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RESUMEN

La investigacion se llevd a cabo para determinar el efecto gastroprotector del
extracto etandlico de las hojas de Caléndula officinalis L. Las hojas de caléndula
tienen importantes propiedades que pueden ser empleadas en la industria
farmacéutica. Adicionalmente se han encontrado sustancias con un alto efecto
gastroprotector. El extracto etandlico se obtuvo mediante extraccion por maceracion
en un periodo de una semana que se obtuvo un rendimiento en base seca mayor al
30 % . La investigacidon tuvo como objetivo determinar el efecto gastroprotector del

extracto etandlico de las hojas de «Caléndulax.

La muestra se administré mediante sonda nasogastrica a diferentes niveles de dosis
en un total de 21 ratas albinas machos cepa Holtzman, 7 ratas control positivoy 7
ratas control negativo, de acuerdo con el procedimiento del Manual de Técnicas de
Investigacion del CYTED. Se usaron ratas albinas machos (cepa Holtzman) de 8 -
10 semanas de edad con un peso promedio de 220 - 250 g; provenientes de las

instalaciones del bioterio de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

El proceso de cuarentena para la aclimatacion a las condiciones ambientales y
conductuales sera de cinco dias. En los resultados de obtenidos para cada
concentracion existi6 presencia de metabolitos como flavonoides, alcaloides,
compuestos fendlicos. Con una concentracién de 1000mg/kg con un porcentaje de
eficacia al 80% y en comparacion con el Omeprazol, se pudo evidenciar que las
concentraciones ensayadas de 1000 mg/kg., 500mg/kg y 250 mg/kg. tienen un

efecto gastroprotector y significante pero que no superan al Omeprazol con 100%.

Palabras claves: Efecto gastroprotector, extracto etandélico, omeprazol, Caléndula

officinalis.



ABSTRACT

The research was carried out to determine the gastroprotective effect of the ethanolic
extract of the leaves of Calendula officinalis L. Calendula leaves have important
properties that can be used in the pharmaceutical industry. Additionally, substances
with a high gastroprotective effect have been found. The ethanolic extract was
obtained by extraction by maceration in a period of one week, which obtained a yield
on a dry basis greater than 30%. The objective of the investigation was to determine
the gastroprotective effect of the ethanolic extract of the leaves of

«Calendulax».

The sample was administered by nasogastric tube at different dose levels in a total
of 21 Holtzman strain male albino rats, 7 positive control rats and 7 negative control
rats, according to the procedure of the CYTED Research Techniques Manual. Male
albino rats (Holtzman strain) 8-10 weeks old with an average weight of 220-250 g
were used; from the facilities of the animal farm of the Peruvian University Cayetano
Heredia.

The quarantine process for acclimatization to environmental and behavioral
conditions will be five days. In the results obtained for each concentration, there was
the presence of metabolites such as flavonoids, alkaloids, phenolic compounds. With
a concentration of 1000mg / kg with an efficacy percentage of 80% and in
comparison, with Omeprazole, it was possible to show that the concentrations tested
of 1000mg / kg., 500mg / kg and 250mg / kg. They have a significant and
gastroprotective effect but do not exceed Omeprazole with 100%.

Keywords: Gastroprotective effect, ethanolic extract, omeprazole, Calendula
officinalis.



l.  INTRODUCCION

La ubicacién geogréfica del Per( y su diversidad climética permiten a las personas
cultivar una variedad de plantas medicinales, algunas de las cuales se consideran

innovadoras y esperanzadoras para el desarrollo del pais.

Estas plantas son consideradas como productos potencialmente atractivos en el
mercado internacional, con nuevas propiedades sensoriales, médicas y nutricionales,

gran potencial de demanda y altas posibilidades comerciales a mediano y largo plazo.

En nuestro pais, un estudio realizado durante 2016-2019, mostr6é que la tasa de
prevalencia de ulcera péptica por cada 1000 pacientes sintomaticos sometidos a
endoscopia era del 83,09 % que es el caso mas comun de ulcera duodenal. Sin
embargo, las ulceras gastricas han ido en aumento en los ultimos afos, que se
caracterizan por un elevado sangrado e indigestion. Entre las plantas prometedoras
se encuentran las hojas de la Caléndula officinalis L. (Caléndula) es una planta
cultivada principalmente en la sierra norte del Perl. Estas hojas son cotizaciones
naturales, consideradas por locales y extranjeros como una alternativa prometedora
a la proteccion del estbmago, y son un elemento esencial del desarrollo sostenible

en estas areas.

El uso de las plantas medicinales se ha dado desde hace mucho tiempo. Las
diferentes culturas han logrado su propia flora terapéutica, la cual se ha transmitido

por tradicion oral por generaciones.

La biodiversidad para nuestro pais toma importancia por sus especies vegetales, de
las 5000 plantas utilizadas 4000 son nativas y solo 600 son de fuera. El total de estas
plantas se aplican en 49 casos diferentes, de todos ellos 1400 son de uso medicinal.
El uso de la medicina alternativa, en los paises desarrollados es cada vez mayor; en
cuanto a los paises en via de desarrollo es frecuente su uso ya que econémicamente
le es factible. (1-2)



La Organizacion Mundial De La Salud, promueve entre sus estados miembros la
incorporacion y el uso de las plantas medicinales bajo la denominacion de medicina
tradicional trazandose objetivos bésicos como el de introducir en los sistemas
nacionales de salud la medicina tradicional, asi como su uso racional, mejorar el
acceso Yy la disponibilidad, promoviendo a su vez la calidad, efectividad y seguridad

de la medicina tradicional ampliando la base de conocimientos. (3)

La ulcera péptica es una enfermedad relativamente frecuente y heterogénea, debido
a diversos factores; bacterianos, farmacoldgicos, psicolégicos, estilo de vida,
ambientales y anatomicos, que en combinacion o aisladamente hacen un
desequilibrio entre los componentes defensivos y agresivos de la mucosa

gastroduodenal, lo que conduce a una lesién de estbmago y/o duodeno. (4)

Por su preferencia relativa de esta enfermedad es necesario su prevencion vy
tratamiento, desarrollandose asi una serie de medicamentos bien para reducirla o
eliminarla. En el Perq, la gastritis crénica es una de las principales causas de consulta

médica. (5)

Algunas plantas medicinales se utilizan en nuestro pais con propiedades
gastroprotectoras, incluida la investigacion de sus efectos farmacolégicos, como el
matico (6), sangre de grado, aloe (7), achiote (8), etc. Las plantas prometedoras
incluyen las hojas de Caléndula officinalis L. (CALENDULA), que crecen

principalmente en las tierras altas del norte de Peru.

Basandonos en estudios ya realizados que los usaremos en nuestro trabajo de
investigacion como antecedentes nacionales e internacionales, se muestran a

continuacion:

Inocente T. (2017). Mutisia acuminata es una especie botanica que posee
folcléricamente propiedades antiulcerativas, por lo tanto, se estudié su actividad. La
metodologia usada fue la obtencién de hojas y preparar extracto hidroalcohdlico, con
la marcha fitoquimica se determiné la presencia de metabolitos secundarios y con la

técnica de Lee 1979 se evidencio la actividad anti ulcerativa en varias



concentraciones preparadas, la evidencia farmacoldgica se reporto en ratas albinas
64 animales con los cuales se formaron 8 grupos de 8 animales y el farmaco ulcerativo
fue naproxeno. Los resultados mostraron que el extracto exhibia actividad a 400 y
600 mg/kg. En comparacién con el grupo estandar de ranitidina y omeprazol,el efecto
inhibidor de la ulcera gastrica fue del 68% y 82%, respectivamente, y el efecto
inhibidor de este ultimo fue del 64%. La conclusion es que cuando la concentracion

es de 400y 600 mg/kg, Mutisia acuminata tiene un efecto gastroprotector. (9)

Reyes L. (2019). Realizé el estudio “efecto gastroprotector del extracto
hidroalcohodlico de Vaccinium corymbosum (arandano) sobre las Ulceras gastricas
inducidas en Rattus norvegicus var. Albinus”. Usaron 24 ratas con peso entre 220 —
240 g distribuidos en 4 grupos, el primero recibi6 agua a voluntad, el segundo
indometacina 120 mg/Kg via intraperitoneal, el tercero ranitidina 100 mg/Kg via oral
+ indometacina 120 mg/Kg y el cuarto grupo ardndano 600 mg/Kg + indometacina
120 mg/Kg. Hallaron que en el grupo del ardndano disminuyé el nimero de Ulceras
en forma significativa respecto al grupo control indometacina. Concluyen que el
ardndano tuvo efecto gastroprotector en ratas en ratas inducidas a Ulcera géstrica.
(10)

Coronel E. (2016). Empled Linum usitatissimum (linaza) para evaluar el efecto
protector sobre la mucosa gastrica. La metodologia us6 el modelo experimental de
Robert 1979 el cual emplea etanol al 70% para logar el efecto sobre la membrana a
una dosis de 10 ml/kg. Se emplearon ratas albinas como sujetos de experimentacion
los cuales fueron divididos en 6 grupos experimentales a los cuales fueron
administrados las diferentes concentraciones de linaza y el control positivo. Los
resultados segun la evaluacion por la escala de Marhuenda, demostraron que lalinaza
posee efecto gastro protector, provocando la regeneracién de la mucosa y mejorando
las lesiones provocadas por la sustancia irritante administrada. Se concluye que una
medida para tratar la ulcera gastrica concomitante es la Linum usitatissimum (Linaza)
(11)

Pandey S, et al. (2018). Desarrollaron el estudio “in vitro, in vivo de la actividad
antiulcerosa del &cido ferulico”. Emplearon extracto etandlico del acido ferdlico

obtenido de plantas medicinales, en tres niveles de dosis; 10 mg/kg, 20 mg/kg y 40



mg/Kg. Para provocar Ulcera gastrica usaron el método de ligadura de piloro, y
meétodo quimico inducido por etanol, histamina y acido acetil salicilico. Evidenciaron
gue el &cido ferdlico disminuy6 la secrecion del acido clorhidrico, disminuyo la
peroxidacion lipidica y el indice de ulcera, comprobaron que aumento del pH e inhibio
a la enzima ATPasa K*/H*. Concluyen que el acido ferulico presenté actividad

antiulcerosa en ratas albinas. (12)

Shukla I, et al. (2019). Desarrollaron el estudio “efecto gastroprotector de la
formononetina contra la ulceracion gastrica inducida por etanol en ratas mediante el
aumento de marcadores citoprotectores y la reduccién de la expresion del gen
apoptético”. Emplearon la FMN (formononetina) es una isoflavona del trébol rojo.
Usaron ratas albinas, fueron divididas en 5 grupos; Los primeros tres grupos
recibieron FMN (25 mg / kg, 50 mg / kg y 100 mg / kg), el cuarto grupo recibié
omeprazol 20 mg / kg y el quinto grupo recibi6 etanol absoluto 5 ml / kg, todos los
cuales se tomaron oralmente. Luego de una hora de la administracién del inductor de
Ulcera gastrica (etanol) las ratas fueron sacrificadas, se realizé analisis bioquimico,
microscoépicos y macroscopicos. Hallaron, que el FMN aumentd los niveles de
glutation y disminuyé los niveles de malondialdehido, asimismo se observo
citoproteccion frente a Ulceras gastricas, se restablecio los niveles de 6xidonitrico, en
andlisis histolégicos se observo inhibicion de lesiones gastricas en ratas tratadas con
FMN. (13)

Sanalkumar K, et al. (2018). Desarrollaron el estudio “efecto antiulceroso del extracto
de rizoma de Curcuma longa L contra ulcera péptica inducida por aspirina en ratas”.
Elaboraron un extracto hidroalcohdlico con etanol 50% del rizoma Curcuma longa L,
en el equipo extractor Soxhlet. Usaron acido acetil salicilico 500 mg/kg con agente
guimico para estimular Ulcera gastrica a ratas Wistar. La ranitidina 50 mg/Kg fue
empleado como farmaco control positivo, las dosis del extracto fueron; 250 mg/kg,
500 mg/kg y 1000 mg/Kg. Hallaron que el extracto protegio la mucosa gastrica de
manera significativa frente a la induccion de Ulcera gastrica, probablemente por
accion sinérgica de los taninos, alcaloides, triterpenos y flavonoides identificados en
el extracto. Concluyen que el extracto del rizoma de C. longa tuvo efecto antiulceroso

en ratas albinas inducidas a Ulcera gastrica. (14)



El presente trabajo contribuird con el conocimiento sobre la actividad del extracto
etanolico de las hojas de Caléndula officinalis L. (CALENDULA) en ratas albinas
cepas Holtzman, en el tratamiento de la Ulcera géastrica, por tanto, ayudara a hacer
frente al aumento de la farmacorresistencia en el plan de tratamiento actual

proponiendo nuevas alternativas de tratamiento.

Aportaremos evidencias cientificas sobre el manejo terapéutico del extracto etandlico
de las hojas de Caléndula officinalis L. (CALENDULA) en ratas albinas cepas

Holtzman en la poblacion y se orientara su produccion con fines terapéuticos.

La biodiversidad de plantas medicinales permitira su uso para la prevencion y el
tratamiento de enfermedades en este caso el tratamiento de la Ulcera gastrica;
ofreciéndonos un potencial Unico para el descubrimiento y desarrollo de agentes

bioactivos. (15)

Los resultados de este trabajo de investigacion brindaran respaldo cientifico para
el uso seguro de las plantas estudiadas y beneficiaran a los productores y vendedores
del extracto etandlico de las hojas de Caléndula officinalis L. (CALENDULA)
generaran mayor demanda por su efectividad. Aportando a la industria farmacéutica
y a la comunidad cientifica, e incentivando futuras investigaciones para beneficiar a

los pacientes que padecen Ulcera gastrica.

El objetivo de este estudio es determinar el efecto gastroprotector del extracto
etandlico de hojas de Caléndula officinalis L. (CALENDULA), disefiado para promover
el conocimiento cientifico y encontrar posibles metabolitos secundarios en funcién de
la concentracion. Se expresa en porcentaje y proporciona una base para la posibilidad
de formular y desarrollar farmacos orales a partir de los principios efectivos
responsables de esta caracteristica. Este estudio se comparé con el efecto

gastroprotector del omeprazol.



Los objetivos especificos son:

Identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico de las hojas
de Caléndula officinalis L. (CALENDULA).

Determinar la concentracion del extracto etandlico de las hojas de Caléndula
officinalis L. (CALENDULA) con efecto gastroprotector en ratas albinas cepa

Holtzman.

Comparar el efecto gastroprotector del extracto etandlico de las hojas de Caléndula
officinalis L. (CALENDULA) y el farmaco de Omeprazol en ratas albinas cepa

Holtzman.

Se establece la siguiente hipétesis en el estudio: El extracto etandlico de las hojas
de Caléndula officinalis L. (CALENDULA) presenta efecto gastroprotector en ratas

albinas cepa Holtzman.



ll. MATERIALES Y METODOS

2.1 ENFOQUE Y DISENO DE LA INVESTIGACION

Cuantitativo por su enfoque, ya que la investigacion comprobd la hipotesis aplicando
analisis estadistico.

Experimental: se manipulara la variable dependiente.

Transversal por su temporalidad, porque el estudio evalué las muestras una sola vez

y en un determinado momento.

Aplicada por su propdsito, porque el estudio se llevé a cabo de forma practica a

través de procesos experimentales.
2.2 POBLACION Y MUESTRA
Poblacion:

Constituida por tres kilogramos de hojas Caléndula oficinales L. (CALENDULA) de la
provincia de Carhuaz, ubicado a 34 km del departamento de Ancash a una altura de
2688 m.s.n.m.

Muestra:

Muestra Vegetal:

Se usaran 3 kg de las hojas de Caléndula officinalis “CALENDULA” de una parcela

de 15m2 de didmetro donde se desarrollan en estado silvestre.

Muestra animal:

En cuanto a la unidad de andlisis se utilizaron Treinta y seis ratas albinas machos

(cepa Holtzman) de 6 — 8 semanas de edad con un peso promedio de 220 + 20 g.

La muestra que se utilizé estuvo conformada de 6 grupos de 5 ratones cada uno

formados al azar, recibiendo cada grupo un tratamiento distinto.



2.3 VARIABLES DE INVESTIGACION

En el siguiente estudio se presentara como variable principal nuevas oportunidades

de tratamiento, es una variable cuantitativa y su escala de medicion es longitudinal.

Variable independiente: Extracto etandlico de las hojas de Caléndula officinalis L
(Caléndula).

Definicién _conceptual: Producto obtenido por maceracion, para la extraccion de

compuestos bioactivos, concentrado, conservado y almacenado en envase ambar.

Administrado en diversas concentraciones.

Definicién operacional: Maceracion en alcohol 70% por 10 dias, para la extraccion de

compuestos bioactivos y luego concentrado en estufa a 40 °C
Variable dependiente: Efecto Gastroprotector

Definicién conceptual: Actividad gastroprotector del Extracto etandlico de las hojas de

Caléndula officinalis L (Caléndula).

Definicién operacional: Evaluaciéon del extracto etanodlico de las hojas de Caléndula

officinalis L. (Caléndula).

2.4 TECNICAS E INSTRUMENTO DE RECOLECCION D DATOS

Para la recoleccion de la informacion se utilizé la ficha Ad doc. Elaboradas por el
investigador para todos los procesos experimentales, registrando los datos obtenidos
los cuales permitieron llegar a posibles conclusiones.

Equipos e instrumentos
Para el trabajo se utilizaron los siguientes equipos:

e Balanza gramera. - para el pesado de las ratas albinas.
e Balanza analitica. - para el pesado de las hojas de “Caléndula”
e Estufa. - para el secado de las hojas de “Caléndula”

e Rotavapor. - para la extraccion de alcohol de las hojas de ““Caléndula”



Materiales

Para el trabajo se utilizaron los siguientes materiales:

Material estéril de Laboratorio
Papel Kraft

Matraz Erlenmeyer

Embudo

Papel filtro

Tubos de ensayo

Pipetas

Reactivos

Para el trabajo se utilizaron los siguientes reactivos:

Reactivo de Mayer

Reactivo de gelatina al 1%

Reactivo de Reineckato

Reactivo de Sonneschein

Reactivo de Wagner

Reactivo de Cloruro Férrico

Reactivo de Shinoda (magnesio + &cido clorhidrico concentrado)
Reactivo de Dragendorff

Alcohol de 96°C

Etanol

Cloroformo

Agua destilada

Isopropanol

Metanol

Reactivo de Tricloruro de Aluminio al 2%
Acetato de sodio 1 M

Estandar de Quercetina

Omeprazol



2.5. PROCESO DE RECOLECCION DE DATOS

Los datos fueron analizados por el sistema estadistico SPSS para determinar la
significancia de los datos y determinar la robustez del proceso investigativo. Se
desarrollo un ANOVA para determinar las pruebas paramétricas de varianza, media

y promedio, finalmente se determind el p=valor para la significancia entre grupos.

2.5.1. Procedimiento experimental (etapal)

e Secado de las hojas de “Caléndula”
Se procedié a separar las hojas de las ramas con cuidado y recolectarlas, se
lavaron con agua destilada para quitarle toda la suciedad, luego se pone en papel
Kraft para luego ser llevado a la estufa a una temperatura de 40 °C; se utiliz6 esta
temperatura para no alterar los metabolitos que queremos evaluar. Se peso un total

de 500 gramos de hojas de Caléndula officinalis “Caléndula”.

e Extraccion etandlicade las hojas de “Caléndula”
Una vez ya secas las hojas de la Caléndula se colocaron en un recipiente
adecuado para verter el solvente de etanol con lo cual se extrajo los metabolitos
gue pueden tener, la muestra se macerd por una semana (7 dias) con agitacion
constante y protegidos de la luz para no alterar los metabolitos.
Después del tiempo transcurrido la muestra se filtré con papel Whattman #40, para

no dejar pasar las hojas y si solo liquido para nuestros analisis posteriores. (16)

e Extracto seco de las hojas de “Caléndula”
Para el procedimiento del extracto seco se llevo el extracto filtrado al rotavapor,
equipo que fué utilizado para la evaporaciéon del solvente; este equipo consta de
una vasija de calentamiento donde pusimos el agua destilada, un brazo que sujeta
el balén donde fué depositada la muestra y al otro extremo un refrigerante que tiene
una terminacion para el recojo del alcohol en la muestra. Este trabajo fué a una
temperatura controlada que no debe de exceder los 50°, después de un tiempo
transcurrido la muestra fue llevada a la estufa a 40° donde se obtuvo el extracto

seco que formo melcocha (extracto seco).
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La muestra fue recolectada en envase protegido de la luz y guardada a
temperatura de 2 a 8 °C hasta su utilizacion para la prueba de solubilidad, marcha

fitoquimica y dosificacion para el efecto Gastroprotector.

2.5.1.1. Marcha Fitoquimica

Es una de las pruebas méas importantes de las ciencias farmacéuticas para
determinar las propiedades farmacoldgicas que posee una especie botanica
mediante la determinacion de sus metabolitos activos. Para ello es necesario
obtener la parte atil de la planta, aquella que contenga la mayor cantidad de
principios activos y extraerlos por diferentes métodos utilizando solventes de
diferentes polaridades. Son pruebas de precipitacion y coloracién de tipo
cualitativo, el extracto es sometido a la accidén de diferentes reactivos y estos a su
vez revelan la presencia del analito fitoquimico. Los metabolitos primarios son
compuestos que las plantas utilizan para su crecimiento y desarrollo sin
propiedades terapéuticas para el ser humano sin embargo los metabolitos
secundarios son los productos de desechos que excretan las plantas pero que
poseen propiedades farmacol6gicamente importantes y en algunas condiciones

muy enérgicas (toxicas)

La prueba consiste en preparar una bateria de tubos de ensayos y colocar en ellos
una alicuota del extracto y enseguida los reactivos para cada uno de los grupos

guimicos a analizar.

Prueba para Alcaloides:

Este ensayo es de tipo cualitativo de precipitacion, en el se puede determinar la
presencia de alcaloides segun la reaccidén quimica entre el reactivo y el sustrato
correspondiente. Para dar como positivo la presencia del metabolito es necesario

gue al menos 4 de las reacciones den positivas.

Reaccion de Precipitacion con Rvo. De Mayer. - alicuota de la muestra de
estudio mas 5 gtas del Rvo. de Mayer. La presencia positiva estara determinada

por la formacion de un precipitado blanco cremoso.
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» Reaccion de Precipitacion con Rvo. De Reineckato. - alicuota de la muestra de
estudio mas 5 gtas del Rvo. de Reineckato. La presencia positiva estara
determinada por la formacion de un precipitado floculante de color rosa.

» Reaccion de Precipitacion con Rvo. De Sonneschein - alicuota de la muestra
de estudio mas 5 gtas del Rvo. de Sonneschein. La presencia positiva estara
determinada por la formacion de un precipitado de color naranja.

» Reaccion de Precipitacion con Rvo. De Wgner - alicuota de la muestra de
estudio mas 5 gtas del Rvo. de Wagner. La presencia positiva estara determinada
por la formacion de un precipitado de color marron

» Reaccion de Precipitacion con Rvo. De Dragendorff - alicuota de la muestra de
estudio mas 5 gtas del Rvo. de Dragendorffr. La presencia positiva estara

determinada por la formacion de un precipitado de color naranja.

e Prueba para Taninos:

» Reaccion de Precipitacion con Rvo. de Gelatina - alicuota de la muestra de
estudio mas 5 gtas del Rvo. de gelatina. La presencia positiva estara determinada

por la formacion de un precipitado de color blanco

e Prueba para Flavonoides:

» Reaccion de coloracion con Rvo. de Shinoda - alicuota de la muestra de estudio
mas 5 gtas del Rvo. de shinoda. La presencia positiva estara determinada por la
formacion de un color roja para flavonoles y algunas veces azul o verde son
consideradas positivas. Las chalconas y auronas dan coloracion roja directamente

por adicién de acido clorhidrico concentrado.

e Pruebade Compuestos Fendlicos:

» Reaccion de coloracién con Rvo. Cloruro Ferrico.- alicuota de la muestra de
estudio mas 5 gtas del Rvo. de FeCl3. La presencia positiva estara determinada

por la formacion de un color azul, verde o negra.
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Metabolitos Primarios

A.- Prueba para Azucares.

» Reaccion de coloracién con Rv Fehling A y B.- alicuota de la muestra de
estudio mas 5 gtas del Rvo. de Fehling A y B, luego bafio maria. La presencia

positiva estara determinada por la formacion de un color anaranjado ladrillo.

B.- Prueba para Almidon.

» Reaccion de coloracion con Rv Lugol. - alicuota de la muestra de estudio mas
5 gtas del Rvo. de Lugol. La presencia positiva estara determinada por la

formacién de un color azul oscuro

C.-Prueba para Cetonas.

» Reaccion de Precipitacion con Rvo. 2,4 Dinitrofenilhidrazina (DNPH) alicuota
de la muestra de estudio mas 5 gtas del Rvo. de 2,4 DNPH. La presencia positiva
estara determinada por la formacion de un precipitado amarillo o naranja rojizo.

Los resultados fueron los siguientes. Ver tabla N° 7

2.5.1.2. Pruebade solubilidad:

Para la prueba de Solubilidad tuvimos que contar con el extracto seco de Caléndula
officinalis “Caléndula”. Tomamos una pequena cantidad de muestra seca y la
colocamos en los tubos de ensayo para luego verter unos 3 a 5 mL de los solventes
como (Alcohol de 96°, Metanol, Cloroformo, Agua e Isopropanol) esta prueba nos da
referencia en que solventes es mas soluble la muestra a tratar. Debemos tener en
cuenta la Polaridad del disolvente por que este le da propiedades de solubilizacién

a diferentes solutos. Ver tabla N° 6
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2.5.1.3. Cromatografia

Son técnicas analiticas simples, se puede realizar con muy poca muestra, es una
técnica ampliamente usada en los controles de toda clase de productos naturales.
También puede ser empleado como ensayo semicuntitativo comparando las

intensidades de las manchas visualizadas con patrones adecuados.

La deteccion de los compuestos separados generalmente se realiza por métodos
generales o especificos, la luz UV permite detectar sustancias que absorben a la

longitud de onda larga 365nm y de onda corta a 254 nm.

A.- Cromatografia en capa fina para Alcaloides
Para la prueba de cromatografia en capa fina para alcaloides se uso la placa
Cromatografica de la marca Merck (TLC Silica gel F254) como fase estacionaria,
para la fase mévil se uso el diluyente de elucion de Metanol: Agua en proporcion
de (25:75) respectivamente. Para la comparacioén se us6 un estandar de Cafeina
en concentracion de 10 mg/ mL el cual se inyecto 5 pl, caso similar con la muestra
de Caléndula officinalis “Caléndula”. En la placa Cromatografica se aplica 5 pl del
estandar y de muestra y una vez terminada la corrida se seca la placa en la plancha
de calentamiento hasta evaporar todo el solvente, caso seguido se evidencia las
manchas de desplazamiento en la luz UV 254 nm. Para la identificacion de
alcaloides en la muestra se rocia acido sulftrico al 2 % y luego elreactivo de
Dragendorff, como revelador, para una evidencia positiva se tiene quever manchas
naranjas. Las muestras de Caléndula officinalis “Caléndula”, dio positivo para

alcaloides.

B.- Cromatografia en capa fina para flavonoides
Para la prueba de cromatografia en capa fina para alcaloides se uso la placa
cromatografica de la marca Merck (TLC Silica gel F254) como fase estacionaria,
para la fase movil se usé el solvente de elucién de Butanol: Agua: Acido acético
glacial en proporcion de (20:15:5) respectivamente, esta mezcla se coloc6 en una
pera de bromo de 250 mL y se agito, se evidencia la formacion de dos fases, la fase

movil es la menos densa.
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Para la comparacion se us6 un estandar de Quercetina en una concentracién de
10 mg/ mL el cual se inyecto 5 pl a la placa Cromatografica, caso similar con la

muestra de Caléndula officinalis “Caléndula”.

En la placa Cromatografica se aplica 5 pl del estdndar y de muestra una vez
terminada la corrida la muestra es secada en una plancha de calentamiento, hasta
evaporacion del solvente, se evidencia las manchas en la luz UV a 254 nm, y se
usa como revelador el tricloruro de aluminio, para una muestra positiva es
caracteristico de manchas amarillas. La muestra de Caléndula officinalis

“Caléndula” dio positivo para flavonoides.

2.5.2. Procedimiento experimental (etapa Il)

El presente trabajo tuvo como objetivo primero la determinacién de la Toxicidad
Aguda Oral en ratas, para analizar si el extracto etandlico de la “Caléndula” causa
mortalidad o signos adversos en los animales de experimentacion y segundo la

determinacién de la Actividad gastroprotectora del extracto del en estudio.

En los ensayos realizados la administracion del extracto fue por la via oral.

En la prueba farmacologica el extracto fue administrado mediante sondas
nasogastricas a diferentes niveles de dosis en un total de 30 ratas albinas machos
(250, 500 y 1000 mg/kg de peso corporal), 5 ratas control positivo (Omeprazol 20
mg/kg), 5 ratas inducidas sin tratamiento y 5 ratas control negativo (normales) todas
de la cepa Holtzman, de acuerdo con el procedimiento citado en el Manual de
Técnicas de Investigacion del CYTED. (17)

Se realizaron observaciones del proceso ulcerativo generado por la administracion de
un agente ulcerogénico, que fue el etanol absoluto, en una proporcion de 1ml/ 200g
por 7 dias. Al otro dia después de la induccién el extracto etandlico en estudio fue
administrado por 21 dias por via oral a los animales de experimentacion y se evalud

el efecto gastroprotector ante los dafios generados en la induccion.
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El extracto etandlico de Caléndula (Caléndula officinalis) presenta Actividad
Gastroprotectora en el modelo estudiado, a las dosis de 250, 500 y 1000 mg de

muestra/Kg peso corporal.

2.5.2.1. Parte experimental:

Se determiné la Toxicidad Aguda por via oral en ratas, segun Guia OECD — Test 423
y la evaluacion Gastroprotectora por via oral del extracto etandlico de Caléndula
(Caléndula officinalis L.) mediante la técnica citada en el Manual del Cyted.(18)

2.5.2.2. Animales de experimentacion

Fueron usadas ratas albinas machos (cepa Holtzman) de 8 - 10 semanas de edad
con un peso promedio de 220 - 230 g; provenientes de las instalaciones del Bioterio
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. El proceso de cuarentena para la
aclimatacién a las condiciones ambientales y conductuales fue de cinco dias. El total
de animales fueron distribuidos en tres grupos de 3 ratas con una repeticion y un
control, para la prueba de toxicidad y otros 6 grupos de 5 animales por tratamiento,
con un grupo control, para la prueba farmacoldgica. En total 36 animales para todo
el ensayo. Los procedimientos aplicados en el cuidado de los animales usados
durante la prueba cumplen con las directivas aceptadas en las Normas o Guias

Internacionales para el Cuidado y Manejo de los animales de experimentacion.

El control adecuado de las condiciones ambientales y las técnicas adecuadas del
cuidado animal son necesarios para dar resultados significativos. La alimentacién se

realizé con alimento balanceado para roedores y agua ad libitum.
2.5.2.3. Dosificacion y tratamiento de animales:
e Toxicidad aguda oral

La prueba incluy6 un tratamiento con una repeticion y un grupo control. La dosis
tratada fue de 2000 mg de producto/Kg de rata. El volumen de administracion del
extracto Etanolico fue de 1 mL. La muestra fue disuelta con agua destilada y

administrada en dosis Unica, mediante el uso de una sonda nasogastrica.
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La mortalidad fue observada diariamente hasta los 14 dias.

Adicionalmente se realizaron observaciones diarias para ver si hubo mortalidad
0 si se produjeron efectos adversos durante todo el tratamiento. Los tratamientos
y sus respectivos valores de concentracion ensayados son detallados en la

siguiente Tabla:
Tabla N° 01: Tratamientos de experimentacion

Dosis ((mg / Kg pc) N° de animales Machos Peso por grupos (g)
2000 3 222.18
2000 (repeticion) 3 224.76
Control 3 227.84

Fuente: Elaboracion propia

2.5.2.4. Observaciones y Sintomatologia

Cada animal fue sacado de su jaula durante los 14 dias de evaluacion, para realizar
la observacion que incluyd: comportamiento general, piel, ojos, hocico, cavidad oral,
abdomen, y genitales externos.
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Tabla N° 02: Signos y sintomas evaluados

PARAMETROS /RESPUESTA AGUA| ALCOHOL | OMEPRAZOL | MP MP MP
1000mg/kg | 500mg/kg | 250mg/kg

1SNC ACTIVIDAD MOTORA

Temblores finos en el cuerpo
Temblores fuertes en el cuerpo
Fasciculaciones

Convulsiones clénicas
Convulsiones ténicas
Convulsiones mixtas

Reaccion a la alarma

1 SNC ACTIVIDAD

MOTORA
Actividad motora
Ataxia

Perdida del reflejo de
enderezamiento
Analgesia

Anestesia

perdida del reflejo corneal
Perdida del reflejo pineal
Pardlisis de las patas anteriores
Pardlisis de las patas posteriores
Reaccién a la alarma
0JOS

Exoftalmia

Enoftalmia

Ptosis palpebral

Tamafio de la pupila
Nistagmus

Lacrimacion

OREJA

Palidez

Hipertermia

Cianosis

EFECTOS GENERALES
Salivacién

Reaccion al tacto
Ereccion de la cola

Pilo ereccion

Miccion

Diarrea

Priapismo

Movimiento circular
Temperatura rectal
EFECTOS SUBJETIVOS
Agresivo

Pasivo

Temeroso

OTRAS OBSERVACIONES
Muerte subita

Muerte lenta

Fuente: Elaboracion propia

2.5.2.5. Resultado de toxicidad oral:

El extracto etandlico de Caléndula officinalis L. (CALENDULA) no produjo mortalidad
en las dosis administradas con una repeticion durante los 14 dias de evaluacion de
este estudio. La DL50 por via oral de la muestra diluida en Agua destilada es mayor
a 5000 mg de producto/Kg de peso corporal (> 5,0 g/ Kg de peso corporal) (Ver Tabla
9).
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2.5.2.6. Determinacién de la actividad gastroprotectora

La prueba incluyo un total de seis grupos, cada uno con 5 animales. Los tratamientos
y Sus respectivos valores de concentracion ensayados son detallados en la siguiente
tabla:

Tabla N° 03: Tratamientos de experimentacion

Grupo Animales Dosis (mg/kg pc)
Control 5 -
Inducidos sin 5 -

tratamiento

Omeprazol 5 20
Dosis 1 5 250
Dosis 2 5 500
Dosis 3 5 1000

Fuente: Elaboracion propia

Pc: Peso corporal

La induccion para la generacion del dafio ulcerativo se realizé con etanol absoluto en

una proporcion de 1 mL/200 g. Esta induccion fue realizada por 5 dias.

Luego de este proceso, se iniciaron las administraciones orales de las muestras del
extracto etanolico en estudio en tres dosis: 250, 500 y 1000 mg/kg peso corporal y del
control positivo, Omeprazol 20mg/kg peso corporal, por Veintian dias para evaluar el
efecto. Hay que tomar en cuenta que ademas se tienen 2 grupos mas, uno control,
con animales sanos, y uno denominado inducidos sin tratamiento, que son los
animales a los cuales se les generd dafio, pero no recibieron tratamiento con la
muestra.

Trascurridos los dias de administracion se realiz6 la eutanasia a todos los animales
de los grupos ensayados por dislocacion cervical, e inmediatamente se procedio a la
necropsia de estos con la diseccién y extraccion de los estdbmagos por el tercio
anterior de la linea media abdominal, extrayéndose el estbmago y abiertos por la
curvatura mayor, lavandose cuidadosamente con cloruro de sodio 0.9 % (Suero

fisiol6gico). Estos se extendieron sobre una tabla mediante alfileres.
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Se evaluo la severidad de las lesiones gastricas midiendo el tamafio de las lesiones
en milimetros usando un Vernier, marca Mitutoyo, y contando el nimero de estos en
cada caso, asi como la valoracion de las ulceras formadas segun la escala de

Marhuenda.

Tabla N° 04: Evaluacién de lesiones (Segun Marhuenda)

tigiios Puntaje
0 1 2 3
Peérdida de pliegues de | No presenta Si presenta
mucosa
Decoloracion de la mucosa No presenta Si presenta
Edema No presenta Si presenta
Hemorragia No presenta Si presenta
Numero de petequias Ninguno De1-5 De 5—- 10 Mas de 10
Intensidad de la uiceracion | No presenta | Ulcera menor de | Ulcera mayor | Ulcera
dlicera imm de 1Tmm perforada

Fuente: Marhuenda R, Bravo D. Manual de Farmacoterapia. Madrid: Elsevier
2005 (19)

e Hemograma

Al término del ensayo (21 dias), se procedié a obtener sangre por puncién cardiaca
de los animales ensayados (muestras y control). La muestra de sangre fue
colectada en tubos heparinizados. Se procedio luego a determinar principalmente
el hematocrito, Ademas del conteo de globulos rojos, hemoglobina, glébulos

blancos, formula leucocitaria, plaquetas.

La determinacion del hematocrito, hemoglobina y glébulos rojos nos dan un indice
de pérdida de sangre en las ulceras hemorragicas producidas por la induccién, y
ademas un alcance del nivel de recuperacién o cicatrizacion de las ulceras con la

administraciéon de las muestras.
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e Determinacion del hemograma:

Se realiz6 el hemograma (hematocrito, conteo de hematies, glébulos rojos,

glébulos blancos, plaquetas y hemoglobina) de los animales de experimentacion al

final del ensayo.

GRUPO

Control

Inducidos
sit

Omeprazol
Dosis 1

Dosis 2

Dosis 3

DOSIS
(mg/ Kg)

20
250
500

1000

Hto
(%)

52.4 +2.08

38.75+1.23

65.25+1.11
57.53+1.04
58.3+0.85

61.15+1.13

Hb
(g/dL)

14.85+0.31

8.07+0.64

18.51+0.77
16.53+0.61
16.65+0.76

17.58+0.83

Fuente: elaboracion propia

GR
(108x uL)

7.7+0.64

7.51+0.88

9.67+0.25
8.76+0.09
8.69+0.42

9.35+0.18

GB
(103x uL)

7.88+2.92

12.66+1.97

11.16+1.68
8.18+2.69
6.2+0.81

10.63+2.67

Pq
(103x uL)

1039.25+165.26

786.27+216.56

1451.00+£221.14
1153.5+£117.89
1236.75+283.88

1443.00+226.28

Hto =Hematocrito Hb= Hemoglobina GR=GIbbulos

rojos GB= Glébulos blancos Pg=Plaquetas

* p < 0.05= Existen diferencias significativas con respecto al
grupo control

Tabla N° 05: Hemograma obtenido al final del tratamiento con Caléndula

Nivel de
significancia

P >0.05

*p <0.05
*p<0.05
*p <0.05

*p <0.05

De acuerdo con los resultados obtenidos se observa que hay diferencias significativas

en las determinaciones del hemograma completo en los valores de hematocrito,

hemoglobina, glébulos rojos, y plaguetas con respecto al grupo inducidos sin

tratamiento a un nivel de significancia de p < 0.05 en las dosis de 250, 500 y 1000

mg/kg peso corporal
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Se observo con respecto a la determinacion del hemograma especificamente a las
determinaciones de hematocrito, hemoglobina y glébulos rojos, un efecto dosis
dependiente, con una relacion directa entre las dosis administradas (250. 500, 1000
mg/kg peso corporal) y los efectos producidos en los aumentos de los valores

hematoldgicos en los animales.

Condiciones ambientales:

Durante la duracion de la prueba, los parametros ambientales registrados en el area

de experimentacion son los siguientes:

Temperatura (°C) 23.5
Humedad (%) 66 %
Luz, Oscuridad 12L: 120
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2.6. METODOS DE ANALISIS ESTADISTICOS

Para este proyecto de tesis usaremos 3 métodos estadisticos estandarizados:

Escala de Marhuenda: Se utilizar para calificar el grado y aspecto de la mucosa de
las ratas inducidas.

Prueba de Tunkey: Es un método que tendra como fin comparar las medias
individuales provenientes de un analisis de varianza de varias muestras sometidas a
tratamientos distintos.

Andlisis de Varianza: (ANOVA) de una via se usa para definir si existen diferencias
estadisticamente significativas entre las medias de tres 0 mas grupos.

2.7. ASPECTOS ETICOS

Este proyecto de investigacién para la salud se ejecutara de acuerdo a los tres
principios universales de investigacion: Respeto por las personas, Beneficencia y
Justicia.

Asi como el uso adecuado de las muestras biologicas con fines de investigacion y la
aplicacién de metodologias que no vulneren los principios bioéticos.
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3.1 De las pruebas de solubilidad

RESULTADOS

Tabla N° 6: Solubilidades del extracto de Caléndula officinalis

EXTRACTO SECO RESULTADOS
DE LAS HOJAS DE
SOLVENTES CALENDULA
Alcohol 96°C +++
Cloroformo -
Extracto seco en
Agua tubos de ensayo -
Isopropanol +
Metanol +

Fuente: Elaboracion propia
Donde: (-) Insoluble (+) Poco soluble (++) Soluble (+++) Muy soluble

En la tabla 1, se puede apreciar la solubilidad del extracto seco de las hojas de la
caléndula con diferentes solventes, donde indica ser mas soluble en alcohol y menos

soluble en cloroformo y agua.

3.2 De la marcha fitoguimica

Tabla N° 7: Marcha fitoguimica del extracto seco de las hojas de caléndula

IDENTIFICACION DE METABOLITOS PRIMARIOS

CONSTITUYENTES ,
) ENSAYO REACCION
QUIMICOS

Azucares Fehling Ay B (++)
Almidén Lugol ()
Cetonas 2,4 DNPH )
Aminoéacidos Ninhidrina (++)

Fuente: Elaboracion propia

Donde: (+++) Abundante (++) Moderado (+)
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IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS
CONSTITUYENTES 3
. ENSAYO REACCION
QUIMICOS
Rvo. Wagner Coloracion marron (++)
_ Rvo. Dragendorff Precipitado rojo o naranja (+++)
Alcaloides : i
Rvo. Reineckato Color lila (++)
Rvo. Mayer Coloracion blanquecina (+)
Rvo. Shinoda Color rojo intenso (+++)
Compuestos —
o Rvo. Cloruro Férrico Color verde (+)
Fendlicos y . _
) Rvo. Gelatina al 1% Precipitado blanco (++)
Flavonoides i
Rvo. De Bortranger Color rojo (+++)
Aceite Rvo. Sudan llI Color rojo (+)

Fuente: Elaboracion propia

Donde: (+++) Abundante (++) Moderado (+)

Toxicidad Aguda Oral

El extracto etandlico de Caléndula officinalis L. (CALENDULA) no produjo mortalidad
en las dosis administradas con una repeticion durante los 14 dias de evaluacion de
este estudio. La DL50 por via oral de la muestra diluida en Agua Destilada es mayor

a 5000 mg de producto/Kg de peso corporal (> 5,0 g/ Kg de peso corporal) (Ver Tabla

8).

Leve ()

Ausencia

Tabla N° 8: Resultados de la Toxicidad Aguda Oral

Dosis Mortalidad Machos
(mg/Kg pc) Muertos/Total
2000 0/3
2000 (repeticion) 0/3
Control 0/3

Fuente: Elaboracion propia

Pc: peso corporal

25




Tabla N° 9: Resumen de Observaciones después de la administracion de los extractos y controles

PARAMETROS /IRESPUESTA

AGUA

ALCOHOL

OMEPRAZOL

MP 1000mg/kg

MP 500mg/kg

MP 250mg/kg

1SNC ACTIVIDAD MOTORA

Temblores finos en el cuerpo

Temblores fuertes en el cuerpo

Fasciculaciones

Convulsiones clénicas

Convulsiones ténicas

Convulsiones mixtas

Reaccién ala alarma

wnZlZzIZZ 22

wZIZIZ2IZ2Z2n

wnZlzZZZ 22

wlZIZIZ2Z2 2| wn

Z|IZ|IZZ2Z21 22

ZIZzlzZz(Z|lZ2Z22

ISNC ACTIVIDAD MOTORA

Actividad motora

Ataxia

z| =2

(722 )]

zZ| 2

zZ| 2

z| =z

zZ| 2

Perdida del reflejo de enderezamiento

=

n

=

=

=

=

Analgesia

Anestesia

perdida del reflejo corneal

Perdida del reflejo pineal

Pardlisis de las patas anteriores

Pardlisis de las patas posteriores

Reaccién a la alarma

Z|IZ|IZ|1Z|Z2(Z2| 2

Z|Z|Z2|nlunlnl wn

Z|IZ|IZ|1Z|Z2(Z2| 2

ZIZzlIZ|IZ| 222

Z|IZ|IZ|1Z| 22| 2

ZIZz|IZ|IZ| 222

0JOS

Exoftalmia

Enoftalmia

0wl 2

Ptosis palpebral

Tamafio de la pupila

Nistagmus

Lacrimacion

ZlZzl 2|22 2

ZlZzl 2|22 2

ZlZzlZ2|Z21Z2| 2

ZlZz|lZ2|Z21 2|2

ZlZzlZ2|Z21Z2| 2

OREJA

Palidez

Hipertermia

Z| 2

Cianosis

Pzl =d 4

0nln

Z|1Zlwn

zZ|Zl 2

Z|1Zl 2

=

EFECTOS GENERALES

Salivacion

Reaccién al tacto

Ereccién de lacola

Pilo ereccion

Miccién

Diarrea

Priapismo

Movimiento circular

mnzZlZInzZIZ2n| 2

Z|1Z2ZInlnl nlZ2ln

nZZlnl unl n nl2

nZZlnl nl n nl2

0N ZZlnl unl n nlz

0 ZZlnlunl unl unlZ2

Temperatura rectal

EFECTOS SUBJETIVOS

Agresivo

Pasivo

n

Temeroso

OTRAS OBSERVACIONES

Muerte subita

Muerte lenta

Fuente: Elaboracion propia
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Donde:

No presenta (N) Si presenta (S) No pudo observarse (-)

e Actividad Gastroprotectora

El extracto etandlico de Caléndula officinalis L. (CALENDULA) presenta Actividad
Gastroprotectora en el modelo estudiado, a las dosis de 500 y 1000 mg de muestra/Kg

peso corporal.

En referencia a las mediciones realizadas al tamafio de las lesiones gastricas, a las
valoraciones del dafio ulcerativo y a los porcentajes de inhibicion, los datos son

mostrados en la Tabla 10 y Gréfico 1

Tabla N° 10: Resultados de la actividad gastroprotectora (puntaje alcanzado)

SIGNOS

TRATAMIENTOS Pérdida de Decoloracion | Edema | Hemorragia | N° De Intensidad | TOTAL

Pliegue de de la petequias | dela

Mucosa mucosa lesion

Control 0 0 0 0 0 0 0
Inducidos sin 1 1 1 1 3 3 10
tratamiento
Omeprazol 0 0 0 0 0 0 0
250 mg/Kg 1 1 1 1 3 3 10
500 mg/kg 1 1 1 1 2 1 7
1000 mg/kg 0 0 0 0 1 1 2

Fuente: Marhuenda R, Bravo D. Manual de Farmacoterapia. Madrid: Elsevier 2005 (19)

La tabla de resultados expresa que la mejor actividad gastroprotectora fue presentado
por el farmaco Omeprazol, la muestra al 1000 mg/Kg presento un puntajesimilar al
farmaco control, las otras concentraciones presentaron un puntaje muy alto indicando

una baja de actividad gastroprotectora.
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Figura 1: % Actividad Gastroprotectora en ratas inducidas tratadas con
Caléndula

% Actividad Gastroprotectora
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Inducidos

sin Omeprazol 250 500 mg/kg | 1000 mg/kg
tratamiento ma/Kg

Series1 0 100 0 20 80

Fuente: Elaboracion propia

Tabla N° 11: Resultados de la actividad gastroprotectora (porcentaje
alcanzado)

TRATAMIENTOS | NWESREERE™S | "% T o Srnammartesom
Control 5 0 100
Inducidos sin tratamiento 5 10 0
Omeprazol 5 0 100
250 mg/Kg 5 10 0
500 mg/kg 5 7 20
1000 mg/kg 5 2 80

Fuente: Marhuenda R, Bravo D. Manual de Farmacoterapia. Madrid: Elsevier
2005 (19)

Los resultados de la actividad gastroprotectora demostraron que el extracto etanolico
de las hojas de Caléndula officinalis (Caléndula) a 1000 mg/kg presenté una
efectividad del 80% las otras concentraciones presentaron una actividad
gastroprotectora del 20% y 0% respectivamente.
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Figura 2: Valoracion de la ulceracion segun Marhuenda en ratas inducidas
tratadas con Caléndula
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Fuente: Elaboracion propia

A mayor concentracion de caléndula la ulceracion es menor, las lesiones mas altas
seran en las ratas albinas de Holtzman inducidas sin tratamiento. Mi dosis de 1000
mg/kg no supera al Omeprazol.

Contrastacion de hipotesis
» Hipotesis especifica |
Ha El extracto etandlico de las hojas de Caléndula officinalis L. (CALENDULA) Sl

presenta metabolitos secundarios.

Ho El extracto etandlico de las hojas de Caléndula officinalis L. (CALENDULA) NO

presenta metabolitos secundarios.

Resultado: Segun la tabla N° 7 se observa que hay presencia de alcaloides en
su mayoria, asi como flavonoides en mayor proporcién, también compuestos
fendlicos, taninos y quinonas. Se concluye que hay presencia de metabolitos

secundarios.

Decision: Por lo tanto, hay presencia de metabolitos secundarios. Se rechaza la

hipdtesis nula y se acepta la hipotesis alterna.
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= Hipotesis especificalll
Ha Sl existe el efecto Gastroprotector a partir del extracto etandélico de las hojas

de Caléndula officinalis L. (CALENDULA) en ratas albinas cepas Holtzman.

Ho No existe el efecto Gastroprotector a partir del extracto etandlico de las hojas

de Caléndula officinalis L. (CALENDULA) en ratas albinas cepas Holtzman.

Tabla N° 12: Andlisis de varianza

177.5376

4 44.3844 219:51 3.235E-16 2.866081

4.044 20 0.2022

181.5816 24

Fuente: Elaboracion propia
e Conclusion

Con un nivel de confianza de 80%, aceptamos la hipotesis alterna y
rechazamos la nula

ANALISIS MULTIPLE POSTERIOR: PRUEBA DE TUKEY

Se halla la Diferencia Honestamente Significativa (HSD) utilizando la Prueba de
Tukey, HSD = 0.85, los valores mayores a este dato son los grupos que hacen la
diferencia significativa (como valor absoluto), por lo tanto, son los que mostrarian

mayor actividad Antiinflamatoria.
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Tabla N° 13: PRUEBA DE TUKEY

7.0

Fuente: Elaboracion propia
e Conclusion

Con un nivel de confianza del 80%, podemos determinar que las dosis con
mayor actividad es la de 1000 mg/Kg.

Resultado: Al reflejar el andlisis de Anova, Se determind que todos los grupos
ensayados son diferentes entre si, seguidamente se hizo el estadistico de Tukey para
saber si el valor absoluto de las diferencias de las medias de los grupos ensayados
con el control positivo sin tratamiento es mayor que la diferencia honestamente
significativa (HSD). Segun lo explicado se concluye que todas las concentraciones

ensayadas tienen efecto gastroprotector.

= Hipotesis especifica lll
Ha El extracto etandlico a partir de las hojas de Caléndula officinalis L.
(CALENDULA) SI tienen efecto significante Gastroprotector comparado con el

farmaco de omeprazol en ratas albinas cepa Holtzman.

Ho El extracto etandlico a partir de las hojas de Caléndula officinalis L.
(CALENDULA) NO tienen efecto significante Gastroprotector comparado con el

farmaco de omeprazol en ratas albinas cepa Holtzman.
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Figura 3: % de efectividad en ratas inducidas tratadas con Caléndula

PORCENTAJE DE EFECTIVIDAD
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Omeprazol 1000 mg/Kg 500 mg/kg

100 80 20

Fuente: Elaboracion propia

Resultado: Los resultados de la efectividad en ratas inducidas con el tratamiento del
extracto etandlico de las hojas de Caléndula officinalis L. (Caléndula) fue a 1000
mg/Kg 80% a 500mg/kg 20% y a 250mg/kg 0% de efectividad respectivamente. El

farmaco control Omeprazol, presento un 100% de eficacia gastroprotectora.

Decision: por lo tanto, los resultados confirman que el farmaco control presenta una
efectividad mayor con lo cual se rechaza la hipétesis alterna y se acepta la hipétesis
nula: el extracto etandlico a partir de las hojas de Caléndula officinalis L. (Caléndula)

no tiene igual efecto gastroprotector en comparacién con el omeprazol.
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IV. DISCUSION

4.1 Discusioén de resultados

En cuanto a la primera hipotesis podemos sefialar que los resultados de la marcha
Fitoquimica revelaron la presencia de compuestos flavonoides, fendlicos, alcaloides.
El hallazgo de estos metabolitos fue de suma importancia ya que al revisar los
estudios de plantas con actividad gastroprotectora, se pudo evidenciar en los estudios
de Mogrovejo (20) la presencia de flavonoides como los responsables de inducir el
efecto gastroprotector, Bucciarelli (21) también menciona a los flavonoides como
responsable del efecto gastroprotector y Aguila (22) también menciona a los
flavonoides como agente antimicético y a las saponinas, polisacaridos, aminoacidos,

y taninos como coadyuvantes del proceso, potencializando su efecto.

En cuanto a la segunda hipotesis, si existe efecto gastroprotector a partir del extracto
de las hojas de Caléndula officinalis L. (CALENDULA) en ratas albinas cepa
Holtzman, se pudo evidenciar que todas las concentraciones presentan un efecto
significativo en el proceso gastroprotector y que las concentraciones mayores son
mas efectivas en provocar este proceso. Estos estudios son comparados a los
realizados por Bucciarelli (21) quien evalud la actividad antiulcerosa del extracto
etandlico de varias plantas entre ellas las hojas de Caléndula officinalis L.
(CALENDULA) evidenciando que la concentracién de 22% fue eficaz en el modelo
experimental con una inhibicion del 84.4%, asimismo Mogrovejo % encontré que las

concentraciones optimas de su especie vegetal con propiedad cicatrizante fue al 10%.

Finalmente, en cuanto a la tercera hipétesis las hojas de Caléndula officinalis L.
(CALENDULA) elaborado a partir del extracto etandlico tiene efecto gastro protector
significante en ratas albinas cepa Holtzman. Bucciarelli (21) quien analizé la
Caléndula officinalis L. (CALENDULA). Demostrd que es efectiva en las lesiones
gastricas en ratones provocados por un factor agresivo como el etanol. La reaccion
de caracterizacion realizada sobre el extracto obtenido sugiere la presencia de
flavonoides en la planta estudiada. Estos compuestos poseen amplios efectos
biolégicos, entre los cuales se incluye la actividad antiulcerosa en este modelo

experimental.
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El pretratamiento con el extracto etanolico de la Caléndula officinalis L.
(CALENDULA) u Omeprazol inhibio la formacion de lesiones gastricas inducidas por
el etanol. La gravedad de las mismas se refleja en el indice de ulcera, que fue
significativamente menor en los grupos tratados en comparacion con el control. Todos
los estudios revisados por otros autores evidenciaron que sus productos vegetales no
alcanzan la actividad gastroprotectora de los controles, esto no quiere decir que no se
puedan usar, sino que pueden potencializarse con el empleo de algin excipiente

durante la preparacion de la formulacion.

4.2 Conclusiones

Los estudios realizados en el presente trabajo nos permiten llegar a las siguientes

conclusiones:

e El extracto etanolico de las hojas de Caléndula officinalis L. (CALENDULA)
presenta componentes fitoquimicos tales como flavonoides, alcaloides,

compuestos fendlicos, aceite.

e El extracto etanolico de las hojas de la Caléndula officinalis L. (CALENDULA)
posee efecto gastroprotector en ratas con lesiones gastricas a una

concentracion de 1000 mg/kg. Con un efecto de 80%.

e El efecto gastroprotector del extracto etandlico de las hojas de Caléndula
officinalis L. (CALENDULA) en lesiones gastricas inducidas en ratas albinas
Holtzman en comparacién con el Omeprazol, se pudo evidenciar que las
concentraciones ensayadas de 1000 mg/kg. (80%), 500mg/kg (20%) y 250
mg/kg. (0%) tienen un efecto gastroprotector y significante pero que a su vez

no superan al Omeprazol con 100%.
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4.3 Recomendaciones

e Realizar estudios con la finalidad de dilucidar los metabolitos secundarios
encontrados y determinar las estructuras quimicas probable responsable de la

actividad gastroprotectora.

e Realizar estudios con otras partes Utiles de la planta (flores, tallo, raiz) con la
finalidad de demostrar posibles actividades farmacoldgicas.

e Realizar estudios de sinergia con otras especies vegetales a fin de aumentar
o potencializar la eficacia terapéutica del extracto etandlico de las hojas de
Caléndula officinalis L. (Caléndula)
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Anexo A. Operacionalizacion de las variables

VARIABLES Tipo de DEFINICION DEFINICION DIMENSIONES INDICADORES N°DE | VALOR CRITERIO
variable CONCEPTUAL | OPERACIONAL ITEMS | FINAL s
Maceracion  en | Fitoquimica: Determinacion 8 +++ Rango de
VARIABLE Prod de metabolitos -
INDEPENDIE roducto alcohol 70% por | Marcha S Abundante | presencia
obtenido por ; . o primarios y
Extra?t-(l;E maceracion. 10 dias, parala | fitoquimica secundarios ++ o)
Patfa y dla extraccion  de Moderado | ausencia
tanoli d o extraccion e
etanolico € Cualitativo y compuestos compuestos
las hojas de : bioactivos ; :
licada. '
Caléndula aplicada concentrado, bioactivos y
conservado y | luego
fficinali L
otieinalis almacen,ado en concentrado en
(Caléndula) envase ambar. R Prueba de Alcohol 96°C 5 +++ Concentr
Administrado en | estufa a 40 °C .
diversas solubilidad Cloroformo Muy acion
concentraciones Agua soluble final
Isopropanol +
Metanol Poco
soluble
Evidencia
VARIABLE Actividad Evaluacion del Crecimient de
DEPENDIENT o - . - S
ES Cuantitativo | gastroprotector extracto Evaluacion  de | Sinlesion 3 o inhibicién
ytransversal | del Extracto | etandlico de las | lesiones Severidad de la Sin de
Efecto . . P i . -
gastroprotecto etandlico de las hojas de | géstricas lesion crecimient | crecimien
r en ratas hojas de | Caléndula Tamafio de o to
albinas cepas Caléndula officinalis L. lesiones
officinalis L| (Caléndula).
(Caléndula).
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ANEXO B. CLASIFICACION TAXONOMICA
ANEXO C. EVIDENCIAS FOTOGRAFICAS DEL TRABAJO DE LABORATORIO
ANEXO D. EVIDENCIAS FOTOGRAFICAS DEL TRABAJO DE CAMPO

¢ UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS ?, 00 o
2~ Universidal del Perd, DECANA DE AMERICA v

' m VICERRECTORADS DE INVESTIGATION ¥ POSGRADO
5 S MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“"Afo del Dislogo y la Reconciliacién Nacional™

CONSTANCIA N°381-USM-2018

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEQ DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE

La muestra vegetsl (pianta completa) recbida de Gladys CIPRIAN MENDOZA, estudiante
de Ia Universidad Nacianal Garcilaso de la Vega, Facultad de Ciencas Farmacéuticas vy
Bioquimika; ha sido estudiada y clasificada como; Calendula officinalis L. vy tlene la
siguiente posicidn taxondmica, segin e Sistema de Clasificacian de Cronquist (1288).
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA

CLASE: MAGNOLIOPSIDA

SUBCLASE: ASTERIDAE
ORDEN: ASTERALES
FAMILIA: ASTERACEAE
GENERO: Calendula
ESPECIE: Calendula officinalis L

Nombre vulgar: "Caléndula”
Determinado por: Mg, Hamilton Beltrdn Santiago

Se extiende |a presente constancia a solicitud de la parte interesada, para fines de estudios

Lima, 19 de octubre de 2018

\‘l ' - *-/—]'}_J}'./ - ‘ _‘-~

| ASUNCISR'A. CANO EC RiA
L HERBARIG-SAN MARCOS (USM)

ACE fddb
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ANEXO 1

Recoleccién de la especie botanica Caléndula officinalis L. (CALENDULA)

ANEXO 2

Imagen que muestra la planta de la caléndula, sus flores y hojas.
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ANEXO 3
Altura y crecimiento de la planta de Caléndula officinalis L. (CALENDULA)

ANEXO 4

Preparacién del extracto etandlico.
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ANEXO 5

Preparacion para marcha Fitoquimica

ANEXO 6

Resultado marcha Fitoquimica.
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ANEXO 7

Pesado de los animales de experimentacion

ANEXO 8

Administracion del etanol a los animales de experimentacion
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ANEXO 9

Diseccion de los animales de experimentacion

ANEXO 10

Corte para visualizar el estbmago de los animales de experimentacién inducidos a
lesiones gastricas.
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ANEXO 11

Eutanasia y diseccion de la rata

ANEXO 12

Extraccidon del estbmago para la apertura por la linea del tercio inferior
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ANEXO 13

Control negativo: Grupo sin tratamiento con formacion de ulceras con puntaje 3 con
hemorragia y necrosis.

ANEXO 14

Dafio en el estbmago con edema e infiltracion generalizada sin tratamiento.
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ANEXO 15

Dosis de 250mg/kg: puntaje 3 con formacion de ulceras perforadas de longitud
menor de 5mm y didmetro menor de 2mm

ANEXO 16

Ulceras hemorragicas menores de 2mm
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ANEXO 17

Dosis de 500mg/kg: Puntaje 1 con formacion de menos de 4 ulceras.

ANEXO 18

Formacion de ulceras hemorragicas de menos de 2mm de diametro
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ANEXO 19

Dosis de 1000 mg/kg, Puntaje 1 con formacion de una ulcera fina menor de 1mm

ANEXO 20

Control positivo, con tratamiento con Omeprazol 40mg/kg y puntaje O
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ANEXO 21

Certificado de las ratas albinas Holtzman

CERTIFICADO

Lima, 15 de Noviembre del 2012

Mediante la presente se cerifica que los 31 ratas albinas (Raftus rovergicys) de la cepa
Holtzman, machos con un promedio de peso de 220 g, adquiridos el 15 de noviembre del 2013,
se encuentran en estado sanitario v fisiologico para ser utilzade en cualquier protacalo

biomédico.

Se expide este documento para fines pedinentes.

Atentamente,

P CRRAFTAN PIToT uu.x

"' Sote 4o Rons
ﬂ LD - O

CMN o
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ANEXO 22

Hoja de validacion de instrumentos a 250 mg/kg

UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE VEGA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y
BIOGUIMICA

“HOJA DE VALIDACION DE INSTRUMENTOS

EFECTO GASTROPROTECTOR DEL EXTRACTO ETANOLICC DE
LAS HOJAS DE Calénduwla officinalis L. (CALENDULA) EM RATAS
ALBINAS CEPAS HOLTZAMAN

PRUEBA DE SOLUBILIDAD

Mumero de tubos olumen Solventes Resultados
1 Etancl| 882

2 Cloroformo

3 Agus

4 Isopropanal

5 Metanaol

{-) La solubilidad nose visualiza
{#+) La sclubilidad enmenor grado
{++) La selubilidad es moderasds
[#+++#) La solubilidsd es mayor

OBSErVACIBN. ... ... e e
L= 3
WAl A o PO e e e e

Firma:
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UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE VEGA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y
BIOQUIMICA

HOJA DE VALIDACION DE INSTRUMENTOS

EFECTO GASTROPHOTECTOR DEL EXTHACTO ETANOLICO DE
LAS HOJAS DE Caléndula officinalis L. (CALENDULA) EN RATAS
ALBINAS CEPAS HOLTZMAN

MARCHA FITOQUINICA

Mumers de tubos Ensayc Metabolitc
1 w_agne.r Alcaloides
2 Dragendorff Alcaloides
3 Feineckatos Alcaloides
4 Mayer Alcaloides
5 Shincda Flavonoides
[ Cloruro Férrico Comp.
Fendlicos
T Gelatinasl 126 Taninos
Reaccion de
Bortranger
o SUDAM I Acaite

{-) La solubilidad nose visualiza
{#) La solubilided enmenor grado
{#++#) Lasolubilidad es modersda
[#+++) La solubilidad es mayor

LT Tt R
L= o= 1 - U

Walldado por o e e
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UNIVERSIDAD INCA GARCILASODE VEGA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICASY
BICOQUIMICA

HOUA DEVALIDACION DE INETRUMENTCE

EFECTO GASTROPROTECTOR DELEXTRACTC ETANOUCODE LASHOJAS
CE Calénduls officinalis L. ([CALEMDULA) EM RATASALBINASCERAS

HOLTZMAN
RESUMEN DE OBSERVACIONES
Concentracion | N® 0 dias | 7 dias 14 dias 21 dias | 28 dias
rata
——1
2
3
250 mg
4
. 1 | |
. 1 | |

Deomede:
= TENC ACTIVIDAD MOTORA

SHC ACTIVIDAD MOTORA
4 Mo presanta (M) b5

- _ OMO=
4+ 3] presenta [5) ORELA
4 Mo pudo obssrvarss |-
P -l EFECTOS GEMERALES
EFECTOS SUBJETINGS

OTRAS OESERVACIONES
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ANEXO 23

Hoja de validacion de instrumentos al 500 mg/kg

UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE VEGA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y
BICCUIMIC A

“HOJA DE VALIDACION DE INSTRUMENTOS

EFECTO GASTROPROTECTOR DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
LAS HOJAS DE Caléndula officinalis L. (CALENDULA) EN RATAS
ALBINAS CEPAS HOLTAMAN

PRUEBA DE S0OLUBILIDAD

MNurmere de tubos Volumen Solventes Resultados
1 Etancl&g®

2 Cloroforma

3 Agus

4 Isopropanaol

5 Metanal

{-) La solubilidad nose visusliza
{#) La solubilidad en menor grado
{++) La solubilidad es modearsds
[+++) La solubilidsd es mayor

ObServacion. .. ...
Fecha .
Validado por .

Firma:
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UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE VEGA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y
BIOQUIMICA

HOJA DE VALIDACION DE INSTRUMENTOS

EFECTO GASTROPROTECTOR DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
LAS HOJAS DE Caléndula officinalis L. (CALENDULA) EN RATAS
ALBINAS CEPAS HOLTZMAN

MARCHA FITOUIMICA

MHumero de tubos Enzayo Metabaolito
1 Wagner Alcaloides
2 Dragendorff Alcaloides
= Reinedato Alcaloides
4 Mayer Alcaloides
5 Shinods Flavonoides
;] Cloruro Férrico Comp.
Fendlicos
T Gelatinaal 1% Taninas
Reaccion de
Bortranger
=] SUDAN 111 Aceite

{-} La solubilidad nose visusliza
{#) La solubilidad enmenor grado
{#+) La solubilidad es modersds
{#++#) La solubilidad 25 mayor

OBSEIVACIDIN. ..o e e e e e e e
o a e e e

Valdado PoOr e e e
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UNIVERSIDAD INCA GARCILASODE VEGA
FACULTAD DECIENCIAS FARMACEUTICAS Y
EICQUIMICA

HOJA DEVALIDACION DE INSTRUMENTOES

EFECTO GASTROPROTECTOR DELEXTRACTD ETANOUCODE LASHOJAS
CE Calénduls officinalis L. ([CALENDULAS) EM RATAS ALBINASCERPAS

HOLTZMAN
RESUNEM DE OBSERVACIOMES
Concentracion = M*® 0 dias | 7 dias 14 dias 21 dias | 258 dias
rata
| 1 | |
2
3
500 mg
. |
- 1 | |
. | | |

Doomedie:
= T-ENC ACTIVIDAD MOTORA

SNC ACTIVIDAD WMOTORA
# MO pressnts (M) + =

.- - OO
#+ 5i presanta [5) —
% Mo pudo chservarse |-
P - EFECTOS GENERALES
EFECTOE SUBIETNCE

OTRAS DESERVACIONES
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ANEXO 24

Hoja de validacion de instrumentos al 2000 mg/kg

UNWERSIDAD INCA GARCILASO DE VEGA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y
BIOQUINMICA

“HOJA DE VALIDACION DE INSTRUMENTOS

EFECTO GASTROPROTECTOR DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
LAS HOWAS DE Caléndula officinalis L. (CALENDULA) EM FATAS
AlLBINAS CEPAS HOLTZMAN

PRUEBA DE SOLUBILIDAD

Mumero de tub-os Volumen Solventes Resultados
1 Etanol&g®

2 Cloroformo

3 Agua

4 |sopropanal

5 Metanaol

[~} La soclubilidad nose visualiza
{+}) La soclubilidad enmenor grado
{++#] La solubilidad es moderada
{++#) La solubilided es mayor

OBSEMVECION. ... e e
= 3
WAl A O PO e e e

Firma:
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UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE VEGA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y
BIOQUIMICA

HOJA DE VALIDACION DE INSTRUMENTOS

EFECTO GASTROPROTECTOR DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
LAS HOJAS DE Caléndula officinalis L. (CALENDULA) EN RATAS
ALBINAS CEPAS HOLTZMAN

MARCHA FITOCYUINMICA

MNumers de tubos Ensayo Metabolito
1 w,agne.r Alcaloides
2 Dragendorff Alcaloides
3 Reinedato Alcaloides
4 Mayer Alcaloides
i Shinocdsa Flawvonoides
8 Clorurc Férrico Comp.
Fenélicos
T Gelatinaal 1% Taninos
Reaccion de
Bortranger
o SUDAMN 111 Aceite

{-) La sclubilidad nose visualiza
{#) La solubilided enmenor grado
{#+]) La sclubilidad es moderads
{#++] La sclubilided es mayor

S BT A O . e e e e e
Fera e
BT 1 T o o

Firma:
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UNIWERSIDAD INCA GARCILASODE VEGA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICASY
BIOGQUIMICA

HO& DE VALIDAZION DE INSTRUMENTOS

EFECTO GASTROFROTECTOR DELEXTRACZTS ETANOUCODE LAS HOJAS
DE Caléndula officinalis L. (CALENDULA) EM RATAS ALBINAS CERAS
HOLTZMAN

RESUMEN DE OBSERVACIONES

Concentracion MN*° 0 dias | 7 dias 14 dias 21 dias | 28 dias
rata
| 1 |
2
3

1000 mg

4
5
G

Donde:
= TSNC ACTIVIDAD MOTORA

SNC ACTIVIDAD MOTORA
4 Mo pressnts (M) =

- - DIo=
4+ 5ipressents 5] CREIA
4 Mo pwdo cheervarse |-
P -l EFECTOS GENERALES
EFECTOS SUBIETINDS

OTRAS OESERVACIONES
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ANEXO 25

Hoja de validacion de instrumentos — Grupo experimental

UNIWERSIDAD INCA GARCILASDO DE VEGA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y

BIOQUINMICA

HOUA DE WVALIDACION DE INSTRUMENTOS

EFECTO GASTROPROTECTOR DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
L&AS HOWAS DE Caléndula officinalis L. (CALENDULA)Y EN RATAS

MNombre de
grup-o

Control

Inducidos sin
Tratamismo

Ormeprazol

Grupo
Experimeantal 1

Grupo
Experimeantal 2

Grup-o
Experimeantal 3

ALBINAS CEPAS HOLTZMAN

GRUPO EXPERIMENTAL

N® de Dhosis
ratas por Administrada % Inhibicion
grupo
{mgfig - po)
5 -
B -
5 20
5 250
5 Sy
5 il
OBSerVaCION. .. e
= o
WA A O PO . e e e e
Firma:
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ANEXO 26

ANEXO 27
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ANEXO 28
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