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1. RESUMEN

El presente estudio fué realizado con el propdsito de evaluar la actividad
anthinflamatona de extractos Metandlico, Hexanico, Acuoso, Cloroférmico vy
Cloroformo-Metandlico de Crescentia alata HBK (morro), como un estudio
farmacologico fase 11

Los extractos se prepararon segun la metodologfa de Ciulei (1), la acavidad
antiinflamatoria de los extractos se evalué por medio de la induccién de edema en la
region subplantar de la pata derecha del ratén, propuesta por Winter y col. y
modificada por Sugishita (2,3). El tamizaje fitoquimico se realiz6 por medio de
pruebas convencionales propuestas por Ciulei (1) ,Medinilla, B., y otros autores (4).
Para garantizar que los ensayos no son toxicos a las dosis investigadas se llevé a
cabo el ensayo de toxicidad aguda.

En los resultados obtenidos en la extraccién se pudo determinar que de los
extractos Acuoso y Hexanico no se obtuvo una cantidad significativa del principio
activo por lo que sélo se evalué actividadad antiinflamatoria a los extractos:
Metanodlico, Clorofémmico y Cloroformo-Metanélico, de los cuales el extracto
Metanélico presenta antividad antiinflamatoria a dosis de 201, 175 y 152 mg/Kg de
peso, el extracto Cloroférmico tiene acitividad solo a 201 mg/Kg de peso y el
Cloroformo-Metanolico a 201 v 175 mg/Kg de peso. Las dosis de 132, 115 y 100
mg/Kg de peso no presentaron actividad antiinflamatoria.

Con los datos obtenidos se elaboré una curva de porcentaje de inflamacion
versus tiempo, para hacer el analisis estadistico de la actividad antiinflamatoria, para
lo cual se calculé mediante integraciéon numérica el 4rea bajo la curva como variable
de respuesta. Con las dreas obtenidas para cada tratamiento, se realizé 1a prueba de
ANDEVA de dos vias y al establecer diferencia entre los tratamientos, se realizo la
prueba de Dunnett, para evaluar el efecto antiinflamatorio de los tratamientos frente
al control negativo. Nivel de significancia (p< 0.05)

Se evalud la toxicidad aguda a concentraciones de 250, 350 y 450 mg/Kg de
peso del extracto Metandlico, que fue el que presenté mejor respuesta
antiinflamatoria, no mostrando a esas concentraciones ninguna toxicidad.

En cuanto a los resultados que presenta el tamizaje fitoquimico se presume la
presencia de Taninos de tipo catecol, saponinas y flavonoides tipo Naftoflavonas y
Morinas.



2. INTRODUCCION

La poblacion guatemalteca, acude frecuentemente a la wutilizacién de la
medicina natural como su recurso mas proximo, debido a la critica situacidn
econdmica que actualmente la mayoria de la poblacion enfrenta. A medida que las
han ido utilizando, es mayor la cantidad de personas que cada dia confia mas en
tratamientos naturales . Por lo tanto, se cuenta con una variedad de plantas utilizadas
en ¢l tratamiento de varias afecciones, por lo gue son buenas razones para validar
cientificamente las propiedades terapéuticas atribuidas a dichas plantas, para que se
puedan utilizar adecuadamente y con seguridad entre las personas.

El presente estudio se realizd con el propésito de evaluar la actividad
antiinflamatoria de los extractos Metandlico, Etandlico, Acuoso, Cloroférmico v
Cloroformo-Metanélico de las hojas de Crescentia alata (morro), como un estudio
farmacologico de Fase I1. (Fase I (5} ).

Los extractos fueron preparados por la maceraciéon de las hojas secas y
molidas de Crescentia alata con cada solvente. La actividad antiinflamatonia de
dichos extractos se evaluaron por medio de la induccién de edema en la regi6n
subplantar de la pata derecha del ratén, propuesta por Winter y col. y modificada por
Sugishita. (2, 3). Al grupo utilizado como referencia se le administré fenilbutazona
por via oral, como farmaco de referencia y a un grupo adicional se le administrd el
vehiculo via oral en el que formularan los extractos, éste nltimo fué el grupo control.
Es conveniente determinar experimentalmente, por medio de la extraccion de fases
con solventes de diferentes polaridades, cudl es el que posee el efecto
antiinflamatorio.

Efectuados los tratamientos, se procedié a evaluar el edema producido a los
ratones durante 5 horas en el pletismémetro digital, en donde finalmente se realizd
un analisis estadistico con el método de “ANDEVA” de dos vias, que estimd las
diferencias significativas entre los tratamientos. Se evalu6é la Dosis Letal (DL 50)
con el extracto Metandlico, de las hojas de Crescentia alata 'y se realizd ademas
un tamizaje fitoquimico.



3. ANTECEDENTES

Se encontré la sigmente informacion en la revisién bibliografica:
El nombre cientifico del morro es Crescentia alata HBK ( 6-16) (Ver
anexo No. 1). Dentro del los nombres comiines estan: morro, morrito, cutuco,
jicaro, jicaro sabanero, cuchara, guacal ,raspaguacal, cirian, guiro. (7,8,16,23).

Es un arbol muy comin o abundante en planicies y laderas escencialmente
secas(bosque seco subtropical, monte espinoso subtropical), es nativo y se encuentra
silvestre en la regidn nororiental de Guatemala ( El progreso, Zacapa, Chiquimula,
Baja Verapaz, Jalapa, Jutiapa, Santa Rosa), se le encuentra tambien en México, E!
Salvador, Honduras, Nicaragua, Costa Rica, Panama, Venezuela, Colombia, Brasil.
Introducido hacia las Filipinas y otras islas del Pacifico. (8,9,10,16).

Se ha reportado que los constituyentes fitoquimicos de Crescentia alata son:
en hojas: Alcaloides, en corteza: Flavonoides-Alcaloides-Taninos, en raiz:
Alacaloides y en receta folklérica: Alcaloides-Flavonoides-Taninos. (7, 22)

Sus frutos se usan en medicina doméstica contra resfrios; hervidos solos o
con panela y enfriada el agua en decoccidn, se bebe por copas dos a tres veces al
dia contra la tos y solamente molidos con aziicar se da la horchata para aliviar 1a tos
ferina; la pulpa del morro en cocimiento, tomando un vaso diario por varios dias, es
tomado para los golpes.

El cocimiento de 15 gramos de hoja por 100 gramos de agua, tomando de una
a dos tazas alivian la enteritis.

Para las quemaduras, se machaca un fruto tierno y es aplicado en forma de
cataplasma a las partes afectadas.

Una cuarta de cascara del tronco se pone a cocer con agua hasta que hierva y
esta agua se toma durante el iltimo mes del embarazo, para facilitar el parto y como
laxante.

El cocimiento de hojas de morro tomando de dos a tres tazas alivian la
inflamacién. (5,7,9,10,).

Una mfusién de hojas puede darse para combatir la disenteria. (17)
En México los extractos de Crescentia alata con actividad antimicrobiana no esta
especificada. { 21).
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La céscara de la fruta madura se usa en Nicaragua para algunos desérdenes
femeninos. (23).

Dentro de sus usos comestibles el morro ha sido utilizado principalmente en
la elaboracién de dulces, utilizando cuatro morros, una panela dulce, canela, dos
litros de agua y puestas al fuego, luego se fabrican bolitas y se envuelven en papel
de china.

En diversos paises Centroamericanos, sc¢ elaboran bebidas y refrecos
utilizando la almendra de la semilla del morro, ya sea cruda o ligeramente tostada
asociada con arroz y canela, se muelen dando como resultado, una pasta que batida
en agua azucarada, se obtiene una horchata de sabor y olor agradable, siendo su
contenido nutricional en base seca de 8.8% de grasa, 8.6% de proteina y 4.2% de
fibra cruda.

Su valor nutricional de 100 gramos de una porcién comestible (semilla) esta
compuesta por calorias, proteinas, grasa, hidratos de carbono, fibra, calcio, fésforo,
hierro, vitamina A, tiamina, rivoflavina, niacina. aminoacidos.

La ausencia de toxicidad y su calidad proteinica, hacen de la harina de morro,
una gran posibilidad para el consumo humano para ser utilizado en férmulas de alto
contenido proteico. El aceite tambien excento de factores toxicos y de agradable
apariencia, permitiria utilizarlo para consumo humano ya que su digestibilidad es de
casi 100%.

El morro es encontrado frecuentemente en pasturas con doble propdsito: para
sombra y para que sus frutos sean comidos por el ganado. Se encuentran plantados
en cercos vivos y sus frutos son utilizados, algunas veces como recipientes de agua
(guacales).(5,9,10,12,13,19).

Dentro de los esindios que se han realizado, se han reconocido seis especies
silvestres de Crescentia pero dos son de importancia artesanal y medicinal:
Crescentia alata HBK (Morro) y Crescentia cujete. (6)

Caceres A. demostré en 1,996 que la especie de Crescentia cujete tiene actividad
antiinflamatoria entre otras propicdades medicinales.

A las hojas y al fruto se l¢ atribuye propiedad analgésica, atiséptica, aperitiva,
astringente, calmante, desinflamante, emenagoga, emética, emoliente, espectorante,
febrifuga, laxante, pectoral, purgante, recostituyente, sudorifica, vermifuga y
vulneraria.
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Estudios farmacoldgicos demuestran que las hojas tienen actividad sedante.
En modelos experimentales se ha demostrado que el extracto etandlico de hojas de
Crescentia cujete, tiene actividad antiinflamatoria en el modelo de inflamacion
podal por formaldehido a dosis de 1,200 mg/kg por via oral; la hoja tiene actividad
con relacion dosis-efecto, la actividad se mantiene por 24 horas en forma
comparable con 100 mg de diclofenaco sédico. En otro estudio al inducir la
inflamacidén con caolin y comparar las medias por el método de LSD de Fisher, la
dosis de 750 mg/kg presenta una diferencia significativa con el control y con
fenilbutazona, lo que confirma su actividad.
Por su actividad antibacteriana y antiinflamatoria, el uso topico de las hojas esta
indicado en dermatitis, hemorroides v otras afecciones de la piel. (9)
Germosen, en 1,995 en Santoe Domingo encontré que la presencia de los
flavonoides, quercetina y apigenina en la hoja, le confiere a sus extractos acividad
antiinflamatoria y analgésica.

Su extracto acuoso, en nfusion mostrd actividad antiinflamatoria en el
modelo de edema de la pata de la rata inducido por carragenina, a la dosis de 750

mg/kg.

La busqueda de la actividad antirflamatoria de Crescentia cujete, se efectud
en la rata luego de una inyeccion subcutanea de 0.1 ml de formaldehido a 3.5% en
una pata trasera del animal. El diclofenaco sédico (100 mg/kg) administrado por via
intramuscular se utilizd como substancia de referencia. Los expenimentos se
realizaron a partir de un extracto etanélico a 80% de hoja v las dosis se expresan en
mg de planta seca.

A dosis iguales v superiores a 1,200 mg/kg, por via oral, el extracto etandlico
(80%) de la hoja muestra una neta actividad antiinflamatoria.
La planta esta conocida por la Farmacopea Francesa, IX edicion. (18)
No se ha comprobado cientificamente en nuestro pais que las hojas de la especie
Crescentia alata posea  actividad antiinflamatoria como las  mencionadas
anferiormente para Crescenlia cujete.
En 1,996 el proyecto de actividad antiinflamatoria de plantas medicinales de uso
popular en Guatemala (USAC-DIGI) infortné que las infusiones de las hojas de
Crescentia alata poseen antividad antiinflamatoria.(5).

Otras partes de la planta que han sido estudiadas son las semillas. En 1,980
José Wester del Cid determund las caracteristicas quimicas y nutricionales del
aceite de la semilla, encontrandose un alto contenido nutricional. Un estudio similar
se realizé en Nicaragua en 1,988 por Mendieta Silva. (12,13).
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Los usos medicinales reportados en Honduras son: tos, dolor de estomago,
disenteria y asma, siendo las partes de la planta utilizadas la semilla y el fruto. Una
infusion de las hojas puede utilizarse para combatir la disenteria.

El estracto de la hoja presenta actividad antibiotica sobre Bacillus subtilis y
Staphylococcus aureus. (11,17)



4. JUSTIFICACION

La OMS estima que el 80% de la poblacion, de los paises en desarrolio, confian en
los remedios tradicionales, para atender a sus necesidades bisicas y declaré en Alma
Ata, (1977), que para el afio 2,000, los paises en el mundo deben emplear en los
problemas de salud, plantas medicinales. Guatemala no es la excepcion, ya que a
€sto se une la crisis econdmica por la que estd atravezando cada vez mas nuestro
pais, lo cual hace casi imposible que nuestra poblacion tenga acceso a comprar
medicamentos, acudiendo al consumo de remedios tradicionales.

Se ha confirmado que las hojas de la especie Crescentia cujete tiene actividad
antiinflamatoria por lo que es importante investigar si las hojas de la especie de
Crescentia alata poseen también esta actividad para que pueda estar al alcance de
mayor cantidad de poblacion guatemalteca.

Considerando la importancia de este recurso natural para la salud en general, fué
necesario  validar cientificamente la actividad antiinflamatoria de Crescentia alata
{morro).

Las infusiones de la hoja de Crescentia alata HBK, se utilizan popularmente por su
actividad anttinflamatoria . Trabajos realizados anteriormente en Guatemala por la
Direccion General de Investigacién (DIGI), de la Universidad de San Carlos de
Guatemala, han demostrado cientificamente un efecto antiinflamatorio. Por lo
anteriormente expuesto se hizo indispensable realizar extracciones de la hoja de la
planta, a diferentes polaridades, en donde se extrageron los compuesios apolares, de
polaridad intermedia y polares y asi determinar qué porcién es la responsable del
efecto antiinflamatorio en ratones albinos.
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5. OBJETIVOS

5.1 GENERALES:

5.1.1 Contribuir con el desarrollo de la Farmacologia experimental en la
medicina natural de Guatemala, proporcionando las bases cientificas
necesarias para el uso adecuado de plantas medicinales.

5.1.2 Proporcionar informacién que sirva como base para Investigaciones
futuras, sobre plantas medicinales con actividad antiinflamatonia.

5.1.3 Continuar con las investigaciones iniciadas en el estudio de Crescentia
alata HBK, para complementar dichas investigaciones.

5.2 ESPECIFICOS:

5.2.1 Evaluar el exiracto que presente mejor respuesta antiinflamatoria de
Crescentia alata HBK (morro), utilizado en analisis farmacologico.

5.2.2, Determinar la dosis letal Media (DL 50) de el o los extractos crudos de
Crescentia alata HBK (morro), responsables de la actividad
antnnflamatoria.

5.2.3 Identicar por medio de pruebas quimicas, él o los grupos fitoquimicos
presentes en el extracto de Crescentia alata HBK (meorro), que posea la
mayor actividad antiinflamatoria demostrable.



6. HIPOTESIS

Uno o varios de los extractos de hoja de Crescentia alata
(morro) posee actividad antiinflamatoria  significativa,
demostrable in vivo en ratones albinos.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Universo de trabajo:
Extractos Metanolico, Hexanico, Acuoso, Cloroférmico, Cloroformo-
Metanolico de 1a hoja de Crescentia Alata HBK (morro) y ratones albinos
(hembras).

7.2 Medios:

7.2.1 Recursos humanos:

» M.E.P.U. Dora Lizeth Solis Morales de Diaz, Autora.
» Licda. Marta Ines Reyes Mayen, Asesora.

7.2.2 Recursos Materiales:
» Laboratorio de Farmacologia, Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia, Universidad de San Carlos de Guatemala.
Bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia.
Matertal y equipo de laboratorio.
Pletismémetro digital Ugo Basile, modelo 56288.
Ratones albinos hembras (sujetos experimentales) de  20-25 g de
peso.
Reactivos quimicos.
Farmaco antiinflamatorio (Fenilbutazona).
Solventes para la extraccion (cloroformo, etanol, agua, metanol y
cloroformo-metanol).
Solucion de Pletismémetro (24) (Ver anexo No. 5).
Jeringas de 1 ml.
Sondas orogastricas.
Suspensién de Caolin USP al 1%.

v
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7.3 Procedimiento:

7.3.1 Rewvision bibliografica.

7.3.2 Recoleccidn de las hojas de Crescentia alata (morro).

7.3.3 Secado de la planta (hoja) por secado indirecto al sol, utilizindo sélo el
calor del sol, sin exponer al material vegetal a la luz solar, cubriéndolo
con cartones.

7.3.4 Molienda de la planta: utilizando tijeras para cortar material vegetal, las
hojas secas se reducirén de tamaiio, luego se pasaran por un molino de
aspas para disminuir el tamafio de las particulas.

7.3.5 Obtencion de los extractos:
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7.3.5.1 Obtencién del extracto Metanélico: Se colocaron 932g del
material vegetal seco v molido en el soxhlet con Metanol como
solvente y se extrajo por varios dias, luego de ésto el solvente fué
llevado hasta sequedad en un rotavapor. El residuo totalmente
seco se peso y se prepard la suspencion que fué evaluada.

7.3.5.2 Obtencion del extracto acueso: el residuo del material vegetal
del extracto Metanolico, se colocé en maceracion por varios dias
con agua desmineralizada como solvente, el cual fué llevado a
sequedad en un rotavapor. El residuo totalmente seco se peso.

7.3.5.3 Obtencion del extracte Hexadnico: el residuo del material
vegetal del extracto acuoso, se colocd en maceracién por varios
dias con Hexano como solvente, el cual fué llevado a sequedad
en un rotavapor. El residuo totalmente seco se peso.

7.3.5.4 Obtencion del extracte Cloroférmico: el residuo del material
vegetal del residuo Hexénico, se colocé en maceracion por vario
dias con Cloroformo como solvente, el cual fué llevado a
sequedad en un rotavapor. El residuo totalmente seco se peso y
se preparé la suspencidn que fué evaluada.

7.3.5.5 Obtencion del extracte Cloroformo-Metanélico: el residuo
del material vegetal del residuo Cloroformico, se colocod en
maceracion por varios dias con Cloroformo-Metanol (9:1), como
solvente el cual fué llevado a sequedad por un rotavapor. El
residuo totalmente seco se peso. Por Gltimo se prepar6 la
suspencion que fué evalualda.

7.3.6 Ensayo Farmacolégico: Fl método utilizado para determinar la accién

antiinflamatoria fué el método descrito por Winter v colaboradores,
modificado por Sugishita y colaboradores (2,3).

Principio: El edema fué provocado en el ratén albino (hembra) por una
myeccidn subplantar en la pata posterior derecha de una suspension de
caolin. El porcentaje de inhibicion de la inflamaciéon fué evaluado a 1,3
v 5 horas después del inicio del experimento por pletismografia.
Procedimiento: Se utilizaron ratones albinos hembras (raza Swiss) de un
peso aproximado de 20 a 25 g, se dividieron en 5 lotes de 4 ratones cada
uno; se utilizé suspension de caolin al 1%, fenilbutazona como farmaco
de referencia a dosis de 80 mg/kg de peso (26,27). Los grupos de 4
ratones comprendieron el grupo control, el farmaco de referencia y 3
grupos de dosis diferentes del extracto de la hoja de Crescentia alata
HBK (morro) que fueron las siguientes: 100, 115, 132, 152, 175y 201
mg/Kg de peso.

Al tiempo 0 se administré el firmaco de referencia al respectivo grupo,
al control se le admimstré solamente el vehiculo en el cual se
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formularon los extractos v a los 3 grupos restantes se les administré
oralmente las diferentes dosis de extracto. Se midié el volumen de la
pata posterior derecha de cada uno de los animales de los lotes en el
Pletismémetro de agua (Letica). A los 30 minutos se les aplicaron a
todos los grupos de animales 0.05 ml de caolin al 1% en la oponeurosis
plantar de la pata posterior derecha. El edema producido se cuantificd
por medio del pletismémetro digital, midiendo el volumen de la pata de
todos los animales a 1, 3 y 5 horas de la aplicacion de la inyeccién. El
porcentaje de inflamacidén para cada tratamiento a distintos tiempos se
calculd segim la formula :
Vix - Vo
% de inflamacion = --—---—-—- x 100
Vo

Vix = Volumen despuésde 1, 3, 0 Shoras de la
myeccion.

Vo = Volumen normal de la pata de raton
(inicial).

Si el porcentaje de inflamacion por efecto del extracto de la hoja en
estudio es significativamente menor que el control, se puede decir que
los extractos tienen propiedad antiinflamatoria. El porcentaje del grupo
que fué tratado con fenilbutazona permiti6 estimar la efectividad
antiinflamatoria de la planta en estudio.

Ensayo Toxicolégico, Método de Spearman y Karber (28): Se
determind la Dosis Letal Media (DL 50) al extracto que presentd el
efecto antiinflamatorio significativo comparado con el fiamaco de
referencia. El ensayo preliminar se trabajyd con ratones albinos, con un
peso aproximado de 20 a 30 g procedentes de una misma camada e igual
namero de hembras y machos. La alimentacion fu€ idéntica para todos
los sujetos experimentales. La substancia a ensayar se administré por
via oral, observindose estrictamente durante un periodo de 24
horas,(29) esperando hasta 8 dias despues de la admisntracion para
observar si se daba la muerte de algan animal.

En el ensayo definitivo, se evaluaron dosis diferentes que fueron 250,
350 y 450 mg/Kg de peso, observandose el comportamiento de los
ratones, peso y nimero de animales muertos. La muerte puede
manifestarse a las 1, 2, 4, 6, 24, 48 horas y un maximo de 8 dias o bien
morir instantaneamente o pocos minutos despues de administrar la dosis.



Los signos precursores de muerte pueden ser temblores, sialorrea,
sudores, espasmos respiratorios, convulsiones, etc. Para obtener los
resultados de Ia toxicidad de extracto, se aplica la formula de Karber y
Behrens:

DL50=Df-(axb)/n

en donde:

a = Suma de muertos de lotes consecutivos / 2
= diferencia entre las 2 dosis consecutivas
primera dosis que mata a todos los animales
= numero de animales por lote.

b
Df
n

7.3.8. Caracterizacion Fitoguimica: se realizara un tamizaje fitoquimico
utilizando ensayos macro y semimicro de acuerdo al esquema sugerido
por Ciulei, Medinilla B., y otros autores, para la investigacién de ‘
metabolitos  secundarios. Se utilizarén también  técnicas
cromatograficas (CCF) convencionales para la caracterizacion
fitoquimica preliminar, ésto se llevé a cabo al extracto Metanélico que :
fué el que presentd mejor respuesta antiinflamatoria. ,

7.3.8.1 Ensayo macro y semimicro:
6.3.8.1.1 Investigacion de Tamimos: 1 g de extracto

reconcentrado se disolvic en 20 ml de agua
desmineralizada caliente y la suspension obtenida se
filtro. Al filtrado obtenido se le agregaron 4 gotas de
solucion de NaCl al 10% y se filtré nuevamente. El
filtrado obtenido se dividié en 4 tubos de ensayo, en ;
donde se realizaron las siguientes pruebas: ;
» Al tubo No. 1 no se le agregé reactivo (tubo

control)
» Al tubo No. 2 se le agregaron 5 gotas de gelatina

al 1% .
» Al tubo No. 3 se le agregaron 5 gotas del reactivo

de NaCl-gelatina.
» Al tubo No. 4 se le agregaron 3 gotas de Fe CI3

al 10% .
Luego de esto se observé durante una hora cambios
de coloracién, turbidez o formacién de precipitados.
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7.3.8.1.2 Investigacion de Alcaloides: Con solucidn de

7.3.8.1.3

hidréxido de amonio al 10% (2 gotas) se traté 1 g del

extracto al que luego se le anadieron 25 ml de

metanol al 65 oC. Se filtro v el filtrado se acidifico

con HCl 2 N. La solucién resultante se dividié en 4

tubos de ensayo y se evaluaron de la siguiente

manera;

» Al Tubo No. | no se le agrega reactivo (tubo
control)

» AL tubo No. 2 se le agregan 5 gotas del reactivo
de Dragendortf.

> Al tubo No. 3 se le agregaron 5 gotas del reactivo
de Mayer.

» Al tubo No. 4 se le agregaron 5 gotas del reactivo
de Wagner.

Se corricron ademas controles positivos con

soluciones al 1 % de Atropina y Papaverina, luego

durante 2 horas se observé si existian cambios de

turbidez o precipitacion de complejos en los tubos.

Investigacién de Flavonoides: 5 g del extracto se

hidrolizaron con HCl 2 N mediante refluyjo y

calentamniento por media hora. El extracto

hidrolizado se partidé con dietileter y se tomo la fase

etérica (4 ml), se reconcentrd a sequedad, se disolvio

con etanol al 80% vy se disolvi6 en 4 tubos de ensayo,

a los tubos de les efectud lo siguiente:

» Al tubo No. 1 no se le agrega reactivo (tubo
control).

» Al tubo No. 2 se le agrega magnesio metalico y
3 gotas de acido clorhidrico concentrado.

» Al tubo No. 3 se le agregan 3 gotas de Aicido
sulfurico concentrado.

» Al tubo No. 4 se le gregan 3 gotas de FeCl3 al
10 %.

7 Se evaluaron reacciones y cambios de coloracion
comparados con el testigo.

7.3.8.1.4 Investigacion de saponinas: Test de Espuma.

» Pesar 100 mg del extracto y colocarlo en un
tubo de ensayo. Para comparar utilizar 2 tubos
control: a) 2 ml de control de saponinas
(preparacion: disolver 250 mg de estandar de
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saponinas en 50 ml de agua). b) 2ml de agua
destilada.

» Afiadir 10 ml d¢ agva destilada a cada tubo.
Calentar en bafio de maria durante 30 minutos.

# Enfriar, tapar y agitar vigorosamente durante 30 a
40 segundos. Dejar reposar los tubos durante
media hora. Si luego de trascurrido ese tiempo se
observa una capa de espuma mayor de 3 ¢m en la
superficie del liquido, se presume que la muestra
contiene saponinas.

7.3.8.2 Tamizaje preliminar por cromatografia:
7.3.8.2.1Tamizaje por cromatografia en capa fina. Fueron
corridas en placas de Silica fel F-254, utilizandose
como fase movil una mezcla de butanol-acido
acético-agua, en una proporciéon de (30:6:3) para

Alcaloides, de (20:25:5) para Flavoncides v de

(25:5:20) para Saponinas.

Se corrieron 6 placas y fueron visualizadas por

medios fisicos v quimicos.
7.3.8.2.1.1 Medios fisicos: Las placas seran
visualizadas con LUV a 254 y 365 nm.

7.3.8.2.1.2 Cromégenos quimicos: Se utilizaron 3
agentes cromégenos para visualizar los
diferentes grupos de metabolitos. Los
agentes cromogenos utilizados fueron:
Dragendorff, Reactivo de Productos
naturales y Liebermann-Burchard (LB).
Se corrieron estandares de alcaloides,
flavonoides y saponinas.

7.4 Disefio experimental: ¢l disefio a utilizar fué uno de bloques completos
aleatorios con 5 tratamientos.
7.4.1 Las dosis de cada extracto a ensayar correspondié a una porgresién
geométrica con una razén de progresion igual a 1.15 redondeado al
numero entero mas proximo que fueron los siguientes:
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VALOR REAL  VALOR REDONDEADO AL ENTERO mis PROXIMO

100.00 100
115.00 115
132.25 132
152.09 152
174.90 175
201.14 201

Se trata que éstas dosis tengan la mayor equivalencia con las dosis ensayadas en
infusién y que presenten actividad antiinflamatoria a 750 y 1000 mg/Kg de peso
de hoja de Crescentia alata HBK.

7.4.2 Integracion del diseiio:

7.4.2.1 Tratamientos:

7.4.2.1.1 Control negativo {(grupo control)

7.4.2.1.2 Control positivo (grupo de famaco de referencia)
7.4.2.1.3 Grupo de extracto Metandlico a dosis n.

7.4.2.1.4 Grupo de extracto Cloroformico a dosis n
7.4.2.1.5 Grupo de extracto Metandlico-Cloroformico

En donde n =1,2,3,4,5,6 dosis que s¢ van a ensayar,
lo que implica que el modelo se repetira 6 veces.

7.4.2.2 Bloques: Los tratamientos se evaluaran en 3 dias diferentes y
cada dia constituira un bloque de disefio, lo que implica que
existirdn tres bloques en total (dia 1, dia 2, dia 3 = bloque 1,
bloque 2, bloque 3 ).

7.4.2.3 Repeticiones por tratamiento (nj): para valores de o = 0.05 y
B =0.2 de tiene un nivel de confianza (NC) igual a:

NC=ZI-0/2+Z1-B
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NC = 2.58 + 0.842
NC =3.442

Lo gue implica que el nimero de ensayos a realizar por
tratamiento (nj) deberia ser mayor o igual a

2 NC2o2
A2

2

donde se desconoce la varianza ¢ v se asume que el limite de
2 2

error A=2 o, por lo que enfonces A =4 o,

por lo tanto:

2 2
nj = 2{3.422} ¢
4c

2
nj = 2(3.422) =5.86
4

Aproximando este valor da 6, como valor de nj, que debe ser
el valor minimo de repeticiones que se realizaran para cada
tratamiento. Por lo tanto debera realizarse 4 repeticiones o
réplicas por bloque, lo que da un valor nj de:

nj = # bloques x # de réplicas =3 x 4 = 12

En donde 12 sera el nimero total de repeticiones que se
realizaran por tratamiento, lo que se cumplird con que nj sea
mayor o igual a 6 (28)

7.4.2.4 Andlisis estadistico: Con los datos obtenidos se elaborard una
curva de porcentaje de inflamaciéon versus tiempo, y se
calculard mediante integracién numérica (método trapecial) el
area bajo la curva como variable de respuesta. Con las areas
obtenidas para cada tratamiento, se realizari la prueba de
ANDEVA de dos vias y al establecer si existe diferencia entre
los tratamientos, se realizard la prueba de Dunnett para evaluar
el efecto antiinflamatorio de los tratamientos frente al control
negativo. Nivel de significancia (p < 0.05) (30).

- IR B Y
SO AT ]
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8. RESULTADOS

8.1 Rendimiento de la extraccion:

Para la realizacién de los extractos se utilizaron 932 g de hoja seca de
Crescentia alata HBK (morro), de los cuales se obtuvieron 202 g de extracto
Metanélico, 58 g de extracto Hexanico, 83.85 g de extracto Cloroférmico, 143 g
de extracto Cloroformo-Metandlico y 53.58 g de solidos disucltos de extracto
acuoso. De los extractos anteriores se les evalué actividad antiinflamatoria
unicamente a los extractos metandlico, cloroférmico y cloroformo-metanolico
ya que en el extracto etandlico y acuoso se obtuvo un rendimiento muy bajo.

8.2 Farmacologia experimental
8.2.1 Ensayo Texicolégico:

Se evalué la Dosis Letal Media (DL 50) del extracto Metanolico, que fue el

que presentd la mejor respuesta antiinflamatoria, en ratones albinos de 25
y 30 g de peso. No se observaron cambios en el comportamiento de los
animales de experimentacién a dosis de 250, 350 y 450 mg/Kg de peso.
Tampoco se observé muerte de ninguno de los sujetos experimentales. Por
lo tanto la toxicidad aguda es mayor de 450 mg/Kg de peso para el extracto
evaluado de Crescentia alata HBK (morro).

8.2.2 Ensayo antiinflamatorio:

Las tablas v las graficas que detallan los resultados de la evaluacion
antiinflamatoria se presentan a continuacion.



TABLA No. 1
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%, de inflamacion vrs. tiempo de los extractos Metandlico, Cloroformico, ¥ Cloroformo-Metandlico obtenidos a partir de hoja de

Crescentia alata HBK.
Tratamicntos: Blanco{Control - 3, Férmaco de Referencia (Control - ).

Dosis: 201 mg/Kg. de peso.

Variable de respuesta: valores de irea bajo la curva % de inflamacion vrs. tiempo.

ENSAYO: CONTROL {-) AGUA DESTILADA

Tiempo hrs % de Inflamacién
X Y, Y, Y Y, PROM. DESV. ST, | COF.VAR,
1 0,31 0.29 0.32 0.29 0.30 (.02 496
3 (.32 0.30 0.32 0.30 031 0.01 372
5 (.31 0.31 0.33 0.30 031 0.01 403
AREA 1.26 1.20 1.29 1.19
ENSAYO: CONTROL (+) FENIL BUTAZONA
Tiempo hrs % de Inflamacién
X Y, Y, Y; Y. PROM. DESY. ST. | COF.VAR.
1 0.34 (.34 0.33 0.33 0.34 001 1.72
3 0.31 .30 (.30 0.29 (.30 0.01 272
5 0,28 (.25 (25 027 0.26 0.02 571
AREA 1.24 1.19 1.18 1.18
ENSAYO: METANOLICD
Tiempo hrs % de Inflamacién
X Y Y; Ys Y, PROM. | DESY. ST. | COF.VAR
1 Q.30 0.31 0.35 0.34 0.33 0.02 732
3 (.31 .29 .30 0.29 4.30 0.01 3.22
5 Q.28 0.25 0.27 0.24 .26 0.02 7.02
AREA 1.20 1.14 1.22 1.16
ENSAYO: CLOROFORMICO
Tiempo hrs % de Inflamaciém
X Y, Y: Y, Y, PROM. DESY. ST. | COE VAR
1 (.35 0.33 0.34 0.33 .38 0.08 22.26
3 (.31 0.30 0.30 0.30 0.30 0.00 1.65
5 0.26 0.25 0.25 0.28 0.26 001 544
AREA 1.23 1.18 i.19 1.21
ENSAYO: CLOROFORMO - METANOLICO
Tiempo hrs % de Inflamacién
X Y, Y, Ys Y, PROM. DESV. ST. | COF.VAR
1 0.30 (.31 (.35 0.34 0.33 0.02 7.32
3 .30 0.29 0.31 2.29 0.30 0.01 3.22
5 0.25 0.24 0.26 .24 0.25 001 3.87
AREA 1.15 1.13 1.23 1,16
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Tabla de valores de disefio.

TABLA No. 2

Extractos: Metandlico, Cloroférmico, y Cloroformo-Metandlico obtenidos a partir de hoja de Crescentia alata HBK.

Dasis: 201 me/Kg. de peso.

Variable de respuesta: valores de area bajo la curva % de inflamacidn vrs. tiempo.

AREA BAJO LA CURVA

T

20

RATON CONTROL FBTZ METANOLICO CLOROFORMICO CLOR -MET.
1 1.26 1.24 1.20 1.23 1.15
2 120 119 114 1.18 1.13
3 12% 1138 1.22 119 1.23
4 1.19 1.18 1.16 121 116
PROMEDIO 082 0.80 0.79 0.80 0.78
DESY. ST. 0.64 0.62 0.61 0.62 0.60
COEF. VAR 77.59 77.51 77.54 7749 77.58
ANALISIS DE VARIANZA
FUENTE SC GL M F
TRATAMIENTOS 119 5 0.64 2.00
ERROR 9.57 30 0.32 {NS)
TOTAL 12.76 35
COMPARACION DURRETT
ES - 0.03 (NS) 0.87
FBTZ - Control -0.04 {NS)
-0.02 {(NS)
- 0.04 {NS)
-0.82 {NS)
CONCLUSION:

Debide a que las diferencia entre medias de iratamiento son mayores que el valor de diferencia critica de Dunnett, se concluye

que los tratamientos son significativamente diferentes al control (-).
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GRAFICA No. 2

EXTRACTOS METANOLICO, CLOROFORMICO Y CLOROFORMO-
METANOLICO DE HOJA DE Crescentia alata HBK {morro).

Comparacion de la dosis de 201 mg/Kg de peso de cada extracto contra los grupos
Control (-) v Farmaco de referencia

DISTRIBUCION DE LOS VALORES MAXIMOS, MINIMOS Y PERCENTILES

DE LA VARIABLE DE RESPUESTA
{Area bajo la curva del % de inflamacién vrs. Tiempo)
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$ 2 3 4 9
TRATAMIENTOS
Control (9

Fdrmaco de Referencia
Extracto Metandlico

Extracto Cloroférmico

S

Extracto Clor-Met.
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% de inflamacidn vrs. tiempo de los extractos Metanélico, Cloroférmicoe, y Clercformo-Metandlico obtenidos a partir de hoja de

Crescentia alata HBK.
Tratamientos: Blanco{Control - ), Farmaco de Referencia (Control + ).
Dosis: 175 mg/Kg. de peso.

Variable de respuesta: valores de area bajo la curva % de inflamacion vrs. tiempo.

ENSAYO: CONTROL (-) AGUA DESTILADA

Tiempo hrs % de Inflamacién
X Y, Y, Y Y, PROM. DESY.ST. | COEF.VAR.
1 0.25 0.31 0.29 0.25 0.28 0.03 10.91
3 025 0.27 0.32 0.31 0.29 0.03 11.49
S 0.32 0.24 0.28 032 0.29 0.04 13.21
AREA 1.07 1.09 1.21 1.19
ENSAYOQ: CONTROL (+) FENIL BUTAZONA
Tiempo hrs % de Inflamacion
X Y, Y, Y; Y. PROM. DESV.ST. | COEF.VAR.
1 0.28 0.28 0.24 031 0.28 0.03 10.35
3 0.19 0.27 0.23 0.27 0.24 0.04 15.96
5 0.16 0.25 0.21 0.23 0.21 0.04 18.18
AREA 0.82 1.07 0.91 1.08
ENSAYO: METANOLICO
Tiempo hrs % de Inflamacion
X Y, Y: Y, Yo PROM. DESV.ST. | COEF.VAR.
1 0.26 0.20 0.31 0.28 0.26 0.05 17.70
3 0.25 0.25 0.25 0.17 0.23 0.04 17.39
5 0.23 0.25 0.26 0.21 0.24 0.02 934
AREA 0.99 0.95 1.07 0.83
ENSAYO: CLOROFORMICO
Tiempo hrs % de Inflamacién
X Y, Y: Y; ¥ PROM. DESV.ST. | COEF.VAR
1 0.25 0.25 0.28 0.26 0.26 0.01 544
3 0.31 0.25 0.30 0.25 0.28 0.03 11.54
5 0.32 0.32 0.34 0.23 0.30 0.05 16.28
AREA 1.19 1.07 122 0.99
ENSAYO: CLOROFORMO - METANOLICO
Tiempo hrs % de Inflamacién
X Y1 Y: Ys Yy PROM. DESV. ST. COEF.VAR.
1 0.25 0.18 0.23 0.30 0.24 0.05 20.69
3 0.25 0.18 0.19 0.28 0.23 0.05 21.31
5 0.19 0.12 0.16 0.15 0.16 0.03 18.62
AREA 0.94 0.66 0.77 1.01
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TABLA No. 4

Tabla de valotes de diseiio.
Extractos; Mciandlico. Cloroformico, y Cloroformo-Metandlico obtenidos a partir de hoja de Crescentia alate HBE.
Dosis: 175 mg/Kg. de peso.

Vanable de respuesta: valores de area bajo la curva % de inflamacion vrs. Gempo,

AREA BAJO LA CURVA

RATON CONTROL FBTZ METANOLICO CLOROFORMICO CLOR—-MET,

1 1.07 0.82 0.99 1.19 0.94

2 1.09 1.07 0.95 1.07 0.66

3 121 0.91 1.07 1.22 0.77

4 1.19 1.08 0.83 0.99 1.01

PROMEDIO 0.76 0.65 0.64 0.75 0.56

. DESV. ST. 0.59 0.51 0.50 0.58 0.45
j COEF. VAR 77.79 78.93 78.40 78.25 80.50

ANALISIS DE VARIANZA

AT I O e il A L et

FUENTE SC GL CM F

TRATAMIENTOS 241 5 0.48 2.06
ERROR 7.04 30 0.23 (NS)
TOTAL 9.45 35

CONCLUSION:

Debido a que las diferencia enire medias de tratamiento son mayores que el valor de diferencia ¢ritica de Dunnett, s concluye

que los tratamientos con extracto Metanolico v Clroroformo-Metandlico son significativamente diferentes al Control (~}.
Debido a qus las diferencias entre medias de tratamiento son menores que el valor de diferencia critica de Dunnett, se concluye

que los tratamientos con extracto Cloroférmico no son diferentes al Control (=),
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GRAFICA No. 3

Crescentia alata HBK
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GRAFICA No. 4

EXTRACTOS METAN OLICO, CLOROFORMICO Y CLOROFORMO-
METANOQLICO DE HOJA DE Crescentia alata HBK (morro).

Comparacion de la dosis de 175 mg/Kg de peso de cada extracto contra los grupos
Control (-) y Farmaco de referencia

DISTRIBUCION DE LOS VALORES MAXIMOS, MINIMOS Y PERCENTILES
DE LA VARIABLE DE RESPUESTA
(Area bajo la curva del % de inflamacion vrs. Tiempo)
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TABLA No. 5

% de inflamacién vrs. tiempo de los extimctos Metandlico v Cloroformo-Metandlico obtenidos a partir de hoja de Cresceria i
alata HBK.

Tratamientos: Blanco(Cenatrol - ), Farmaco de Referenaaa (Control + ).
Dosis: 132 me/Ke. de peso.

Variable de respuesta: valores de area bajo 1a curva % de inflamacion vrs. tiempoe.

ENSAYO: CONTROL (-) AGUA DESTILADA

Tiempo hrs % de Inflamacién
X Y, Y: Y, Y, PROM. DESY. ST. COEF.VAR.
1 0.28 0.30 0.28 0.26 0.28 0.02 583
3 0.31 0.28 0.29 0.30 0.30 0.01 438
5 0.32 0.25 0.30 0.29 0.29 0.03 10.15
ARFEA 1.22 1,11 1.16 1.15

ENSAYO: CONTROL (+) FENIL BUTAZONA

Tiempo hrs % de Inflamacion
X Y} b Y Y PROM. DESY. 8T. COER VAR
1 0.29 0.30 0.29 0.25 0.28 0.02 7.85
3 0.28 0.28 0.23 0.27 0.28 0.00 1.80
5 0.25 0.25 0.24 023 0.24 0.01 3.95
| AREA 1.10 111 1.09 1.02

ENSAYO: METANOLICO

Tiempo hrs % de Inflamacion :
X Y Y; Y, Y. FROM. DESY, ST. COEF.VAR. !
1 0.29 0.26 0.29 031 0.29 0.02 1.17 :
3 0.28 0.27 0.28 0.27 0.28 0.01 2.10
b 0.24 0.27 0.24 0.27 0.26 0.02 6.79
AREA 1.09 L07 1.09 1.12

ENSAY(: CLOROFORMO - METANOLICO

Tiempo hrs % de Inflamacién
X Y, Y Y, Y, PROM. DESV.ST. | COEF.VAR.
1 0.31 0.31 0.30 0.29 0.30 0.01 3.17
3 0.27 0,27 0.30 031 0.29 0.02 717
5 0.27 0,28 0.29 0.28 0.28 0.01 29
ARFA 1.12 1.13 1.19 119




TABLA No. 6

Tabla de valores de disefio.

Extractos: Metandlico v Clorotformo-Metandlico obtenidos 2 partir de hoja de Crescentia alate HBK.

Dosis: 152 me/Kg. de peso.

Variable de respuesta: valores de area bajo la curva % de mflamacién vrs. tiempo.

AREA BAJO LA CURVA

RATON CONTROL FRTZ METANOLICO | CLOR— MET.
1 1.22 1.10 1.09 1,12
2 111 1.11 1.07 1.13
3 1.16 1.09 1.09 1.19
4 1.15 1.02 1.12 1.19
PROMEDIO 0.77 Q.72 0.73 .77
DESY. ST. (.60 .56 0.56 0.60
COEF. VAR 771.59 77.58 77.49 77.55

ANALISIS DE YARIANZA

FUENTE sC GL CM F

TRATAMIENTOS 4.49 5 0.90 4.00
ERROR 674 30 022 {(p<0.05
TOTAL 11,24 35

CONCLUSION:

28

Dehido a que las difercncia entre medias de trammiento son mayores gue el valor de diferencia critica de Dunnett, se concluye

que los tratamientos con extracto Metandlico son significativamente diferentes al Control (-).

Debido a que las diferencias entre medias de tratamiento son menores que ¢l valer de diferencia critica de Dunnett, se concluye

que los treiamientos con exiracto Cloroformo-Metanolice no son diferentes al Controi (-).
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GRAFICA No. 6

EXTRACTOS METANOLICO Y CLOROFORMO-METANOLICO DE HOJA DE
Crescentia alata HBK {morro).

Comparacion de la dosis de 152 mg/Kg de peso de cada extracto contra los EIupos
Control (-) y Farmaco de referencia

DISTRIBUCION DE LOS VALORES MAXIMOS, MINIMOS Y PERCENTILES
DE LA VARIABLE DE RESPUESTA
(Area bajo la curva del % de inflamacién vrs. Tiempo)

’32- N
AREA
BAJO
LA i
CURVA |
23 7
i 2 3 4 5
TRATAMIENTOS
Control {-)

Farmaco de Referencia
Extracto Metanslico

Ll

Exiracto Clor-Met.



TABLA No. 7

94 de inflamacion vrs. iempo del extracto Metandlico, obtenidos a partir de hoja de Crescentia alata HBE.
Tratamientos: Blanco(Control - ), Farmaco de Referencia (Control + ).

Dosis: 132 mg/Kg. de peso.

Variable de respuesta: valores de édrea bajo la curva % de inflamacién vrs. tiempo.

ENSAYO: CONTROL (-) AGUA DESTILADA

31

Tiempo hrs % de Inflamacién
X Y; Y: Ys Y, PROM. DESY.ST. | COEF.VAR.
1 0.33 0.34 0.31 0.32 0.33 0.01 3.97
3 0.33 0.36 0.35 0.35 0.35 0.01 3.62
5 0.34 0.37 0.35 0.34 .35 0.01 4,04
AREA 1.33 1.43 1.36 1.36
ENSAYO: CONTROL (+) FENIL BUTAZONA
Tiempo hrs % de Inflamacién
X Y, Y; Ys Y. PROM. DESV. ST. | COEF.VAR.
1 0.34 0.33 0.31 031 032 0.02 4.65
3 0.30 0.30 0.29 0.30 0.30 0.00 1.68
5 0.28 0.25 0.25 0.25 0.26 0.02 583
AREA 1.22 118 1.14 1.16
ENSAYO: METANOLICO
Tiempo hrs % de Inflamacién
X Yi Yz Ys Y PROM. DESV. ST. COEF.VAR.
1 0.32 0.35 0.36 0.31 0.34 0.02 7.1
3 0.32 0.32 0.36 0.38 0.35 0.03 8.70
5 0.31 0.32 0.32 0.30 0.31 0.01 3.06
AREA 1.27 1.31 L40 1.37




Tabla de valores de disefio.

TABLA No. 8

Extracto: Metanélico, obtenidos a partir de hoja de Crescentia alata HBK.

Deosis: 132 mg/Kg. de peso.

Variable de respuesta: valores de érea bajo la curva % de inflamacién vrs. tiempo.

AREA BAJO LA CURVA
RATON CONTROL FBTZ METANOLICO
1 1.33 1.22 1.27
2 1.43 1.18 1.31
3 136 1.14 1.40
4 136 L.16 1.37
PROMEDIO 0.91 0.78 0.89
DESV. ST. 0.71 0.61 0.69
COEF. VAR 77.54 .53 77.63
ANALISIS DE VARIANZA
FUENTE SC GL CM F
TRATAMIENTOS 6.76 5 1.35 6.01
ERROR 6.75 30 0.22 (p=<0.05)
TOTAL 13.51 35
COMPARACION T
ES -0.13 (NS) 0.73
FBTZ - Control -0.02 (NS)
-0.91 (p<0.05)
-0.91 (p<0.05)
-0.91 (p<0.05)
CONCLUSION:

32

Debido a que las diferencias entre medias de tratamiento son menores que el valor de diferencia critica de Dunnett, sc concluye

que los tratamientos con extracto Metanolico no son diferentes al Control (-).
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GRAFICA No. 8§
EXTRACTO METANOLICO DE HOJA DE Crescentia alata HBK (morroj.

Comparacion de la dosis de 132 mg/Kg de peso de cada extracto contra los grupos
Control (-) y Farmaco de referencia

DISTRIBUCION DE LOS VALORES MAXIMOS, MINIMOS Y PERCENTILES
DE LA VARIABLE DE RESPUESTA
(Area bajo la curva del % de inflamacién vrs. Tiempo)
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TABLA Neo. 9

% de inflamacion vrs. Hempe del extracto Mctanilico. obtenidos a partir de hoja de Crescentia alate HBE.
Tratamientos: BlancofControl - ), Fairmaco de Referencia (Control + ).
Dosis: 115 mg'Kg. de peso.

Variable de respuesta: valores de drca bajo la curva % de inflamacion vrs. tiempo.

ENSAY(: COXTROL (- AGUA DESTILADA

Tiempo hrs % de Inflamacién
X Y, 1: Ys ¥, PROM. DESY. 5T. COEF.VAR.
1 (.33 0.34 0.31 0.32 0.33 0.01 3.97
3 .33 0.36 0.35 0.35 0.35 0.01 3.62
5 (.34 0.37 0.35 034 0.35 0.01 4.04
AREA 133 1.43 1.36 1.36
ENSAYO: CONTROL (+) FENIL BUTAZONA
Tiempo hrs % de Inflamaciéon
X Y, Y: Y, Y, FROM. DESV.ST. | COEF-VAR.
1 (.34 0.33 031 031 0.32 0.02 4.65
3 (.30 0.30 0.29 0.30 0.30 0.00 168
5 0.28 0.25 025 0.25 0.20 0.02 583
AREA 1.22 1.18 1.14 1.16
ENSAYO: METANOLICO
Tiempo hrs % de Inflamacién
X Y, Y Y, Y, PROM. DESY. ST. | COEF.YAR.
1 0.34 0.33 0.33 0.36 0.34 0.01 4.16
3 0.34 0.33 0.32 0.34 .33 0.01 288
s (.36 0.36 0.37 0.38 .37 0.01 261
AREA 1.38 1.35 1.34 1.42
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TABLA No. 16

Tablz de valores de disefio.
Extracto: Metanolico. obtenidos a partir de hoja de Crescentia alaia HBK.
Dosis: 115 mg/Kg. de peso.

Variable de respuesta: valores de drea bajo la curva % de inflamacion vrs. tiempo.

AREA BAJO LA CURVA

RATON CONTROL FBTZ METANOLICO
1 1.33 1.22 1.38
2 1.43 1.18 1.35
3 1.36 1.14 1.34
4 1.36 1.16 1.42
PROMEDIO 0.91 0.78 0.92
DESY. ST. 0.71 0.61 0.71
COEF. VAR 77.54 77.53 77.52

ANALISIS DE VARIANZA,

FUENTE sC GL CM F
TRATAMIENTOS 6.89 5 1.38 6.02
ERROR 6.87 36 0.23 (p<20.05)
TOTAL 13.76 35
COMPARACION DURRETT
ES - (.13 (NS) 0.73
FBTZ - Control -0.00 (NS)
-0.91 {(p<(r.05)
- 391 (p<0.05)
-391 (p<(0.05)

CONCLUSION:

Debido que las diferencias entee medias de tratamiento son menores que el valor de diferencia critica de Dunnett, se concluye que

los tratamientos con extracto Metandlico no son diferentes al Control ().
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GRAFICA No. 10
EXTRACTOS METANOLICO DE HOJA DE Crescentia alata HBK (morro).

Comparacion de la dosis de 115 mg/Kg de peso de cada extracto contra los grupos
Control {(-) y Farmaco de referencia

DISTRIBUCION DE LOS VALORES MAXIMOS, MINIMOS Y PERCENTILES
DE LA VARIABLE DE RESPUESTA
(Area bajo la curva del % de inflamacion vrs. Tiempo)
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TABLA No. 11

% de inflamacion vrs, tiempo del extracto Metandlico, obtenidos a partir de hoja de Crescentia elata HBE.
Tratamientos: Blanco{Control - ). FArmaco de Referencia {Contrel - ).
Dosis: 100 mg/Kg. de peso,

Variable de respuesta: valores de drea bajo la curva % de inflamacion vrs. tempo.

ENSAYD: CONTROL (-) AGUA DESTILADA

39

Tiempo hry % de Inflamacitn
X ¥, Y, Yy Y, PROM. DESV.ST. | COEF.VAR
1 0.33 0.34 0.31 0.32 0.33 0.01 3.97
3 0.33 0.36 (.35 0.35 .35 0.01 3.62
5 0.34 0.37 (.35 0.34 0.35 0.01 4.04
AREA 1.33 1.43 1.36 1.36
ENSAY(: CONTROL(+) FENIL BUTAZONA
Tiempo hrs % de Inflamacién
X Y, Y, Yy Yy PROM. DESV. ST. | COEF.VAR
1 0.34 0.33 0.31 0.31 .32 0.02 4.65
3 0.30 0.30 0.29 0.30 0.30 0.00 1.68
5 028 0.25 0.25 0.25 .26 0.02 5.83
AREA 1.22 118 1.14 L.16
ENSAYO: METANOLICO
Tiempo hrs % de Inflamacién
X Y; Y; Y, Y4 PROM. DESV. SI. [ COEF.VAR
1 032 0.35 0.36 0.35 0.35 0.02 5.02
3 0.32 0.34 035 (.38 0.35 0.02 7.19
5 038 0.38 .40 0.38 0.39 0.01 2.60
AREA 134 141 1.46 1.49
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TABLA No. 12

Tablz de valores de disefio.

Fatracto; Metandlico, obtenidos a partir de hoja de Crescentia alata HBK.

Dosiis: 100 mg/Kg. de peso.

Variable de respuesta; valores de area bajo la curva % de inflamacién vrs. tiempo.

AREA BAJO LA CURVA
RATON CONTROL FBTZ METANOLICO

1 1.33 1.22 1.34

2 1.43 1.18 141

3 1.36 114 1.46

4 1.36 L16 149
PROMEDIO 091 0.78 0.95
DESY. ST, 0.71 0.61 0.74
COFF. VAR. 77.54 77.53 77.64

ANALISIS DE VARIANZA

FUENTE 8C GL CM F
TRATAMIENTOS 710 5 142 6.02
ERROR 7.07 30 0.24 (p<0.05)
TOTAL 14.17 35
COMPARACION DURRETT
ES -0.13 (NS) 0.75
FBTZ - Conirol 0.04 (NS)
-0.91 (p<0.05)
-0.91 {p<0.05)
- 0.91 {p<0.05)

CONCLUSION:
Debido que las diferencias entre medias de tratamiento son menores gue el valor de diferencia critica de Dunnett, se concluye que

los tratamientos con extracto Metandlico no son diferentes a] Control (),
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GRAFICA No. 11

Crescentia alata HBK
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GRAFICA No. 12

EXTRACTOS METANOLICO DE HOJA DE Crescentia alata HBK (morre).

Comparacion de la dosis de 100 mg/Kg de peso de cada extracte contra los grupos
Control (-} y Farmaco de referencia

DISTRIBUCION DE LOS VALORES MAXIMOS, MINIMOS Y PERCENTILES
DE LA VARIABLE DE RESPUESTA
(Area bajo la curva del % de inflamacion vrs. Tiempo)
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8.3 Caracterizacion Fitoquimica: A continuacién se presentan las tablas con los
resultados del tamizaje macro y semimicro:
TABLA No. 13

INWSTIGACION DE TAN]NOS )
TuhoNo . N,

o 1ger0preclpltad0 T
N Prcc1p1tado ]

Prec' itado gnsaceo. o

TABLA No. 14

INVESTIGACION DE ALCALOIDES
Ruultado .
_ Contml ngero precnpltadocafc_

] c:11docaf_
1 L:eropreclpnado café claro

TABLA Ne. 15

INWSTIGACIONDE FLAVONIDES e
| estado o
r0.| obscuro_ . _ 5

obsco N

| Cafero_]lzoobscuro o 7
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Investigacién de Saponinas: test de espuma:
Capa de espuma persistente: 1.9 ¢cm.

Estos resultados se consideraron dudosos por lo que se procedié a confirmar su
presencia por medio de Cromatografia en Capa Fina, obteniéndose los siguientes
resultados:

TABLA No. 16

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA
INVESTIGACION DE ALCALOIDES

Medios Fisicos Cromdgenos (uimicos |
Rf Luz ultra Violeta Dragendorf
254npm |  365mm
0.64 Café rojizo
0.45 Café obscuro
0.28 Café claro

TABLA No. 17

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA
INVESTIGACION DE FLAVONOIDES

Medios Fisicos Cromogenos Quimicos
Rf Luz ultra Violeta Reactivo de productos naturales
254nm |  365nm

0.85 Amarillo

0.60 Amarillo

0.51 Anaranjado

0.41 Anaranjado

0.28 Celeste violeta




TABLA No. 18

CROMATOGRA'F TA EN CAPA FINA
INVESTIGACION DE SAPONINAS

43

Medios Fisicos Cromoégenos Quimicos
Rf Luz ultra Violeta Liebermann-Burchard
254nm |  365nm
0.25

Ligeramente amarillo
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

9.1 Farmacologia Experimental:

9.1.1 Ensayo Texicolégico: El extracto Metandlico no fué toxico a dosis de
250,350 y 450 mg/K g de peso debido a que no se observaron cambios en
el comportamiento de los animales, ni muerte alguna; como consecuencia
de ello la DLsy es mayor de 450 mg/Kg de peso, para la hoja de
Crescentia alata HBK (morro).

9.1.2

Ensayeo antiinflamatorio:

92.1.2.1

9.1.2.2

9.1.23

9.1.2.4

Extracto Hexanice y Acuoso: S¢ contd con un rendimiento
bajo de muestra después de la extraccion con éstos solventes
por lo que no se evalud actividad antiinflamatoria.

Extracto Metanélico: Los resultados que se obtuvieron
demostraron que éste extracto posee actividad antiinflamatoria
estadisticamente significativa a dosis de 201,175 y 152 mg/Kg
de peso, no asi a 132, 115 y 100 mg/Kg de peso, por lo que se
puede inferir que en éste extracto se encuentra extraido el
compuesto responsable de la actividad antiinflamatoria de la
hoja de Crescentia alata HBK (morro).

Extracto  Cloroférmico: Los resultados obtenidos
demostraron que solo a 201 mg/Kg de peso posee actividad
antiinflamatoria estadisticamente significativa, por lo que se
puede inferir que por cosolubilidad en el extracto Cloroférmico
se extrajeron pequefias canttdades del compuesto responsable
de la actividad antiinflamatoria, que se encuentra en el extracto
Metanélico de hoja de Crescentia alata HBK (morro)

Extracto Cloroformo-Metandlico: Los resultados obtenidos
demostraron que solo a 201 y 175 mg/Kg de peso posee
actividad antiinflamatoria estadisticamente significativa, por lo
que se puede inferir, al igual que el extracto Cloroférmico, que
se extrajeron pequefias cantidades del compuesto responsable
de la actividad antiinflamatoria, que se encuentra en la hoja de
Crescentia alata HBK (morro).

9.2 Tamizaje macro y semimicro: se ha reportado que los Taninos y Flavonoides
poseen entre otras actividades accion antibacteriana. Los Alcaloides
generalmente ejercen algun tipo de actividad farmacolégica, usualmente sobre el
sistema nervioso central. Las Saponinas cuentan entre otras propiedades con
accion antiinflamataoria. (4,35, 36, 37).

Las propiedades que poseen estos metabolitos determinaron la importancia de
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realizar un tamizaje macro y semimicro del extracto que presenté la mejor
respuesta antiinflamatoria, obteniendose los siguientes resultados.

9.2.1 Taninos: Los resultados de precipitacion proporcionaron una evidencia
preliminar de la presencia de Taninos. Por los resultados de color se
presume presencia de Taninos tipo Catecol. (Ver tabla No. 13)

9.2.2 Alcaloides: Los resultados no proporcionan evidencia concluyente en lo
referente a la presencia o ausencia de Alcaloides. (Ver Tabila No. 14)

9.2.3 Flaveneides: Por los resultados de precipitacion y coloracién se presume
presencia de flavonoides. (Ver tabla No. 15)

9.2.4 Saponinas: La espuma persistente por mas de 30 minutos proporciona
una evidencia preliminar de la presencia de Saponinas.

9.3 Tamizaje por medios Cromatogrificos:

9.3.1 Alcaloides: No hay una evidencia consistente de la presencia de alcaloides
¥a que la fluorescencia del Extracto no es igual o similar a Ia del estandar.
El estandar fluorece de color naranja v el extracto florece de color café.
{Ver tabla No. 16)

9.3.2 Flavonoides: Se presume presencia de Flavonoides de tipo Naftoflavonas
y Monnas las cuales fluorecen de color celeste y amarillo
respectivamente, segin estindar, encontrandose en el extracto una
coloracion celeste violeta a un Rf de 0.28 y una coloracién amarillenta a
un Rf de 0.60 y 0.85. (Ver tabla No. 17). Sin embargo la bibliografia
reporta que fluorecen de color amarillento las Flavonas, Flavonoles y
Flavonones, e intensamente azul los acidos fenol carboxilicos (34)

9.3.3. Saponinas: Se presume presencia de Saponinas ya que se observa en la
fluorecencia de color ligeramente amarillento a un Rf de 0.25 del mismo
color que fluorece el estandar de Saponinas. (Ver tabla No, 18).

T T RTAAGA)
o

—_—
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19. CONCLUSIONES

10.1 El extracto Metanolico de hojas de Crescentia alata HBK (morro) posee actividad
antiinflamatoria significativa a dosis de 201, 175 y 152 mg/Kg de peso.

10.2 El extracto Cloroformico de hojas de Crescentia alata HBK (morro) posee actividad
antiinflamatoria significativa unicamente a dosis de 201 mg/Kg de peso.

10.3 El extracto Cloroforme-Metanolico de hojas de Crescentia alata HBK (morro) posee
actividad antiinflamatoria significativa a dosis de 201 y 175 mg/Kg de peso.

10.4 A dosis de 132, 115 y 100 mg/Kg de peso ningin extracto de hojas de Crescentia
alata HBK posee actividad antiinflamatoria significativa.

10.5 La dosis Letal Media (DL 50) es mayor de 450 mg/Kg de peso para los extractos de
hoja de Crescentia alata HBK {morro).

10.6 Existe una evidencia preliminar de la presencia de Taninos tipo catecol, Flavonoides
tipo Naftoflavonas y Morinas, asi como de Saponinas.
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11. RECOMENDACIONES

11.1  Complementar el estudio de evaluacion antiintlamatoria Fase III de la hoja de
Crescentia alata HBK (morro), hasta aislar el principio activo responsable de la
actividad antiinflamatoria.

11.2  Realizar estudios de actividad antiinflamatoria u otras actividades farmacologicas
a las otras especies de Crescentia.
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ANEXO No. 1

CLASIFICACION BOTANICA

REINO ...t e Vegetal Plantae
SUBREINO:.......cooeeeie e Embryobtenta
DIVISION ..o Magnoliophyta
CLASE ... et e Magnoliopsida
SUB-CLASE:.......ooiieie e e Asteridae
ORDEN ...ttt erieae Scrophulariales

weerenenen. Blgnoniaceae

GENERO ..o Crescentia

ESPECIE ... e en s e e Crescentia alata

31
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ANEXO No. 2

DESCRIPCION DE LA ESPECIE

Habito:

Arboles bajos, raramente de 12 mts. de alto, con una copa redondeada o extendida,
el tronco de 50 cms. de didmetro, corto, las ramas gruesas, y algunas veces
intercaladas; corteza café claro, escamosa o profundamente fisurada, fibrosa.

Hojas:

Trilobuladas o en el estado juvenil, algunas veces simples o bilobuladas, el peciolo
ampliamente alado y semejante a foliolos; los foliolos sésiles, lineares a
angostamente obovaladas, enteros, obtusos o redondeados en el apice, cuneados en
la base, coridnceos, algunas veces lepidotos en el envés.

La forma en cruz de las hojas hizo que los espafioles pensaran que €sta planta era un
simbolo cristiano de la cruz. Esta forma de hoja sirve para diferenciar ésta especie
de la Crescentia cujete.

Flores:

Caliz bilabiado, profundamente dividido, de 1.5-2 cms. de largo, glabro.

Corola de 6-7 cms de largo, verduzca y café purpura o amarillento, algunas veces
con venas de color rosa parpura. Las flores despieden un olor desagradable.

Frutos:
De forma subglobuloso de 10 a 30 cms de didmetro.
(9, 10,11,16,17,19,20)
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DIBUJO DE LA PLANTA
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DIBUJOS DE CRESCENTIA ALATAY CRENCENTIA CUJETE

(Diferencias)

. Crescentia cujete
{A) Habito; (B) Fruto; (C) Ovario, (D) Flor; (E) Corola; y

C.alala
(F) Hibito, (G) Fruto

Crescentia cujete I,
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ANEXO No. 5

SOLUCION PARA EL PLETISMOMETRO

La solucion para el pleismémetro digital Ugo Basile Cat No. 7150
se prepara de la siguiente forma:

El compuesto de mojado provisto (4 a 5 ml/l) el cnal minimiza gotas
y la formacion del menisco pra medidas mas exactas.

Cerca de 6 milimoles de un cloruro univalente de un metal alcalino
(NaCl, LiCl, RbCl, Cs Cl). En la practica 0.4 a 0.5 g/l de sal comin (NaCl)en 0.3 a
0.4 para el reservorio de 0.7 litros.

Todo lo anterior se agrega al agua destilada. (24)
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ANEXO No. 6

FARMACOLOGIA SOBRE FENILBUTAZONA

A. FENILBUTAZONA:

Son compuestos de origen sintético que derivan del pirazol compuesto
heterociclico con 2 dtomos de nitrogeno v 3 de carbono, la fenilbutazona y su sal
sodica soluble, deriva de su forma endlica, es una pirazolidinadiona, con dos
funciones ceténicas y un grupo felino egregado.

Accién analgésica y antipirética: El efecto antipirético no se ha estudiado
extensamente en seres humanos. Midiendo la accién analgésica por elevacién
del umbral al dolor puede observarse una analgesia con esas drogas semejantes a
los salicilatos. En caso de dolor de origen no reumatico, su eficacia como
analgésico es inferior a la de los salicilatos. En pacientes con dolor somitico
producido por facturas, en el postoperatorio y postparto se ha observado una
evidente disminucion de la intensidad del dolor como también en procesos
reumaticos, artritis renmatoidea, osteoartritis o astrosis y fibrositis.

Accién antiinflamatoria: posee notables efectos atiinflamatorios y se ha usado
frecuentemente para mejorar el rendimiento de caballos de carreras. Accidn
semejante se observa en procesos reumdticos crémicos, enm los del tipo
inflamatorio, como artritis reumatoidea, accion antirreumatica, disminuyendo el
dolor, la tamefaccion, la rigidez articular. En el ataque agudo de gota, producen
inhibicion rapida del proceso inflamatorio agudo.

B. Toxicidad: Muchos pacientes casi no toleran la fenilbutazona y en 10 a 45% de

los enfermos surge algin efecto adverso v es necesario interrumpir el uso del
farmaco en 10 a 15% de las veces. Los trastornos pueden ser gastrointestinales,
edemas, erupciones cutaneas, hepatitis, aleteraciones nerviosas y hematicas.

Los efectos adversos mas graves incluyen iilcera péptica (o su reacctivacién) con
hemorragia o perforacion, reacciones de hipersensibilidad del tipo de
enfermedad del suero. Los trastornos gastrointestinales consisten en nuseas,
vomitos, diarrea.

Los edemas, se producen por retencion de electrolitos y agua; no son muy
frecuentes, pero dicha retencién puede seguirse de isuficiencia cardiaca.
Erupciones cutineas; eritematosas, papulosas, vesticulares y purpiricas, de
origen alérgico, alérgia tipos I, 11, 111

Hepatitis con ictericia, puede ser grave.

Trastrornos nerviosos; vértigos, alteraciones visuales, excitaciones o depresion
nerviosa.

Trastornos sanguineos; anemia, que puede ser aplastica, leucopenia,
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trompocitopenia, agranulocitosis.
Es importante vigilar con enorme cuidado al paciente que recibe fenilbutazona y
hacer estudios hematicos frecuentes, también hay que pesarlo periodicamente
para detectar oportunamente la retencién excesiva de sodio y agua. El farmaco
debe administrarse solo por lapsos breves que no excedan de una semana, e
incluso, en tales casos, la incidencia de efectos adversos molestos de de casi
10%. El farmaco esta contraindicado en sujetos con hipertencion, disfuncién
cardiaca, remal o hepatica, antecedentes de ulceras pépticas, disgrasias
! sanguineas o hipersensibilidad al medicamento. Los efectos toxicos con mas
frecuentes en ancianos. No es conveniente utilizarlos en nifios menores de 14
; afios de edad.
C. Modo y mecanismo de accién: La accién antipirética posee un modo de accién
central.
La accion analgésica es central y sobre todo periférica.
La accién antiinflamatoria es directa sobre los tejidos, disminucién de la
permeabilidad capilar, con intervencion de las kininas. La fenilbutazona inhibe
in vitro e in vivo la biosintesis de las prostanglandinas PGE2 PGF2x
(principales en la inflamacién, también en las PGD2 PGE, PGI2 o
prostaciclina, actuando sobre la inzima ciclooxigenasa o prostaglandina
sintetasa, la inhibicion enzimdatica se realiza en los focos inflamatorios y
constituye el mecanismo esencial de la accién antiinflamatoria de la droga. Lo
mismo sucede para la accidén analgésica correspondiente al modo de accion
periférico en que la fenilbutazona impide la sensibilizacion de los receptores
dolorosos, producida por las prostaglandinas PGEl, PGE2, PGF2, a la
estimulacién nerviosa provocada por la bradiquinina, la accién antipirética
obedece a la inhibicion de las sintesis de las prostaglandinas citadas
anteriormente.

D. Aplicaciones terapeuticas: En la actualidad, la fenilbutazona no se considera en
farmaco mas indicado en trastorno alguno, aunque a veces es usado para
combatir la gota aguda y en artritis reumatoide y cuadros simtlares.(25,26,27)
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