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RESUMEN

Objetivo: Hallar los componentes quimicos de las hojas de Buddleja coriacea J.Remy

“Quishuar’ y determinar su actividad citotéxica in vitro en “Artemia salina”.

Métodos: La metodologia utilizada para la obtencidén de los componentes quimicos de
las hojas de Buddleja coriacea J.Remy “Quishuar” fue por medio de la maceracion
hidroalcohdlica, para asi obtener finalmente el extracto seco y ademas, se realizo el
ensayo de toxicidad CLso en larvas de Artemia salina exponiendo la muestra a distintas
concentraciones, posteriormente se efectud el analisis de regresion logaritmico

PROBIT en el programa estadistico SPSS version 24.

Resultados: El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Buddleja coriacea J.Remy
“Quishuar’” presentd metabolitos como carbohidratos, compuestos fendlicos,
flavonoides, taninos, terpenos, alcaloides y leucoantocianinas. En relacion con el
analisis de la toxicidad in vitro, se uso larvas de Artemia salina, donde se tuvo como

resultado que la concentracion letal media (CLso) fue de 192.779 pg/ mL.

Conclusiones: Se demostré que las hojas de Buddleja coriacea J.Remy “Quishuar”
tiene una variedad de metabolitos primarios y secundarios. Asimismo se concluye que
las hojas Buddleja coriacea J.Remy “Quishuar” presentaron una actividad

moderadamente toxica en la exposicion ante las larvas de Artemia salina.

Palabras clave: Buddleja coriacea J.Remy “Quishuar”, Artemia salina, citotoxicidad,

in vitro, toxicidad.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the chemical components of the leaves of Buddleja coriacea J.

Remy "Quishuar" and to determine their in vitro cytotoxic activity in "Artemia salina".

Methods: The methodology used to obtain the chemical components of the leaves of
Buddleja coriacea J.Remy “Quishuar” was by means of hydroalcoholic maceration, In
order to finally obtain the dry extract and in addition, the toxicity test CLso was carried
out in larvae of Artemia salina exposing the sample to different concentrations, then the
PROBIT logarithmic regression analysis was carried out in the statistical program
SPSS version 24.

Results: The hydroalcoholic extract of the leaves of Buddleja coriacea J.Remy
“Quishuar” presented metabolites such as carbohydrates, phenolic compounds,
flavonoids, tannins, terpenes, alkaloids and leucoanthocyanins. In connection with the
in vitro toxicity analysis, Artemia salina larvae were used, which resulted in an average
lethal concentration (CLso) of 192,779 pg.

Conclusions: The leaves of Buddleja coriacea J.Remy "Quishuar" were shown to have
a variety of primary and secondary metabolites. It is also concluded that the leaves of
Buddleja coriacea J.Remy "Quishuar" presented a moderately toxic activity in the

exposure to the larvae of Artemia salina.

Key words: Buddleja coriacea J.Remy "Quishuar", Artemia saline, cytotoxicity, in vitro,

toxicity.

11



I. INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), considera a la Medicina Natural y
Tradicional, donde se emplea algin malestar con plantas medicinales, como la
medicina mas natural, inocua, efectiva y adicionalmente el factor econémico resulta un
eje principal en el destino de los pacientes y se encuentran en la situacion forzada de
padecer y experimentar la naturaleza absoluta de los malestares, involucrando el uso
de plantas medicinales para sobrellevar alguna enfermedad .La OMS, ha evaluado
que alrededor de un 80% para la aplicacion de la medicina popular a nivel global, para
la asistencia esencial que sea accesible a la salud y de gran parte a los tratamientos
tradicionales que aplican el uso de extractos de plantas y las sustancias activas

innatas®@.

La accion farmacoldégica, la calidad y seguridad de las plantas medicinales, segun la
OMS son los tres aspectos mas importantes que garantizan el uso racional de las
plantas medicinales y debe estar validado en investigaciones que demuestren, o

contribuyan a probar lo indicado por el populismo ©).

Klim McPherson, un epidemiélogo de la Universidad de Oxford, analiza el sistema
médico global y sefiala refiere que tomar un medicamento incrementa la probabilidad
de que luego el paciente se vea en la necesidad de tomar otro, ya que padece los
efectos secundarios del mismo. En parte, el autor sefiala que el causante principal de
este dilema consiste en que la medicina actual esta enfocada Unicamente en la cura
de los o6rganos y pedazos exclusivos del cuerpo, pero no en no seres humanos
integrales. Es por ello que la medicacién que puede ser provechosa para un aparato,

no lo es para otro .

“Perd es uno de los pocos paises que cuenta con una amplia despensa de insumos
naturales, capaces de prevenir males, aliviar todo tipo de dolencia e incluso curar

paulatinamente diversas enfermedades crénicas” ©®,

“La medicina natural, a diferencia de la convencional, se basa en remedios naturales

para mejorar algunas enfermedades o dolencias de nuestro organismo. Aprovecha los
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productos y recursos que nos brinda la naturaleza, y se emplea sobre todo para la

prevencion mas que para el tratamiento” ),

“Gracias a la medicina natural se pueden prevenir muchas enfermedades y poner
remedio a numerosas dolencias comunes, pero cuando se acude a las plantas
medicinales hay que tener claro en todo momento que los remedios naturales son
complementarios de los tratamientos médicos y que en ningun caso y bajo ningun
concepto deben sustituir a las prescripciones e indicaciones que den los profesionales

médicos” ().

En la Zona de Conchucos, Provincia de Asuncion, Distrito de Chacas, Dpto. De
Ancash, contiene una gran biodiversidad de plantas con propiedades terapéuticas que
son empleados por la poblacion como medicina tradicional, utilizadas de distintas
maneras y conocidas por el uso terapéutico tradicional, tal como lo menciona también

Helen & Kees Kolff en su estudio realizado del lugar ®),

Sobre lo citado anteriormente lineas arriba, el presente proyecto pretende determinar
la “Fitoquimica y actividad citotoxica in vitro en Artemia salina de Hojas de Buddleja

coriacea J.Remy “Quishuar” Del Callejon De Conchucos, Departamento De Ancash”

El presente proyecto trata de ayudar con la probleméatica cientifica que se tiene al no
haberse estudiado las plantas de la Zona de Conchucos, Dpto. De Ancash, buscando
la razon de su propiedad, se tiene solo un estudio que dio la clasificacion taxonémica
de un grupo de especies; Los pobladores necesitan conocer el fundamento de los usos

tradicionales para poder conocer la razon de las plantas de tener tales beneficios.
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Enciso et al.®® 2020, reunié toda la informacion cientifica de esta planta andina
Buddleja incana Ruiz & Pav. con el fin de su uso en medicina alternativa y a la vez
estimular grupos de investigacion en los paises andinos. Usando diferentes medios de
basqueda electronica, actualmente se usa para el tratamiento de diferentes

enfermedades.

Gbémez M(10) 2018, realizd un estudio para determinar que los compuestos fendlicos
(CF) de plantas son la fuente de principios activos fotoprotectores; Los CF han
demostrado tener efecto fotoprotector in vitro e in vivo. En conclusion, el extracto
metanolico obtenido de un cultivo celular de Buddleja cordata, al presentar un efecto

fotoprotector, sin toxicidad, puede representar una fuente fotoprotector.

Sifani C., Gladys B 2009, evalué el extracto hidroalcohdlico y Diclorometano/
Hidroalcohdlico de la especie Buddleja coriacea J. Remy y se observo flavonoides,
taninos, diterpenos y alcaloides, se determind la actividad antiinflamatoria con el
farmaco dexametasona en ensayos de inflamacién aguda, edema plantar inducido por

carragenina y edema auricular inducido por aceite de croton en modelo murino.

Pérez Y , Moya E1? 2019, realizé un estudio experimental para determinar la actividad
antioxidante, antiproliferativa y antiinflamatoria de las hojas de Buddleja incana, Piper
aduncum y Dracontium spruceanum. Se observo que B. incana era la mas potente en
efecto antioxidante, D. spruceanum presentd0 mas actividad antinflamatoria y

antiproliferativa.

Lagos G®3 2018, determind la efectividad del uso local de la infusién de Buddleja
globosa Hope (Matico) en la cicatrizacion de episiorrafia en puérperas. Utilizando un
enfoque de tipo prospectivo, explicativo y experimental en 70 muestras de puérperas.
Obteniendo la efectividad del uso local de la infusion de matico en la cicatrizacion de

episiorrafia.

La Buddleja incana, “el cocimiento se usa como astringente (para contraer la piel) en
el tratamiento de la verruga y el lavado de Ulceras. Las flores se usan para dar color a

la comida y como tinte amarillo. Las ramitas se obtiene un tinte beige. Arbol de 4-8m.
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de alto; capitulos anaranjados forman racimos redondos pequefios (3-4cm); las flores
tienen un olor dulce; hojas lanceoladas y largas (10-20cm) blancas por debajo y verdes

por encima; crece en los bosques a 3400-4200m.s.n.m ®).

El proyecto tiene como finalidad ser la base de investigaciones futuras, ya que se
tomaria como antecedente inicial de estudio cientifico con los resultados que se
obtenga. Asimismo, lograremos identificar compuestos con actividad farmacologica
conocida y desconocidas, proveniente de la identificacion fitoquimica que se empleara
en la planta Buddleja coriacea J.Remy, debido a que cada planta medicinal posee un
conjunto de componentes que no estan del todo estudiadas el cual accederia a
reconocer los principios activos. Con la identificacion de estas sustancias activas,
conllevaria a elaborar futuras elaboraciones de medicamentos herbarios. De igual

modo es de gran importancia conocer la histologia vegetal de la planta de estudio.

La investigacion del presente estudio tendria una proyeccion social porque se dara a
conocer esta publicacion a las autoridades locales de la zona de Conchucos
(Departamento de Ancash), asi estaran mas informados y con una base cientifica de
la especie botanica que ellos utilizan de manera empirica, mejorando las técnicas de
cultivo y conociendo la manera correcta y las medidas que se tiene que tomar a la hora

ser usado como medicina natural otorgando una revaloracion a la planta de estudio.

El trabajo toma en consideracion la problematica de los pobladores, y este proyecto
ayuda con la investigacion de la especie estudiada, debido que se necesita de un

estudio cientifico para llenar los vacios de falta de conocimiento que se tiene.

De acuerdo con lo mencionado anteriormente el Objetivo General del presente trabajo
de investigacion es : Hallar los componentes quimicos de las hojas de Buddleja
coriacea J.Remy “Quishuar” y determinar su actividad citotoxica in vitro en “Artemia
salina”; y los objetivos especificos para este trabajo tales como : Identificar los
metabolitos secundarios que contienen las hojas de la Buddleja coriacea J.Remy
“Quishuar” y Determinar la actividad citotoxica in vitro de las hojas de Buddleja

coriacea J.Remy “Quishuar” en Artemia salina.
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Asimismo, se formuld la siguiente hipotesis general del presente proyecto: Los
componentes quimicos de las hojas de Buddleja coriacea J.Remy “Quishuar” presenta

actividad citotoxica in vitro en Artemia salina.

ll. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de investigacion es de caracter experimental, cuantitativo,
descriptivo y longitudinal. Cabe destacar que dichas caracteristicas radican en la
resolucion de los objetivos planteados, a fin de dar una resolucion efectiva a los

mismos. A continuacion, se procede explica las razones de cada categoria:
I.1. ENFOQUE Y DISENO DE LA INVESTIGACION.

El presente estudio es de enfoque cuantitativo, ya que nos permite obtener valores
numéricos mediante datos estadisticos; en cuanto al tipo de investigacion es una

investigacion experimental, descriptiva y longitudinal:

e Es experimental debido que se realizara la medicion de las variables para
tener resultados.

e Es descriptiva porque evaluamos las caracteristicas del de las hojas de
Buddleja coriacea J.Remy “Quishuar” y sus componentes tanto
organolépticos como fisicoquimicos (14,

e Es longitudinal debido a que redne informaciones de resultados cualitativos

y cuantitativos en un tiempo determinado.

La investigacion es experimental in vitro porque se estudia la muestra bioldgica en
un laboratorio en la que se evalla indicadores que son utilizados como parametros

de un conjunto de fenémenos observados 9.
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1.2. POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO.

Las hojas de estudio son Buddleja coriacea J. Remy “Quishuar” que se distribuye
en nuestro territorio peruano y pertenece a la Zona de Conchucos, Provincia de

Asuncion, Distrito de Chacas, Dpto. De Ancash.

La poblacion es 6kg de hojas y la muestra de la investigacion que se empleo es
5kg de hojas de Buddleja coriacea J. Remy. Se realizé la poblacién y muestra a
investigar, teniendo en cuenta los siguientes criterios de exclusion e inclusion de

la muestra:

e Criterios de exclusion: Separamos las hojas que se encontraron con hongos
y de colores.

e Criterios de inclusién: Separamos las hojas en buen estado que se
encontraron libre de hongos y de colores que no visualice una posible

alteracion.

Luego estas hojas debieron pasar por diferentes procesos para la obtencion de los
objetivos. La técnica de muestreo que se empled en el presente trabajo fue
Aleatorizado simple debido a que cualquiera de las plantas de Buddleja coriacea
J. Remy ubicadas en el callején de Conchucos, Ancash tienen la probabilidad de

ser seleccionadas aleatoriamente para nuestro presente trabajo de investigacion.
1.3. VARIABLES DE INVESTIGACION.

Variable independiente (VI): EIl extracto hidroalcohdlico de las hojas de Buddleja
coriacea J. Remy “Quishuar”

Definicion conceptual: El extracto hidroalcohdlico es un liquido concentrado obtenido
a través del proceso de maceracion de una planta o parte de ella utilizando alcohol y
agua como disolventes.

Definicion operacional: El extracto hidroalcohodlico sera evaluado en distintas
concentraciones.
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Variable dependiente (VD): La actividad citotdxica in vitro en Artemia salina de las
Hojas de Buddleja coriacea J.Remy “quishuar”.

Definicidon conceptual: La capacidad de una sustancia quimica para causar efectos
nocivos en el organismo, donde averiguamos si la sustancia en estudio es toxica.

Definicion operacional: La actividad citotoxica se medira el tiempo de vida util de la

Artemia salina en diferencia concentracion de la muestra y se determinara la

concentracion letal media CLso
II.4 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

El procedimiento a utilizarse ser4 por medio de unas tablas, en la cual se
plasmara todos los resultados obtenidos luego de realizar las pruebas de
solubilidad, tamizaje fitoquimico y la actividad citotoxica del extracto hidroalcdlico

de las hojas de Buddleja coriacea J. Remy “quishuar”.

1.5 PROCESO DE RECOLECCION DE DATOS:

La especie Buddleja coriacea J. Remy “quishuar”’ fue recolectada en Zona de
Conchucos, Provincia de Asuncion, Distrito de Chacas, Dpto. De Ancash. Las
coordenadas geograficas del distrito de Chacas: 9°15'00"S 77°22'00"0 a
3359m.s.n.m. La muestra analizada de aproximadamente 3m a 4m de alto, fue

recolectada camino a la laguna Patarcocha a 3 890 m.s.n.m.

El tamafio de muestra recolectada que se obtuvo, fue 6kg de muestra de
Buddleja coriacea J. Remy “Quishuar” de origen silvestre, donde posteriormente
se seleccionaron las hojas para el estudio en buen estado, libre de hongos y de
colores que no visualice una posible alteracion donde se obtuvo 5kg de muestra,
ademas se recolecto flores adicionalmente para el reconocimiento taxonémico
de la Buddleja coriacea J.Remy. Se identificé esta especie vegetal mediante
métodos de herborizacion tradicionales, clasificAndolos y colocandolo en papel
Kraft. Posteriormente la muestra representativa fue clasificada e identificada por

el profesional correspondiente.

18



En el estudio histologico se selecciono algunos 6rganos vegetativos de nuestra
planta de estudios (Tallo y hojas) y se efectuaron corte a mano alzada del
material fresco y de muestras que fue preservadas en alcohol de 70°, algunas
de ellas fueron aclaradas con hipoclorito de sodio al 30%, lavadas y luego
tefiidas en safranina 1%. En el portaobjeto se puso la muestra previa al
enjuague con agua destilada, se procedio a la coloracién, aplicAndose técnicas
clasicas de simple y doble coloracién, segun indicado D’ Ambrogio de Arglieso
(16), Las secciones de tallo fueron realizadas por cortes transversales y de las
hojas fueron cortes transversal y paradermal. Para el andlisis de las hojas se
realizaron desprendiendo la epidermis con la mano mediante un raspado con
una hoja de afeitar y luego un blanqueo en hipoclorito de sodio. Las secciones
histologicas, previamente seleccionadas y observadas en el microscopio
compuesto, fueron tefiidas con safranina o verde de metilo. Las observaciones
y descripciones se llevaron a cabo en un minimo de 5 ldminas por érgano con
cortes seleccionados aleatoriamente, utilizando un microscopio compuesto con
objetivos de 10X y 40X. Se realizaron fotomicrografias panoramicas de los

tejidos mas representativos para completar la descripcion.

Inmediatamente después de la recoleccion de las muestras, fueron
transportadas a las instalaciones del laboratorio de farmacognosia de la
universidad, donde se eliminaron los objetos extrafios presentes en el material
vegetal. Se realiz6é bolsas con papel Kraft para su mejor almacenamiento. Las
hojas recolectadas se colocaron en la estufa para ser secadas a 40-41°C
durante 48 a 72 horas; luego del secado fueron ubicadas en nuevas bolsas con

papel Kraft para su conservacion y posterior maceracion.

Para el macerado se us6 527.9g de las hojas cortadas a mano con 3,960mL de
alcohol rebajado al 80% con agua destilada, durante este proceso fue necesario
confirmar la concentracion con un alcoholimetro, mezclar en forma uniforme y

llevarlo en frascos ambar, porque la luz solar podria alterar su compaosicion, el
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tiempo de maceracion fue de 10 dias moviendo levemente el macerado cada

cierto tiempo.

Luego de los dias respectivos de maceracion, el macerado se filtré con la ayuda
de un embudo de vidrio y papel filtro Whatman, el filtrado fue un concentrado
de la muestra con alcohol etilico. Se utiliza el bafio maria para acelerar el
proceso y posteriormente la estufa. El producto final es la muestra problema

concentrada.

El proceso de extraccion es un metodo que se lleva a cabo con el fin de lograr

obtener los principios activos o0 metabolitos secundarios de la planta.

Se calculo el rendimiento del extracto de la siguiente manera:

% Rendimiento = (Peso extracto seco / Peso de hojas inicial) x 100
% Rendimiento = (4.5g / 527.9g) x 100.

La eleccion del solvente realizado por la prueba de solubilidad para las
sustancias (metabolitos primarios y secundarios) de la muestra fueron extraidas
de acuerdo a que si son solubles en un liquido o una mezcla de liquidos
conocidos como solventes o liquidos extractores. Se ejecuto la extraccion con
solventes de diferentes polaridades: Formol 40%, Eter De Petréleo, Cloruro De
Metileno, Alcohol Metilico, Alcohol Etilico, Agua Destilada, Dimetilsulfoxido
(DMSO). Para realizar la prueba se peso alrededor de 5mg de la muestra
concentrada y se coloc6 en un tubo de ensayo, luego se afiadié 2.5mL de
Solvente y se utilizé el método de agitacion manual y/o si fuera necesario un
agitador mecénico para los tubos con muestra que no se disolvieron y

corroborar la solubilidad.
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Para ejecutar el analisis fitoquimico (Screening) del extracto y llevar a cabo la
identificacion de metabolitos primario y secundarios presentes en la especie
botanica en estudio, se realiz6 el analisis fitoquimico con lo que se obtuvo en el
filtrado concentrado con etanol como su mejor solvente. El screening fitoquimico
se realiz6 en las instalaciones del laboratorio de Farmacognosia de la facultad
de Farmacia y Bioquimica. Se disolvié una porcion de la muestra con 10mL de
alcohol etilico con la ayuda de un agitador mecanico y se coloc6 1mL del filtrado
concentrado (Muestra Problema) en diferentes tubos de ensayos para proceder

con el analisis.

En la eclosion de las Artemias se coloco aproximadamente 1g de quistes de
Artemia salina en un beaker con 300mL de solucion salina (sal marina al 3.8%)
para poder tener mayor poblacion y elegir de manera aleatoria. Para la eclosion
optima se controlo la temperatura que se encuentre entre 25 a 30°C, el pH,
salinidad e iluminacion. Se produjo la descapsulacion y eclosion de 24 a 48

horas hasta obtener Artemias en estadio nauplios o juveniles.

Se realiz0 la actividad citotoxica de la siguiente manera: para la Muestra, se
pesd 60.1mg del extracto (muestra problema concentrada) y se disolvid en
2.5mL de DMSO (2% de concentracion de la muestra). De la solucion preparada
se tomo6 1.2mL y se completd con solucion salina hasta 30mL en una probeta.
De las Artemias, se tomO 180 Artemias nauplios o juveniles. (quistes

eclosionados) para el andlisis.

Para la actividad citotoxica, se sembré 10 Artemias por vial y se preparo las
siguientes diluciones de la muestra problema con la solucion salina preparada

al 3.8% en 18 viales (3 viales por cada concentracion):
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Concentracion A: Blanco, 10 mL solucién salina al 3.8% de sal marina + 10
Artemias

Concentracion B: 0.25 mL de soluciéon MP + 9.75 mL de soluciéon salina al 3.8%
de sal marina + 10 Artemias

Concentracion C: 0.5 mL de solucién MP + 9.5 mL de solucién salina al 3.8%
de sal marina + 10 Artemias

Concentracion D: 1 mL de solucién MP + 9 mL de solucién salina al 3.8% de
sal marina + 10 Artemias

Concentracion E: 2.5mL de solucion MP + 7.5 mL de solucién salina al 3.8%
de sal marina + 10 Artemias

Concentracion F: 5 mL de solucion MP + 5 mL de solucion salina al 3.8% de
sal marina a + 10 Artemias

Solucién  Blanco Menor < concentraciéon MP — Mayor

N°de Vial 1 1 1 1 1 1
N°de Vial 2 2 2 2 2 2
N°de Vial 3 3 3 3 3 3

Tabla 1 : Actividad Citotdéxica de la Artemia salina
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I1.6. METODOS DE ANALISIS ESTADISTICO.

Todos los datos recopilados fueron tratados para obtener la concentracion letal
media (CLso) con la ayuda del analisis de regresion logaritmico PROBIT en el
programa estadistico SPSS (Statistical Package for Social Sciences) version 24,
este programa es una poderosa herramienta de procesamiento de datos y

analisis estadistico, en el cual se realizaran los siguientes procedimientos:

La presentacion de los resultados en tablas segun la escala del CYTED (Ciencia
y Tecnologia para el desarrollo). Por ello se toma de referencia las

recomendaciones del CYTED, como se indica en la siguiente tabla:

NO TOXICIDAD LCso pg/mL unidad
I Extremadamente téxico 0-10 pg/mL
I Altamente toxico 10-100 pg/mL
[l Moderadamente toxico 100-500 pg/mL
\Y Ligeramente toxico 500-1000 pg/mL
\ Practicamente no téxico 1000-1500 pg/mL

Vi Relativamente inocuo 21500 pg/mL

Tabla 2: Clasificacién de toxicidad segun CYTED®?-
Las consideraciones del margen de error estadistico de 5% (variable).
1.7. ASPECTOS ETICOS.

La investigacion fue elaborada considerando los principios de Etica y cumpliendo
con las normativas locales sobre las Buenas Practicas de Laboratorio (BPL) con
la finalidad de usar las muestras, reactivos y otras sustancias como reactivos que
puede tener impactos positivos o negativos en el ser humano y al medio ambiente.
Es importante que se describa y se cumpla con los protocolos de laboratorio para

respetar el medio ambiente y la seguridad de las personas de alrededor.
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[l. RESULTADOS

- Prueba de Solubilidad: El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Buddleja

coriacea J.Remy “QUISHUAR”, es soluble en disolventes como el alcohol

etilico, alcohol metilico, formol, agua destilada y Dimetilsulfoxido e insoluble en

éter de petréleo y cloruro de metileno. Siendo el mejor disolvente el alcohol

étilico. (ver tabla 3 y figura 1).

Tubo Pesode la Disolvente
muestra
1 5.2 mg Formol 40%
2 5.3 mg Eter De Petréleo
3 5.2 mg Cloruro De Metileno
4 5.2 mg Alcohol Metilico
5 5.1 mg Alcohol Etilico
6 5.2mg Agua Destilada
7 5.2 mg Dimetilsulféxido

Volumen Solvente

2.5mL
2.5mL
2.5mL
2.5mL
2.5mL
2.5mL
2.5mL

Resultados

+

++

+++
+
+

Tabla 3. Prueba de solubilidad del extracto hidroalcohdlico de las hojas frescas de

Buddleja coriacea J.Remy “QUISHUAR”

Leyenda: (+++) muy soluble, (++) soluble (+) muy poco soluble, (-) insoluble.

Figura 1: Solubilidad de la muestra con diferentes disolventes
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- Andlisis Fitoquimico:

El extracto hidroalcohdlico de las hojas frescas de Buddleja coriacea J.Remy
“QUISHUAR”, muestra a través de diferentes pruebas de coloracion vy
precipitacion la presencia de metabolitos primarios y secundarios,
evidenciandose: carbohidratos, compuestos fendlicos, flavonoides, taninos

terpenos, alcaloides, leucoantocianinas (Ver tabla 4 & figura 2).

Prueba Molish +++ Anillo violeta en la
interfase
Carbohidratos Prueba de +++ Anillo verde azulado en la
Antrona interfase
Prueba de - Precipitado rojo ladrillo
Fehling (presencia de azucares
reductores).
Compuestos Colores intensos:
Fendlicos
FeCls +++ Verde (flavonoides).
- Azul (taninos galicos).
Flavonoides Shinoda + Coloracién rosado o rojo

guinda, salmén (flavonoles
, flavonas, flavononoles y
flavononas)

coloracién amarilla

Prueba de +++ Precipitado rojo oscuro
Rosenheim (Flavonoides catequicos y
antocianinas)
++
Prueba de Amarillo Coloracién amarilla

Borntrager
(Isoflavonas)
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Taninos

Antraquinonas

Saponinas

Terpenos

Esteroides

Alcaloides

Leucoantocianinas

Aminoacidos

Esteres

Prueba de
Gelatina

Prueba de
Borntrager

Espuma

Prueba de la
Vainillin-
sulfurico
(Rosenthaler)

Prueba de
Lieberman -
Bourchardat

Prueba de
Lieberman. -
Bourchardat
Bertrand
Dragendorff

Reaccion de
Sonnenschein

Mayer
Reaccion de
Rosenhein

Prueba de
Ninhidrina

Prueba de
Hidroxilamina

++

+++

++

+++

++

++

+++

Precipitado blanco lechoso

Coloracion rojiza

Formacion de espuma por
mas de 1cmy sea
persistente

Anillo rojo pardo en la

interfase (Triterpenos
pentaciclicos)

Coloracion pardo

anaranjado
(Triterpernoides)

Coloracion verde o azul.

Precipitado blanco lechoso
Precipitado naranja

Precipitado amarillo
verdoso

Precipitado blanco

Coloracién rojo pardo

Coloracion violeta

Precipitado rojizo

Tabla 4. Andlisis fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de las hojas frescas de

Buddleja coriacea J.Remy “QUISHUAR” .
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Cantidad relativa de abundancia Signo

No apreciable -

Poco +
Moderado Tr
Abundante +++

Tabla 5: Leyenda de interpretacion de resultados

Figura 2: Resultados del andlisis fitoquimico. A&B Precipitaciones y

coloraciones
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Actividad Citotoéxica:

Datos:

Dia N°1

Conc. N° de N° Artemias N° Artemias N° Artemias
vial vivas vivas vivas
A Vial 1 8 Vial 2 9 Vial 3 7
B Vial 1 9 Vial 2 9 Vial 3 9
C Vial 1 8 Vial 2 9 Vial 3 10
D Vial 1 10 Vial 2 10 Vial 3 8
E Vial 1 3 Vial 2 3 Vial 3 2
F Vial 1 9 Vial 2 3 Vial 3 0

N° Artemias N° de vial N° Artemias N° de N° Artemias
vivas vivas vial vivas
A Vial 1 3 Vial 2 0 Vial 3 0
B Vial 1 3 Vial 2 0 Vial 3 0
C Vial 1 0 Vial 2 0 Vial 3 0
D Vial 1 0 Vial 2 0 Vial 3 0
E Vial 1 0 Vial 2 0 Vial 3 0
F Vial 1 1 Vial 2 0 Vial 3 0

Tabla 6: Resultados de la Toxicidad Dia N°1, 2 & 3
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Figura 3: Resultados de la actividad citoxicidad de Artemia Salina

El analisis de nuestros resultados (Tabla 1) se realiz6 con el programa
estadistico SPSS version 24.

Concentracion del 5 N° de 5
extracto de hojas  Logio(C) A::lergii\s Artemias moﬁatlji(eja d
(ug/mL) muertas
0 10 0 0 192.779
24.00 1.38 10 2 20
48.10 1.68 10 3 30
96.20 1.98 10 3 30 (102.612 -
318.660)
240.40 2.38 10 6 60
480.80 2.68 10 9 90

Tabla 7 : Resultados con el programa estadistico SPSS versién 24.
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1. Extremadamente toxico 0-10

2. Altamente toxico 10-100

3. Moderadamente toxico 100-500
4. Ligeramente toxico 500-1000
5. Practicamente no toxico 1000-1500
6. Relativamente inocuo <1500

Tabla 2. Clasificacion de toxicidad segun CYTED

La Evaluacion de la citoxicidad en Artemia salina del extracto hidroalcohdlico de

hojas “quishuar”, se determind con la concentracion letal media (CL50) fue de
192.779 pug/mL con una confiabilidad al 95% de 102.612ug/mL y 318.660ug/mL.

En el estudio de la actividad citotoxica del extracto hidroalcohdlico de hojas

“quishuar”, por el método del bioensayo de citotoxicidad en Artemia salina, se
obtuvo la concentracion letal media (CLso) de 192.779ug/mL (Tabla 1);

resultados que de acuerdo a la escala del CYTED, el extracto hidroalcélico es

moderadamente téxico.

N° de Artemias muertas

bl
(uen msn(o)

4
P 455
2 <l ——— 95420.4

0 NG e—— 48.1

— )4

20 30 —

90
(en

blanco)

% de mortalidad ~

Concentracion del extracto de hojas ~

m0

m24
48.1
96.2

m 2404

W 480.8

m (ug/mL)

m (en blanco)

Figura 4: Andlisis estadistico de la actividad de citotoxicidad. A mayor concentracion

de la muestra problema encontramos mayor % de mortalidad de Artemia salina.
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IV. DISCUSION

IV.1 Discusién de Resultados

En las industrias farmaceéuticas elaboran diferentes tipos de medicamentos que esta
constituida de una 0 mas sustancias activas responsables de la accion terapéutica y
por excipientes que ayuda en la administracion y el mantenimiento de las cualidades
del medicamento. Asimismo, hay que considerar que los productos vegetales son los
abastecedores para la elaboracion de farmacos, asi como para la poblacién doliente
en la utilizacion inmediata cuando lo requiere. Las plantas medicinales estan
recibiendo una atencion muy particular, debido a su uso por la poblacion en los paises
en desarrollo. Nuestro pais debido al dificil acceso a los servicios de salud, la poblacion
se ve obligada a utilizar las plantas medicinales. El presente trabajo de investigacion
se constituye en un modelo de Evaluacion Farmacolégica para el uso de nuestra planta
debido a que tiene diferente acciones antiinflamatoria, dermatoldgicas y otras en el uso
popular de las personas, es necesario destacar que el aporte cientifico que
presentamos, permitira a la poblacién que utiliza el extracto de hojas de esta planta
“Quishuar” como medicina popular en esta provincia y tenga la garantia de su accion
farmacologica y se genere en la industria la posibilidad de continuar en la investigacion
hasta descifrar su composicion quimica y elaborar una forma farmacéutica que
garantice su efecto terapéutico. Los resultados de esta investigacion brindan
informacion importante sobre la Fitoquimica y actividad citotoxica in vitro en Artemia
salina de las hojas de Buddleja coriacea J. Remy “Quishuar” y debido a su consumo
de esta planta de manera empirica se realiz0 el estudio de Toxicidad para contribuir
con la seguridad de su uso al ser consumidos por los pobladores del distrito (Infusion)
y de otras regiones de manera natural. El extracto hidroalcohdlico de las hojas frescas
de Buddleja coriacea J.Remy “Quishuar "obtuvo un rendimiento de 0.9 % de la

extraccion por maceracion.

La marcha de solubilidad del extracto hidroalcohdlico de las hojas frescas de Buddleja
coriacea J.Remy “Quishuar” demostrd ser soluble disolvente como formol al 40%,

DMSO, agua destilada, alcohol etilico y alcohol metilico, ademas, es insoluble en éter
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de petréleo y cloruro de metileno, como se muestra en la tabla 3 y en la figura 1. El
alcohol etilico es el solvente de mayor solubilidad, el que facilité la extraccion de
principios activos y secundarios solubles en solventes polares, tal como lo manifiesta
Olga Lock de Ugaz en su obra Investigacion fitoquimica 8. La extraccion por
maceracion hidroalcohdlica (alcohol etilico & agua destilada) es generalmente mas
eficaz para obtener la mayoria de metabolitos secundarios, sin alterarlos por efectos
de temperatura, ademas este solvente tiene la capacidad de extraer compuestos de
una amplia gama de polaridades, es menos téxico y costoso que otros solventes
organicos; sin embargo, se necesitan periodos mucho mas extensos para lograr una

extraccion adecuada.

En el ensayo experimental como lo dice Sifiani G @3),, al realizar la marcha Fitoquimica
de los extractos Hidroalcohdlico y diclorometano/ hidroalcohdlico de la especie de
estudio, se observa la presencia de metabolitos tipo Flavonoides, taninos, diterpenos
y alcaloides en menor concentracion. Sin embargo, en nuestro trabajo de investigacion
se determin6 ademas de los metabolitos indicados anteriormente excepto diterpeno y
se evidencia la presencia de carbohidratos, compuestos fendlicos, terpenoides y

leucoantocianinas.

En la investigacion de Gomez M.(19, determino que en los extractos metandlicos de la
Buddleja incana se evidencio los siguientes metabolitos Flavonoides, esteroides |,
saponinas y leucoantocianidinas el cual difiere con nuestro estudio fitoquimico de
nuestra especie debido a que no se evidencio la presencia de Esteroides y saponinas;
corroborando que existe diferencia de metabolitos presentes en cada especie a pesar

gue se encuentre dentro de una misma familia de la Buddleja.

Como se visualiza en la tabla 4 y figura 2. Esto ha sido presentado tanto en la obra
Investigacion fitoquimica de Olga Lock de Ugaz *® como en Método de investigacion
fitoquimica de Dominguez X (19, Estos fueron identificados por diferentes métodos en
el cual se evidencia la precipitacion o coloracion en los tubos de ensayo donde se
identificé el tipo de metabolito. Aunque nosotros utilizamos otro tipo de disolvente como
el etandlico donde se pudo evidenciar presencia de alcaloides, lo que puede indicar
gue esta especie pueda ser toxica. Este metabolito puede estar relacionado con el
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medio ambiente por el cual la planta se desarrolla a pesar que sus genotipos podran
ser iguales el ambito geografico es diferente.

Se evidencia la presencia de Flavonoides donde se identificé las isoflavonas al realizar
la prueba de coloracion de Borntrager evidenciando una coloracion amarilla. Las
isoflavonas tienen como propiedad antiestrogénica el cual inhibe el crecimiento de

células cancerosas 29,

Algunas especies del género Buddleja contienen terpenos y aceites esenciales a los

cuales se les atribuye propiedades antifiingica, citotdxica y antimicrobiana. ¢4

Se demostro que los extractos hidroalcohdlicos de las hojas de Buddleja coriacea J.
Remy “QUISHUAR” presentan moderadamente actividad citotdxica, esta se determind
mediante el bioensayo de citoxicidad en Artemia salina donde los resultados de la CLso
fue 192.779 pg/mL con una confiabilidad al 95% de 102.612ug/mL y 318.660ug/mL.
Esto puede ser atribuido a la presencia de alcaloides o al tipo de solventes empleado
gue pudieron ser visualizados en el analisis fitoquimico preliminar, quedando
pendientes la posibilidad de realizar pruebas adicionales utilizando otros organismos
de la planta y diferentes tipos de solventes para extraer y evaluar la composicion

guimica que garantice el uso terapéutico.
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IV.2 Conclusiones
Los analisis realizados nos permiten llegar a las siguientes conclusiones:

- Se identifico la presencia de metabolitos primarios como carbohidratos y
metabolitos secundarios como compuestos fendlicos, flavonoides, taninos
terpenos, alcaloides, leucoantocianinas en las hojas de Buddleja coriacea
J.Remy “QUISHUAR” .

- Se determind la toxicidad CL so: 192.779 pg/ mL, considerada moderadamente

toxico de las hojas de la Buddleja coriacea J. Remy “Quishuar”. en Artemia

salina.
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IV.3 Recomendaciones

1. En base a los resultados obtenidos en el estudio, se recomienda a los futuros
investigadores desarrollar otro tipo de técnicas experimentales a fin de que los
resultados de esta investigacion sobre la planta tengan mayor sustento.
Asimismo, utilizar otras partes de la planta para sus estudios debido a sus

diferentes componentes que puede tener nuestra planta de investigacion.

2. Realizar a cabo la prueba de cromatografia en capa fina para poder comparar
la claridad de los metabolitos en la placa cromatogréfica y la cuantificacion de

los compuestos por la prueba de espectrofotométricas UV y HPLC

3. Evitar el consumo en exceso de las hojas Buddleja coriacea J.Remy “Quishuar”,

porque podrian producir efectos toxicos en el organismo.

4. Promover el estudio de Buddleja coriacea J.Remy “Quishuar”, ya que posee un
gran potencial para futuras investigaciones. Pues los metabolitos que esta
presenta, pueden poseer otras propiedades terapéuticas para lo cual se debera
realizar un monitoreo para detectar la mayor cantidad de compuestos con

posibilidad de actividad farmacologica.

5. Continuar realizando estudios fitoquimicos y a la vez estudios farmacoldgicos
de la especie Buddleja coriacea J.Remy “Quishuar”, para obtener sustento
cientifico en propiedades medicinales de acuerdo a los metabolitos secundarios

encontrados.
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ANEXOS

ANEXO A . MATRIZ DE CONSISTENCIA

Formulacion del problema

Objetivos

Hipotesis

Problema General

Objetivo General

Hipotesis General

¢Los componentes quimicos de las hojas de
Buddleja coriacea J. Remy “Quishuar”
presentaran actividad citotoxica in vitro en
Artemia salina?

Hallar los componentes quimicos de las
hojas de Buddleja coriacea J. Remy
“Quishuar” y determinar su actividad
citotoxica in vitro en “Artemia salina”

Los componentes quimicos de las hojas de
Buddleja coriacea J. Remy “Quishuar” presenta
actividad citotéxica in vitro en Artemia salina.

Problemas Especificos

Objetivos Especificos

Hipdtesis Especificas

¢,Cuales son los metabolitos secundarios
que contienen las hojas de la Buddleja
coriacea J. Remy “Quishuar™?

Identificar los metabolitos secundarios que
contienen las hojas de la Buddleja coriacea
J. Remy “Quishuar”.

El extracto de las hojas de Buddleja coriacea

J.Remy “Quishuar”
secundarios.

presenta

metabolitos

¢,Cual es la actividad citotoxica in vitro de las
hojas de Buddleja coriacea J. Remy
“Quishuar” en Artemia salina?

y Determinar la actividad citotéxica in vitro de
las hojas de Buddleja coriacea J. Remy
“Quishuar” en Artemia salina

El extracto de las hojas de Buddleja coriacea
J.Remy “Quishuar” presenta actividad citotoxica

in vitro

PROCEDIMIENTO PARA COLECTA DE DATOS USANDO PARA LA PRUEBA DE SOLUBILIDAD |,

ACTIVIDAD CITOTOXICA :

MARCHA FITOQUIMICA' Y

Para la prueba de solubilidad se utilizara el formato de C.2 el cual estd conformado para la prueba de solubilidad
Para la prueba de marcha fitoquimica se utilizara el formato de C.3 el cual esta conformado por las pruebas coloraciones y resultados.
Para determinar la actividad citotdxica se utilizara el formato C.4 donde indica las diferentes concentraciones del extracto hidroalcoholico con las Artemias

salinas
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ANEXO B. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

DEFINICION

DEFINICION

ESCALA DE

VARIABLES CONCEPTUAL OPERACIONAL | D'MENSIONES INDICADORES VEDICION | VALOR
El extracto
Variable hidroalcohdlico es un 24.00 ug/mL
independiente I|qU|d9 concenttado E.I extracto, . 48.10 ug/mL
(VI): El extracto | obtenido a través del hidroalcoholico
hidroalcohdlico de | proceso de maceracion | serd evaluado en Concentraciones | 96.20 ug/mL Cualitativo ug/mL
las  hojas  de | de una planta o parte distintas
?Uddlela coréacea de ella utilizando concentraciones. 240.40 ug/mL
: €MY | alcohol y agua como
"Quishuar” disolven);esg 480.80 ug/mL-
La actividad
citotdxica se Factores de
Variable La capacidad de una medira el tiempo adecuacion de la
dependiente sustancia quimica para | de vida til de la prueba
(VD): La actividad | caysar efectos nocivos | Artemia salina en Ensavo de Tiembo de CL 5
utotoxma_ In V|_tro en el organismo, donde | diferencia y . .p. Cuantitativa
en Artemia salina . . L Artemia salina crecimiento de /
averiguamos si la concentracion de la ug/mL

de las Hojas de
Buddleja coriacea
J.Remy
“Quishuar”.

sustancia en estudio es
toxica.

muestra y se
determinara la
concentracion letal
media CLsg

Artemia salina.

NUmero de
artemias muertas
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ANEXO C . INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

Anexo C1- DATOS DE LA PLANTA A UTILIZAR

Nombre comun Quishuar

Nombre cientifico Buddleja coriacea J.Remy

Zona de Conchucos, Provincia de Asuncion,
Distrito de Chacas, Dpto. De Ancash. Las

EUZED £ MEEal Eeeien coordenadas geograficas del distrito de

Chacas:
Parte de la planta a utilizar Hoja
Extracto a utilizar Extracto Hidroalcohdlico

Anexo C2 - PRUEBA DE SOLUBILIDAD

1 5.2 mg Formol 40% 2.5mL
2 5.3mg Eter De Petroleo 2.5mL
Cloruro De
3 5.2 mg Metileno 2.5mL
4 5.2 mg Alcohol Metilico 2.5mL
5 5.1 mg Alcohol Etilico 2.5mL
6 5.2 mg Agua Destilada 2.5mL
7 5.2 mg Dimetilsulféxido 2.5mL




Anexo C3-MARCHA FITOQUIMICA DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO

METABOLITOS

REACTIVOS

RESULTADOS

Carbohidratos

Prueba Molish

Prueba de Antrona

Prueba de Fehling

Compuestos FeCls
Fenolicos
Flavonoides Shinoda
Prueba de Rosenheim
Prueba de Borntrager
Taninos Prueba de Gelatina

Antraquinonas

Prueba de Borntrager

Saponinas

Espuma

Terpenos

Prueba de la
Vainillin-sulfurico
(Rosenthaler)

Prueba de Lieberman -
Bourchardat

Esteroides

Prueba de Lieberman. -
Bourchardat

Bertrand
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Alcaloides Dragendorff

Reaccion de Sonnenschein

Mayer

Leucoantocianinas | Reaccion de

Rosenhein
Aminoéacidos Prueba de Ninhidrina
Esteres Prueba de Hidroxilamina

Anexo C4 - RESULTADOS DEL PROGRAM ESTADISTICO SPPS

Versiéon 24

24.00 1.38
48.10 1.68
96.20 1.98
240.40 2.38
480.80 2.68
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ANEXO D. CLASIFICACION TAXONOMICA

Hamilton W. Beltran S.
Consultor Botanico
Calle Natalio Sanchez 251- Jesls Maria
hamiltonbeltran@yahoo.com

CERTIFICACION BOTANICA

El Bidlogo Botanico, certifica que la planta conocida como “QUISHUAR’
proporcionada por, LOURDES MILENA OCHOA ROJAS y PABLO CESAR
ARIAS VILLEGAS, Tesistas de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega, ha
sido estudiada cientificamente y determinada como Buddleja coriacea y de

acuerdo al Sistema de Clasificacion de Cronquist 1981, se ubica en las

siguientes categorias:

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Scrophulariales
Familia: Buddlejaceae
Género: Buddleja

Especie: Buddleja coriacea J. Rémy

Se expide la presente certificacién a solicitud de los interesados para los fines

gue estime conveniente.

Lima, 19 marzo 2017 ’
Blgo.” Hamilton Beltran
“Hanilon Hiner San Soiago
Biologo - Botdnica
CBR 1719
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ANEXO E. ASESORIA EXTERNAS

CARTA DE ASESORIA EN LA ELABORACION DEL PROYECTO DE TESIS

Yo, Pablo Enrique Bonilla Rivera de profesion Quimico Farmacéutico con Colegiatura
N°...902........, vy Grado Académico de Doctor....... en...Farmacia y Bioquimica... ,
ex -docente de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica de la Umversidad
Inca Garcilaso de la Vega y actual Profesor Principal TC, de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos , declaro haber

ASESORADO tematicamente el proyecto de tesis cuyo titulo es :

“FITOQUIMICA Y ACTIVIDAD CITOTOXICA IN VITRO EN ARTEMIA
SALINA DE HOJAS DE Buddleja Coriaceae Remy “QUISUAR” DEL
CALLEJON DE CONCHUCOS, DEPARTAMENTO DE ANCASH”

Cuyos autores son los Bachilleres Lourdes Milena Ochoa Rojas y Pablo Cesar Arias

Villegas.

Asimismo declaro APROBADO, dicho trabajo de investigacion en lo concerniente a la

revision de mi especialidad, quedando por resolver la revision metodologica respectiva.

Para la Constancia de lo declarado, firmo la presente carta.

e

Dr. PablohEnrique Bonilla Rivera

DNI 07212707

Lima 29 de Marzo del 2021.
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CARTA DE ASESORIA EN LA ELABORACION DEL PROYECTO DE TESIS

Yo, Britt Alvarado Chavez, de profesion Quimico Farmacéutico y

Bioquimico, con Colegiatura N° 08789, Doctora en Farmacia y Bioquimica, ex-docente

de la Facultad de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega, declaré haber ASESORADO

tematicamente el proyecto de tesis cuyo titulo es:

“FITOQUIMICA Y ACTIVIDAD CITOTOXICA IN VITRO EN ARTEMIA

SALINA DE HOJAS DE Buddleja Coriaceae Remy “QUISUAR” DEL CALLEJON
DE CONCHUCOS, DEPARTAMENTO DE ANCASH”, Cuyos autores son los
Bachilleres Lourdes Milena Ochoa Rojas y Pablo Cesar Arias Villegas.

Asi mismo declaro APROBADO, dicho trabajo de investigacion en lo
concerniente a la revision de mi especialidad, quedando por resolver la revision

metodologica respectiva.

Para la Constancia de lo declarado, firmo la presente carta.

Lima, 29 de Marzo del 2021.

46



ANEXO F : EVIDENCIAS DE TRABAJO DE CAMPO
Ubicacién geogréfica:

Cuenca
.

Machala

Reserva
Nacional
Pacaya Samiria

Tarapoto
.

Cajamarca
L)

Huanuco

Figura 5. Ubicacion geografica de colecta de la region de Chachas , Dpta.

De Ancash (Imagen obtenida de Google maps)

Figura 6. Arbusto del Quishuar Figura 7. Corteza del tallo
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Figura 8. Hoja (Cara superior) Figura 9. Hoja (Cara inferior)

Figura 10: Inflorescencia y Flores de Quishuar de la provincia de Chanca
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Figura 11 : Preparacion de la muestra. A) Seleccion de muestra, B) Conservar
en sobre de Papel Kraft . C) Secado de las hojas en estufa, D)

Conservacion de la muestra
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Figura 12: Preparacion del macerado. A) Pesado de la muestra, B) Alcohol

al 80% , C) Almacenamiento del macerado en frasco ambar
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Figura 13: Obtencion de la Muestra concentrada. A) & B) filtracion de la muestra

con papel filtro, C) Muestra concentrada
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Figura 14: Procedimiento de solubilidad. A) Pesado de la muestra concentrada,
B) Solventes a utilizar, C) Agitador manual y/o mecénico.

Figura 15 : Procedimiento de la marcha fitoquimica, A) Disolucion de la muestra
en un agitador mecéanico , B) 1mL del filtrado concentrado en tubos
de ensayo.
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Figura 16: Preparacion del agua de mar artificial usada en la eclosion y cultivo
de los quistes. A) Termdmetro, B) Lampara Domestica, C) Disefio
completo del dispositivo para eclosion y cultivo de los quistes de
Artemia Salina.

Figura 17: A & B) Eclosion y cultivo en Artemia salina
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Figura 18: Procedimiento de la Actividad Citotdxica. A) Pesar la muestra
concentrada, B) Disolucion de la muestra con DMSO y solucion salina,
C) Sembrado de la artemias
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ANEXO G: AGREGADOS IMPORTANTES AL TRABAJO DE INVESTIGACION

Estudio Botanico de Buddleja coriacea J.Remy “QUISHUAR” : En los estudios
histologicos de la planta fresca de Buddleja coriacea J.Remy, se realiz0 los cortes tanto

del tallo como en la hoja y la descripcion detallada por microscopia de luz:

Estructura interna del Tallo: La estructura caulinar presenta las siguientes partes
diferenciadas a través de un corte transversal del tallo:

Epidermis: Es uniestratificada de tamafio corto y esta compuesta por una sola capa
de células, de forma redondeada, muy apretadas entre si, de paredes delgadas,
normalmente sin cuticula. Las células no tienen citoplasma denso y sin vacuolas.
(Figura 19)

anular

Parénquima

Esclerénquima cortical

Figura 19. Epidermis del tallo visualizado en un Corte transversal (40X)

Zona cortical: Formada por un parénquima cortical, constituido por 5 a 6 hileras de
células grandes de paredes delgadas. Colénquima anular disperso debajo de la
epidermis (Figura 19). Bandas discontinuas de fibras de esclerénquima y presencia
de idioblastos de arenilla cristalifera (Figura 20 & 30)
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Epidermis Parénquima

Colénquima
anular

Figura.20: Zona cortical del tallo visualizado en un corte transversal (40X)

Tallo en seccion transversal tiene forma rectangular que presenta un grupo de
células esclerenquimaticas seguido del parénquima en empalizada, en la zona de

conduccion, se encuentra el floema , el cambium y el xilema. (Figura 20 & 21)

Esclerénquima

Floema

Cambium

Figura 20
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Esclerénquima

Cambium

Xilema

= -

Figura 21

Figura 20 y 21: Corte transversal del tallo con presencia de células

esclerénquimas, floema, cambium, xilema ( 40X )

Sistema vascular: con presencia de floema y xilema. Las fibras de
esclerénquima adyacente al floema. Xilema primaria desarrollado, con
presencia de radios medulares uniseriados, que alcanzan la zona medular. En
seccion longitudinal el xilema presenta vasos espiralados, helicoidales vy

reticulados. (Figura 21 & 22)

Parénquima
Xilema
Proto xilema

Cambium

Epidermis

Figura 22: Sistema Vascular del tallo visualizado en un corte transversal (40X)
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Estructura interna de la Hojas:

A través de un corte transversal de la hoja se reconocio la epidermis adaxial (haz)
y abaxial (envés). La hoja esta compuesta por una capa de parénquima. En hojas
adultas se observa una capa delgada colenquimatica de la epidermis abaxial

(Figura 23). Presenta abundantes tricomas no ramificado (Figura 24)

Epidermis

Colénquima
Parénquima cortical

Esclerénquima

Epidermis
del envés

Epidermis
del haz

Figura 23: Corte transversal de la hoja a (10X) con reactivo de Safranina

Tricoma
Parénquima
espon;joso

Parénquima en
empalizada
Cloroplastos

pidermis

Figura 24. Presenta abundantes tricomas no ramificados y la hoja estd compuesta por

parénguima en empalizada y una capa delgada de parénquima esponjoso.
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La hoja de Quishuar en corte transversal muestra células tipicas adaxiales (Haz) y
abaxiales (Envés) de formas rectangulares; en el meséfilo a su vez se observa una
capa de células de parénquima empalizada y de 2 a 4 capas de parénquima esponjoso
(Figura 25)

Tricoma

Epidermis
del envés
Parénquima
€sponjoso

Parénquima en
empalizada
Epidermis del haz

Cloroplasto

Figura 26. Corte Transversal (Fresco) De Hoja 40x
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Figura 27: Corte Paradermal (Envés) De hoja 40 X

Epidermis

Células epidérmicas
heptagonales, hexagonales y
pentagonales

Figura 28: Corte Paradermal Del Haz De Hoja (40X) Fresco, se visualiza la epidermis

y celular epidérmicas de forma heptagonales , hexagonales y pentagonales
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visualiza los estomas.

Estomas
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