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RESUMEN
El presente trabajo de investigacion fue de tipo descriptivo con enfoque cualitativo y
cuantitativo. El objetivo fue determinar las caracteristicas fisicas quimicas del extracto
fluido de Maytenus laevis (Chuchuhuasi) y su toxicidad aguda sobre Artemia salina. Los
métodos que se utilizaron fueron: Método sensorial para determinar caracteristicas
organolépticas, método gravimétrico para solidos solubles, método de picnémetro para
densidad relativa, método potenciometro para pH y volumétrico para grado alcohdlico, se
realiz6 una marcha fitoquimica para identificar los metabolitos secundarios y el método de

micropocillo para la evaluacion de toxicidad aguda.

Los resultados fueron: Extracto fluido de consistencia densa, color rojo marrdn oscuro, olor
a madera sabor astringente, con pH de 5 y grado alcoholico de 20°, el valor s6lido solubles
163mg/ml y densidad relativa 1.6g/ml a 25°C. Los metabolitos secundarios presentes
fueron: Alcaloides, flavonoides, triterpenoides, taninos, saponinas, entre otros con menor
presencia. En la evaluacion de toxicidad aguda se determin6 la CL50, obteniendo como

valor de 0.57mg./ Lo que nos indica que el extracto fluido no es téxico.

Se concluye que el extracto fluido de la corteza de Maytenus laevis(Chuchuhuasi) presentd
las caracteristicas fisico quimica correspondiente a la especie de Maytenus, con presencia
de metabolitos secundarios de: Alcaloides, flavonoides, Triterpenoides, saponinas, entre
otros con menor presencia y en la evaluacion de toxicidad aguda sobre Artemia salina esta

dentro la escala no toxica.

Palabras claves: Maytenus laevis, caracteristicas fisico quimicas y toxicidad aguda



ABSTRACT

The present research work was of a descriptive type with a qualitative and quantitative
approach. The objective was to determine the chemical physical characteristics of the
Maytenus laevis fluidextract (Chuchuhuasi) and its acute toxicity on Artemia salina. The
methods that were used were sensory method to determine organoleptic characteristics,
gravimetric method for soluble solids, pycnometer method for relative density,
potentiometer method for pH and volumetric for alcoholic degree, a phytochemical march
was carried out to identify the secondary metabolites and the method of microwell for the

evaluation of acute toxicity.

The results were: Fluid extract of dense consistency, dark brown red color, smell of
astringent taste wood, with a pH of 5 and alcoholic degree of 20 °, soluble solid value
163mg / ml and relative density 1.6g / ml at 25 © C . The secondary metabolites present
were: alkaloids, flavonoids, triterpenoids, tannins, saponins, among others with less
presence. In the evaluation of acute toxicity the LC50 was determined, obtaining as a value

of 0.57mg./ What indicates that the fluid extract is not toxic.

It is concluded that the fluidextract of the bark of Maytenus laevis (Chuchuhuasi) presented
the physical and chemical characteristics corresponding to the Maytenus species, with the
presence of secondary metabolites of: alkaloids, flavonoids, triterpenoids, saponins, among
others with less presence and in the acute toxicity evaluation on Artemia salina is within

the non-toxic scale.

Key words: Maytenus laevis, physicochemical characteristics and acute toxicity
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I. INTRODUCCION
Las plantas con propiedades medicinales fueron las primeras medicinas utilizadas en
forma empirica para curar las enfermedades que padecia el ser humano, asi vinieron
diferenciando las que curaba y las que eran toxicas. Este conocimiento fue trasmitién
dose oralmente entre las generaciones. Cuando aparecio el papiro se comenzo6 obtener
mayor informacion mediante la escritura convirtiéndose en patrimonio de la sociedad,

por lo cual ha venido atravesando la humanidad V.

Las plantas medicinales son de gran importancia para la investigacion, porque sirven de
base para la sintesis de los medicamentos y modelos farmacologicos, para su desarrollo.
Por consiguiente, la reglamentacion de la explotacion y la exportacion, junto con la
cooperacion y la coordinacion internacionales, son esenciales para su conservacion a fin

de asegurar su disponibilidad para el futuro ®.

Los medicamentos herbarios tienen caracteristicas especiales que los distinguen de los
medicamentos quimicos. Una sola planta puede contener muchos constituyentes
naturales. Ademas, la experiencia sefiala que el uso de sus extractos de plantas
medicinales enteras tiene beneficios reales a largo plazo, ya que los componentes de las
mismas actilan conjuntamente unos con otros. Sin embargo, hay muy poca investigacion
sobre ellas, solo una cantidad relativamente pequefia de especies de plantas se ha venido

estudiando para las posibles aplicaciones médicas @,

La politica de la Organizacion Mundial de la Salud con respecto a la medicina
tradicional que se present6 en el informe de la Directora General sobre la Medicina
Tradicional, en el que decia que la OMS colabord con sus Estados Miembros en el
examen de las politicas nacionales, la legislacion y las decisiones sobre la naturaleza y

el grado de uso de la medicina tradicional en sus sistemas de salud. Siendo uno de sus



objetivos principales del programa de Medicina Tradicional, facilitar la integracion en
los sistemas nacionales de atencion de salud de la medicina tradicional, promoviendo el
uso racional mediante la formulacién de pautas técnicas y normas internacionales en el

campo de los medicamentos herbarios .

En respuesta a la solicitud. El programa de Medicina Tradicional de la OMS decidi6d
preparar un documento técnico, titulado "Monografias” de la OMS sobre plantas
medicinales. Esta comprende dos partes: La primera parte consta de resimenes de las
caracteristicas botdnicas y sus principales componentes quimicos activos, asi como su
control de calidad de cada planta; La segunda parte, consta de resumenes de las
aplicaciones clinicas, la farmacologia, la posologia, las contraindicaciones 'y
precauciones posibles y las reacciones adversas potenciales .La Farmacopea Europea,
ESCOP(European Scientific Cooperative for Phytotherapy), la OMS “Quality Control
Methodsfor Medicinal Planta Materials”contribuyeron de forma decisiva a dicho

desarrollo %34

Para el andlisis Quimico de plantas, consiste en la identificacion de la estructura y
composicion quimica de alguna parte de ella. Actualmente se considera como una
referencia indispensable para determinar la calidad para el empleo de las mismas,
especialmente cuando van a ser utilizados en medicamentos Fito terapéuticos o
especialidades farmacéuticas, convirtiéndose en una herramienta muy util para
determinar, sustancias toxicas, residuos de plaguicidas, y derivados de procesos de
contaminacion atmosférica. Ademas, resulta necesaria la evaluacion cientifica para
poder ofrecer ayuda conociendo la composicion y las caracteristicas fisicas quimicas de

un producto terminado %,



Por otra parte, tenemos los procedimientos de extraccion que juega un papel importante
que aseguran y proveen productos herbales de calidad a los consumidores de todo el
mundo. Si se conoce la composicion quimica de su naturaleza (informaciéon quimio
taxonomica). Estos métodos de extraccion deben estar dirigidos a la obtencion de
componentes con la mayor pureza posible. Cuando la componente quimica es
desconocida, el proceso de extraccion puede estar basado en el uso de las plantas que
tiene en medicina popular para esto, se lleva a cabo varias extracciones con solventes
cuya polaridad se va incrementando ¥,

También tenemos a la percolacion que es el método oficial de extraccion, descrito en la
Farmacopea Americana USP XXX. Este método consiste en que el menstruo
(generalmente alcoholico o mezclas hidroalcoholicos) atraviese la masa de la droga
humectada siempre en un solo sentido, alcanzando mayores concentraciones porque el
disolvente se renueva de modo continuo, corre de arriba abajo a través de la capa de
droga sin aplicar presion. Los extractos son presentaciones de consistencia solida,
liquida derivado del material vegetal desecado, se obtienen al evaporar parcial o

totalmente el disolvente en liquidos extractivos, se clasifican en: Extractos fluidos,

secos, blandos y crio extractos .

Los extractos fluidos son extracciones de drogas que, con la concentracion prescrita de
etanol, estan preparados de forma que una parte de droga corresponde a una parte del
extracto fluido (1mg/1ml) teniendo en cuenta que 85 partes de droga seca corresponde
a 100 partes de planta fresca. Por lo general los extractos fluidos se obtienen por
percolacion ® Mientras que, los anélisis fitoquimicos mediante las reacciones de
precipitacion y coloracion permiten determinar los principales metabolitos presentes en

las extracciones de plantas medicinales 1%
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En un extracto hidroalcohoélicos de corteza de Maytenus macrocarpa (Chuchuhuasi),
se han evaluado mediante el analisis Fitoquimico de sus metabolitos, entre los que se
encontraron son: Taninos aminoAacidos, triterpenoides, flavonoides, y alcaloides !V, En
la presente investigacion, se plantea el siguiente problema. ;Cuales son las
caracteristicas fisicas quimicas del extracto fluido Maytenus laevis (Chuchuhuasi)

y su toxicidad sobre Artemia salina?

OBJETIVOS GENERALES

e Determinar las caracteristicas fisico quimica del extracto fluido de la corteza

Maytenus laevis (Chuchuhuasi) y su toxicidad sobre Artemia salina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar las caracteristicas fisicas del extracto fluido de la corteza

Maytenus laevis (Chuchuhuasi).

e Identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto fluido de la

corteza de Maytenus laevis (Chuchuhuasi).

e Evaluar la toxicidad aguda del extracto fluido de la corteza de Maytenus

laevis (Chuchuhuasi) sobre Artemia salina.



II.  REVISION DE LA LITERATURA

2.1 Antecedentes
La medicina tradicional, es una de las expresiones mds importantes de la memoria
ancestral de los pueblos amazonicos que hace uso, entre otras practicas de un gran
numero de especies vegetales para curar sus enfermedades sindromes. La flora
amazonica peruana constituye una de las mayores reservas de recursos fitotera péuticos.

El conocimiento de las propiedades medicinales de las plantas esta basado en la

., . . .. (12)
observacion, la experiencia y el conocimiento profundo del entorno

Dentro de estas especies tenemos a la planta medicinal Chuchuhuasi cuya planta tiene

muchos antecedentes de su uso y valor terapéutico que han venido contribuyendo en la

(12) . .,
salud de los seres humanos . A continuacion, se presentan algunos antecedentes de

investigaciones de ensayos toxicologicos.

Quiroga en el afio 2015 en Quito, Ecuador realiz6 una evaluacién de la toxicidad del
extracto hidroalcoholicos de la corteza de Maytenus macrocarpa (Ruiz&Pav.) Brig, en
ratones. Al administrar la concentracion del extracto a 1000mg/Kg se observaron a los
ratones con ataxia y dos de ellos murieron, luego administré la concentracion del
extracto a 2000 mg/Kg se observaron a todos los ratones que murieron. También

identifico los metabolitos secundarios como: Alcaloides, flavonoides, saponinas,

. . (13)
triterpenoides entre otros = .

En otro estudio Salazar, en el afio 2013 en Quito, Ecuador realizé un estudio experi
mental de la valoracion de la toxicidad del extracto hidro alcohdlicos de Maytenus
laevis Reissek. (Chuchuhuasi). Con ratones albinos. El tratamiento de los animales fue
con las siguientes dosis (5, 50, 500, 2000 y 5000 mg/kg) se administro hasta ver morir

al animal. Concluyendo el estudio de la dosis inicial de 2000 mg/kg es una dosis
5



letal, la dosis eficaz para la actividad analgésica es de 100mg/kg. En éste mismo estudio

identifico los siguientes metabolitos: Taninos, alcaloides, flavonoides y esteroles en

forma mayoritaria )

Mientras que, Acosta et al, en el afio 2013 en la Universidad Mayor de San Marcos
Lima, realiz6 un estudio experimental del efecto de Maytenus macrocarpa
(Chuchuhuasi) en el sistema reproductor masculino del raton (Mus musculus)
administraron durante 7 dias. Los ratones fueron machos maduros de la cepa C57BL
divididos en 2 grupos (n=10), Grupo Control (C): NaCl 0.9% y el grupo tratamiento con
el extracto acuoso de Chuchuhuasi, se evaluaron la concentracion, movilidad y
morfologia espermatica. Concluyendo que el extracto acuoso presentd un efecto
negativo en el sistema reproductivo masculino de ratones. Tampoco hubo significa tivas

en el peso corporal de los ratones sugiriendo que el extracto acuoso no causaria

toxicidad sistémica en el individuo a la concentraciéon suministrada (15).

Egoavil et al, en el afio 2013 en la Universidad de la Molina en Lima ha evaluado en
una marcha Fitoquimica del extracto de la corteza de Maytenus macrocarpa
“Chuchuhuasi” en la cual tuvo como resultado positivo en los siguientes metabolitos:
En aminoécidos, taninos, esteroides triterpenos, flavonoides, cardendlidos y alcaloides,
por lo que verificd sus usos que tradicionalmente se le atribuyen, tales como

analgésico y antiinflamatorio .

Apaclla en el afo en el afio 2015, Iquitos Pert realizd6 una evaluacion de Metales
presentes en la raiz, corteza y hojas de Maytenus macrocarpa (Chuchuhuasi) de uso
etnomedicinal en la Region de Loreto. Se determiné la concentracion del analito en el
equipo de absorcion atdomica SpectrA AvarianAA 240, con gas de arrastre: Aire/ Aceti
leno, sefial lampara de catodo hueco, la deteccion diferente para cada elemento. Con

6



una temperatura de ionizacién 3000°C, con inyeccidn aspiracion directa, horno de

incineracion (Mufla). Para observar si existen metales pesados (19,

Mendocilla et al., en el afio 2017 en el seguro de EsSalud en Lima, ha evaluado el
efecto de seguridad y eficacia de Maytenus krukovii (Chuchuhuasi) diferentes dosis,
en pacientes con osteoartrosis leve-moderada en un ensayo clinico aleatorizado, doble
ciego, la dosis fueron: I (40 mg/kg/dia de M. Krukovii); II (80 mg/kg/dia de M.
Krukovii) y IIT (15 g/dia de Daucus carota como placebo). Como dolor referido fue
estadisticamente distinto entre ambos grupos de estudio en comparacion con placebo
(p=0,001; diferencia de medias: 1,3+0,89 en ambos casos). El recorrido articular de
rodilla fue diferente entre el grupo Iy el grupo III (p=0,004). Concluyeron que el uso
de Maytenus. Krukovii, a dosis de 40 y 80 mg/kg pc. Por dia mostrd disminuir el

dolor referido y mejorar la capacidad funcional en los pacientes 17,

La OMS a través de la agencia especializada de las Naciones Unidas ha participado
como autoridad de direccion y coordinacion asuntos internacionales de salud y salud
publica ha establecido los materiales basicos para utilizar en los paises desarrollados y
en desarrollo como remedios caseros, productos farmacéuticos sin receta y materias
primas. Ha hecho un hincapié en la necesidad de garantizar la calidad de los productos

de plantas medicinales utilizando, técnicas modernas de control y aplicacion de

B ®)
estandares adecuados

2.2. Bases teoricas

2.2.1. Fundamento del proceso de extraccion

Las extracciones denominadas popularmente como preparaciones galénicas en honor a
galeno, en la cual dio grandes aportes en su época al desarrollo de la farmacia y la
medicina, y generalmente las extracciones se obtienen como decocciones, infusiones

7



extractos fluidos, densos y secos 1319, A partir de estos procedimientos han venido
perfeccionado técnicas extractivas que permitan obtener las sustancias activas en forma
pura para una elaboracion mas sofistica de medicamentos en forma de tabletas, liquidos,
unglientos, capsulas etc., Pero no han logrado destituir las preparaciones originales de
las cuales han tomado mayor importancia en la actualidad, por su inocuidad y menores

reacciones adversas (1319,

Para lograr una concentracion adecuada de los principios activos que contienen las
plantas medicinales y que su accion sea mas efectiva es necesario realizar diversos
procedimientos, mediante los cuales sean extraidos dichos metabolitos con solventes
adecuados y que sean seleccionados de acuerdo a la solubilidad y la estabilidad que

poseen las sustancias extractivas (%19,

2.2.2. Fundamento teorico botanico
Fundamento botanico: CHUCHUHUAS (Maytenus laevis)

Nombre Cientifico: Maytenus Macrocarpa (R. & P.) Briq.
Familia: Celestraceae (Dicotiledonea)

Nombres Comunes

*  Chuchuhuasi

* Chuchuhuasha
* Chuchuguaza
* Chuchuhuasca

+  Chuchuguaso 1.
Sinonimia

*  Maytenus laevis.



*  Maytenus ebenifolia

*  Maytenus terapotensis

*  Maytenus Multiflora (R. &P)

* Loese Celastrus macrocarpus R.&P
* Haenkea macrocarpa (R&P) Steudel
*  Maytenus chuchusha

»  Maytenus Krukovii- '*

Descripcion botanica

La corteza de Chuchuhuasi es un arbol grande con ramas verticiladas, ramitas foliares
anguladas. Hojas enteras, coridceas; oblongo-lanceoladas o elipticas, acuminadas,
emarginadas; lustrosas en el haz; 10-20 cm de largo. Inflorescencia axilar. Flores
diminutas, caliz colorido, pétalos obovados, blanquecinos. Fruto cépsula ovoide.
Semillas oblongas con arilo blanco !?

Usos: Raiz. Es utilizado para el reumatismo, se prepara en maceracion alcoholica,
agregando miel de abeja a la hora de consumir una copita en ayunas durante un mes.
Corteza. También se utiliza para reumatismo, se prepara por decoccion. La dosis diaria
se toma una copita en ayunas; Para resfrios y bronquitis se raspan 200 g de corteza y se
hierven en dos litros de agua durante una hora, colocar en una botella agregando un
cuarto de litro de aguardiente, dejando macerar por 10 dias. Este preparado tomar una

cucharada en las mafianas por 15 dias (2.

Antidiarreico la corteza troceada por decoccidon, tomar una cucharada cada tres horas
para hemorroides preparar en decoccion la corteza y realizar bafios de asiento.
Afecciones de las mamas: Una taza de la corteza, rallada o en trozos, preparar en

9



decoccion, aplicar en los pezones con grietas (12,

Componentes quimicos

Dentro su composicion quimica tenemos: Los alcaloides sesquiterpénicos y
espermidinicos, acidos fijos debiles, auronas, catequinas, chalconas, cumarinas, fenoles
simples, flavonoides, quinonas, saponinas y triterpenos 4,

Corteza y Raiz: contienen fenoldienonas con esqueleto triterpénico y proantocianidi
nas dimétricas; saponinas, esteroides, derivados fendlicos, vitaminas y almidones;
ademas contiene maytenina, metilepigalocatequina, hidroxitingenona, benzoil, diacetil

mayteina, taninos catéquicos, maytansina, Mayteina y tingenona .

2.2.3 Fundamento de investigacion fitoquimica

2.2.3. 1 Tamizaje Fitoquimica.

Es un proceso en el cual se aplica técnicas de extraccion sobre el material vegetal seco
o fresco para separar los posibles constituyentes de la planta en funcion a la polaridad

del solvente utilizado la afinidad de los metabolitos presentes en la planta (%11,

2.2.3.2 Investigacion Fitoquimica

Nos permite determinar cualitativamente los grupos, quimicos presentes en una planta
y a partir de alli, orientar la extraccion de los extractos para el aislamiento de los grupos
de mayor interés También lo consideran como unas etapas iniciales de la investigacion
fitoquimica (1020,

2.2.3.3 Metabolitos secundarios. Son sustancias organicas que se encuentran en las
plantas se sintetizados en pequenas cantidades a partir del metabolismo primario.
Muchos de los metabolitos secundarios son pigmentos que proporcionan color a las
flores y frutos, jugando un papel esencial en la reproduccidon atrayendo a insectos
polinizadores que van a utilizar los frutos como fuente de alimento. También tienen un
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importante valor medicinal, econdmico, en la industria cosmética, alimentaria y

farmacéutica 1% 2021,

Como ejemplos de metabolitos tenemos: Los compuestos fendlicos, cumarinas,
saponinas, esteroides y alcaloides entre otros. Para el consumo de estos metabolitos
secundarios, se requiere determinar dosis adecuadas que eviten efectos toxicos a los

seres humanos 2021

Los flavonoides son pigmentos amarillos derivados de la fenil-benzo y pirona o fenil
cromona. Se dan mucho en el reino vegetal, normalmente en forma de heteropsidas. Son
una estructura molecular del tipo C6 — C3 — C6. Son una familia muy diversa de
compuestos, aunque todos los productos finales se caracterizan por ser polifendlicos y
solubles en agua. Los taninos son substancias complejas que no es posible clasificar
dentro de una estructura quimica Unica, son polifenodlicos hidrosolubles no nitrogena
das, de origen vegetal, de peso molecular entre 500 y 3000, que ademas de dar las
reacciones clésicas de los fenoles, precipitan gelatina, sales de alcaloides y metales

pesados se clasifican en: hidrolizables y condensados ?%-22),

Las Quinonas son dicetonas aromaticas procedentes de la oxidacion de fenoles. Hay
varios tipos: Para Benzoquinonas: derivadas del benceno. Son muy activas (antimicro
bianas , antifingicas) Naftoquinonas: derivadas del naftaleno. Antibacterianas y antifin
gicas. Los terpenoides estdn formados por la union de un nimero entero de unidades
de isopreno (C5). Seglin ese numero se clasifican en: Monoterpenos (2 unidades de
isopreno = C10), Sesquiterpenos (3 unidades de isopreno = C15), Diterpenos (C20),
Triterpenos C30). Carotenos (C40), Politerpenos (Cn Dentro de los monoterpenos

tenemos a los iridoides, lactonas sesquiterpenos y saponinas ° 22,

11



Las saponinas son sustancias que tienen poder espumante en soluciones acuosas, y son
tenso activos naturales. También tenemos a los alcaloides que son grupo de productos
naturales de mayor interés en la farmacognosia. Dentro de este grupo se encuentran
sustancias toxicas incluso a bajas dosis. Son sensibles a la luz y el calor, se estabilizan

con acidos inorgéanicos y se encuentran en forma de sales 1% 21:22),

2.2.4 Caracterizacion Fisico quimica de los extractos

Si la materia prima cumple con los pardmetros de calidad establecida en las normas
correspondientes, las extracciones también cumpliran con la calidad de procesos de los
extractos, cuyos principios activos las contengan dentro de los rangos normales. Para
llevar a cabo estos ensayos existen métodos, técnicas establecidas por las farmacopeas
Argentina Europea, espafiola y monografias elaboradas por OMS ©-5823).

A continuacién, se menciona algunos ensayos que se llevaron a cabo para determinar
las caracteristicas fisico quimicas del extracto fluido de la corteza de Maytenus laevis

(Chuchuhuasi).

2.2.4.1 Caracteristicas organolépticas. Las propiedades organolépticas son todas
aquellas descripciones de las caracteristicas fisicas que tiene la materia en general,
segun las pueden percibir los sentidos, por ejemplo su sabor, textura, olor, color. Su
estudio es importante en las ramas de la ciencia en que es habitual evaluar inicialmente

las caracteristicas de la materia @4,

2.2.4.2. Ensayos para determinar solidos totales o solubles

Estos ensayos se realizan en los extractos de las plantas medicinales, se obtiene por
accion del calor, mediante un proceso de evaporacion de la porcion de ensayo hasta el
(5:2325)

secado del residuo en estufa a 105°C colocando en una capsula tarada

2.2.4.3. Ensayo para determinar la de densidad relativa o peso especifico
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La densidad relativa es la relacion que guarda entre masa de volumen de la sustancia a
ensayar y la masa de volumen de agua a la misma temperatura ambas -2,

2.2.4.4. Definicion de la acidez y determinacion del pH.

La acidez o alcalinidad de una solucion viene a ser la medida del pH. El quimico danés
Sorensen defini6 el potencial hidrogeno (pH) como el logaritmo negativo de la
concentracion molar de los iones hidrégeno. El pH se puede medir de forma precisa
mediante un potenciometro, también conocido como pH-metro, un instrumento que
mide la diferencia de potencial entre dos electrodos 627,

La determinacion del pH es uno de los procedimientos analiticos mas importantes y mas
usados en ciencias tales como quimica, bioquimica, y a la vez determina muchas
caracteristicas notables de la estructura y actividad del comportamiento de las
biomoléculas por lo tanto el comportamiento en un organismo 627,

2.2.4.5 Determinacion del contenido de alcohol

Es importante la medicion del contenido alcohol en los extractos hidro alcohodlicos, se
fundamenta. En primer lugar, para normalizar el producto en cuanto a su componentes
y caracteristicas; el segundo porque es legal, fiscalizado para evitar intoxicaciones. Su
graduacion alcoholica se expresa en grados y se mide el contenido de alcohol absoluto

en 100 CC. O sea, el porcentaje de alcohol que contiene una bebida o extracto ?%29,

2.2.5 Valoracion biolégica

2.2.5.1 Toxicidad aguda. Es la capacidad de una sustancia para producir efectos
adversos dentro de corto plazo de tiempo (usualmente 24 horas, pero se admite hasta
14 dias) después de la administracion de una dosis Unica, (una exposicion dada) o tras
dosis o exposiciones multiples en 24 horas. Dosis Letal 50 dosis, calculadas
estadisticamente, de un agente quimico o fisico(radiacién)que se espera que provoque

la muerte al 50 por 100 de los organismos de una poblaciéon bajo un conjunto de
13



condiciones definidas %3V,

2.2.5.2 Los Métodos biolégicos o bioensayos

Se define como la determinacion de la potencia de un analgésico fisico, quimica
bioldgica. La principal desventaja de estos estudios es su falta de precision, debido a la
variabilidad bioldgica. Bernard afirmaba “nunca ningin animal es absoluto
comprobable a otro, tampoco el mismo animal es comprobable asi mismo si es
examinado en tiempos diferente, pero en cambio encierra las siguientes ventajas ¢
No es necesario conocer el principio activo y encontrarse en estado de pureza; En
algunas ocasiones la sensibilidad de los bioensayos es muy superior a los métodos
quimicos fisicos; Pueden indicar cudl es el isomero activo o inactivo, permiten valorar
sustancias quimicamente puras, pero muy inestables, en algunos casos puede ser el
unico método de valoracion, la variabilidad viene expresada en términos de variacion

de efecto, en cuanto a su intensidad y su duracion 2.

Segun Bernard “los métodos son buenos si son exactos, rapidos, y sencillos; Son malos
si son inexactos, lentos y requieren un largo aprendizaje o habitos”. La cantidad de droga
necesaria para producir una respuesta, en la mayor parte de experimentos es
generalmente muy pequefia entre 10mg.0 menos la muestra debe prepararse en
concentraciones bastante diluidas. La experimentacion farmacologia puede ser
cualitativa o cuantitativa. Lo primero para demostrar la actividad o efecto existente, y
lo segundo para determinar la concentracion ideal a la que se produce el mejor efecto.
Estudios en vivo, se llaman asi cuando se utiliza el animal completo, sin quitarle vida,

tienen ventajas con respecto a los 6rganos aislados 3%,

La respuesta es global, es decir no responde a un solo sistema, si no al organismo como
un todo. Permite cuantificar dosis con mayor precision, se puede observar reacciones

adversas inmediatas, permite evaluar diversos parametros. Los animales de
14



experimentacion son: Canis familiares (perro), Rattus rattus (ratas) rattus, Mus
musculus (raton). Para determinar el efecto de una sustancia en estudios debe utilizarse
diferentes grupos de animales a los que se les administra diferentes concentraciones en

progresion geométrica ¢

2.2.6. Toxicidad de las plantas

Asi como las plantas tienen el potencial curativo de ciertas dolencias y enfermedades
también poseen el potencial de producir dafio, toxicidad y muerte, su importancia
desarrollar estudios que permitan determinar los efectos toxicos y conocer la dosis
terapéutica 2.

2.2.6.1.Dosis toxica.

Es la cantidad de droga que puede producir dafio permanente, pasajero en el individuo
el grado de toxicidad guarda relacion con la naturaleza de la droga administrada y esta
puede presentar: En forma aguda, sub aguda, cronica. Los ensayos preliminares pueden
realizarse en Artemisa salina. Pero se debe utilizar animales de mayor complejidad
como ratones o ratas ¢?

2.2.6.2 Intoxicacion aguda. Es la aparicion de un cuadro clinico patoldgico, muchas
veces dramatico, por la exposicion de su corta duracion, mediante una o varias dosis y
con una absorcion muy rapida (menos de 24 horas). Concentracion letal (CL): Es la
dosis que produce la muerte el 50% de una poblacion de animales. Es obtenida
estadisticamente, en mg/kg de una sustancia de la que puede esperarse que produzca la

muerte, durante la exposicion o en un plazo definido GV

2.2.7 Descripcion de la Artemia
Nombre cientifico: Artemia salina

Nombre comun: Artemia
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La Artemia salina es un crustaiceo diminuto que vive en lagos y lagunas salobres de
interior. El cuerpo de la Artemia es delgado y alargado, y esta cubierto por un capara
zon blando. Su longitud y aspecto varia seglin la especie o las condiciones ambientales
en las que viven. Estd compuesto de tres partes bien diferenciadas: Cabeza, torax y
abdomen su tamafio oscila entre 7 y 12 mm de longitud, llegando a alcanzar hasta 18
mm en la etapa adulta. Ciclo reproductivo: Es optimo de la Artemia salina oscila entre
25 a 32°C. Cuando las condiciones ambientales son adversas los huevos de Artemia se
convierten en huevos cisticos o de resistencia(quistes)gracias a las glandulas existentes
en la cascara, que segregan una pelicula protectora que envuelve al huevo. Una vez
desecados los quistes, el embrion entra en criptobiosis %,

Posteriormente, la hembra expulsa estos quistes los cuales se depositaran en orillas de
charcas y lagunas interiores, empujados por el viento. Cuando las condiciones son
favorables el quiste se hidrata, el embrion se desarrolla y rompe el huevo y surgen los
nauplios. Estos se desarrollan consumiendo algas y bacterias hasta su estado adulto
Oviparo: Los huevos se desarrollan en el interior del utero, se transformas en huevos o
quistes y son expulsados al exterior 4.

2.2.8 Conceptos control de calidad.

La calidad se asienta sobres tres pilares basicos: Cultura de la calidad, sistemas y
recursos humanos, utilizando los métodos cuantitativos entre los que destacan la
estadistica. La calidad total en una organizacion no permite fallos en estos tres pilares.
Todas las metodologias actuales hablando de calidad, incluida de seis Sigma, inciden
consideran que la calidad es como un todo involucran a la organizacion completa,
incluido los recursos humanos y los sistemas. En cuanto al uso de los métodos

cuantitativos como herramienta para calidad total, es claro que utilizan el método

cientifico como pilar indispensable en la calidad ©>
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El control de calidad es parte de las BPM y comprende: El muestreo, especificaciones
y ensayos, los procedimientos de organizacion (documentacion), que aseguren que los
ensayos necesarios y pertinentes realmente se efectlien, y que no se autorice la venta o
suministro de los productos, hasta que su calidad haya sido aprobada como satisfaoria.

(Art. 2° - 6°) 9

La Gerencia de Medicina Complementaria es la unidad organica responsable de normar
la atencion de salud mediante la aplicacion de la medicina complementaria y tiene
dentro de sus funciones: Formular, proponer, evaluar las politicas, objetivos, estrategias
y planes relacionados a la medicina complementaria. Considerando que esta Gerencia
es una unidad orgéanica recientemente creada de la Gerencia Central de Prestaciones de
Salud, resulta necesario consolidar y fortalecer la prestacion de los servicios, mejorando
la oportunidad en el abastecimiento de los recursos, productos e insumos considerados

en su Petitorio 7

Se obviaron los procesos de recoleccion, seleccion, identificacion taxondmica, debido
que el Centro de Medicina Complementaria EsSalud adquiere las plantas medicinales
de proveedores que cumplen con las especificaciones técnicas de productos descritos
en el Petitorio Nacional de Productos, Recursos e Insumos afines de uso en Medicina

Complementaria 7).
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HIPOTESIS

Hipotesis implicita
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IV. METODOLOGIA

4.1. Diseiio de la investigacion

El presente estudio de investigacion fue de tipo descriptivo, observacional con enfoque
cuantitativo y cualitativo.

4.2. Poblaciéon y muestra

Poblacion vegetal

Se tomd 1200g. de corteza de Maytenus laevis (Chuchuhuasi) proveida por la Farmacia
Natural del Centro de Medicina Complementaria (CAMEC) EsSalud-Red Asistencial la
Libertad. Esta corteza fue triturada molido y tamizado, de este polvillo se pes6é 1000g.
Para realizar la extraccion del extracto fluido.

4.2.2.1 Muestra Vegetal

Extracto fluido de la corteza de Maytenus laevis (Chuchuhuasi)

Criterios de inclusion.

Corteza de Chuchuhuasi adquirida del Centro de salud de Medicina Complementaria
Red —Asistencial la Libertad. Cuya muestra cumple con las especificaciones técnicas de
los productos descritos en el Petitorio Nacional de Productos, Recursos e Insumos afines
de uso en Medicina Complementaria.

Criterios de exclusion.

Cortezas de Chuchuhuasi que no pertenezcan al Centro de Medicina Complementaria

Red- Asistencial La Libertad.

4.2.1.2 Poblacion biologica: Larvas de Artemia salina

4.3.2.2Muestras biolégicas: Larvas de Artemia salina, tueron distribuidas de manera
aleatoria de18- 21 larvas por tubo en tres grupos (grupo control positivo, grupo control
negativo y grupo experimental) dentro del grupo experimental se dividieron en seis

grupos de distintas concentraciones)
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Criterios de inclusion. Larvas que llegd a su nivel de desarrollo de eclosion

Criterios de exclusion. Larvas que no llegaron a su nivel de desarrollo de eclosion

20



4.3. Definicion y Operacionalizacion de las variables

DEFINICION DEFINICION INDICADO ESCALA DE
VARIABLES | CONCEPTUAL | OPERACIONAL | DIMENCIONES RES MEDICION
Quimicas:
Varlab.le Caracteristica fisica es Ensayos que Caracteristicas fisicas Presencia (+) Cuantitativa
Independiente A ia (-
todo aquello que . . usencia (-)
permiten quimica del extracto .
De coloraciones o de razén
presenta una forma : . o
determinar las fluido: precipitaciones
determinada y se caracteristicas Organolépticas, Fisicas:
ot i ) ) Sabor, olor. Color
Caracteristicas puede describir a fisicas y quimicas Solidos soluble
partir de la del extracto fluido densidad relativa, Solidos solubles
fisi L. observacion. de Maytenus pH (mg/ml),
ISICO qUIMICa - 05 mposicion quimica : ; Cualitati
p d laevis. Utilizando Grado alcohdlico. Densidad relativa ualitativa
de una sustancia que a métodos y técnicas (ml/°C) nominal
partir de los resultados Establecidas. Evaluacion de PH
cualitativos o toxicidad aguda del (ml/°C)
cuantitativos permite extracto fluido sobre
su evaluacion Artemia salina. Con | Evaluacion de
toxicologica. las siguientes toxicidad
concentraciones:
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Son bioensayos que se | El extracto fluido 0.48ml/80mg 31%

Variable usan en un tejido vivo, de la corteza de 0.24/40mg. 29%
para evaluar los 0.12m1/20mg 10%

dependiente efectos de cualquier Maytenus laevis. 0.06ml/10mg 10%
Evaluacion de sustancia (Chuchuhuasi) 0.03ml/5mg. 10%
fisiologicamente 0.015ml/2.5mg. 5%

toxicidad aguda

activa. (Baudo)

Se empled seis
concentraciones

distintas
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Variable independiente

Caracterizacion fisico quimica

Caracterizacion fisica, todo aquello que presenta una forma determinada descrito a partir
de sus propiedades observables ¢,

Composicion quimica de una sustancia que comprende su identificacién sobre su
composiciéon quimica de un material que se obtiene a partir de los resultados
cuantitativos y cualitativos, permitiendo su evaluacioén toxicoldgica y dar seguridad

bioldgica para su uso adecuado ¢,

Variable dependiente
Valoracion de toxicidad
Son los bioensayos que se usan en un tejido vivo, u organismo, para evaluar los

efectos de cualquier sustancia fisiologicamente activa 4%,

4.4. Técnicas e Instrumentos

Los grupos estaban formados por:

Grupo control negativo: Este grupo estuvo formado por cuatro réplicas de cuatro tubos
de concentracion de dilucion de 2ml de sal marina sobre larvas de Artemia salinas de
18 a 21 por cada tubo, por 24 horas, a temperatura del ambiente, con iluminacion y
oxigenacion constante.

Grupo control positivo: Este grupo conformado también por cuatro réplicas de cuatro
tubos de concentracion de disolucion de 0.2, ml de KoCr207 sobre larvas de Artemia
salinas de 18 a 21 por cada tubo por 24 horas a temperatura del ambiente, con
iluminacion y oxigenacion constante.

Grupo problema: Grupo experimental estuvo conformado por cuatro réplicas de seis

tubos de concentraciones distintas, diluciones del extracto fluido de Maytenus laevis
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(Chuchuhuasi) sobre larvas de Artemia salina de 18 a 21 por cada tubo por 24 horas a
temperatura del ambiente, con iluminacion y oxigenacidon constante.
4.4.1. Primera etapa
Observacion macroscépica. La parte macro morfolégica estuvo basada en las
inspecciones visuales, en la forma, tamafio, color caracteristico superficial y texturas
4.4.2 Segunda etapa
Estudio fisico quimico cualitativo
4.4.2.1 Extracciones sucesivas de menor a mayor polaridad
Obtencion de extracciones sucesivas y marcha Fitoquimica de los extractos alcoholico,
hidroalcohdlicos y acuosos para elegir el solvente adecuado Con 5g de la corteza
triturada de Maytenus laevis (Chuchuhuasi). Las extracciones se sometieron a tres
extracciones sucesivas, mediante un sistema extractivo y técnicas de‘“‘screening”
(tamizaje), Fitoquimica de mayor a menor polaridad “V.
Extraccion alcohdlica

e Sepeso 5g de la corteza triturada en la balanza triple brazo 700/800 serie

OHAUS US PAT. N. ° 2, 729,439.

e colocado en papel de aluminio.

e Se coloco a un Erlenmeyer de 250ml,

e Se vertidé 50ml de alcohol de 96°

= Se coloco a una cocina eléctrica, hasta su ebullicion

= Luego se subid a una distancia de temperatura de 40°C, ayudado por un sistema de

reflujo.
= Se dejo a hervir por 20 minutos.
= Trascurrido este tiempo, se retird y se filtro

* Se dejo enfriar previamente antes de realizar los ensayos
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Extraccion hidroalcohdlicos
El procedimiento y la muestra de la técnica, fue la misma muestra, que se utiliz6 para la
extraccion alcohdlica.

= Se agregd 25ml de agua destilada y 25ml de alcohol de 96°

Extraccion acuosa
En este tercer procedimiento,
= Se utiliz6 50ml de agua destilada

= Latécnica de extraccion y procedimientos, fue igual que los anteriores'

4.4.2.2 Evaluacion cualitativa de los metabolitos secundarios presentes en los extractos
alcoholicos, hidroalcohoélicos y acuoso de la corteza de Maytenus laevis (Chuchuhuasi),
mediante marcha Fitoquimica.

Se empled técnicas simples, rapidas y selectivas para la determinacion los diferentes
metabolitos secundarios de los extractos metabolicos, hidroalcohdlicos y acuosos de la
corteza de Maytenus laevis (Chuchuhuasi) para conocer y determinar el solvente
adecuado para la extraccion del extracto fluido %2V,

Para determinar los metabolitos, se utiliz6 las siguientes reacciones: Drangendorff para
determinar Alcaloides, Ninhidrina para Aminodacidos libres, Gelatina para Taninos,
Shinoda para encontrar Flavonoides, Liberman burchard Triterpenoides Borntrager para
quinonas, Fehling A, B para encontrar Compuestos reductores, Tricloruro férrico para
compuestos fenolicos y prueba de agua para encontrar Saponinas %22,

4.4.3 Tercera etapa

Procedimientos para obtencion del extracto fluido a partir corteza de Maytenus Laevis.

(Chuchuhuasi) ® %49,

4.4.3.1 Procesos de: Trituracion, tamizaje, humectacion y maceracion
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Método: Percolacion Continua. USP XXX

Se Trabajo con 1200g de la corteza Maytenus laevis (Chuchuhuasi)

* Enun mortero de fierro se trituro por partes, llevando a un molino de mano, marca
corona para disminuir el grado de division de la muestra.

= Se tamizo en un tamiz circular KMW de 26cm. para obtener un tamafio de
particulas de 0.25- 0.3 milimetros.

= Se peso 1000g de la muestra tamizada en una balanza triple brazo 700/800 serie
OHAUS US PAT. N.° 2, 729,439.

» Luego se coloco la muestra en un tazén de acero inoxidable para humectar con un
solvente hidroalcoholicos de 50 grados.

» Mezclamos con una espatula de acero y a la vez agregamos el solvente por pocos,
hasta observar una masa roja oscura, se dejo reposar por 20 minutos.

* Para todo este procedimiento se utilizd6 un volumen de 1500ml de solvente
hidroalcoholicos de 50 grados.

e Luego se coloco en el percolador de vidrio de capacidad de 2000ml. En su parte
inferior una capa de algodon, se transfirio la masa humectada por capas, presionando
firmemente paraqué no quedo espacios vacios llenos de aire.

= Por su parte superior del percolador se coloc6 una capa doble de papel filtro en
forma circular y fijamos con una placa de canicas ¢ **9.

=  Se vertié 500ml de solvente hidroalcoholicos a 50 grados, con la finalidad que la
muestra quedo totalmente cubierta con el solvente.

* Se abrid la llave inferior del percolador para recibir en un recipiente de vidrio un
volumen aproximadamente de 50ml, luego se verti6 por la parte superior.

* Finalmente se cerr6 el percolador adecuadamente hermético. Para un correcto

hinchamiento y evitar su evaporacion del solvente.
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= Se dejo en maceracion por 18 horas a temperatura ambiente 4%,

4.4.3.2 Desarrollo de la percolacion
Método: Percolacion Continua. USP XXX
* Transcurrido el tiempo previsto de maceracion, se comenzoé el desarrollo de la
percolacion.
= Se abrid la llave de la parte inferior para permitir salir el percolado a una
velocidad lenta de 60 gotas por minuto, se recogidé el 70% de volumen
equivalente a 700ml. Este volumen se conservé por separado & %44,
= De inmediato se restituyo un nuevo solvente hidroalcohdlicos del mismo grado
alcohdlico de la humectacion.
= Durante este proceso de percolacion se restituyo varias veces el solvente poco
a poco hasta agotar la extraccion total de sus metabolitos

= Se realiz6 la prueba de compuesto fenolico, con 2 gotas de cloruro férrico, para

ver coloracion verde, positiva, o da negativo y detener la percolacion. &)

Cabe mencionar que a partir de segunda percolacion se aumento la velocidad de goteo
por minuto, hasta llegar a la ltima percolacion de un goteo continuo. A partir de la
segunda percolacion y las siguientes percolaciones sucesivas se obtuvo
aproximadamente un volumen total de percolado de 3300 ml. el cual se redujo a 300ml
por evaporacion al vacio. Se dejo enfriar este volumen a temperatura ambiente, para
luego mezclar con el volumen que se separd de la primera percolacion equivalente a

700ml. Finalmente unimos y medimos su grado alcohdlico ® %49,

Se dejo reposar por 5 dias en un ambiente refrigerado, para sedimentar, luego se filtro.
De este extracto fluido se tomaron 100ml, para sus respectivos estudios de control de
calidad y toxicidad ® %49,
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4.4.3.3 Evaluacioén quimica cualitativa de los metabolitos secundarios presentes en el
extracto fluido de la corteza de Maytenus laevis (Chuchuhuasi), mediante una marcha
fitoquimica. Se separd el extracto fluido una alicuota en cado tubo de ensayo para
observar las reacciones con las siguientes pruebas.

Ensayos de Ninhidrina: Para determinar amina

Se tomo una alicuota del extracto se vertio en el tubo de ensayo, 2 gotas de reactivo de
Ninhidrina al 2% llevando a B.M. por dos minutos, para observar la coloracién morado
o azul violaceo ?*2?,

Ensayo de Gelatina: Para determinar taninos

En una alicuota de la muestra, se vertié 5 gotas gelatina, para observar un precipitado
blanco cremoso ?%-22)

Ensayo de Shinoda: Para determinar flavonoides

En una alicuota de la muestra, se agreg6 el reactivo, 5 gotas de HCL puro, luego se
coloco la cinta de magnesio metalico. Se esperd observar, que la reaccidon sea rojo oscuro
intenso, con abundante espuma %22,

Ensayo de Lieberman Burchard: Para determinar triterpenoides y esteroides

En la muestra, se agregd 5 gotas del reactivo de Lieberman Burchard mas 5 gotas de
acido acético por las paredes del tubo llevando a B.M. Reaccion positiva: color rojo
marrén para triterpenoides y esteroides la presencia de anillo color verde %2

Ensayo de Borntrager: Para determinar quinonas

En la muestra se agregd 5 gotas del reactivo de Borntrager, mas cloroformo. Para
Observar la separacion de dos fases. Reaccion positiva, ademds de la visualizacion de
la interface de la formacién de anillo de color rojo o rosado oscuro 222,

Ensayo de Drangendorff: Para determinacion alcaloides

Se agregd primero el agua en la muestra, luego HCl. Concentrado llevaremos a B.M.
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pasamos el sobrenadante, agregamos el reactivo. Para observar un precipitado rojo
ladrillo 22

Ensayo de Fehling: Para compuestos reductores

Primero se mezcl6 Fehling A, B se, afiadi6 a la muestra llevando a B.M por 10 minutos.
Se considera positivo, cuando se observe un precipitado rojo. 2022

Ensayo de Tricloruro Férrico: Para compuestos fendlicos

En una alicuota del extracto, se agregd un 1ml del reactivo considerandose positivo
después de la aparicion de coloracion verde oscuro

Ensayo de Espuma: Para determinar Saponinas

En una alicuota del extracto agregamos 5 veces mas el volumen de agua y agitamos

fuertemente durante cinco minutos %22

444 Cuarta etapa

Caracterizacion fisica del extracto fluido a partir de la corteza de Maytenus laevis
(Chuchuhuasi). Métodos: fisicos- cuantitativos y cualitativos %)

Caracteristicas organolépticas del extracto fluido

Métodos sensoriales

Determinacion de olor. Utilizamos una tira de papel secante de un 1cm de ancho por
10 cm de largo introduciremos en un tubo de ensayo en donde se vertid la muestra, al
sacar el papel para percibir su olor caracteristico a la planta de Chuchuhuasi ?*4?),
Determinacion del color: En un tubo de ensayo bien limpio y seco, se vertio la muestra
hasta las tres cuartas partes, para observar un color rojo oscuro y si hubiera separacion
de capas @442

Determinacion de su sabor: Cogimos una pipeta con %2 ml de la muestra, para conocer

su sabor.
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4.4.4.1 Determinacion de sélidos totales o solubles

Método gravimétrico.

Cogimos dos capsulas de porcelana, se vertid Sml de extracto previamente tarada,
llevando a la estufa 105°C para ser evaporada hasta que el residuo este aparentemente
seco, retiraremos de la estufa, colocamos en una desecadora hasta que alcance la
temperatura ambiente 42325,

Pesamos cada muestra y realizamos los calculos correspondientes

Utilizando la siguiente Formula:

Pr-P
S=—— *100
Vv

Donde:

Pr = Masa de la capsula con el residuo

P =M asa de la capsula vacia (g)

V = Volumen de la porcion de ensayo

100 = Factor matematico

4.4.4.1 Determinacion peso especifico o densidad relativa

Método picnémetro

Se peso el picnometro vacio y seco, se llen6 con la porcion de ensayo, manteniendo a la
temperatura de 20°C (+-1°C) durante 15 min, ajustamos el liquido al nivel empleado del
picnémetro Pesamos cuidadosamente el picnémetro con la porcién de ensayo y

repetiremos la operacion con el agua destilada a 20°C, limpio el picnémetro &-23)

Doénde: Dage= Mi - M
M2 .M
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MI1= Peso del picnémetro con la muestra de agua (g)

M2= Peso del picnémetro con la muestra del extracto fluido (g)

M = Peso del picnémetro vacio

4.4.4.2 Determinacion del pH

Método potenciometro

Sumergiremos la tira reactiva varios segundos en el extracto fluido, y observamos el
cambio de color, comparamos con el peachimetro indicador universal %27,

4.4.4.3 Determinacion del contenido alcohélico.

Método volumétrico

Medimos en una probeta 500ml de la muestra, introduciremos el alcoholimetro marca
Keisnner giramos y dejamos que flote, inmediatamente anotamos el valor que se

observoé en la parte milimetrada del equipo %29,

4.45 Quinta etapa

Ensayos de toxicidad aguda del extracto fluido de Maytenus laevis (Chuchuhuasi) sobre

larvas de Artemia salina.

Método de Evaluacion de micropocillos 47

Toxicidad aguda en Artemia salina

= Cuatro replicas por cada dilucion de seis concentraciones distintas del grupo
experimental, formado por cuatro réplicas de 18 a 21 larvas de Artemia salina en
cada tubo

= Cuatro replicas por cada dilucion de cuatro diluciones del grupo control positivo
formado cada grupo de 18 a 21 larvas de Artemia salina por cada tubo.

= Cuatro replicas por cada dilucion de cuatro diluciones del grupo control negativo

formado cada grupo de 18 a 21 larvas de Artemia salina por cada tubo 47
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Sustancia de control toxicoldgico

e Para el grupo experimental, extracto fluido de Maytenus laevis (Chuchuhuasi) de
20 grados de alcohol. Para el grupo control positivo K2Cr207 y el grupo control
negativo dilucion de sal marina.

Modelo Bioldgico: Quistes viables
Seleccion de Quistes viables de Artemia salina.

* Pesamos 50 g de quistes, para humectar con una solucion de agua de sal marina (3.5
g) de sal marina en 1000ml agua destilada). Medimos 30ml de la solucion,
agregamos los quistes moviendo en forma circulatoria paulatinamente aumentando
el volumen de la solucion hasta llegar a 1000ml.

Desechamos los quistes suspendidos con una torunda de algoddén, luego
observamos los quistes que permanecen y verificamos su viabilidad “7
Hidratacion de los Quistes. Dejamos por un tiempo aproximadamente una hora
Incubacion de los Quistes. Tapamos con papel de aluminio, se dejoé a temperatura
ambiente, con iluminacién de la luz constante y oxigenacion, para obtener un optimo
desarrollo de la eclosion 47
Eclosion de Quistes

e Larvas estadio [ 24 h

e Larvas estadio Il en 36 h, en esta etapa empezaron a crecer las larvas

e ElpH fuede 7.5, el recipiente transparente de forma conica.

e Dejamos por 36 horas para el desarrollo de eclosion

e Luego transferimos los quistes, con una micro pipeta en las diferentes diluciones
de 18 a 21 larvas por cada tubo

e Etiquetado de los tubos, en diluciones: S1, S2, S3, S4, S5, S6

e Las 4 réplicas. A, B, C, D; Por cada dilucién del extracto (100mg. /10ml)
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e Grupo problema, siembra de mayor concentracién a menor concentracion.
Dichas concentraciones fueron: 0.48ml/80mg, 0.24ml/40mg, 0.12ml/20mg,
0.06ml/10mg 0.03ml/5mg, 0.015ml/2.5mg.

e Grupo Control Negativo, con 2ml de sal marina

e Grupo Control Positivo, con 0,2ml de K2Cr207 y 1.8ml de sal marina.

Después de 24 horas, dé realizar esta siembra, procedimos al conteo de larvas vivas y

muertas.

4.5 Plan de analisis

Para realizar el control de calidad y toxicidad aguda y obtener los resultados se realizé
los analisis estadisticos en las muestras del extracto fluido de la corteza de Maytenus
laevis Chuchuhuasi. Los resultados fueron procesados en tablas y graficos, utilizando

los programas estadisticos de: Excel, Microsoft, ANOVA y PROBIT.
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4.6 MATRIZ DE CONSITENCIA

TITULO FORMA HIPO TIPO DE INVES VARIA DEFINICION INDICA PLAN
DE LA CION OBJETIVOS | TE SIS TIGACION Y BLES | OPERACION DORES DE ANA
DEL DISENO NAL LISIS
INVESTI | PROBLE
GACION MA
Caracte (Cuales Objetivo Grupo control Ensayos que Quimicas:
rizacion son las General Implicita | negativo: formado permiten Presencia (+)
fisico caracteristi Determinar las por cuatro réplicas | Caracteris | determinar las Ausencia (-) Progra
quimica del | cas fisicas caracteristicas de cuatro tubos de ticas caracteristicas Coloracion y mas
extracto quimicas fisicas quimica concentracion de Fisicas y precipitacion
fluido de del del extracto fluido dilucion de 2ml de fisicas quimicas del estadis
Mayteus extracto dela corteza . sal marina sobre quimicas extracto fluido Fisicas: ticos de:
Maytenus laevis Sabor, olor.
laevis fluido (Chuchuhuasi) y larvas de Artemia de Maytenus Color,
(Chuchuhu | Maytenus su toxicidad salinas laevis. Solidos Excel
asi) y su laevis . Positivo: Conforma- Utilizando solubles
toxicidad | (Chuchuhua sobre Artemia do por cuatro métodos y (mg/ml), Micro
sobre si) y su salina. réplicas de cuatro técnicas densidad soft,
Artemia toxicidad L tubos de Evalua establecidas. (ml/°C)
salina. sobre Objetivos concentracion de cion de ANOVA
Artemia principales disolucion de 0.2, ml | toxicidad El extracto PH
) y
salina? Determinar las de K2Cr207 aguda. fluido de la Grado PROBIT.
caracteristicas Sobre larvas de corteza de alcoholico

Artemia salinas.

Maytenus laevis.
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extracto fluido de
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10%
10%
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4.7 Principios éticos

En la presente investigacion experimental, en primer lugar, recogimos la informacion
clara de todos los pasos que teniamos que realizar, asi como el manejo de las técnicas e
instrumentos de acuerdo a las especificaciones de bioseguridad de ingreso a los
laboratorios de farmacognosia, y farmacologia para elaborar el extracto fluido de la
corteza de Maytenus laevis (Chuchuhuasi) y la caracterizacion fisico-quimica del

extracto y su toxicidad aguda sobre Artemia salina.
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V. RESULTADOS

5.1 Resultados
Tabla 1. Caracteristicas organolépticas del extracto fluido de la corteza de Maytenus

laevis (Chuchuhuasi)

CARACTERISTICAS OBSERVACIONES
Color Rojo marrén oscuro
Olor A madera
Sabor Astringente ligeramente amargo
Consistencia Liquido denso

Tabla 2. Caracteristicas fisicas del extracto fluido de la corteza de Maytenus laevis

(Chuchuhuasi).
CARACTERISTICAS VALORES
Solidos solubles 163 mg/1ml.
Densidad relativa 1.6g/ml
Grado alcohdlico 20°

pH 5

37



Tabla 3. Evaluaciéon de metabolitos secundarios presentes en el extracto fluido de

Maytenus laevis (Chuchuhuasi)

METABOLITOS REACCION RESULTADOS OBSERVACION
ALCALOIDES Drangendorff +++ Precipitado rojo
FLAVONOIDES +++ Espuma abundante,
coloracion rojo intenso
TRITERPENOIDES +++ Coloracion rojo marrén
TANINOS +++ Precipitado blanco
Cremoso
SAPONINAS Prueba de agua +++ Persistencia de espuma,
por mas de 2 minutos
AMINOACIDOS Ninhidrina ++ Color violaceo
LIBRES
QUINONAS Borntrager ++ Rojo oscuro a verde
COMPUESTOS Fehling (A, B) ++ Precipitado rojo cobre
REDUCTORES
COMPUESTOS Tricloruro Férrico ++ Color vede oscuro
FENOLICOS
Lieberman
ESTEROIDES - No se observo el anillo

Color verde

Significancia tabla (6) pagina (60)
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Grafico 1. Evaluacion de toxicidad aguda del extracto fluido de Maytenus laevis
(Chuchuhuasi), sobre Artemia salina
Leyenda: . Grupo de mayor porcentaje de muerte de Artemia salina

. Grupo de menor porcentaje de muerte de Artemia salina
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Grifico 2 Evaluacion de toxicidad aguda del control positivo con dilucion de 0.2, ml
dicromato de potasio (K2Cr207), y control negativo con dilucion de 2ml. de sal marina,
sobre Artemia salinas.

Leyenda: . Grupo control positivo presencia de muerte de Artemia salina

mm Grupo control negativo, no presenci6 muerte de Artemia salina
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Grifico 3. Determinacion de la curva de toxicidad aguda para establecer el valor

de la CL50 del extracto fluido de Maytenus laevis (Chuchuhuasi) sobre Artemia

salina
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CL50 = 10*%7 = 93210 (ug/ml)

Equivalente a 0.57mg. /ml
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5.2. Anadlisis de resultado

El género Maytenus es uno de los mas representativos de la Familia Celastracea, con
mas de 300 especies, distribuidas mayoritariamente en las zonas tropicales y
subtropicales de Africa, Asia, Australia y América. (Ecuador, Pert). De este género han
sido aislados metabolitos secundarios como flavonoides, triterpenos pentaciclicos
principalmente del tipo friedelano, oleanano, lupano y ursano, sesquiterpenos y
alcaloides ‘ En diversas areas de la Amazonia Peruana el polvo rojo de la corteza de una
planta conocida como Chuchuhuasi, es usado de forma tdépica y otras

presentaciones 1214

Mediante el empleo de los métodos fisico quimicos que se realizan sobre una droga
entera, o pulverizada, permiten determinar y establecer la calidad y composicion, de sus

principios activos y completar su identificaciéon y conservacion de la droga ©-®

En la tabla 1, se aprecia las caracteristicas organolépticas, presentes en el extracto fluido
de Maytenus laevis(Chuchuhuasi).El extracto fluido presentd: Un olor a madera, sabor
astringente ligeramente amargo, color marrdn rojo oscuro, de consisten cia densa. Son

caracteristicas propias de la corteza de Chuchuhuasi !>'¥

En la tabla 2, Se aprecian los resultados de las caracteristicas fisicas de los diferentes
ensayos del extracto fluido de corteza de Maytenus laevis de solidos solubles que se

adquiri6 un polvo seco mediante la evaporacion, cuyo valor es de 163mg por cada ml.
Los so6lidos solubles tienen que ver con muchos factores y métodos de extraccion, lo

cual representa el rendimiento de extraccion en un extracto (s, 8,23)
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La densidad, viene a ser la relacion de la masa entre el volumen de la sustancia a
ensayar a 20°C y la masa de un volumen igual de agua a la misma temperatura. Este
término equivale a peso especifico En los liquidos el volumen varia mucho con la
temperatura, lo mismo ocurre con su densidad. Cuando aumenta la temperatura
aumenta el volumen, si no varia la masa disminuye el valor de la densidad. La
densidad del extracto fluido de la corteza de Maytenus laevis (Chuchuhuasi) se obtuvo
1.6g/ml. a 25° C ¥,

El pH es un indice numérico que se emplea para expresar el grado de acidez o
alcalinidad de una solucidn, a la vez determina muchas caracteristicas notables de la
estructura y actividad del comportamiento de las biomoléculas, por lo tanto, el
comportamiento en un organismo. En el extracto fluido se aprecio el valor de pH es de
5, este valor obtenido puede colaborar con las caracteristicas acidas débiles de las

sustancias que se encontrd en el extracto fluido de Maytenus laevis >+,

El grado alcoholico volumétrico de una bebida alcoholica es la expresion en grados del
numero de volumenes de alcohol contenidos en 100 volimenes del producto, medidos
a la temperatura de 20°C. Se trata de una medida de concentracion porcentual en
volumen. El grado alcohdlico del extracto fluido de corteza de Maytenus laevis se

obtuvo de 20° (2829

En la tabla 3, se aprecia los metabolitos secundarios presentes en el extracto fluido de
la corteza de Maytenus laevis (Chuchuhuasi), en los resultados se observaron con
mayor precipitacion y coloracion los siguientes metabolitos: Alcaloides reaccion de
Drangendorff, taninos reaccion de Gelatina, flavonoides reaccion de Shinoda,
triterpenoides reaccion de Liberman buchard y Saponinas con prueba de agua; Con

respecto, Quinonas reaccion de Bortrager, Aminas reaccion de Ninhidrina, compuestos
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fenolicos reaccion de Tricloruro férrico y compuestos reductores con la reaccion de
Fehling A, B, se observaron con menor coloracion y precipitacion para. Esteroides con
la reaccion de Liberman buchard dio negativo (-). Estos resultados son similares a los

resultados encontrados por Egoavil et al, Quiroz, Salazar (1-13:14-

En el grafico 1, se aprecia los resultados de la evaluacion de toxicidad aguda del
extracto fluido de Maytenus laevis (Chuchuhuasi) sobre Arfemias salina. Este
diagrama de cajas y bigotes nos muestra los porcentajes de larvas muerta de Artemias
salinas seglin los niveles de concentraciones del extracto fluido en la cual podemos
observar que existen dos grupos muy marcados, donde en un primer grupo se encuen
tra las concentraciones que tuvieron mayor porcentaje del color (rojo) de muertes de
Artemias salinas y que no existe diferencia significativa entre ellas; el segundo grupo
de color (azul) se ubican las concentraciones de menor porcentaje de muerte de
Artemias salina, igual al grupo anterior no existe diferencia significativa entre ellas;
Pero si existe diferencia entre cada grupo, pero con poca significancia ( anexos,
pagina 66)

En el grafico 2, se aprecia los resultados de la evaluacion toxicologica sobre Artemias
salinas, del dicromato de potasio (rojo) control positivo y disolucion de sal marina como
control negativo (azul) En este diagrama también de cajas y bigotes, se aprecia las
diferencias entre estos dos grupos. Las concentraciones con K2Cr20 (rojo) tuvieron
mayor porcentaje de muerte de Artemia salinas; y con respecto al segundo grupo de
color (azul), cuya concentraciéon fue de disolucion de sal marina no se presencid
ninguna muerte de Artemia salina.

Segun los estudios de Salazar que evaluado la toxicidad del extracto hidroalcoholicos

establecio la CL50. Los resultados obtenidos fueron: como dosis eficaz analgésica de
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100mg/kg. Posteriormente también determind que la toxicidad aguda del extracto
hidroalcoholico en la concentracion de 2000mg/kg que es una dosis letal, igual que
Quiroz *» Benard afirma que “nunca ningtin animal es absolutamente comprobable a
otro” ni el mismo animal es comprobable asi mismo analizando en diferentes tiempos,
Pero en cambio encierran las siguientes ventajas. No es necesario conocer el principio
activo, puede encontrarse en estado de pureza en algunas ocasiones la sensibilidad de
los bioensayos son muy superiores a los métodos fisicos quimicos GV

En el grafico 3, determinacion de la curva de toxicidad aguda del extracto fluido de
Maytenus laevis de la corteza de (Chuchuhuas) en larvas de Artemias salinas. Para
llegar obtener el valor de los datos. En primer lugar, se determin6 la ecuacion por el
analisis de varianza, el valor p de F para luego poder comparase con la significancia
(0=0.05), y poder concluir teniendo en cuenta dos hipotesis.

Ho: Las diferentes concentraciones del extracto fluido de Maytenus laevis
(Chuchuhuasi) producen el mismo efecto sobre Artemia salina.

H1: Las diferentes concentraciones del extracto fluido de Maytenus laevis
(Chuchuhuasi) producen un diferente efecto sobre Artemia salina.Se observa que en la
prueba realizada el valor p < 0.05 por lo tanto se rechaza la hipdtesis nula (Ho), y se

acepta la hipotesis alterna (H1)

Concluyendo que las diferentes concentraciones producen efectos distintos en los
organismos Yy la ecuacion del Modelo Probit es adecuada para poder determinar el valor
de CL50 “”- Después de realizar la estimacion de la ecuacion lineal se procedié a
encontrar el valor toxicoldgico del 50% de muertes, tomando en cuenta la ecuacion y
valor probit asociado a la CL50 se obtuvo el valor de 0.57mg. /ml una dosis muy baja

en comparacion de las dosis de ensayos que realizaron Salazar Quiroga (314-
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Este valor obtenido se compard con las tablas de toxicidad de dicromato de potasio en
un ensayo de Artemia salina y otros estudios. El extracto fluido de la corteza de
Maytenus laevis (Chuchuhuasi), no tiene un nivel significativo de toxicidad, el
numérico de la CL50 en el presente estudio de evaluacion en Artemia salina es de

CL50 = 10*%7 = 93210 (ug/ml. Tablas 16,17 454D

En un presente estudio se realiz6 con el proposito de investigar la composicion
Fitoquimica y toxicidad de las plantas de uso medicinal en la Region Sur del Ecuador a
partir de los extractos hidroalcoholicos enteros y liofilizados de especies de plantas
medicinales de Zamora Chinchipe se pudo identificar metabolitos secundarios.Con los
extractos enteros y se realiz6 el ensayo de letalidad sobre Artemia salina, usaron la
técnica de micropocillos, para lo cual se tomaron de 18-20 nduplios y se pusieron en
contacto con diluciones crecientes por 24 horas a 25-30 °C. Se contaron los nduplios al
cabo de las 24 horas, luego agreg6d metanol y se determin6 el numero total de nauplios.

Las lecturas se procesaron con método de Probit 47

Concluyéndose que tres extractos presentaron una toxicidad moderada con valores entre

100 y 1000 ugml-1 y siete no son toxicas con valores de CL50 superiores a 1000 ug ml-

16D,
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VI.

CONCLUSIONES
Las caracteristicas fisicas en el extracto fluido de la corteza Maytenus laevis
(Chuchuhuasi) fueron: Extracto fluido de consistencia densa, color rojo
marrén oscuro, olor a madera, de sabor astringente ligeramente amargo, con
pH de 5, grado alcoholico de 20°y valor de densidad fue 1.6g/ml. y de solidos

solubles 163mg/1ml.

Los metabolitos secundarios presentes en el extracto fluido de la corteza de
Maytenus laevis (Chuchuhuasi), los que se identificaron fueron: Alcaloides,
flavonoides, taninos, saponinas, triterpenoides con mayor presencia de
coloracion y precipitacion, con respecto a los metabolitos de aminas, quinonas
compuestos fendlicos y reductores, que también las contiene, pero con menor

presencia.

La evaluacion de toxicidad aguda del extracto fluido de la corteza de
Maytenus laevis (Chuchuhuasi) sobre Artemia salina. Segin el analisis del
diagrama de cajas y bigotes sobre los porcentajes de muerte de Artemias
salina, demostrd que si existen diferencias entre la mortalidad de los diversos

grupos de concentracion, pero con poca significancia.

Mediante el valor de CL50 se determind, que el extracto fluido de la corteza
se Maytenus laevis (Chuchuhuasi), estd dentro de la categoria de escala de

toxicidad no toxico
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Aspectos complementarios

Los resultados obtenidos de la presente investigacion de los diferentes ensayos que se
realizaron para conocer sus caracteristicas fisicas quimicas del extracto fluido de la
corteza de Maytenus laevis (Chuchuhuasi) se encuentran dentro los parametros
establecidos de controles que se realizaron en extractos de plantas medicinales; Pero
existe otros ensayos mas que se requiere conocer para obtener un control final y tomar
la decision para realizar formulas magistrales. Dejamos estos datos al Centro de

EsSalud de Medicina Complementaria—Red Asistencial la Libertad.
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ANEXOS

Tabla 4. Proceso del desarrollo de las extracciones sucesivas con 5g. De corteza de

Maytenus laevis (Chuchuhuasi).

EXTRACCIONES POR SISTEMA DE REFLUJO

Extraccion con

50ml de alcohol de

|

Extracciéon con

Obtencioén de

muestra

25ml de alcohol de

FILTRACION

Extraccion con 50ml

de agua

Obtencion de

muestra

Obtencioén de

muestra acuosa.

Tabla 5. Resultados de extracciones sucesivas de los extractos alcoholicos,

hidroalcoholicos y acuosos con 5g, de corteza de Maytenus laevis (Chuchuhuasi).

EXTRACCIONES CANTIDAD
Extracto alcohdlico 10ml.
Extracto hidroalcoholicos 10ml
Extracto acuoso 10ml
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Interpretacion: La obtencion de extracciones sucesivas de la corteza de Chuchuhuasi,
de los extractos alcoholicos, hidroalcohoélico y acuosos. El fundamento de este proceso
es para saber que componentes extrae cada solvente, y que solvente es el mas adecuado

para extraer los principios activos, de mayor interés terapéutico

Tabla 6. Interpretacion de significancia y comparacion

SIMBOLOGIA INTERPRETACION
+++ Muy abundante
++ Abundante
+ Moderado
+/- Escaso
- Ausente.

Fuente: Cririboga Ximena, practica de productos naturales 2012

Leyenda:

(+) Significa que se obtuvo una respuesta positiva de poca cantidad para ese metabolito
en el extracto, (++) Significa que se obtuvo una respuesta positiva de mediana cantidad
para ese metabolito en el extracto, (+++) Significa que se obtuvo una respuesta positiva
de mayor cantidad para ese metabolito en el extracto, (-) significa que se obtuvo una

respuesta negativa para ese metabolito en el extracto
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Tabla 7. Evaluacion fitoquimica de metabolitos secundarios en los extractos

alcoholicos, hidroalcohdlicos y acuosos de la corteza de Maytenus laevis.Chuchuhuasi

EXTRACTOS PRINCIPIO REACCIO RESUL OBSERVACION
ACTIVO NES TADOS
Alcohdlico Precipitado
. o ++ Rojo
Hidroalcoholico Alcaloides Drangendorff ~ +++ Muy abundante
e
Acuoso
Alcohélico Color morado
] o Aminoécidos Ninhidrina +
Hidroalcoholico libres ++ Color violacion
Acuoso i
Alcoholico Se observo un
. o +++ precipitado
Hidroalcoholico Taninos Gelatina +++ Blanco cremoso
e
Acuoso
Alcoholico Espuma
. o +++ abundante y/o
Hidroalcoholico Flavonoides Shinoda +++ coloracion Rojo
+++ intenso
Acuoso
Rojizo marrén,
- Marrén muy
Alcoholico Triterpenoides ~ Liebermann ++ intenso.
Hidroalcéholico y Burchard +++ NQ se observo el
Esteroides - anillo color verde
Acuoso
Alcohdlico ++ Rosado azul
] ) Quinonas Borntrager ++ rapido
Hidroalcoholico 4+ Se observo rojo
A oscuro a verde.
Cuo0so
Alcoholico Compuestos ++ Se observo un
) ) reductores Fehling ++ precipitado rojo.
Hidroalcoholico ++ Rojo cobre
Acuoso
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Alcohdlico Se observo un

) ) Compuestos Tricloruro ++ color verde
Hidroalcoholico fendlicos Férrico ++ oscuro, en las tres
Acuoso ++ reacciones

Espuma color
. ++ Cremoso
Alcoholico Saponinas Agua et Persistencia de
Hidroalcohdlico LRRE cspuma enrla
superficie mas de
Acuoso dos minutos,

Interpretacion: Resultado de las extracciones sucesivas: Alcohdlicos, hidroalcoholico
y acuosas mediante la marcha fitoquimica, los extractos hidroalcoholicos y acuosos se
observd con mayor abundancia de precipitacion y coloracion para los metabolitos de:
Alcaloides, saponinas, flavonoides, taninos y Triterpenoides con las reacciones de:
Drangendorff, prueba de agua, Shinoda. Gelatina y Liberman buchard, con respecto a
los demas metabolitos que también estdn presente, pero en menor abundancia las

coloraciones y precipitaciones de acuerdo a la tabla de significancia.

Tabla 8. Resultado de la identificacion fitoquimica cualitativa de los extractos

alcoholicos hidroalcoholico y acuosos de la corteza de Maytenus laevis. (Chuchuhuasi).

EXTRACTOS SOLVENTES SIGNIFICANCIA
Alcoholicos 50 grados de alcohol ++
Hidroalcoholicos 25 grados de alcohol +++
Acuosos Agua +++
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Interpretacion: La identificacion Fitoquimica cualitativa de los extractos alcoholicos,
hidroalcohdlico y acuosos, en a la cual se pudo apreciar que las reacciones de coloracion
y precipitacion de los metabolitos secundarios, con mayor abundancia de coloraciones
y precipitaciones fueron: En los extractos hidroalcoholico y acuosos (+++), con respecto
a los extractos alcohdlicos. Al obtener este resultado, y apoyado por la literatura de
extracciones y conservaciones para la estabilidad de un extracto fluido se tomd decision

de realizar el extracto fluido con el solvente hidroalcélico de 50 grados 22
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Tabla 9. Proceso se extraccion del extracto fluido de la corteza Maytenus laevis

(chuchuhuasi)

RECEPCION DE LA CORTEZA DE
LA CHUCHUHUASI

l

TRITUTACION Y TAMIZAJE—>

l

HUMECTACIO

l

MACERACION

PERCOLACION _—

SEDIMENTACION

EXTRACTO FLUIDO

Peso 1000g de polvillo

700 ml de extracto. Equivale 75%
de la primera percolacion, se
guardé por separado.

3300 ml de extracto. Equivale 25%
de las demaés percolaciones. Este
volumen se llevd a evaporar BM
hasta llegar a obtener 300ml de

extracto.
Unimos los 700ml, de la primera
percolacion con el volumen final

de 300ml

Obtuvimos 1000ml



CALCULOS MATEMATICOS

Peso especifico o densidad

Picnometro con muestra —22,0855 -

Picnometro vacio  —11,4809

Peso de muestra—10,6046

m
D=—
v
p =200 _ 1 0646
10 7
Solidos solubles o totales
ST = i + 100
v
Capsula pequenia + muestra 24,0750 -
Capsula vacia ) 23,7224
0,3526

V=2ml
0=3526 ml=0,1763
2ml
Capsula grande + muestra 36,2487
Capsula grande vacia 35,9502

00,2985
0,2985 =0,1492
2ml
Entonces —> 0,1763 +0,2985 =0,3255 ST=163/1ml

0,3255=0,16275 x 100

2ml
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Tabla 10. Datos del ensayo de toxicidad del extracto fluido de la corteza de

Maytenus Laevis (Chuchuhuasi), sobre larvas Artemia salina

A U s L L | W I 1 J 38 L ¥l 1Y W r Y i J
Concentraciones|~ 0.48m)B0m, 0.4l mg 0.10mi20mg, 0.06m/10me, 0.03m5mr) 0015m25mg,
TV M TPV T v T vy Ty T vy
A 0 O S O ) O O A I D S I U - IR I
B 16 T ) T O I A O A O S VA Y S I S U - IR '
C N N ) S A U O I S VA S - I U - R I
0 /1 T T T ) O O O T T
% oL 8% €0 8w i LMY B LT N H I
Total Bl 6 056|282, 0 82082881
CONTROL POSITIVO Y NEGATIVO
1 2 3 4
T v M T v M| T v M T v M
(+) 13 | 16 18 12 9 | 12| 7 18 | 1 6
| (-) 1B | 2 18 25 18 | 31 | o 18 | 36
LARVAS DE ARTEMIAS CL50
Muestras de (c)ug./ml Repeti | Total | Vivas | Muertas | %Letal | ug./ml
Grupos Ciones
1 78,240 4 21 16 5 24
2 39,120 4 20 16 4 20
3 19,560 4 21 18 3 19
4 9,780 4 21 18 3 14
5 4,890 4 18 18 0 10
6 2,445 4 19 19 0 10
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Aplicacion de la ecuacion de la recta y célculo de la CL50

Ecuacion Y=mx +b

M=Y1-Y2, X1-X2 Donde X= a la concentraciones en microgramos
Y= % VIVAS
C.C (ug/ml % VIVAS | % MUERTAS

78,240 69 31
39,120 71 29
19,560 90 10
9,780 90 10
4,890 90 10
2,445 95 5

Tabla 11 Evaluacion de toxicidad aguda del extracto fluido de Maytenus laevis

(Chuchuhuasi) sobre Artemia salina, segin el andlisis de varianza (ANOVA)

Origen Suma de m Cuadrilater F Sig.
cuadrilater g o promedio
0s
Concentracion 0.398 7 0.057 9.59 0.00
Error 0.142 24 0.006 2 0
Total 0.541 31
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En la tabla 11 se muestran los resultados de toxicidad aguda del extracto fluido de
Maytenus laevis en larvas de Artemia salinas, en las siguientes concentraciones
0.48ml/80mg.,0.24ml/40mg.,0.12m1/20mg.,0.06ml/10mg.,0.03ml/5mg.,0.015ml/2.5g
de solidos totales del extracto fluido cada dosis se repitid por cuadriplicado, para el
control positivo 0.2ml de K2Cr207 y solucion de sal marina. En el andlisis estadistico
(ANOVA), encontraron diferencias significativas entre la mortalidad obtenida en las 6
concentraciones de Chuchuhuasi y para el control positivo y negativo (F = 9.592;
p<0.01). También se logr6é analizar, de forma general, el comportamiento de las
concentraciones en (6 concentraciones de las dosis experimentales y 2 del control +y -
) y el andlisis de varianza demostrd que si existen diferencias significativas entre la
mortalidad de los diversos niveles de concentracion; Pero con poca significancia entre
cada grupo.

Tabla 12. Comparaciones multiples concentraciones (ANALISIS POST — ANOVA).

Intervalo de confianza al
95%
Diferencia de Error Limite Limite
(I) Dosis medias (I-J) estandar Sig. inferior superior
HSD 048 mif 0.24 02570 0.054 1,000 -0.155 0.206
Tukey 80mg ml
0.12
mi ,19594" 0.054 0.027 0.016 0.376
000 18403 0.054 0.043 0.004 0.364
0.03 .
ml ,20653 0.054 0.017 0.026 0.387
21'?15 ,26915° 0.054 0.001 0.089 0.450
Dicro
mato
de .00641 0.054 1.000 -0.174 0.187
Pota
sio
Agua
de ,29296" 0.054 0.000 0.113 0.473
mar
024 ml/  0.12 .17024 0.054 0.074 -0.010 0.351
40mg mi
?ﬁIOB .15833 0.054 0.115 -0.022 0.339
0.03 18083'| 000054 0.049 0.000 0.361




0.12 ml/
20mg

ml

0.015
ml
Dicro
mato
de
Pota
sio
Agua
de
mar

,24345°

-.01929

,26726°

0.054

0.054

0.054

0.003

1.000

0.001

0.063

-0.200

0.087

0.424

0.161

0.448

0.06
ml
0.03
ml

0.015
ml
Dicro
mato
de
Pota
sio
Agua
de
mar

-.01190
.01059

.07321

-,18953"

.09702

0.054

0.054

0.054

0.054

0.054

1.000

1.000

0.873

0.035

0.638

-0.192

-0.170

-0.107

-0.370

-0.083

0.169

0.191

0.254

-0.009

0.277

0.06 ml/
10mg

0.03
ml
0.015
ml
Dicro
mato
de
Pota
sio
Agua
de
mar

.02249

.08512

-17762

.10893

0.054

0.054

0.054

0.054

1.000

0.767

0.056

0.502

-0.158

-0.095

-0.358

-0.071

0.203

0.266

0.003

0.289

0.03 ml/
5mg

0.015
ml
Dicro
mato
de
Pota
sio
Agua
de
mar

.06263

-,20011"

.08643

0.054

0.054

0.054

0.938

0.022

0.753

-0.118

-0.381

-0.094

0.243

-0.020

0.267

0.015 ml/
2.5mg

Dicromato
de
Potasio

Dicro
mato
de
Pota
sio
Agua
de
mar

-,26274°

.02381

0.054

0.054

0.001

1.000

-0.443

-0.157

-0.082

0.204

Agua
de
mar

,28655"

0.054

0.000

0.106

0.467
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Interpretacion: Después de realizar el ANOVA se pasd a realizar la prueba Tukey
donde se observaron las comparaciones de pares entre cada una de los niveles de
concentracion, donde:
e La concentracion de 0.48 ml tiene diferencia significativa entre las
concentraciones 0.12 ml, 0.06 ml, 0.03ml, 0.015 y agua de sal marina.
e En el nivel de concentracion 0.24 ml tuvo diferencia significativa con las

concentraciones 0.03 ml, 0.015 ml y agua de mar.

La concentracion de 0.12 ml existe diferencia significativa solo con el K2Cr207
e El nivel de concentracion de 0.06 ml no tiene diferencia significativa con
ninguno de las concentraciones.
e La concentracion 0.03 ml tiene diferencia significativa solo con el K2Cr207
e La concentracion 0.015 ml tiene diferencia significativa solo con el K2Cr207

Mientras el control (+) solo tiene diferencia significativa con el control (--).
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Tabla 13. Agrupacion de los niveles de concentracion mediante Tukey y Duncan.

Subconjunto
Dosis N 1 2 3 4
HSD Agua de mar
Tukeya,b 4 0.000
0.015 ml 4 0.024
0.03 ml
4 0.086
0.12 ml 4 0.097 0.097
0.06 ml 4 0.109 0.109 0.109
0.24 ml 4 0.267 0.267 0.267
Dicromato de
Potasio 4 0.287 0.287
0.48 ml 4 0.293
Sig. 0.502 0.074 0.056 1.000
Duncana® Agua de mar 4 0.000
0.015 ml 4 0.024
0.03 ml 4 0.086
0.12 ml
4 0.097
0.06 ml 4 0.109
0.24 ml 4 0.267
Dicromato de
Potasio 4 0.287
0.48 ml 4 0.293
Sig.
0.084 0.661

Interpretaciones: En la presente tabla se observar que mediante el andlisis de Tukey
agrupa a las concentraciones en cuatro grupos diferentes, sin embargo, podemos notar
que entre algunas de las concentraciones no existe diferencia significativa; mientras que
al evaluar con Duncan solo agrupa a las concentraciones en dos grupos bien

diferenciado.
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Tabla 14. Resultados y calculos de la CL50 de las muestras frente a las larvas de

Artemia salina.

Dosis Log | Total | Muertos| % de Probit Probit

Chuchuhuasi| (D) (N) (r) muerte |Empirico Estimado
78240| 4.89| 17 8 0.47 4.92 4.83
78240 4.89| 19 5 0.26 4.36 4.83
78240| 4.89| 20 4 0.20 4.16 4.83
78240 4.89| 21 5 0.24 4.29 4.83
39120| 4.59| 20 4 0.20 4.16 4.18
39120| 4.59| 21 6 0.29 4.45 4.18
39120| 4.59| 21 7 0.33 4.56 4.18
39120| 4.59| 20 5 0.25 4.33 4.18
19560 4.29| 20 1 0.05 3.36 3.52
19560 4.29| 21 2 0.10 3.72 3.52
19560 4.29| 20 2 0.10 3.72 3.52
19560 4.29| 21 3 0.14 3.92 3.52
9780| 3.99| 21 3 0.14 3.92 2.87
9780| 3.99| 19 0 0.00 0 2.87
9780| 3.99| 20 3 0.15 3.96 2.87
9780| 3.99| 21 3 0.14 3.92 2.87
4890| 3.69| 20 1 0.05 3.36 2.21
4890| 3.69| 21 4 0.19 4.12 2.21
4890| 3.69| 19 2 0.11 3.77 2.21
4890| 3.69| 18 0 0.00 0 2.21
2445) 3.39| 19 0 0.00 0 1.56
2445| 3.39| 21 2 0.10 3.72 1.56
2445| 3.39| 19 0 0.00 0 1.56
2445| 3.39| 18 0 0.00 0 1.56
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Tabla. 15 determinacién de la ecuacion para calculo de la CL50

ANALISIS DE VARIANZA
Grados Suma de Promedio de Valor
de los F
libertad cuadrados cuadrados p
Regresién 1 30.045 30.045 17.699 0.000
Residuos 22 37.346 1.698
Total 23 67.391
.. Error Estadistico . Inferior  Superior
Coeficientes tipico ) Probabilidad 959% 959
Intercepcion -5.82 2.16 -2.69 0.01 -10.29 -1.34
Variable X 1 2.18 0.52 4.21 0.00 1.10 3.25

Se determind el valor p de F para luego poder comparase con la significancia (a=0.05),
y poder concluir teniendo en cuenta dos hipotesis.
Ho: Las diferentes concentraciones producen el mismo efecto en todos los organismos.
H1: Las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en todos los
organismos. Se observa que en la prueba realizada el valor p < 0.05 por lo tanto se
rechaza la hipotesis nula (Ho), y se acepta la hipotesis alterna (H1), concluyendo que
las diferentes concentraciones producen efectos distintos en los organismos prueba.
Concluyendo que la ecuacion del Modelo Probit es adecuada para poder determinar el
valor de CL50.
Calculos matematicos para determinarla CL50
5=-5.82+2.18x
2.18x =5—5.82
x =(5-5.82)/2.18
x = 4.97
dosis CL50 = 10*%7 = 93210 (ug/ml)

dosis =93210/163000 = 0.57 (mg/ml
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Tabla 16 Determinacion de la toxicidad aguda del dicromato de potasio en larvas de

Artemia salina.

TABLA. Valores registrados para el cileulo de la LC50 24 h

Concentracion Nimero de artemias vivas por pocillo
mg/l I 2 3 T P
0 (Control) 10 10 10 30 0
5,0 9 10 10 29 33
10 b 7 7 20 334
15 } 4 3 [ 63,3
20 0 0 0 0 100

T=es el total de artemias vivas al final del ensayo para cada concentracion.
P= es el porcentaje de artemias muertas al final del ensayo para cada concentracion.

120
100+

%)

Wortalidad

ENE 34 7 CL50=17 5

20
u u 5 T ] T TE
Concentracifn (mgl)

Interpolacion de la CL50
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Tabla 17. Clasificacion de toxicidades basada en unidades de toxicidad

Clasificacion Unidades de toxicidad
Muy téxico >4

Toxico 2-4

Modernamente toxico 1.33-1.99
Ligeramente toxico <1.33

Fuente: Saldafia et al 2002

73



EVIDENCIAS DE LOS PROCESOS

Farmacia natural del centro de Lote N°100201

Medicina completaria Es salud

Analisis macroscopicos, e inspeccion de materias extrafias
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Trituracion, molienda tamizaje, humectacion y percolacion

Primera parte de la
percolacion, equivalente a

700ml
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Se agreg6 varias veces el solvente hidroalcoholico de 50
grados, hasta agotar el 99% de su extraccion de sus
metabolitos. Utilizamos el ensayo con cloruro férrico para

demostrar si existen metabolitos y concluir la percolacion.

EVAPORACION AL VACIO

Las siguientes percolaciones se llevaron, a evaporar en un deposito
plano de acero inoxidable, se colocd enzima de una olla con agua, y en
la parte inferior una cocina eléctrica, se evaporo hasta llevar a 300ml,
luego se unidé con la primera parte que se separd en la primera

percolacion
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MARCHA FITOQUIMICA
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REACTIVOS

FOTOS PARA SACAR PORCENTAIJE DE SOLIDOS SOLUBLES
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DETERMINACION DEL PH

DETERMINACION DENSIDAD

DETERMINACION DEL GRADO ALCOHOLICO
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DESCRIPCION DEL EXTRACTO Y CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

DOCTORES QUE ME APOYARON PARA REALIZAR
PARTE DE LOS PROCESOS
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FOTOS DE ENSAYOS TOXICIDAD AGUDA Artemias salinas

Presentacion de Artemia en polvo

seco, dilucion con agua y sal marina

Siembra o eclosion por 36 horas

con dilucidn de sal marina

Se dejo con oxigeno y foco prendido

para dar calor, se midi6 el PH
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Dilucioén del extracto fluido y siembra de artemia 18 a 21 artemias por cada tubo ,se

repitio 4 veces, en diferentes concentraciones del extracto fluido se dejo por 24 horas

Conteo de Artemia vivas y muertas por cada tubo
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