
utilizaron ratas hembras albinas entre 200g y 300g de peso, se utilizaron 12 ratas
divididos en 4 grupos, al primer grupo se le administré furosemida a una dosis de
25mg/kg de peso como farmaco de referencia, al segundo se le administré agua como
control, al tercero la infusién de orégano a 750mg/kg de peso y al cuarto grupo la

infusién a dosis de 1000mg/kg de peso (12.10).



3.3

Los valores promedio de diuresis del primer grupo (grupo referencia) fue de
9.83ml, del grupo control de 4.87ml, del tercer grupo (infusién a dosis 750mg/kg de
peso) 5.97ml y del cuarto grupo (infusion a dosis 1000mg/kg de peso) 7.00ml.  Se
determiné que la diuresis provocada por la infusiéon es dependiente de la dosis
administrada, y que la infusién de Lippia graveolens posee un efecto diurético

significativo (12.10).

Estudios antibacterianos demuestran que la tintura de hojas de Lippia graveolens es
activa contra E. Coli, P. aeruginosa, S. tphi, S. flexcneri, S. anreus, S. pneumoniae y S. pyogenes,
pero inactiva contra H. influenzae; la infusion de hojas demostré actividad contra los
mismos microorganismos. Hstudios antifungicos demuestran que los extractos con
diclorometano y etanol son activos contra C. albicans, A. flavus, E. floccosum, M gypseum y
T. rubrum, pero inactivos contra C. neogormans. La CIM del extracto diclorometanico
contra bacterias es 10mg/ml y del etanol es 1.75mg/ml; la CIM de la actividad contra

M gypsenm es de 2.5mg/ml (12.2).

OTROS ESTUDIOS RELACIONADOS

En un proyecto de investigacion en Guatemala, se colectaron plantas de Lippia
graveolens H.B.K. en diferentes lugares, con diferentes tipos de suelos, climas y altitudes,
como en Baja Verapaz a 1425 msnm, Chiquimula a 700 msnm, El Progreso a 440
msnm y Zacapa a 200-300 msnm. De estas plantas guatemaltecas analizadas, se
identificaron un total de 54 diferentes substancias.  Las poblaciones de la region de

Zacapa tenfan el contenido mas alto de aceite esencial: 3.24% y 3.56% (12.16; 12.22).

En Lippia graveolens HB.K. hay una marcada diferencia del contenido de aceite
esencial entre tallos y hojas. Las hojas secas presentaron un contenido cuarenta veces
mayor que los tallos. Pero también hay mucha diferencia en la composicion del aceite:

en los tallos tenfa mas sesquiterpenos, pero al mismo tiempo disminuyé el numero de



monoterpenos. FEl contenido del componente de sabor, carvacrol, fue igual en hojas y

tallos, mientras el contenido de timol era muy reducido en los tallos (12.21; 12.22).

En un estudio realizado en Guatemala, para establecer si existen diferencias entre
los componentes mayoritarios presentes en los aceites esenciales de la especie Lippia
graveolens HB.K. en 9 regiones del pais al igual que determinar los componentes
mayoritarios en el aceite esencial; se concluyé que los mayores porcentajes de aceite
esencial correspondian a las regiones de Guatemala (Facultad de Agronomia), El
Progreso (Palo Amontonado) y Suchitepéquez (Finca San José); asi mismo que los
componentes mayoritarios identificados en todas las regiones del pafs fueron: p-cimol,

3-octanol y 1,8-cineol, mientras los demas componentes detectados son ocasionales: o.-

terpinoleno, (+)-limoneno, carbacrol, citronelol, linalol, anetol, geraniol y a-pineno

(12.22).

Un estudio realizado con dos especies de Lippia sp (Lippia alba y 1Lippia graveolens)
recolectadas en Guatemala, para obtener el aceite esencial por hidrodestilacion, se
determiné que el contenido en Lippia graveolens es de 0.26% p/v. Los componentes de
éste fueron timol (31.6%) y sesquiterpenos. La fracciéon de sesquiterpenos estaba

compuesta de Cariophyleno (4.6%) y 6xido de cariophyleno (4.8%) (12.24).

En México se realizd un estudio en el que se demostré a través de ensayos
cientificos que el extracto hexanico de la Lippia graveolens H.B.K. muestra actividad

antibacterial contra bacterias gram positivo y gram negativo (12.25).
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EXTRACCION DE MATERIAS PRIMAS VEGETALES

El primer paso para la extraccion de materias primas vegetales es la seleccion
del solvente dependiendo del proposito al que se destine. Se puede obtener un extracto
que contenga la mayor parte de los constituyentes quimicos de la planta para lo cual se
usa un solvente de naturaleza general, de alta polaridad como el etanol o el metanol.
Por otra parte se pueden extraer los constituyentes quimicos con determinadas
caracteristicas utilizando un solvente mas selectivo, de menor polaridad como por

ejemplo el hexano que extrae s6lo compuestos apolares (12.19).

Los solventes mas usados en las industrias de productos fitoterapéuticos son el
agua, el etanol, la glicerina, propilenglicol y mezclas de estos liquidos. En la industria de
aislamiento de productos naturales puros, se utilizan hidrocarburos clorados, alcoholes,

ésteres, éteres, cetonas y aceites (12.19).

En el proceso de eleccién de un solvente determinado deben considerarse
aspectos como la selectividad, facilidad de manipulacion, precio, seguridad ambiental y
sobre todo la toxicidad del solvente. En el caso del aislamiento de productos naturales

puros, pueden usarse solventes organicos o mezclas azeotrépicas (12.19).

Las variables que interfieren en el proceso de extraccion, independientemente
de la escala de produccién o del tipo de producto final son: estado de division de la
droga, agitacion, temperatura, pH, naturaleza del solvente y el tiempo de extraccion

(12.19).

Estado de division de la droga:

Cuanto menor sea el tamafio de particula mayor sera la eficiencia del proceso
debido a que existe mayor area de contacto entre la planta y el solvente. Sin embargo,
particulas muy finas dificultan el proceso de percolacion, pues se presentan procesos de

compactacion y formacion de falsas vias (12.19).
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Agitacion.
Hace que nuevas cantidades de solvente, pobre en sustancias extraibles, entren

en contacto con el soélido y alcancen un nuevo punto de equilibrio de saturacion

(12.19).

Temperatura.

El aumento de la temperatura hace mas facil la disolucién de sustancias
extraibles al contribuir al desplazamiento de la constante de equilibrio de saturacion.
El inconveniente esta en que el aumento de la temperatura también causa la pérdida de

sustancias volatiles, como los aceites esenciales (12.19).

pH:
Este influye en la solubilidad de distintos compuestos debido a la posibilidad de

formacion de sales (12.19).

Naturaleza del solvente:

Entre los solventes generales se utilizan alcoholes de hasta 3 carbonos o
mezclas de éstos con agua. Estos solventes logran extraer la mayoria de sustancias
naturales de interés como alcaloides, flavonoides, glicosidos cardiotonicos y terpenos.
Debido a su poder extractivo, estos solventes son los indicados para los casos en que
los constituyentes activos de la planta no son bien conocidos, siendo necesario agotar
completamente la droga. Cuando no existen estudios especificos, se recomienda
utilizar una mezcla de alcohol: agua 7:3 6 8:2 para partes lefiosas, raices y semillas; y
una proporcién 1:1 para las partes verdes, ya que esto evita la extraccion de clorofila,
sustancias polimerizadas y resinoides, que generalmente, no presentan actividad

terapéutica (12.19).

Tiempo de extraccion.
Este debe ser suficiente para que permita la extraccion de los compuestos de
interés; pero no excesivo para evitar gastos en consumo de energia y de mano de obra

no necesaria (12.19).
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EXTRACCION POR PERCOLACION.

Este proceso consiste en hacer pasar el solvente a través de la droga, hasta su
extraccion exhaustiva completa. ILa percolaciéon simple comprende una extraccion
exhaustiva con el solvente siempre renovado. En pequefia escala se utilizan aparatos
denominados percoladores, de cuerpo cilindrico o conico, provistos de un grifo en la
parte inferior para regular el flujo de solvente. La percolaciéon comprende una etapa
inicial de humedecimiento de la droga, fuera del percolador, para facilitar el paso del

solvente y evitar la formacién de falsas vias (12.19).

La percolacion simple presenta la desventaja del alto consumo de solvente. Por
esto, en condiciones industriales, es preferible usar la técnica de repercolacion. En ésta,
se hace recircular el mismo solvente a través de la droga por intermedio de bombas.
Este procedimiento aumenta el tiempo de contacto de la droga con el solvente y

aumenta la eficiencia del proceso (12.19).
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4. JUSTIFICACION

En los ultimos afios, en Guatemala se ha incrementado la pobreza, lo que ha
perjudicado principalmente la salud, sobre todo por el problema de la desigualdad en la
atencion a los diferentes estratos de la poblaciéon.  Los servicios de salud disminuyen en
relacién con el nivel de pobreza y la distancia de los centros urbanos. Muchas de las
enfermedades que afectan a la poblacién son previsibles y curables, en la medida que la

poblacién cuente con los recursos para acceder a medicamentos.

Una alternativa para proporcionar medicamentos a bajos precios es la produccion de
medicamentos que utilicen como materia prima plantas nativas que se han utilizado desde

nuestros ancestros con gran eficacia.

Hace algunos afios las plantas eran las principales materias primas de los
medicamentos, pero por la dificultad de su obtencién y la poca uniformidad de su calidad,
fueron desplazadas por las sustancias sintéticas, las cuales no presentan estos problemas

aunque aumentan el costo de los medicamentos.

No obstante, existen empresas dedicadas a la producciéon de plantas medicinales y
gracias a las investigaciones dedicadas a comprobar los efectos farmacolégicos, los mejores
métodos de extraccion y a la identificacion de los principios activos, se ha incentivado la
producciéon de medicamentos que emplean como materia prima plantas regionales,

disminuyendo en gran manera la incidencia de distintas enfermedades dentro de la poblacién.

Actualmente se han realizado varias investigaciones para comprobar la actividad
terapéutica que se les atribuye a las plantas, tal es el caso del Orégano (Lippia graveolens H.B.K.),
el cual en un estudio farmacolégico de primera fase, se comprobd su actividad diurética

significativa.
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Con el propésito de colaborar con la produccién de medicamentos destinados a
combatir las enfermedades que afectan a nuestra poblacion, se pretende determinar qué
solvente extrae el mayor porcentaje de principios activos causantes de la actividad diurética del
orégano (Lippia graveolens H.B.K.) de acuerdo a la polaridad de los componentes, ademas de

caracterizar los principios activos de éste y la Dosis Letal Media (DL).
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5. OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

Contribuir al estudio farmacolégico y fitoquimico de las plantas nativas de Guatemala.

Proporcionar informacién que beneficie la producciéon de medicamentos a base de

plantas medicinales con actividad diurética.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar la actividad diurética de los extractos de hojas de Lippia graveolens

H.B.K.(orégano).

Determinar el extracto de Lippia graveolens H.B.K. (orégano) que posee mayor

actividad diurética.

Identificar los principios activos que posee la Lippia graveolens H.B.K. (orégano) a través

de un estudio fitoquimico.

Determinar la dosis letal media (DL;) del extracto de Lippia graveolens H.B.K.(orégano)

que presentd mayor actividad diurética.
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6. HIPOTESIS

Al menos uno de los extractos obtenidos a partir de las hojas de Lippia graveolens H.B.K.

(orégano) posee actividad diurética significativa, demostrable en un modelo animal.
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7. MATERIALES Y METODOS

UNIVERSO DEL TRABAJO

Extractos de etanol, hexano, cloroformo, acetato de etilo y acuoso obtenidos de las

hojas de Lippia graveolens H.B.K. (orégano).

MEDIOS

Recursos Humanos

- Autora del Trabajo: Jovita Aide Morales Medina.

- Asesora: Dra. Amarillis Saravia.

Recursos Materiales

- Planta: 300g de hojas de Lippia graveolens H.B.K.(orégano).

- Tamiz No. 5

- Solventes: etanol, hexano, cloroformo, acetato de etilo y agua.
- Rotavapor marca Buchi RE 111

- Balanza analitica

- Percolador

- Ratas y ratones albinos, adultos de un mismo sexo.

- Farmaco de referencia: furosemida.

- Jaulas metabolicas, tipo Fischer.

- Material y equipo de laboratorio (cristaleria, estufa, etc.)
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7.3.6
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PROCEDIMIENTO

Revision bibliografica.

Recoleccion de las hojas de Lippia graveolens H.B.K. (orégano) en Samayac,
Suchitepéquez.

Identificacion de la planta.

Herborizacion de las hojas de Lippia graveolens H.B.K. (orégano).

Tamizado de las hojas de Lippia graveolens H.B.K. (orégano), utilizando un tamiz No.5.

Preparacion de los extractos:

a. Obtencion del extracto etandlico: En un percolador de 2000ml adaptado, se
extrajo el material vegetal seco de hojas con 1500ml de etanol por medio de
percolacién a temperatura ambiente y durante varios dias se repetid este
procedimiento. Se procedio a filtrar el extracto obtenido y se reconcentrd en rotavapor
a temperatura controlada menor de 45°C y a presion reducida. Finalmente se llevé a

sequedad en una desecadora con silica gel (12.1).

b. Obtencion del extracto hexanico, cloroformico, acetato de etilo y acuoso: se
disolvi6 lo obtenido del extracto etandlico en etanol al 70% al cual se le realizé una
particién  liquido-liquido con disolventes de distinta polaridad: hexano, cloroformo,

acetato de etilo y agua. Los disolventes se eliminaron por concentraciéon con rotavapor

(12.1).

Formulaciéon de los extractos
Cantidades conocidas de los extractos se formulan con TWEEN 80, para el
caso de los extractos insolubles en agua; y de agua para el caso contrario, a manera de

aproximadamente 0.5 a 1 ml de suspension o solucién por via oral a cada rata (12.1).
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Ensayo de la actividad diurética.

Se utiliz6 el método de Naik y col, modificado por Saravia, A. Se utilizaron 12
ratas albinas, del mismo sexo, divididas en grupos de 3 ratas cada uno, y en ayuno de
24 hrs con un rango de peso entre 160-200g, durante un periodo de experimentacion

de 5 dfas (12.14).

Se realizaron 4 tratamientos por ensayo, de manera que dos de estos fueron el
farmaco de referencia y el control, y los otros dos fueron dosis diferentes de un mismo

extracto, se obtuvieron 6 replicas por tratamiento (12.14).

Al grupo de ratas control se les administré una solucién acuosa de TWEEN.
Al grupo del farmaco de referencia se les administré furosemida a una dosis de
25mg/kg de peso, y a los grupos expetimentales se les administré las formulaciones de
los extractos etanodlico, hexanico, cloroférmico, acetato de etilo y acuoso, en dosis

calculadas mediante una progresiéon geométrica (12.14).

La administracion de los diferentes extractos se realiz6 por via oral con una
sonda orogastrica. Posteriormente se colocaron las ratas en jaulas metabolicas
individuales para su observacion. El volumen de orina se midié cada dia, primero en
condiciones normales, después a las 2, 4 y 6 hrs de administrados los diferentes
extractos de la planta, la sustancia de referencia y un vehiculo acuoso que se uso como

control (12.14).

Ensayo toxicologico
Método de Spearman y Karber.

Se determina la DL, al extracto que presente un efecto diurético significativo
comparado con el farmaco de referencia. El ensayo preliminar se trabaja con 5 lotes
de 5 ratones albinos, con un peso aproximado de 20 gramos procedentes de una
misma camada. ILa alimentacion es idéntica para todos los sujetos experimentales

(12.3; 12.17; 12.20).
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La sustancia a ensayar se administra por via oral y la dosis se aumenta en
progresion geométrica, se evalian dosis diferentes, siendo estas: 250, 350 y 450
mg/kg de peso, observandose el comportamiento de los ratones y numero de
animales muertos. ILa muerte puede manifestarse a las 1, 2, 4, 6, 24, 48 horas y un
maximo de 8 dias o bien morir instantineamente o pocos minutos después de
administrar la dosis. El extracto a ensayar se administra por via oral, la mortalidad se
anota 8 dfas después del ensayo. A dosis altas, la muerte aparece en algunos minutos,
a veces instantaneamente. lLos signos precursores de muerte pueden ser temblores,

sialorrea, sudores, espasmos respiratorios, convulsiones, etc (12.3; 12.17; 12.20).

Calculos: se aplica la férmula de Karber y Behrenus:

DL, = Df-_(a)x (b)
()

Df = Primera dosis que mata todos los animales
a = suma de muertes de 2 lotes consecutivos/2
b = Diferencia entre 2 dosis consecutivas.
n = namero de animales por lote

Los resultados para la dosis letal 50 son dados en miligramos o gramos
por kg de peso.

DL,, = X mg/kg

DL;, = X g/kg
(12.3;12.17; 12.20)
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7.3.10 Caracterizacion Fitoquimica.
Se realizaron ensayos macro y semimicro en los que se evalud la formaciéon de
precipitados y complejos coloreados. Se utilizaron técnicas de cromatografia en capa

fina (CCF) convencionales para la caracterizacion fitoquimica.

7.3.10.1 Investigacion de Alcaloides.
a.Ensayos macro y semimicro:

Pesar 0.001g del extracto. Agregar 2 gotas de solucién de hidréxido de
amonio al 10% (p/v), luego afadir 25ml de metanol a 60° C. Filtrar con
papel Whatman No.1 y acidificar el filtrado con acido clorhidrico 2N. La
solucion resultante dividirla en 4 tubos y evaluar de la siguiente manera:

e Tubo 1: Agregar 5 gotas del reactivo de Mayer’s.
e Tubo 2: Agregar 5 gotas del reactivo de Dragendorff.
e Tubo 3: Agregar 5 gotas del reactivo de Wagner.
e Tubo 4: Testigo.
Usar como estandar soluciones al 1% de atropina y papaverina. Observar
durante 2 horas la existencia de precipitados, turbidez o precipitaciéon de

complejos en los tubos (12.12; 12.18).

b. Cromatografia en Capa Fina:

Pesar 0.01g del extracto, agregar 1 ml de hidréxido de amonio al 10%
(p/v) y extraer con 5ml de metanol. Aplicar en una placa de silica gel 60F,,
utilizando como estandar una solucién de atropina y papaverina al 1% en
metanol (10 microlitros).

Fase movil: Tolueno-acetato de etilo-dietilamina (70:20:10).

Deteccion:

e Sin tratamiento quimico:
» UV-254nm: Algunos alcaloides como purinas y brucinas muestran

fluorescencia.
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» UV-365nm:  Algunos alcaloides muestran fluorescencia azul o
amarilla.
e Con Tratamiento quimico:
Reactivo de Dragendorff. En visible se observan manchas café o
anaranjadas, estos colores son inestables. Para remarcar se puede rociar

luego del reactivo dragendorff una solucién al 5% de nitrato de sodio o

acido sulfurico al 5% (12.23).

7.3.10.2 Investigacion de Flavonoides y Antocianinas

a.Ensayos macro y semimicro:

Extraer 0.01g del extracto con 10ml de etanol o metanol al 80%. Triturar
con 15ml de éter de petréleo hasta que la extracciéon sea incolora. Disolver el
residuo en 30ml de metanol al 80%, filtrar y dividir en 5 tubos:

e Tubo 1: Agregar HCl 2N en n-propanol, dejar en reposo de 15 a 30
minutos. Color rojo-violeta, da positivo.

e Tubo 2: Agregar 3 a 5 gotas de FeCl; al 10% (p/v). Azul-verde, catequinas.

e Tubo 3: Agregar 0.5ml de HCI concentrado y calentar en bafio Marfa por 5
minutos. Prueba para leucoantocianinas de rojo a violeta.

e Tubo 4: Agregar magnesio metalico y 0.5ml de HCI concentrado.
Flavonas: anaranjado-rojo, flavonoles: carmesi-magenta, heterésidos
agliconas: verde-azul.

e Tubo 5: Testigo.

Evaluar reacciones, cambios de color o formaciéon de precipitados

comparados con el testigo (12.12; 12.18).

b. Cromatografia en capa fina para deteccion de Flavonoides:
Mezclar 0.01g del extracto con 10ml de metanol. Aplicar sobre las
cromatoplacas de silica gel 60F,;,. Como estandar emplear soluciéon de

flavonoides al 0.05% en metanol (10 microlitros).



23

Fase Movil: Acetato de etilo, acido férmico, acido acético glacial, agua
(100:11:11:27).
Deteccion:
e Sin tratamiento Quimico:
» UV-254nm: Todos los flavonoides fluorescen, se ven como zonas
azules oscuras sobre amarillo.
» UV-365nm: Dependiendo del tipo de estructuras, los flavonoides

fluorescen amarillo, azul o verde.

¢ Con tratamiento Quimico:

Reactivo de Productos Naturales (NP/PEG). Solucién metandlica al 1%
de difenilboriloxietilamina (NP), solucién etandlica al 5% de polietilenglicol
(PEG), (10:8). Intensa fluorescencia es producida inmediatamente después
de 15 minutos en UV-365nm. La fluorescencia depende de la estructura:

- Flavonoles:
Glicosidos de quercetina y miricetina: anaranjados.
Glicosidos de kanferol e isorametina: amarillo-verde.
- Flavonas:
Glicosidos de luteolina: anaranjado

Glicosidos de apigenina: amarillo-verde (12.23).

c.Cromatografia en capa fina para detectar Antocianinas:

Pesar 0.01g del extracto, mezclar con 10ml de metanol. Aplicar sobre las
cromatoplacas de silica gel 60F,;,. Como estandar emplear soluciéon de azul
de metileno (5mg/10ml de metanol) y rojo sudan/amarillo naflor (5mg
naflor/5ml metanol y 5mg sudan /5ml cloroformo).

Fase Movil: n-butanol, acido acético glacial, agua (40:10:20)
Deteccién:
e Sin Tratamiento Quimico: rojo o azul-violeta en visible y UV-365nm.

e Con Tratamiento Quimico: Visible azul-violeta, y rojo-violeta a UV-365nm.
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Anisaldehido-acido sulfarico. Luego de rociar, calentar de 5 a 10

minutos la cromatoplaca (12.23).

7.3.10.3 Investigacion de Antraquinonas
a.Prueba de Borntrager:
Pesar 0.01g del extracto y disolver en 10 ml de etanol al 80%. Extraer con
10 ml de benceno. A la fase bencénica afiadir 5ml de solucion de test de
amonio y agitar. Observar cambios de color en la fase alcalina (color rojo,

rosado: positivo) (12.12; 12.18).

b. Cromatografia en capa fina:

Pesar 0.01g del extracto y disolver en 5 ml de metanol. Aplicar 10
microlitros en la cromatoplaca de silica gel 60 F,;,. Como estandar se utiliza
una solucién al 0.1% en metanol de antraquinonas (10 microlitros).

Fase Movil: acetato de etilo-metanol-agua. (100:17:13)
Deteccion:
e Sin Tratamiento Quimico:
En UV-365nm se observan los derivados de antraquinonas con colores
como amarillo, rojo y café fluorescente.
e Con Tratamiento Quimico:
Solucién etandlica de hidréxido de potasio al 5% o 10%.
Antraquinonas: zonas rojas en visible y fluorescencia roja en UV 365nm.
Antronas y antralonas: zonas amarillas en visible y fluorescencia amarilla en

UV 365nm (12.23)

7.3.10.4 Investigacion de Cumarinas:
a.Ensayos macro y semimicro:
Pesar 0.001g del extracto disolver en 10ml de metanol, agregar 1ml de

agua destilada hirviendo. Con un capilar aplicar dos manchas en papel filtro.
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A una mancha agregar 1 gota de KOH 0.5N. Observar bajo luz UV a 365nm

(fluorescencia azul o verde: positivo) (12.12; 12.18).

b. Cromatografia en Capa Fina:

A 0.01g del extracto adicionar 10ml de metanol. Aplicar 20 microlitros en

una cromatoplaca de silica gel 60 F,;,, Como estandar se utiliza canela en

metanol al 1%.

Fase movil: tolueno-acetato de etilo (93:7).
Deteccion:

e Sin Tratamiento Quimico:

» UV-254nm: Todas las cumarinas muestran fluorescencia.

» UV-365nm: Todas las cumarinas simples muestran una fluorescencia
intensa azul o azul-verde. Las furanocumarinas algunas veces muestran
fluorescencia amarilla, café o azul.

e Con Tratamiento Quimico:

Solucion etandlica de KOH al 5% o 10%. Fluorescencia azul o verde en UV

365nm. Las cumatinas no sustituidas muestran fluorescencia amarillo-verde

en UV-365nm (12.23).

7.3.10.5 Investigacion de Cardendlidos y Bufadiendlicos.
a.Presencia de Iactonas insaturadas:
Pesar 0.003g del extracto y disolver en 10ml de etanol al 80%. Colocar
tres manchas del extracto (0.1, 0.2 y 0.3 ml) sobre un papel filtro. Secar y
agregar unas gotas del reactivo de Kedde. Secar el papel filtro y observar
cambio de color (mancha o anillo parpura: positivo). Usar como estandar un

extracto de Digitalis purpurea en metanol al 80% (12.12; 12.18).

b. Presencia de aziicares 2-desoxigenadas:
Evaporar 10ml del extracto etandlico o metanodlico, eliminar los

pigmentos coloreados con éter de petréleo. Secar el residuo y agregar 3ml
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del reactivo de Séller-Killiani. Pasar a un tubo, mezclar y resbalar 1-2ml de
acido sulfarico concentrado en la pared del tubo. Observar la formacién de

un anillo en la interfase (anillo purpura: positivo) (12.12; 12.18).

c.Cromatografia de capa fina:

A 0.01g del extracto agregar 20ml de etanol al 50%. Aplicar 30-50
microlitros en la cromatoplaca de silica gel 60 F,,,. Utilizar como estandar
digoxina 5mg/2ml de metanol (20 microlitros).

Fase movil: acetato de etilo-metanol-agua (100:13.5:10).
Deteccion:
e Sin Tratamiento Quimico:
» UV-254nm: Los cardendlidos producen fluorescencia, pero muchas
zonas fluorescentes son producidas por bufadienolidos.
» UV-365nm: Los glicosidos cardendlicos no fluorescen en esta longitud de

onda.

e Con Tratamiento Quimico:

Cloruro de antimonio (SbCl;). Luego de rociar se calienta a 100° C por 6
minutos y se observa inmediatamente en UV-365nm. En visible se observan
zonas violeta o café. De acuerdo a la fluorescencia que se presente en UV-
365nm se detectan:

- Derivados de strophantidina: anaranjado, café palido o amarillo-verde.

- Glicosidos Digitalicos: azul oscuro, café oscuro o azul claro.

- Glicésidos olender: azul claro.

- Bufadienolidos: amarillo-café, verde palido o amarillo (12.23).

7.3.10.6 Investigacion de Saponinas.

a.Prueba de Espuma:
e Tubo 1: 0.001g del extracto.

e Tubo 2: 2ml del control de saponinas (0.5%)
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e Tubo 3: 2 ml de agua.

A cada tubo se le adiciona 10ml de agua destilada. Calentar en bafio de
Marfa (60°C) durante 30 minutos.  Enfriar, tapar los tubos, agitar
vigorosamente 30 a 40 segundos. Dejar reposar los tubos durante 30
minutos. Observar la formaciéon de capa de espuma. Si una capa de espuma
mayor a 3cm persiste en la superficie liquida después de 30 minutos se

presume la presencia de saponinas (12.12; 12.18).

b. Cromatografia en Capa Fina:

Pesar 0.01g del extracto y disolver en 10ml de metanol. Evaporar a 5ml y
proceder a aplicar de 2-40 microlitros en una cromatoplaca de silica gel 60
F,s. Se utiliza como estandar saponinas al 0.1% en metanol (10 microlitros).

Fase Movil: cloroformo-metanol-agua (64:50:10).
Deteccion:
e Sin Tratamiento Quimico:
Con excepcion del acido glicirrético, las saponinas no son detectadas
por la exposicion a UV-254nm o UV-365nm.
e Con Tratamiento Quimico:

Vainillina- 4cido sulfarico. La placa se rocia con 10ml de acido sulfarico
al 5% e inmediatamente con 5-10ml de vainillina en etanol al 1%. Luego se
calienta a 110° C por 5-10min. Se observa en visible y las saponinas se

muestran azules o azul-violeta, algunas veces se observan amarillas (12.23).

7.3.10.7 Investigacion de Principios Amargos:
a. Cromatografia en Capa Fina: Pesar 0.01g del extracto y disolverlo en
10ml de metanol. Aplicar en cromatoplaca de silica gel 60 F254.
Estandar: artemisina al 1% en metanol (20 microlitros).
Fase movil: acetato de etilo-metanol-agua. (77:15:8)

Deteccidn:
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e Sin Tratamiento Quimico:

» UV-254nm: Substancias con doble conjugacién muestran fluorescencia.

» UV-365nm: algunas muestran fluorescencia inespecifica.

e Con Tratamiento Quimico:

Vainillina-acido sulfarico. Observar después de calentar a 100° C por 10

minutos. La placa se observa en visible:

Neohesperirina, naringina, harpagoside: rojo-violeta.
Gentiopicroside, swertiamarina: café-rojo
Condurangina: azul-verde.

Foliamentina, mentiafolina, quasina: azul

Marrubina, absintina, cnicina: azul (12.23).

7.3.10.8 Investigacion de Taninos.

a.Ensayos macro y semimicro:

Pesar 0.001g del extracto, disolver en 30ml de etanol o metanol al 80%.

Anadir 25ml de agua caliente, agitar con varilla y dejar enfriar. Agregar 1ml

de soluciéon de NaCl al 10% vy filtrar. Adicionar 3ml del filtrado a 4 tubos de

ensayo:

e Tubo 1: testigo

e Tubo 2: agregar 4 a 5 gotas de solucién de gelatina al 1% (p/v)

e Tubo 3. Agregar 4 a 5 gotas de gelatina sal (1% de gelatina y NaCl al 10%)

e Tubo 4: agregar 3 a 4 gotas de solucién de FeCly al 10% (p/v).

Observar la formaciéon de precipitado o cambio de coloracion.

Con FeCl;: grisaceo-negro: catecol, negro-azulado: piragalol (12.12; 12.18).
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7.3.10.9 Investigacion de Glicésidos Cianogénicos

a.Prueba de Guignard:

Colocar 0.005g del extracto en un etflenmeyer de 125ml y humedecer con
agua, adicionar 1ml de cloroformo. Aparte, introducir una tira de papel
Whatman No.l en picrato de sodio (recién preparado) y posteriormente
secar: la tira de papel himedo insertarla en el erlenmeyer que contiene el
material vegetal evitando que toque las paredes y dejar a una distancia de 1em
de la muestra. Doblar el papel y tapar el etflenmeyer con un corcho. Calentar
en bafio de Marfa a 37°C durante 3 horas o mas. Observar cualquier cambio

de color en el papel (de color amarillo a rojo o rojo-café) (12.12; 12.18).

7.3.10.10 Investigacion de Aceites Volitiles.

a. Cromatografia en Capa Fina: pesar 0.01g del extracto y diluir en 1ml de

tolueno. Aplicar de 20 a 50 microlitros en cromatoplaca de silica gel 60 F,,.
Estandar: eugenol, mentol, timol, citral, diluido 1:30 en tolueno.
Fase movil: tolueno-acetato de etilo (93:7)
Deteccion:

e Sin Tratamiento Quimico:

» UV-254nm: Todos los componentes que poseen dos doble conjugacion

aparecen como zonas oscuras y luego fluorescen a verde claro.
» UV-365nm: Algunos presentan fluorescencia azul, como metil

antranilato.

e Con Tratamiento Quimico:

Anisaldehido-acido sulfarico. ILa placa se rocia con 10ml y se calienta a
100° C por 5-10 minutos. En visible, los componentes de aceites esenciales
muestran zonas azul, verde rojo y café. Algunos componentes fluorescen en

UV-365nm (12.23),
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7.3.11 Disefio experimental.

El disefio que se utiliza es totalmente al azar con cuatro tratamientos: control,
medicamento de referencia, extracto con dosis de 25mg/kg y extracto con dosis de
100mg/kg. Cada tratamiento es por extracto y utilizando 6 replicas (3 replicas por
semana).  Asumiendo alfa =0.05 y beta=0.20 y un limite de error igual a dos
desviaciones estandar. Cada semana de tratamiento se medira con diferente lote de

ratas (12.3; 12.17).

7.3.11.1  La variable de respuesta medida es el area bajo la curva de diuresis versus
tiempo, para cada grupo de tratamiento, calculada por los dias de

experimentacion.

7.3.11.2  Se hace un analisis de varianza (ANDEVA) de una via, para evaluar las
siguientes hipotesis de prueba:
a. Ho: Todos los tratamientos tienen la misma actividad diurética.
b. Ha: Al menos uno de los tratamientos tiene una actividad diurética

diferente.

Al rechazarse Ho se hace la prueba de Dunnett para comparar el
farmaco de referencia y los extractos de la planta frente al control.

(12.3; 12.17)
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8 RESULTADOS

RENDIMIENTO DE EXTRACCION:
Se parti6 de 300 g de material seco de Lippia graveolens (orégano), luego se tomaron
21.1g del extracto etandlico para realizar el fraccionamiento y obtener asi el extracto

hexanico, cloroférmico, acetato de etilo y acuoso.

Tabla 1. Rendimiento de Extraccion

Extracto Peso inicial de Muestra Peso de EX tracto Porcefltz}]e de
obtenido Rendimiento
Etanélico 3W0g 60.32 ¢ 20.10%
de planta
Hex4nico 2Llg 356 g 16.87 %
de extracto etanodlico
Clorof6rmico 2l.lg 9.06 g 42.93 %
de extracto etanodlico
Acetato de Etilo 211 ¢g B 6.05 ¢ 28.67 Y%
de extracto etanodlico
Acuoso 2llg 233¢g 11.09 %
de extracto etanodlico

Griafica 1. Rendimiento de Extraccion

RENDIMIENTO DE EXTRACCION

50;
40 [ Etandlico
30 @ Hexanico
0
Yo de Rend 20! 0 Cloroférmico
A Etil
10. O Acetato de Etilo
B ACuoso
0-

EXTRACTOS
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7

8.2 EXTRACTO ETANOLICO

8.2.1

Resultados.

Tabla 2. Resultados de Ensayo Farmacologico del Extracto Etanolico
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* Valor P menor a 0.05



Grafica 2. Resultados del Ensayo Farmacolégico del Extracto Etanélico
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8.2.2 Comparacion de los Tratamientos.

Grafica 3. Comparacion de Tratamientos del Extracto Etandlico
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EXTRACTO HEXANICO

8.3
8.3.1

Resultados

Tabla 3. Resultados de Ensayo Farmacologico del Extracto Hexanico
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Grafica 4. Resultados del Ensayo Farmacolégico del Extracto Hexanico
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8.3.2 Comparacion de los Tratamientos

Grafica 5. Comparacion de Tratamientos del Extracto Hexanico
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EXTRACTO CLOROFORMICO

8.4
8.4.1

Resultados

Tabla 4. Resultados de Ensayo Farmacologico del Extracto Cloroférmico
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Grafica 6. Resultados del Ensayo Farmacologico del Extracto Cloroférmico
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8.4.2 Comparacion de los Tratamientos

Grafica 7. Comparaciéon de Tratamientos del Extracto Cloroférmico
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EXTRACTO ACETATO DE ETILO

8.5

Resultados

8.5.1

Tabla 5. Resultados de Ensayo Farmacolégico del Extracto Acetato de Etilo

£ < ¥ < Ne)
k5 N 2 % X
S o 3 o o
3=
S e %86“ mu% A e % SN W
mn
3=
M% © o |+ (=S ol — | o |—
3=
S — o |+ (S o | — = — =
3=
& < a2l e e =R < | o <« | ©
<
3=
M% o~ o o | < = e (e A e
3=
% N < [ |~ ™o [ [\ e\ [S o}
3=
S ~ e fen |oo |oo 9MW ~ [+ N [ %
3
3=
M% e e [\o |oo o ¥ A e SN
=} o
& o~ ISHE AN N SRS ISHISY
3=
& < Jle e S SRR - < |o @
N
3=
M% s o (9N o [© — = e [
3= )
% S\ < |0 |= N3 (=3 [\ (SR SN
3=
& ) T | |o o (D2 ISEISY N ISEEY ~
-
3=
M% — © [v|o o |Y — = =)
=} o
% o ol Al k) o= S [ — o
S S ] S |
mlmg .m ) Jw op m
S 3 A EE | g | gd 5
& = AN TAN Q>
) (=} %g o &0 Ig
2 S e £ % & g E
o 58 Ha& oS
F -

* Valor P menor a 0.05



Grafica 8. Resultados del Ensayo Farmacolégico del Extracto Acetato de Etilo

EXTRACTO DE ACETATO DE ETILO
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8.5.2 Comparacion de los Tratamientos

Grafica 9. Comparacion de Tratamientos del Extracto Acetato de Etilo
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EXTRACTO ACUOSO

8.6

Resultados

8.6.1

Tabla 6. Resultados de Ensayo Farmacolégico del Extracto Acuoso

Media

3.18

7.82%

3.26

24

DIA 5

Ghr

3.5

14

8.7

3.3

2.3

4hr

13

2hr

DIA 4

4hr

Ghr

3.5

14

3.2

1.8

14

2hr

10

DIA 3

Ghr

8.7

3.3

3.2

4hr

2hr

DIA 2

Ghr

3.2

10

8.5

3.7

2.7

4hr

10

2hr

DIiA 1

6hr

2.7

52

2.8

4hr

2hr

4
1

GRUPO

Control

Media)

Furosemida
25mg/kg

Media|

Extracto

25mg/kg

Media)

Extracto

100mg/kg

Medi;ll
* Valor P menor a 0.05




Grafica 10. Resultados del Ensayo Farmacolégico del Extracto Acuoso
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8.6.2 Comparacion de los Tratamientos

Grafica 11. Comparacion de Tratamientos del Extracto Acuoso
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8.7 EXTRACTO HEXANICO A DOSIS MAYORES
8.7.1 Resultados
Tabla 7. Resultados de Ensayo Farmacolégico del Extracto Hexanico a Dosis Mayores
GRUPO DIA 1 DIA 2 DIA 3 DiA 4 DIA 5 Media
2hr | 4hr | 6hr | 2hr | 4hr | 6hr | 2hr | 4hr | 6hr | 2hr | 4hr | 6hr | 2hr | 4hr | 6hr
0 2 3 1 2 1 1 4 1 4
Control 2 1 3 0 2 0 1 2 2 4
4 2 6 1 4 1 2 7 1 384
Medid| 4.3 4 2.6 4.3 4.0
5 6 |10 11 ] 5 10 | 4 5 7 10 | 11
F;‘;OSCI/I;{ida 0w 7 11| 1] 4 8 5 5 4 6
mg/kg
8 4 6 8 6 7 4 4 4 7 8 38%
Media| 7.6 10 8.3 8.0 8.0
2 4 1 3 3 1 4 0 2 4 1 3
Egtfactlg 2 4 1 1 1 1 2 0 2 5 1 2
mg/kg 5 > ol 21210 > lol 2310 2 -
Medid 3.3 2 2.6 4.0 2.3
2 3 1 4 0 2 3 1 4 0
21(;3(;‘“2“1‘; 2 4 1 3 0 1 2 1 3 1
mg/kg 2 | 1 s [ 1| 213 |1 5 | 2 398
Media| 3 3.6 2.6 3.6 3.6

* Valor P menor a 0.05

Grafica 12. Resultados del Ensayo Farmacolégico del Extracto Hexanico a Dosis Mayores

Extracto Hexanico a Dosis Mayores
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8.8 CARACTERIZACION FITOQUIMICA

8.8.1 EXTRACTO ETANOLICO

Tabla 8. Resultados de la Caracterizacion Fitoquimica del Extracto Etandlico

Cromatografia de Capa Fina
Compuesto En;ayq Macro y Sin Tratamiento Con Tratamiento
emimicro

Visible 254nm 365 nm | Visible | 254 nm | 365 nm
Alcaloides Negativo Negativo | Positivo | Negativo
Cumarinas Negativo Negativo Negativo Negativo
Taninos Negativo
Saponinas Negativo Negativo
Antraquinonas Negativo Positivo | Negativo Positivo
Glicosidos Negativo
Cardendlidos Negativo Negativo | Negativo Positivo
Flavonoides Negativo Negativo | Positivo Positivo
Antocianinas Negativo Positivo | Negativo Negativo
Principios Amargos Negativo | Positivo | Positivo
Aceites esenciales Negativo | Negativo | Negativo

8.8.2 EXTRACTO HEXANICO

Tabla 9. Resultados de la Caracterizacion Fitoquimica del Extracto Hexanico

Cromatografia de Capa Fina
Compuesto En;ayo. Macro y Sin Tratamiento Con Tratamiento
emimicro

Visible | 254nm 365nm | Visible | 254 nm | 365 nm
Alcaloides Negativo Negativo | Positivo | Negativo
Cumarinas Negativo Negativo Negativo Negativo
Taninos Negativo
Saponinas Negativo Negativo
Antraquinonas Negativo Positivo | Negativo Positivo
Glicosidos Negativo
Cardendlidos Negativo Negativo | Negativo Positivo
Flavonoides Negativo Negativo | Negativo Negativo
Antocianinas Negativo Positivo | Negativo Negativo
Principios Amargos Negativo | Positivo | Positivo
Aceites esenciales Negativo | Negativo | Negativo




8.8.3 EXTRACTO CLOROFORMICO
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Tabla 10. Resultados de Caracterizacion Fitoquimica del Extracto Cloroférmico

Cromatografia de Capa Fina

Compuesto En;ayo. Macro y Sin Tratamiento Con Tratamiento
emimicro

Visible 254nm 365 nm | Visible | 254 nm | 365 nm
Alcaloides Negativo Negativo Positivo | Negativo
Cumarinas Positivo Negativo Negativo Negativo
Taninos Negativo
Saponinas Negativo Negativo
Antraquinonas Negativo Positivo | Negativo Positivo
Glicosidos Negativo
Cardendlidos Negativo Negativo | Negativo Positivo
Flavonoides Negativo Negativo | Positivo Positivo
Antocianinas Negativo Positivo | Negativo Negativo
Principios Amargos Negativo Positivo | Positivo
Aceites esenciales Negativo | Negativo | Negativo

8.8.4 EXTRACTO ACETATO DE ETILO

Tabla 11. Resultados de la Caracterizacion Fitoquimica del Extracto Acetato de Etilo

Compuesto

Ensayo Macro y

Cromatografia de Capa Fina

Sin Tratamiento

Con Tratamiento

Semimicro

Visible 254nm 365 nm | Visible | 254 nm | 365 nm
Alcaloides Negativo Negativo Positivo | Negativo
Cumarinas Positivo Negativo Negativo Negativo
Taninos Negativo
Saponinas Negativo Negativo
Antraquinonas Negativo Positivo | Negativo Positivo
Glicosidos Negativo
Cardendlidos Negativo Negativo | Negativo Positivo
Flavonoides Negativo Negativo Positivo Positivo
Antocianinas Negativo Negativo | Negativo Negativo
Principios Amargos Negativo Positivo | Positivo
Aceites esenciales Negativo | Negativo | Negativo

Nota: Ver en anexos mas detalles de Caracterizacion Fitoquimica.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

De acuerdo a los resultados obtenidos en el rendimiento de extraccién, se observo que el
extracto cloroférmico es el que posee un mayor porcentaje de rendimiento (42.93%), ésto
concuerda con otros estudios realizados sobre el porcentaje de rendimiento de los diferentes

extractos. El extracto acuoso es el de menor porcentaje (11.09%).

Los resultados del ensayo farmacolégico obtenidos del extracto etandlico indican que éste
no tiene actividad diurética significativa en ninguna de las dosis experimentadas (25mg/kg y
100mg/kg), ya que el valor P no es menor a 0.5. Ambas dosis experimentales del extracto
dieron un resultado menor al control (agua), por lo que se comprueba que no tiene actividad

diurética a dosis menores de 100mg/kg.

El extracto hexanico no mostré actividad diurética significativa en ninguna de las dos dosis
utilizadas en el ensayo farmacoldgico (25mg/kg y 100mg/kg), ya que ninguna de ellas
demostré un valor P menor a 0.5, ni se equiparé o mejord la diuresis provocada por el farmaco
de referencia (furosemida), pero la dosis de 100mg/kg evidencié un volumen urinario mayor

que el control.

El extracto cloroférmico no evidencié actividad diurética significativa en ninguna de las
dos dosis ensayadas (25mg/kg y 100mg/kg) debido a que el valor P obtenido es mayor a 0.5, la
diuresis presentada por el extracto es menor al control, con lo que se determina que dicho

extracto no posee actividad diurética.

El extracto de Acetato de Etilo no mostré actividad diurética significativa en ninguna de las
dosis ensayadas (25mg/kg y 100mg/kg) debido a que el valor P es mayor a 0.5, aunque la

diuresis presentada por el extracto en sus dos dosis fue un poco mayor que el control.

El extracto acuoso no posee actividad diurética significativa en ninguna de las dos dosis
ensayadas (25mg/kg y 100mg/kg) ya que el valor P fue mayor a 0.5, pero una de las dosis

(25mg/kg) present6 una diutesis un poco mayor que el control.
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Analizando la diuresis de todos los extractos en las dosis ensayadas, en comparacion con el
control en cada caso, se determiné una mayor diuresis de la dosis de 100mg/kg del extracto
hexanico, aunque ésta no fue significativa; por lo que para descartar la idea de una diuresis
significativa a mayores dosis, se realiz6 un ensayo a dosis de 150mg/kg y 200mg/kg del
extracto hexanico, con 3 replicas de cada grupo. Al analizar los resultados de este ensayo, se
determiné que no se tiene actividad diurética significativa a ninguna de las dosis

expetimentadas (25mg/kg —200mg/kg).

En estudios anteriores se demostr6 actividad diurética en la evaluacion farmacologica de la
infusion de Lippia graveolens, por lo cual si en este ensayo de Fase II no se demostré actividad
diurética significativa, se puede inferir que esta actividad se da solamente por el sinergismo de
todos los compuestos que contiene la planta, es decir que se da cuando la planta esta completa

sin ninguna separacion de sus componentes por la polaridad de los mismos.

Otro aspecto muy importante es la ausencia de los aceites esenciales en los extractos,
basandose en el analisis fitoquimico que se realiz6 a cada uno de ellos, ya que a estos aceites se
le atribuyen la mayoria de propiedades farmacoldgicas de la Lippia graveolens, podria suponerse

que la actividad diurética también sea producida por ellos.

La toxicidad no fue evaluada porque ninguno de los extractos demostré actividad diurética

significativa, siendo esta innecesaria.



10.1

10.2

10.3

10.4

10.5

47

10. CONCLUSIONES

En ningun extracto de Lippia graveolens HB.K. (Orégano) se evidencié actividad

diurética significativa.

El extracto hexanico de Lippia graveolens HB.K. (Orégano) a una dosis de 100mg/kg
presenté mayor volumen urinario excretado en comparacion de los otros extractos y

el control.

El extracto hexanico de Lippia graveolens H.B.K. (Orégano) a dosis mayores (150mg/kg

y 200mg/kg) no presenté actividad diurética significativa.

Se comprueba que la actividad diurética de Lippia graveolens H.B.K. (Orégano) se

presenta en la planta completa.

El extracto cloroférmico de Lippia graveolens H.B.K. (Orégano) presenté mayor

porcentaje de rendimiento (47.7%).
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11. RECOMENDACIONES
Utilizar la Lippia graveolens H.B.K. (Orégano), en infusion como diurético.
Continuar con Ensayos Farmacolégicos de Fase II de plantas medicinales nativas, ya

que con esto se contribuye al aprovechamiento de los recursos naturales y sobre todo

con la salud de la poblacion.
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13. ANEXOS

13.1 ANALISIS FITOQUIMICO DE LOS EXTRACTOS ETANOLICO,
HEXANICO, CLOROFORMICO Y ACETATO DE ETILO DE
Lippia graveolens H.B.K. (OREGANO)
13.1.1 ALCALOIDES
a. Ensayo Macro y Semimicro
Ensayos Control Etanélico Hexanico | Cloroférmico | Acetato de
etilo
Mayer () () () () ()
Dragendorf () () () () ()
Wagner ) () ) () ()
Positivo (+): Precipitados, turbidez o complejos.
Negativo (-): No se evidencio precipitado, turbidez o complejo.
b. Cromatografia de Capa Fina
Con Tratamiento
Muestra 254 nm 365nm
Extracto Etanolico (-) Fluorescencia amarilla (+)
Extracto Hexanico (-) Fluorescencia amarilla (+)
Extracto Cloroférmico (-) Fluorescencia amarilla (+)
Extracto Acetato de Etilo (-) Fluorescencia amarilla (+)
Atropina (-) Fluorescencia amarilla (+)
Papaverina (-) Fluorescencia amarilla (+)

Positivo (+): 254nm: fluorescencia

365nm: fluorescencia azul o amarilla.
Negativo (-): No se evidencio fluorescencia.

Sin Tratamiento

Muestra Visible
Extracto Etanolico (-)
Extracto Hexanico (-)
Extracto Cloroférmico (-)
Extracto Acetato de Etilo (-)

Atropina

Fluorescencia naranja (+)

Papaverina

Fluorescencia naranja (+)

Positivo (+): Visible: fluorescencia naranja o café.
Negativo (-): No se evidencio fluorescencia.




13.1.2 CUMARINAS

a. Ensayo Macro y Semimicro

Extracto Fluorescencia a 365nm
Etanélico (-)
Hexanico (-)
Cloroférmico Fluorescencia verde clato (4)
Acetato de Etilo Fluorescencia verde claro (4)

Positivo (+): Fluorescencia azul o verde.

Negativo (-): No se evidencio fluorescencia

Cromatografia de Capa Fina

Sin Tratamiento
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Muestra Visible 365nm
Extracto Etanélico (-) (-)
Extracto Hexanico (-) (-)
Extracto Cloroférmico (-) (-)
Extracto Acetato de Etilo (-) (-)
Cumarina (-) (-)
Acido p-cumarinico (-) (-)

Positivo (+): 254nm: fluorescencia

365nm: fluorescencia intensa azul o azul-verde
Negativo (-): No se evidencio fluorescencia.

Con Tratamiento:

Muestra 365nm
Extracto Etandlico (-)
Extracto Hexanico (-)
Extracto Cloroférmico (-)
Extracto Acetato de Etilo (-)
Cumarina Fluorescencia verde (+)
Acido p-cumarinico (-)

Positivo (+): 365nm: fluorescencia azul, verde oamarillo-verde.
Negativo (-): No se evidencio fluorescencia.




13.1.3 TANINOS

a. Ensayo Macro y Semimicro
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Extracto Testigo Gelatina 1% Gelatina-Sal FeCl3 10%
Etandlico Anaranjado (- (- Café (-
Hexanico Amarillo verdoso (9 () ()

Cloloférmico Anaranjado (-) (9 Café (-)
Acetato de Etilo Anaranjado (-) (9 Café (-)

Positivo (+): Precipitado o cambio de color.

Con FeCl3 grisaceo-negro o negro-azulado.
Negativo (-): No se evidencio precipitado o cambio de color.

13.1.4 SAPONINAS

a. Ensayo Macro y Semimicro

Extracto Resultado
Etandlico 0.2 cm de espuma ( -)
Hexanico (-)
Cloroférmico (-)
Acetato de Etilo 0.2 cm de espuma ( -)

Positivo (+): 3.0 cm de espuma.
Negativo (-): No se evidencio espuma

b. Cromatografia de Capa Fina

Con Tratamiento:

Muestra 365nm
Extracto Etanélico (-)
Extracto Hexanico (-)
Extracto Cloroférmico (-)
Extracto Acetato de Etilo (-)
Saponina (-)
Colesterol (-

Positivo (+): Visible: coloracién azul, azul-violeta, amarilla.
Negativo (-): No se evidencio esta coloracion.



13.1.5 ANTRAQUINONAS

a. Ensayo Macro y Semimicro

Extracto Resultado
Etanélico Amarillo (-)
Hexanico Amarillo (-)
Cloroférmico Amarillo (-)
Acetato de Etilo Amarillo ( -)

Positivo (+): Coloracién rojo o rosado.
Negativo (-): No se evidencio coloracién roja o rosada.

Sin Tratamiento:

Cromatografia de Capa Fina

Muestra

365nm

Extracto Etandlico

Fluorescencia rojo y amarillo (+)

Extracto Hexanico

Fluorescencia rojo (+)

Extracto Clorofé6rmico

Fluorescencia amarillo y rojo (+)

Extracto Acetato de Etilo

Fluorescencia amarillo (+)

Antrona

Fluorescencia amarillo (+)

Positivo (+): 365nm: fluorescencia amarillo, rojo y café
Negativo (-): No se evidencio fluorescencia.

Con Tratamiento

Muestra Visible 365nm
Extracto Etandlico (-) Fluotescencia toja (4)
Extracto Hexanico (-) Fluorescencia roja (+)
Extracto Cloroférmico (-) Fluorescencia roja (+)
Extracto Acetato de Etilo (-) (-)
Antrona Fluorescencia Amarilla (-)

Positivo (+): Visible: fluorescencia roja o amarilla
365nm: fluorescencia roja o amarilla
Negativo (-): No se evidencio fluorescencia.
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13.1.6 GLICOSIDOS CIANOGENICOS

a. Ensayo Macro y Semimicro

Extracto Resultado
Etanélico (-)
Hexéanico (-)
Cloroférmico (-)
Acetato de Etilo (-)

Positivo (+): Cambio de color a amarillo, rojo o rojo-café.
Negativo (-): No se evidencio cambio de color.

13.1.7 CARDENOLIDOSY BUFADIENOLIDOS

a. Ensayo Macro y Semimicro

Extracto Resultado
Etanélico (-)
Hexéanico (-)
Cloroférmico (-)
Acetato de Etilo (-)

Positivo (+): Formacion de anillo purpura.
Negativo (-): No se evidencio formacién de anillo purpura.

b. Cromatografia de Capa Fina

Sin Tratamiento

Muestra 254 nm 365nm
Extracto Etandlico (-) (-)
Extracto Hexanico (-) (-)
Extracto Cloroférmico (-) (-)
Extracto Acetato de Etilo (-) (-)
Digoxina (-) (-)

Positivo (+): 254nm: fluorescencia
365nm: sin fluorescencia
Negativo (-): No se evidencio fluorescencia en 254nm y se muestra fluorescencia en 365nm..

Con Tratamiento

Muestra 365nm
Extracto Etanolico Fluorescencia anaranjado, amatillo y café (+)
Extracto Hexanico Fluorescencia amarillo, café (+)
Extracto Cloroférmico Fluorescencia anaranjado, café (+)
Extracto Acetato de Etilo Fluorescencia anaranjado, café (+)
Digoxina Fluorescencia anaranjado (+)

Positivo (+): 365nm: fluorescencia naranja, café, amarillo-verde, azul, amarillo-café, verde,
amarillo
Negativo (-): No se evidencio fluorescencia en 365nm..



13.1.8 FLAVONOIDES
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a. Ensayo Macro y Semimicro
Extracto Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4
Control Amarillo Amatrillo palido Amarillo Amatrillo palido
Etandlico Amarillo ( -) Naranja ( -) Verde (-) Verde (+)
Hexanico Verde (-) Naranja ( -) Verde (-) Verde (+)
Clotroférmico Amarillo ( -) Café (-) Amarillo ( -) Naranja (+)
Acetato de Etilo Amarillo ( -) Café (-) Amarillo ( -) Amarillo ( -)

Positivo (+): Tubo 1: rojo-violeta.

Tubo 2: azul-verde

Tubo 3: rojo-violeta

Tubo 4: cambios de color o precipitado
Negativo (-): No se evidencio la coloracién esperada, cambio de color o precipitado.

Sin Tratamiento:

Cromatografia de Capa Fina

Muestra 254nm 365nm

Extracto Etanolico (-) Fluorescencia amarilla (+)
Extracto Hexanico (-) (-)

Extracto Cloroférmico (-) Fluorescencia amarilla (+)
Extracto Acetato de Etilo (-) Fluorescencia amarilla (+)
Rutina &) ()
Naringenina &) ()
Quercetina (-) Fluorescencia verde (+)
Acido Clorogénico (-) Fluorescencia amarillo (+)

Positivo (+): 254nm: fluore

scencia azul oscuro sobre amarillo

365nm: fluorescencia azul, amatrillo o verde
Negativo (-): No se evidencio fluorescencia.

Con Tratamiento:

Muestra 365nm
Extracto Etanolico Fluorescencia anaranjada (+)
Extracto Hexanico (-)

Extracto Clorof6rmico

Fluorescencia anaranjada (+)

Extracto Acetato de Etilo

Fluorescencia anaranjada (+)

Rutina Fluorescencia anaranjada (+)
Naringenina (-)
Quercetina Fluorescencia anaranjada (+)
Acido Clorogénico (-)

Positivo (+): 365nm: fluore
Negativo (-): No se evidenc

scencia anaranjado, amarillo-verde.
io fluorescencia.
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13.1.9 ANTOCIANINAS
a. Cromatografia de Capa Fina

Sin Tratamiento:

Muestra Visible 365nm
Extracto Etanolico (-) Rojo (+)
Extracto Hexanico (-) Rojo (4)
Extracto Cloroférmico (-) Rojo (4)
Extracto Acetato de Etilo (-) (-)
Rojo Sudan Rojo (4) Azul-violeta (+)
Azul de Metileno Azul-violeta (+) Azul-violeta (+)

Positivo (+): Visible y 365nm: rojo o azul-violeta
Negativo (-): No se evidencio coloracion rojo o azul-violeta.

Con Tratamiento:

Muestra Visible 365nm
Extracto Etandlico (-) (-)
Extracto Hexanico (-) (-)
Extracto Cloroférmico (-) (-)
Extracto Acetato de Etilo (-) (-)
Rojo Sudan (-) Rojo-violeta (4)
Azul de Metileno Azul-violeta (+) (-)

Positivo (+): Visible: azul-violeta
365nm: rojo-violeta
Negativo (-): No se evidencio coloracién azul-violeta en visible y rojo-violeta en 365nm.

13.1.10 PRINCIPIOS AMARGOS
a. Cromatografia de Capa Fina

Sin Tratamiento:

Muestra 254 nm 365nm
Extracto Etandlico (-) Fluorescencia amatilla, roja (+)
Extracto Hexanico (-) Fluorescencia roja (+)
Extracto Cloroférmico (-) Fluoorescencia verde, roja,
amarilla. (+)
Extracto Acetato de Etilo (-) Fluorescencia verde y amarilla (+)

Positivo (+): 254nm: fluorescencia
365nm: fluorescencia
Negativo (-): No se evidencio fluorescencia.



Con Tratamiento:

Muestra

Visible

Extracto Etandlico

Fluorescencia rojo-café, azul (+)

Extracto Hexanico

Fluorescencia azul, azul-verde (+)

Extracto Clorof6rmico

Fluorescencia café-rojo, azul, azul-verde (+)

Extracto Acetato de Etilo

Fluorescencia café-rojo, azul (+)

Positivo (+): Visible: rojo-violeta, café-rojo, azul-verde, azul.
Negativo (-): No se evidencio fluorescencia en estos colores.

13.1.11 ACEITES ESENCIALES

a. Cromatografia de Capa Fina

Sin Tratamiento:

Muestra

Extracto Etandlico

Extracto Hexanico

Extracto Clorofé6rmico

Extracto Acetato de Etilo

Eugenol

Positivo (+): 254nm: fluorescencia verde claro

365nm: fluorescencia azul

Negativo (-): No se evidencio fluorescencia verde o azul.

Con Tratamiento:

Muestra

Visible

Extracto Etandlico

Fluorescencia verde ( -)

Extracto Hexanico

Fluorescencia verde ( -)

Extracto Clorof6rmico

()

Extracto Acetato de Etilo

Fluorescencia verde ( -)

Eugenol

Fluorescencia azul (+)

Positivo (+): Visible: fluorescencia azul, verde-rojo o café.
Negativo (-): No se evidencio fluorescencia azul, verde-rojo, café.




13.2

CLASIFICACION BOTANICA DE Lippia graveolens (Otégano)

Familia: Verbenaceae
Orden 3: Lamiales
Subclase IV:  Asteridae
Clase: Magnoliobsida

Division: Magnoliophyta

13.3 ESQUEMA DE Lippia graveolens H.B.K. (Orégano)
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13.4 MERCADO MUNDIAL DEL OREGANO

En el ambito mundial la Lippia graveolens HB.K. es un cultivo muy preciado para los
Estados Unidos, los pafses de mayor exportaciéon son: México, Turquia, Grecia, Israel y

Marruecos. En 5 afios el consumo total ha sido de 6,000 toneladas.

Anfo

Pais 1991 1992 1993 1994 1995
Meéxico 2186 1558 2080 2009 2100
Turquia 2731 2411 2717 3588 3392
Grecia 440 272 321 401 139
Israel 267 192 144 347 168
Marruecos 171 32 72 100 140
Miscelaneos 340 204 595 350 156

Fuente: International Plant Genetic Resouces Institute (Proceedings of IGRI, international Workshop on

Orégano), CIHEAM, Valenzano (Bari), Italy, 8-12 May 1996. Pag 145)
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13.5 FUROSEMIDA

Generalidades:
Es un diurético de techo alto o diurético de asa, derivado del acido antranilico. Tiene

accién caracteristica sobre la funcidn tubular renal.

Accién diurética:

Inhibe selectivamente la resorciéon de NaCl en la rama ascendente gruesa del asa de
Henle. Debido a la gran capacidad de absorcion de NaCl de este segmento y al hecho de
que la diuresis no es limitada por el desarrollo de acidosis, como sucede con los inhibidores
de la anhidrasa carbonica, este farmaco pertenece al grupo de los agentes diuréticos mas
eficaces disponibles.

Inhibe el sistema de transporte acoplado Na'/K'/ 2CI' en la membrana luminal
ascendente gruesa del asa de Henle. Al inhibir este transportador, los diuréticos del asa
reducen la resorcion de NaCl y también disminuyen el potencial positivo normal de la luz
que deriva de la recirculacion de K, este potencial eléctrico normalmente impulsa la

resorcion de cationes divalentes en el asa.

Indicaciones:
Las indicaciones mas importantes para el uso de furosemida incluyen edema pulmonar
agudo, otros padecimientos edematosos e hipercalcemia aguda. Entre otras indicaciones se

incluyen: hiperpotasemia, insuficiencia renal aguda, sobredosis de aniones.

Contraindicaciones:
El uso excesivo de cualquier diurético es peligroso en cirrosis hepatica, insuficiencia

renal marginal o insuficiencia cardiaca congestiva.

Fuente: KATZUNG, B. 1999. Farmacologfa bésica y clinica. 7* edicién. Editorial Manual Moderno.
México. Pag. 295-297. 1310pp.
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