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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de tipo antiurolitidsico y la
influencia en la funcion renal del extracto seco hidroalcohélico al 70% de Mikania
cordifolia. (L..f.) Wildenow administrado por vfa oral en ratas Holtzman previa induccion
de litiasis renal por el método de hiperoxaluria (inducida con solucién de etilenglicol al
0.75% y cloruro de amonio al 0.5% durante 21 dias). Se plante6 un estudio cuasi
experimental con postprueba tnicamente y grupos intactos. Se utilizaron 42 ratas
albinas hembras las cuales fueron distribuidas en 6 grupos (n=7): de los cuales un grupo
se tomdé como testigo negativo y a los otros 5 se les indujo la litiasis renal. Una vez
inducida la litiasis se tomé un grupo como testigo positivo y a los otros 4 se les
administraron tratamiento con el extracto de la planta en estudio, a las dosis de 300 y
500 mg/ kg de peso, ambas durante 14 dias y 21 dias. Concluido el tiempo de
tratamiento, se obtuvieron las muestras de sangre, orina y tejido renal. Se midieron los
siguientes indicadores: flujo urinario, creatinina en suero y orina, sodio y potasio en
suero y orina, pH en orina, acido oxalico en orina y se realizé el estudio histologico del
tejido renal. El analisis de resultados indicé que el tratamiento con el extracto de la
planta en estudio a las dosis de 300 mg/Kg durante 21 dias y 500 mg/Kg durante 14 y
21 dias, incrementan el flujo urinario en un 75%, 77.78% y 66.69% respectivamente; y
la depuracién de creatinina en un 50.93%, 52.03% y 54.16% respectivamente, de forma
significativa respecto al grupo testigo positivo; asi mismo disminuye los niveles de acido
oxalico en orina en un 48%, 80% y 66.1%( a las dosis de 300 mg/Kg durante 21 dias y
500 mg/Kg durante 14 y 21 dias respectivamente) de forma significativa respecto al
grupo testigo positivo. Los resultados del analisis histopatol6gico indican que a las dosis
de 300 mg/Kg durante 21 dias y 500 mg/Kg durante 14 dias, la presencia de
microcristales es escasa, mientras que a la dosis de 500 mg/Kg de peso durante 21 no
se evidencia presencia de microcristales en el tejido renal. Se concluye que el extracto
seco hidroalcoholico preparado de los tallos y hojas de Mikania cordifolia. (L.f.)
Willdenow. Presenta efecto antiurolitiasico y mejora la funcién renal a la dosis de 500
mg/kg de peso desde los 14 dias de tratamiento y a la dosis de 300 mg/kg a los 21 dias

de tratamiento.

Palabras clave: Mikania cordifolia. (L.f) Wildenow, antiurolitiasico, funcién renat,

hiperoxaluria, etilenglicol.
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ABSTRACT

The present study aims to assess the effect of type anftiurolitiasico and renal function
influence of the hydroalcoholic dry extractof Mikania cordifolia.(Lf) Wildenow orally
administered prior Holtzman rats for nephrolithiasis induction by the method of hyperoxaluria
(ethylene glycol solution induced with 0.75% ammonium chloride and 0.5% for 21 days). It
proposed a quasi-experimental study and intact groups posttest only. We used 42 female
albino rats which were divided into 6 groups (n = 7). in which a group was taken as negative
control and the other 5 were induced nephrolithiasis. Once induced urolithiasis took as a
positive control group and the other four were given treatment with the extract of the plant
under study, at the doses of 300 and 500 mg / kg, both for 14 days and 21 days. Concluded
the time of treatment, the samples were obtained from blood, urine and renal tissue.
Following indicators were measured: urine flow, serum and urine creatinine, sodium and
potassium in serum and urine, urine pH, oxalic acid in urine and performed the renal tissue
hisfology. The analysis of results indicated that the treatment with the abstract from the plant
under consideration to the 300-mg doses Kg during 21 days and 500 mg Kg during 14 and
21 days, increment the urinary flow in a 75 %, 77,78 % and 66,69 % respectively; And the
creatinine clearance in a 50,93 %, 52,03 % and 54,16 % respectively, meaningfully in
relation to the positive control group; Likewise decrease the levels of oxalic acid in urine in a
48 %, 80 % and 66,1 % (to the 300-mg doses Kg during 21 days and 500 mg Kg during 14
~and 21 days respectively) meaningfully in relation to the positive control group.
Histopathological analysis results indicate that at doses of 300 mg / Kg for 21 days and 500
mg / Kg for 14 days, the presence of micro crystals is low, whereas at the dose of 500 mg /
kg body weight for 21 no evidenced the presence of microcrystals in renal tissue. Was
concluded that the dry extract prepared of Mikania cordifolia. (Lf) Wildenow. presents
anfiurolitiasico effect, improves renal function at the dose of 500 mg / kg from day 14
treatment and the dose of 300 mg / kg at 21 days of treatment.

Keywords: Mikania cordifolia. (Lf) Widenow, antiurolitidsico, renal function,
hyperoxaluria, ethylene glycol.
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INTRODUCCION

La urolitiasis se caracteriza por la formacion de agregados policristalinos con una
matriz organica dentro de las vias urinarias superiores (parénquima renal, calices,
peivis renal y uréteres). Un calculo urinario es una estructura sélida que se origina
como consecuencia de alteraciones en el balance fisico-quimico y/o urodinamico del
aparato urinario. Las cifras de prevalencia en la poblaciéon de esta patologia oscilan
entre un 8 a 15 % a nivel mundial, por lo que constituye un problema de salud
importante, por su alta morbilidad y elevado coste socioeconémico, razén por ia cual
el estudio de su terapia y prevencion es importante (Castrillo, 2003; Guillén, 2009).
El tratamiento disponible es costoso, invasivo y presenta una tasa de recidivas alta
es asi que a los 5 afos de un primer episodio litiasico, un 50% de los pacientes han
recaido; a los 25 afos la cifra puede llegar a ser de 90%; es por esto que, la
mayoria de la poblacion opta por tratamientos herbolarios, como alternativa
terapéutica, econdmica y confiable (Estevez 2009). Entre las terapias alternativas
destaca el uso de plantas medicinales. Muchas especies de la familia Asferaceae
son ampliamente utilizadas en la medicina popular, en general al género Mikania se
le atribuye propiedades diuréticas, expectorantes, broncodilatadoras, antiofidico,
antirreumatica, antiinflamatoria, analgésica, etc., por lo que el género ha demostrado
ser una fuente prolija de metabolitos donde se destaca la presencia de: alcaloides,
lactonas sesquiterpénicas, diterpenos, cumarinas, flavonoides, entre otros.
(Gonzalez, 2011). El presente trabajo de investigacion pretende evaluar el efecto de
tipo antiurolitidsico y la influencia en la funcién renal del extracto seco
hidroalcohélico al 70% de Mikania cordifolia. (L.f.) Wildenow, administrado por via
oral en ratas Holtzman previa induccién de litiasis renal por el método de
hiperoxaluria (Administracién de etilenglicol al 0.756% vy cloruro de amonio al 0.5%
durante 21 dias), por ser un método poco invasivo, y en el cual podemos evaluar
distintos parametros como: la funcién renal ( balance hidroelectrolitico, depuracién
de creatinina endégena, flujo urinario) el acido oxalico en orina, la alteracién de la
morfologia del tejido renal asi como la presencia-ausencia de calculos renales

(técnicas histolégicas).



PRESENTACION

Este estudio tiene por objeto investigar el efecto antiurolitidsico y la influencia en la
funcién renal del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Mikania cordifolia (L.f.)
Wilidenow. en litiasis renal inducida en animales de experimentacion. Para ello, se
emplea un marco tedrico y conceptual, que en términos generales, estara dado por
el enfoque cientifico y/o experimental; de tal manera que se pueda observar en ratas
Holtzman cémo se produce el efecto antiurolitidsico de Mikania cordifolia (L.f.)
Willdenow. En este sentido, con este texto se busca contribuir a la satisfaccion de la
necesidad de informacion; para lo que se realiza una sintesis de los conocimientos
adquiridos durante el desarrollo de la investigacién, complementada con la
recopilacion de fuentes bibliograficas, e incluye detalles del disefio y manejo
experimental, siendo ambos aspectos imprescindibles en la determinacion del efecto
antiurolitidsico y la influencia en la funcién renal de la especie en estudio.

Es necesario destacar en esta oportunidad la valiosa contribucién que ha realizado
El Consejo de Investigacién de la UNSAAC, gracias al apoyo econémico que ha

permitido la culminacién de la investigacion.

LAS INVESTIGADORAS.
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1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La urolitiasis es una patologia que afecta hasta el 15% de la poblacidon mundial,
encontrando que aproximadamente el 77% de los individuos afectados por esta
enfermedad estan incluidos en los grupos productivos de la poblacién, lo cual
produce un impacto socioeconémico importante (Guillén 2009). Su incidencia se
encuenira en aumento y se estima un riesgo de12% en hombres y 6% en mujeres
de sufrir un episodio durante el largo de su vida (Orozco, 2010). El paciente litidsico
sufre episodios repetidos de dolor, con riesgo de problemas potencialmente serios

como infeccion, sepsis, cirugia, etc. (Guerra 2005).

En la actualidad se reconocen una serie de factores epidemiolégicos favorecedores
de la formacién de calculos, unos dependientes del propio individuo (herencia, raza,
edad, sexo) y otros en relacién con factores medio-ambientales (habitos dietéticos,
factores climaticos y estacionales, distribucion geografica, profesion y nivel
socioeconomico). La influencia de ambos factores epidemiolégicos debe tenerse en
cuenta en cada caso de formacidén de calculos. (Muiioz, 2004). En las sociedades
occidentales las litiasis estan compuestas por célculos de oxalato de calcio (31%),
fosfato de calcio (8%), oxalato de calcio mas fosfato de calcio (43%), acido Urico
(6%), estruvita o fosfato amonio de magnesio (4%) y cistina (6%). La evaluacién
clinica del paciente con litiasis renal incluye una historia clinica, examen fisico,
estudio de imagenes y laboratorio en sangre y orina (Orozco, 2010).

El objetivo del tratamiento de la litiasis urinaria es la eliminacion de los calculos con
la menor morbilidad y al menor coste (Piiiero, 2008). Los tratamientos quirurgico y
litotripsia tienen un costo elevado; en un estudio se concluye que hasta un 12.78 %
de pacientes sometidos a tratamiento quirtrgico presentaron algin tipo de
complicacién post operatoria (Perez 2008), ademas la tasa de recidivas después de
un tratamiento quirdrgico puede llegar a un 90 % de los pacientes a los 25 afios del
tratamiento (Estevez 2009). Dentro det tratamiento farmacoldgico mas utilizado en
esta afeccion esta el citrato de potasio, que es un potente inhibidor de la formacién
de calculos renales, pero presenta una alta tasa de problemas gastrointestinales en
los pacientes a los que -se les administra dicho farmaco (Charles, 1987). Debido a
ello se opta por tratamientos herbolarios como alternativa confiable y segura ya que

no es invasiva, tiene facil acceso y es econémica.



En el caso de la litiasis renal se han descrito mas de 70 especies vegetales con
actividad antilitiasica, entre las que se destacan plantas con accion diurética y
antiséptica, asi como aquellas que contengan saponinas {Estevez 2009). Entre las
plantas utilizadas tradicionalmente en el tratamiento de la litiasis renal destaca
Mikania cordifolia. (L.f) Wildenow (Huaco), no contando con estudios que
respalden dicha actividad farmacolégica, por lo tanto, es importante ampliar estos
estudios y determinar si esta especie es efectiva en esta enfermedad.

1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

¢El extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow.
presentara efecto antiurolitidsico y tendra aiguna influencia sobre la funcién renal en
litiasis renal inducida en animales de experimentacion?

1.3 OBJETIVOS
1.3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antiurolitidsico y la influencia en la funcién renal del
extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow

en litiasis renal inducida en animales de experimentacion.
1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener el extracto seco hidroalcohdélico al 70 % de Mikania cordifolia (L.f.)
Willdenow, determinar el porcentaje de rendimiento y realizar el analisis

fitoquimico cualitativo.

2. Realizar la induccion de litiasis renal en ratas, mediante el método de
hiperoxaluria inducida con solucién de etilenglicol al 0.75% vy cloruro de

amonio al 0.5%.

3. Evaluar la morfologia renal asi como la presencia y ausencia de calculos
renales oxalicos, una vez que la litiasis renal fue inducida y tratada con el
extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow.



4. Determinar la concentracion de acido oxalico en orina, una vez que la litiasis
renal sea inducida (etilenglicol 0.75 % cloruro de amonio al 0.5%) y tratada
con el extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Mikania cordifolia (L.f.)
Willdenow.

5. Evaluar el efecto del extracto seco hidroalcohélico al 70% de Mikania
cordifolia (L.f.) Willdenow. sobre el flujo urinario.

6. Evaluar el efecto del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Mikania
cordifolia (L f.) Willdenow. sobre las cargas filtradas de sodio y potasio.

7. Evaluar el efecto del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Mikania
cordifolia (L.f.) Willdenow. sobre la filtracion glomerular (depuracién de

creatinina).

8. Evaluar el efecto del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Mikania
cordifolia (L.f.) Willdenow. sobre el pH urinario.

1.4 JUSTIFICACION E IMPORTANCIA
1.4.1 POR EL CONOCIMIENTO

Las cifras de prevalencia en la poblacién de esta patologia oscilan entre un 8 a 15 %
a nivel mundial, por lo que constituye un problema de salud importante, por su alta
morbilidad y elevado coste socioecondémico, razén por la cual el estudio de su
terapia y prevencion es importante (Castrillo, 2003; Guillén, 2009). El tratamiento
disponible es costoso, invasivo y presenta una tasa de recidivas alta es asi que a los
5 afios de un primer episodio litidsico, un 50% de los pacientes han recaido; a los 25
afos la cifra puede llegar a ser de 90%; es por esto que, la mayoria de la gente opta

por tratamientos herbolarios, como alternativa terapéutica confiable.

En este contexto, las plantas medicinales se pueden tornar en una fuente de
moléculas innovadoras con mecanismos de accién diferenciados de otros y con
mejor relacion riesgo/beneficio que los tratamientos disponibles.

La presente investigacion contribuird aportando de una forma cognoscitiva, al
determinar si el extracto hidroalcohdlico de Mikania cordifoiia (L.f.) Willdenow.

E



posee efecto antiurolitiasica e influencia sobre la funciéon renal , en litiasis renal

inducida en animales de experimentacion.
1.4.2 APLICABILIDAD

Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow.Tiene propiedades medicinales y es usada en
medicina popular, lo que la hace potencialmente util para la elaboracion de
medicamentos fitoterapicos, sin embargo existen datos incompletos respecto a las
acciones biolégicas que puede llevar a cabo los extractos de la misma; por ello
resulta de interés determinar si el extracto hidroaicohélico de Mikania cordifolia
(L.f.) Willdenow. Posee actividad antiurolitidsica e influencia sobre la funcién renal de
este modo contribuir a la revalorizacion de la flora autdctona peruana, para su mejor

aprovechamiento medicinal.
1.4.3 ECONOMICA

La incidencia anual de la litiasis renal es de 0.3% generando un elevado nimero de
consultas médicas e ingresos hospitalarios, con gran repercusién econémica y
social. El tratamiento disponible es costoso. Entre las plantas utilizadas
tradicionalmente por su efecto antilitidsico destaca Mikania cordifolia (L.f)
Willdenow. especie ampliamente utilizada por nuestra poblacion tanto nativa como
urbana y sobre la cual alin no se han realizado estudios para evaluar esta actividad
terapéutica; por lo que consideramos importante este trabajo de investigacion.

Los tallos de Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow. pueden servir como una fuente
potencial para la produccién de fitofarmacos antiurolitiasicos de bajo costo, tanto
porque genera trabajo rural, asi como puestos de trabajo (derivados de su cuitivo,
transporte y trasformacion), como también podrian producirse extractos que
sustituyan a otras alternativas de tratamiento tanto quirirgicas como farmacolégicas.

1.5 HIPOTESIS

El extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Mikania cordifolia (L.f) Willdenow.
presenta efecto antiurolitidsico y mejora la funcién renal (incremento de la
depuracién de creatinina, incremento del flujo urinario e incremento de las cargas
filtradas de sodio y potasio) en litiasis renal inducida en animaies de

experimentacion.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO-
CONCEPTUAL



2.1 VISION HISTORICA

Hipbcrates relaciona los dolores lumbares, la hematuria y la piuria con la presencia
de calculos renales; asimismo comenta la posible formacion de un absceso renal
con tumefaccioén en la region lumbar secundario a una posible litiasis (Mohamed,
1994).

En los siglos siguientes (V a.C. — 1 d.C.), el naturista Pilinio y Areteo de Capadocia,
entre otros intentan la disolucién de los célculos, mediante preparaciones alcalinas
como la cal viva, cenizas de caparazones de caracoles efc. En este mismo periodo
Amonius de Alejandria, describe una técnica para la fragmentacion de los calculos
vesicales. Celso (siglo 1 d.C.) describe su talla celsiana perineal (Mohamed,1994).
Desde el siglo Il y hasta el siglo VIl aparecen algunos cirujanos como Antillus que
modifica la talla de Celso, recomendando la realizacién de la incisién sobre el cuello
vesical y no sobre el cuerpo de la vejiga. Paul de Eginea aconseja la incision
longitudinal oblicua a la izquierda del rafe medio. A partir del siglo VII, los médicos
arabes intentaron complementar los conocimientos sobre la litiasis. Asi Rhazes
(Ruiz Marcellan JF, 1988), estudié la naturaleza y composicion de los calculos,
clasificandolos en varios tipos. Este mismo autor escribié sobre el tratamiento de la
litiasis dando una serie de normas dietéticas y la administracion de diuréticos.
Avicena cité un gran nimero de sustancias para disolver los calculos vesicales,
como las cenizas de vidrio, de escorpion y raiz de berza comin. Abulcasis ensefia la
cirugia y describe con detalle Ia talla y como practicarla en la mujer. Abulcasis,
médico cordobés, fallecido hacia 1013, experto cirujano de la “piedra’, describe la
forma de realizar la talla vesical y confecciona instrumentos para realizar la litotricia
(Mohamed, 1994). En Occidente desde el siglo VIl al XV, destaca la escuela de
Salerno donde la cirugia reemprende una nueva ascension. Autores como Guillaume
y Latrane, describen y preconizan la talla de Celso. Guy de Chauliac en su libro de la
gran cirugia también recuerda los principios de la talla de Celso (Somacarrera
Nufez, 1977). En Espafa destaca la figura de Gutiérrez de Toledo, que describe los
fomentos para mitigar el dolor y dilatar la via urinaria como tratamiento del mal de
piedra. El insigne médico y cirujano espaiiol Francisco Diaz en su Tratado de
Urologia “Enfermedades de los rifiones, vejiga y camosidades de la verga’,
publicado en 1588 dedicd los capitulos IV,V VLVILy VI, al estudio de la litiasis
(Maganto Pavon 1990).



2.2 ANTECEDENTES
2.2.1 EN EL AMBITO INTERNACIONAL

2.2.1.1 ANTECEDENTES BOTANICOS

A. DE LA FAMILIA ASTERACEAE

COLARES, MARTA NOEMi (2010) de la Facultad de Ciencias Agrarias y
Forestales de la Universidad Nacional de la Plata, Buenos Aires Argentina,
publico el articulo “Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow. y Mikania micrantha
(Asteraceae). Especies medicinales nativas de las Reservas Naturales de
Punta Lara e Isla Martin Garcia”. En donde sefiala que: La familia Asteraceae,
corresponde al Orden Asterales, Suborden Asteridae, y esta caracterizada por
sus inflorescencias racimosas en capitulos, con flores individuales epiginas
rodeadas de varias hileras de bracteas involucrales, sobre el receptaculo
comun en que remata el escapo o rama florifera.

Los origenes de este grupo de plantas se remontan a 300 afios a.C. ya que
fue Teofrasto (372-288 a.C.) quien las describid en su obra De Historia
plantarum. No obstante la familia recién fue fundada con el nombre de
Compositae (nom. cons. Etnom. alt.) Por Paul D. Giseke en 1792.

B. DEL GENERO MIKANIA

COLARES, MARTA NOEMI {2010) de la Facultad de Ciencias Agrarias y
Forestales de la Universidad Nacional de la Plata, Buenos Aires Argentina,
publicé el articulo “Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow. y Mikania micrantha
(Asteraceae). Especies medicinales nativas de las Reservas Naturales de
Punta Lara e Isla Martin Garcia”. En donde sefiala que: el género Mikania es
el mayor en cuanto a numero de especies de la tribu Eupatorieae y fue
descripto por Willdenow en 1804, recibiendo este nombre en homenaje al
profesor Joseph Gottfried Mikan. Comprende hierbas perennes o arbustos,
generalmente volubles, raras veces erectos, de hojas opuestas generalmente
pecioladas. Capitulos dispuestos en panojas de racimos, de corimbos, de
espigas o, rara vez, de cimas, compuesios de 4 flores y un involucro

3



compuesto de 4 filarias que son envueltas por una bractea subinvolucral.
Corolas blancas, rosadas o verdosas amarillentas.

C. DE LA ESPECIE Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow.

COLARES, MARTA NOEMI (2010) de la Facultad de Ciencias Agrarias y
Forestales de la Universidad Nacional de la Plata, Buenos Aires Argentina,
publicé el articulo “Mikania cordifolia (L.T.) Willdenow. y Mikania micrantha
(Asteraceae). Especies medicinales nativas de las Reservas Naturales de
Punta Lara e Isla Martin Garcia”. En donde sefala que: Esta especie es una
enredadera con tallos jévenes delgados, hexacostados, tomentosos a
glabros; los basales gruesos, hasta de 2-3cm de didmetro. Hojas opuestas,
pecioladas, con peciolos de 1,5-5cm de largo ~y ldminas aovadas o
acorazonadas, de apice agudo, denticuladas, levemente discolores. Estipulas
setiformes inconspicuas o ausentes. Capitulos ordenados en cimas
corimbiformes compuestas, terminales y axilares. Bractéolas pubescentes,
angostamente elipticas. Bracteas involucrales lanceoladas, pubescentes,
agudas. Flores blancas, bilabiadas, y limbo corolino infundibuliforme dividido
en lébulos lanceolados con margenes ondulados de distinta longitud.

LEON GOMEZ, CALIXTO (2000) del Departamento de Botanica de la
Universidad Autonoma de México, publicé el articulo “Manual para la
Identificaciéon de Lianas en el Campo” El trabajo se llevd a cabo en la
region de Los Tuxtlas, principalmente en los alrededores de la Estacion de
Biologia Tropical. En esta region se determiné la existencia de 100 especies
de lianas correspondientes. Se procedié a censar a las lianas marcandolas
con un carton aluminado en donde sefala que Mikania cordifolia (L.f.)
Wildenow presenta. TALLO: redondo y acostillado, torcido y tortuoso. Nudos
muy evidentes, circundantes y prominentes. CORTEZA: Rugosa por
lenticelas; de color gris oscuro a café grisaceo. RAMAS JOVENES: Hojas
cordiformes, pelosas en ambas superficies margen entero o aserrado.
FENOLOGIA: Florece de enero a diciembre, fructifica de enero a diciembre.
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PENSIERO, JOSE (2004) del area etnobotanica de la Universidad del
Litoral, Argentina, publicé el articulo “Proyectos de Investigacion
Aplicada a los recursos Forestales Nativos (PIARFON), “Alternativas de
sustentabilidad del bosque nativo del Espinal’. En donde sefiala que: Mikania
cordifolia (L.f) Willdenow. Es una liana de 2-8 m de alto. Tallos volubles, de
seccion hexagonal, con costillas conspicuas mas o menos tomentosas. Hojas
simples, opuestas, de lamina ovada, acorazonada y borde ondulado-dentado
o semientero, densamente pubescentes, de 3-15 em de largo (incluyendo el
peciolo) por otro tanto de ancho. Capitulos numerosas, dispuestos en cimas
corimbiformes terminales y axilares. Flores perfectas, blancas, actinomorfas.
Corola gamopétala de 4-6 mm de largo. Fruto cipsela, de 3-4 mm de largo,
glabra o con pelos cortos sobre las costillas. Papus blancuzco, amarillento o

rosado palido.

2.2.1.2 ANTECEDENTES ETNOBOTANICOS.

COLARES, MARTA NOEMI (2010) de la Facultad de Ciencias Agrarias y
Forestales de la Universidad Nacional de la Plata, Buenos Aires Argentina,
publicé el articulo “Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow. y Mikania micrantha
(Asteraceae). Especies medicinales nativas de las Reservas Naturales de
Punta Lara e Isla Martin Garcia’. En donde sefiala que: Esta familia incluye
una cantidad de especies Utiles desde diversos puntos de vista. El uso
etnobotanico de muchas de ellas ha ayudado al progreso y sustento de gran
nimero de pueblos en todo el mundo satisfaciendo sus necesidades de
alimento, forraje, lefia, medicinas, etc. Desde el punto de vista estrictamente
econémico, unas 40 especies tienen importancia directa en alimentacién
humana (hortalizas y “semillas” oleaginosas) e indirectamente por productos
obtenidos por la industria. Otras especies silvestres tienen potencial
nutricional, muchas son de interés tecnoldégico u ornamental, y centenares
rinden metabolitos secundarios de uso Em/nacéutico o industrial o aportan
néctar y polen para la produccion apicola, forraje para la produccion
ganadera, etc. Muchas son pioneras u oportunistas, y gran numero resultan
malezas de cultivos y/o toxicas para el ganado. Ademéas, numerosas especies
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2.2.1.3 ANTECEDENTES FITOQUIMICOS

COLARES, MARTA NOEMi (2010) de la Facuitad de Ciencias Agrarias y
Forestales de la Universidad Nacional de la Plata, Buenos Aires Argentina,
publicé el articulo “Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow. y Mikania micrantha
(Asteraceae). Especies medicinales nativas de las Reservas Naturales de
Punta Lara e Isla Martin Garcia”. En donde sefala que: Entre las clases de
compuestos quimicos encontrados en el género Mikania se destaca la
presencia de lactonas sesquiterpénicas y diterpenos (FIGURA N°1), en una
revision sobre el género, refiere la ocurrencia de iactonas u otros terpenos en
Mikania, destacando las Mikanias del complejo scandens, donde se
encuentran dilactonas sesquiterpénicas de tipo mikanélido, son los
metabolitos secundarios tipicos de un gran nimero de especies del género,
asi como diterpenos con esqueleto caurano. En la mayoria de los estudios
efectuados no se observa una gran variacién en cuanto a la ocurrencia de
estos tipos de compuestos quimicos. En M. saltensis Hieron. y M. haenkeana
DC. Se encontraron lignanos, un compuesto quimico no comun en especies
de pequefio porte, ya que esta asociado a especies lefiosas.

Dentro de los compuestos fendlicos se puede hallar la presencia de cumarina
en varias especies, constituyendo el marcador quimico en M, cordata y M.
laevigata. Los flavonoides, compuestos muy comunes en la familia
Asteraceae, también se encuentran presentes en especies del género, en

forma de heterosidos.



FIGURA N°1. Compuestos quimicos encontrados en el género Mikania (lactonas

sesquiterpénicas y diterpenos).
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FUENTE: Colares (2010).

COLARES, MARTA NOEMi (2010) de la Facultad de Ciencias Agrarias y
Forestales de la Universidad Nacional de la Plata, Buenos Aires Argentina,
publicé el articulo “Mikania cordifolia (L.f) Willdenow. y Mikania micrantha
(Asteraceae). Especies medicinales nativas de las Reservas Naturales de
Punta Lara e Isla Martin Garcia”. En donde sefiala que: Mikania cordifolia
(L.f) Wildenow. Desde el punto de vista quimico se ha sefalado en esta
especie la presencia de diterpenos, sesquiterpenos y fenilpropanoides. En
trabajos recientes, se han identificado como compuestos mayoritarios en las



fracciones polares derivados fenilpropanoicos, destacandose el acido
fertarico, mientras que en las fracciones apolares fue verificada la presencia
de ftriterpenos. Lactonas sesquiterpénicas con esqueleto melampélido

también fueron aisladas.

ABRAO DE OLIVEIRA, PATRICIA (2006) de la Facultad de Ciencias
Farmacéuticas de Riberao Preto dela Universidad de Sao Paulo, Brasil,
publicé el articulo “Analisis comparativo de los triterpenoides de Mikania
cordifolia (L.f) Willdenow. colectada en cuatro localidades”. En donde
sefiala que todas las muestras recolectadas de Mikania cordifolia (L.f.)
Wildenow contienen el mismo tipo de triterpenoides, aunque varien en
proporciones, entre los cuales destacan Campesterol, Stigmasterol, Sitosterol,
Epitaraxerol entre otros.

CAMARGO, FRANCISCO JOSE. Publico el articulo “Monografia del
Guaco” publicado en la base de datos de Fitomedicina, en donde sefala que:
La mayoria de la informacién bibliografica disponible sobre M. micrantha se
refiere al estudio de componentes aislados de extractos de la planta, en ios
cuales destacan la presencia de alcaloides, cumarina y otros compuestos
relacionados; pero sobre todo destaca la presencia de lactonas
sesquiterpénicas como por ejemplo: mikanina, micanélido, dihidromicandlido,
miscandenina, escandendlido y dihidroscandendlido (FIGURA N°2);

resultando algunos de estos compuestos toxicos y carcinogénicos.
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FIGURA N°2. Las estructuras quimicas de los principales compuestos

presentes en extractos de M. micrantha.
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FUENTE: Camargo (2005).

Pérez Amador MC, V Muifioz Ocotero, R lbarra Balcazar, F Garcia
Jiménez (2010) de la Facultad de Ciencias, Departamento de Biologia de la
Universidad Nacional Auténoma de México. Publicaron el articulo: “Estudios
fitoquimico y farmacolégico de Mikania micrantha H.B.K. (Asteraceae)”
donde sefialan que: La familia Asteraceae es una de las mas grandes de las
Angiospermas, y es donde se ubica al género Mikania. Varias especies de
esta familia contienen compuestos poliacetilénicos y tiofénicos los cuales se
emplean como marcadores taxonémicos, y cuya fototoxicidad puede actuar
como mecanismo de defensa en la planta. También se describe Ia
composicién de los aceites volatiles de semillas e inflorescencias en esta
especie. Linalol y a-pineno (CUADRO N°1) son los principales componentes
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de este aceite esencial de M. micrantha



CUADRO N 1. Componentes de aceites esenciales de M. micrantha.

Ne NOMBRE DEL COMPUESTO CONCENTRACION
1 Alfa-pineno 10.143
2 Canfeno 0.187
3 Beta-pineno 8.724
4 Alfa-felandrene 0.395
5 Beta-ocimeno 7.118
6 Linalol 15.860
7 Acetato de geranilo 0.829
8 terpineol 6.310
9 Geraniol 2.892
10 Timol 0.458

FUENTE: Pérez (2010)

TULIO GONZALEZ, ROBERT. (2011). La transicién desde lo etnobotinico
hacia usos comerciales de plantas Colombianas. Reporta en su trabajo
que: Mikania presenta los siguientes principios activos: germacranolidos,
acidos Cafeolilquinicos, y cinamico, coumarinas, glicésidos, acido kaurénico,
sesquiterpenlactonas, estigmasterol, resinas, taninos. Ademas menciona que
en algunos guacos las cumarinas alcanzan hasta el 11% en especies de
Mikania, lo cual puede ser relativamente riesgoso por las actividades
anticoagulantes de estas sustancias. La mayor parte de las actividades
farmacologicas se asocia con las sesquiterpeniactonas macrandlidas.

LAURELLA, LAURA (2012) de la catedra de Farmacognosia, Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires, Argentina. Publicd
el articulo “Evaluacion in vitro de Actividades Antiprotozoarios y Antiviral
de extractos de especies Mikania Argentino” en donde sefiala que: Los
terpenoides, lactonas principalmente sesquiterpenos y diterpenos, son
componentes caracteristicos del género Mikania y algunos de estos
metabolitos han mostrado actividad tripanocida. Por lo tanto, la actividad
tripanocida de las fracciones 3 y 4 podria ser debido a la presencia de

lactonas sesquiterpenicas.



2.21.4 ANTECEDENTES FARMACOLOGICOS Y TOXICOLOGICOS

TULIO GONZALEZ, ROBERT. 2011 publicé su articulo “La transicién
desde lo etnobotanico hacia usos comerciales de plantas Colombianas™.
En donde que el género Mikania presenta las siguientes propiedades
farmacolégicas: Analgésico, anti-asmatico, antibacterial, anti-inflamatorio,
antiprotozoal, antitusivo, antirreumatico, broncodilator, cicgtrizante,

depurativo, diurético, expectorante, febrifugo, sudorifico.

COLARES, MARTA NOEMi (2010) de la Facultad de Ciencias Agrarias y

Forestales de la Universidad Nacional de la Plata, Buenos Aires Argentina,

publico el articulo “Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow. y Mikania micrantha

(Asteraceae). Especies medicinales nativas de las Reservas Naturales de

Punta Lara e Isla Martin Garcia’. En donde sefiala que: Muchas especies de

esta familia son ampliamente utilizadas en la medicina popular. Algunos

ejemplos se presentan a continuacion:

e Bacharis articulata. “carqueja”. Propiedades farmacolbgicas: colagogo,
hepatoprotector, diurético, antiulceroso, hipocolesterolémico-
hipoglucémico, antiséptico de heridas (uso externo).

e Matricaria recutita L. “manzanilla®. Propiedades farmacolégicas:
espasmolitico, demulcente y estomatico, antiinflamatorio extemno,
antiulceroso, ansiolitico, antibacteriano cutaneo y ocular, diurético suave,
regulador menstrual, Otros usos: quemaduras, bronquitis, Ulceras,
faringitis, conjuntivitis, ansiedad, hemorroides, acné.

o Sylibium marianum Gaertn. “‘cardo mariano”.  Propiedades
farmacolégicas: hepatoprotector, antioxidante, antiinflamatorio-
antialérgico. Otros usos: alcoholismo crénico, problemas hepaticos.

e Solidago virgaurea L. “Vara de Oro”. Propiedades farmacolégicas:
diurética.

e Cynara scolymus L. “alcaucil’, “alcachofa”’. Propiedades farmacoldgicas:
reduce el colesterol y los triglicéridos. Otro usos: colerético, colagogo y
protector hepatico.
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PEREZ AMADOR MC, V MUNOZ OCOTERO, R IBARRA BALCAZAR, F
GARCIA JIMENEZ(2010) de la Facultad de Ciencias del Departamento de
Biologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México. Publicaron el
articulo: “Estudios fitoquimico y farmacolégico de Mikania micrantha
H.B.K. (Asteraceae)” Prueban en su estudio la capacidad de los extractos de
Mikania micrantha para inhibir la inflamacién inducida tépicamente por 12-O-
tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) en oreja de ratén y para evaluar la
actividad antibacterial contra Bacillus subtilis y Escherichia coli. Concluyendo
que Los extractos devacetato de etilo obtenidosde esta planta muestran
propiedades antiinflamatorias y antibacteriales significativas, por lo que esta

planta bien puede ser utilizada como medicinal.

COLARES, MARTA NOEMI (2010) de la Facultad de Ciencias Agrarias y
Forestales de la Universidad Nacional de la Plata, Buenos Aires Argentina,
publicé el articulo “Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow. y Mikania micrantha
(Asteraceae)”. Especies medicinales nativas de las Reservas Naturales de
Punta Lara e Isla Martin Garcia”. En donde sefiala que: Mikania cordifolia
(L.f.) Willdenow. Ha sido utilizada para tratar problemas respiratorios y desde
antiguo es usada por los habitantes de las selvas tropicales de América para
tratar mordeduras de serpientes. También se cita como antiofidica,
antirreumatica, antiinflamatoria, analgésica y utilizada en lavajes en casos de
enfermedades venéreas. En cuanto a las actividades bioldgicas descriptas
para esta especie se pueden incluir antitricomoniésicas, antitrypanosomal e

insecticida, como asi también actividad antiinflamatoria.

PENSIERO, JOSE (2004) del Area Etnobotanica de la Universidad del
Litoral, Argentina, publicé el articulo “Proyectos de Investigacién
Aplicada a los recursos Forestales Nativos (PIARFON), Alternativas de
sustentabilidad del bosque nativo del Espinal’. En donde sefala que: Las
hojas de Mikania cordifolia (L.f) Wildenow, maceradas en alcohol o cafia,
son utilizadas en aplicaciones extemas (fricciones) como analgésico,
desinfectante, antiespasmédico y alexifarmaco (contra mordedura de viboras
e insectos). La decoccidn de sus hojas se bebe como antiasmatico y

=)

antirreumatico; y en lavajes, se utiliza para combatir enfermedades venéreas.



CAMARGO, FRANCISCO JOSE. Publico el articulo “Monografia del
Guaco” publicado en la base de datos de Fitomedicina, en donde sefiala
que: Con relacién a los efectos adversos y/o toxicos que pueden presentar
algunos constituyentes de Mikania micrantha, se mencionan la actividad
carcinogénica potencial de las lactonas sesquiterpénicas que forman parte de
su composicion quimica: mikanina, mikandlido, escandenélido y sus
derivados. En caso de administracion de dosis excesivas (dos o tres veces
mayores a las usualmente recomendadas) se ha reportado que causa
nauseas, vomito, y diarrea.

Debido a la presencia significativa de cumarinas en sus extractos, debera ser
administrada con suma precaucién, o directamente evitar su uso en el caso

de personas que presenten trastornos de coagulacion.

GRACIELI DALLA NORA, Tamara Pastori, Haywood Dail Laughinghouse
IV , Thais Scotti Do Canto-Dorow , Solange Bosio Tedesco(2010) Del
Departamento de Biologia de la Universidad de Federal de Santa Maria,
Brasil. Publicaron el articulo “Efectos antiproliferativos y genotéxicos
de Mikania glomerata (Asteraceae)” en donde concluyen
que M. glomerata presenta actividad tanto antiproliferativa y genotéxico.
Sefialando que hay muchos compuestos presentes en las especies (cumarina
(1,2-benzopirona), ftriterpenos, esteroides y flavanoides, heterosidos,
alcaloides, saponinas, taninos y polifenoles) que pueden ser responsables de
la inhibicion de la divisién celular y causan aberraciones cromosémicas, no

obstante, el principal compuesto encontrado en las hojas es la cumarina.

CAMARGO, FRANCISCO JOSE. Publico el articulo “Monografia del
Guaco” publicado en la base de datos de Fito medicina, en donde sefiala
que: A modo de resumen, en el cuadro siguiente, se listan la amplia variedad
de usos etmomedicinales y propiedades curativas que se les asignan a los
extractos de hojas y/o raices de M. micrantha en diferentes paises alrededor
del mundo. Se puede apreciar que en muchos casos, la finalidad de uso es
repetitiva lo cual asigna mayor certeza y reproducibilidad a los resultados
especificos relacionados con la administracién de tales extractos. Los usos

etnomedicinales segun los diferentes paises son:
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CUADRO N° 2. Usos etnomedicinales y propiedades curativas que se les

asignan a los extractos de hojas y/o raices de M. micrantha.

PAIS

USOS ETNOMEDICINALES

BRASIL

Se utiliza para: tratamiento de la albuminuria, como
analgésico, como estimulante del apetito, contra artritis,
asma, como depurador sanguineo, contra bronquitis,
bronco constriccion, céancer, célera, resfrios, catarros,
fiebre, gota, infecciones, gripe, trastornos
gastrointestinales, laringitis, neuralgias, dolor, pleuresia,
prurito, problemas respiratorios generales, reumatismo,
accidentes ofidicos, cicatrizante y desinfectante de heridas,

sifilis, tonsilitis y expectorante.

REPUBLICA
DOMINICANA

Se utiliza principalmente contra el célera y como
antitérmico.

GUAYANA

Se utiliza para el tratamiento de picaduras de inseclos,
accidentes ofidicos y erupciones cutaneas.

HAITI

Para el tratamiento de la fiebre (antitérmico), malaria y la
sifilis.

MEXICO

Se utiliza para el tratamiento del asma, para tratar heridas
producidas como consecuencia de mordeduras (perros,
por ejemplo), como antitérmico, como antimalarico, para el
tratamiento de irregularidades menstruales, contra el
reumatismo, para el tratamiento de - accidentes
escorpiénico y ofidico, como antiespasmodico, para el
tratamiento de problemas gastrointestinales, como
antitetanico y antiparasitario intestinal por vermes.

VENEZUELA

Como antitérmico, antitumoral y para el tratamiento del

accidente ofidico.

OTROS

Para el tratamiento del célera y accidentes ofidicos.

FUENTE: Camargo (2005).
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CHAKRAVERTY, R. Y SAHA S. (2012) de la Facultad de Ciencias
Tecnolédgicas de Gupta de la Universidad Tecnologica de Bengala Occidental,
India. Publicaron el articulo “Cribado Fitoquimico y Evaluacion de la
Actividad Analgésica del Extracto Metandlico de Mikania scandens
LINN.”, publicado en la revista International Journal of Pharmaceutical
Sciences and Research, en donde estudiaron la toxicidad aguda de los
extractos acuoso, étereo, metandlico y cloroférmico de Mikania scandens
LINN., administrados por via oral a las dosis de 1000, 2000 y 3000 mg por kg
de peso corporal, en ratones albinos de ambos sexos con un peso
aproximado de 20-25 g. Tras administracién de los extractos, los animales
fueron observados continuamente por las primeras tres horas y luego en
intervalos regulares durante 24 hrs, para el registro de cualquier
manifestacion tdxica. El estudio de toxicidad aguda fue realizado para
estudiar los efectos toxicos agudos y determinar dosis letal minima de los
extractos de droga. Pero no se observo ningin cambio de conducta ni la
muerte de ningldn animal de experimentacion a estas dosis. Por lo tanto

queda en evidencia que la droga no tiene efecto toxico en este nivel.

DEY, P.; CHANDRA, S.; CHATTERJEE, P.; Y BHATTACHARYA, S. (2011)
del area de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia de la Universidad
Tecnolégica de Bengala Occidental, India. Publicaron el articulo
“Propiedades neurofarmacolégicas de AMikania scandens (L.) Willd.
(Asteraceae)” publicado en la revista Journal of Advanced Pharmaceutical
Technology and Research, realizaron el estudio de la toxicidad aguda del
extracto hidroalcoholico de las partes aéreas de Mikania scandens (L.
Willd. por el método de Lorke D. en ratones aibinos; concluyeron que el
extracto de la planta en estudio es seguro en ratones albinos hasta la dosis
de 2 000 mg / kg de peso corporal; no pudiendo determinar la DL50 debido a

que los factores fisicos fueron limitantes para la administracion de mas

cantidad de extracto.

K indica que en ratones sometidos a un tratamiento de dosis repetidas de
mas de 14, 28 o 60 dias de extracto etanoélico de M. laevigata a una dosis de
3 mg / kg esta no induce toxicidad significativa, evidencidndose por la
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ausencia de alteraciones en los parametros hematologicos, ausencia de
dafio celular hepatico y aminotransferasas séricas (AST y ALT) en niveles
normales, lo que fue indicativo de funcién hepatica y biliar normal. Ademas,
no hubo ningun cambio en los niveles de urea, indicando la ausencia de
alteraciones en el rifibn. Adicionalmente, se encontré que la DL50 es casi 75

veces mas alta que la dosis farmacolégica probada.

2.2.1.5 ANTECEDENTES DEL METODO.

PURNIMA ASHOK (2010) de la Facultad de Farmacia de la Universidad de
karnataka India publicé el articulo “Actividad antiurolitidsica y antioxidante
de Mimusops elengien en litiasis inducida con etilenglicol en ratas” en
donde utiliza el método de hiperoxaluria inducida con Etilenglicol (0.75%)
para evaluar la actividad antiurolitiasica en ratas albinas raza Wistar. Los
animales se dividieron en nueve grupos de seis animales de experimentacion
cada uno. El grupo 1 sirvié como control el cual alimentacién regular y agua ad
libitum. El etilenglicol (0,75%) se les administré en el agua potable a los
Grupos [I-IX para la induccién de los célculos renales durante 28 dias. El
extracto se administra una vez al dia por via oral. Los resultados obtenidos
sugieren la utilidad de M. elengi como un potencial

agente antiurolitiasico.

ESTEVEZ CARMONA, MARIA MIRIAM (2009) del Instituto Politécnico
Nacional de la Escuela Nacional de Ciencias biolégicas, México, publico el
estudio “Evaluacion terapéutica de los extractos de Selaginella
lepidophylla (hook. etgrev.) spring”. En donde utiliza el método de
induccién de litiasis con una solucién de etilenglicol al 0.5% y cloruro de
amonio al 0.75%, concluyendo que los extractos acuoso y cloroférmico de
Selaginella lepidophylla (hook. etgrev.) presentan actividad antilitidsica.

MARENGO SR (2002) de la Facultad de Medicina de la Universidad Case
Western Reserve publico el articulo “Disminucion de la excrecién renal de
oxalato de calcio inhibido por la proteina Tamm-Horsfall en el modelo

de ratas con urolitiasis de oxalato de calcio inducida con etilenglicol”



(0.75%)”. En donde 'indica que: Las ratas macho fueron tratadas con
etilenglicol al 0,75% para inducir la litiasis renal. Concluyendo que a diferencia
de otros inhibidores de oxalato de calcio, tales como la osteopontina, la
excrecion renal de oxalato de calcio se redujo en ratas tratadas con la
proteina Tamm-Horsfall.

CHRISTINA AJ. (2002)del Departamento de la Facultad de Farmacia de KM,
Tamil Nadu, India. Publico el articulo, “Efecto Antilitiasico de Asparagus
Racemosus Willd litiasis inducida con etileno glicol en ratas albinas
Wistar”. Donde evalué la capacidad inhibitoria extracto etandlico de
Asparagus racemosus Willd en la litiasis (formacién de calculos), inducida
por la administracion oral de 0,75% de etilenglicol a ratas macho adultas
Wistar albinas durante 8 dias. La quimica iénica de orina fue alterada por
etilenglicol, que elevd la concentracién urinaria de iones fundamentalmente de
calcio, oxalato y fosfato, lo que contribuy6 a la formacion de calculos renales.
El alto nivel de creatinina en suerc observada en las ratas tratadas con
etilenglicol también se redujo, después del tratamiento con el extracto.

HADJZADEH MA. (2008) del Departamento de Fisiologia Universidad de
Mashhad. Publicé el trabajo “Efecto de timoquinona en calculos renales
inducida con etilenglicol inducida ratas”. En dicho estudio trabajo con:
Sesenta ratas macho Wistar se dividieron aleatoriamente en 6 grupos (control
intacto, el control de etilenglicol, y 4 grupos experimentalés) y tratados
durante 28 dias segin el protocolo del estudio. Las ratas en grupo
experimental recibieron etilenglicol y la inyeccién intraperitoneal de
timoquinona. Se colectaron muestras de sangre y orina. También se midieron
electrolitos. Concluyendo que la timoquinona disminuyd significativamente el
ndmero y tamario de los depésitos de oxalato de calcio en los tubulos renales.
La dosis y duracion del tratamiento, sin embargo, no tienen una relacion lineal

con los resultados.

Toblli J. E., Angerosa M., Stella I., Ferder L., Inserra F. (2003) del
Laboratorio de Medicina Experimental del Hospital Aleman de Buenos Aires,
publicaron el articulo “Sobresaturacion urinaria del oxalato de caicio mas
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alla de la nefrolitiasis. La relacién con el dafio tibulo intersticial”. En
donde indica que utilizd el modelo de hiperoxaluria inducida con etilenglicol
administrado a ratas Sprague-Dawley machos con un peso inicial de 250-280
g Durante cuatro semanas del siguiente modo: el grupo 1 Control (n= 8)
recibi6 alimento estandar (Cooperacion- Argentina) y agua corriente, ambos
«ad libitum». En el grupo 2 (n = 8) se utiliz6 en el agua de beber un precursor
del acido oxdlico, el etilenglicol (ETG) a una concentracion del 1% y alimento
estandar (Cooperacion- Argentina), ambos «ad libitum». Los resultados de
este estudio sugieren un estrecho vinculo entre la sobresaturacién urinaria de
OxCa y el dafio tibulo intersticial. Estos datos indicarian que el control de la
urinaria de OxCa en los estados de hiperoxaluria adquiere importancia mas

alla de la nefrolitiasis.

2.2.2 EN AL AMBITO NACIONAL

Suimer, L. Collavinos, C., Mamani K., Choque f., 2010. De la Universidad
nacional de San Antonio Abad del Cusco realizaron el trabajo Efecto
Antilitiasico del extracto seco hidroalcohédlico de Mikania cordifolia (L.f.)
Willdenow. in vitro por el método RLU y en animales de experimentacion
por el método de insercién de un cuerpo extrafio. Concluye que el extracto
seco hidroalcohdlico presenta actividad antilitiasica in vitro llegando a inhibir
hasta en un 100 % la cristalizacion de cédlculos oxalicos de Cailcio. Asi como
en la marcha fitbquimica cualitativa se evidencid la presencia de: azticares
reductores, flavonoides, alcaloides, taninos, glucésidos cardioténicos,

lactonas, cumarinas, triterpenos, esteroides, resinas y lignanos.



2.3 BASES TEORICO CIENTIFICAS
2.3.1 Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow.

v DESCRIPCION
TALLO: redondo y acostillado, torcido y tortuoso, con 6-8 costillas delgadas y
redondeadas, de 1-2 cm de diam. Nudos muy evidentes, circundantes y
prominentes, huellas foliares opuestas; entrenudos 8-15 cm de largo.
CORTEZA: Rugosa por lenticelas; de color gris oscuro a café grisaceo.
LENTICELAS: Muy pequefias y redondas, con abertura axial y horizontal,
abundantes y dispersas, de color gris cléro.
MUESCA: amarillo verdosa clara con borde café amarillento a verde, se torna
a café grisaceo. Con un ligero exudado translicido.
RAMAS JOVENES: Hojas cordiformes, pelosas en ambas superficies o
glabrecentes, margen entero o aserrado.
SECCION TRANSVERSAL: Xilema amarillo verdoso vclaro, CON NUMErosos
poros pequefios, visibles, notables radios anchos y claros, méduia de 1-2 mm,
verde oscura a café verdosa, corteza grueso, blanco amarillento. Con
exudado acuoso. El borde del xilema es crenado y se observan 8 pequefias

cufias.
FENOLOGIA: Florece de enero a diciembre, fructifica de enero a diciembre.

v" SINONIMIA

NOMBRE COMUN: “guaco”, “erva-de-cobra”, “erva-de-sapo”’coracac de
Jesus” (Brasil); “matacampo”, “pomperc kocho”, “ysipo kati” (Paraguay);
“‘guaco” (Chaco”; “nakolé letad” (pilagd) (Corrientes); “palotr'oik’
(mocovi)(Colares, 2010).

NOMBRE CIENTIFICO: Cacalia cordifolia L.f, Eupatorium marquezianum
Gomez de la Maza; Mikania cissampelina DC; Mikania convolvulacea DC;
Mikania gamoclada DC; Mikania covolvu {Herbario Vargas, 2012.). Cacalia
cordifolia, Mikania cordifolia (L. f.) Willd. var. fomentosa, Mikania gonoclada.
(Colares, 2010).



v IDENTIFICACION BOTANICA Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow.
FIGURA N° 3. Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow.

FUENTE: Propia.

Division : Magnoliophyta(=Angiospermas).
Clase : Magnoliopsida= Tricolpados(Eudicotiledoneas).
Subclase : Magnoliidae.

Siaper orden : Asteranae.
Orden : Asterales
Familia : Asteraceae.
Tribu : Eupatoriae.
Género : Mikania.
Especie : Mikania cordifolia (Lf.) Willdenow.
FUENTE: Herbario Vargas, 2012.

2.3.2 DISTRIBUCION Y ECOLOGIA:

América tropical y subtropical hasta el deita del Parana. Su habitat es variado,
hallandosela tanto en suelos bajos, inundables y bosques hidréfilos (vegetacion
riberefia), como en ambientes altos de bosques xerofilos. Se la suele observar
cubriendo totalmente la copa de los arbustos y arboles bajos. (Pensiero, 1999).

Fenologia: florece desde principio de primavera hasta el verano. Fructifica desde
mediados de verano hasta principio del inviemo. (Pensiero, 1999).
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2.4 ANATOMIA ABDOMINO - PELVICA DE LA RATA.

FIGURA N° 4. Cavidad abdémino - pélvica de la rata.

. Aorta abdominal

. Vena cava abdominal

. De la arteria renal
.Lavena renal

. Uréter (mentir en Ia clavija)
. lliolumbar arteria

. lliolumbar vena

. Recto (corte)

. Ovario

10. Utero

11. Cuemo uterino

12. La vejiga urinaria

13. Grasa abdominal

14. La arteria y la vena ovarica
15. Crus del diafragma

16. Rifi6n

17. Glandula suprarrenal
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FUENTE: Anatomia bioterio (2010).

2.5DESCRIPCION DE LA UROLITIASIS

La urolitiasis consiste en la generaciéon de célculos en el tracto urinario. Un calculo
urinario es una estructura sélida que se origina como consecuencia de alteraciones
en el balance fisicoquimico y/o urodinamico del aparato urinario, desde los tubulos
colectores hasta la uretra. Estas estructuras tienen un tamafio minimo de 100
micras, y estan formadas basicamente por elementos cristalinos (sales urinarias) vy,
en menor medida por elementos amorfos organicos y/o inorganicos, que pueden ser
mixtos con sustancias no cristalinas de alto peso molecular (matriz del célculo).
(Muioz, 2004).

En la actualidad se reconocen una serie de factores epidemiolégicos favorecedores
de la formacién de caiculos (CUADRO N° 3). Unos dependientes del propio individuo
y otros en relacion con factores medio-ambientales. La influencia de ambos factores
epidemiolégicos debe tenerse en cuenta en cada caso de formacion de caiculos.
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CUADRO N° 3. Marcadores y factores de riesgo de la urolitiasis.

Marcadores de riesgo

Edad-

Prevalencia méxima de la enfermedad entre la tercera y quinta |

década de la vida.

Sexo

A nivel mundial, la litiasis afecta predominantemente al sexo
masculino (relaciéon 2-3/1). En las mujeres predominan las litiasis
de origen infeccioso o las relacionadas con defectos metabélicos,
como la cistinuria o el hiperparatiroidismo, mientras que en el varon

es mas frecuente la litiasis oxalocalcica, asi como la litiasis drica.

Raza

Los asiaticos, sirios e indios parecen tener una mayor
predisposicion a padecer la enfermedad en contraposicién con la
raza negra, con una menor propension, quiza por el aumento de
los inhibidores de la cristalizacién en orina o por hipovitaminosis D.

Herencia

Papel importante en las litiasis uricas, xantinicas, cistindricas y en
algunos casos de litiasis calcica secundaria a acidosis tubular renal

o hipercalciuria familiar hereditaria.

FUENTE: Camargo (2010).




CUADRO N° 4. Factores de riesgo de la urolitiasis.

Factores de riesgo.

Dieta

Puede favorecer la eliminacién por la orina tanto de sustancias litégenas,
como inhibidores de la cristalizacion.

Son muy frecuentes los habitos y excesos dietéticos peculiares,
individuales y familiares que favorecen la litiasis en alguna de sus

formas.

Ingesta
liquidos

de

El aporte oral de liquidos provoca una disolucion osmética extracelular,
que produce una disolucién urinaria y disminuye la precipitacion
cristalina en las personas predispuestas a formar calculos. Por el
contrario, la baja diuresis se considera como uno de los factores de
riesgo mas importantes en la litogénesis.

El contenido mineral del agua podria confribuir a la formacion de
calculos en enfermos predispuestos.

Factores
climaticos
estacionales

y

El aumento de la temperatura atmosférica determina el de las pérdidas
hidricas, la disminucién de la diuresis y la elevacion de la concentracion
urinaria de solutos, favoreciendo la enfermedad litiasica.

Distribucion
geografica

Parece claro gue los efectos de la geografia sobre la litiasis urinaria se
superponen a factores ambientales, alimentarios y socioeconémicos.

La fitiasis urinaria es frecuente en Estados Unidos, Europa Central,
paises mediterraneos, Pakistan, India y China, a diferencia de
Centroamérica, Sudamérica y la mayor parte de Africa.

Nivel
socioeconémico

y profesion

Un nivel socioeconémico alto conlleva una mayor frecuencia de dietas
ricas en proteinas animales, azlicares, cosa que conduce a una mayor
presencia urinaria de oxalato, urato y calcio, lo que aumenta el riesgo
litdgeno. Las profesiones que comportan una vida sedentaria o se
relacionan con ambientes calurosos tienen una mayor frecuencia de
litiasis. El estrés se considera como un factor de riesgo en la litiasis
oxalocdlcica. Los sectores mdas marginados, asi como los paises

subdesarrollados, presentan un predominio de la litiasis infecciosa.

FUENTE: Camargo (2010).



2.6 LITOGENESIS URINARIA

2.6.1 EL PROCESO DE CRISTALIZACION EN EL ORGANISMO.

La cristalizacion se define como el proceso por el cual se generan soélidos cristalinos
y cuando estos sdlidos son sales calcicas hablamos de calcificacion. En el
organismo, bajo condiciones fisiologicas y controladas tiene lugar el proceso de
cristalizacion en huesos, cartilagos y dientes en forma de fosfato calcico. A este tipo
de cristalizacién se le denomina calcificacion fisiologica.

Este hecho pone de manifiesto la importancia de los factores que regulan el proceso
de cristalizacién y del equilibro que existe entre ellos. De hecho, la modificacion de
algunos de estos factores, puede provocar la alteracion del proceso normal de
mineralizacién, dando lugar a toda una serie de patologias. Asi, en algunas
ocasiones, cuando se produce la alteracién de algun parametro bioquimico o
fisiologico, tienen lugar cristalizaciones descontroladas en tejidos blandos como son
el riidn, la piel, los vasos sanguineos y las valvulas cardiacas. Este tipo de
cristalizacion se llama cristalizacién ectépica o patoldégica y puede tener graves
consecuencias en funcion de su extension y tejido afectado (Sanchis, 2008)

2.6.2 CRISTALIZACION DEL CALCIO
El calcio es el catiobn mas abundante del organismo humano e interviene en todas
las cristalizaciones fisiolégicas (fosfatos caicicos) y en una gran cantidad de
cristalizaciones patolégicas (fosfatos, oxalatos y carbonatos calcicos).
Generalmente, el 99% del calcio corporal total, se encuentra en el esqueleto
formando cristales de hidroxiapatita y el 1% restante en la sangre. En la sangre se
encuentra en un 50% como calcio idnico libre, en un 10% ligado a iones (citrato,
bicarbonato) y en un 40% ligado a proteinas (fundamentalmente albdimina). La
concentracion del calcio intraceiular es del orden de 10-6 M frente a 10-3 M en el

liquido extracelular (Sanchis, 2008).

2.6.3 FACTORES IMPLICADOS EN EL PROCESO DE CRISTALIZACION
En general, cualquier proceso de cristalizacion patolégica es consecuencia del
desequilibro entre tres grupos de factores etioldgicos: la sobresaturacion, los

promotores y los inhibidores de la cristalizacién. Ademas, estos tres grupos de



factores han demostrado estar implicados también en las cristalizaciones

fisioldgicas (Sanchis, 2008).

2.6.3.1

2.6.3.2

2.6.3.3

LA SOBRESATURACION

La presencia de cantidades crecientes de solutos en la orina a una
temperatura y pH adecuado, alcanzando una concentracion saturada
que provocara la cristalizaciéon de los mismos. (Estevez, 2009)

PROMOTORES DE LA CRISTALIZACION O NUCLEANTES
HETEROGENEOS

Existen determinadas sustancias que facilitan la formacién de
cristales. Los promotores de la cristalizacibn o nucleantes

heterogéneos son sustancias con capacidad para actuar como ntcleo

- sobre el cual pueda formarse el futuro cristal, disminuyendo asi el

periodo de induccioén necesario para la formacion del cristal.

En la litiasis oxalocalcica, los cristales de acido urico (a pH inferiores
a 5.5), los de fosfato calcico (a pH superiores a 6.0) y la materia
organica son nucleantes heterogéneos a considerar (Sanchis, 2008).
En las calcificaciones cardiovasculares, algunos autores han indicado
gque los productos de degradacion tisular juegan un papel muy

importante como nucleantes heterogéneos.

INHIBIDORES DE LA CRISTALIZACION

Los inhibidores de la cristalizacién se pueden definir como todas
aquellas sustancias que impiden o dificultan la formacién de un
determinado material cristalino por intervenir en una o varias de sus
etapas de formacion. El mecanismo de accién de los inhibidores de la
cristalizacién es la union o adsorcién sobre la superficie del ntcleo o
cristal en desarrollo. Algunas sustancias que han demostrado actuar
como inhibidores de la cristalizacion para sales célcicas son el
pirofosfato, los bisfosfonatos y el fitato (Sanchis, 2008).

Las propiedades inhibidoras del pirofosfato, los bisfosfonatos y el
fitato se pueden explicar al observar sus estructuras (FIGURA N° 5),
ya que presentan grupos fosfato con afinidad por los iones calcio de
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los cristales en formacién. De esta manera, la adsorcién de estos
compuestos sobre la superficie de los nucleos y/o cristales calcicos
es capaz de impedir su posterior desarrollo.
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FIGURA N° 5. Estructura de inhibidores de la cristalizacidén para sales calcicas: A.
Estructura del pirofosfato. B. Estructura de los bisfosfonatos. C. Estructura del fitato.
Estos tres compuestos son sustancias con grupos fosfato que poseen propiedades
inhibidoras de ia calcificacién. La estructura de los bisfosfonatos presenta dos
grupos fosfonato unidos a un carbono central (geminal) y dos cadenas adicionales,
R1 y R2. La disposicion de las dos cadenas laterales permite numerosas
sustituciones y posibilita el desarrollo de analogos con diferentes propiedades

farmacolégicas. (Sanchis, 2008).

Estudios, ponen en evidencia que existen determinadas sustancias (como el
pirofosfato y los bisfosfonatos, inicialmente clasificadas como inhibidores de la
cristalizaciéon) que han demostrado poseer la capacidad de inhibir tanto la disolucion
como la formacién de cristales calcicos. Y que, en consecuencia, algunas de estas
sustancias podrian actuar como reguladoras del proceso de calcificacion en el
organismo.

Recientemente, se ha demostrado que el fitato, una sustancia natural con seis
grupos fosfato, presenta una capacidad inhibidora extraordinaria sobre las
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cristalizaciones patolégicas de sales calcicas. El fitato es una molécula de peso
molecular relativamente bajo que se encuentra en las semillas utilizadas en nuestra
a!imenfacién (como son cereales, legumbres y frutos secos) y que esta presente en
fluidos ﬂsiolégiéos (sangre, orina, fluidos intersticiales e intracelulares) y tejidos de
mamiferos en béjas conCehtraciones que dependen de su aporte exégeno (Sanchis,
2008).

2.6.3.4  EL pH URINARIO
Si es alcalino reduce la cristalizacién del oxalato de calcio ya que el
fosfato y el citrato se disocian incrementando la complejacién del
calcio evitando que se una al oxalato, sin embargo, a pH mayor de 6
se favorece la formacion de calculos de fosfato de calcio
(Lewandowski y Allen, 2004).

2.7 ETAPAS IMPLICADAS EN EL PROCESO DE CRISTALIZACION.
A fin de considerar con detaile el mecanismo de accién de los inhibidores de
la cristalizaciéon, deben tenerse en cuenta las etapas fundamentales
implicadas en cualquier proceso de cristalizacién: nucleacioén, crecimiento

cristalino y agregacion.

2.7.1 NUCLEACION

La nucleacién implica la formacién de una masa cristalina minima capaz de
seguir creciendo (nucleo) y es, sin duda, la etapa inicial y la méas importante en el
proceso de cristalizacién. Cabe destacar que en el seno de la disolucién, las
microparticulas chocan entre ellas y se agregan de manera que aquellos
agregados de tamaiio inferior a cierto valor critico son inestables y se
desintegran, en cambio aquellos de tamafio superior al critico son estables y
precipitan, formandose asi, la particula minima capaz de seguir creciendo. La
nucleacion puede ser basicamente de dos tipos: homogénea y heterogénea.
(Sanchis, 2008).
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2.7.1.1 NUCLEACION HOMOGENEA.

En la nucleacién homogénea, la particula minima esta constituida por las mismas
especies que van a constituir el futuro cristal. Este tipo de nucleacion es un proceso
dificil y poco probable que necesita una sobresaturacion muy elevada. Los
inhibidores de la nucleacion homogénea seran aquellas sustancias capaces de
unirse a las microparticulas de tamario inferior al critico, impidiendo que se forme la

particula minima capaz de seguir creciendo.

En la nucleacién homogénea, la particula minima esta constituida por las mismas
especies que van a constituir el futuro cristal. Este tipo de nucleacién es un proceso
dificil y poco probable que necesita una sobresaturaci6n muy elevada. Los
inhibidores de la nucleacion homogénea seran aquellas sustancias capaces de
unirse a las microparticulas de tamario inferior al critico, impidiendo que se forme la

particula minima capaz de seguir creciendo.
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FIGURA N° 6. llustracién de la nucleacion homogénea: A. Etapas de formacién de

.

un ntcleo homogéneo. B. Mecanismo de accién de un inhibidor de la nucleacion

homogénea (Sanchis, 2008).

2.7.1.2 NUCLEACION HETEROGENEA.

La nucleacion heterogénea es mucho mas sencilla que la homogénea, ya que exige
Gnicamente la presencia de particulas sélidas que sean capaces de atraer y retener
en su superficie las especies que van a constituir el futuro cristal. En este caso, el

nacleo presenta una composicion diferente a la del resto del cristal. Los inhibidores
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de la nucleacion heterogénea seran aquellas sustancias que evitan que los posibles
nucleos heterogéneos actiien como tales, ya sea porque impiden su formacién o
bien porque dificultan la unién con las especies que constituirian el futuro nuevo

cristal.

Una vez formado el nucleo, la posterior formacion del cristal implica la combinacion

de dos procesos: el crecimiento cristalino y la agregacién.

) Inhibidor de la
hucleacion
heterogénea

. J

FIGURA N° 7. llustracion de la nucleacion heterogénea: A. Etapas de formacion de

Nucleante heterogéneo
.

un nicleo heterogéneo. B. Mecanismo de accién de un inhibidor de la nucleacién
heterogénea (Sanchis, 2008).

2.7.2 CRECIMIENTO CRISTALINO.

El crecimiento cristalino supone la incorporacién gradual de las unidades que van a
constituir el futuro cristal sobre las caras del mismo en lugares especialmente
favorecidos (Figura 9A). El crecimiento cristalino tiene lugar a través de tres
procesos:
o Transporte de materia, desde la disolucién sobresaturada hacia el cristal por
difusién y/o conveccion.
o Reaccion superficial, que supone la incorporacion gradual de las unidades al
cristal.
o Evacuacion del calor de cristalizacion desde el cristal hasta el seno de la
disolucién.
En las disoluciones sobresaturadas este proceso es muy favorable y se da con
facilidad. Los inhibidores del crecimiento cristalino son aquellas sustancias que se
adsorben sobre la superficie del cristal ya formado, impidiendo o dificultando la
incorporacion de nuevas unidades cristalinas al mismo (FIGURA N°8).
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FIGURA N° 8. llustracion del crecimiento cristalino: A. Esquema del crecimiento
cristalino. B. Mecanismo de accién de un Inhibidor del crecimiento cristalino.
(Sanchis, 2008).

2.7.3 AGREGACION
La agregacion puede ser de dos tipos: primaria y secundaria.
2.7.3.1 AGREGACION PRIMARIA

La agregacidén primaria implica la formacién de nuevos cristales (cristales hijos)
sobre las caras de los ya existentes (cristales padres)

Este tipo de agregacion se da con mas o menos facilidad en funcién de la naturaleza
de los cristales de manera que en el caso del oxalato calcico éste es un proceso
muy favorable En cuanto a los inhibidores de este tipo de agregacién, no se tienen
muchos datos pero, puesto que el mecanismo de este proceso es similar al del
crecimiento cristalino, cabe esperar que los inhibidores del crecimiento cristalino lo
sean también de la agregacion primaria.

FIGURA N° 9. Imagen de un agregado primario de oxalato calcico monohidrato
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2.7.3.2 AGREGACION SECUNDARIA

La agregacion secundaria consiste en la union de cristales ya formados mediante
enlaces débiles entre cristal y cristal favoreciendo dicha unién. La agregacién
secundaria tiene un papel importante en aquellos medios donde existe una gran
cantidad de cristales (p.e., la litiasis infecciosa o de fosfatos calcicos).

Los inhibidores de la agregacién secundaria son sustancias cargadas que se
adsorben sobre las superficies de los cristales confiriéndoles carga eléctrica del
mismo signo. De esta manera, se generan repulsiones entre los cristales y el

proceso de unién para formar el agregado secundario se ve impedido o dificultado.

(Sanchis, 2008).
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FIGURA N° 10. llustracion de la agregacion secundaria: A. Esquema de agregacion

secundaria. B. Mecanismo de accién de los inhibidores de la agregacién secundaria.
(Sanchis, 2008).

2.8 CLASIFICACION DE LOS CALCULOS RENALES

En general, los pacientes afectos de litiasis renal se pueden clasificar, de acuerdo

con el componente quimico mayoritario del calculo, en 6 grandes grupos generales:

% Litiasis de oxalato célcico (70-80% de los casos).
+» Litiasis de fosfatos célcicos (5-10% de los casos).
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% Litiasis de acido urico (5-10% de los casos).

s Litiasis de estruvita o infecciosa (5% de los casos).
% Litiasis de cistina (1% de los casos).

+ Litiasis medicamentosa (1% de los casos).

El estudio minucioso de la composiciéon y microestructura de los célculos renales ha
permitido obtener informacion crucial sobre los mecanismos fisico-quimicos de su
formacién. Esto ha posibilitado el desarrollo reciente de clasificaciones que
relacionan la composicién y estructura de los calculos renales con sus mecanismos
de formacidn y, por extension, con los posibles factores urinarios responsables de su
formacioén (etiologia litiasica). Estas clasificaciones son de gran importancia en la
practica clinica ya que permiten, a través de un andlisis correcto de la morfologia,
estructura y composicién del céalculo renal, conocer las posibles alieraciones
urinarias susceptibles de haber desencadenado el episodio litidsico, proporcionando,
de esta manera, informacion decisiva para el tratamiento de la enfermedad litiasica

encaminado a evitar recidivas.

Calculos oxalicos

Constituye el componente mayoritario (75%) de los calculos urinarios generados en
los paises industrializados, presentdndose en dos formas hidratadas diferentes
(Ramzi y Cotran, 2000):

Calculos de oxalato calcico monohidratado (COM)

Célculos de oxalato de calcio formados frecuentemente en condiciones de
normocalciuria asociados a un déficit de la capacidad inhibidora de la cristalizacién
(Opalko et al., 1997). Este tipo de calculos dispone de un nicleo de composicion
variable a partir del cual crece una capa de COM estriada radialmente formada por
cristales laminares que crecen perpendicularmente a la superficie nuclear; ademas
constituye la fase termodinamicamente estable del oxalato de calcio (Muiioz, 2004).

Calculos de oxalato célcico dihidratado (COD)
La forma dihidratada es la fase termodinamicamente inestable del oxalato de calcio,
solo se explica considerando factores cinéticos como: una relaciéon calcio/oxalato
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elevada, fuerza ibnica elevada, concentracion normal de citrato y presencia de

fosfato de calcio coloidal a pH menor o igual a 6.0 (Ramzi y Cotran, 2000).

Calculos de oxalato calcico mixtos

Son célculos formados por las dos formas hidratadas del oxalato de calcio (COM y
COD), primero se induce la formacién de COM en el urotelio y posteriormente sobre
éste se induceel desarrolio de COD bajo condiciones favorables: concentracion de
calcio elevada, pH urinario menor de 6, entre otros (Muiioz, 2004).

2.9 MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA LITIASIS RENAL

La existencia de un calculo en el aparato urinario puede determinar muiltiples

manifestaciones clinica.

e LITIASIS ASINTOMATICA: La presencia de un calculo calicilar, pielico
incluso ureteral, puede cursar de manera totalmente silenciosa, sintomas
clinicos o biolégicos ( Mufioz, 2004).

o LITIASIS OLIGOSINTOMATICA: La existencia de un calculo localizado en un
céliz, pelvis renal o diverticulo renal suele ponerse en evidencia por sintomas
de escasa intensidad: dolor, molestia, incomodidad o pinchazos. Son dolores
preferentemente lumbares, de tipo cronico, que se alivian o desaparecen con
el reposos y que son desencadenados por la actividad o la marcha (Muiioz,
2004).

e COLICO NEFRITICO: Es la manifestacion mas comin de la litiasis,
caracterizada por un dolor agudo e intenso. El dolor varia segun los casos, en
funcion de la localizacion, el tamario, la superficie y la movilidad del célculo,
en la zona de impactacion del mismo, asi como de las alteraciones
mecdanicas o dinamicas del flujo urinario que este ocasiona, generando
presion vy disfuncién de la via urinaria. La impactacion del calculo aumenta la
intensidad del célico, dependiendo de la localizacién y la irradiacion del dolor
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e OTROS: Ademéas de los sintomas urinarios se presentan: espasmos
dolorosos, hematuria, dolor al orinar, dolor en la zona lumbar, si hay infeccién:
fiebre, escalofrio, anorexia (Estévez, 2009).

210 DIAGNOSTICO DE LA LITIASIS

El estudio minucioso de los factores implicados en la formacién de los calculos
renales permite contar con la informacién necesaria sobre las causas que originan el
trastomd patogénico, el tratamiento a seguir asi como el prondstico de la
enfermedad, por lo que es necesario tener en cuenta la historia clinica del paciente,
la realizacidén del examen fisico, pruebas de laboratorio y técnicas de imagen como
radiografias y/o ultrasonido (Estévez, 2009).

211 TRATAMIENTO DE LA LITIASIS RENAL.
El objetivo primordial del tratamiento es aliviar el dolor e inhibir la formacién de
nuevos calculos. El alivio de dolor puede lograrse con antiespasmbédicos, el mas
usado de los cuales es el butil bromuro de hioscina. La alternativa son los opiaceos,
meperidina o morfina, y tienen excelente accién analgésica (Sanchez, 2007).

2.11.1 TRATAMIENTO MEDICO

Tiene como objetivo la disolucion y/o eliminacion del calculo renal ya formado, la
profilaxis de la formacién de los mismos o de la recidiva de la urolitiasis, asi como
tratar las complicaciones derivadas de la litiasis (Estévez, 2009).
Constituye el 80% de los casos, el tratamiento ésta centrada en:
e Dieta. Tiene gran importancia cuando es de origen absortivo, se prohiben
productos lacteos, frutos secos, chocolate, etc.
e Tratamiento del desorden metabélico, mediante la administracion de:
o Vitamina B6, ya que la Piridoxina aumenta la actividad de la enzima
glioxilato carboligasa y disminuye los niveles de acido oxalico.
o Succinamida. Facilita la utilizacién del Acido Oxalico y de sus
precursores.
o Inhibidores de la cristalizacién del Oxalato de Calcio: Citrato de Potasio

y Magnesio.
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o Suplementos de Citrato de Potasio para corregir la hipocitraturia
asociada a hiperuricosuria e hipercalciuria.

o Tiazidas. Aumentan la absorcién de Caicio a nivel del tubulo distal para
depositarse en los huesos, reduciendo los niveles plasmaticos de
vitamina D.

2.11.1.1. Para la litiasis arica.

Disminuir la excrecion urinaria de acido Grico a través de la dieta, la cual debe
ser pobre en purinas (mariscos, carnes rojas, visceras de animales, cacao,
etc.), intervenir la sintesis de acido urico con Alopurinol.

Aumento de la diuresis. El aporte de liquidos debe serde 2.5 L (24 horas).
Alcalinizar la orina con Bicarbonato de Sodio, Acetazolamida, Citrato de

Potasio, etc., para solubilizar los cristaies de Acido Urico.

2.12.1.2. Para la litiasis cistinica.

Disminuir la ingesta de proteinas animales con el fin de evitar la presencia de
metionina (precursor de la cistina).

Aumento de la diuresis. El aporte de liquidos debe ser de 3 a 5 L al dia para
mantener una concentracién de cistina por debajo de su punto de solubilidad
(200 y 300 mg/L).

Alcalinizar la orina a un vaior mayor de 7.5 con el fin de evitar la precipitacion
de cistina, los productos utilizados son: bicarbonato de sodio, Acetazolamida,

Citrato de Potasio, etc.

2.11.1.3. Para la litiasis infecciosa.

Control de la infecciéon mediante administracion de antibidticos e inhibidores
de la ureasa (acido acetohidroxamico) con el fin de evitar la formacion de
amonio y la subsecuente aicalinizacién de ia orina.

Control del Fosforo y Calcio en ia dieta, asi como la administracién de
quelantes del fosforo a nivel intestinal (medida poco usada por los efectos
secundarios que produce).

Hidratacién.

Acidificacion de la orina con cloruro de amonio y acido ascérbico para
neutralizar la alcalinidad caracteristica de la infeccion.
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2.11.2 TRATAMIENTO QUIRURGICO.
2.11.2.1 Litrotipsia extracorpérea por onda de choque.

Consiste en la fragmentacion de los célculos renales por aplicacion de ondas
sonoras de alta frecuencia, los cuales posteriormente se eliminaran en la orina

paulatinamente.
2.11.2.2 Nefrolitotomia percutanea.

Procedimiento que consiste en la fragmentacion y eliminaciéon de los calculos
renales menores de 2 cm usando un equipo endoscépico llamado nefroscopio y de
instrumentos de extraccién de calculos introducidos por los uréteres hasta localizar
el calculo mediante ultrasonido, una vez en contacto se infroduce un taladro que
despedaza la piedra para que sea expulsada posteriormente en la orina.

2.11.2.3 Ureteroscopia.

Su finalidad es fragmentar los calculos renales no mayores de 2 cm con un
uretoscopio con dimensiones menores a ofros artefactos empleados en el
tratamiento invasivo de la urolitiasis, entre las ventajas que ofrece es el menor

tiempo de recuperacion, minima invasion, bajo riesgo de perforacion.

2.11.2.4 Uso de stent uretral.

Procedimiento invasivo cuya finalidad es remover calculos renales mediante el uso
de un tubo metdlico hueco por donde se introduce aparatos de anclaje,

fragmentacién y extraccién de calculos.

2.11.2.5 Cirugia.

Es aplicada cuando el tamafo del calculo es mayor de 2 ecm o cuando hay
imposibilidad de aplicar las otras técnicas.
2.11.3 FITOTERAPIA.

Los primeros medicamentos que el hombre pudo tomar fueron especimenes del

reino vegetal.



En el caso de la litiasis renal se han descrito mas de 70 especies vegetales con
actividad antilitiasica, entre las que destacan plantas con accién diurética y
antiséptica, asi como aquellas que contengan saponinas, las cuales actian
disgregando las suspensiones de mucoproteina y/o inhibiendo la cristalizacién del
oxalato de calcio, de acido Urico siempre y cuando no existan célculos de gran

tamanio formados. (Estévez, 2009).

2.12 COMPUESTO INDUCTOR DE LA LITIASIS RENAL OXALICA.

2.12.1 ETILENGLICOL.
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FIGURA N° 11. Estructura quimica del etilenglicol
FUENTE: Waksman J. (2012)

e Dulce, incoloro, inodoro.
e Usos comunes.
o Anticongelante
o Fluido descongelante para aviones
o Liquido hidraulico de frenos
o Pinturas a base de latex

» Dosis letal: 1-2 mi/kg.

2.12.1.1 Farmacocinética

« Absorcién: oral

» Distribucién: agua corporal
 Metabolismo: hepatico

» Eliminacion: renal y metabolismo.
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FIGURA N° 12. Metabolismo del etilenglicol.
FUENTE: Carrillo Esper, R. (2006)

2.12.1.2 Modo de accion

Se oxida en el higado dando glicoaldehido (neurotéxico), glicolato y oxilato
(nefrotéxico) y glioxilato (acidosis metabdlica).
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2.12.1.3 Signos clinicos: Suelen comenzar una hora tras la ingestion, y son
similares a los de la intoxicacién alcohélica. Aparecen sintomas neurolégicos como
depresién leve, ataxia, convulsiones, neuropatia periférica, hiperexcitabilidad,
estupor e incluso coma y muerte con dosis altas, junto con otros signos como
vomitos, hipotermia, poliuria, polidipsia, deshidratacién. Luego puede haber signos
cardiorrespiratorios (12-24 horas tras la ingestion): taquipnea y taquicardia. Suele
haber una recuperacion momentanea y luego aparecen los signos renales (24-72
horas tras la ingestién): depresidén acentuada, anorexia, vomitos, diarrea, hipotermia,

dolor abdominal, encefalopatia, oliguria, coma y muerte por insuficiencia renal.

2.12.1.4 Informacion Toxicolégica. _

LD50 oral en ratas: 4700 mg/kg; LD50 piel de conejos: 9530 mg/kg.

Irritacién - piel de conejos: 555mg (abierta), leve; Ojo de conejos: 500mg/24H, leve.
Ha sido investigado como tumorigeno, mutagénico y causante de efectos
reproductivos. (Dorwil S.A. 2008).

2.12.1.5 Tratamiento.

Si se inicia el tratamiento habiendo pasado mas de 24 horas de la ingestion el
prondstico es muy desfavorable inducir el vémito (si han pasado menos de 2 horas
de la ingestidon) o hacer lavado gastrico (antes de las 3 horas de la ingestion).
Administrar carbén activado y catartico salino.

Liquidos IV: cloruro sédico al 0,45%, a dosis diurética (2-3 veces la dosis de
mantenimiento), para combatir la deshidratacion y facilitar la excrecion.

Bicarbonato sédico: reduce la acidosis metabdlica y aumenta la excrecion urinaria.
Controlar que el pH urinario se mantiene en 7.5.

Antidoto: Etanol al 7% IV a dosis de 0.6g/kg, seguido de una dosis de
mantenimiento de 100 mg/kg/h, IV como minimo durante las 10 horas posteriores.
Vitaminas del complejo B (B1 y B6), que favorecen la detoxificacion, via IM y en
liquidos IV (contribuye a derivarlas a distintas rutas metabdlicas): 25-50 mg/dia IV.
Diuréticos osméticos: manitol 20-25%. Controlar la cantidad de orina.

Dialisis peritoneal con solucién de bicarbonato sédico.
En animales con insuficiencia renal oliglrica no administrar etanol sino instaurar un

tratamiento sintomatico de la insuficiencia renal, corrigiendo la deshidratacién, ias
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alteraciones electroliticas y acido-basicas e iniciando y manteniendo la diuresis. El
tratamiento de la insuficiencia renal puede tardar hasta 3-4 semanas, y a veces el
dafio renal llega a ser severo e irreversible.

2.12.2 CLORURO DE AMONIO.

El cloruro de amonio, cloruro aménico o clorhidrato aménico es una sal de amonio
cuya férmula quimica: NH4Cl. En su forma natural es un mineral conocido como sal

amoniacal, sal de amoniaco o sal amoniaco.

2.12.2.1 FARMACOLOGIA Y MECANISMOS DE ACCION
A. COMO DIURETICO

El cloruro de amonio aumenta la excrecién renal de cloruros y causa una respuesta
diurética en personas normales o con edema. Se utilizé en un tiempo en el edema
causado por la enfermedad de L&ennec. Cuando el cloruro de amonio es
administrado a dosis de 9 g al dia, Ia diuresis aumenta progresivamente durante la
primera semana. A los dos o tres dias comienza a elevarse la excrecidén de sodio.

B. COMO ACIDIFICANTE

El cloruro de amonio eleva la acidez al incrementar la concentracion de
hidrogeniones (H+) libres. La dosis es la misma que en su uso como diurético.
C. COMO EXPECTORANTE

Se sabe que el cloruro de amonio acta irritando la mucosa, causando estimulacion
refleja de las glandulas de la mucosa bronquial.
2.12.2.2 FARMACOCINETICA

El cloruro de amonio se absorbe facilmente desde la via gastrointestinal en unas 5-6
horas tras la ingestién. Su metabolismo se efectda en el higado y su excrecién es

por la orina.



213 PARAMETROS NORMALES DE LABORATORIO EN RATAS

TABLA N°1.A. Valores de referencia de creatinina en suero de ratas Sprague

Dawley.
PARAMETROS GENERO
HEMBRAS | MACHOS
RANGO DE EDAD(SEMANAS)
58 9-14 15.22 5.8 9-14 15.22

Creatinina 0.23-0.80 | 0.5-0.92 0.48-0.68 0.32-0.71 | 0.46-0.88 | 0.43-0.64
(mg/dL)

FUENTE: Leén (2011).

TABLA N°1.B. Valores de referencia de electrolitos en suero de ratas

Sprague Dawiley.

ELECTROLITOS
SODIO 142-154 mEq/ |
POTASIO 3.6-9.2 mEq /!

FUENTE: Leén (2011).

TABLA N°2.A .Valores de referencia de creatinina en suero de ratas.

CREATININA SERICA
Media+D E N° Cepa
0.44 £0.05 15 Long Evans
0.71+0.16 15 Sprague Dawley
0.57 £ 0.04 10 Sprague Dawley
1.50 £0.79 151 Wistar

FUENTE: Research In Surgery (1990). a: valores en mg/dl



TABLA N°2.B.Valores de referencia de electrolitos en suero de ratas.

ELECTROLITOS
SODIO(mEq/l)
Media+DE |N |cepa Sexo Edad(meses) | Muestra
150.7+1.8 16 | Sprague Dawley 4 Suero
Hembra(H)

1613176 15 | Sprague Dawley | Macho(M) |4 Suero
1404+ 5.5 20 | Fischer 344 MyH 3.5 Suero
140.0+16.0 [8 | Wistar Macho 6 suero
145.0+£ 3.0 6 | Wistar Hembra 6 plasma

POTASIO(mEq/l)
MediaxDE |N |[Cepa Sexo0 Edad(meses) | Muestra
5.56 £ 0.56 15 | Sprague Dawley | Hembra 4 suero
5.59 £+ 0.68 15 | Sprague Dawiey | Macho 4 Suero
1.76 £ 1.06 18 | Fischer 344 Hembra 3 Suero
430 £0.80 (9 |[Wistar Macho 6 suero
480 +040 |6 | Wistar Hembra 6 plasma

FUENTE: Research In Surgery (1990).




2.14 GLOSARIO DE TERMINOS.

o ACIDOSIS TUBULAR: La acidosis tubular es un sindrome clinico
caracterizado por acidosis metabdlica hiperclorémica producida por disfuncion
tubular para la secrecidon de iones hidrégeno con una funcién glomerular
normal o relativamente menos deteriorada que la funcién tubular. Se clasifica
en dos grandes grupos: Acidosis tubular proximal o tipo Il y acidosis tubular
distal o tipo |. En la acidosis tubular proximal existe disminucién en la
reabsorcién proximal de bicarbonato, que causa bicarbonaturia y disminucién
del bicarbonato sérico.

e CALCULO CALICIAL: Es aquel que ocupa un cdliz renal y que puede tener
diferentes tamaiios.

e CALCULO PIELICO: Es aquel que ocupa exclusivamente la pelvis renal.

e CALCULO URETERAL: Es la presencia de célculos de diferentes
composiciones quimicas, formas y tamanos en el conducto del uréter, desde
la unidén pielo-ureteralhasta la unién ureterovesical. Para efectos de
tratamiento, frecuentemente se dividen en calculos ureterales del tercio
proximal o superior, calculos ureterales del tercio medio y calculos ureterales
del tercio distal o inferior.

e CALCULO CORALIFORME: Recibe este nombre porque remeda la forma de
los corales. También se ha denominado calculo de astas de ciervo o en
ramazoén de arbol. Generalmente moldea los cadlices, los infundibulos y la
pelvis renal. Puede ocupar el sistema colector, parcial o totalmente.

o COLICO NEFRITICO: El célico nefritico es la manifestacion clinica inicial mas
frecuente de la existencia en la via urinaria de un célculo. Se trata de un dolor
agudo e intenso que evoluciona entre episodios penosos. Como dolor intenso,
origina reacciones psicoldgicas que afiaden en ocasiones al cuadro algido,
cierto grado de sufrimiento. Este cuadro es uno de los sindromes dolorosos
mas acentuados conocidos por la practica médica en la asistencia de
urgencias, por la brusquedad, intensidad y agudeza de sus sintomas.

e CRISTALES DE ACIDO URICO: Los cristales de acido urico pueden

presentar diferentes formas como puede ser de diamante o prisma, estar
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aislados o unidos y generalmente se ven de color amarillo fuerte o rojo
amarronados.

CRISTALES DE OXALATO DE CALCIO: Tienen la forma de un sobre de
cartas o pueden ser ovalados y presentan lineas que se entrecruzan, no
tienen color.

URATOS AMORFOS: Los uratos amorfos son sales de urato que no
presentan la forma de otros cristales, no tienen forma alguna por eso se
llaman amorfos y pueden ser de sodio, potasio, magnesio y calcio. Los uratos
amorfos tienen aspecto de granos y color anaranjado o amarillento, no tienen
ninguna importancia a nivel clinico.

URATOS DE SODIO: Los cristales de urato de sodio son agujas o prismas
muy finos agrupados entre si, no poseen color o a lo sumo son amarillentos.
INFECCION URINARIA: Es una infeccién que se puede presentar en
cualquier parte a lo largo de las vias urinarias. Las infecciones urinarias tienen
diferentes nombres, dependiendo de qué parte de las vias urinarias esta
infectada.

LITIASIS RENAL: Es la presencia de célculos de diferente composicion
quimica, formas y tamarnos en Jos calices renales, en los infundibulos
caliciales y en la pelvis.

LITOTRIPSIA O LITOTRICIA EXTRACORPOREA (LEC): Los dos términos
son aceptados semanticamente. El primero proviene del griego y el segundo
del latin. Es un procedimiento mediante el cual se ubican, fragmentan o
pulverizan los calculos renales o ureterales, localizando el calculo con
ultrasonografia o fluoroscopia y emitiendo con un equipo de ondas de choque
u ondas de presion.

LiTIASIS INFECCIOSA: La forma de presentacion clinica de la litiasis
infecciosa suele diferir de la de los calculos de calcio pequefios. La litiasis
infecciosa suele desarroliarse de modo insidioso y cronico, y tipicamente no
debuta con el célico renal agudo que se observa a menudo cuando un
pequefio calculo ureteral provoca obstruccion. (Mufioz 2004).
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3.1. MATERIALES BIOLOGICOS

3.1.1. MUESTRA VEGETAL

Se colectaron las partes aéreas (Tallos y hojas) de Mikania cordifolia (L.f.)
Willdenow. La colecta fue realizada en los alrededores de la comunidad de
Wayanay, distrito de Wayanay (altura 2420 msnm; coordenadas geograficas:
(12°48'28"S, 72°39'02"W), provincia La Convencién, departamento de Cusco.

3.1.2.

ANIMALES DE EXPERIMENTACION:

Ratas albinas, hembras raza Holtzman provenientes del Instituto Nacional de Salud,

Lima las cuales contaron con el certificado sanitario correspondiente.

3.2.
3.2.1.

3.2.2,

MATERIALES E INSTRUMENTOS DE LABORATORIO.
MATERIALES DE CAMPO (RECOLECCION).

Tijeras de podar; cuchillo, bolsas de polietieno; bolsas de papel; papel

periddico; prensa boténica; etanol 96°; rociador; balanza .
MATERIALES DE LABORATORIO.
a) VIDRIO

Lunas de reloj; placas petri; goteros; embudos; tubos de ensayo; vasos
precipitados de 50, 100, 200 y 500 ml; matraz Erlenmeyer 100, 500 ml;
probetas 100 y 1000 ml; porta objetos; cubre objetos; baguetas; buretas.

b) OTROS ACCESORIOS

Papel filtro; pinzas para tubos de ensayo; gradillas; soporte universal; cintas
determinadoras de pH (UNIVERSAL TEST PAPER pH 0-14); cintas reactivas
de orina para determinacién de densidad; hojas de bisturi; canulas para
administracion oral en animales de experimentacion; equipo de diseccién para

cirugia menor.
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3.2.3. INSTRUMENTOS Y EQUIPOS DE LABORATORIO

Calefactor (TIMSHEL PANDA); Baiio maria (BIONET modelo TA 220 V, -
40 a 70° C); Rota vapor (ROTAVAPOR® BUCHII R-210/215 MODEL -
ITALY); Cocinas eléctricas; Centrifuga (GREETMED MODELO GT119-100T);
Horno estufa (MEMMERT 20-70 °C); Microscopio binocular (LEICA DM500);
Microscopio trinocular (LEICA EC3- Software LAS EZ V2.0.0 for Windows);
Balanza de platillo y digital (ADAM 0-150 g); Balanza de platillo y digital
(SARTORIUS AG GOTTINGEN TE 412 de 0.01-410 g), fotdmetro de llama
(CARLZEISS JENA MODELO AAS1TN); Espectrofotometro UV (JASCO DB
2200); Micrétomo (LEICA RM2125 RTS); Termdmetro ambiental (DOMTI);
Micro pipeta (10 -100 uL ACUMAX); Micro pipeta (100 -1000 ul. HUAWEI
modelo P1000); Micro pipeta (1-56 mL BOECO GERMANY.

3.2.4. REACTIVOS.
a. Solventes. _
Agua destilada; Etanol 35%; Etanoi 50 %; Etanol 70 %; Etanol 85 %; Etanol
95 %; Etanol 96 %; Etanol absoluto; Suero fisiologico; Xilol, éter de petrdleo,

clorformo.

b. Elementos y compuestos.
Acido nitrico; Hidroxido de sodio; Sulfato de calcio; Acido sulftrico; Parafina;
Acido clorhidrico; Peréxido de hidrogeno; Nitrato de plata; Cloruro de amonio;

Etilenglicol 62.07 g/mol .

c. Soluciones.
Permanganato de potasio; Formol; Tolueno; Albdmina; Tween; Azul de
bromotimol; Eosina; Safranina; Hematoxilina.

3.2.5. OTROS MATERIALES.

Jaulas para crianza de animales de experimentacion; jaulas metabdlicas para
determinacion de flujo urinario, bebederos y comederos para animales de
experimentacion; focos de 60 W, lupas; molino de grano; secadero; jeringa

descartables; guantes quirdrgicos; barbijos; algodén; detergentes.



3.3.

34.

LUGAR DE EJECUCION

Primera fase de la investigacion: obtencién del extracto seco hidroalcohélico y
evaluacién fitoquimica cualitativa de Mikania cordifolia (L.f) Willdenow. ,
realizada en el Laboratorio de Quimica Organica de la Universidad Nacional
de San Antonio Abad del Cusco.

Segunda fase de la investigacién: induccion de litiasis renal en los animales
de experimentacién, realizada en el Laboratorio de Farmacologia y toxicologia
de la Carmrera Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Universidad
Nacional de San Antonio Abad del Cusco.

Tercera fase de la investigacion: determinacién de sodio y potasio en suero y
orina, asi como la determinacién de acido oxalico en orina, realizado en el
laboratorio de Quimica Analitica Cuantitativa de la Carrera Profesional de
Quimica de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco.

Cuarta fase de la investigacion: determinacién de creatinina (suero y orina),
realizado en el laboratorio de Ciencias Clinicas Farmacéuticas de la
Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco.

TIPO DE ESTUDIO

La evaluacion del efecto antuirolitiasico y sobre la funcién renal del extracto
seco hidroalcohdlico de Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow. en litiasis renal
inducida en animales de experimentacion es un estudio cuasi-experimental
(por el analisis y alcance de los resultados), prospectivo (por el tiempo de
ocurrencia de los hechos), transversal (por el periodo y secuencia de estudio);
se dice que es cuasi-experimental por qué se va analizar si una o mas
variables independientes (extracto hidroalcohdlico de Mikania cordifolia (L.f.)
Willdenow.) afectan a una o mas variables dependientes (efecto
antiurolitiasico; efecto sobre la funcion renal) y por qué lo hacen (Hernandez,
2003). |
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3.5.

DISENO DE LA INVESTIGACION

3.5.1. CODIFICACION

G: Grupo de animales de experimentacion.

X: Dosis de terapia.

O: Medicién de la prueba.

3.5.2 EVALUACION DEL EFECTO ANTIUROLITIASICO

GRUPO [TRATAMIENTO MEDICION DE LA
EXPERIMENTAL PRUEBA
Gy - 04, 07, O43
Gz - Oz, Og, O14
Gs X3 O3, Os, 015
G, Xa 04, O10, O16
Gs Xs Os, O11, O17
Ge Xs Og, 012,018

G1 : Grupo testigo negativo formado por 7 ratas hembras a las que sélo se
les administré agua y comida durante los 42 dias del experimento.

G2 Grupo ftestigo positivo formado por 7 ratas hembras a las que se les
administrd cloruro de amonio al 0.5% y etilenglicol al 0.75%  durante los
primeros 21 dias del experimento (periodo de induccién de litiasis); los 21
dias siguientes del experimento solo se les administro agua y comida.

Gs: Grupo experimental formado por 7 ratas hembras a las que se les
administré cloruro de amonio al 0.5% y etilenglicol al 0.75%  durante los
primeros 21 dias del experimento (periodo de induccidon de litiasis); los
siguientes 14 dias se les administré la dosis de 300 mg por kg de peso del
extracto seco hidroalcoholico de Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow.



Gs : Grupo experimental formado por 7 ratas hembras a las que se les
administré cloruro de amonio al 0.5% vy etilenglicol al 0.75% durante los
primeros 21 dias del experimento (periodo de induccién de litiasis); los
siguientes 14 dias se les administrd la dosis de 500 mg por kg de peso del
extracto seco hidroalcoholico de Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow.

Gs : Grupo experimental formado por 7 ratas hembras a las que se les
administré cloruro de amonio al 0.5% y etilenglicol al 0.75% durante los
primeros 21 dias del experimento (periodo de induccidon de litiasis); los
siguientes 21 dias se les administré la dosis de 300 mg por kg de peso del
extracto seco hidroalcoholico de Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow.

Ge: Grupo experimental formado por 7 ratas hembras a las que se les
administré cloruro de amonio al 0.5% y etilenglicol al 0.76%  durante los
primeros 21 dias del experimento (periodo de induccién de litiasis); los
siguientes 21 dias se les administrod la dosis de 500 mg por kg de peso del
extracto seco hidroalcoholico de Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow.

- No se administrd ningtin tratamiento.

X,: Corresponde a la administraciéon de 300 mg/Kg de peso por animal, del
extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow.
Que se administraron del dia 21 al dia 35 del experimento.

X4: Corresponde a la administracion de 500 mg/Kg de peso por animal, del
extracto seco hidroalcohédlico al 70% de Mikania cordifolia (L.f) Willdenow.
Que se administraron del dia 21 al dia 35 del experimento.

Xs: Corresponde a la administracion de 300 mg/Kg de peso por animal, del
extracto seco hidroalcohélico al 70% de Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow.
Que se administraron del dia 21 al dia 42 del experimento.

Xs: Corresponde a la administracion de 500 mg/Kg de peso por animal, del
extracto seco hidroalcohodlico al 70% de Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow.
Que se administraron del dia 21 al dia 42 del experimento.

04, 02, 03, 04, 05, Og: Observacion microscopica del tejido renal, alteracioén en
la morfologia, presencia — ausencia de calculos renales.

07, Og, O, O1g, 014, O12: Determinacién de 4cido oxalico en orina.

043, O44, O15, O16, O17, O1s. Determinacion del pH urinario.



3.5.3 EVALUACION DE LA INFLUENCIA SOBRE LA FUNCION RENAL

GRUPO [TRATAMIENTO MEDICION DE LA
EXPERIMENTAL PRUEBA
Gy - 01, O7, Os5
G o 02, Oz, O14
G3 X3 O3, O, O15
G, Xa 04, O10, O16
Gs Xs Os, O41, O47
Gs Xe Os, 012,015

= G1 : Grupo testigo negativo formado por 7 ratas hembras a las que sdlo se
les administré agua y comida durante los 42 dias del experimento.
. Gz Grupo testigo positivo formado por 7 ratas hembras a las que se les

administrd cloruro de amonio al 0.5% y etilenglicol al 0.75%  durante los

primeros de 21 dias del experimento (periodo de induccidon de litiasis); los
21 dias siguientes del experimento solo se les administro agua y comida.
e G;: Grupo experimental formado por 7 ratas hembras a las que se les

administrdé cloruro de amonio al 0.5% y etilenglicol al 0.75%  durante los

primeros 21 dias del experimento (periodo de induccién de litiasis); los
siguientes 14 dias se les administro la dosis de 300 mg por kg de peso del
extracto seco hidroalcohdlico de Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow.

e G; : Grupo experimental formado por 7 ratas hembras a las que se les

administré cloruro de amonio al 0.5% vy etilenglicol al 0.75% durante los

primeros 21 dias del experimento (periodo de induccién de litiasis); los
siguientes 14 dias se les administro la dosis de 500 mg por kg de peso del
extracto seco hidroalcohélico de Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow.

e Gs : Grupo experimental formado por 7 ratas hembras a las que se les
administré cloruro de amonio al 0.5% vy etilenglicol al 0.75%  durante los

primeros 21 dias del experimento (periodo de induccién de litiasis); los
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siguientes 21 dias se les administrd la dosis de 300 mg por kg de peso del
extracto seco hidroalcohdlico de Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow.

Gs: Grupo experimental formado por 7 ratas hembras a las que se les
administré cloruro de amonio al 0.5% y eftilenglicol al 0.75% durante ios
primeros 21 dias del experimento (periodo de induccion de litiasis); los
siguientes 21 dias se les administré la dosis de 500 mg por kg de peso del
extracto seco hidroalcohdlico de Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow.

~—: No se administré ningtn tratamiento.

X3: Corresponde a la concentracion de 300 mg/Kg de peso por animal, del
extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow.
Que se administraron del dia 21 al dia 35 del experimento.

Xs4: Corresponde a la concentracion de 500 mg/Kg de peso por animal, del
extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow.
Que se administraron del dia 21 al dia 35 del experimento.

Xs: Corresponde a la concentracion de 300 mg/Kg de peso por animal, del
extracto seco hidroalcohélico al 70% de Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow.
Que se administraron del dia 21 al dia 42 del experimento.

Xs: Comresponde a la concentracién de 500 mg/Kg de peso por animal, del
extracto seco hidroalcohélico al 70% de Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow.
Que se administraron del dia 21 al dia 42 del experimento.

04, 0,, O3, 04, O5, O Determinacion del flujo urinario.

07, Og, Og, 010, 014, O12: Determinacion de la carga filtrada de sodio y potasio.

043, 014, O15, O16, O17, O4s: Determinacion de la depuracion de creatinina.



3.6. IDENTIFICACION, DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
3.6.1 VARIABLES IMPLICADAS

3.6.1.1

VARIABLE INDEPENDIENTE.

> EXTRACTO SECO HIDROALCOHOLICO AL 70% DE LOS TALLOS Y

HOJAS SECOS DE Mikania cordifolia (L.f.) Wilidenow.

DEFINICION CONCEPTUAL: Extracto hidroalcohdlico se define como aquella

sustancia extraida con solucion hidroalcohdlica, que posee una composicion quimica

que le proporciona una accion farmacolégica util en terapéutica y que no sufrié otro

tratamiento que el necesario para su limpieza y desecacion. (Villar 1999).

DEFINICION OPERACIONAL.:

INDICADOR: Peso de extracto seco expresado en miligramos.

NATURALEZA : Cuantitativa.
FORMA DE MEDICION : Directa.

ESCALA : Razén o proporcion.
INSTRUMENTO | : Balanza analitica.
UNIDAD DE MEDIDA  : mg/Kg.

PROCEDIMIENTO DE MEDICION: Se mide pesando la cantidad de extracto
seco de Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow. de acuerdo al peso a los
animales de experimentacién a las dosis de 300 y 500 mg/Kg de peso
(ANEXO 1).

3.6.1.2 VARIABLES DEPENDIENTES.

< EFECTO ANTIUROLITIASICO DEL EXTRACTO SECO
HIDROALCOHOLICO AL 70% DE Mikania cordifolia (L.f.)
Willdenow. LITIASIS RENAL INDUCIDA EN ANIMALES DE
EXPERIMENTACION.
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DEFINICION CONCEPTUAL: Se define como efecto antilitidsico a los mecanismos
que forman parte en la inhibicion de la formacién de calculos en el aparato urinario,
ya sea por diuresis, inhibiendo la nucleacion de los cristales 0 aumentando el pH.

DEFINICION OPERACIONAL:
INDICADORES

INDICADOR 1: Estudio histolégico para la observacion microscépica del tejido
renal, alteraciéon en la morfologia, presencia — ausencia de calculos renales.

SUB INDICADOR 1.1. Alteracién de ia morfologia del tejido renal.

DEFINICION CONCEPTUAL: En la morfologia tisular renal inalterada se puede
observar las células bien delimitadas en donde se puede observar las fracciones de
la nefrona, las cuales poseen una organizacion celular integra y continua en contra
parte el tejido renal de ratas con litiasis presenta secreciones celulares abundantes
en la mayoria de las porciones del tejido renal, existe una evidente discontinuidad
celular con pérdida de la morfologia celular (Estévez 2009).

DEFINICION OPERACIONAL:
e NATURALEZA : Cualitativa.
o FORMA DE MEDICION : Directa.
e ESCALA - Nominal.
e INSTRUMENTO : Microscopio.
e UNIDAD DE MEDIDA  : Si- No.

PROCEDIMIENTO: Tincion Hematoxilina — Eosina del tejido renal de los animales
de experimentacion, cortes histolégicos y observacién al microscopio.

SUB INDICADOR 1.2 Deposicion de cristales de Oxalato de Calcio.

DEFINICION CONCEPTUAL: Al administrar etilenglicol al 0.75% y cloruro de
amonio 0.5% se inducira a la formacién de cristales de oxalato de calcio los que se
depositaran en el tejido renal y que se podran observar microscépicamente a través

de la tincién Pizzolato (Estévez 2009).



DEFINICION OPERACIONAL.:
e NATURALEZA : Cualitativa.
e FORMA DE MEDICION : Directa. |
o ESCALA : Nominal.
o INSTRUMENTO : Microscopio

« UNIDAD DE MEDIDA : Presencia-ausencia de cristales de Oxalato de
Caicio.

PROCEDIMIENTO : Tincidén-Pizzolato del tejido renal de los animales de
experimentacion, cortes histoldgicos y observacion al microscopio.

INDICADOR 2: Determinacion de Acido Oxalico en orina.

DEFINICION CONCEPTUAL.: El oxalato calcico presente en la orina se transforma
en acido oxalico por el método de Hodkinson modificado, para luego ser cuantificado
por titulacion volumétrica. (Estévez 2009)

DEFINICION OPERACIONAL:
o NATURALEZA : Cuantitativa.

FORMA DE MEDICION : Directa.

o ESCALA : Proporcién.
¢ INSTRUMENTO : Bureta.
¢ UNIDAD DE MEDIDA : mg/mi.

e PROCEDIMIENTO: Titulacion del acido oxalico presente en la orina de los

animales de experimentacién.
INDICADOR 3. Determinacién de pH.

DEFINICION CONCEPTUAL.: E! pH es una medida de la acidez o alcalinidad de una
solucion. El pH indica la concentracién de iones hidronio [H30+] presentes en

determinadas sustancias. La sigla significa "potencial de hidrégeno”. El método



estandar para la medicion del pH emplea electrodos de vidrio, el pH urinario,
usualmente, es medido con indicador de papel, debido al hecho de que pequefios
cambios en el pH son de poca importancia clinica. El pH es importante péra el
manejo clinico de las piedras o cristales (MANUAL DE PRACTICAS DE
BIOCQUIMICA CLINICA 2009). '
DEFINICION OPERACIONAL.:

o NATURALEZA : Cuantitativa.

FORMA DE MEDICION : Indirecta.

o ESCALA : Intervalo.
e INSTRUMENTO : Peachimetro.
« UNIDAD DE MEDIDA : 0-14.

e PROCEDIMIENTO: Para el estudio se medira el pH en orina.

& EFECTO SOBRE LA FUNCION RENAL DEL EXTRACTO SECO
HIDROALCOHOLICO AL 70% DE Mikania cordifolia (Lf)
Wilidenow. EN LITIASIS INDUCIDA EN ANIMALES DE
EXPERIMENTACION.

DEFINICION CONCEPTUAL: Se define como efecto sobre la funcién de aquellos

parametros que nos indican el funcionamiento renal.
DEFINICION OPERACIONAL:

INDICADORES

INDICADOR_ 1. Efecto del extracto sobre el flujo urinario.

DEFINICION CONCEPTUAL: cantidad de liquido transportado por unidad de tiempo.

(Espada, 2011)
DEFINICION OPERACIONAL :

¢ NATURALEZA : Cuantitativa.

« FORMA DE MEDICION : Directa.

)



e ESCALA : Razon.
o INSTRUMENTO : Matraz.
o UNIDAD DE MEDIDA :ml.

o PROCEDIMIENTO: una vez concluido el tratamiento se colectd la orina de 6

horas para calcuiar el flujo urinario.
INDICADOR 2. Efecto del extracto sobre las cargas filtradas de sodio y potasio.
SUB INDICADOR 2.1. Determinacion de electrolitos sodio (Na+) y Potasio (K+).

DEFINICION CONCEPTUAL: Se define balance electrolitco como el conjunto de
funciones implicadas en el mantenimiento del balance entre la ingesta, el
almacenamiento, la utilizaciéon y la eliminacién de electrolitos en el cuerpo. (IIDRIS
2001)

DEFINICION OPERACIONAL:
e NATURALEZA : Cuantitativa.
e FORMA DE MEDICION : Indirecta.
e ESCALA : Razén.
e INSTRUMENTO : Fotometria de llama.
e UNIDAD DE MEDIDA : mEq.

o PROCEDIMIENTO: Para el estudio de este efecto se mediran las

concentraciones de sodio y potasio en suero y orina.
INDICADOR 3. Efecto del extracto sobre la filtracion glomerular.

DEFINICION CONCEPTUAL: Proceso efectuado en el riidon que permite una
depuracion de la sangre a medida que ésta fluye a través de los capilares
glomerulares; el agua y las sustancias contenidas en la sangre se filtran y se dirigen
hacia la capsula de Bowman. Los unicos elementos que no son filirados son las
células sanguineas y la mayor parte de las proteinas. El liquido filtrado originara la



orina mediante sucesivos mecanismos de reabsorcién y secrecion (MANUAL DE
PRACTICAS DE BIOQUIMICA CLINICA 2009).

DEFINICION OPERACIONAL:
e NATURALEZA : Cuantitativa.
» FORMA DE MEDICION : Indirecta.
e ESCALA : Razén.
e INSTRUMENTO : Espectrofotdmetro UV.
e UNIDAD DE MEDIDA  : mg/dl

o PROCEDIMIENTO: La filtracidon glomerular se determinaréd mediante el

célculo de creatinina sérica y creatinina urinaria.
3.6.2 VARIABLES NO IMPLICADAS
VARIABLES INTERVINIENTES

De los animales de experimentacién. Especie, alimentacién, ambiente de

crianza y experimentacion.

De la planta en estudio. Partes a recolectar y utilizar, Secado del material

vegetal.

Del extracto a evaluar. Tipo de extraccion, solvente a utilizar, tiempo de

extraccion, temperatura de extraccion, evaporacion del solvente.

De la administracion del extracto. Via de administracion, vehiculo, co-

solvente.

<



3.6.3. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION
3.6.3.1 DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION

A. CRITERIOS DE INCLUSION

Especie: Ratas albinas, hembras raza Holtzman de 200 +/- 20 gramos,
provenientes del Instituto Nacional de Salud, Lima. Que se adaptaren a las
condiciones climéticas y de experimentacion.

Alimentacién: Todos los animales de experimentacién fueron mantenidos
bajo las mismas condiciones de libre acceso a agua y alimento (ANEXO 2), y
se les brindo diariamente comida estandar para roedores proveido por el
bioterio de procedencia.

Ambiente de crianza y experimentacioén: Los animales fueron mantenidos en
el laboratorio de farmacologia y toxicologia, ubicado en el pabellén de aulas
generales, a una temperatura de 20 + 2 °C con un ciclo artificial de
luz/oscuridad de 12/12 horas. lLas jaulas fueron secadas y limpiadas

diariamente.

B. CRITERIOS DE EXCLUSION

Animales de experimentacion que no cumplan con los criterios de inclusién o
que se enfermen durante el periodo de adaptacién a las condiciones

climaticas y de experimentacion.

3.6.3.2 DE LAS PLANTAS EN ESTUDIO

A. CRITERIOS DE INCLUSION

Partes a recolectar y utilizar. Se colectaron y utilizaron los tallos y hojas de
Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow en buen estado de conservacion.
Secado del material vegetal: Se realizd el secado de las partes aéreas en un

ambiente ventilado y protegido de la luz solar.

B. CRITERIOS DE EXCLUSION:

Partes aéreas de Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow. que presenten signos

de deterioro.

-



3.6.3.3 DE LA OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

¢ Recoleccion: la recoleccion del material vegetal se realizé en los meses de
abril-mayo( época de fioracion)

e Estabilizacion y secado: el material vegetal se colocé en mallas de polietileno
bajo sombra, ventilacion adecuada y temperatura ambiente.

¢ Molienda: se realizé utilizando un molino de granos cortando previamente los
tallos en pedazos pequefios.

o Tipo de extraccién: El material vegetal fue extraido por maceracion.

o Solvente utilizado: Se utilizd etanol al 70 % como solvente.

o Tiempo de extraccion: Se realizé una maceracién por 10 dias.

e Temperatura de extraccion: Se realizo a temperatura ambiente.

e Evaporacion de los solventes: Los extractos crudos hidroalcohblicos fueron
evaporados a sequedad bajo condiciones de temperatura presion reducida.

3.6.3.4 DE LA ADMINISTRACION DE LOS EXTRACTOS

e Via de administracion: Los extractos fueron administrados por via oral.

e Vehiculo: solucidon acuosa de Polisorbato (Twenn 80) al 2%.

3.7 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS.
Se utilizaron fichas de recoleccion de datos previamente elaboradas de acuerdo a
los ensayos y a los datos a recolectar (ANEXOS 6, 7,8 y 9).

3.8 TECNICAS PARA EL PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS.

Se realizé el analisis de varianza (ANOVA) de una via, seguida de la prueba post-
hoc de Tukey para realizar comparaciones multiples con ayuda del software SSPS
version 19. Los datos se expresan como la media + error estandar medio (E.S.M.).
Las diferencias con p<0.05 entre los grupos experimentales comparados con el
grupo testigo negativo fueron considerados estadisticamente significativos.



CUADRO N° 5 IDENTIFICACION, DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
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3.10 ANALISIS FITOQUIMICO
3.10.1. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS

Para la preparacion de los extractos se tomaron 200 g de material vegetal seco y
molido. Los extractos se prepararon por maceracion (relacion planta solvente 1:5)
con etanol comercial al 70 % (primera maceraciéon por 10 dias, seguida de dos
maceraciones consecutivas de 24 horas cada uné). Los extractos fueron filtrados y
concentrados bajo presion reducida, con ayuda de rota vapor, a una temperatura
menor de 45°C.

Los extractos fluidos fueron transferidos en frasco de vidrio y depositados
posteriormente en una estufa a 40°C para completar la evaporaciéon de agua
residual. Se determiné el porcentaje de rendimiento de los extractos secos por

diferencia de pesos con ayuda de la siguiente formula:

% Rendimiento = [(peso de frasco + extracto seco) — peso de frasco X 100
200 g

Los extractos obtenidos fueron almacenados y conservados para su utilizaciéon en

ensayos fitoquimicos y farmacolégicos posteriores.

3.10.2 PRUEBAS DE ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO
Descrito en el ANEXO N° 13

3.11. ANALISIS FARMACOLOGICO

3.11.1. INDUCCION DE LA LITIASIS RENAL EN ANIMALES DE
EXPERIMENTACION- PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Para la induccién de la litiasis renal las ratas se distribuyeron aleatoriamente en 6
grupos de 7 animales de experimentaciéon cada uno (Un grupo testigo positivo,
cuatro grupos experimentales y un grupo testigo negativo). A los § primeros grupos
experimentales se les administré alimento y una solucién de cloruro de amonio al
0.5% y etilenglicol al 0.75% durante los primeros 21 dias del experimento (periodo
de induccion de litiasis), y al grupo testigo negativo solo se le administrd agua y

:{}J



alimentos durante este periodo. Transcurrido el periodo de induccién se procedié a
la toma de muestra de sangre, orina y rifiones de los grupos testigo positivo y testigo

negativo, para los respectivos analisis.

Una vez inducida la litiasis se procedié con la administracion de tratamientos en las
dosis de 300 mg/kg de peso del animal durante un periodo de 14 dias un grupo y
durante 21 dias otro grupo. Asi como la dosis de 500 mg/kg de peso del animal
durante un periodo de 14 dias un grupo y durante 21 dias otro grupo. (Estévez,
2009), (Purnima, 2010)

Al cabo de los 14 dias de tratamiento se sacrificaron al grupo que recibié 300 mg/ kg
de peso y al grupo que recibié 500 mg/ kg de peso del extracto seco de Mikania
cordifolia (L.f) Willdenow. Tomando muestras de sangre (para la obtencién de
suero) y orina (6 horas). Al cabo de los 42 dias del experimento se sacrifico a los
grupos que recibieron 21 dias de tratamiento (300 mg/kg y 500 mg/kg). Procediendo
también a la toma de muestra de sangre y orina para los analisis respectivos.

3.11.2. PREPARACION DE SOLUCION MADRE DE EXTRACTO SECO DE
Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow.

Para la administracion diaria de la dosis correspondiente de extracto, se preparé una
solucion madre de 300 mg/ml a partir de la cual se hizo el célculo respectivo segun
el peso de cada animal de experimentacion. ANEXO N° 12

3.11.3. DEL EFECfO SOBRE LA FUNCION RENAL

3.11.3.1. Efecto del extracto seco hidroalcohdlico al 70 % de Mikania cordifolia
(L.f.) Willdenow. Sobre el flujo urinario.

A partir de la orina colectada (orina de 6 horas) se calculé el flujo urinario de los

grupos en estudio. (Estévez; 2009).

A partir del calculo del flujo urinario de los diferentes grupos en estudio, se calculd el
porcentaje de incremento o disminucion del flujo urinario de los grupos Mikania y el
grupo testigo negativo respecto al grupo testigo positivo, mediante la siguiente

formula:
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% (Incremento o disminucion) = 100(Gx-T(+))
Gx

En donde:
Gx= Flujo urinario en los grupos testigo negativo o grupos Mikania.

T(+) = Flujo urinario en el grupo testigo positivo.

3.11.3.2. Efecto del extracto hidroalcohélico al 70 % de Mikania cordifolia (L.f.)

Willdenow. Sobre la filtracién glomerular.

A partir de las muestras de orina y de sangre (suero) colectadas, se calcuiaron la
velocidad de filtracion glomerular, la cual se estimé a partir del aclaramiento de
creatinina enddgena. Para evitar el error debido a la secrecién tubular de creatinina
se utilizaron ratas hembra. Se determin6é la concentracion de creatinina sérica y
urinaria por el método de picrato alcalino (ANEXO N°8). A partir de estos datos se
calculdé la depuracidn de creatinina. (Estévez; 2009).

A partir del calculo de la depuraciéon de creatinina de los diferentes grupos en
estudio, se calculd el porcentaje de incremento o disminuciéon de la depuracién de
creatinina de los grupos Mikania y el grupo testigo negativo respecto al grupo

testigo positivo, mediante la siguiente formula:

% (Incremento o disminucion) = 100(Gx-T(+))
Gx
En donde:
Gx= Depuracién de creatinina de los grupos testigo negativo o grupos Mikania.

T(+) = depuracién de creatinina en el grupo testigo positivo.



3.11.3.1. Efecto del extracto hidroalcohélico al 70 % de Mikania cordifolia (L f.)
Willdenow. Sobre las cargas filtradas de sodio y potasio.

A partir de las muestras de orina y de sangre (suero) colectadas se determinaron
las concentraciones de sodio y potasio (fotémetro de llama), ver ANEXO N°7. A
partir de estas concentraciones se calcularan las cargas filiradas de sodio y potasio
(Estévez; 2009). Mediante las siguientes formulas:

CNa = UNaViIPNa
CK = UKVIPK
En donde:

CNa/K= Carga filtrada de sodio/potasio.
PNa/K= Sodio/potasio plasmatico.
UNa/K= Sodio/potasio urinario.

V= volumen urinario.

A partir del calculo de las cargas filtradas de sodio y potasio de los diferentes grupos
en estudio, se calculé el porcentaje de incremento o disminucién de las cargas
filtradas de sodio y potasio de los grupos Mikania y el grupo testigo negativo
respecto al grupo testigo positivo, mediante la siguiente féormula:

% (Incremento o disminucion) = 100{Gx-T{+))

Gx
En donde:
Gx= Cargas filtradas de sodio o potasio de los grupos testigo negativo o grupos
Mikania.

T(+) = Cargas filtradas de sodio o potasio en el grupo testigo positivo.

R



3.11.4. DEL EFECTO ANTIUROLITIASICO

3.11.4.1. Efecto del extracto hidroalcohélico al 70 % de Mikania cordifolia (L.f.)
Willdenow. Sobre la concentracion de Acido Oxalico.

A partir de las muestras de orina colectadas se cuantificd el Acido Oxalico mediante
el método de Hodkinson modificado, para lo cual se tomé 1 ml de orina a la cual se
le midi6 el pH, posteriormente se acidificé con 2,5 ml de acido nitrico, se ajusté el pH
con Hidroxido de Sodio en presencia de Azul de Bromotimol ( vire de color amarillo a
verde a pH de 8.0 ), se precipitaron los cristales adicionando 2ml de solucidon
saturada de Sulfato de Calcio, se adicionaron 14 ml de Etanol puro y se dejé reposar
por 12 horas, pasado este tiempo se exirajo el sobrenadante y se desechd, el
precipitado se solubilizé con 10 ml de solucién de Acido Sulfurico ( 10 ml de Agua
mas 2 ml de Acido Sulfdrico concentrado) y se titulé con Permanganato de Potasio
0.46 N hasta que vire de color rosa palido que debe permanecer 30 segundos.
(Estévez; 2009)

Con los valores de volimenes gastados de permanganato de potasio. Se realizé6 el
calculo de la concentracion de acido oxalico en orina mediante la siguiente formula:

(Vox)( Nox)= (Vorina)( Nred)

En donde:

Vox = Volumen gasta‘do'de agente oxidante (permanganato de potasio).
Nox = Normalidad del agente oxidante (permanganato de potasio).
Vorina = Volumen de orina utilizado en la titulacién(en este caso 1 mL).

Nred = Normalidad del agente reducido (acido oxalico en orina).

A partir del calculo de la concentracion de acido oxalico de los diferentes grupos en
estudio, se calculd el porcentaje de incremento o disminucion del acido oxdlico de
los grupos Mikania y el grupo testigo negativo respecto al grupo testigo positivo,

mediante la siguiente férmula:
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% (Incremento o disminucion) = 100{Gx-T(+))
Gx
En donde:

Gx= Concentraciéon de acido oxalico en los grupos testigo negativo o grupos
Mikania.

T(+) = Concentracion de acido oxalico en el grupo testigo positivo.

3.11.4.2. Estudio histolégico para la evaluacién histopatolégica del tejido renal.

Con ¢l fin de realizar el analisis histoldgico del tejido renal, se cortaron los rifiones de
manera longitudinal y transversal y se fijaron en formol por 12 horas, después se
lavaron con agua potable por 12 horas, pasado este tiempo se procedi6 a
deshidratar los tejidos en Etanol a diferentes concentraciones.

Agente deshidratante Tiempo ( h)

Etanol 35 %

Etanol 50 %

Etanol 70 %

Etanol 85 %

Etanol 96 % |

Etanol 96 % |l

Etanol 96 % llI

Etanol absoluto

Etanol absoluto + eosina

v | e | | | ] ] e |

Los tejidos renales fueron aclarados con xilo! por 5 min, posteriormente se pasaron

a las siguientes Parafinas:

Tipo de parafina Tiempo (h)
Parafina | 24
Parafina Il 24
Parafina Il 24
Parafina de 1
inmersién

Una vez incluidos en Parafina se realizaron cortes de 3 micrometros de grosor con
ayuda del Micrétomo, los cortes fueron montados en un portaobjetos utilizando
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Albumina y fueron secados en una estufa por 48 horas. Una vez fijados los cortes se

desarrollaron las técnicas de tincion correspondientes: Hematoxilina — Eosina y
Pizolato. (Estévez; 2009).

Tincion Hematoxilina-Eosina

Esta tincién se utilizé para colorear el niicleo y el citoplasma de las células de
manera contrastante, para lo cual se desparafinaron las muestras de tejido
renal con xilol durante 5 min dos veces, posteriormente se hidrataron con
Etanol al 96% por 2 min, estas muestras se introdujeron en agua destilada y
se sumergieron en Hematoxilina durante 5min, pasado este tiempo se lavaron
con agua destilada hasta que queden claras.

Posteriormente, se elimind el exceso de colorante de las muestras con Etanol
acido (HCI al 1 % mas etanol al 70 %) ,2 o 3 inmersiones, se lavaron con
agua destilada y se tifieron con eosina durante 1 min, se volvieron a enjuagar
con agua destilada, una vez mas se deshidrataron las muestras con etanol al
96% 10 min dos veces, transcurrido este tiempo se aclararon con xilol por 10
min. La interpretacién de tinciébn es: ndcleo azul, citoplasma y fibras
colagenas color rojo o rosa y eritrocitos de rojo brillante. (Estévez; 2009).

Tincién Pizzolato

La tincion de Pizzolato es una técnica histoquimica no especifica, en la cual los

cristales de oxalato de caicio se tratan con peréxido de hidrogeno para convertirse
en carbonato de calcio y este reacciona con nitrato de plata por sustitucion del

calcio, que se reduce por accién de la luz formando precipitados negros de

carbonato de plata. Para lo cual las muestras de tejido renal se desparafinaron con
xilol por 5 min y se re hidrataron con alcohol al 96 % por 2 minutos, en seguida se
adiciond peroxido de hidrogeno por 10 min, al mismo tiempo que las muestras se
expusieron a la luz de 60 watts, transcurrido este tiempo se adiciono nitrato de plata

por 5 min se enjuagaron los portaobjetos y se tifieron con safranina por 2 min.
(Estévez; 2009).
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CAPITULO IV

RESULTADOS, ANALISIS
Y DISCUSION



TABLA N°3
RESULTADOS DE PORCENTAJES DE RENDIMIENTO DE LOS EXTRACTOS
SECOS OBTENIDOS POR MACERACION POR DIEZ DIAS CON ETANOL AL

70%.
ESPECIE Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow.
PESO DE WUESTRANOLIDAT 7T~ 23 g 5]
PESO DE EXTRACTO SECO 26.75g 2713 ¢ 26.30 g
PROMEDIO DE PORCENTAJE DE 13.36%
RENDIMIENTO

FUENTE: Elaboracion propia.

Andlisis y discusion

En la TABLA N° 3 se aprecia el porcentaje de rendimiento del extracto seco
hidroalcohdlico obtenido de los tallos y hojas de Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow.
Por maceracion (relacion planta solvente 1:5) con etanol comercial al 70 %, se
observa que Mikania cordifolia (L.f) Willdenow. Presentd un rendimiento de
13.36%.

El resultado obtenido del porcentaje de rendimiento, es superior a aquellos
reportados por (Corales, 2010) para M. cordifolia (3.09%, 6.71% y 6.23%) los
cuales fueron obtenidos por agitacién constante (durante 48 h) con diclorometano,
seguidas por una extraccién por agitaciéon constante (durante 48 h) con metanol y
una decoccion por 15 min con agua, respectivamente; no habiéndose reportado la
relacion planta solvente en los tres casos.

Por otro lado (Corales, 2010) ha reportado para M. micrantha (2.82%, 10.76% y
5.89%) los cuales fueron obtenidos por agitacién constante (durante 48 h) con
diclorometano, seguidas por una extraccién por agitacién constante (durante 48 h)
con metanol y una decoccion por 15 min con agua, respectivamente; no habiéndose
reportado la relacién planta solvente en los tres casos; siendo estos tres

rendimientos inferiores al resultado obtenido en esta investigacion.



TABLA N° 4 RESULTADO DEL ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO DEL
EXTRACTO SECO DE Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow.
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Analisis y discusién

En la TABLA N° 4 Se aprecia los resultados del analisis fitoquimico cualitativo de los
extractos secos de Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow. Obtenidos por maceracion por
10 dias con etanol al 70 %. Observandose la presencia de azlcares reductores,
glicésidos, compuestos fendlicos, flavonoides, alcaloides, taninos, saponinas, lactonas

sesquiterpénicas, cumarinas, triterpenoides, resinas y lignanos.

Corales, 2010.Reporta que entre las clases de compuestos quimicos encontrados en el
género Mikania, se destaca la presencia de lactonas sesquiterpénicas y diterpenos, asi
también en especies como M. saltensis Hieron. y M. haenkeana, se encontraron
lignanos, un compuesto quimico no comin en especies de pequefio porte, ya que esta
asociado a especies lefiosas. Reporta ademas que dentro de los compuestos fenélicos
se puede hallar la presencia de cumarina en varias especies, constituyendo el marcador
quimico en M. cordata y M. laevigata. Encontrandose también que los flavonoides,
compuestos muy comunes en la familia Asteraceae, se encuentran presentes en

especies del género Mikania, en forma de heterdsidos.

Abrao de Oliveira, 2006. Reporta que todas las muestras recolectadas de M. cordifolia
contienen el mismo tipo de triterpenoides, aunque varien en proporciones, entre los
cuales destacan campesterol, stigmasterol, sitosterol, epitaraxerol entre otros.

Camargo, 2005. Reporta la presencia de alcaloides, cumarinas y otros compuestos
relacionados; pero sobre todo destaca la presencia de lactonas sesquiterpénicas como
por ejemplo: mikanina, micandlido, dihidromicanélido, miscandenina, escandendlido y

dihidroscandenélido.

Santos, 2008. Report6 datos caracteristicos sobre la planta M. cordifoliatales como: Es
muy rico en principios biodinamicos activos con un alto contenido de linalol, en las hojas
se han aislados compuestos como: el quercitin-3-oxoglucdsido, acido 3,5-dicafeilquinico,
1 ,8-cineol y linalol-6-oxo-d-D-glucopiranésido.

Pérez, 2010. Reporta que el linalol y a-pineno son los principales componentes del
aceite esencial de M. micrantha.

Los resultados de presente investigacion concuerdan con la presencia de compuestos
fenolicos, flavonoides, alcaloides, taninos, lactonas sesquiterpénicas, cumarinas,
triterpenoides, resinas y lignanos en las distintas especies del genero Mikania y
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sugieren la presencia de saponinas .



TABLA N° 5. RESULTADO DE LA ADMINISTRACION DEL EXTRACTO SECO
HIDROALCOHOLICO DE Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow. Via oral. SOBRE
EL FLUJO URINARIO EN RATAS, UNA VEZ INDUCIDA LA LITIASIS RENAL.

Flujo urinario %
TRATAMIEN DOSISVIAORAL n mL/min Variacion ~ neremento
TO (mglkg (Media + E.S.M.)(s) Disminucién
0.001389 % ;

-0.004107

0,
7 0.006111 + 7%

0.0003737***

0001380 %,

M. cordifolia 500 mg 14 dias 7 0.00625 -0.004187
0.0008437***

77.78%

M. cordifolia 500 mg 21 dias 7 0.004167 + -0.002282
0.0004982***

66.69%

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, comparado con el grupo control (ANOVA seguido del test de
comparaciones muitiples de Tukey).

TABLA N° 6. ANOVA

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 0.0001434 0.00002869 37,654 ,000

Intra-grupos 0.00002743 3§ 7.618e-007
Total 0.0001709 41




FIGURA N° 13. RESULTADO DE LA ADMINISTRACION DEL EXTRACTO SECO
HIDROALCOHOLICO DE Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow. Via oral. SOBRE
EL FLUJO URINARIO EN RATAS, UNA VEZ INDUCIDA LA LITIASIS RENAL.
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T(-): Testigo negativo

300 y 500: Dosis de extracto seco
14 y 21: Dias de tratamiento

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, comparado con el grupo control (ANOVA seguido del test de
comparaciones mltiples de Tukey).

TABLA N° 7: RESULTADO DEL ANALISIS DE POST-PRUEBA DE TUKEY PARA
LA OBSERVACION DE GRUPOS, AGRUPADOS EN SUBCONJUNTOS
HOMOGENEOS PARA LA COMPARACION DEL FLUJO URINARIO (mL/min).

Tratamientos N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3
Mikania 300-14 71 ,001626984
Testigo + 7] ,001964284
Mikania 500-21 7 ,004246033
Mikania 300-21 7 ,005456350 | EOQ5456350
Testigo - 7 (ISR
Mikania 500-14 7 006715093
Sig. ,978 125 ,674

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamarfio muestral de la media armoénica = 7,000.



Anélisis y discusion

En la TABLA N° 5 Y FIGURA N° 13, se aprecia el efecto del tratamiento con el extracio
seco hidroalc6holico de Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow. sobre el fiujo urinario,
manifestando de forma estadisticamente significativa e! incremento del fiujo urinario a los 14
dias con la dosis de 500 mg / kg de peso (en un 77.78%) y a los 21 dias con las dosis de
300 y 500 mg/ kg de peso (en un 75% y 66.69% respectivamente). Al comparar los
diferentes tratamientos experimentales por andlisis de varianza (ANOVA), mostrado en el
TABLA N° 6, seguido del test de comparaciones multiples de Tukey mostrado en fa TABLA
N° 7 Y FIGURA N°13, se puede ver que la induccion de litiasis (efilenglicol 0.75 % + cloruro
de amonio 0.5%) disminuye de forma significativa (p<0.001) el flujo urinario en los animales
de experimentacién (en un 77%), se obsetva también que el grupo que recibi6 tratamiento
con M. cordifolia a la dosis de 300 mg/kg de peso durante 21 dias presenta un aumento
significativo  (p<0.05) del flujo urinario comparado con el grupo testigo positivo, siendo
estadisticamente comparable con el tratamiento de M. cordifolia a la dosis de 500 mg/ kg
de peso durante 14 dias y estos a su vez estadisticamente comparables con el grupo testigo

negativo.

Estévez, 2009. Reporta que el grupo utilizado como testigo negativo en su experimento,
present6 un flujo urinario de 0.006+ 0.00023 mL/min (tomado como valor normal), siendo
este resultado similar al de la presente investigacién para el grupo testigo negativo
(0.006111 £ 0.0004 mL/min). Reporta también un flujo urinario de 0.0035 + 0.0002 mL/min
para el grupo al cual indujo litiasis renal y no recibié ningtn tratamiento, difiriendo este de los
resultados de la presente investigacion que para el grupo testigo positivo es solo de
0.001389 + 0.001 mL/min, pudiendo deberse esto a distintos factores tales como raza y
alimentacion. Ademas se observa que los grupos que en dicho experimento recibieron
tratamiento con los extractos de S. Lepidophylla llegaron a tener un flujo urinario de hasta
0.008 mL/min. Es por esto que sugiere que la actividad antiurolitidsica de S. lepidophyila
estaria asociada a su actividad diuréfica (incremento del flujo urinario).

Podemos observar en la presente investigacién que el grupo que recibié tratamiento con los
extractos de M. Cordifolia 500 mg durante 14 dias incrementan el flujo urinario respecto al
grupo testigo positivo (p<0.001) siendo este de 0.00625 + 0.0008, demostrandose un
incremento del flujo urinario por unidad de tiempo, esto indicaria una liberacién de las vias
urinarias debido una posible actividad diurética u eliminacién de los calculos renales por

otros mecanismos (inhibicién de la nucleacion, dilucion de los célculos renales, etc).

.



TABLA N° 8. RESULTADO DE LA ADMINISTRACION DEL EXTRACTO SECO
HIDROALCOHOLICO DE Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow. Via oral. SOBRE LA
DEPURACION DE CREATININA EN RATAS UNA VEZ INDUCIDA LA LITIASIS

RENAL.
DEPURACION DE %
TRATAMIENTO  DOSISVIAORAL n CREATININA Variacién '"C’eg‘e“m
{mg/kg) mbL/min Disminucién
(Media + E.S.M.)(s)

Testigo (-) 7 1.762% 0.4499*** -1.278

M. cordifolia 500 mg 14 dias 7 1.295 + 0.3850 ** -0.7306 53.03%

M. cordifolia 500 mg 21 dias 7 1.356 + 0.2629** -0.6733

54.19%

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, comparado con el grupo control (ANOVA seguido del test de
comparaciones multiples de Tukey).

TABLA N° 9. ANOVA

Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos Qﬁg 5]. 1,816] 18,885 ,000
Intra-grupos 3,462 36 ,096
Total 12,541 41

90



FIGURA N° 14. RESULTADO DE LA ADMINISTRACION DEL EXTRACTO SECO
HIDROALCOHOLICO DE Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow. Via oral. SOBRE LA
DEPURACION DE CREATININA EN RATAS UNA VEZ INDUCIDA LA LITIASIS
RENAL.
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14 y 21: Dias de tratarmiento

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, comparado con el grupo control (ANOVA seguido del test de
comparaciones multiples de Tukey).

TABLA N° 10: RESULTADO DEL ANALISIS DE POST-PRUEBA DE TUKEY
PARA LA OBSERVACION DE GRUPOS, AGRUPADOS EN SUBCONJUNTOS
HOMOGENEOS PARA LA COMPARACION DE LA DEPURACION DE
CREATININA (mL/min).

Tratamientos N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3

Mikania 300-14 7 ,499010857

Testigo + 7 ,580870829 | _
Mikania 500-21 7 25 E5 414
Mikania 300-21 7 {F263030129
Mikania 500-14 7 1SR

Testigo - 7 1,858909429

Sig. ,996 ,999 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 7.000.




Anilisis y discusion

En la TABLA N°8 Y FIGURA N° 14 se aprecia el efecto del tratamiento con el
extracto seco hidroalcohdlico de Mikania cordifolia (L.f) Willdenow. Sobre la
depuracion de creatinina, manifestando de forma estadisticamente significativa el
incremento de la depuracién de creatinina endogena a los 14 dias con la dosis de
500 mg / kg de peso (en un 53.03%) vy a los 21 dias con las dosis de 300 y 500 mg/
kg de peso (en un 50.93% y 54.19% respectivamente).

Al comparar los diferentes tratamientos experimentales por anadlisis de varianza
(ANOVA) mostrado en la TABLA N° 9 , seguido del test de comparaciones multiples
de Tukey mostrado en la TABLA N° 10 y FIGURA N°14 se puede ver que la
induccion de litiasis (etilenglicol 0.75 % + cloruro de amonio 0.5%) disminuye de forma
significativa (p<0.001) la depuracion de creatinina en los animales de experimentacion (en
un 64.74%), asi mismo el tratamiento con extracto de M. cordifolia a las dosis de 300
mg / kg de peso a los 21 dias y 500 mg / kg de peso a los 14 y 21 dias incrementan
de manera significativa (p<0.01) la depuracién de creatinina, siendo estos grupos a
su vez estadisticamente comparables entre si, mas no llegan a alcanzar a los
valores de depuracioén de creatinina del grupo testigo negativo.

Esteves 2009, reporta que la induccién de litiasis renal con solucién de etilenglicol
(0.75%) y cloruro de amonio (0.5%) conlleva a un dafio renal persistente
relacionado con el proceso de filtracion, lo que representa una afectacién
caracteristica en la velocidad y eficacia de la filtracién glomerular.

Toblli et al. 2003, indica que los primeros pasos de formacion de calculos renales
ocurren dentro del rifién cuando la orina esta sobresaturada con OxCa en diferentes
sectores del nefrén. Ademas, indica que es reconocido que los estados
hiperoxaltricos estan asociados con el depésito de cristales de OxCa tanto en la luz
tubular como en la célula epitelial del intersticio renal promoviendo un mecanismo
de injuria tisular, la inflamacién progresiva del intersticio renal conduce
generalmente a una disminucioén considerable en la funcién renal. Es asi que para el
grupo al cual produjo hiperoxaluria (inducida con etilenglicol en ratas Sprague-
Dawley machos con un peso inicial de 250-280 g) reporta una depuracién de
creatinina de 0.90 +/- 0.02 mL/min comparado con el grupo el grupo control utilizado
en dicho experimento que presentd una depuracién de creatinina de 1.41 +- 0.04



mL/min; estos resultados son similares a los reportados en la presente investigacion
(TABLA N°8), en donde podemos observar que el grupo utilizado como testigo
negativo presenta una depuracién de creatinina de 1.762 + 0.4499 mL/min, mientras
el grupo testigo positivo (al cual se le indujo la litiasis renal mas no se le administrd
ningun fratamiento) presentd una depuracion de creatinina de 0.6212 + 0.1245

mL/min.

Esteves 2009, reporta en su investigacion (en donde utilizé la induccion de litiasis
renal por el método de hiperoxaluria inducida con solucién de etilenglicol y cloruro de
amonio en ratas raza Wistar hembra con un peso inicial de 200 +/- 20 g) que el
grupo utilizado como testigo negativo (al cual no se le indujo litiasis renal) presenté
una depuracion de creatinina de 5.8 mL/min, comparados con el grupo utilizado
como testigo positivo (al cual se le indujo litiasis renal mas no se le administro
ningln tratamiento) presenté una depuracion de creatinina promedio de 2.5 mL/min.
Estos resultados no se asemejan a los reportados por Toblli et al. 2003, ni a los
reportados por la presente investigacién, pudiendo deberse esto a factores tales
como la raza, el tipo de alimentacion, la cantidad de solucién precursora de 4cido

oxalico consumida por los animales de experimentacion, entre otros.



TABLA N° 11. RESULTADO DE LA ADMINISTRACION DEL EXTRACTO SECO
HIDROALCOHOLICO DE Mikania cordifolia (L.f.) Wilildenow. Via oral. SOBRE
LAS CARGAS FILTRADAS DE SODIO Y POTASIO A LOS 14 Y 21 DIAS DE

TRATAMIENTO
CARGA % Incremento CARGA % Incremento
GRUPOS  DOSISVIA n  FILTRADA DE - o FILTRADA DE . o
ORAL POTASIO isminucién SODIO Disminucién
(mglkg) {mEqg/min) {mEq/min)

0.0008624 + 00T E

7 0.0001669*** 69.54 % 0.00006954** 80.11%

@) )

ViKANIA 500 ' 6.0006750 & 00003383 ¢

14 500mg14 7 0.0001202* 0.0001266***

dias @) 57.63% ] 87.49 %

MIKANIA 0.0009889 + 0.0002102 +
500 21 500mg 7 0.0003121*** 0.00005584**
21 dias e 7321% e 79.88%

*p<0.05, **p<0.01, **p<0.001, comparado con el grupo control (ANOVA seguido del test de
comparaciones multiples de Tukey).



TABLA N°12: ANOVA CARGA FILTRADA DE SODIO

FUENTE DE VARIACION SUMA DE GRADOS DE MEDIA F Sig.
CUADRADOS LIBERTAD CUADRATICA
Entre grupos 0.0000003748 5 0.00000007496 0.000
Dentro de los grupos | 0.00000001830 36 0.000000005084 14.74
Total 0.0000005579 41

TABLA N° 13: ANOVA CARGA FILTRADA DE POTASIO

FUENTE DE VARIACION SUMA DE GRADOS MEDIA F Sig.
CUADRADOS DE CUADRATICA
LIBERTAD
0.000004921 5 0.0000009841 0.000
Entre grupos 25.18
0.000001407 36 0.00000003909

Dentro de los grupos

0.000006328 41
Total

TABLA N° 14: RESULTADO DEL ANALISIS DE POST-PRUEBA DE TUKEY
PARA LA OBSERVACION DE GRUPOS, AGRUPADOS EN SUBCONJUNTOS
HOMOGENEOS PARA LA COMPARACION DE LA CARGA FILTRADA DE
POTASIO (mEg/min)

Carga Filtrada de potasio (mEq/min)

Tratamientos N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3
Mikania 300-14 7| ,000290355
Testigo + 71 ,000323943
Mikania 500-14 7 ,000661714
Testigo - 7 ,000937969 | ,0009379%69
Mikania 500-21 7 ,001040119
Mikania 300-21 7 ,001178500
Sig. . 1,000 120 ,230

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 7.000.




TABLA N° 15: RESULTADO DEL ANALISIS DE POST-PRUEBA DE TUKEY
PARA LA OBSERVACION DE GRUPOS, AGRUPADOS EN SUBCONJUNTOS
HOMOGENEOS PARA LA COMPARACION DE LA CARGA FILTRADA DE SODIO

(mEqg/min)
Carga Filtrada de Sodio(mEq/min)
Tratamientos N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3

Testigo + 7| ,000036667
Mikania 300-14 7] ,000106137| ,000106137
Mikania 300-21 7 ,000176266
Mikania 500-21 7 ,000177662
Testigo - 7 ,000212239
Mikania 500-14 7 ,000343144
Sig. ,465 ,083 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 7.000.

Analisis y discusion

En la TABLA N° 11 se aprecia el efecto del tratamiento con el extracto seco
hidroalcohélico de Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow. Sobre las cargas filtradas de
sodio y potasio a 14 y 21 dias de tratamiento, manifestando de forma
estadisticamente significativa el incremento de las cargas filtradas de sodio y potasio
a los 14 dias con la dosis de 500 mg / kg de peso (en un 87.49 % y un 57.63%
respectivamente) y a los 21 dias con las dosis de 300 mg/Kg (en un 74.63% y un
77.81% respectivamente) y 500 mg/ kg de peso (en un 79.88% y un 73.21 %
respectivamente).

Al comparar los diferentes tratamientos experimentales por analisis de varianza
(ANOVA) mostrado en las TABLAS N° 12 y 13, seguido del test de comparaciones
multiples de Tukey mostrado en las TABLAS N° 14 Y 15, se puede ver que la
induccion de litiasis (etilenglicol 0.75 % + cloruro de amonio) disminuye de forma
significativa (p<0.001) las cargas filtradas de sodio y potasio en el grupo testigo
positivo (en un 80.11% y un 69.54 % respectivamente). Asi como el tratamiento con
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extracto de M. cordifolia a las dosis de 300 mg / kg de peso del extracto a los 21
dias y 500 mg/ kg de peso del extracto a los 14 y 21 dias incrementan las cargas
fitradas de sodio de manera significativa (p<0.01, p<0.001 y p<0.01)
respectivamente, asi como incrementan las cargas filtradas de potasio de manera
significativa (p<0.001p<0.05 y p<0.001) respectivamente.

Estévez, 2009. Reporta que la induccién de litiasis renal con solucion de etilenglicol
(0.75%) y cloruro de amonio conlleva a la disminucion de las cargas filtradas de

sodio y potasio.

En el presente trabajo de investigaciéon se evidencia la disminucién de las cargas
filtradas de sodio y potasio del grupo testigo positivo en comparacion con el grupo
testigo negativo (TABLA N°7), asi mismo el incremento de estas en los grupos

tratados con los extractos de M. cordifolia.



TABLA N° 16. RESULTADO DE LA ADMINISTRACION DEL EXTRACTO SECO
HIDROALCOHOLICO DE Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow. Via oral. SOBRE LA
CONCENTRACION DE ACIDO OXALICO EN ORINA

n  CONCENTRACION DE ACIDO OXALICO % Incremento
TRATAMIENTO DOSIS ViA ORAL g/mL Variacion © Pisminucion

(malkg) (Media + E.S.M.)(s)

oo

Testigo (-) - 0.002100 + 0.002336™*  0.01080 85%

M. cordifolia 500 mg 14 dias 0.002940 + 0.0004806™  0.01161

M. cordifolia 500 mg 21 dias 0.004988 + 0.0009701* 0.008275

66.1%
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, comparado con €l grupo control (ANOVA seguido del test de

comparaciones mltiples de Tukey).

TABLA N° 17: ANOVA

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-gru pos. 0 .0007994I 5 0 .0001 599 24, 604 ,000
Total 0.001033 41




FIGURA N°15. RESULTADO DE LA ADMINISTRACION DEL EXTRACTO SECO
HIDROALCOHOLICO DE Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow. Via oral. SOBRE LA
CONCENTRACION DE ACIDO OXALICO EN ORINA
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LEVYENDA:

T(+): Testigo posiivo

T(-): Testigo negativo

300y S00: Dosls de extracto seco
14 y 21: Dfas de tratamionto

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, comparado con el grupo control (ANOVA seguido del test de

comparaciones multiples de Tukey).

TABLA N° 18: RESULTADO DEL ANALISIS DE POST-PRUEBA DE TUKEY
PARA LA OBSERVACION DE GRUPOS, AGRUPADOS EN SUBCONJUNTOS
HOMOGENEOS PARA LA COMPARACION DE LA CONCENTRACION DE ACIDO
OXALICO EN ORINA (g/mL)

Tratamientos N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4
Mikania 500-14 7 1002789601
Testigo - 7 [0GE598485
Mikania 500-21 7 [C0a22474 | ,006122474
Mikania 300-21 7 ,008517527. | ,008517527
Mikania 300-14 7 ,012298243 | ,012298243
Testigo + 7 ,014397943
Sig. ,533 154 ,085 641

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamaiio muestral de la media armodnica = 7.000.



Analisis y discusion

En la TABLA N° 16 Y FIGURA N° 15 se aprecia el efecto del tratamiento con el
extracto seco hidroaicohdlico de Mikania cordifolia (L.f) Willdenow. Sobre la
concentracion de acido oxalico en orina manifestando de forma estadisticamente
significativa la disminucion de este a los 14 dias con la dosis de 500 mg / kg de peso
(enun 80%) y a los 21 dias con las dosis de 300 y 500 mg/ kg de peso (en un 48% y
66.1% respectivamente).

Al comparar los diferentes tratamientos experimentales por andlisis de varianza
(ANOVA) mostrado en el TABLA N° 13, seguido del test de comparaciones muiltiples
de Tukey mostrado en la TABLA N° 18 y FIGURA N°15 se puede ver que la
induccién de litiasis (etilenglicol 0.75%+ cloruro de amonio0.5%) incrementa de
forma significativa ( p<0.001) la concentracion de acido oxalico en el grupo testigo
positivo (en un 85%), asi como el tratamiento con extracto de M. cordifolia a las
dosis de 300 mg / kg de peso a los 21 dias y 500 mg/ kg de peso a los 14 y 21 dias
disminuyen la concentracion de &cido oxalico de manera significativa (p<0.01,
p<0.001, y p<0.001) respectivamente. Podemos observar en la TABLA N° 16 que
los grupos que recibieron tratamiento con el extracto de M. cordifolia a la dosis de
500 mg/kg de peso durante 14 y 21 dias disminuyen de manera significativa la
concentracion de Aacido oxalico en orina (p<0.05) siendo estos dos grupos
estadisticamente comprables entre si, y estos a su vez estadisticamente
comparables con el grupo testigo negativo.

Es un hecho conocido que la orina esta frecuentemente sobresaturada con respecto
al OxCa en individuos con enfermedad litidsica, como puede estarlo también en
aquellos sujetos normales, de alli que es comun observar cristales de OxCa en la
orina de individuos aun sin enfermedad litidsica (Toblli et al. 2003). Es asi que el
oxalato de calcio se puede encontrar también en ratas a las cuales no se les indujo
la litiasis, ya que este es producto metabédlico natural de los mamiferos, asociados a
la degradacién de carbohidratos , a la alta ingesta de vegetales ricos en oxalatos, a

la presencia de vitamina C, entre otros.

En la TABLA N° 16 podemos observar la concentracion de acido oxalico en el grupo
utilizado como testigo negativo siendo esta de 0.002100 £ 0.002336 g/mL; este valor
coincidiria con el reportado por Estevez 2009, que reporta un valor de 0.002 +/-
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0.0013 g/mL en el grupo utilizado como testigo negativo en su experimento, asi
mismo la concentracién de acido oxalico hallada para el grupo al cual indujo litiasis
renal y no administré ningun tratamiento fue de 0.019 + 0.0005 g/mL; asemejandose
esta a la concentraciéon de acido oxalico (0.01470 £ 0.002824) del grupo utilizado

como testigo positivo en la presente investigacion.

En el presente trabajo de investigacion se evidencia la presencia de &cido oxalico
en el grupo testigo negativo, siendo estd muy inferior a la concentracién de acido
oxalico en el testigo positivo. Ademas se observa la disminucion de la concentracién
de acido oxalico en los grupos tratados con los extractos de M. cordifolia (FIGURA
N°15)

101



TABLA N°19. RESULTADO DE LA ADMINISTRACION DEL EXTRACTO SECO
HIDROALCOHOLICO DE Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow. Via oral. SOBRE EL

pH URINARIO

TRATAMIENTO  DOSIS ViA ORAL (ma/kg) pH urinario (Mediat E.S.M.) Variacién

-1.000

8 + 0.3934**
-1.786

7+ 0.3934™

M. cordifolia 500 mg 21 dias
-1.286

*p<0.05, **p<0.01, **p<0.001, comparado con el grupo contral (ANOVA seguido del testde
comparaciones multiples de Tukey).

TABLA N° 20 ANOVA

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
3039,690 5 607,938 2,549 ,045
Inter-grupos
8584,643 36 238,462
Intra-grupos
Total 11624,333 41
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ANALISIS Y DISCUSION

En la TABLA N° 19 se aprecia el efecto del tratamiento con el extracto seco
hidroalcohélico de Mikania cordifolia (L.f) Wildenow. Sobre pH urinario
manifestando de forma estadisticamente significativa (p<0.001 en los dos casos) el
incremento de este a los 14 dias con la dosis de 500 mg / kg de peso y a los 21 dias
con las dosis de 300 mg/ kg de peso.

El pH urinario, si es alcalino reduce la cristalizaciéon del oxalato de calcio ya que el
fosfato y el citrato se disocian incrementando la complejacion del calcio evitando que
se una al oxalato, sin embargo, a pH mayor de 6 se favorece la formacién de
calculos de fosfato de calcio (Lewandowski y Allen, 2004). El cloruro de amonio
favorece un pH acido aunado a la hiperoxaluria provocada por la ingesta de
etilenglicol. (Esteves 2009). De este modo.podemos observar en la TABLA N° 19
que el grupo testigo negativo presenta un pH de 7 + O(este pH no favoreceria la
formacién de calculos de oxalato de calcio), mientras que el grupo testigo positivo
presenta un pH de 6 * 0 que segun Lewandowski y Allen, 2004 seria un pH idéneo
para la formacidon de los célculos de oxalato de caicio. Podemos apreciar también
que los grupos que recibieron tratamiento con los extractos de M. cordifolia a las
dosis de 500 mg / kg a los 14 dias y 300 mg / kg 21 dias, presentan un incremento
significativo del pH urinario respecto al grupo testigo positivo, asi mismo a la dosis
de 500 mg/ kg de peso a los 21 dias, presenta un incremento significativo respecto
al respecto al grupo testigo positivo, mas este incremento seria inferior al que
presenta el grupo que recibié la dosis de 500 mg/kg durante 14 dias; lo que sugeriria
realizar mas estudios de la influencia del tratamiento con M. cordifolia sobre el pH

urinario.

Toblli et al. 2003 no encuentra diferencia significativa entre el pH del grupo al cual
indujo hiperoxaluria con etilenglicol y el grupo que uso como control, en su
experimento, siendo estos de 6.37+ 0.17 y 6.4 + 0.16 respectivamente. Esto podria
deberse a que en dicho experimento no se utilizo el cloruro de amonio como agente
acidificante, al tipo de alimentacion y a la cantidad de agente inductor de litiasis
consumido por los animales de experimentacion, sin embargo podemos deducir que,
en vista de que a pesar de no haber administrado un agente acidificante Toblli et al.
2003 observo la formacién de calculos de oxalaio de calcio, proteinuria, y
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disminucion de la funcion renal, la administracion de cloruro de amonio no seria

crucial para la formacién de los calculos.

Toblli et al. 2003 indica que a medida que la orina se vuelve mas concentrada por
el proceso de sustraccion de agua en el conducto colector, el pH de la orina cae y
hay un cambio de la fuerza de cristalizacioén desde las fases de fosfato de calcio a
OxCa. Esto es posible debido a que el fluido en el segmento fino del asa de Henle
puede estar sobresaturado con carbonato de calcio y fosfato de calcio bajo ciertas
condiciones. La porcion descendente del asa de Henle crea una condicion (inica, ya
que extrae agua pero no sodio, bicarbonato, calcio o fosfato, dando una
concentracién de calcio en la curva del asa de Henle de 3 mM, un pH de 7.4 y una
concentracion de fosfato que varia de 0.8 a 48 mM, dependiendo de la secrecion de
hormona paratiroidea y del fosfato dietario. Por otra parte, un mecanismo importante
para la sobresaturacién elevada del cristal de OxCa monohidrato en orina es la
extraccion de agua en los tldbulos colectores renales que incrementa las
concentraciones de calcio y oxalato. Por lo tanto, las condiciones en el segmento
fino del asa de Henle, pueden crear una fase de fosfato de calcio sélido, que puede
iniciar la nucleacion de sales de oxalato de calcio en los conductos colectores,

potenciando asi la nefrolitiasis.



RESULTADOS DEL ANALISIS HISTOPATOLOGICO - ANALISIS Y DISCUSION

" Los resultados de la presente investigacion (ver ANEXO 14) coincidirian con los de
Tobili et al. 2003 y Esteves 2009. Quienes indican que para la tincion hematoxilina-
eosina de los grupos utilizados como testigo negativo en sus investigaciones , la
morfologia celular permanece conservada con células bien delimitadas en donde se
pueden diferenciar las fracciones de la nefrona, las cuales poseen una organizacién
celular integra y continua, mientras que en los grupos a los cuales se les indujo la
litiais renal observaron la presencia de secreciones ceiulares abundantes,
evidenciandose también una discontinuidad celular con pérdida de la morfologia

celular.

Asi mismo Esteves 2009. Utiliza en su experimento la tincién Pizzolato para la
observacién de calculos oxalicos los cuales tienen un caracteristico color negruzco;
los cuales se observan en mayor o menor cantidad segun el grupo experimental (ver
ANEXO 15).



CONCLUSIONES



. El extracto seco hidroalcohdélico al 70% obtenido de los tallos y hojas de Mikania
cordifolia (L.f.) Willdenow. Presenta actividad antiurolitiasica y mejora la funcion
renal, en litiasis renal inducida en ratas hembras Holtzman a los 21 dias de
tratamiento a la dosis de 300 mg / kg de peso y a los 14 y 21 dias de tratamiento
a la dosis de 500 mg/kg de peso, evidencidndose: disminucion de la
concentracion de acido oxalico en orina, incremento del flujo urinario, incremento
de las cargas filtradas de sodio y potasio, asi como incremento de la depuracion

de creatinina, conllevando a una mejora en la velocidad de filtracion glomerular.

. Se obtuvo el extracto seco hidroalcohélico al 70% de los tallos y hojas de
Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow, presentando un porcentaje de rendimiento
de 13.36%. Se determin6 la presencia de: azucares reductores, glicoésidos,
compuestos fendlicos, flavonoides, alcaloides, taninos, saponinas, lactonas

sesquiterpénicas, cumarinas, triterpenoides, resinas y lignanos.

. Se realiz6 la inducciéon de litiasis renal en ratas, mediante el método de
hiperoxaluria (administracién de solucién de etilenglicol al 0.75% y cloruro de
amonio al 0.5%) evidencidndose esta por: disminucién del flujo urinario en un
77% respecto al testigo negativo, disminucion de las cargas filtradas de sodio y
potasio (en un 80.11% y un 69.54 % respectivamente), disminucién de la
filtracion glomerular en un 64.74% respecto al testigo negativo, incremento de la
presencia de acido oxdlico en orina en un 85% respecto al testigo negativo y
ligera acidificacion del pH, de Ias ratas sometidas a la induccién de litiasis.

. Se evalué la morfologia renal y la presencia ausencia de calculos renales
oxalocalcicos una vez que la litiasis renal fue inducida y tratada con los extractos
de M. cordifolia, concluyendo que los tratamientos a la dosis de 300 mg/ kg de
peso a los 21 dias y 500 mg/kg de peso a los 14 y 21 dias, mejoraron
visiblemente las caracteristicas de la morfologia celular renal, disminuyendo

también la presencia de los precipitados oxalocélcicos.

. Se determind la concentracion de acido oxalico en orina una vez que la litiasis
renal fue inducida y tratada con los extractos de M. cordifolia, concluyendo que el
tratamiento con el extracto seco hidroalcohdlico evidencié una disminucion de la
concéntrabién de acido oxalico en orina a las dosis de 300 mg / kg a los 21 dias y
500 mg/kg alos 14y 21 dias (48%, 80% y 66.07% respectivamente).
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6. Se evalud el efecto del extracto seco hidroalcohélico al 70% de los tallos y hojas

de Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow sobre el flujo urinario, concluyendo que el
tratamiento con el extracto evidencié un incremento en el flujo urinario de las
ratas a las dosis de 300 mg / kg de peso del extracto a los 21 dias y 500 mg / kg
de peso del extracto a los 14 y 21 dias incrementando el flujo urinario por unidad
de tiempo de manera significativa( en un 75%, 77.78% y 66.69%
respectivamente) .

. Se evalud el efecto del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de los tallos y
hojas de Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow sobre las cargas filtradas de
sodio y potasio, concluyendo que el tratamiento con el extracto evidencié un
incremento en las cargas filtradas de sodio y potasio a las dosis de 300 mg /
kg a los 21 dias (en un 77.81 % y un 74.63 % respectivamente) asi mismo a
la dosis de 500 mg / kg a los 14 dias (en un 87.49 % y un 57.63 %
respectivamente) y a los 21 dias (en un 79.88 % y un 73.21%

respectivamente).

. Se evalu6 el efecto del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de los tallos y hojas
de Mikania cordifolia (L.f) Willdenow sobre la depuracion de creatinina,
concluyendo que el tratamiento con el extracto evidencid un incremento en la
depuracion de creatinina a las dosis de 300 mg / kg a los 21 dias y 500 mg / kg
de peso del extracto a los 14 y 21 dias(en un 50.93%, 52.03% y 54.19%

respectivamente).

. Se evalué el efecto del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Mikania
cordifolia (L.f.) Willdenow. sobre el pH urinario, concluyendo que el tratamiento
con el extracto incrementa el mismo, a las dosis de 300 mg / kg a los 21 dias y
500 mg / kg de peso del extracto a los 14 dias; mas el pH urinario del grupo que
recibi6 la dosis de 500 mg/kg durante 21 dias no se ve incrementado de forma de
forma concordante con los demas grupos experimentales; lo que sugeriria
realizar mas estudios de la influencia del tratamiento con M. cordifolia sobre el

pH urinario.
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RECOMENDACIONES

4]



A LAS AUTORIDADES

» Continuar con la implementacion de los laboratorios universitarios asi como
también destinar recursos -de infraestructura e incentivos econdmicos
necesarios para la sostenibilidad de estos laboratorios

A LOS DOCENTES

- Solicitar la implementacién de laboratorios destinados exclusivamente al
estudio y la ejecucion de los proyectos de investigacion.

A LOS INVESTIGADORES

» Cuantificar e identificar alcaloides, saponinas, y flavonoides presentes en los
extractos.

» Elaborar un estudio de estabilidad a largo plazo para las tinturas de metanol y
etanol de la especie en estudio y otras pertenecientes al género.

» Realizar un estudio para el mejor tipo de extraccién de la planta en estudio.

» Realizar un estudio antiurolitidsico, in vitro con calculos obtenidas de

pacientes con litiasis renal.

« Realizar estudios de toxicidad aguda y cronica de las diversas especies
pertenecientes al género existentes en nuestra region, de manera tal que
sirva como cribado previo para realizacién de pruebas farmacolégicas.

+ Realizar estudios para evaluar las diferentes propiedades medicinales que se
le atribuye a la especie Mikania cordifolia (L.f.) Wildenow (guaco).

+ Realizar estudios para determinar valores fisiologicos en sangre y orina de

ratas albinas Holtzman.

+ Realizar estudios en ofras especies vegetales de la regién, que presenten

propiedades antiurolitidsicas.
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ANEXO 1. ELECCION DE LAS DOSIS DE EXTRACTO SECO
HIDROALCOHOLICO DE Mikania cordifolia (L.f.) Willdenow (300 Y 500 mg/Kg
DE PESO).

TRABAJO PRELIMINAR EXPUESTO EN EL XX CONGRESO NACIONAL DE
ESTUDIANTES DE FARMACIA Y BIOQUIMICA, AREQUIPA 2010.

EFECTO ANTILITIASICO DEL EXTRACTO SECO HIDROALCOHOLICO DE
Mikania cordifolia (HUACO) IN VITRO Y EN ANIMALES DE
EXPERIMENTACION
Suimer Amao, L; Mamani Aguilar,J.K ;Collavinos Huancachoque,C; Chogue
Soto. F.J.

RESUMEN.

La urolitiasis tiene una prevalencia del 8-12% generando un alto nimero de ingresos
hospitalarios. El tratamiento es costoso e invasivo, por lo que, los pacientes optan por
tratamientos herbolarios. Entre las plantas utilizadas destaca Mikania cordifolia (huaco).
Se evalud la diuresis por la técnica de Lipschitz, usando como patrén furosemida, la
evaluacion antilitidsica in vifro se realizd6 mediante el ensayo de Riesgo Litégeno Urinario
usando para este una orina arlificial litogena, para luego determinar el Ca precipitado por
espectroscopia de llama. Se indujo la litiasis por implantacion de discos de Zinc en la vejiga
de las ratas a las que se administré los extractos a las concentraciones de 300 y 500 mg
durante 2 meses; usando como patrén citrato de potasio; se sactifico a los animales y se les
extrajo los calculos. La diuresis inducida por la planta fue de 23.59% y 21.62 % para las
dosis de 300 y 500 mg respectivamente comparadas con furosemida con un 70.94%; en el
ensayo RLU la precipitaciéon de Ca fue de 15 ppm en el blanco, comparados con 5, 2, 2, 0
ppm del extracto a las concentraciones de 100, 200, 300, y 400 mg respectivamente;
llegando a inhibir la cristalizacion en un 100 % a la dosis de 400 mg. Los calculos extraidos
en el control aumentaron en 10 veces su peso inicial, en el patrén solo se llegé a duplicar,

concluye que los extractos presentan actividad antilitiasica dosis dependiente.

Palabras clave: Mikania cordifolia, ANTILITIASICO, ENSAYO RLU, ACTIVIDAD
DIURETICA

118



ANEXO 2. TIPO DE ALIMENTACION DE LOS ANIMALES
EXPERIMENTACION.

DE
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ANEXO 3: IDENTIFICACION BOTANICA

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

Iﬂ'bm‘ ADO POSTAL

CIODAD UNSVERSITARIA » DMUSEQ INKA

321 « Cusex: - Feni Av, De la Cutinrs N* 733 - Tedilonos: 228661 - Al
. Ey A e L Caenar del Almirzaic N "P Tetfonn: 237387
o BAXrTINI56-T8173- 513513 - CENTRALTELEFANICA: 232308-263210 " WTHQ-\GKONOMI(.OK'AYRA\
N - TA1835 - 243576~ 243837 - 24; 83 San Jevdiima oin Cuseo - Tedéfonng: 227145 - 277245
- RECTORADO + LOCAL CI‘NTRAL * COLRGIO “FORTUNATO L. FERRERA”
CalleTigre N* 127 Plaza e An Av, De la Cubira N° 721
Tetélonos: 222271 - 224391 - 224181 - 254393 Tekifonos: 217571 22570 - 2015 “Estadip Urilvérsitario” - Teltfono: 227192

EL QUE SUSGRIBE, PROFESOR INVESTIGADOR ASOCIADO AL

CERTIFICA:

HERBARIQ VARGAS (CUZ).

Que las Sefioritas Doris Rimachi Daza y Liz Suimer
Amao, Bachilleres de la Carrera Prafesional de Farmacia y
Bioguimica de la Facultad de Ciencias Fisicas, Quimicas
Matematicas, Farmacia e Informatica de la Universidad
Naciona!l de San Antonio Abad del Cusco, han solicitado a
la Direccién del Herbario (CUZ), Ia determinacion
taxondémica de una especie vegetal, la misma al ser
diagnosticada utilizando bibliografia especializada vy
muestras del Herbario, corresponde a la especie: Mikania
cordifolia, cuya posicion taxontémica de acuerdo con el
Grupo del Sistema Filogenético de las Angiospermas  (
Angiosperm Phylogeny Group) , APG it 2009, es la
siguiente; )

Division : Magnotiophyia (= Angiospermas)
Clase : Magnoliopsida =Tricolpados (Eudicotiledoneas)
Subclase : Magnoliidae
Super orden : Asteranae
Orden : Asterales -
Familia :Asteraceae
Tribu ‘Eupatoriae

Género  Mikania -
Especie : #fikania cordifolia (L.f.) Willdenew

Smommla' Cacalia cordifolia L.f ; Eupatorium marquezianum Gomez

de la Maza; Mikania c:ssampelma DG; Mikania
convalvulacea DC; Mikania gamocladia DC; Mikania
hotsmannii Miquel; Mikania maflis H.B.K.; etc.

Nombres comunes: "Guaco”, “Huaco”, Orko huaco”.
Se expide la presente certificacion, para fines que vieran por

conveniente las intereésadas.

Cusco, 02 d‘,gembr deLZG’I ;
oo (]

SNLY M.
Pt !sm"«ay k;;“lil % i‘myﬁi \L( & mﬂ}/’
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ANEXO 4: CERTIFICADO SANITARIO DE LOS ANIMALES DE
EXPERIMENTACION EMITIDO POR EL BIOTERIO DEL INSTITUTO NACIONAL
DE SALUD '

INSTITUTO NACIONAL D& SALUD
CENTRO NACIONAL DE PRODUCTOS BIOLOGICOS

L
& COORDINACION DE BIOTERIO
4x
o
CERTIFICADO SANITARIO N°

Producto : Rata Albina . toteN®> : R-10-2012

Especie : Rettus norvegicus Cantidad : 42

 Cepa : Holtzman Edad : 2 meses 2
Peso 1 180a2200r. Sexo : Hembras

Gufa de : 026545 Destino  : Suimer Amao, Liz
Remisién

Univ. San Antonio Abad del
Cusco

RECURNSIIN S

. i e Lt s

Lima . - 05062012
£l Médico Veterinario, que suscribe, Arturo Rosales Farndndez. Coordinador de Bioterio
Certifica, que los animales .ariba descritos se encuentran en  buenas
condiciones sanitarias °.

*Referencia : PR.T-CNPB-153, Procedimiento para el ingreso, Cuarentena y Control
Sanitario para Animales de Experimentacion.

Chorrittos, 05 de Junfodel 2012
(Fecha de emision del certificado)

R

PAV. Arturo Rosates Feméndez
NQTA : E! 8ioterio no se hace C.M.V.P. 1586
sesponsable por el estado de
los animales, una vez que

&5i0s egresan dei mismo,




ANEXO 5: PROTOCOLO PARA INDUCCION DE LITIASIS POR EL METODO DE
HIPEROXALURIA CON ETILENGLICOL.

e e e e i S e R R

EVALUACION FARMACOLOGICA DEL EXTRACTO ACUOSO Y
CLOROFORMICO DE SELAGINELLA LEPIDOPHYLLA (HOOK. ET
GREV.)SPRING EN LA UROLITIASIS EN RATA.

e

Lt e S S

" Estévez Carmona MM, Meiéndez Camargo ME.

Fuente: Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas, IPN.

INTRODUCCION: La urolitiasis se caracteriza por la formacion de calculos dentro
de las vias urinarias, con una frecuencia del 6% de la poblacién, genera un elevado ¢
# numero de consultas médicas e ingresos hospitalarios con repercusién econémica §
# vy social. Entre las terapias alternativas destaca el uso de las plantas medicinales
il como Sellaginellalepidophyla (Hook. et Grev.) Spring, por ser asequible y segura;
diversos estudios han revelado que los alcaloides contenidos en esta planta
presentan diuresis

4§ OBJETIVO: Evaluar la actividad farmacolégica del extracto acuoso y cloroformico
1 de Sellaginellalepidophyla (Hook. et Grev.) Spring en la urolitiasis inducida en ratas. }:
4 MATERIAL Y METODO: se obtuvo el extracto acuoso de la planta y a partir de este |
se extrajo la fraccién alcaloidea de la misma. Se utilizaron ratas Wistar hembra de |
§ 200 + 20g, de peso corporal (p.c.). La litiasis se indujo mediante la administracion ;
4 de etilenglicol y cloruro de amonio al 0.75% y 0.5% respectivamente, durante 21 j
dias, se inicid el tratamiento con el liofilizado (0.5g/kg de p.c.) y los alcaloides §
¢ (50mg/Kg) por 21 dias; se colectaron muestras de sangre y orina para calcular el |
4 flujo urinario, las depuraciones de iones y de creatinina. '

o §
RESULTADOS Y DISCUSION: El rendimiento de extracto acuoso de Selaginella
4 lepidophyla (Hook. et Grev.) Spring fue del 4.3%. El tratamiento con el extracto }
3 acuoso y cloroférmico de la planta incrementé el volumen urinario, el balance P
4 hidrico, electrolitico y la velocidad de filtracion glomerular, por otra parte disminuy6 b
/| la creatinina sérica y el 4cido oxalico urinario a los 14 y 21 dias de tratamiento.

S

o e e e e e e A St
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i C, y D recibieron etilenglicol al 1% para la induccién de la formacion de calculos de §
" oxalato de calcio. Los grupos C (régimen preventivo) y D (régimen curativo) recibieron |
extracto etandlico de NS, 250 mg / kg, en el agua potable desde €l dia 0 y dia 14,
i respectivamente. Se recogio la orina en los dias 0, 7, 14 y 30 del periodo de estudio.

i
4 q
i
a

e
-
B,

B e e B A M A s R s S B aseds

oS R sediuas el sicimmaicline it

EXTRACTO ETANOLICO DE LAS SEMILLAS DE Nigella sativa L EN CALCULOS )

RENALES INDUCIDOS CON ETILENGLICOL EN RATAS.
Hadjzadeh MA, Khoei A, Hadjzadeh Z, Parizady M.

Fuente: Departamento de Fisiologia, Hospital Ghaem, Mashhad Universidad de
Ciencias Médicas de Mashhad, Iran. Ms-hajzadeh@mums.ac.ir

ABSTRACT

INTRODUCCION: El objetivo de este estudio fue investigar los efectos del extracto
etandlico de las semillas de Nigella sativa L (NS) en calculos renales inducidos con
etilenglicol en las ratas.

MATERIAL Y METODOS: Treinta y dos ratas Wistar se dividieron aleatoriamente en
4 grupos: grupo A: recibié agua potable durante 30 dias (control intacto). Grupos B,

Después de 30 dias, los rifiones fueron retirados y se prepararon para la evaluaciéon
histolégica de los depdsitos de oxalato de calcio. Las concentraciones de oxalato de
calcio en orina se determinaron por absorcién atdmica.

RESULTADOS: El nimero de depédsitos CaOx fue significativamente mayor en el
grupo B (p = 0,001). Las concentraciones de oxalato de calcio en la orina en los dias
14 y 30 aumentaron significativamente en el grupo B y eran mas altos que los del
grupo C (P = 0,006 y P = 0,002, respectivamente).la concentracion de oxalato de la
orina en el grupo D descendi6 en el dia 30 y fue menor que en el grupo B (p = 0,04).

CONCLUSION: Ei tratamiento de ratas con extracto etandlico de NS redujo el
numero de dep6sitos de oxalato de calcio en un grupo de ratas que recibieron
extracto etandlico de NS. La SN también podria disminuir la concentracién de oxalato
de calcio en orina. Sugerimos realizar mas estudios sobre los efectos terapéuticos y
preventivos de la SN en la formacién de calculos renales en humanos.
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ANEXO 6: Ruta metabdlica de formacién de Oxalato a partir de Etilenglicol.
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FUENTE: Estévez; 2009
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ANEXO 7: DOSAJE DE ELECTROLITOS EN ORINA (SODIO Y POTASIO) POR
FOTOMETRIA DE LLAMA

Fundamento: los metales tienen la propiedad de que al ser ionizados en una fuente
de calor intenso dan una coloracién especifica a la llama, arco o chispa que se use

para excitarlos.

Dicha ionizacion produce un espectro de lineas caracteristicas de cada ion del metal
excitado. Estas lineas espectroscépicas tienen longitud de onda caracteristicas, por
ejemplo el sodio 598,3nm y el potasio 765,5.

1. DETERMINACION DE POTASIO EN ORINA.

a. Preparacion de la solucién testigo de potasio:

e Solucién madre: 5 mEq de potasio en 100m.
e Solucion testigo: diluir 1 ml de solucidon madre a 20 ml de agua bidestilada
(dilucién 1:20).

b. Técnica:

» Una vez conectado el fotometro de llama, ajustados el gas y la presién,
esperar 15 minutos para permitir la estabilizacién del amplificador.

e Colocar la perilla en “K’ y el filtro de potasio en su lugar correspondiente.

e Ajustar el cero con agua bidestilada.

e Colocar la cubeta con la solucién testigo y llevar la aguja del micro
amperimetro a 50 de la escala con la perilla de sensibilidad.

s Colocar la cubeta con el problema y leer la deflexién de la aguja en la
escala.

« Efectuar el calculo de concentracién como sigue:

20x L =mg de K/100ml de orina

50

Siendo:
L= lectura del problema.
20= concentracién del testigo (20 mg de K/100ml).
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Para expresar el resultado en miliequivalentes, multiplicar el valor obtenido por el
factor 0.256.

2.- DETERMINACION DE SODIO EN ORINA.
Preparacion de la solucién testigo:

o Solucién madre: 142mEq% de sodio en 100ml.
e Solucién testigo: diluir 1 ml de solucidon madre a 400 ml de agua bidestilada
(dilucién 1:400).

Técnica:

o Una vez conectado el fotometro de llama, ajustados el gas y la presion,
esperar 15 minutos para permitir la estabilizacién del amplificador.

e Colocar la perilla en “Na” y el filiro de sodio en su lugar correspondiente.

¢ Ajustar el cero con agua bidestilada.

e Colocar la cubeta con la soluciéon testigo y llevar la aguja del
microamperimetro a 50 de la escala con la perilla de sensibilidad.

o Sustituir el testigo con el problema y leer la deflexién de la aguja en la
escala.

o Efectuar el célculo de concentraciéon como sigug:
_326 x| = mg de K/100ml de orina
50
Siendo:
L= lectura del problema.
326= concentracion del testigo (326 mg de K/100ml).

Para expresar el resultado en miliequivalentes, multiplicar el valor obtenido por el
factor 0.435.
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ANEXO 8: DETERMINACION CUANTITATIVA DE CREATININA.

Creatinina

Kétodo colorimétrico para la detorminacién cuantitati-
va.de creatinina an suerou arina

SIGNIFICACION CLINICA

Lacraatining, aompusstosumanents difusibtle, se-dimina ds)
oinsnimocosi exclusvamanta por Mrazidn rensl. S detar-
minacidn ansuero, asicamo vl dliearanas da craatining endd~
genaconstityyen pasnierbsimponantas para o giagndstioo
de diversas afaotionos renales. Sinembargs, debids alos
problemas ictizos nharmites a b determinacion del clea-
rance (recoleccion dz ovog en nifios, ), la-deteminacibe
da cieatining sérica o8 mAS utifizada come indize da funcio-
rigksmio renal,

FUNDAMENTOS DEL MNETODO

Lo crentinina réstciona son o porats aisaling en mediotame
porado, previa desproteinizagién condeide picrico, obtenién.
doze un.aremigeno que semide a10nm.

REACTIVOSPROVIETOS

Readtive 11 Seido pltrico 43,4 mimoll

Roastiva 2:butfar gisina!NGDH 1T moll, pHiinal 134,
Srandard: sducion de ereatininn 20 myd.

REACTIVOS NOPROVISTOS
Agua destitada,

1NSTRUCCIONES PARASUUSD
Rouctivos Provistos: lisios pard usar.

PRECAUCIONES
Logreactivos sonpara uso-dsgndsticoin vire?,
B Reactivo 2-a5 cuslicn,

ESTABILIDAD EINSTRUCCIONES DE
ALMACENAKIENTO

Lo Reachvos Provistos son estoblesa temporsturaambisn-
teasta la facha de vencinienty hdicad enlacga.

MUESTRA

Suarpuomia

a} Racolpeeidn: chtenersuerd e 1o miparausual. Pusde
amplamen también orina de 20 da 24 haras, Sumeolectidn
debaafechiose anun tedplante perfaciaments limplo manite-
nida enrefiiaerader (2-FG dmente el lempodaiatacaies.
cish. Moditia diuresis, tomar unaslicustay efactuar una diu-
cisn 1:50 do b misma, Encaso daque I divresls seade 2
hotag, mulliplices d volumen maddopar 12 para calcular s
cantidnd do crsatining dimingda dirante 24 horas,
b)Aditivos: noseranuisren. Notaresoniendaclusp doplags-
mapues e oblienen resultades mensreg enund a un 15%.

£) Sustancias interforontes conotldaz: hemdlisis Wiera a
mvdensdo no intefiens, pero nodebe empleaisa sanges otal
yaqua sproximadaments e160% del natenipl Jellsrgattive
delozdriteocion no escreatining,

Raferitge a ln bibhagréfia de Young parg bos efectos delas
drogasen e presatemétode.

o) Establiidad o Instrucciones do almaconamientor &
cotivéniente utilizer el suera recién oblerido. 8i esto no- a3
pasitle pusde manlentres hasta 24 horag en refrigeradon (2=
10°C) ginvariscisnps da loaresuliados.

Orinag dostinsdas a esla delerminachin pusden mantenerse
hasta d.dias en refrigermdor (210°C) sin agregado de congar-
vanas.

MATERIAL REQUERIDO (noprovisio)

~Especirefaemetio o fatocolarimetrd,

-Tubasde éisayoy da fotosclorimetro,

~Micsopipatasy pipstas para madirlos wolimensg indieados.
~Relg o imer.

CONDICIONES DEREACCION

~Longited 68 oidat 510 nmen espectreitimelio o en foloes
jorimeto con R vernd (500540 1on),

~Temperatrade reandln: iomperatura ambients, queno dide
expeder s limileada 15y 30°C,

~Tiempo da resccién: 35 minutos

~Molumian do feusstra: 7 ml

~Viumenfingl defeansibn:3sml

PROCEDIMIENTO

En om0 de que la muestraa utlizar sea suem, dsbe efec.
woseIna dasateEnzaniingds b sipientemanera a 0,7 il
de suar agtegar 3.5 mi ¢ Reactivs 1. Blozglar por invar-
sitn, Dejar reposar 10 minvtasy cannfunir 8 2003t pai.
difranta § tminutos como minimo.

En tubos da fotosaiorimetro marcados B (Ranc), S (Stan-
dard), D, y D, (Descenocidos svero y.ofing), colosar

B s Db D
Desproteinizado - - Il -
Standard - 0.5ml - -
Qtna difufda (1:50) ~ - - a5ml
Aguadestilada e GS5m) B 0,9m
Reastivo 1 2m 2m . 2wl

SEIIISHUS £} Pay Tded
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Reactivo 2 05m 05m O0Sm  05ml

Mezolar pacinvarsitn, lncubar20 minutos alemperatura
ambients, Lusgolecr en sypectinfolémotro 0 510 nmaen
fotocolotimetro con filtro verde (506-640 nmy, llovandoa
cero el aparalo con agua destilada,

MISROTECNICA

8icanecasany usarmands cantidad de muestray sl apa-
ratadelacturs o permite, pueden dasprateinizarse 04 m!
e guero oan 2 mi ds Resttivo 1 separando 1,5 ol de
sobvanadantey adicionantioa £3ta 0,75 mi de Reactivo 2.
En ambas £ashs ol Standdnrd v Blanco 6 prosesan dala
f5ns habtunl

ESTABILIDAD DE LAMEZCLADEREACCIONFINAL

El color dels reacciin as estable duranta 10'minutos porlo
que 13 absoebdintia debe ser lalda dentrodo ese lapso. El
Blanicay el Standard pueden lsergo hmts los 80 minutos.

CALGULO DELOSRESULTADOS
Corregir las lecturas S y Dreatdndoles el Blancs (B).
1) Creatinina-en suoro (mgh) =0, x I

= 20mg

8
! D,

2} Creatinina on oind {24 he) = —Sl xV
signdd,
V=volugnen dela diuresis expres i e [kros/24 horas,
Laf&mulasurge do

0,
Creatinina enorina (gr24hs) = —— x 00207 x 50x V
<

dond
0,020 g1 s aoncantracion del Stantlard
50 =faztor do diicitn

3) Dopurasion de Creatining Endégena (D.C.E):

Creatinina anoring (g/24 hs) 664 mymin

D.C.E mimin=
E m Creatinina ensuer (mg)

donda

054 i = F2A0S  1000mgx 1000 m! _ 4,000,000wm)

mpd  Tmpx 1.440min 1.440 min

METODO DE CONTROL DECALIDAD
$Standatrol $-E 2nivéles,

VALORES DE REFERENCIA

Suero; 8 a 14mgl

Orina: .98 1,5 /24 horas.

D.C.E.: 80 a 140 miimin {promedio 125 mUmin)
Estosvalbies ds D.C.E, comespundena adultos hosts 80 aifes.
Se recomienda que cada laboratonio. estabiezea sus propios
vabres d2 ralemncia,

BEIIRQ008 403 Pdg e d

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

-VerSustangias interferentes conocidas en MUESTRA.

-Encasode haberea comprobads la presencia de acetoac-
tato enla muestra, unavezagregado & Reactivo 1(y antes
de centrifugar en ol caso d@ suern), colecar &n bano da
‘agua aebullicion durarte 5 minutos, €an 10 que se sliming
casi totalments esta inteiferencia, Enfiiar y contiruarcomo
seIndica en PROCEDIMIENTO,

-Lusgode a desproteintzacion def suero con Reactivo 1 pus-
denobservirse eventualments escasas particulasen el so-
brenadant, las queneintgsfieren enlateassion.

~ Bl factor coloimétrico pueds wilizarse ceanda la reactidtn
saofedin eflre 20y 25°C, Do fo ser asl debe procesarse
sinuitdneamente un slondard con cada loto-de deferming.
cionas. Detodos mogos fatemperatura de reattidn nodebe
oxceder fos imies da 15y 30°C.

PERFORMANCE

a) Reproducibifidad: procasando replicadosdalasmismas
muestias &0 v mismo dia s obluviaron (os siguizntasresul-
tades:

Rivel D3s. cM.
7.4 mg £0,19 mpi 25%
14,1 mgA 40,25 mgil 17%

b) Lincalidad: la reaccion eslingal hasta 40 mai, en caso
de que los resultados superen esta valor, deberd diuirse b
solscidn eoloreada final 1:2 6 1:4 con el Blanco de Reactivos,
rapatirlaledturay multipiicarel resuiadae porla diucidn afec-
luoda,

c)Recuperaclidn: sgregandd cantitlades conocidas decrea-
tinina adistintos sueros se obtuvd unarecuperation entre 97
y 101%.

PRESENTACION
Equipdpara 130-220 determinaciones {Cad, 12680001).
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ANEXO N° 09: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS PARA DETERMINACION

DE ACIDO OXALICO

GRUPO EXPERIMENTAL:

CANTIDAD DE PERMANGANATO DE POTASIO UTILIZADO
EN LA TITULACION ( mI)

FUENTE: Elaboracién propia

ANEXO 10: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS PARA DETERMINACION DE
SODIO, POTASIO Y CREATININA EN SUERO.

GRUPO EXPERIMENTAL: SOoDio

Rata e

EN

SUERO(mEq)

POTASIO

SUERO (mEq)

EN | CREATININA EN SUERO

{mg/d1)

FUENTE: Elaboracién propia.

ANEXO 11: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS PARA LA DETERMINACION
DE FLUJO URINARIO, SODIO, POTASIO, pHY CREATININA EN ORINA.

GRUPO EXPERIMENTAL Volumen de orina | pH SODIO EN | POTASIO EN | CREATININA
recolectado en 6 ORINA ORINA (mEq) EN ORINA
(Ratal: Sio 0 Tt 20T horas (mi) {mEq) (mgrdi)

FUENTE: Elaboracién propia
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ANEXO 12: CALCULO DE DOSIS PARA LA ADMINISTRACION DEL EXTRACTO.

PESO DE SOLUCION MADRE (300
ANIMAL DE PESO ; EXTRACTO mg/ m+ Tween 2%) A
GRUPO EXPERIMENTACION| (g) ENmg ADMINISTRAR en mL

13 255.6 76.68 0.256

14 261.5 78.45 0.262

15 291.2 87.36 0.291

16 228.4 68.52 0.228

17 228.5 68.55 0.229

Mikania 300 mg 18 253.7 76.11 0.254
x 14 dias 19 256.6 76.98 0.257

20 2954 147.7 0.492

21 243.2 121.6 0.405

22 314.6 157.3 0.524

23 319.5 159.75 0.533

24 345.5 172,75 0.576

Mikania 500 mg 25 371.2 185.6 0.619
x 14 dias 26 249.6 124.8 0.416

27 235.2 70.56 0.235

28 276.4 82.92 0.276

29 246.4 73.92 0.246

30 245 73.5 0.245

31 285 85.5 0.285

Mikania 300 mg 32 236.5 70.95 0.237
x 21 dias 33 240.6 7218 0.241

34 243.3 121.65 0.406

35 212.5 106.25 0.354

36 222.8 111.4 0.371

37 231.5 115.75 0.386

38 246.6 123.3 0.411

Mikania 500 mg 39 2571 128.55 0.429
x 21 dias 40 240 120 0.400

FUENTE: ELABORACION PROPIA.
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ANEXO 13: PRUEBAS DE ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO -
IDENTIFICACION DE METABOLITOS PRIMARIOS Y SECUNDARIOS

1.- IDENTIFICACION DE ALMIDONES.
a.-PRUEBA DE LUGOL O YODO (KI/L.)

A 0.5 mi de extracto agregar gotas de solucién de yodo. Es positivo coloracion azul
intensa.

2.- DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES.
a.-PRUEBA DE FEHLING.

A 0.5 ml de extracto agregar 1 ml de agua destilada ’hirviendo, luego se hace actuar
el Reactivo de Fehling (1 ml de Fehling A y 1 ml de Fehling B), llevar al calor. Es

positivo la formacién de un precipitado de color rojo ladrillo.
¢

b.- PRUEBA DE BENEDICT.

A 0.5 ml de extracto agregar 0.2 ml del Reactivo de Benedict. Se somete e ebullicion
por 5 minutos y se deja enfriar. Es positiva la formacién de un precipitado rojo
‘ladrillo.

¢.- PRUEBA DE MOLISH.

A un ml de extracto agregar 4 gotas del Reactivo de Molich, agitar y agregar por la
pared del tubo 10 gotas de acido sulftrico concentrado. Es positivo formacién de un

halo rojo en el tubo de ensayo.
3.- DETERMINACION DE GLICOSIDOS.
a.- PRUEBA DE FEHLING.

A 0.5 ml de extracto agregar 1 ml de H>SO4(c) y llevar al calor hasta que hierva,
luego de neutralizar con NaOH se hace actuar el Reactivo de Fehling. La formacién

de un precipitado rojo ladrillo, indica prueba positiva.

b.- PRUEBA DE BENEDICT.
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A 200 mg de extracto agregar 2 ml de HCI al 1%, reflejar por 5 minutos, enfriar,
neutralizar con NaOH al 1 %, luego tratar con carbén activado si es necesario y
filtrar, agregar 0.2 ml del Reactivo de Benedict, someter a ebullicion por 5 minutos y
dejar enfriar. Es positiva la formacién de un precipitado rojo ladrillo.

4.- DETERMINACION DE AMINOACIDOS.
a.- PRUEBA DE LA NINHIDRINA.

A 0.5 ml de extracto acidificado con HCl al 1% agregar 2 a 3 gotas de la solucién de
ninhidrina al 1 %, calentar por 5 minutos en bafio de agua a ebullicién. Es positivo

coloraciones rojizas, violetas, amarillentas o rojizas anaranjadas.
5.- DETERMINACION DE FLAVONOIDES.
a.- PRUEBA DE SHINODA (Mg/HCI).

A 0.5 ml de extracto agregar limaduras de magnesio metalico (Mg), y de 2 a 3 gotas
de HCI (c). Es positivo coloraciones dependiendo del tipo de flavonoide, asi:

« Anaranjado : flavonas
» Rojo : dihidroflavonas
e Rojo-azulado: flavonoles.

e Violeta : dihidroflavonoles y xantonas.

b.- PRUEBA DEL AMONIACO (NH;).

A una pequefia porcién de papel filtro dejar caer de 1 a 2 gotas de extracto,
observar el color y fluorescencia a la luz UV, exponer a vapores de amoniaco y
observar el cambio de color producido fuera y dentro de la [dmpara UV . Es positiva
la fluorescencia o cambio de color dependiendo del tipo de flavonoide pueden ser:

e Amarillo : flavonas, flavonoles y xantonas.
e Amarillo a rojo : chalconas y auronas.

e Anaranjado : dihidrofiavonoles.

¢ Incoloro-anaranjado . dihidroflavonas

e Azul :antocianinas.
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c.- PRUEBA DEL CLORURO FERRICO (FeCls).

A 0.5 ml de extracto agregar de 2 a 3 gotas de FeCls. Es positivo si da complejos

coloreados.
d.- PRUEBA DEL ACIDO SULFURICO (H2S504).

En un tubo de ensayo se introducen 10 mg de extracto y 2 ml de H>SO4 (c). Es

positivo si da las siguientes coloraciones:

e Amarillo : flavonas y flavonoles.
¢ Anaranjado a guinda : dihidriflavonas, flavanonas

¢ Rojo-guindo o rojo-azulado: chalconas y auronas.

e.- PRUEBA DEL CLORURO DE ANTIMONIO EN TRETRACLORURO DE
CARBONO (SbCls /CCly: PRUEBA DE MARINI- BETTOLO).

En un tubo de ensayo se introducen 2ml de extracto alcohélico y 3 gotas de una
solucién de cloruro de antimonio en tetracloruro de carbono. Es positivo coloraciones

o precipitaciones, asi:
e Amarillo o naranja (flavonas).

e Rojo oscuro o violeta (chalconas).

f.- PRUEBA DEL ACIDO BORICO-ANHIDRIDO ACETICO (REACCION DE
DIMROTH).

En un tubo de ensayc se introducen 2ml de extracto y 2ml de solucién de acido
bérico disuelto en anhidrido acético. Las 5-hidroxiflavonas dan coloraciones de color

naranja o roja.

g.- PRUEBA DEL ZINC Y ACIDO CLORHIDRICO (Zn/H Cl.)

A 0.5 ml de extracto agregar limaduras de zinc metalico (Zn), y de 2 a 3 gotas de HCI
(c). Es positivo coloraciones rojizas o amarillentas (flavananoles).

h.- PRUEBA DEL ACETATO DE PLOMO.
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A 0.5 ml de extracto agregar de 2 a 3 gotas de acetato de plomo. Es positivo

coloraciones rojizas o amarillentas.
I.- PRUEBA DEL ACIDO BORICO Y ACIDO CITRICO.

Disolver en acetona el acido bdrico y acido citrico, y agregar al extracto. Es positivo
coloracion amarillo o fluorescencia verdosa.

j.- PRUEBA DEL ACIDO CLORHIDRICO 2N (HCL 2N).

“La solucién material vegetal se hierve con HClI 2N .Se usa para diferenciar
leucoantocianidinas y catequinas, la primera da coloracion roja y la tltima coloracién

café amarillenta.
k.- PRUEBA DE LA BENCIDINA.

Agregar a la muestra la solucion de bencidina y calentar a 100°C por 15 min. Es

positiva la formacién de coloraciones caracteristicas.
l.- PRUEBA DE ROSENHEIM.

Agregar a la muestra HCI 2N en 1 propancl. Hervir de 15-30 min. Es positivo
coloracion roja para leucoantocianidinas y color marrén para catequinas.

m.- PRUEBA DEL NITRATO DE PLATA.

Los flavonoides con dos hidroxilos orto o para entre si, forman espejo de plata
cuando se mezclan (5-10 mg) en solucién etandlica (1-2 ml) con 3 gotas de nitrato
de plata al 12% en agua, si después de agitar 15 min no se forma el espejo de plata,

se puede calentar 1 min y observar.
n.- PRUEBA DEL ACIDO ASCORBICO.

Agregar solucioén de acido ascorbico a la muestra. Es positivo para la quercetina y no

para la rutina. Observar coloraciones caracteristicas.
6.- DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS.

a.- PRUEBA DEL CLORURO FERRICO (FECL3).
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A 0.5 ml de exiracto agregar de 1 a 2 gotas de cloruro férrico al 1% en solucion
acuosa. Es positivo la presencia de precipitados o coloraciones azuladas-verdosas

b.- PRUEBA-DEL ACIDO SULFURICO (H,SOy).

A 0.5 ml de extracto agregar de 1 a 2 gotas de acido sulftirico H,SO4 (c) es positivo

la presencia de coloraciones rojas.
7.- DETERMINACION DE ALCALOIDES.

Para realizar las pruebas se utilizé6 0.5 g del extracto solubilizado en HCI al 5%. Se
filtra y se calienta por 10 min, en este se realiza las siguientes pruebas:

a.- PRUEBA DE DRAGENDORFF.

A 0.5 ml de extracto acido agregar de 2 a 3 gotas del Reactivo de Dragendorff. Es

positiva la presencia de un precipitado naranja o marrén.
b.- PRUEBA DE MAYER O VALSER

A 2 ml de extracto se le agrega 3 a 4 gotas del Reactivo de Mayer. Es positiva la
presencia de un precipitado blanquecino, blanco amarillento o amarillo limén claro.

c.- PRUEBA DE WAGNER O BOUCHARDAT.

A 0.5 ml de la soluciéon acida agregar 2 a 3 gotas del Reactivo de Wagner. Es

positiva la formacion de un precipitado marrén.
d.- REACTIVO DE MARME.

A 2 ml de extracto se le agrega 3 a 4 gotas del Reactivo de Marme. Es positiva la
presencia de precipitados incoloros y amorfos, que més tarde cristalizan y se hacen
amarillentos, solubles en exceso de reactivo y etanol.

e.- PRUEBA DE BOUCHARDAT.

A 2ml de la muestra agregar 3 a 4 gotas de reactivo de Bouchardat. Son positivas
coloraciones naranjas o precipitados floculentos café claro, rojo o pardo oscuro.

f.- REACTIVO DE HAGER (ACIDO PICRICO). Para reacciones macroquimicas.
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Se coloca una pequefia fraccién de residuio alcaloideo en el centro de un
portaobjetos se le afiade una gota de solucion acuosa de HCl 1%, se evapora a
sequedad a calor lo mas bajo posible y sobre el residuo obtenido constituido por el
clorhidrato de alcaloide se agrega una gota de solucién saturada de acido picrico,
facilitando la disolucién con una varilla de vidrio. Se cubre con el portaobjetos, se
calientan con mucho cuidado, exponiendo la preparacién sobre una llama lo
suficiente alejada hasta eliminar toda el agua, observar al microscopio. Es positiva la

formacién de precipitados de picratos de color amarillo.
g.- REACCION CON EL ACIDO TANICO.

Se utiliza solucidon hidroalcohdlica de tanino o tanino al 5% recientemente preparada.
A mg de muestra se agrega la solucion. Es positiva la formaciéon de precipitados
blancos o amarillos, amorfos algo soluble en agua caliente y poco en el alcohol.

h.- PRUEBA DEL CLORURO DE MERCURIO AL 5%.

A 1 mg de extracto agregar la solucién de cloruro de mercurio al 5 %. Es positivo la
formacién de precipitados blancos o amarillentos, amorfos o cristalizables.

i.- PRUEBA DEL CLORURO DE PLATINO AL 10%. (H2PtCls. 6H,0).

A 1 mg de extracto agregar la solucion de cloruro de platino al 10 %. Es positiva la

formacion de precipitaciones de color blanco amarillento a amarilio.
j.- REACTIVO DE MARQUIS (FORMOL-SULFURICO).

A 1 mg de extracto agregar la solucién del Reactivo de Marquis. Es positivo cambios

de coloracion.
k.- REACTIVO DE SONNENSCHEIN.

A 1 mg de extracto agregar la solucidn del Reactivo de Sonnenschein. Los
fosfomolibdatos de alcaloides que se forman son precipitados amorfos, amarillos
claros o pardo amarillento, algunos de los cuales se colorean después en azul o

verde por reduccion.

.- REACTIVO DE SCHEIBLER. (ACIDO FOSFOTUNSTICO).
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A 1 mg de extracto agregar la solucion del Reactivo de Scheibler. Es positivo
precipitados coposos que luego se hacen densos y que se pueden lavar con agua

acidulada.
m.- PRUEBA DEL ACIDO NITRICO.

A mg de extracto agregar la solucién de acido nitrico. Es positiva la aparicion de
manchas rojas.

n.- PRUEBA DEL YODO - YODURO DE POTASIO ACIDO.

Agregar a la muestra el Reactivo yodo ~ yoduro de potasio acido. Es positiva la

formacion de coloraciones caracteristicas.
fi.- PRUEBA DEL YODO-ACIDO CLORHIDRICO.

Agregar a la muestra: Primero la solucion A, luego la solucidén B. Es positiva la

formacioén de manchas marrones.
o0.- PRUEBA DE ERDMANN.

Agregar a la muestra 8-10 gotas del Reactivo de Erdmann. Es positiva la formacién

de una coloracién roja u otros colores.
p.- PRUEBA DEL ACIDO CLOROAURICO. (HAuCly. 4H20)

Agregar a la muestra la solucién al 10% de acido cloroadrico. Es positiva la

formacién de precipitados caracteristicos.
q.- PRUEBA DE FROHDE.

A 1 -2 mg de muestra agregar de 2 a 3 gotas del reactivo. Es positiva la formacién

de una coloracién caracteristica.
8.-DETERMINACION DE TANINOS

a.- PRUEBA DEL CLORURO DE GELATINA-SAL.
Realizar lo siguiente:

e Tubo 1: A 0.5 ml de extracto agregar de 3 a 5 gotas de solucion de NaCl al
5%
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¢ Tubo 2: A 0.5 ml de extracto agregar una solucién de gelatina al 1%.

e Tubo 3: A 0.5 ml de extracto agregar el Reactivo de cloruro de gelatina-sal
(gelatina al 1% disuelto en solucién de NaCl al 5%).

Si solamente en el primer tubo se presenta el precipitado, se considera reaccion

negativa para taninos. Si en el segundo y tercer tubo se forma precipitado se

considera reaccion positiva para taninos.

b.- PRUEBA DEL. ACETATO DE PLOMO AL 5%.

A 0.5 ml de extracto agregar de 2 a 3 gotas de acetato de plomo al 5%. Es
positiva la presencia de un precipitado pardo de tanato de plomo.

c.- PRUEBA DEL CLORURO FERRICO (FECL3).

Colocar 0.5 mi en un tubo de ensayo, adicionar gota agota la solucién de FeCl; al
10%. Es positivo si se producen coloraciones azul o verde dependiendo del tipo de

tanino, asi:

e Taninos gélicos o hidrolizables (coloracién azul-negruzca).

e Taninos catéticos o condensados (coloracion verdosa).

d.- PRUEBA DEL DICROMATO DE POTASIO.

A 0.5 ml de muestra agregar la solucién de dicromato de potasio al 5%. Es positivo

precipitados pardo amarillento o pardo oscuro
e- PRUEBA DEL CIANURO DE POTASIO.

A 0.5 gr de extracto agregar cianuro de potasio al 5%. Es positivo para acido galico

con colocacioén roja.
f.- PRUEBA DEL HIPOCLORITO DE SODIO.

A 0.5 ml de muestra agregar hipoclorito de sodio es positivo para acido elagico con

coloracién naranja.
g.- PRUEBA DEL AGUA DE CAL.

A 0.5 gr. de muestra agregar agua de cal. Es positivo precipitado pardo amariliento.

£
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h.-PRUEBA DEL ACETATO DE ZINC.

A 0.5 ml de muestra agregar solucién de acetato de zinc. Es positiva la formacién
de una coloracion y precipitado pardo claro.

i.- PRUEBA DEL CIANURO DE ZINC EN SOLUCION ACUOSA.

A 0.5 ml de muestra agregar solucién acuosa de cianuro de znc. Es positivo:
o Acido gadlico: coloracibn roja.
e Acido tanico: coloracién amarilla.

j-- PRUEBA DEL FERROCIANURO DE POTASIO Y AMONIACO.

A 0.5 ml de muestra agregar ferrocianuro de potasio. Luego agregamos amoniaco.

Es positivo coloracion rojo intensa.
9.-DETERMINACION DE SAPONINAS.
a.- PRUEBA DEL ACIDO SULFURICO.

A 0.5ml de extracto agregar de 2 a 3 gotas de H,S0,4 (c). Es positivo coloraciones

amarillentas que luego pasan al rojo.
b.- PRUEBA DE LA ESPUMA.

A un tubo de ensayo que contenga 2 mi del extracto al 1% diluir 5 veces su volumen
en agua Yy filtrar, agitar vigorosamente por 30 seg. Es positiva la formacion de

espuma persistente por 30 min.
c.- PRUEBA CUANTITATIVA.

INDICE AFRQ SIMETRICQ O INDICE DE ESPUMA.

Numero de mililitros en que se halla disuelto 0 .1 g de espuma para producir un

centimetro de espuma.

Colocar en 10 tubos de ensayo de igual didmetro, de 1 a 10 ml de solucién de
saponina al 1% y completar la diferencia con agua hasta 10 ml cada uno de los
tubos. Agitar por 30 segundos y dejar en reposo durante 15 minutos, observar cual
de los tubos presenta 1 cm. de espuma y anotarlo.
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d.- PRUEBA DE LA VASELINA LIQUIDA.

A 5 ml de extracto agregar gotas de vaselina liquida, agitar fuertemente y observar la
emulsion formada, dejar en reposo. Se separan asi los dos componentes de la
emulsion lograda. Las saponinas emulsionan inestablemente los aceites.

e.- PRUEBA DEL MERCURIO METALICO.

Agitar enérgicamente en un tubo de ensayo otra porcion de extracto, agregar una
gota de mercurio, observar como este queda dividido en el fondo del tubo en gotas
muy pequefas con la particularidad de permanecer juntos sin unirse, hecho que
sucede en el caso de existir sapondsidos debido a la gran tensién superficial del

mercurio con respecto al agua.

f.- PRUEBA DEL HIDROXIDO DE CALCIO. [Ca (OH),]

Adicionar a la muestra la solucién de Ca (OH),. Es positiva la formacién de un

precipitado blanquecino.
g.- PRUEBA DEL HCL.

Agregar 5 ml de solucion con 2mi de HCI (c). Hervir durante 3 minutos. Observar la
aparicion de abundante precipitado. Filtrar a través de un papel filtro. Al filtrado
afadir solucion de NaOH al 5% hasta reaccién alcalina y un volumen de Reactivo de
Fehling. Calentar a ebullicion, aparecera un precipitado rojo ladrillo de é6xido de

cobre.
10.- DETERMINACION DE CARDIOTONICOS.

A 10 ml del extracto etanodlico de la planta adicionar 5 ml de solucién de acetato de
plomo al 10% y 4 mi de agua destilada. Calentar la mezcla a bafio maria durante 10
min. Filtrar. Agitar el filtrado con 20 ml de cloroformo, separar la capa cloroformica en

6 tubos de ensayo, llevar a sequedad.
a.-PRUEBA DE BALJET.

Agregar 1ml del reactivo al extracto. Es positivo coloraciones roja, naranja-rojiza o

violeta.

b.-PRUEBA DE KEDDE. (GLICOSIDOS CARDIOTONICOS)
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Agregar 1 ml del reactivo al extracto. Es positivo coloracion azul violeta. Los
bufadiendlido no reaccionan. El color se atenda en pocos segundos.

c.-PRUEBA DE RAYMOND-MARTHOUD. (ANILLO LACTONICO DE LOS
CARDENOLIDOS)

Agregar 1 ml de reactivo al extracto. Es positivo coloraciones roja, naranja-rojiza o
violeta.

d.-PRUEBA DE KELLER KILLIANI.
Agregar 1ml del Reactivo a mg de extracto. Es positivo coloraciones intensas.
e.-PRUEBA DE LIEBERMANN- BURCHARD.

A 1 mg de muestra agregar pocas gotas de acido acético mds 3 ml de anhidrido
acético/acido sulftrico (50:1). Es positiva la formacién de una coloracién verde, azul

verdoso, via rojo al azul.
f.-PRUEBA DE SALKOWSKI. (NUCLEO ESTEROIDAL)

Agregar 1 ml del reactivo a mg del extracto. Es positivo coloraciones amarilla-rojo

sangre.

g.-PRUEBA DEL ACIDO 2, 4, 6 TRINITROBENZOICO.

Agregar al extracto primero la solucién A y luego la solucién B, calentar por 4-5 min
a 100°C, después enfriar y agregar finalmente la solucién C. Es positivo coloraciones

rojas —anaranjadas.

10.- DETERMINACION DE LACTONAS SESQUITERPENICAS
a.- PRUEBA DEL HIDROXAMATO FERRICO.

A 0.5 ml de extracto agregar solucién de clorhidrato de hidroxilamina 0.5 N en
etanol, mas 1 mi de KOH 2N en etanol, calentar a ebullicion por 1-2 min. Enfriar y
acidular con HCI 0.5 N. Luego agregar de 2 a 3 gotas de soluciéon de FeCl; al 1%.

Es Positivo coloracion violacea.

b.- PRUEBA DE BALJET.
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A 2 ml de extracto agregar de 2 a 3 ml del Reactivo de Baljet en volimenes iguales.

Es positivo coloracién naranja o rojo.
¢.- PRUEBA DE LEGAL.

En un tubo de ensayo se introducen 2 mg de exiracto, 2 gotas de piridina, 1 gota de
una solucion de nitroprusiato de sodio al 5% recién preparado y 2 gotas de solucién
2N de NaOH. Es positivo coloracion violeta o rosa palo.

d.- PRUEBA DE TOLLENS.

En un tubo de ensayo se introducen 5 mg de extracto, 3 gotas de piridina y 3 gotas
del Reactivo de Tollens recién preparado. Es positivo precipitados negro o espejo de

plata
11.- DETERMINACION DE CUMARINAS.
a.- PRUEBA DE BALJET.

A 0.5 ml de extracto agregar 2 a 3 gotas de Reactivo de Baljet. Es positivo

coloraciones naranja a rojo oscuro.
b.- PRUEBA DEL NaOH.

En un tubo de ensayo agregar 0.2 g de muestra pulverizada y afiadir 2 ml de agua
destilada, cubrir el tubo con papel filtro humedecido con NaOH al 10% y mantener
en bafio de agua a ebullicion por varios min, luego exponer el papel a luz UV. Es
positiva la aparicion de una fluorescencia amarillo verdosa o azul (cumarinas

volatiles)
12.- DETERMINACION DE TRITERPENOS.

A 0.5 gr. de extracto se solubilizo con éter de petrbleo. Luego se separd la parte
soluble del residuo soélido, la parte soluble en éter de petrdleo se evapora a
sequedad realizada para las agliconas y en la parte insoluble para los glucésidos.

a.- PRUEBA DE LIEBERMAN-BURCHAR.

A 0.5 ml de extracto agregar de 2 a 3 gotas de Reactivo de Lieberman-Burchar. Es

positivo coloraciones rosadas o rojo parpuras.

142



1

|

b.-PRUEBA DEL ACIDO FOSFOMOLIBDICO.

Agregar a mg de extracto la solucion de acido fosfomolibdico al 10% en etanol. Es

positiva la formacidn de coloraciones caracteristicas.
c.-PRUEBA DEL ACIDO SILICOTUNSGTICO.

Agregar a mg de extracto la solucion de acido silicottingtico al 15% en agua. Es
positiva la formacidn de coloraciones caracteristicas.

d.-PRUEBA DEL ACIDO TRICLOROACETICO.

Agregar a la muestra cristales de acido tricloroacetico. Es positivo coloraciones
naranja, rojo, o rojo oscuro. Los triterpenos tetraciclicos y esteroides desarrollan
color a 60°C, y los triterpenos pentaciclicos a 110°C.

e.-PRUEBA DE ROSENTHALER.

A 1-2 g de muestra agregar solucién etandlica de vainillina al 1 % mas 1 gota de HCI
(c). Es positivo formacion de coloraciones diferentes.

13.- DETERMINACION DE ESTEROIDES.
a.- PRUEBA DE LIEBERMAN-BURCHAR.

A 0.5 ml de extracto agregar de 2 a 3 gotas de Reactivo de Lieberman-Burchar. Es

positivo coloraciones azul a azul verdosa.
b.- PRUEBA DE LIEBERMAN-BURCHARMODIFICADO.

En un tubo de ensayo se introducen 1ml de anhidrido acético y 1 ml de cloroformo.
Se mezcla y se enfria a 0 °C, luego se aflade una gota de acido sulfarico (c). Se
toma 1 ml de la mezcla y se pone en contacto con la sustancia disuelta en
cloroformo. Es positivo coloracién rojo purpura que luego pasa al azul luego a verde

azulado y finaimente al amarilio.
¢.- PRUEBA DE SALKOWSKI.

En un tubo de ensayo se introducen 2 mg de extracto y 1ml de cloroformo, luego se
afade 1 ml de H.SO4 (c). Es positivo coloraciones rojo o amarillos.
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d.- PRUEBA DE LA VAINILLINA — ACIDO CLORHIDRICO.

En un tubo de ensayo, a un volumen de 2 ml de la muestra adicionar igual volumen
de solucién de vainillina clorhidrica al 1%. Es positivo coloraciones violeta o violeta

azulado.
e.-PRUEBA DEL CLORURO DE ANTIMONIO (V)

Mezclar 2 volimenes de cloruro de antimonio (V) con 8 volimenes de tetracloruro de
carbono o cloroformo (preparar poco antes de su uso). Agregar al extracto y calentar
a 120°C hasta que aparezcan coloraciones.

f.-PRUEBA DEL CLORURO DE ZINC.

Agregar al extracto la soluciéon de cloruro de zinc y calentar de 5-10 min a 105 °C

hasta observar coloraciones.
g--PRUEBA DE LAVAINILLINA QACIDO SULFURICO.

Agregar el Reactivo a la muestra y-calentar a 120°C hasta intensidad de coloracién

optima.
h.-PRUEBA DEL ACIDO FOSFOMOLIBDICO.

Agregar a mg de extracto la solucién de acido fosfomolibdico al 10% en etanol. Es
positiva la formacion de coloraciones caracteristicas.

i.-PRUEBA DEL ACIDO SILLICOTUNSTICO.

Agregar a mg de extracto la solucion de acido silicotungtico al 15% en agua. Es
positiva la formacién de coloraciones caracteristicas.

j--PRUEBA DEL ACIDO TRICLOROACETICO.

Agregar a la muestra cristales de acido tricloroacético. Es positivo coloraciones
naranja, rojo, o rojo oscuro. Los triterpenos tetraciclicos y esteroides desarrolian
color a 60°C, y los triterpenos pentaciclicos a 110°C.

k.-PRUEBA DE ROSENTHALER.
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A 1-2 g de muestra agregar solucion etanoélica de vainillina al 1 % mas 1 gota de HC|
(c). Es positivo formacidén de coloraciones diferentes

|.-PRUEBA DE ROSENHEIM.

La soluciéncloroférmica de la sustancia se pone en contacto con acido tricloroacético
al 90% en agua. Si hay dienos nucleares reales o potenciales se forma color violeta
que cambia a azul después de 20 min.

14.- DETERMINACION DE QUINONAS.
a.- PRUEBA DE BORNTRAGER.

El material seco y pulverizado se macera en benceno por 24 horas, se separa el
extracto del benceno el cual se agita con solucién acuosa de NaOH al 5% es

positivo coloraciones rosadas o rojas en la capa acuosa.
METODO ALTERNATIVO

A mg de extracto agregar 0.5 mi de KOH al 5 % luego se calienta y se filtra si es
necesario, enfriar y acidular, luego se separa con benceno. A la fase de benceno
separada se agrega 0.5 ml de hidréxido de amonio. Es positivo si da coloraciones

rojas en la fase de amoniaco (naftoquinonas y antroquinonas)
b.- MICRO SUBLIMACION.

Colocar en una luna de reloj 0.5 gr de hojas secas pulverizadas, tapar con otra luna
de reloj y someter a calentamiento hasta obtener micro cristales, se identifica los

glicésidos con gotas de NH4OH. Es positivo coloracién rojo intenso.
c.- PRUEBA DEL AMONIACO (NH4OH).

A 0.5 gr de muestra, adicionar 5 ml de etanol, calentar, filtrar y agregar gotas de
NH4OH. Es positiva coloracién rojo-parduzca.

d.- PRUEBA DEL ACETATO DE MAGNESIO.

Al extracto agregar 1mi de la solucién de acetato de magnesio al 0.5% en metanol.

Es positivo coloracion roja (Para anfraquinonas fibres).

e.- PRUEBA DEL HIDROXIDO DE POTASIO (KOH).
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Se mezclan 0.5 gr del polvo con 10 ml de solucion alcohélica de KOH (1:10), hervir 2
minutos, diluir en 10 ml de agua v filtrar, el filtrado se acidula con HCl y se agita con
éter. La capa etérea se descarta y se agita con 5 ml de solucion diluida de NH,OH.
Es positivo coloracién es rosa-rojizo o rosa-azulade.

f.- PRUEBA DEL ACIDO SULFURICO.

A 0.5 ml de muestra agregar acido sulftrico. Es positivo coloracién amarilla-rojiza.
g.- PRUEBA DEL ACIDO NITRICO.

A 0.5 ml de muestra agregar acido nitrico. Es positivo coloracion amarrilla verdosa
h. -PRUEBA DEL ACIDO CLORHIDRICO.

A 0.5 ml de muestra agregar acido clorhidrico. Es positivo coloracion amarilla.

i.- PRUEBA DEL HIDROXIDO DE SODIO (NAOH).

A 0.5 m de muestra agregar hidréxido de sodio. Es positivo coloracién amarrilla

intensa.

15.- DETERMINACION DE GOMAS.
a.- PRUEBA DEL ACETATO BASICO DE PLOMO.

A 0.5mi de extracto agregar 2 a 3 gotas de acetato basico de Plomo. Es positivo

coloraciones rosadas 0 rojo purpuras.
16.- DETERMINACION DE MUCILAGOS
a.- PRUEBA DEL ACETATO NEUTRO DE PLOMO.

A 0.5ml de extracto agregar 2 a 3 gotas de acetato neutro de Plomo. Es positivo

coloraciones rosadas o rojo purpuras.

16.- DETERMINACION DE RESINAS

146



a.- PRUEBA DE BARFOEF

A 0.5ml de extracto agregar de 2 a 3 gotas de Reactivo de Barfoef. Es positivo

coloraciéon verde esmeraida.
b.- PRUEBA DEL AGUA

A 0.5 ml de extracto agregar 5 veces su volumen de agua. Es positiva la formacion
de una turbidez blanquecina o lechosa.

c.- PRUEBA DE MURAWSKY:

Disolver 1mg de resina en éter o cloroformo y afiadir en un tubo de ensayo partes
iguales acido sulfurico (c) y anhidrido acético. Es positivo coloracion violeta.

d.- PRUEBA DE HOLDEN:

Colocar 1 ml de solucién etérea en una capsula de porcelana, agregar 3 gotas de

H2S04 (c). Es positivo coloracion roja.
17.- DETERMINACION DE LIGNANOS.
a.- PRUEBA DEL CLORURO FERRICO.

Es una prueba general para hidroxilos fendlicos, se agrega soluciéon de cloruro
férrico en etanol a la muestra. Es positivo cambio de coloracion.

b.-PRUEBA DEL ACIDO SULFURICO Y CROMOTROPICO.

Se agrega a la muestra acido sulfurico y acido cromotrépico. Es positivo cuando

forman colores rojos con el grupo metilendioxi.’
¢.-PRUEBA DEL ACIDO SULFURICO CONCENTRADO.

Es una prueba que sirve para localizar el anillo aromatico. Agregar a la muestra
gotas de Acido sulfirico concentrado. Es positiva la formacién de una coloracion.

(Dominguez 1973, Bruneton 1993, Lock de Ugaz 1994, Gibaja 1998.)



ANEXO 14: RESULTADOS DEL ANALISIS HISTOPATOLOGICO EMITIDOS
POR EL MEDICO ANATOMO PATOLOGO
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ANEXO 15: FOTOS DEL ANALISIS HISTOPATOLOGICO

Figura N° 16: Microfotografia de la tincion hematoxilina-eosina del grupo testigo negativo, donde se
pude observar una morfologia celular conservada, con células bien delimitadas en donde se pueden

diferenciar las fracciones de la nefrona, las cuales poseen una organizacion celular integra y continua.

Figura N° 17: Microfatografia de la tincién hematoxilina eosina del grupo testigo positivo,donde se
observa la presencia de secreciones celulares abundantes, eritrocitos (flechas amarillas) en la mayoria
de las porciones del tejido renal, existe una evidente discontinuidad celular con pérdida de la morfologia

celular.




Figura N° 18: Microfotografia de [a tincion Pizzolato del grupo testigo positivo, donde se
observa la presencia abundate de microcritales en €l lumen de los tubulos renales (flecha

amarilla).

Figura N° 19: Microfotografia de la tincidon Pizzolato del grupo testigo negativo, en esta
fotografia se evidencia la ausencia de microcristales en le tejido renal.
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Figura N° 20: Microfotografia de la tincidon Pizzolato del grupo que recibi6 tratamiento con el
extracto de M. cordifolia a la dosis de 300 mg/kg de peso durante 14 dias, donde se observa la
presencia abundate de microcritales en el lumen de los tubulos renales (flechaamarilla).

Figura N° 21: Microfotografia de la tincion Pizzolato del grupo que recibié tratamiento con el
extracto de M. cordifofia a la dosis de 500 mg/kg de peso durante 14 dfas, donde se
observa la presencia minima de microcritales en el lumen de los tubulos renales
(flechasamarilias).
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Figura N° 22: Microfotografia de la tincion Pizzolato del grupo que recibié tratamiento con
el extracto de M. cordifolia a la dosis de 300 mg/kg de peso durante 21 dias, donde se
observa la presencia minica de microcritales en el lumen de los tubulos renales
(flechaamarilla).
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ANEXO 16: RESUMEN FOTOGRAFICO

; 57 - k- Sy, RE, y

FOTO 01: A la izquierda se observa la recoleccién de los tallos de M. cordifolia (L.F.)
Willdenow. en la comunidad de Wayanay — Quillabamba.
FOTO 02: A la derecha se observa los tallos recolectados en bolsas de polietileno.

FOTO 03: Vista frontal del equipo de rotavaporacion
concentrando el extracto de Mikania cordifolia (L..F.) Willdenow.




FOTO 04: A laizquierda se observa |a vista central del extracto de Mikania cordifolia(l..F.)
Willdenow dentro del equipo de rotavaporacion
FOTO 05: A la derecha se observa el extracto hidroalcohélico de Mikania cordifolia (L.F.)
Willdenow. concentrado después de ser sometido al equipo de rotavaporacion.

FOTO 06: Administracion de solucién de efilenglicol 0.75% y cloruro de amonio 0.5% para la
induccion de litiasis oxalocalcica; en la fotografia se observa a los animales de
experimentacién distribuidos en 6 grupos de 7 animales cada uno, a los cuales se les
administré el agente inductor de litiasis en &l agua de diario.




FOTO 07: Administracion de la solucion del extracto hidroalcoholico de
Mikania cordifolia (L.F.) Willdenow. por via oral a los animales de
experimentacion.

horas.

FOTO 09: A la izquierda se observa la toma de muestras de sangre por puncién cardiaca.
FOTO 10: A la derecha se observan las muestras de sangre de los animales de
experimentacion, para la obtencién de suero por centrifugacion.
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FOTO 11: Muestra de tejido renal, obtenida de los animales
de experimentacion; para el analisis histopatoldgico.

FOTO 12: Ala izquierda se observan las muestras de suero y orina procesadas con el kit de creatinina de
Wiener.
FOTO 13: A la derecha se observa la lectura de las absorbancias en el espectrofotémetro UV (JASCO DB 2200)
para la determinacion de creatinina.

iR Kk

FOTO 14: Procesado de las muestras de orina para la determinacion de
acido oxalico por métodos volumétricos.
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FOTO 15: Espectrofotometro de lama (CARLZEISS JENA MODELO AAS1N), utilizado para

la deteminacién de sodio y potasio en orina.

FOTO 16:Micrétomo (LEICA RM2125 RTS) utilizado para realizar los cortes
histolagicos(3um) del tejido renal, para sus posteriores tinciones Hematoxilina-
eosina y Pizzolato

157



