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Resumen

Este trabajo cientifico su principal objetivo determinar el efecto antiinflamatorio del
extracto metanolico de las hojas Achyrocline alata (kunth) DC “Arnica” en edema
suplantar inducido en ratas albinas a diferentes concentraciones (50, 250 ,500 mg/kg) los
metabolitos secundarios (flavonoides) Se recolecto planta en el Distrito de manzanares,
provincia de Huancayo, departamento de Junin, ubicado a 3,401 msnm. se utiliz6 las
hojas, se coloco en la estufa, fue macerada en 1L metanol cada 72 horas se agito, por 8
dias evaporacién realizo la marcha fitoquimica, prueba de solubilidad, cromatografia de
capa fina, se utiliz6 36 ratas albinas peso promedio de 150-180 ,adquiridos en el Instituto
Nacional de Salud (INS),la investigacion fue realizada en el Bioterio de la Universidad
Interamericana para el Desarrollo y la Universidad Mayor de San Marcos, método
utilizado fue edema subplantar, se trabajé con grupos 6, un grupo de ibuprofeno, grupo
solucidn salina, el blanco, tres grupos de extracto Achyrocline alata (Kunth) Se administro
via oral en diferentes 1pm, 3pm, 5pm, 7pm horas. Observando mayor disminucion de
inflamacion a las siete horas, existe presencia de flavonoides en lectura de la cromatografia

en la luz UV. Se demuestra que presenta efecto antiinflamatorio

Palabra clave: efecto antiinflamatorio, edema subplantar.



Abstract

In scientific work, its main objective is to determine the anti-inflammatory effect of the
methanol extract of the Achyrocline alata (kunth) DC “Arnica” leaves in supplant edema
induced in albino rats at different concentrations (50, 250, 500 mg / kg) secondary
metabolites (flavones) in the district of Manzanares, province of Huancayo, department of
Junin, located at 3,401 masl plant was collected, the leaves were used, placed in the stove,
macerated in 1L methanol every 72 hours, stirred, for 8 days evaporation performed the
phytochemical march, solubility test, thin layer chromatography, 36 average albino rats
weighing 150-180 were used, acquired at the National Institute of Health (INS), the
research was conducted in the Bioterio of the Inter-American University for Development
and the Universidad Mayor de San Marcos, method used was subplantar edema , we
worked with groups 6, an ibuprofen group, saline group, white, three groups of extract
Achyrocline alata (Kunth) It was administered orally in different hours. Observing a
greater decrease in inflammation at seven hours, there is presence of flavonoids in the

reading of chromatography in UV light. It is shown to have an anti-inflammatory effect

Keyword: anti-inflammatory effect, subplantar edema
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Introduccion

La planta Achyrocline alata (kunth) DC. “Arnica” es usada medicinalmente, en infusiones,
emplastos, compresas, utilizando las hojas, flores y planta entera , es cicatrizante digestivo
y antiinflamatorio, hematomas (hinchazdn) usado por los habitantes del Peru, Achyrocline
alata (kunth) DC “Arnica” pertenece a la familia Asteraceas son utilizadas en Sudamérica
(Argentina, Brasil ,Perd y Uruguay), han realizado pocos estudios de la mata sobre su
actividad antiinflamatoria y antioxidante, hipocolesterolemiante y toxicidad aguda. Con
esta tesis tratamos de colaborar e informar el empleo de esta especie y favorecer a la

investigacion cientifica en el Perd.

Se proyectdé comprobar el efecto antiinflamatorio del extracto metandlico de las hojas
Achyrocline alata (kunth) DC. “Arnica” mediante el método edema subplantar por
carragenina, el cual fue comprobado en las épocas propuestos de Winter, se va apreciando
el efecto antiinflamatorio. En el presente trabajo de investigacion se fracciona en cinco

capitulos:

El primer capitulo es el planteamiento del problema, de acuerdo a los antecedentes
Nacionales e Internacionales se observd, pocos estudios sobre efecto antiinflamatorio de la

planta Achyrocline alata (kunth) DC. “Arnica”

El segundo capitulo, marco tedrico, la fundamentacién tedrica, abarcamos temas como las

bases legales Nacionales e Internacionales y planteamiento de las hipétesis.

El tercer capitulo la metodologia que se manejé fue experimental, explicativo y
cuantitativo en las hojas de Achyrocline alata (kunth) DC. “Arnica” mediante el método
empleado edema subplantar por carragenina, se utiliz6 36 ratas albinas de muestra para

inducirlo con carragenina, se trabajé con seis grupos de seis ratas.

En el cuarto capitulo se plasmé la presentacion de estudio de los resultados, por el método
edema subplantar con carragenina en ratas albinas. Se trabajé se utilizara el software

estadistico SPSS version 23.

El quinto capitulo se da las conclusiones y recomendaciones, se establecié que la planta

Achyrocline alata (kunth) DC. “Arnica” obteniendo efecto antinflamatorio.



Capitulo |
Planteamiento del Problema

1.1. Descripcion de la realidad problematica

En tiempos antiguos en aquellas culturas han usado diversidad de mata para remediar

diferentes enfermedades del lugar donde se habita.

Tales conocimientos en la actualidad damos a conocer sobre la medicina natural. La
Achyrocline alata (kunth) DC. “Arnica” es una planta de uso medicinal y aromatico
usualmente utilizada por los pobladores en el Distrito de Manzanares, provincia de
Huancayo, departamento de Junin, ubicado a 3,401 msnm. Se ha tenido conocimiento que
los pobladores lo estan usando por su propiedad terapéutica, su bajo costo, y son féacil de
adquirir en el campo o mercado. Si bueno estas especies son manipuladas
tradicionalmente, es preciso conocer el principio activo antiinflamatorio responsable de la
accion terapéutica. Un problema en la actualidad es la extralimitacion de los
antiinflamatorios que va desarrollando problemas de salud, como la gastritis, problemas
cardiovasculares, hematoldgicas, hepaticas, renales. Nuestro trabajo de investigacion se
determinard el efecto antinflamatorio de las hojas de Achyrocline alata (kunth) DC.
“Arnica” respaldandonos en las bases legales nacionales e Internacionales y datos
obtenidos de los usos de la especie vegetal en la medicina tradicional. Todos estos
resultados seran culminacion alcanzada gracias al protocolo experimental que sirvieron de

respaldo para concluir esta investigacion.

Teniendo en cuenta la automedicacion de antiinflamatorios y abuso de ellos queremos
brindar informacion y apoyar el uso de esta planta. Por eso se investigara el resultado
antiinflamatorio del extracto metandlico de las hojas de Achyrocline alata (kunth) DC.

“Arnica” en ratas albinas.



Formulacién del problema
1.1.1. Problema general

¢El extracto metanolico de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica” presentara

efecto antiinflamatorio en ratas albinas?
1.1.2. Problemas especificos

1. ¢Qué dosis del extracto metandlico de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC.

“Arnica” presentara mayor efecto antiinflamatorio en ratas albinas?

2. ¢El efecto antiinflamatorio del extracto metandlico de las hojas de Achyrocline alata
(Kunth) DC. “Arnica” sera significante respecto al ibuprofeno en ratas albinas?

1.2. Objetivos de la investigacion

1.2.1. Objetivo general

Demostrar el efecto antiinflamatorio del extracto metandlico de las hojas de Achyrocline

alata (Kunth) DC. “Arnica” en ratas albinas.
1.2.2. Objetivos especificos:

Determinar la dosis del extracto metandlico de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC.

“Arnica” que presenta mayor efecto antiinflamatorio en ratas albinas.

Verificar si el extracto metanélico de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica”
tiene efecto antiinflamatorio significante respecto al ibuprofeno en ratas albinas.

1.3. Justificacién de la investigacion

La actual investigacion puede aportar opciones de diferentes usos medicinales a la

poblacion haciendo que la planta de Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica” sea mas facil



de obtener, este crece de manera natural en el nuestro Peru, de esta forma poder evitar que

las personas utilicen farmacos antiinflamatorios de uso indiscriminado.

Esta averiguacion se realiza ayudar a disminuir costos en la poblacion, como medicina
natural y su uso frente a los medicamentos tradicionales, al constatar el efecto

antiinflamatorio de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica” en ratas albinas.

En nuestros resultados la investigacion presente nos permitira reafirmar y engrandecer la
base tedrica referentes al estudio de la planta, en particular de la planta Achyrocline alata
(Kunth) DC. “Arnica” en ratas albinas este estudio contribuiré a la fitoquimica y al area de

la ciencia farmacéutica de la Universidad Interamericana para el Desarrollo.



Capitulo 11

Fundamentos tedricos

2.1. Antecedentes de la investigacion

2.1.1. Nacionales

Rondo (2019). Se realizd en la Universidad Nacional de Trujillo-Perad “Llantén en
cicatrizacion y condicion de cicatriz en quemadura comparado con alantoina en Rattus
rattus”. Determino el uso del cataplasma de plantado mayor (llantén) en la cicatrizacion y
la condicion de la cicatriz en heridas por quemaduras, conto con 36 ratas, estos fueron
divididos en 2 grupos de 18, efecto cicatrizante se calcula mediante dos técnicas: segun
escala visual de Vancouver, donde obtuvo del cataplasma de plantago mayor obtuvo un
efecto parecido a la alantoina sobre el proceso de cicatrizacion obteniendo puntaje medio
en la condicion de la cicatriz de 3.8 y 4.4 puntos para llantén y alantoina de 0.9 y 1 puntos,
concluyo que el plantago mayor (llantén) es efectivo en la cicatrizacion de lesiones por

quemaduras.

Quintana (2018). Se llevo acabo en Lima Perti “Apreciacion del efecto antiinflamatorio
del extracto hidroalcoholico de las flores de la Cantua buxifolia” determino el efecto
antiinflamatorio del extracto hidroalcoholico de la Cantua buxifloia J de las “flor sagrada
de los incas” serosidad subplantar instigado en ratas albinas, para su estudio utilizo el
modelo biolégico comprendido entre 30 ratas albinas, divididas en 5 grupos: control,
conglomeracion de 50,500 1000 mg /kg del extracto hidroalcoholico de las flores de la
Cantua boxifolia J; Ibuprofeno 800mg/kg. Determino que el extracto hidroalcohdlico de
Cantua buxifolia J. En la conglomeracion de 1000 mg/kg obtuvo un porcentaje de
disminucion de la inflamacion muy eficaz y estadisticamente diferente de 500 mg /kg y 50
mg/kg concluyo que en la conglomeracion de1000 mg/kg es mas efectiva y posee igual

actividad antiinflamatoria que el farmaco ibuprofeno.

Solis y Cafiedo (2018). La investigacion fue realizada en Lima - Per “Efecto
antiinflamatorio del extracto metandlico de las hojas Achyrocline alata (H.B.K) D.C
“Ishpingo” en abultamiento subplantar inducido en Rattus rattus albinas”. Diagnosticar el

efecto antiinflamatorio del extracto metandlico de las hojas de Achyrocline alata (H.B.K)



D.C “Ishpingo”, utilizaron ratas albinas a diferentes concentraciones (50,250 y 500 mg/kg)
y los metabolitos secundarios (flavonas),utilizaron el método subplantar, trabajaron con
cinco conjuntos de cinco ratas , un conjunto de medicamento (ibuprofeno 100mg/5ml en
suspension), otro conjunto con estandar y otros tres conjuntos recibieron dosis de la
esencia extracto de metanol de Achyrocline alata (H.B.K) D.C “Ishpingo” lo
administraron via oral por un dia a diferentes (horas) lo midieron la inflamacion con el
vernier digital , observaron que la mayor disminucion de la inflamacion del abultamiento
subplantar en ratas albinas, demostraron que la esencia metanolico Achyrocline alata

(H.B.K) D.C “Ishpingo” mostro un efecto antiinflamatorio.

Curinambe y Zelada (2018). La investigacion fue realizada en Lima - Peru “Efecto
antiinflamatorio de las hojas de Cestrum auriculatum heriter “Hierba santa” en ratas con
influjo a inflamacién”. Determinaron el efecto antiinflamatorio en Rattus rattus con influjo
a inflamacion, utilizaron carragenina al 2% en solucion somatica tal agente inductor en el
desarrollo inflamatorio de una de las patas traseras de la rata con peso mediado 300+20 g,
realizaron mediciones de volumen de la inflamacion a las 1 horas, 2 horas, 3 horasy 5y 7
horas usando el pletismometro asi mismo, en ratones blancos con peso entre 20+2 g,
determinaron dosis letal (DL50), por via oral se le administro diferentes concentraciones
del extracto fueron 1000; 2000; 3000; 4000 y 5000 mg/Kg encontraron metabolitos
secundarios ,saponinas ,taninos esteroides ,triterpenoides ,alcaloides con notori mayor
presencia flavonoides y compuestos fendlicos, la dosis letal media fue de 5000mg/kg a
dosis de 500 mg/kg obtuvo un mejor efecto antiinflamatorio (7%de eficacia parecido al
grupo de la dexametasona (8% de eficacia) y la indumetacina (10%de eficacia) (p>0,05),
probablemente el estar presente los grupos fendlicos y de flavonoides sean responsables
del efecto antinflamatorio ,concluyeron que el extracto Hidroalcohdlico de Cestum
auriculatum heritier “Hierba Santa” tiene efecto antiinflamatorio ,evidenciaron ser fiable

al no ser una sustancia no toxica segun las disposiciones experimentales del dicho estudio.

Arauco (2016). La investigacion fue realizada en Lima, Perti “Efecto antinflamatorio y
analgésico del extracto etanolico de Muehlenbeckia volcanica (Benthan) endlicher
(mullaca) sobre el granuloma inducido por carragenina en ratas”, realizo el estudio
resultado antinflamatorio y analgésico, extracto en alcohol etilico de las hojas de

Muehlenbeckia volcanica, ratas y ratones. Su método fue de granuloma segun Sedwicks



con el tratamiento del extracto a 50 mg/kg, observé mayor reduccion en elementos formes
en sangre, (linfocitos y monocitos), menor media del latex a 50 mg /kg. menor media de
hematies y segmentarse a 50mg/kg en el exudado del granuloma, en contrastes de biopsias
de piel el mejor efecto a 750mg/kg, mejor efecto analgésico a las 8 horas a dosis de 250
mg/kg, sin efecto toxico a la dosis de 2,000 mg/kg; y sin efecto adverso, al ser comparado
con el control (p<0,05), demostrd que el extracto en alcohol etilico de Muehlenbeckia
volcanica (Benthan)- endlincher (mullaca)s posee efecto antinflamatorio y analgésico en

ratas, sin efecto toxico en ratones.

Avalos (2016). La investigacion fue realizada en Trujillo — Pert “extracto etanolico y su
efecto en gel con hojas de Piper aduncum en la inflamacion producida en Rattus var.
(Conjunto control, conjunto patrén y 3 conjuntos expuestos al gel del extracto al 1% 2%y
4%) de 12 modelos y los produjo la inflamacion aplicando 1 ml de solucién de carragenina
al 1% en el area sub plantar de una de las pata posterior (derecha) luego lo aplico via
topica el gel que preparo con el extracto etandlico de las hojas de Piper aduncum a los
conjuntos problemas, empleo un farmaco (diclofenaco en forma gel) comparando con el
conjunto patron, el gel del extracto etandlico presento un efecto antinflamatorio a las
concentraciones de 1% 2 %y 4% en la inflamacion inducida en Rattus var.norvegius.
concluyo que no hay diferencia con estadistica significativa entre el resultado
antiinflamatorio de los grupos y del conjunto patrén. El efecto antiinflamatorio lo explico

debido a la agrupacion de flavonoides en las hojas de Piper aduncum.

Nayra (2014). La investigacion fue realizada en Arequipa-Perti “estudio fotoquimico
preliminar y actividad antioxidante de las hojas Achyrocline alata DC. (HUIRA- HUIRA)
y su relacién con su contenido de compuestos fendlicos totales™, verifico los principales
conjuntos de metabolitos secundarios en las hojas de Achyrocline alata DC. (Huira-Huira)
a su vez determind y comparo su efecto antioxidante por la técnica de CUPRAC, cantidad
de componentes fenolicos por el método FOLIN- CIOCALTERUE de los extractos
metanolico lo obtuvo por dos métodos para la procedencia, (Soxhlet y percolacion), utilizo
hojas de Achyrocline alata DC. (Huira - Huira) gano un porcentaje de rendimiento de
29.41% por el método de Soxhlet y de 19.72%por el método de percolacion, demostro
posibles metabolitos secundarios los cuales se identificaron con acido fendlicos (acido

caféico y &cido clorogénico) encontrd en las tres fracciones ,flavonoides (flavonas y



flavonoles) solo en dos fracciones n-butanol y acetato de etilo ,taninos (taninos
hidrolizables) presentes en dos facciones n-butanol, saponinas (saponinas esferoidales)
solo en fraccion n-butanol y cumarinas (hidroxicumarina y furanocumarinas) presentes en

tres partes, concluyo la mayor capacidad antioxidante y cantidad de compuestos fendlicos.

2.1.2. Internacionales

Hernandez y Meléndez (2018). La investigacion fue realizada en México “Estudio
etnoboténica y estimacion de la actividad antiinflamatoria de Geranium seemannii Peyr”.
Decreto su actividad antiinflamatoria del extracto de la especie atreves del el método de
granuloma en ratas, utilizo la hierba seca en apariencia de decoccion y “agua de uso” para
aligerar afliccion del rifion, estomago, y dolores dentales, la inflamacion en comun, fiebre
y sarpullido, constato la disposicién de glucésidos cardiacos, quinonas azucares
reductores, taninos, flavonoides, cumarinas y saponinas, en la apreciacion farmacoldgica
se verifico que G, seemannii (125,250, y 500 mg/kg de peso corporal,) lo disminuyo (P

0.05), en la inflamacién sin elaborar dafio gastroduodenal.

Aquila (2016). La investigacion fue realizada en Argentina “Alcance y actividad
antiinflamatoria de flavonoides y terpenoides aislados de Cayaponia tayuya e Isodon
“xerophilus” Determino la aptitud de concernir la activacion del factor de transcripcion
nuclear NF-kB, utilizo estudio in vitro, para que determine el efecto antiinflamatorio, su
escrito consistio con C. tayuya, su adquisicion de una fraccidn rica en flavonoides que va
de un extracto butandlico lo obtuvo de la raiz de la hierba, la compenetracion de los
flavonoides ,la apreciacién de la fraccion rica en flavonoides, demostré su efecto
antiinflamatorio mediado en parte por inhibicién de la expresion de COX Y COX 2, en los
4 ent- kauranos concluye su capacidad antinflamatorio tiene un mecanismo que inhibe la

activacion de NF-Kb Con lo reajuste de los mediadores pro inflamatorios implicados.

Guzmén (2014). La investigacion fue realizada en Veracruz México “valoracion de la
actividad antiinflamatoria y estudios quilométricos de géneros de salvia de Xalapa”,
Determino la actividad antiinflamatorio de los extractos etanolitos de ocho especies .de la
salvia colectadas en la zona centro del estado de Veracruz para ello utilizo el modelo de
regresion OPS Y ACP para su basqueda para principios activos , lo evalué en edema
auricular agudo inducido por TPA, lo administro los extractos por via topica , donde la



inflamacion aguda le mostro dosis de 2mg/ oreja y en dosis 1mg/orejas ,en ambas sus
dosis con mayor actividad fue salvia micophylla (65.72 y 46.77% respectivamente),con
actividad incluso superior al farmaco de referencia (indumetacina 51.61%) concluyo que si

tiene actividad antiinflamatoria.

2.2. Bases tedricas

2.2.1. Inflamacién

Es una respuesta involuntaria emitida por el sistema a inmunoldgico, donde se presenta un
dafio a las células y tejidos, debido a los agentes patdgenos, fisicos y quimicos. En algunas
ocasiones, se dirige a una situacion crénica el cual pasa a ser una enfermedad degenerativa

como la artritis, arteriosclerosis incluso podria ser un cancer Villalba( 2014).

En la fase aguda va acompafada de fiebre, malestares, alteracion de los leucocitos y
proteinas. Es significativo saber diferenciar entre inductores y mediadores frente a una
respuesta inflamatoria. Los inductores son las indicaciones con las que se da apertura a la
causa, se activan los sensores especializados los cuales causan la produccion de grupos
especificos de mediadores. Estos a su vez alteran los estados de las funciones de las
células, tejidos y drganos que son los efectores de la inflamacion, de manera que permitan

su adaptacion y posteriormente la reparacion del dafio infringido por el inductor.
A. Inflamacién Aguda

Esta respuesta de la inflamacion aguda se da seguidamente frente al agente patdgeno.
Debido a los dos principales factores defensivos que, frente a los anticuerpos y los

leucocitos, se trasladan por el torrente sanguineo.
B. Inflamatoria Cronica

La inflamacion crénica es completamente diferente, que es la consecuencia de 2 factores
modificadores: Estan varios agentes nocivos que dafian los tejidos, aungque no poseen la
cantidad suficiente de virulencia para producir el tipo de reaccion inflamatoria aguda que

se ha descrito con anterioridad.
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Estructura de la piel

La piel es una capa protectora que aparta al organismo del medio ambiente externo vy, al
mismo periodo, permite su informacion con él mismo. la piel se transforma paulatinamente
en una mucosa. La piel sana es una barrera contra agresiones mecanicas, quimicas, toxicos,

calor, frio, radiaciones ultravioletas y microorganismos patdégenos Dearborn (2005).

Etiologia Se dan por consecuencia de un traumatismo conocido y en heridas post

operatorias. Pueden afectar a las siguientes estructuras:

La Epidermis: Es la capa mas externa de nuestra piel. Se sitla encima de la dermis y esta

formada casi exclusivamente por células epiteliales del tipo queratinocitos.

Hipodermis: se alberga en el espesor del tejido celular subcutaneo; son el objeto del actual

estudio.

Musculo: Es la dimensién del musculo dentro de este, lesionando las fibras subyacentes y
el tejido conectivo sin desgarrar la piel. Existe dolor, hinchazén, movimiento ilimitado en

la articulacioén se ubica en la herida.

Hueso: (Periostico): Es el espacio lesionado se demuestra en la porcién medular del hueso
puede acompanarse de sangrado e hinchazon estando los mas severos y dolorosos. Se
archivan segln su extension en el espacio, volumen, situacién regional en zona, planos de

profundidad y evolucion.

La artritis reumatoide: Es una enfermedad inflamatoria crénica de principio autoinmune,
siempre con muchas complicaciones sistémicas entonces, el método también es complejo
dificultado su vida del paciente e impidiendo su movilidad, calidad de vida. Algunos
medicamentos son especificamente para la artritis reumatoide los cuales actdan en la
inflamacidn y alivio general de la sintomatologia. El primero factor limitante de su estudio
terapéutico son los efectos secundarios. Los mas significativos son: obstrucciones en piel y
mucosas, nefrotoxicidad, discrasias sanguineas y enfermedades infecciosas. Los farmacos
incluidos en este apartado son la penicilamina, pero se usan también la cloroquina, la

sulfasalazina y el metotrexato Romero (2010).
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Formas del uso y preparacion de plantas medicinales:

Los arbustos se deben a su contenido de principios activos en hojas, corteza, flores, raiz,
etc. Va depender de su habitat en que crece la planta, el tiempo de recoleccién y el traslado

de las hojas.
Importancia y formas de plantas medicinales:

Estas plantas curativas estan orientadas a sacar provecho de los principios activos,

utilizando, las hojas, flores, tallo, raiz. Fretes(2010).
Tisana: Son consecuencia de la accion del agua sobre los efectos vegetales Lopez(2002).

Infusion: Para su elaboracion se coloca la droga en agua caliente por 3 a 5 minutos para

extraer el principio activo.

Decoccion: Se prepara la muestra adecuada de la droga en un recipiente en punto de

ebullicién el agua, se macera por 15 minutos Lopez(2002).

Maceracion: Se coloca la droga pesada en un recipiente opaco con la cantidad de agua
necesaria a temperatura de ambiente. Se deja reposar en un lugar fresco y oscuro, con el
tiempo requerido. La maceracion es util para las drogas cuyos principios activos sean

termolabiles.

Zumos: Son obtenidos por expresion de plantas frescas o parte de ella, se tritura despues,
se filtra el liquido resultante. Su ventaja es obtener el principio activo sin degradar,
especialmente las vitaminas, pero se deben ingerir inmediatamente después de su

elaboracion Lopez(2002).

Tinturas: Son soluciones alcohdlicas, se logra una concentracion muy alta de ciertos
principios activos de la planta. Se prepara dejando macerar la planta desecada en alcohol, a
temperatura de ambiente, durante 2 o 3 dias. Si en lugar de la planta desecada se utiliza la

planta fresca se llama alcoholaturos Lopez(2002).

Jarabes: se realiza a base de sacarosa y se agrega el extracto facilmente administrados.
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Los geles: Son formas hidroalcoholico constituida por gel base, alcohol y los

polialcoholes. Lopez(2002).

Polvos: En polvo se obtiene mayor provecho a los principios activos de la planta.
Lopez(2002).

2.3. Marco conceptual

Achyrocline alata (kunth) DC “Arnica”: Es una planta conocida por diferentes nombres
entre, “drnica silvestre”, “huira”, “lechuguilla”, “marcela”, “yateica 4”, se encuentran en
suelos arenosos y rocosos, tiene diversas actividades terapéuticas: contra la tos, resfrios,
digestivas, antihelminticas, antiespasmodicas, antiinflamatorias, antimicrobianas,
antioxidante, hipoglucemiante, la identificacion de la actividad hepato protectora y
colerético, por tener flavonoides y derivados cafeil quinicos, permitié aprobar su uso
digestiva. El 4&cido cafeil su actividad hipocolesterolemica, también actia como
antiinflamatoria, golpes o golpes (hinchazén), artritis y afecciones nerviosas como el estrés
son usados por los habitantes de este distrito en forma de infusiones, emplastos, compresas

Alvaro(2012).

Aines: Los antiinflamatorios no esteroideos, es un grupo de farmacos de accion terapéutica
y efecto adverso. La via de la COX causa los prostanoides que incluye las PG y
tromboxanos. La COX por si misma se cataliza en dos reacciones. Primero, actia como
ciclooxigenasa al combinar el acido araquidonico con 2 4&tomos de oxigeno para producir
PGG2. Posteriormente, actia como una peroxidasa al reducir la PGG2 a PGH2, haciendo

que las diferentes PG tengan funciones especificas.

La ciclooxigenasa esta formada por dos isoformas: la ciclooxigenasal (COX1) y
ciclooxigenasa 2(COX2) con un peso molecular proximo a 70Kdalton. La COX1 es una
enzima formada involucrada en puestos fisioldgicas como el sustento de la defensa
gastrica, flujo renal y otros como la segregacion plaquetaria, migracion de neutréfilos y en
el endotelio vascular. Por el contrario, la COX 2, es una isoenzima inducida por los

mediadores de la inflamacion en condiciones patoldgicas Rivera (2006).
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Animal de laboratorio: se refiere a cualquier especie del reino animal que puede ser
usada en un experimento cientifico dentro de ellos, el raton, la rata o quizas el mono. Para
darle un buen bienestar se debera cumplir con las condiciones en las se satisfacen las
necesidades fisicas y de comportamiento de un animal. Se deben entonces garantizar las
condiciones adecuadas de alojamiento (temperatura, humedad, iluminacién, ruido) de
nutricion (acceso al agua y a la comida) y de sanidad (higiene y prevencion y control de
enfermedades). Tamayo(2015).

ANOVA: Es un instrumento de medida en el cual se logra permite calcular la variabilidad
dentro de cualquier tipo de proceso y determinar si esta variacién es aceptable o no.
Constan varios métodos para realizar el estudio r&R, Pero el método ANOVA es el méas
exacto. Balanza analitica: Es la medida de una masa en una balanza analitica es una de las
operaciones mas comunes en un laboratorio de analisis. Como cualquier otra medida
instrumental, la medida de masa también esta sujeta a un error experimental, error que
depende de la propia balanza y las condiciones en que se lleva a cabo la pesada Maroto,
Boque, Riu, y Rius (2002).

Bioterio: se conoce con ese nombre el lugar fisico donde crian, mantienen 'y utilizan
animales de laboratorio en un ambiente adecuado acorde a la especie que se albergue

Herrera y Guzman (2018).

Cromatografia: Tiene dos fases, una pertenece estacionaria dentro del sistema (fase
estacionaria), la otra se desplaza a lo extendido de (facil movil). En la cromatografia la
clave es la separacion y la ligereza con la que se mueve la sustancia depende de su afinidad
relativa por ambas fases (equilibrio de distribucion) Lorenzo, Frias, Villa, & Del
Valle(2006).

La cromatografia en capa fina: Se fundamenta en la preparacion de una capa, uniforme,

de un adsorbente mantenido sobre una placa de vidrio u otro soporte. UNAM(2007).

Dosis: Es la cantidad de principio activo de un farmaco, lo expresa en elementos de

volumen o peso.
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Edema subplantar: se cuantifica de forma facil las caracteristicas de la inflamacién como
son el edema agudo localizada en la pata del animal tras administracion de carragenina
Leal(2009).

Extracto seco: Consiste en una en separacion solida por evaporacion del solvente usado en
su produccion. El extracto seco es una preparacion solida obtenida por evaporacion del
solvente usado en su produccion. El extracto seco generalmente tiene una pérdida por

secado o un contenido de agua no mayor del 5 % m/m.

Flavonoide: Los flavonoides es un grupo bastante amplio de compuestos fendlicos
polifendlicos, presenta por una estructura venzo-y — pirano, los cuales estan ampliamente
distribuidos en el reino vegetal se encuentran de forma universal en las plantas vasculares,
en forma de glucésidos. Ellos son muy importantes para el desarrollo y buen
funcionamiento de las plantas, ya que actlan como atrayentes de animales en la
ovoposicion, como agentes protectores contra la luz UV o contra la infeccion por
organismos fitopatdgenos, también presentan propiedades para la salud humana, esta

basado en una actividad antioxidanteMartinez, et al (2002).

Ibuprofeno: Es un antiinflamatorio no esteroideo (AINE) perteneciente a los derivados
acido propionico (naproxeno, ketoprofeno).su molécula es muy requerida en la

investigacion.

Metabolito secundario: son esenciales para el crecimiento de las plantas a su vez son
necesarios para la interaccion de las plantas, dividido en cuatro clases terpenos, fendlicos,
glucosidos, y alcaloides Avalos y Pérez (2009).

Screening fitoquimico: Es una herramienta en la investigacion del potencial biolégico y
farmacologico que poseen las plantas. Realiza el trabajo de identificar los grupos quimicos
especificos de cada molécula Castillo, Zavala y Carrillo (2005).

Meétodo farmacoldgico

Edema subplantar por carragenina.

El edema SP inducido por carragenina (CA) en ratas, se caracteriza por una fase temprana

(0-1 h) y es provocada por la liberacion de histamina, 5 - hidroxitriptamina y bradiquinina
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continuando con una fase tardia (1-6 h) sostenida principalmente por las prostaglandinas.
La contestacion inflamatoria se cuantifica por el aumento en el tamafio de la pata (edema)
que es maxima alrededor de 5 horas después de haberse aplicado (Winyard y Willoughby
2003).

Flavonoides: Los flavonoides es un grupo bastante amplio de compuestos fendlicos
polifendlicos, presenta por una estructura venzo-y —pirano, los cuales estan ampliamente
distribuidos en el reino vegetal se encuentran de forma universal en las plantas vasculares,
en forma de glucosidos. Ellos son muy importantes para el desarrollo y buen
funcionamiento de las plantas, ya que actlan como atrayentes de animales en la
ovoposicion, como agentes protectores contra la luz UV o contra la infeccion por
organismos fitopatdgenos, también presentan propiedades para la salud humana, esta
basado en una actividad antioxidante. Los flavonoides fueron descubiertos por Szent-
Gyougy, quien en el afio 1930 aisld de la cascara de limon una sustancia llamada citrina,

regulando la permeabilidad de los capilares.

A) Anillo B B)
o HO (o]
HO\//\\\V/O\\ . Y/ \\’
Anillo A == ) </ “W—OH
\\\//,_,-\\/_/ \ _/
OH N
Anille C 91 o Rz
Estructura general Isoflavonas
C) D) Rz
| . RS
HO O
o R
OoH O
Flavonoles
E) F) A
- OH
HO ~ o) A A :
N HO o}
I ) Rz
= \//\..\R
| OH

OH o

Flavanoles OH Antocianidinas

Figura 1. Principales estructuras quimicas de flavonoides. Fuente Autor: Liliana Mendieta

Estructura de los principales flavonoides. La diferencia entre ellos radica principalmente en
el grupo —OH y en el grado de saturacion que presenta el anillo C. En la imagen se
muestran en A) la estructura general de flavonoides, B) Isoflavonas, C) Flavanos, D)

Flavonoles, y E) Antocianidinas.



Metabolismo Secundario de Plantas

Las plantas son encargadas, de preparar de producir y sintetizar diversos grupos de
compuestos organicos, se dividen en dos grupos principales: metabolitos primarios y
metabolitos secundarios. terpenos, fendlicos, glucosidos y alcaloides. Es el conjunto de
reacciones quimicas que constituye el metabolismo, la mayor parte del carbono, nitrégeno
y de la energia termina en moléculas comunes a todas las células, necesarios para el trabajo

de los organismos. Los cuales son aminoacidos, nucleotidos, azucares, lipidos. Se

denomina metabolitos primarios Maroto, Boque, Riu, y Rius(2002).
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Figura 2. Elementos basicos del metabolismo primario y en relacién con el metabolismo

secundario de plantas. Fuente Autor: Facultad de Biologia. Universidad Complutense. Madrid.

2.4. Hipotesis

2.4.1. Hipotesis general

1. El extracto metandlico de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica” si

presenta efecto antiinflamatorio en ratas albinas.

2.4.2. Hipotesis especifica
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1. La dosis del extracto metandlico de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC.

“Arnica” que presenta mayor efecto antiinflamatorio en ratas albinas es 500 mg/kg.

2. El extracto metandlico de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica” si tiene

efecto antiinflamatorio significante respecto al ibuprofeno en ratas albinas.

2.5. Operacionalizacion de variables e indicadores

Tabla 1
Operacionalizacion de variables e indicadores

Variable Definicion Dimensiones Indicador
Independiente operacional

Extracto Concentracién 50mg/Kg.

metandlico de las Metabolitos secundarios Concentracién 250mg/Kg. Flavonoides
hojas de Concentracion 500mg/Kg.

Achyrocline alata Metabolitos.

(kunth)

D.C “Arnica”

Variable Definicion Dimensiones Indicadores
Dependiente operacional

Efecto Inhibicién antiinflamatoria en Medicion antiinflamatoria. Dimensiones zona
antiinflamatorio ratas albinas edema subplantar de

ratas albinas.

Fuente: Elaboracion propia: Se observa la operacién de variables e indicadores del Extracto metandlico de las hojas

de Achyrocline alata (kunth) D.C “Arnica”.
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Capitulo 111
Metodologia

3.1. Tipoy nivel de investigacion
Nuestra investigacion es del tipo prospectivo, longitudinal y experimental.

3.2. Descripcion del método y disefio

3.2.1. Experimental

Trabajamos con grupos de controles, al cual manipulamos la variable independiente,

nuestras muestras las obtuvimos al azar.
3.2.2. Prospectivo

Este se realizara en el presente a futuro.
3.2.3. Longitudinal

Se hara en multiples mediciones.

3.3. Poblacion y muestra

3.3.1. Poblacién

Las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica” Se recolecto planta en el Distrito de
manzanares, provincia de Huancayo, departamento de Junin, ubicado a 3,401 msnhm.
Poblado sector del campo se utilizd 5 kg de las hojas esto se procedié a secar y moler,
obteniendo 250mg/kg en extracto seco.
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Muestra

Extracto metanélico de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) D.C “Arnica”

3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

La observacion sera la técnica usada y la ficha de observacion sera nuestro instrumento

para recolectar los datos.

Los instrumentos utilizados:

Instrumento de recoleccion de datos para medir la inflamacion del extracto de las
hojas Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica”

Instrumento marcha fitoquimica para realizar estudios preliminares y
reconocer metabolitos secundarios

Instrumento de prueba de solubilidad

Instrumento de la placa silica gel para la cromatografia

Consolidado de datos obtenidos en el efecto antiinflamatorio del extracto

metandlico de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica”

Estudios preliminares usados son:

X/
L X4

X/
L X4

Prueba de solubilidad: Para diferenciar si es polar o apolar en diferentes reactivos.
Marcha fitoquimica: Nos ayuda a identificar los metabolitos secundarios de la
planta Achyrocline alata (Kunth) DC “Arnica”.

Método cromatografia en capa fina: Es una técnica utilizada aplicada en una placa
de silica gel

Descripcion de la Planta Achyrocline alata (Kunth) DC “Arnica”

TAXONOMIA
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ASTERIDAE
ORDEN: ASTERALES
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FAMILIA: ASTERACEAE
GENERO: Achyrocline
ESPECIE: Achyrocline alata (Kunth) DC
NOMBRE VULGAR: “Arnica”

Los paises: Argentina, Peru, Bolivia, Paraguay, Uruguay y Venezuela donde se encuentra
compuestos fendlicos y flavonoides. Esta especie de mata tiene propiedades bioldgicas en

actividad antioxidante y de gran cantidad antiinflamatoria, y flavonoides.

Esta familia de mata prospera en el Per( existen poco estudio fotoquimico, al presente

sigue siendo usada por los habitantes en la sierra de nuestro pais.

Tiempo de maceracion: Se macero en un frasco obscuro 2.50 g/kg en un litro de metanol
por 7 dias agitando todo el dia conservandolo en lugar fresco y seco luego se procedié a

llevar a la estufa a 40°C obteniendo extracto seco para los analisis preliminares .

Figura 3. Estufa de Aire Circulante Memmert. Fuente Figura 4. Extracto Achyrocline Alata Fuente Autor: Imagen

Autor. Imagen propia propia

3.5. Técnicas de procedimiento y analisis de datos

Ensayo de marcha fitoquimica y prueba de solubilidad (Método Lock O. 2016) seran

estudios preliminares.
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3.5.1. Estudio preliminar de la Marcha fitoquimica.

Se pesa 40 mg de extracto seco de Achyrocline alata (kunth) DC “Arnica”, se solubiliza en
20 mL de agua, para luego colocarlo en 1 mL en cada tubo de ensayo, para determinar de

una forma cualitativa se adiciona V gotas de los siguientes reactivos:

Tabla 2

Screening Fitoquimico
REACTIVO METABOLITO SECUNDARIO
WAGNER Alcaloides
POPOFF Alcaloides
MAYER Alcaloides
DRAGENDORF Alcaloides
SHINODA Flavonoides
FECL3 Compuestos fendlicos
LIEBERMAN BOUTCHARD Esteroides y tripterpenoides
NINHIDRINA AA. libres
FEHLING A + B Azucares reductores
GELATINA Taninos
MOLISCH Glicosidos

Fuente Autor. Elaboracion propia basada en la bibliografia recopilada
(OLGA LOCK, 1997): Se realiza la marcha fitoquimica con los diferentes

reactivos para identificar metabolitos secundarios de la planta.
3.5.2. Estudio preliminar Prueba de solubilidad

Se pesara 5 mg de extracto seco luego se colocaré en el fondo de cada tubo de ensayo y

seguido se afiade 1 mL de los siguientes reactivos.

Figura 5.Reactivos para solubilidad. Fuente Autor. Imagen propia
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Tabla 3

Solventes para solubilidad
Agua
Etanol
Metanol
Cloroformo

Acetato de etilo
N-butanol

Fuente: Elaboracion propia basada en la recopilada (OLGA LOCK, 1997): La prueba de solubilidad se

utiliza para identificar a cual de los reactivos es soluble el extracto.

Método cromatografia en capa fina

La cromatografia de Capa fina, define la separacion de una mezcla de dos o mas
compuestos por distribucidn entre dos fases inmiscibles.

Concepto de Rf

El simbolo Rf significa “Relacion de frentes” es una relacion de sustancias, y se expresa
como el cociente entre la distancia recorrida por la sustancia recorrida por el cociente por

el disolvente hasta el frente del eluyente.
Procedimiento:

Se us6 una placa de silica gel con un soporte de vidrio de 15 x5 cm haciendo una linea
horizontal a ambos extremos de 1cm. utilizé como fase estacionaria placas de silica gel con
soporte de vidrio en tamafios iguales 15x5 cm, trazando una linea horizontal e ambos
extremos a 1cm.del borde superior e inferior luego se realizo el sembrado Luego se coloco
la placa cromatografica de forma vertical con una ligera inclinacion dentro de la cuba

cromatografica.

Figura 6. Cuba con la fase mévil cloroformo. Fuente Autor. Imagen propia
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Figura 7.Sembrando En la placa cromatografia en la placa cromatografia. Fuente

Autor. Imagen propia

La placa deja secar en medio ambiente entre 10 a 15 minutos, luego se realiza el

procedimiento de revelado para observar las manchas de colores.

Figura 8 Identificando metabolitos. Fuente Autor. Imagen Figura 9 Placa cromatografia. Fuente Autor. Imagen

propia propia

Localizacién de los metabolitos en la placa:

Para identificar los metabolitos, se fundamenta en el analisis de la placa bajo la luz UV, la
placa del material fluorescente, la fluorescencia es eliminada por atreves de los

componentes de la muestra no fluorescentes.
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e e

Figura 10 Manchas de colores en la luz ultravioleta.Fuente Autor. Imagen propia

3.5.3. Técnica para la evaluacion de la actividad antiinflamatoria.

Test de actividad antiinflamatorio “Edema sub plantar por carragenina” segin Winter et al,

1970.
Fundamento:

Se trata en estimular un edema en la regién subplantar de la pata del animal de

experimento, por inyeccién de una sustancia irritante como la carragenina.
Procedimiento:

e Se colocaron las ratas en grupos de 6 marcados segun el grupo asignado, se pesé a
cada rata y se midio el espesor de su pata derecha con la herramienta vernier
digital.

e Secoloco 0.1ml de carragenina al 1% en suero fisioldgico

e Se administro el extracto en diferentes dosis y diferentes contenidos a cada grupo y

el blanco.

Grupos Experimentall: Se administro oral el extracto metandlico de las hojas Achyrocline
alata (kunth) DC “Arnica” 50mg /kg.
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Grupo experimental 2:  Se administrd oral el extracto metandlico de las hojas Achyrocline
alata (kunth) DC “Arnica” 250 mg /kg.

Grupo experimental 3:  Se administro oral el extracto metanolico de las hojas Achyrocline
alata (kunth) DC “Arnica” 500 mg /kg.

Grupo farmacologico: Administracion oral, jarabe ibuprofeno 100mg/ml.
Grupo control: Pata inflamada sin ningun tratamiento.
Se realizd leyenda de la pata posterior derecha al cabo de 1, 3,5,7 horas.

Se encontro el porcentaje de inflamacion de cada grupo, considerando el volumen inicial

medido.

Figura 12 Administracion de las dosis de Achyrocline alata para producir

la inflamacién. Fuente Autor. Imagen propia
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Técnicas para el analisis estadistico de los resultados estadistica descriptiva
Media aritmética:

La tendencia mas conocida de medida central. Obtendremos la medida tras la samacion de

todos los valores.

Poblacién o muestra y dividiéndose entre los valores sumados:

Vg2

7

Medidas de dispersion:

Conjunto de observaciones refiriéndose a la diversidad que muestran éstas. Esta medida de
dispersion conlleva investigacion respecto de la cantidad total de variabilidad actual en los
datos. Si no todos son iguales, en aquel momento existe dispersion en los datos a la vez Si

todos los valores son iguales no hay dispersion

Entonces las medidas de dispersion nos informan sobre cuanto se alejan del centro los

valores de la distribucion

La magnitud de la dispersién es reducida cuando los valores, aun diferentes, son cercanos

estos mismos.

La varianza:

Si poseemos dos valores de un conjunto de informaciones ubicados cerca de su media,

entonces la dispersion es menor que cuando al estar esparcidos.

Esta suma de desviaciones elevadas al cuadrado de los valores con respecto a la media se

divide entre el tamarfio de la muestra, menos 1, para obtener la varianza de la muestra.

Si calculamos la varianza de un modelo de valores, se resta la media de cada uno de los

valores individuales, las diferencias se elevan al cuadrado y después se suman entre si.
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Si se asigna la letra s2 para simbolizar la varianza de la muestra, de forma descrito se

expresa como sigue:

n

Z (Xj _)_()2

S2 — _i=l

Desviacion estandar: n—1
La varianza es representada por valores al cuadrado, por lo que no es una medida adecuada
de dispersion si se pretende expresar este concepto en términos de las unidades originales.
Para obtener la medida de dispersidn en unidades originales, simplemente se obtiene la raiz

cuadrada de la varianza.
S=\S?

Estadistica inferencial analisis de varianza (Anova) Es la técnica eficiente en la
estadistica; si la hipdtesis nula estd fundamentada (es decir, si no se encuentra evidencia
para rechazarla), normalmente uno no contintia con las siguientes igualaciones estadisticas
que permiten analizar datos empiricos para establecer si hay diferencia significativa entre

el conjunto de medias.
Prueba HSD de Tukey:

Es un ensayo de comparativa multiple, usando medias graduadas, basada en el examen de
varianza y asegurando que la apariencia de que una o mas balances que se califique
significativa solamente por azar no tener mayor de 5%. La prueba de Tukey, que

conocidamente como experimento de HSD.
Prueba de Duncan:

El test de Duncan es un test de comparaciones mdaltiples, el cual permite comparar las
medias de los niveles de un factor después de haber rechazado la hipotesis nula de igualdad
de medias mediante la técnica ANOVA. Estos test de comparaciones multiples son test que
tratan de perfilar, tratan de especificar, tratan de concretar, una Hipdtesis alternativa

genérica como la de cualquiera de los test ANOVA.



Prueba de diferencias Minima significante (DMS).

Se define como la diferencia minima que podria existir entre dos medias de muestra
significativamente diferentes. Para obtener la formula de la DSM, se usa la prueba t de

student para la diferencia entre dos medias cuando las varianzas no son diferentes cuyos

estadisticos de contraste es

Flujogram

) Xa2- X
Sﬂ}f

nvesy -
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y
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Analisis fitoquimico
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Figura 13. Flujograma de procesos de investigacion de las hojas de Achyrocline alata
(kunth) D.C “Arnica”. Fuente Autor. Imagen propia
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Capitulo IV

Presentacion de andlisis de resultados
4.1. Presentacion de Resultados

Todos los datos seran presentados en las siguientes tablas por cada procedimiento con
respaldo fotografico anexados

4.1.1. Prueba de solubilidad

agua ++
etanol ++
metanol ++++
cloroformo +++
acetato ++
de etilo

hexano +
n-butanol +

Tabla 4.Resultados Prueba de solubilidad..Fuente Autor. Imagen propia. datos experimentales
leyenda: ++++: muy soluble; +++: soluble; ++: poco soluble.

Como primer resultado tenemos la prueba de solubilidad realizada en los laboratorios de la
universidad interamericana para el desarrollo, de las hojas de Achyrocline alata (kunth)
D.C “Arnica” obteniendo mejor solubilidad, Obteniendo con mayor solubilidad el

metanol.

Figura 14 Prueba de solubilidad del extracto de Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica”
Fuente Autor. Imagen propia
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Como segundo resultado tenemos la marcha fitoquimica de las hojas de Achyrocline alata

(kunth) DC. “Arnica” realizados en los laboratorios de universidad interamericana para el

desarrollo.

Tabla 5
Marcha fitoquimica

reactivo | identificacion | extracto metanélico
wagner + alcaloides

popoff + alcaloides

mayer - alcaloides
dragendorf ++++ alcaloides

shinoda ++++ flavonoides

fecl3 +++ compuestos fendlicos
lieberman +++ esteroides y
boutchard tripterpenoides
ninhidrina - aa. libres
fehlinga+b - azucares reductores
gelatina +++ taninos

molisch +++ glucésidos

Leyenda: ++++: muy abundante cantidad; +++: abundante cantidad; ++: moderada cantidad;
+ poca cantidad; - ninguna. Fuente Autor. Imagen propia.

Marcha fitoquimica de las hojas de Achiroclyne Alata Kunt DC “Arnica”

realizada en los laboratorios de la universidad interamericana para el

desarrollo. Fuente Autor. Imagen propia



36

Observaciones:

e Alcaloides (Reactivo Wagner): La reaccion es positivo en poca cantidad al
presentar un color marron.

e Alcaloides (Reactivo Popoff): La reaccion es positivo en poca cantidad, tiene una
solucién acuosa de acido picrico y es de color amarillo.

e Alcaloides (Reactivo de Mayer): La reaccion es negativo al no presentar ninguna
actividad, su color es color blanco.

e Alcaloides (Reactivo dragendorf): La reaccidon es positivo presentando en muy
abundante cantidad tiene una solucion acuosa de tetrayodobismutato potasico y es
de color naranja.

e Flavonoides: (Reactivo de shinoda): las coloraciones rojas (Flavonas), roja a
naranja crismon(flavonoles)crismén a magenta(flavonas), rojas a veces azul o
verdes son consideradas positivas.

e Compuestos fendlicos: (FeCl3): La reaccion es positivo presentando en abundante
cantidad, tiene coloraciones azules, verde o0 negra.

e Terpenos y esteroides (Reactivo de Lieberman): La reaccién es positivo al
presentar una coloracion que varia de rojo.

e Aminoacidos (Ninhidrina): La reaccion es negativa no se detectd aparicion de un
anillo violeta.

e Aminoacidos (Ninhidrina): La presencia de aminoacidos se detecta con la aparicién
de color violeta. En nuestra muestra nos da negativo.

e Azucares reductores (fehling a + b): La reaccion nos dio negativa, se basa en el
poder reductor del grupo carbonilo de un aldehido que pasa a acido recudiendo la
sal cuprica de cobre (11), en un medio alcalino, oxido de cobre.

e Taninos :(Reaccion —gelatina): La reaccion es positivo presentando en abundante
cantidad, existe presencia de un precipitado, el color es blanquecino.

e Carbohidratos :(Molisch): La reaccion es positivo presentando en abundante
cantidad, existe presencia de carbohidratos se detecta con una aparicion de un

anillo violeta.
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Fuente: Olga lock de Ugaz, Investigacion Fitoquimica.Metodos en el estudio de

productos naturales.

4.1.3. Cromatografia de capa fina

Muestras Achyrocline alata (Kunth) DC.
“Arnica”
Rf 0.79

En este quinto resultado se observa una fluorescencia (1) amarilla, (2) naranja, (3) azul y

celeste en la luz UV A 336 nm se presenta una presencia de flavonoides en el del extracto
de Achyrocline alata (Kunth) D.C “Arnica”.

Flavonoide 1

Flavonoide 2

Flavonoide 3

Figura 15 Placa cromatografica lectura en luz ultra violeta.Fuente Autor. Imagen propia

4.1.4. Ensayo del efecto antiinflamatorio del extracto metandlico de las hojas de
Achyrocline alata (Kunth) DC (Arnica)

Tabla 6

Promedios de inflamacidn en pata de la rata en efecto antiinflamatorio del extracto

metanolico de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC (Arnica).

Promedio de inflamacion (mm)

Grupo n (PI)
Basal 1h 3h 5h 7h
Control 6  0.19+0.03  0,73%0.08 0.68+0.08 0.6020.06 0.50+0.06
blanco D e e e e
rSnSLleg'g% 5 5 0174005  0.68+009  0.62+0.08 0.55+0.08 0,50+0.06
EMHAAS0 o (o0.000 068009 0.6020.09 0.48+0.08 0.33+0.08
mg/kg 2020, (6%) (11%) (26%) (39%)
EMHAA250 o .0,000  068£0.08 0.57+0.05 0.43+0.05 0.35+0.05
mg/kg 2020, (6%) (18%) (39%) (55%)
EMHAAS00 «  (o0.000 0662008 0.5520.05 0.37+0.05 0.27+0.08
mg/mg e (6%) (22%) (55%) (79%)
Ibuprofeno 6 017+005  065%008 0.50+0.06 0.3520.05 0.25+0.05
100 mg/kg A0, (6%) (27%) (50%) (76%)

n = NUmero de ratas
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EEHAA =Extracto metanélico de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC “Arnica”
Fuente: Elaboracion propia

(Vt - Vo) control - (Vt - Vo) tratado
x 100
(Vt - Vo) control

Pl =

Pl = Porcentaje de inhibicion de la inflamacion
Vt = Volumen del grupo tratado

Vo = Volumen del grupo control

En el analisis descriptivo del efecto antiinflamatorio del extracto metanolico de las hojas
de Achyrocline alata (Kunth) DC “Arnica” se observé que en las tres dosis evaluadas hubo
inhibicion de la inflamacion. El efecto aumentdé conforme aumento la dosis (dosis
dependiente) y avanzé el tiempo, el maximo efecto fue a las 7 horas y con la dosis del
extracto de 500 mg/kg (79%), la dosis de 250 mg/kg y 50 mg/kg mostraron efecto de 55%
y 39% respectivamente. El efecto del ibuprofeno 100 mg/kg a las 7 horas fue 76%. En los
tres grupos del extracto y el grupo del ibuprofeno se observé mejor efecto a partir de la
tercera hora de observacion y fue significante respecto al grupo control solucion salina

normal (p<0.05) segun se aprecia en la tabla 6 y Grafico 2.

% de efecto antiinflamatorio segun grupos y tiempo de observacion

c 79 76
2 80 1

(8]

£

® 60 -

=

£

< 40 - 27

§ 18 22

2207 6666 -

5

£ 0

S 1h 3h 5h 7h

Tiempo de observacion de la inflamacién

B EMHAA 50 mg/kg B EMHAA 250 mg/kg
EMHAA 500 mg/mg M Ibuprofeno 100 mg/kg

Figura 16 Porcentaje de efecto antiinflamatorio extracto metandlico de las hojas de Achyrocline
alata (Kunth) DC (Arnica) - EMHAA = Extracto metanolico de las hojas de Achyrocline alata
(Kunth) DC (Arnica)Fuente Autor. Elaboracion propia.
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Tabla 7
Analisis de varianza (ANOVA) del efecto antiinflamatorio del extracto metandlico de las
hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC “Arnica”

Suma de Media .
cuadrados ol cuadratica F S
Inter-grupos .009 5 .002 2.000 107
Edema basal Intra-grupos .027 30 .001
Total .036 35
Inter-grupos 021 5 .004 579 716
Edemaala 1 Intra-grupos 222 30 .007
hora
Total .243 35
Inter-grupos 118 5 .024 4.885 .002
cdemaalas3 nira-grupos 145 30 005
oras
Total .263 35
Inter-grupos .298 5 .060 14.307 .000
Edema alass Intra-grupos 125 30 .004
oras
Total 423 35
Inter-grupos .363 5 .073 15.951 .000
Edema alas? yntra-grupos 137 30 005
oras
Total .500 35

Fuente: Elaboracion propia: se hizo un analisis de varianza (ANOVA) del efecto antiinflamatorio del

extracto metandlico de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC “Arnica”

En tabla 7 se aprecia que la inflamacion basal fue similar en todos los grupos de
tratamiento (p>0.05). En la primera no se observa efecto antiinflamatorio en ninguno de
los grupos (p>0.05). La inflamacion a las 3, 5 y 7 horas si hubo disminucion significativa,
es decir el efecto antiinflamatorio se evidencio a partir de la tercera hora en al menos uno

de los grupos tratados.

4.2. Prueba de la hipdtesis
4.2.1. Hipotesis general

H1: El extracto metandlico de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica” Si

presenta efecto antiinflamatorio en ratas albinas.

HO: El extracto metandlico de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica” No

presenta efecto antiinflamatorio en ratas albinas.
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Analisis de aceptacion de la hipdtesis general como respuesta inductiva a los resultados

estadisticos de sus hipdtesis especificas

HIPOTESIS GENERAL RESULTADO ESTADISTICO

El extracto metandlico de las hojas de
Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica”
Si presenta efecto antiinflamatorio en ratas Se acepta

albinas

HIPOTESIS ESPECIFICA RESULTADO ESTADISTICO

La dosis del extracto metandlico de las
hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC.
“Arnica” que presenta mayor efecto Se acepta
antiinflamatorio en ratas albinas es 500

mg/kg.

El extracto metandlico de las hojas de
Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica” si
tiene efecto antiinflamatorio significante Se acepta

respecto al ibuprofeno en ratas albinas.

H1: La dosis del extracto metandlico de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC.

“Arnica” que presenta mayor efecto antiinflamatorio en ratas albinas es 500 mg/kg

HO: La dosis del extracto metanolico de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC.

“Arnica” que presenta mayor efecto antiinflamatorio en ratas albinas no es 500 mg/kg.

En la tabla 11 se aprecia que la dosis de 500 mg/kg del Achyrocline alata (Kunth) DC.
“Arnica” tiene mayor efecto comprado con las otras dosis del extracto, la mejor diferencia

se observo a las 5 horas de tratamiento (p<0.05). Por tanto, se acepta la hipdtesis H1.



H2: El extracto metandlico de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica” Si

tiene efecto antiinflamatorio significante respecto al ibuprofeno en ratas albinas

HO: El extracto metanélico de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica” No

tiene efecto antiinflamatorio significante respecto al ibuprofeno en ratas albinas

En la tabla 12, segun analisis de Tukey se observa que el Ibuprofeno 100 mg/kg no tiene
efecto antiinflamatorio significante respecto al , en especial respecto a la dosis de 500
mg/kg. Por tanto, se rechaza H2 y se Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica” acepta la
hipotesis HO.

Tabla 8
Prueba de Duncan a las 3 horas de observacion del efecto antiinflamatorio del extracto

metanolico de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica”
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Subconjunto para alfa = 0.05

Grupos N
1 2 3
Ibuprofeno 100 mg/kg 6 .500
EMHAA 500 mg/kg 6 .550
EMHAA 250 mg/kg 6 .567
Duncan EMHAA 50 mg/kg 6 .600
SSN 0.9% 5 mL/kg 6 .617 617
Control Blanco 6 .683
Sig. 126 139 .058

n= NUmero de ratas

EMHAA = Extracto metanélico de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica”

Fuente Autor. Elaboracion propia



Tabla 9

Prueba de Duncan a las 5 horas de observacion del efecto antiinflamatorio del extracto

metanolico de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica”
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Subconjunto para alfa = 0.05

Grupos N
1 2 3 4 5

Ibuprofeno 100 mg/kg 6 .350

EMHAA 500 mg/kg 6 .367

EMHAA 250 mg/kg 6 433

Duncan EMHAA 50 mg/kg 6 483

SSN 0.9% 5 mL/kg 6 .550 .550
Control Blanco 6 .600
Sig. .658 .084 .190 .084 .190

n=NuUmero de ratas

EMHAA = Extracto metandlico de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica”

Fuente Autor. Elaboracién propia
Tabla 10

Prueba de Duncan a las 7 horas de observacion del efecto antiinflamatorio del extracto

metandlico de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica”

Subconjunto para alfa = 0.05

Grupos N
1 2 3
Ibuprofeno 100 mg/kg 6 .250
EMHAA 500 mg/kg 6 .267
EMHAA 50 mg/kg 6 .333
Duncan EMHAA 250 mg/kg 6 .350
SSN 0.9% 5 mL/kg 6 .500
Control Blanco 6 .500
Sig. .051 .051 1.000

n=NuUmero de ratas

EMHAA = Extracto metanélico de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica”

Fuente. Elaboracion propia

En las tablas 8,9 y 10 se aprecia efecto antiinflamatorio con las tres dosis del extracto. En

la tercera hora los grupos del ibuprofeno, dosis de 250 mg/kg y 500 mg/mg del

Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica” presentan similar efecto (p>0.05), la dosis de 50

mg/kg del EMHAA presentan similar efecto. A las 5 horas y 7 horas la dosis de 500 mg/kg

con el ibuprofeno tienen efecto similar (p>0.05) y son significantes comparado con el

grupo control (p<0.05). A las 5y 7 horas se aprecia que las tres dosis del Achyrocline alata
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(Kunth) DC. “Arnica” presentan efecto diferente y significante respecto al grupo control
blanco y solucidn salina normal (p<0.05). Po lo expuesto se acepta la hipdtesis H1.

4.2.2. Hipotesis especificas

H1: La dosis del extracto metanolico de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC.

“Arnica” que presenta mayor efecto antiinflamatorio en ratas albinas es 500 mg/kg

HO: La dosis del extracto metandlico de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC.

“Arnica” que presenta mayor efecto antiinflamatorio en ratas albinas no es 500 mg/kg.

Tabla 11
Prueba de diferencia Minima Significante (DMS) del efecto antiinflamatorio del extracto

metanolico de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica”

Intervalo de confianza al

Variable Diferencia de Error : 95%
dependiente (W GTUPOS () Grupos (-l tipico Sig. Limite  Limite
inferior superior
Ibuprofeno 100 0.050 0.040 0.22 -0.032 0.132
mg/kg
EMHAA 50 -0.050 0.040 0.22% -0.132 0.032
mg/kg
Edemaalas3 ~ EMHAA500 EMHAA 250 0,017 0.040 0.68 -0.099 0.065
horas mg/kg mg/kg
SSN 0.9% 5 -0.067 0.040 0.11 -0.149 0.015
mL/kg
Control Blanco -0.133 0.040 0.00 -0.215 -0.051
Ibuprofeno 100 0.017 0.037 0.66 -0.059 0.093
mg/kg
EMHAA 50 -0.117 0.037 0.00% -0.193 -0.041
mg/kg
Edema alas 5 EMHAA 500 EMHAA 250 0.067 0.037 0.08* -0.143 0.009
horas mg/kg mg/kg
SSN 0.9% 5 -0.183 0.037 0.00 -0.259 -0.107
mL/kg
Control Blanco -0.233 0.037 0.00 -0.309 -0.157
Ibuprofeno 100 0.017 0.039 0.67 -0.063 0.096
mg/kg
EMHAA 50 -0.067 0.039 0.04* -0.146 0.013
mg/kg
Edemaalas7  EMHAA500 EMHAA 250 10,083 0.039 0.04* 0163 -0.004
horas mg/kg mg/kg
0,
SSN 0.9% 5 -0.233 0.039 0.00 0313 -0.154
mL/kg
Control Blanco -0.233 0.039 0.00 -0.313 -0.154

EMHAA = Extracto metanélico de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica” *

p<0.05Fuente Autor. Elaboracion propia
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En la tabla 11 se aprecia que la dosis de 500 mg/kg del Achyrocline alata (Kunth) DC.
“Arnica” tiene mayor efecto comprado con las otras dosis del extracto, la mejor diferencia

se observo a las 5 horas de tratamiento (p<0.05). Por tanto, se acepta la hipotesis H1.

H2: El extracto metanélico de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica” Si
tiene efecto antiinflamatorio significante respecto al ibuprofeno en ratas albinas

HO: El extracto metandlico de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica” No

tiene efecto antiinflamatorio significante respecto al ibuprofeno en ratas albinas

Tabla 12
Analisis de Tukey de comparaciones multiples del efecto antiinflamatorio del extracto

metandlico de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica”

Intervalo de confianza al

Variable Diferenciade  Error . 95%
dependiente (D Grupos  ()Grupos oo -l)  tipico Sig. Limite Limite
inferior superior
EMHAA 50 -0.100 0040  0.159**  -0.222 0.022
mg/kg
ENMAA 250 -0.067 0040  0567**  -0.189 0.055
Edemaalas3  Ibuprofeno EI?/IH?AA 500
horas 100mgky o -0.050 0040  0811**  -0.172 0.072
SSN 0.9% 5 0117 0.040 0.068 -0.239 0.005
mL/kg
Control Blanco -0.183 0.040 0.001 -0.305 -0.061
EMHAA 50 -0.133 0037 0014 -0.247 -0.020
ma/kg
EMHAA 250 -0.083 0037  0252%*  -0197 0.030
mg/kg
Edemaa las 5 Ibuprofeno EMHAA 500
horas 100mgky o -0.017 0037  0.998**  -0.130 0.097
0,
SSN 0.9% 5 -0.200 0037 0.000 0.313 -0.087
mL/kg
Control Blanco -0.250 0.037 0.000 -0.363 -0.137
EMHAA 50 -0.083 0039  0206**  -0.202 0.035
mg/kg
EMHAA 250 -0.100 0.039 0.137** -0.219 0.019
mg/kg
Edemaalas7  Ibuprofeno EMHAA 500
horas 100 mg/kg ma/kg -0.017 0.039 0.998** -0.135 0.102
0,
SSN 0.9%5 -0.250 0039 0.000 -0.369 -0.131
mL/kg
Control Blanco -0.250 0.039 0.000 -0.369 -0.131

EMHAA = Extracto metanélico de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica”
**p>0.05. Fuente Autor. Elaboracion propia

En la tabla 12, segin analisis de Tukey se observa que el Ibuprofeno 100 mg/kg no tiene
efecto antiinflamatorio significante respecto al Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica”, en
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especial respecto a la dosis de 500 mg/kg. Por tanto, se rechaza H2 y se acepta la hipétesis
HO.

4.3. Discusion de resultados

En el analisis de solubilidad observamos las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC
“Arnica” tienen diferentes solubilidades siendo el Metanol uno de los mayores debido a

que este es polar por lo tanto se disuelve en el analito semejante.

En la marcha fitoquimica Se tomé a manera fuente de referencia Olga Lock de Ugaz. se
pudo identificar grupos constituyentes de extracto metanolico de las hojas de Achyrocline
alata (Kunth) DC “Arnica” identificamos compuestos flavonoides y fenélicos, Ademas , se
identifico un grupo de alcaloides con los reactivos de Dragendorf, esto podemos decir que

si consumieran que al consumir la planta tenga cierto grado de toxicidad.

En las tablas 8,9 y 10 se aprecia efecto antiinflamatorio con las tres dosis del extracto. En
la tercera hora los grupos del ibuprofeno, dosis de 250 mg/kg y 500 mg/mg del
Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica” presentan similar efecto (p>0.05), la dosis de 50
mg/kg del Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica” presenta similar efecto. A las 5 horas y
7 horas la dosis de 500 mg/kg con el ibuprofeno tienen efecto similar (p>0.05) y son
significantes comparado con el grupo control (p<0.05). A las 5y 7 horas se aprecia que las
tres dosis del Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica” presentan efecto diferente y
significante respecto al grupo control blanco y solucién salina normal (p<0.05). Por lo

expuesto se acepta la hipotesis H1.

En la parte experimental con las ratas albinas observamos que al ibuprofeno ya hacer
efecto en las diferentes concentraciones, empieza también el efecto el extracto de
Achyrocline alata (Kunth) DC “Arnica” en las concentraciones de (50, 250, y 500 mg/kg)

en un aprox. de 30mnts

Al inducir a las ratas albinas con el extracto metandlico de las hojas de Achyrocline alata
(Kunth) DC. “Arnica” se demuestra que esta cumpliendo con el efecto antinflamatorio que
se requiere en las diferentes concentraciones (50, 250, y 500 mg/kg), asi como lo
demuestra la tabla estadistica dando como resultado la dosis 500mg con mas efecto

antiinflamatorio.
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Demostrando en el resultado final las hojas de Achyrocline alata (Kunt) DC. “Arnica”
aumenta su efecto antinflamatorio a las horas 7 de haber sido inducidas por carragenina

como edema subplantar en ratas albinas ya vemos los resultados segun graficos y analisis

Vemos de la solucion salina administrada en las patas de las ratas albinas no tiene efecto
antinflamatorio disminuyendo la inflamacién al minimo hace ver que la minima
inflamacion fue por mecanismo de defensa de las ratas que por la solucion salina

administrada.

Capitulo V

Presentacion y analisis de resultados

5.1. Conclusiones

1. Se identificd en las tres concentraciones hay una disminucién de la inflamacién
caracteristica en la pata de las ratas albinas las siete horas de haberlo administrado
extracto metandlico de las hojas de Achyrocline alata (kunth) DC. “Arnica”. Existe
mayor disminucion significativa de la inflamacion en la concentracién 500mg/kg.

2. Se evidencia que existe un efecto antiinflamatorio del extracto metandlico de las hojas
de Achyrocline alata (kunth) D.C “Arnica” en las dosis 500 mg/kg (79%) dosis 250
mg/Kg (55%) y 39mg/kg (39%) en comparacion con el ibuprofeno.

3. Se llega a la conclusion que extracto metandlico de las hojas de Achyrocline alata
(kunth) DC. “Arnica” tiene un efecto antiinflamatorio con (79%) significante frente al

ibuprofeno con (76%).

5.2. Recomendaciones

1. Se encarga realizar otros estudios para reconocer metabolitos secundarios del extracto
metandlico de las hojas de Achyrocline alata (kunth) DC. “Arnica”.

2. Se invita hacer prueba de toxicidad del extracto metanolico de las hojas de Achyrocline
alata (kunth) DC. “Arnica”. para saber su DL 50. Actualmente utilizada por su efecto
antinflamatorio.

3. Realizar una charla informativa para los pobladores informando los diferentes

beneficios de la planta y darle el conocimiento de su uso adecuado y diferentes formas.
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Titulo: Efecto antiinflamatorio del extracto metandlico de hojas Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica” en ratas albinas.

PROBLEMA

OBJETIVOS

HIPOTESIS

VARIABLES

METODOLOGIA

PROBLEMAS GENERALES

OBJETIVO GENERAL

HIPOTESIS GENERAL

VARIABLES
INDEPENDIENTES

METODO
Experimental

¢El extracto metandlico de las
hojas de Achyrocline alata
(Kunth) DC. “Arnica” presentara
efecto antiinflamatorio en ratas
albinas?

Demostrar el efecto
antiinflamatorio del extracto
metandlico de las hojas de
Achyrocline alata (Kunth) DC.
“Arnica” en ratas albinas.

El extracto metandlico de las
hojas de Achyrocline alata
(Kunth) DC. “Arnica” si presenta
efecto antiinflamatorio en ratas
albinas.

PROBLEMAS ESPECIFICOS

1. ¢Qué dosis del extracto
metandlico de las hojas
de Achyrocline alata
(Kunth) DC. “Arnica”
presentara mayor efecto
antiinflamatorio en
ratas albinas?

¢El efecto
antiinflamatorio del
extracto metanolico de
las hojas de s
Achyrocline alata
(Kunth) DC. “Arnica”
erd significante
respecto al ibuprofeno
en ratas albinas?

OBJETIVO ESPECIFICO

1. Determinar la dosis del
extracto metandlico de
las hojas Achyrocline
alata (Kunth) DC.
“Arnica” que presenta
mayor efecto
antiinflamatorio en ratas
albinas.

Verificar si el extracto
metandlico de las hojas
de t Achyrocline alata
(Kunth) DC. “Arnica”
iene efecto
antiinflamatorio
significante respecto al
ibuprofeno en ratas
albinas.

HIPOTESIS ESPECIFICA

1. Ladosis del extracto
metanolico de las hojas
de Achyrocline alata
(Kunth) DC
“Arnica”que presenta
mayor efecto
antiinflamatorio en ratas
albinas es 500 mg/kg.
El extracto metandlico
de las hojas de
Achyrocline alata
(Kunth) DC
“arnica”’antiinflamatorio
significante respecto al
ibuprofeno en ratas
albinas.

Extracto metanolico de
las hojas de Achyrocline
Alata (kunth)
DC.“Amica”
DIMENSIONES
Concentracion 50mg/Kg.
Concentracién
250mg/Kg.
Concentracién
500mg/Kg.

Metabolitos.

INDICADORES
Flavonoides

VARIABLE
DEPENDIENTE
Efecto antiinflamatorio

DIMENSIONES
Medicion antinflamatoria

INDICADORES
Dimensiones zona pata de
ratas albinas.

TIPO DE INVESTIGACION
Nuestra investigacion es del tipo prospectivo,
longitudinal y experimental

DISENO DE INVESTIGACION
a. Experimental Trabajaremos con grupos de
controles, al cual manipularemos la variable
independiente, nuestras muestras las obtendremos al
azar

b. Prospectivo: Este se realizar en el presente a

futuro.

c. Longitudinal: Se hard en multiples mediciones.
POBLACION

Las hojas de Achyrocline alata (kunth) D.C “Arnica”

MUESTRA
Extracto metandlico de las hojas de Achyrocline
alata (Kunth) D.C “Arnica”
INSTRUMENTOS
Técnica: observacion
Instrumento: ficha de observacion




Anexo B. Instrumento de recoleccidn de datos para medir la inflamacion del

extracto de las hojas Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica”

Tratamientos Grupos Basal 1h 3h 5h 7h

1

Ibuprofeno
100 mg/kg

EMHAA 50
mg(kg

EMHAA 250
mg/kg

EMHAA 500
mg/kg

SSN0.9% 5
mL/kg

Blanco

D OO o (01O OO OO BB DDBWWWWWWINDNDMDNDNMDNDNDIERERPRRPRPRPPRE

Fuente Autor. Elaboracién propia
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Instrumento marcha fitoquimica para realizar estudios preliminares y reconocer metabolitos

secundarios

Fraccion | Metabolito )
secundario Reactivo Resultado

A ) Gelatina
Taninos

FeCl;

Aminoacidos Nihidrina
Flavonoides Shinoda

B Esteroides Libermann- Burchard
Triterpenos Libermann Burchard
Quinonas Borntrager

C Cardenolidos Kedde
Esteriodes Libermann Burchard
Triterpenos Libermann Burchard
Alcaloides Mayer

D Flavonoides Shinoda
Leucoantocianidina Rosenheim
Cardenolidos Kedde
Esteroides Libermann Burchard
Triterpenos Libermann Burchard
Alcaloides Mayer

E Flavonoides Shinoda
Leucoantocianidina Rosenheim

Andlisis de la marcha fitoquimica de extracto metandlico del

extracto de las hojas Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica”.

Fuente: Elaboracion propia



Instrumento de prueba de solubilidad

Reactivo resultados

Agua

Etanol

Metanol

Cloroformo

Hexano

Acetato de etilo

N-butano

Fundamento: muy soluble +++, soluble ++, poco soluble +, insoluble -.

Fuente: Elaboracion propia
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Instrumento de la placa silica gel para la cromatografia

Método

Sistema de solventes

Soporte

Revelador

Estandar

Lampara de la luz UV

Rf (extracto)

Rf estandar

.
Preparacion de materiales para realizar la cromatografia en capa
fina. Fuente: Elaboracién propia
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Consolidado de datos obtenidos en el efecto antiinflamatorio del extracto metanélico de las

hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica”

Tratamientos Grupos Basal 1h 3h 5h 7h
1 0,1 0,7 0,5 0,4 0,2

1 0,2 0,6 0,5 0,4 0,2

Ibuprofeno 1 0,2 0,8 0,6 0,3 0,3
100 mg/kg 1 0,2 0,6 0,4 0,3 0,3
1 0,2 0,6 0,5 0,3 0,3

1 0,1 0,6 0,5 0,4 0,2

2 0,2 0,6 0,6 0,5 0,4

2 0,2 0,8 0,7 0,5 0,4

EMHAA 50 2 0,2 0,7 0,6 0,6 0,4
mg (kg 2 0,2 0,6 0,5 0,4 0,3

2 0,2 0,8 0,7 0,5 0,3

2 0,2 0,6 0,5 0,4 0,2

3 0,2 0,6 0,5 0,4 0,3

3 0,2 0,7 0,6 0,5 0,4

EMHAA 250 3 0,2 0,8 0,6 0,5 0,4
mg/kg 3 0,2 0,7 0,6 0,4 0,3

3 0,2 0,7 0,6 0,4 0,4

3 0,2 0,6 0,5 0,4 0,3

4 0,2 0,6 0,5 0,4 0,2

4 0,2 0,7 0,6 0,4 0,4

EMHAA 500 4 0,2 0,7 0,5 0,3 0,3
mg/kg 4 0,2 0,8 0,6 0,4 0,3

4 0,2 0,7 0,6 0,4 0,2

4 0,2 0,6 0,5 0,3 0,2

5 0,2 0,6 0,5 0,4 0,4

5 0,1 0,8 0,7 0,5 0,5

SSN 0.9% 5 5 0,2 0,7 0,6 0,6 0,5
mL/kg 5 0,2 0,6 0,6 0,6 0,5

5 0,1 0,8 0,7 0,6 0,6

5 0,2 0,6 0,6 0,6 0,5

6 0,2 0,7 0,6 0,6 0,5

6 0,2 0,8 0,7 0,6 0,5

Blanco 6 0,2 0,8 0,8 0,7 0,6

6 0,2 0,6 0,6 0,5 0,5

6 0,2 0,8 0,7 0,6 0,4

6 0,2 0,7 0,7 0,6 0,5

Fuente Autor. Elaboracién propia
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Anexo C: Data consolidado de resultados

Figura 17. Prueba de solubilidad de las hojas de Achyrocline alata
(Kunth) DC. “Arnica” Realizado en la universidad Interamericana para el

desarrollo. Fuente Autor. Imagen propia

Figura 18 .Reactivos de la prueba de solubilidad y marcha fitoquimica en los
laboratorios de la universidad interamericana para el desarrollo. Fuente

Autor. Imagen propia

Marcha fitoquimica

Figura 19.Marcha fitoquimica de las hojas de Achiroclyne Alata Kunt DC

“Arnica” realizada en los laboratorios de la universidad interamericana para

el desarrollo. Fuente Autor. Imagen propia



Cromatografia de capa fina UNMSM

Figura 20.Cromatografia de capa fina en la Universidad Mayor de San

Marcos. Fuente Autor. Imagen propia

Figura 21.identificando flavonoides. Fuente
Autor. Imagen propia
Figura 22. Placas colocadas en una cuba para realizar la

corrida. Fuente Autor. Imagen propia

56



Resultado de Cromatografia de Capa Fina

Figura 23 .Se identificd flavonoides con las luz UV. Fuente: Imagen propia

Flavonoide 3

Flavonoide 2

Flavonoide 1
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Anexo D: Cronograma del programa experimental
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Recoleccion y secado de muestrade X

la planta

Preparacion del extracto X

Prueba de solubilidad y marcha X
fitoquimica

Ensayo del efecto antiinflamatorio

Medicién basal del didmetro de pata X
de la rata e Induccion del edema en
la sub plantar

Primera medicion del nivel de X
edema en pata de la rata

Segunda medicién del nivel de X
edema en pata de la rata

Tercera medicion del nivel de edema
en pata de la rata

Cuarta medicién del nivel de edema
en pata de la rata

Figura 24. Cronograma de Actividades. Fuente: Imagen propia




Anexo E: Testimonios fotogréaficos

Figura 25 .lugar de recoleccion de Achyrocline Alata Kunt DC “Arnica” Se
recolecto planta en el Distrito de manzanares, provincia de Huancayo,

departamento de Junin, ubicado a 3,401 msnm. Fuente Autor. Imagen propia

Figura 26 .Achiroclyne Alata Kunt DC “Arnica” Distrito de manzanares,

provincia de Huancayo, departamento de Junin, ubicado a 3,401 msnm.

Fuente Autor. Imagen propia
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Figura 27 .Toma de muestra de Achyrocline Alata (Kunth) DC. “Arnica”

.Fuente Autor. Imagen propia

e

Figura 28 .Embalaje y transporte de Achyrocline alata (Kunth) DC.

“Arnica” Huancayo — Lima. Fuente Autor Imagen propia

Figura 29.Separacion de las hojas Achyrocline alata (Kunth) DC.

“Arnica” “Fuente Autor. Imagen propia
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Figura 30. Estufa de Aire Circulante Memmert Achyrocline alata (Kunth)

DC. “Arnica” Fuente Autor. Imagen propia.

Figura 31 .Peso, trituracion, pulverizacion de Achyrocline alata (Kunth)

DC. “Arnica” Fuente Autor. Imagen propia.
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Figura 32.Trituracion de Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica” con

molino. Fuente Autor. Imagen propia

A

2 eSS s . VL
Figura 33 .Pulverizacion de las hojas Achyrocline alata (Kunth) DC.

“Arnica” con molino. Fuente Autor. Imagen propia
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Figura 34.En los laboratorios de la universidad interamericana para el
desarrollo, peso de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica”

con molino. Fuente Autor. Imagen propia

«

Figura 35 .Peso de las hojas de ¢ Achyrocline alata (Kunth) DC.
“Arnica” on molino pulverizadas para luego macerar por una semana en

metanol. Fuente Autor. Imagen propia.

Figura 36 .Filtracion del macerado de las hojas de Achiroclyne Alata Kunt DC

“Arnica” Lab. Universidad Interamericana para el desarrollo. Fuente Autor.

Imagen propia.
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Figura 37 .El macerado de las hojas de Achyrocline alata (Kunth) DC.
“Arnica” se vierte en envase de pirex para llevar al horno 40 grados de 3 a 4

dias. Fuente Autor. Imagen propia

Figura 38 .Pesado de nuestra muestra seca de hojas de Achyrocline alata

(Kunth) DC. “Arnica” Fuente Autor. Imagen propia




Figura 39. Dilucion de la muestra de las hojas de Achyrocline alata

(Kunth) DC. “Arnica” La Universidad Interamericana para el

Desarrollo.Fuente Autor. Imagen propia

Figura 40 .Se enumeran las ratas albinas para empezar a trabajar; Usaremos
los laboratorios de La Universidad Interamericana para el Desarrollo.Fuente
Autor. Imagen propia

Figura 41 .Se le coloca cloruro de sodio como muestra estandar a nuestra rata
albina rata 1.Fuente Autor. Imagen propia
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Figura 42 .Administracion de extracto de las hojas de Achyrocline alata
(Kunth) DC. “Arnica” en los laboratorios de la Universidad

Interamericana para el Desarrollo. Fuente Autor. Imagen propia

Figura 43.Administracion de ibuprofeno en jarabe a las ratas albinas en
laboratorio de universidad Interamericana para el Desarrollo.Fuente Autor.
Imagen propia

Figura 44 .Induccién del efecto inflamatorio en la pata rata albina —

Universidad Interamericana Para el Desarrollo. Fuente Autor. Imagen propia
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Figura 45 .Medicion del efecto inflamatorio en las patas de las ratas albinas

usamos el vernier cada 2 horas. Fuente Autor. Imagen propia

Figura 46 .Efecto inflamatorio al 7 horas de extracto y el blanco Univ.

Interamericana para el Desarrollo — laboratorios. Fuente Autor. Imagen

propia
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Figura 47 .Efecto antinflamatorio al 0.2 ml y 0.9 ml en concentraciones de
250mg y 50 mg. Fuente Autor. Imagen propia

Figura 48 .Toma de medidas de la inflamacién cada 2 horas por cada grupo —

Universidad Interamericana para el Desarrollo.Fuente: Imagen propia
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Figura 49 .Tomando la muestra de efecto antinflamatorio cada 2 hora por

cada grupo. Fuente Autor. Imagen propia

Figura 50.Comprando resultados de efecto antinflamatorio de las hojas de.

Achyrocline alata (Kunth) DC. “Arnica” Fuente: Imagen propia
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by e _‘ UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS s, 100,

¢ 3.~ Universidad del Perii, DECANA DE AMERICA % e
>’ % VICERREC r:w;\rw v‘n' NVESTIGACION Y POSGRAL e
/m DO DE INVESTIGACION Y POSGRADO | Natero!
\ | VICERRECTORADO DE \ g
8 S8 Wistoacion v rosrADG MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“Anio de la lucha contra la corrupcién y la impunidad”

CONSTANCIA N°165-USM-2019

El JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (planta completa) recibida de Tatiana Hellen Curo
Diaz, estudiante de la Universidad Interamericana para el Desarrollo, ha
sido estudiada y clasificada como: Achyrocline alata (Kunth) DC. y tiene
la siguiente posicion taxonémica, segln el Sistema de Clasificacién de
Cronquist (1988).

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ASTERIDAE
ORDEN: ASTERALES
FAMILIA: ASTERACEAE
GENERO: Achyrocline
ESPECIE: Achyrocline alata (Kunth) DC.

Nombre vulgar: “Arnica”
Determinado por Mag. Asuncién A. Cano Echevarria

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que
estime conveniente.

Lima, 17 de mayo de 2019

ASUNGION A. CANO ECHEVARRIA
H HERBARIO SAN MARCOS (USM)

ACE/ddb

Figura 51.Certificado de taxonomia. Fuente Autor. Imagen propia



UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS

Fundada en 1551
MUSEO DE HISTORIA NATURAL

Direccién: AV. ARENALES NRO. 1256 - JESUS MARIA -

Telefono: (01)619-7000 Anexos 5703, 5704
Correo: museohn@unmsm.edu.pe

R.U.C. N° 20148092282

BOLETA ELECTRONICA

B039- N° 00003105
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Cliente: PADUA VEGA CRISTIAN MANUEL Fecha: 16 de mayo del 2019
Direccién: MZ. B, LT. 18 LOS LAURELES - PUENTE PIEDRA Moneda: SOLES
Doc. Identidad: 44243716 Tipo: DNI
Unidad: HERBARIO (DIVISION BOTANICA)
Tipo Afect. Cant. Descripcién Val. Unit. Val.Venta(*) IGV(18%) Imp.Venta
GRAVADA 1 | DETERMINACIONES/CONSTANCIAS PARA PRE 60.00 60.00 10.80 70.80
- GRADO
OBS:DETERMINACION BOTANICA
SON: SETENTA Y 80/100 SOLES Op. Gravada | S/ 60.00
(*) Sin impuestos. Op. Exonerada | S/ 0.00
(**) Incluye impuestos, de ser Op. Op. Inafecta | S/ 0.00
LG.V. | s/ 10.80
Importe Total | S/ 70.80
il Quipucamayoc
T,

Figura 52 .Boleta de taxonomia-Fuente Autor. Imagen propia
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Figura 53 .Método de edema subplantar en ratas. Fuente: Imagen propia
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COLEGIO MEDICO VETERINARIO DEL PERU

Pedro Irigoyen N° 208 - Santa Rita

CMVD Surco - Lima - Peri N? 291365
LIMA CERTIFICADO DE SALUD

El Médico Veterinario, que suscribe: C ER T I F I C A, haber examinado clinicamente al
animal que a continuacion se resefa:

Especie...... Ra%es.. Raza . HOITEMON Sexo .. Mad‘05 ............ Fdad .3, 1ne5€3
Nombre ... sstimistvssb i Sefias particulares (color, tatuaje,etc)........wrvrursariecssrininns
Habiéndose comprobado que para el momento del exdmen, el animal en mencion se encontro
libre de enfermedades infecto-contagiosas y parasitarias transmisibles a hombres y a otros.

Se expide el presente a solicitud de ..... 309.9« e T R G TR S
Domiciliado en UmUW&dﬂdIﬂmamwm ...... para los finef Yue grea conveniente,
En BTE(M ....... A"" ....... alos n/IZIZOH ................. Bl

Observacionesii .. s daaNntiNai i, e e e e el B e ) ) W L T
AN

....................................................................

Médico Veterinario

Nombres y Apellidos-Direccién y N° C.M.VP: del. i
Médico Veterinario responsable Nota: Este Certificado tiene una validez de 15 dias
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Figura 54 .Certificado de compra de ratas. Fuente Autor. Imagen propia
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I. DATOS GENERALES

Anexo F: Juicio de expertos

FICHA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO POR JUICIO DE EXPERTOS

74

L1 Apellidos y nombres del
1.2
1.3 Cargo e institucion donde laboras ...\). M ( )
e - < \u
1.4 Titulo de Ia Investigacion: S Se Y &) ‘}“ f‘ .‘?3........‘.‘.‘, ........... %"L ......... “énok‘l""";‘\“‘b“v ........ ll&lb7 "
AV k " NSRS \o VWAL
1.5  Autor del instrumento:
.................................... 510
1.6 Nombre del instrumento:
s Muy
CRITERIOS Deficiente Regular Bueno Excelente
INDICADORES CUALITATIVOS/CUANTITATIVOS 020% | 2140% | 41-60% 6'13“;‘;',"/ 81-100%
0 0
CLARIDAD Esta formulado con lenguaje apropiado. é 3
OBJETIVIDAD Estd expresado en conductas observables. / ﬁ{
ACTUALIDAD Adecuado al alcance de ciencia y tecnologia. g /
ORGANIZACION Existe una organizacion logica. 1 (
LS
SUFICIENCIA Co!nprende los aspectos de cantidad y 8 ‘21
calidad. '
INTENCIONALIDAD Adecuado para valorar aspectos del estudio. §' O
CONSISTENCIA Basados en aspectos Tedricos-Cientificos y , ;
del tema de estudio.
COHERENCIA EI](FC los indices, indicadores, dimensiones y g)
variables. )
METODOLOGIA La qstralegm responde al proposito  del #x (7
estudio.
CONVENIENCIA Genera nuevas pautas en la investigacion y 9 v
construccion de teorias, :
SUB TOTAL 3 &'@ : 4'_/ J g/
TOTAL
VALORACION CUANTITATIVA (Total x 0.20): \:F®¢lé‘ .....
VALORACION CUALITATIVA : \«

Lugar y fecha: .......




I. DATOS GENERALES

L1 Apellidos y

nombres

FICHA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO POR JUICIO DE EXPERTOS

................................................................................................................................

1.2 Grado

.......................

académico:

.............................

1.3 Cargo e insfitucion donde labora: iQCEN’L”ﬂD E20R

14 Titulo de Ia Investigacion: .G.ES<he.. Aah .(p’.\a.\‘f.\fa).m.‘.l&. ol
Rdaycl

.......................................................................................

IO (€0 exa_{pros ON\D )

------ R

1.5 Autor del instrumento:

1.6  Nombre del instrumento:

UNID
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. Muy
CRITERIOS Deficiente Regular Bueno 2 Excelente
INIICATGRES CUALITATIVOS/CUANTITATIVOS 0-20% | 21-40% | 41-60% 6‘:3;;,: 81-100%

CLARIDAD Esté formulado con lenguaje apropiado. /
OBJETIVIDAD Esta expresado en conductas observables. \/
ACTUALIDAD Adecuado al alcance de ciencia y tecnologia. /
ORGANIZACION Existe una organizacion logica. A
SUFICIENCIA Cog'nprende los aspectos de cantidad y \/

calidad.
INTENCIONALIDAD Adecuado para valorar aspectos del estudio. \/

Basados en aspectos Tedricos-Cientificos y
ESRINTENCIN del tema de estudio. \/

Entre los indices, indicadores, dimensiones y
COHERENCIA vasiahiles. \/
METODOLOGIA La t?slmlegia responde al proposito del e

estudio.
CONVENIENCIA Genera nuevas pautas en la investigacion y \/

. construccion de teorias.

SUB TOTAL
TOTAL

VALORACION CUANTITATIVA (Total x 0.20) :

VALORACION CUALITATIVA : ................. M U\IBUENO ..........................................
OPINION DE APLICABILIDAD: .................. APL\\QA .........................................................

C Mg%
Lugar y fecha: LINA.B 02.2020 Firma y Posfirma del experto

.................

SUS D eooue
bk, 059031 3

........................



CLARIDA | Esta formulado con
D leng apropiado.




