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RESUMEN

El trabajo de investigacion se desarroll6 con el objetivo de demostrar la actividad
coagulante, tiempo de protrombina y la actividad hemostatica del extracto seco
hidroalcohdlico al 70% de Castilleja pumila (misk’icha).”, en muestras de sangre
venosa y en heridas producidas en ratones; respectivamente; asi como la
evaluacion de la toxicidad aguda por via oral y dérmica.

A partir del extracto hidroalcohdlico al 70%, el andlisis fitoquimico cualitativo mostro
la presencia en mayor cantidad de flavonoides y quinonas; asi mismo se realiz6 el
estudio de la solubilidad del extracto.

La determinacion del tiempo de coagulacion, por el método de White y el tiempo de
protrombina, por el método de Quick; se utilizaron muestras de sangre humana de
10 voluntarios, las muestras fueron divididas en tres para trabajar las tres dosis
diferentes (C1=0.01mg/mL), (C2=0.1mg/mL), (C3=1mg/mL); del extracto seco
hidroalcohdlico al 70% de Castilleja pumila (misk’icha).”,obteniéndose un porcentaje
de disminucion del tiempo de coagulacion del 15.67%, para la dosis 3
(C3=1mg/mL), por lo que se puede concluir que esta dosis es la mas efectiva; y un
porcentaje de disminucién del tiempo de protrombina del 44%, para la dosis 3
(C3=1mg/mL), por lo que se puede concluir que esta dosis es la mas efectiva.

Para la determinacion de la actividad hemostética se realizo aplicando el método de
sangria de Ivy Modificado, para lo cual se utilizaron 50 ratones albinos Mus
musculus, a los cuales se les realizO cortes con el propésito de producir una
hemorragia considerable, administrandoles las dosis respectivas; (C1=10mg/kg),
(C2=100mg/kg), (C3=1000mg/kg); obteniéndose un porcentaje del tiempo de
disminucion de hemostasia del 10.34%, con la dosis 3 (C3=1000mg/kg) de donde
concluimos que esta es la dosis mas efectiva.

Mediante el criterio de Draize (69) para la determinacién de toxicidad aguda por
irritacion dérmica; y la prueba de toxicidad aguda por via oral bajo el criterio de Lorke
del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Castilleja pumila (misk’icha), segun la
metodologia planteada se tuvo en observacion a los animales, y durante este tiempo
no hubo presencia significativa, es decir cambios morfologicos representativos,

irritacion, en la piel de los animales, determinando asi que bajo esta prueba se
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produce una toxicidad topica en un grado minimo, de cero a cuatro. Tampoco hubo
presencia significativa en cuanto a los signos (diarrea, temblores, somnolencia) y
sintomas (irritabilidad, agresividad, depresion) en los animales, ni se produjo la
muerte de ninguno de ellos, por lo tanto, se determiné que a las dosis evaluadas el
extracto no presenta toxicidad aguda por via oral.

En conclusion, el presente estudio brinda evidencia cientifica de Castilleja pumila
para el tratamiento de hemorragias, presenta leve a moderada toxicidad oral y

dérmica.

Palabras claves: Castilleja pumila, extracto seco, coagulacion, protrombina,

hemostasia.
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ABSTRACT

The research work was carried out with the objective of demonstrating the coagulant
activity, prothrombin time and the hemostatic activity of the 70% hydroalcoholic dry
extract of Castilleja pumila (misk'icha).”, In samples of venous blood and wounds
produced in mice; respectively; as well as the evaluation of acute toxicity orally and
dermally.

From the 70% hydroalcoholic extract, the qualitative phytochemical analysis showed
the presence in a greater amount of flavonoids and quinones; Likewise, the study of
the solubility of the extract was carried out.

The determination of the coagulation time, by the White method and the prothrombin
time, by the Quick method; human blood samples from 10 volunteers were used, the
samples were divided into three to work the three different doses (C1 = 0.01mg /
mL), (C2 = 0.1mg / mL), (C3 = 1mg / mL); of the dry extract hydroalcoholic to 70%

of Castilleja pumila (misk'icha). ”, obtaining a percentage of reduction of the
coagulation time of 15.67%, for the dose 3 (C3 = 1mg / mL), so it can be concluded
that this dose is the most effective; and a percentage of prothrombin time decrease
of 44%, for dose 3 (C3 = 1mg/ mL), so it can be concluded that this dose is the most
effective.

For the determination of hemostatic activity, the modified Ivy bleeding method was
applied, for which 50 Mus musculus albino mice were used, to which cuts were made
with the purpose of producing a considerable hemorrhage, administering the
respective doses; (C1 =10mg/kg), (C2 =100mg/kg), (C3 =1000mg / kg); obtaining
a percentage of the time of decrease of hemostasis of 10.34%, with dose 3 (C3 =
1000mg / kg) where we conclude that this is the most effective dose.

through the Draize criterion (69) for the determination of acute toxicity due to dermal
irritation; and the acute oral toxicity test under Lorke's criteria of 70% hydroalcoholic
dry extract of Castilleja pumila (misk'icha), according to the methodology proposed,
the animals were observed, and during this time there was no significant presence ,
ie representative morphological changes, irritation, in the skin of the animals, thus
determining that under this test a topical toxicity occurs to a minimum degree, from

zero to four. Nor was there a significant presence in terms of signs (diarrhea, tremor,
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drowsiness) and symptoms (irritability, aggressiveness, depression) in animals, nor
did any of them die, therefore, it was determined that at the doses evaluated the
extract does not present acute oral toxicity.

In conclusion, the present study provides scientific evidence of Castilleja pumila for

the treatment of hemorrhages, presents mild to moderate oral and dermal toxicity.

Key words: Castilleja pumila, dry extract, coagulation, prothrombin, hemostasis.
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INTRODUCCION

Desde tiempos pasados el hombre ha buscado solucién a sus enfermedades y
afecciones, utilizando la flora y fauna de su entorno, y por ello al ir experimentando
con diferentes sustancias que la naturaleza le proveia, este conocimiento fue
pasando de generacién en generacion hasta nuestros tiempos. En un 80 por ciento
de los casos hay una concordancia entre lo que dice la tradicion y el estudio
fitoquimico. Las propiedades de las plantas son conocidas por el mundo cientifico,
por eso hay un porcentaje importantisimo de remedios alopéticos y homeopaticos
que se elaboran con ellas. Segun la OMS, el 80 por ciento de la poblacion mundial

consume hierbas medicinales para tratar algun tipo de afeccion. (1)

Se sabe que los antiguos peruanos utilizaban plantas no solo como alimento,
también las empleaban para curar males que los aquejaban. Existen informaciones
bibliogréficas y folkléricas en las que se dan a conocer el empleo de las plantas para
estos fines. Se sabe que las plantas medicinales fueron la base para diversos
tratamientos y diversos farmacos tienen su origen en plantas medicinales, en los
que la ciencia y la tecnologia han tenido un avance sorprendente, motivo por el cual
la ciencia nos ayuda a investigar sobre las diferentes propiedades que se les

atribuye a las diferentes especies. (2)

Segun el estudio Etnobotanico realizado por Rado J. B. 2011; quien redacta sobre
dicha especie vegetal, Castilleja pumila (Benth) Weed. “Misk’icha”, y sus
propiedades en el trabajo de tesis "Etnobotanica del Distrito de Ocongate - Cusco”;
que los usos que se le atribuye a esta especie vegetal son como infusién de toda la
planta para aliviar hemorragias, y utilizado también como parches; sobre heridas y

raspones, lo que permite actuar como cicatrizante y hemostatico. (3)

El Perl posee recursos naturales con actividad terapéutica, los cuales existen en
los reportes etnobotanicos de plantas medicinales, alguno de ellos usados en
procesos de hemorragia; este es el caso de Castilleja pumila (Benth) Weed.
“‘Misk’icha” es una especie vegetal nativa perteneciente a la familia de las

Orobanchaceae y cuyo nombre comin es de origen quechua, dentro del

XVi



Departamento del Cusco, y cuyas caracteristicas intrinsecas de la especie ayudan

a su reconocimiento dentro de la flora regional.

En el presente estudio se evalla la actividad coagulante y hemostética; asi como la
toxicidad aguda por via oral y topica del extracto seco hidroalcohdlico de toda la
planta de Castilleja pumila (Benth) Weed. “Misk’icha”; por lo tanto, tiene el objeto de
validar cientificamente el uso terapéutico de Castilleja pumila (Benth) Weed.

“Misk’icha” sobre la Coagulacion.
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CAPITULO |
GENERALIDADES

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los usos de las plantas en diferentes areas de nuestra cultura han determinado y
conformado las bases de nuestra identidad. Nos han sanado y lo mas importante,
aportado el oxigeno para la supervivencia de nuestra especie y la vida en el planeta.
Existen pruebas empiricas y cientificas que avalan los beneficios de diversas
plantas medicinales en diversas afecciones cronicas o leves. Los tratamientos con
plantas medicinales, son la forma mas popular de medicina tradicional, perdurando

a lo largo del tiempo gracias a la transmision oral. (4)

En la actualidad la basqueda por encontrar nuevas sustancias con actividades
terapéuticas ha llevado a los investigadores a profundizar los estudios sobre la
composicion y uso de los principios activos de diversas plantas medicinales que son
muy poco conocidas y que sin embargo poseen actividades farmacoldgicas

interesantes y de gran aporte a la salud. (4)

Las plantas constituyen un recurso valioso en los sistemas de salud de los paises
en desarrollo. Aunque no existen datos precisos para evaluar la extension del uso
global de plantas medicinales, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
estimado que mas del 80% de la poblacion mundial utiliza, rutinariamente, la
medicina tradicional para satisfacer las necesidades de atencién primaria de salud
y que gran parte de los tratamientos tradicionales implica el uso de extractos de

plantas o sus principios activos. (5)

Los factores determinantes de la salud son, ante todo, de caracter socio-cultural,
econémico, ambiental y politico, por lo tanto, es necesario enfocar la problematica
general de salud desde una perspectiva mas integral e intercultural. La medicina
tradicional justamente es integral y, por lo tanto, presenta una vision adecuada a los
problemas de salud. EI empleo de diferentes especies vegetales, en el tratamiento
de algunos procesos patologicos, es una practica que aumenta cada dia,

constituyendo lo que se ha llamado la medicina alternativa. Esto es debido a que,



en los dltimos afos, se ha intensificado la investigacion fitoquimica que ha permitido
identificar y aislar los principios activos responsables de la actividad farmacoldgica,

dando lugar a que puedan ser presentados en variadas formas de dosificacion. (6)

De la recoleccion de informacion, en cuanto a enfermedades de trastornos
metabolicos; se evidencia que la existencia en los severos cambios metabolicos que
se dan en la Diabetes Mellitus Il parecen influenciar la coagulacion y la funcién
plaguetaria. Estudios realizados en plaquetas y coagulacion sanguinea han
permitido asegurar que estos trastornos son posiblemente un factor importante en

el estado pretrombotico que presentan estos enfermos. (7)

Informes como los de Planken y colaboradores y Sandoval D. y colaboradores han
documentado la existencia de porcentajes no significativos de los valores alterados
del recuento plaquetario y del volumen plaquetario medio con respecto a los
controles diarios y los valores de referencia. (7) (8). Por otra parte, Papanas y
colaboradores muestran resultados opuestos a los anteriores, en los que las
alteraciones en el volumen plaguetario medio se presentan de forma significativa en

pacientes con Diabetes Mellitus IlI. (9)

Segun el informe publicado por Novo Nordisk, hay 420.000 personas en el mundo
que sufren de Hemofilia. Mientras que, en Colombia, las cifras de hemofilicos
superan los 1.900 diagnosticados. 76% tipo A, 16% tipo B y alrededor del 8% no
esta clasificado por tipo, de acuerdo con el mas reciente reporte de la Federacion
Mundial de Hemofilia (WEH). Para entender en qué consiste esta clasificacion, el
doctor Juan Gabriel Cendales, Director Médico de Novo Nordisk, explica que existen
distintos factores numerados que intervienen en la coagulacién, “cada uno cumple
funciones especificas en la sangre. Cuando el factor VIl esta afectado, el paciente
es diagnosticado con Hemofilia A en el caso del factor IX la calificacion es de tipo
B”. Entre las caracteristicas de la enfermedad para las dos clases de hemofilia se
cuenta la aparicion de hemorragias articulares, estas pueden presentarse en las
rodillas o los codos de los pacientes lo que limita su capacidad para realizar

actividades normales. (10)



Segun informacién de la Sociedad Peruana de Hematologia, en el Peru sélo el 25%
de los pacientes tiene diagnosticada la hemofilia y el porcentaje restante aun
desconoce que la sufre o lo que es peor, no ha recibido el diagnéstico respectivo. Se
calcula que hay entre 2,500 y 3,000 peruanos con hemofilia, de las cuales 950 estan

diagnosticadas con esta enfermedad. (11)

En el Peru la Diabetes Mellitus afecta al 7% de la poblacion (mas de 2 millones de
personas) y solo 3,2% de los casos son Diabetes Mellitus tipo I. La Costa present6
una prevalencia de 8,2%, la Sierra 4,5% y la Selva 3,5%. En Cusco la prevalencia
en el afio 2016 fue 4,9% con 573 casos registrados (MINSA, 2017). Un determinante
importante en la epidemiologia de la diabetes es la condicion socioecondémica de
los pacientes debido a que es mas prevalente en los sectores mas vulnerables de
la poblacién. (12). En la actualidad la mayoria de los autores coinciden en que en la
Diabetes Mellitus existen alteraciones en el mecanismo de la hemostasia que
propician el establecimiento de un estado de hipercoagulabilidad, o que contribuye

al desarrollo de manifestaciones tromboticas en estos pacientes. (7) (13)

La especie vegetal Castilleja pumila “misk’icha, actualmente no cuenta con un
estudio fitoquimico, farmacologico ni toxicolégico que avale las propiedades

coagulantes y hemostéticas que le atribuye la medicina tradicional.

Teniendo como Unicos antecedentes los usos tradicionales que se le atribuyen a
esta planta, en algunos casos para el tratamiento de hemorragias, se busca
comprobar la actividad coagulante y hemostatica de esta planta, asi como
determinar la presencia de los diferentes metabolitos secundarios mediante pruebas
fitoquimicas de identificacion cualitativa dando una base cientifica para su utilizacion
adecuada y de esta manera dar un aporte en cuanto a la validacion del conocimiento

tradicional.

1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA
¢Presentara actividad coagulante, hemostatica y toxicidad aguda por via oral y

toxicidad dérmica por via topica, el extracto seco hidroalcoholico al 70% de Castilleja

pumila “misk’icha”?



1.3 OBJETIVOS

1.31

1.3.2

Objetivo general

e Evaluar la actividad coagulante, hemostatica y toxicidad aguda por via
oral y topica del extracto seco hidroalcoholico al 70% de Castilleja
pumila (misk’icha).”

Objetivos especificos
Realizar las pruebas preliminares de solubilidad, analisis fitoquimico

cualitativo del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Castilleja pumila
“misk’icha”.

Evaluar la disminucion del tiempo de coagulacion y el tiempo de protrombina
in vitro, en muestras de sangre venosa humana, del extracto seco
hidroalcohdlico al 70% de Castilleja pumila “misk’icha”.

Determinar la actividad hemostatica del extracto seco hidroalcohdlico al 70%
de Castilleja pumila “misk’icha” en heridas producidas en ratones albinos Mus
musculus.

Evaluar la toxicidad aguda por via oral del extracto seco hidroalcoholico al
70% de Castilleja pumila “misk’icha”, por el método de Lorke, en ratones
albinos Mus musculus.

Evaluar la toxicidad aguda por via topica del extracto seco hidroalcohdlico al
70% de Castilleja pumila “misk’icha”, mediante el criterio de Draize, en
ratones albinos Mus musculus.

Comparar la actividad hemostética del extracto seco hidroalcohdlico al 70%

de Castilleja pumila “misk’icha” in vivo frente al acido Tranexamico.

1.4 JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

En nuestra region se presentan diferentes ecosistemas en los que se desarrollan

una gran variedad de plantas, variedad que a su vez se manifiesta en las multiples

aplicaciones tradicionales y terapéuticas conocidas. (14) Esta diversidad origina la

necesidad de recabar informacion por zonas, aun tratandose de especies con el



mismo nombre, pues en el ambito local existe escasa informacion respecto de

plantas medicinales de determinadas localidades. (15)

El estudio de la actividad coagulante y hemostética de Castilleja pumila “misk’icha”,
dando como respuesta el inicio de la hemostasia, que es el fenomeno fisiolégico
gue detiene el sangrado y, a su vez, un mecanismo de defensa que, junto con la
respuesta inflamatoria y de reparacion, ayuda a proteger la integridad del sistema
vascular después de una lesion tisular; asi como en la aplicacion de la disminucion
del tiempo de coagulacion, teniendo como propdsito hacer una revision de las
propiedades biologicas que ofrecen los compuestos activos de Castilleja pumila
‘misk’icha”, ademas de corroborar en la investigacion el efecto que posee esta

especie, siendo aun mas importante que la planta de estudio crece en el Cusco.

La existencia de plantas con potencial terapéutico constituye una alternativa
farmacologica de marcado interés para el tratamiento de diversas enfermedades,
de ahi la importancia y necesidad de realizar estudios preclinicos con el propésito

de detectar posibles efectos téxicos post administracion. (16)

Asi mismo el ampliar las investigaciones en plantas medicinales de nuestra region
las cuales se llevan a cabo en la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de
nuestra universidad plasmada en los diversos temas de tesis existentes; su finalidad
es también desarrollar nuestros recursos naturales ya que contamos con diversas

especies vegetales las cuales tienen diversos efectos alin mas por comprobar.

1.5 LIMITACIONES
No se encontré suficiente material bibliografico sobre estudios fitoquimicos y

farmacologicos realizados acerca de la especie Castilleja pumila (misk’icha), su

literatura es limitada.

1.6 HIPOTESIS

e EI extracto seco hidroalcohdlico al 70% de la planta de Castilleja pumila
“‘misk’icha”, presenta actividad coagulante y hemostatica, con ausencia de
toxicidad aguda por via oral y topica en animales de experimentacion.



CAPITULO Il
MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

2.1 ESTADO DE LA CUESTION

El conocimiento de las propiedades medicinales de las plantas est4 basado en la
observacion, la experiencia y el conocimiento profundo de la poblacién; el cual es
transmitido de generacion en generacion. Estos conocimientos, deben contribuir a
resolver, en parte, los problemas de salud de la poblacibn menos favorecida y mas
alejada, cuyas posibilidades de curarse son, actualmente, limitadas; ya sea por el
alto costo de los medicamentos, la distancia a la que se encuentran los centros de
salud, o por el hecho de arraigarse a sus propios conocimientos en la resolucion de
los diversos problemas de salud.

Siendo asi que al realizar una revision de los procedimientos actuales para el
tratamiento de la hemorragia se plantea una alternativa que sirva de base para
actualizar los protocolos de intervencion ante este tipo de incidentes, que se orienta
a mejorar el procedimiento y la intervencion en este tipo de casos mediante el

empleo de plantas medicinales que favorecen la hemostasia y la coagulacion.

El presente estudio tiene como objetivo proporcionar una alternativa hemostatica
local en el manejo de personas con riesgo a una hemorragia; el sangrado es un
motivo de consulta habitual; el 25% de los hombres y el 46% de las mujeres
normales refieren, al menos, un sintoma de sangrado. Las enfermedades
cardiovasculares (ECV) son la principal causa de mortalidad en el mundo. En el
Pert, en el afio 2012 las enfermedades isquémicas del corazon y las
cerebrovasculares ocuparon la quinta y sétima causas de muerte respectivamente,

con mas de 8 mil casos anuales. (17)

Al realizar la investigacion del presente tema, se pudo observar que no hay estudios
referentes a la planta Castilleja pumila “misk’icha”, habiendo buscado informacion

en diferentes medios, como libros, tesis, articulos cientificos, articulos botanicos.

Por tanto, esta es una planta relativamente nueva en la investigacion, ya que no se

han reportado estudios en lo referente a su composicién fitoquimica, por lo que es



conveniente realizarlo para conocer sus componentes y la propiedad coagulante
que le confiere la medicina tradicional; encontrandose estudios botanicos y
etnobotanicos. Asi mismo es un tema que busca aportar un conocimiento en el
campo fitoquimico y validar cientificamente si presenta o no la actividad que se le
atribuye. Es asi que resulta de suma importancia la realizaciéon de un estudio que
recopile los conocimientos acerca de esta planta medicinal, puesto que ello ayudara

a que puedan ser estudiadas cientificamente en todos sus aspectos.

2.2 ANTECEDENTES
2.2.1 Antecedentes Etnobotanicos

Rado J. B.: “Etnobotanica del Distrito de Ocongate-Cusco”. UNSAAC Facultad
de Ciencias Biologicas - Tesis 2011. (3)

Objetivo: Valorar las diferentes especies Etnobotanicas existentes en las
comunidades de Ocongate. La valorizacion de estas colectas esta en que estos
ejemplares del herbario son el registro permanente de las plantas conocidas por
una determinada comunidad. Ademas, sirven como ejemplares, permitiendo a los
taxbnomos determinar la familia, género y especie de la colecta. Es una amplia
gama de informacion que se obtiene acerca de como se relaciona la gente local con
el medio ambiente natural. Materiales y Métodos: La forma de recopilar
informacién se da mediante el conversar con la gente, observar lo que ésta hace y
participar en sus actividades cotidianas. Aunque estas actividades etnogréficas
parecen tan naturales que pudieran considerarse obvias. Se requiere de gran
capacidad de escucha y observacién. Resultados y conclusiones: Castilleja
pumila (Benth.) Wedd.; Cespitoso en floracién y fructificacion con flores rojas con
lineas amarillas; los frutos en capsula septicida, estilos con néctar dulce en la base,
razén por lo que le gusta al ganado; Nombre Local: Miskicha o Pampa-Lacre; Grupo
Etnobotéanico: Medicinal y Forrajero; Usos: La infusién de toda la planta se utiliza
para aliviar hemorragias. También es utilizada aplicando las hojas como pequefios
parches sobre heridas y raspones, esto le permite actuar como cicatrizante y
hemostatico.



Fundacion SUYANA - PROGRAMA DE FORTALECIMIENTO INTEGRAL DE
COMUNIDADES RURALES EN EXTREMA POBREZA “MANEJO Y
MEJORAMIENTO DE PASTURAS NATURALES ALTOANDINAS” 2da. Edicion
La Paz, Bolivia Julio de 2011. (18)

Objetivo: Mejorar la calidad de vida de las familias que conforman comunidades
rurales que viene ejecutando el Programa de Fortalecimiento Integral de
Comunidades Rurales en Extrema Pobreza; con el afdn de lograr una mayor
productividad. Materiales y Métodos: Como complemento a las campafas de
sanidad animal y de las capacitaciones impartidas a los criadores de camélidos,
presentamos este manual. Resultados y Conclusiones: Castilleja pumila (Benth.)
Wedd. Ex Herrera, Raiz poco ramificado, tallo Herbaceo de 4-5 cm de altura, hojas
partidas en la parte apical con segmentos lineales, el margen oscuro y ciliado, flores
de corola tubulosa guinda, pubescente, de 1.5 cm de largo; fruto abayado; habitat
de lugares con gran cantidad de humedad, Importancia y Uso: La flor presenta

néctar en el tubo floral en épocas de lluvia. Tiene como nombre comun “frutillo”.

Fernandez Pardo. F.: “La Flora Local como Estrategia para Reducir Riesgos
Climaticos desde un Enfoque Etnoecolégico; Caso Comunidad Challoma
(prov. Capacari) del Departamento de Cochabamba” Universidad Mayor de
San Simoén Facultad de Ciencias y Tecnologia — 2014. (19)

Las estrategias campesinas en la zona alto-andina de Cochabamba, estan dirigidas
a minimizar el riesgo por amenazas climéticas a través del saber local y el manejo
adecuado de sus recursos localmente disponibles. Objetivo: El presente trabajo
recoge los resultados de la investigacion sobre los usos y funciones de la flora local
de Challoma, como una estrategia en la reduccion de riesgos climaticos. Esta
investigacion se realizo desde octubre del 2010 a octubre del 2011. Materiales y
Métodos: El estudio se basé en la revalorizacion de aquellas practicas y
conocimientos de tres familias escogidas como estudio de caso, complementada
con informacion de talleres comunales que se realizaron durante la ejecucion del
Proyecto de Gestion de Riesgos Agricolas Comunales “GRAC”. De esta forma se
llegaron a identificar 100 plantas utiles para la comunidad de Challoma, de las

cuales 79 de ellas como medicina tradicional, 32 como forraje, 29 como combustible,
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25 como bioindicadores, 20 en la construccion, 17 en la conservacion de suelos, 16
en alimento, 12 de uso cultural, 11 como biofoliares y 4 en colorantes o tintes.
Resultados y Conclusiones: De las Plantas usadas como alimento; este uso se
refiere a una alternativa de alimento para el humano, como los frutos, hojas, flores,
raices y todo lo que se pueda consumir. En la comunidad de Challoma se aprovecha
incluso el néctar de algunas flores como fuente energética durante el trabajo o como
dulce para los niflos, también utilizan otras sustancias o fluidos de algunas plantas
como el chicle andino o el Qawi gawi (Paranephelius ovatus), que contiene un latex
blanco en la raiz y sirve como masticable. Por otro lado, estdn las plantas
comestibles por sus hojas, tallos, raices y frutos. Castilleja pumila (Miski); hierba
bianual con hojas partidas en la parte apical y en roseta basal, florece de diciembre
a abril, crece en praderas permanentemente hiumedas en la zona agroecolégica de
altura. Usos y/o funciones: Como alimento se utiliza la flor. Se chupa el néctar como

energizante y dulce especialmente para los nifios.

Sociedad Peruana de Derecho Ambiental (SPDA) Registro de Agro diversidad
y saberes locales. (20)

La Sociedad Peruana de Derecho Ambiental (SPDA), la Universidad Agraria de la
Molina (UNALM), ANPE-Peru, entre otras organizaciones integrantes del proyecto
Agroeco, presentan la web Registro de Agrobiodiversidad y Saberes Locales,
Objetivo:  Ofrecer una herramienta para generar, documentar y diseminar
informacién y datos relevantes que contribuyan a la conservacion y uso sostenible
de los Agroecosistemas y sus componentes. Materiales y Métodos: La web se
enfoca en tres grandes temas: “cultivos nativos y agrobiodiversidad”, “etnobotanica”
y “normas legales”. La web se ha desarrollado como parte del Proyecto AGROECO,
un esfuerzo por iniciar, revalorar y fortalecer la agroecologia y pequefa agricultura
en el Peru, especialmente en los Andes cusquefios y cajamarquinos. Ademas, se
contdé con los aportes especialmente de la UNALM, la Universidad de Columbia
Britanica (UBC) y la SPDA. Resultados y Conclusiones: Castilleja pumila; Tiene
como nombre comun Puka lagre lagre; los usos que se le atribuyen son para ayudar

a dilatar durante el parto y para reponerse post parto; la forma de uso en mates.



2.2.2 Antecedentes de Estudios de Coagulacion

Benavente Concha, F. “Efecto in vitro del latex de Ficus insipida sobre la
cascada de la coagulacion sanguinea” Revista Médica Herediana
v.21 n.3 Lima jul. 2010. (21)

Es necesario investigar drogas naturales nuevas que aporten principios
farmacologicos activos para ser utilizadas como una alternativa terapéutica. Por tal
motivo se plante6 estudiar a Ficus insipida, cuyo latex ha sido usado como
antihelmintico, pero se investigd solo superficialmente su efecto anticoagulante in
vitro. Objetivo: Comprobar el efecto anticoagulante in vitro y determinar la via de la
coagulacion sobre la que actla el latex de Ficus insipida. Material y métodos: Se
obtuvo el latex de Ficus insipiday se prepararon diferentes concentraciones del
mismo. Se obtuvieron muestras de sangre venosa periférica de 5 donantes
voluntarios, anticoagulandolas con citrato de sodio. Estas se mezclaron con las
diluciones del latex, se centrifugaron y se extrajo el plasma. Posteriormente, se
obtuvo un pool de plasma para cada concentracién del latex y se procedié a
determinar el Tiempo de Protrombina (TP) y el Tiempo de Tromboplastina Parcial
activada (TTPa). Resultados: Se encontré que el latex de Ficus insipida prolongé
el TP a una concentracion mayor o igual a 0,03125% (V/V), y ambos, el TPy TTPa
a una concentracion mayor o igual a 0,15% (V/V). Conclusiones: Los resultados
obtenidos nos permiten afirmar que el latex de Ficus insipida posee un efecto
anticoagulante in vitro dosis dependiente sobre la via extrinseca de la coagulacién
sanguinea a una concentracion igual o mayor a 0,03125% (V/V) y que a una
concentracion igual o mayor a 0,15% (V/V) posee un potente efecto anticoagulante

sobre ambas vias de la coagulacion.

Brazén J. “Aislamiento y caracterizacion de compuestos fibrinogenoliticos
presentes en el extracto acuoso floral de Brownea macrophylla” Universidad
Central de Venezuela - Facultad de Ciencias - Escuela de Biologia - Instituto
Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC), Venezuela 2015. (22)

El uso de plantas medicinales es una practica llevada a cabo durante toda la historia

humana, cuyo conocimiento, adquirido a través de la experiencia de muchas
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generaciones, representa milenios de saber popular, cuando las Unicas fuentes
medicinales disponibles provenian del reino vegetal. En la medicina popular
venezolana las mujeres en edad reproductiva que padecen de menorragia,
desorden menstrual caracterizado por una pérdida de sangre de mas de 100 mL por
ciclo o un sangrado continuo por mas de 7 dias; ingieren infusiones de flores de
‘rosa de montafia” o Brownea macrophylla para controlar la pérdida de sangre. Sin
embargo, se ha encontrado que el extracto acuoso floral de esta planta, ademas de
presentar componentes pro coagulantes también contiene componentes que
degradan al fibrinbgeno. Objetivo: Aislar y caracterizar componentes
fibrinogenoliticos presentes en el extracto acuoso floral de Brownea macrophylla.
Materiales y Métodos: Se procedié a preparar el extracto acuoso floral de las
inflorescencias, se evalué mediante geles de poliacrilamida con dodecilsulfato
sédico (SDS-PAGE), utilizando el sistema Tris-Tricina (Schagger y Von Jagow
1987). Para tal fin 30 ug de fibrindgeno y diferentes cantidades (1; 5; 10; 20 y 30 ug)
de extracto acuoso se incubaron a 37 °C durante 24 horas. Para la realizacion del
Tiempo de Trombina, inicialmente se obtuvo plasma pobre en plaquetas (PPP) a
partir de sangre humana, En un tubo de borosilicato (10 x 75 mm) se afiadi6 0,1 mL
de tampdn Tris-HCI (0,05 M/ NaCl 0,15 M a pH 7,4) y 0,1 mL de fibrin6geno humano
al 0,3% en tampdn imidazol salino (imidazol 0,05 M/NaCl 0,85%, pH 7,4) o plasma
(PPP), sin tratar o tratado con el extracto o sus fracciones activas (20 ug), se mezclo
bien y se incub6 a 37 °C por 1 minuto. Posteriormente, se colocé 0,1 mL de
trombina/Tris-HCI (2,5 IU/mL) y se midi6 el tiempo en segundos que tarda el coagulo
en formarse, realizandose los ensayos por triplicado. Resultados: El extracto
acuoso no coagulé fibrinbgeno y por ende fue incapaz de formar la malla de fibrina.
El extracto acuoso se fracciond inicialmente por Sephadex G-50 (exclusion
molecular) obteniendo 6 fracciones (S1 a S6) y la fraccion con mayor actividad
fibrinogenolitica fue S4. La actividad de esta fraccion fue inhibida por EDTA,
Benzamidina, PMSF y AIA, siendo este ultimo el mas eficiente. Luego, la fraccion
S4 se recromatografio a través de una columna IMAC-ZN Separopore (afinidad por
metalo proteasas) obteniéndose dos fracciones S4A y S4B, donde S4A fue la mas

activa degradando fibrindgeno. Conclusion: Los compuestos fibrinogenoliticos
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presente en el extracto acuoso floral de Brownea macrophylla no contribuyen a
controlar la menorragia, si no que por el contrario podrian ser capaces de
incrementar la pérdida de sangre, ya que el fibrindgeno degradado por el extracto,
no es capaz de polimerizar en presencia de trombina para formar una malla de
fibrina. Sin embargo, como la proporcién de los componentes fibrinogenoliticos con
respecto a los deméas componentes presentes en el extracto es menor, es posible
que no incremente la pérdida de sangre ya que, las mujeres que toman la infusion

de flores de Brownea macrophylla no lo han reportado.

Diaz A, et al. “Efecto coagulante de dos variedades de hoja de coca en
muestras de sangre de ratas albinas” Departamento Académico de
Estomatologia Biosocial, Facultad de Odontologia. UNMSM, Lima 2007. (23)

En esta investigacion se evalué el efecto coagulante de los extractos de dos
variedades de hoja de coca: Erytrhoxylum coca lam var. Coca y Erytrhoxylum
novogranatense var. Truxillense. Objetivo: Determinar el menor tiempo de
coagulaciéon de muestras de sangre de ratas albinas, tratadas con los extractos.
Materiales y Métodos: Se selecciond una muestra de 34 ratas, machos y hembras,
a las cuales se le extrajeron 3 mL de sangre a cada una, colocando 1 mL de sangre
en tubos que contenian 0.06 mL de suero fisioldgico (grupo control), 0.06 mL de
extracto de E. coca lam var. Coca (grupo coca), y 0.06 ml de extracto E.
novogranatense var. Truxillense (grupo truxillense). Resultados: Los tiempos de
coagulacién de las muestras del grupo control fue de 1.42 min (£0.31), el grupo coca
obtuvo 1.38 min (x0.26) y el grupo truxillense 1.83 min (x0.55). Los promedios
fueron comparados con Anova obteniendo diferencias significativas entre los grupos
(p<0.01). Conclusiones: Se encontrd que el grupo coca produjo el menor tiempo
de coagulacién que los otros dos grupos. El grupo truxillense mostré un efecto

inhibidor de la coagulacién comparado al grupo control.
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Pastor S. “Evaluacion del Efecto Coagulante de la Tela de la Araia Scytodes
longipes Aplicada en Muestras de Sangre Humana” E.A.P. de Odontologia;
Facultad de Odontologia; UNMSM, Lima 2015. (24)

Tradicionalmente se ha reportado el uso de la tela de arafia como hemostatico.
Paises como Espafa reportan bibliograficamente los remedios caseros hechos a
base de esta tela. Inclusive algunos autores, mencionan su uso por los soldados en
las batallas. Objetivo: Evaluar el efecto coagulante de la tela de la arafia Scytodes
longipes aplicados en muestras de sangre humana. Materiales y Métodos: La
muestra de sangre fue obtenida de un paciente joven sano. La tela de arafa fue
producida por un grupo de arafias cazadas y criadas en semicautiverio durante 1
afo. La tela se repartio en los grupos: Peso 1 (3-4 mg); Peso 2 (5-6 mg) y Peso 3
(7-8 mg) que fueron desinfectados y esterilizados. Se evalué el efecto coagulante
mediante la medicién del Tiempo de Coagulacion y el Tiempo de Protrombina.
Resultados: La tela de la arafia Scytodes longipes posee efecto coagulante
mostrando una reduccion significativa de Tiempo de Coagulacion y Tiempo de
Protrombina (P < 0.05). En cuanto a la comparacion del efecto coagulante entre los
grupos de peso, se encontr6 una diferencia que no fue estadisticamente
significativa. Sin embargo, en el Tiempo de Protrombina, se hall6 que, a mayor peso,
el efecto coagulante mejora significativamente (P < 0.05). Conclusiones: El estudio
determiné que la tela de la arafia Scytodes longipes si posee efecto coagulante
aplicado en muestras de sangre humana, ya que se presentd una reduccion
significativa en el tiempo de coagulacion. El Tiempo de Protrombina en plasma con
el uso de tela de la arafia Scytodes longipes redujo significativamente el tiempo,

encontrandose diferencia entre el grupo control y el grupo de peso (3-8 mg).

2.3 BASES TEORICO CIENTIFICAS
2.3.1 Aspectos botanicos de la planta en estudio

2.3.1.1 Identificacion Botanica de Castilleja pumila (misk’icha) por el
Herbario Vargas CUZ (Anexo N°01)
Clase: Equisetopsida C. Agardh

Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht
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Orden: Lamiales Bromhead.
Superorden: Asteraneae Takht.
Familia: Orobanchaceae Vent.
Género: Castilleja Mutis ex L. f.
Especie: Castilleja pumila.
Nombre Cientifico: Castilleja pumila (Benth.) Wedd.
Nombre Comun: Misk’icha.
2.3.1.2 Descripcion Botanica

e Castilleja pumila:

Hierba o arbusto, holoparasito o hemiparasito de raiz, rara vez autétrofo. Tallos
suculentos, herbaceos o lefiosos. Hojas alternas u opuestas. Inflorescencias
terminales, racemosas o espiciformes, bracteadas, ocasionalmente bractéoladas.
Flores bisexuales, zigomorfas o0 actinomorfas, Frutos capsulares, semillas

pequefias, ovoidales, elipsoidales. (25) (Figura 1)
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Figura 1. Planta de Castilleja pumila.

Fuente: Naturalista. (26)

2.3.1.3 Ecologia de la Especie

e Castilleja pumila

Los taxones endémicos se encuentran principalmente en las regiones Mesoandina
y Paramo, entre los 2150 y 4600 m de altitud. Once taxones se encuentran
representados dentro del Sistema Nacional de Areas Naturales Protegidas por el
Estado. (27)

2.3.2 Hemostasia

2.3.2.1 Concepto.
En condiciones normales la sangre circula en fase liquida en todo el organismo.
Después de una lesion vascular la sangre se coagula solo en el sitio de la lesion
para sellar inicamente el area lesionada. La transformacion de sangre liquida en
coagulo solido esta regulada por el sistema hemostético y depende de una
interaccion compleja entre la sangre (que contiene las células y los factores que
intervienen en la coagulacién) y pared vascular (el endotelio vascular tiene un papel

fundamental dentro de la coagulacion y la fibrindlisis, y en condiciones fisioldgicas
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tiene propiedades anticoagulantes, pero puede presentar propiedades

procoagulantes cuando se rompe el equilibrio. (28)

La hemostasia es el fenomeno fisiolégico que detiene el sangrado. Es un
mecanismo de defensa que junto con la respuesta inflamatoria y de reparacion
ayudan a proteger la integridad del sistema vascular después de una lesion tisular.
(28)

La hemostasia es el conjunto de mecanismos que permiten la prevencion de la

hemorragia espontanea y el control de la hemorragia traumatica. (29)

El estimulo que desencadenara la activacion de la hemostasia es la lesion a nivel
del endotelio (que normalmente hace de barrera entre la circulacion y el tejido a
irrigar) provocando el contacto de la sangre con el tejido conectivo subendotelial.
(28)

La respuesta hemostatica incluye cuatro fases:

2.3.2.2 Fase Vascular o Vasoconstriccion Refleja.
Tras la rotura de un vaso, se produce una vasoconstriccion rapida y fugaz, que
depende de la estimulacién refleja de las terminaciones simpaticas que se
encuentran entre la musculatura lisa de la pared vascular. (Figura 3) Esta
constriccion permitira un cierto enlentecimiento de la circulacion, facilitando asi el
siguiente paso de la hemostasia: la formacion del trombo plaquetario. Cuando la
lesion es capilar, la vasoconstriccion refleja puede ser suficiente para que la
hemorragia cese. En vasos mayores, este fendmeno es menos eficaz, y requiere
practicamente siempre de la accion ulterior de las plaguetas. La vasoconstriccion
refleja, de breve duracion, es mantenida en muchos casos por una mas duradera,
ocasionada por la liberacion de algunos mediadores como la adrenalina, la
serotonina y el tromboxano A, desde las plaguetas que van adhiriéndose la matriz

sub endotelial o al tejido conjuntivo peri vascular. (30)
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2.3.2.3 Fase Plaquetaria o Hemostasia Primaria.
Es el proceso de formacion del tapon plaquetario iniciado ante una lesion vascular,
llevdndose a cabo una estrecha interaccion entre el endotelio y la plaqueta.
Normalmente las plaquetas no se adhieren al vaso sanguineo; esto sélo ocurre
cuando existe lesidbn en el vaso sanguineo y se expone la colagena del
subendotelio, permitiendo asi la activacion de las plaquetas. En la hemostasia
primaria existe una serie de mecanismos que se desencadenan durante una lesion
vascular y que permitiran la formacion del tapon hemostético plaquetario. Dichos
mecanismos se ordenan en las siguientes fases: 1) adhesion, 2) activacion y

secrecion; y 3) agregacion. (31) (Figura 2, Figura 3).

2.3.2.31 Adhesion de las Plaquetas.

Cuando ocurre una lesién en la pared de un vaso, quedan expuestos productos
subendoteliales (por ejemplo, colageno, FVW, fibronectina y laminina). EI FVW
facilita la adhesion inicial al unirse al complejo glicoproteinico (GP) Ib/IX/V,
particularmente en presencia de fuertes fuerzas de cizallamiento. Estas
interacciones permiten que la velocidad de circulacion de las plaquetas disminuya
lo suficiente para que tengan lugar otras interacciones de unién en otros pares
receptor-ligando, lo que produce una adhesion estatica. En particular, la interaccion
inicial entre colageno y GPVI induce un cambio conformacional (activacion) en las
integrinas de las plaquetas GPIIb/llla y GPla/lla. EI FVW y el coldgeno forman
sélidas uniones con GPIIb/IlIAy GPla/lla respectivamente, anclando a las plaquetas
en su lugar. El reclutamiento de otras plaquetas ocurre por medio de una interaccion
plaqueta-plagueta que es mediada principalmente a través del fibrinbgeno y su
receptor, GPlIb/llla. (32)

2.3.2.3.2 Activacion de las Plaquetas.
La activacion de la via metabolica provoca la elevacion del calcio citoplasmico y la
fosforilacion de proteinas de sustrato, lo cual genera cambios en el citoesqueleto,
permitiendo el cambio de forma y la dispersion de las plaquetas, la liberacion de

contenidos granulares alfa y densos, la estimulacién de la fosfolipasa A2 y la
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liberacion de TXA2, la induccion de una superficie procoagulante, y la activacion de
los receptores GPIIb/llla. (32)

e Cambios Morfolégicos.

La forma de las plaguetas cambia de un disco a una esfera puntiaguda con multiples

extensiones pseudopodiales. (32)
e Alteraciones de la Membrana.

La membrana plaquetaria se reacomoda, dejando expuestos fosfolipidos de carga
negativa que facilitan la interaccion con las proteinas de la coagulacion para formar

los complejos de tenasa y protrombinasa. (32)
e Estimulacién de la Sintesis.

Conforme se reclutan las plaquetas hacia el area lesionada del vaso sanguineo,
éstas son activadas por una gama de agonistas entre los que se cuentan ADP,
trombina y tromboxanos, los cuales interactian con receptores transmembrana. La
estimulacion de los receptores da lugar a interacciones de proteina G que permiten
la activacion de enzimas que participan en vias metabdlicas celulares, en particular

la fosfatidilinositol 3-quinasa y la fosfolipasa C. (32)
e Desgranulacion.

La desgranulacion consiste en la liberacion de numerosas citocinas, factores de
crecimiento y proteinas de la matriz almacenadas en los granulos alfa de las
plaguetas. Estas sustancias fomentan una serie de mecanismos celulares y
extracelulares importantes para la hemostasia, asi como para otras etapas de la
cicatrizacion de la herida: depoésito de la matriz, quimiotaxis, proliferacion celular,

angiogenia y remodelacion. (33)

El contenido de los granulos plaquetarios es secretado a través del sistema
canalicular conectado a la superficie, y ADP, fibrindgeno y factor V aparecen en la
superficie de las plaquetas y en el medio inmediato que las rodea. Se secreta FCDP,
lo cual conduce a la proliferacién de muasculo liso. El factor 3 plaquetario también se

expresa despuées de la activacion plaquetaria. Pueden desprenderse pequefios
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pedazos de la plaqueta para formar microparticulas circulantes. Las interacciones
plagueta—agonista dan lugar a la produccion o liberacion de diversas moléculas

mensajeras intracelulares que facilitan estas reacciones. (32)

2.3.23.3 Agregacion de las Plaquetas.
La presencia de plaquetas en el lugar de la lesion se estimula por el colageno y la
trombina expuestos. El colageno del interior de la matriz subendotelial contacta con
la sangre que fluye y hace que se adhieran las plaquetas circulantes. La adherencia
plaguetaria se logra por las interacciones entre las glucoproteinas VI plaquetarias y
el colageno. Ademas, ocurren interacciones entre el complejo de la glucoproteina
plaguetaria Ib-V-1X y el factor de Von Willebrand unido al colageno. Las integrinas
plaguetarias contribuyen a la adherencia de las plaquetas al colageno, el factor de
Von Willebrand, el fibrinbgeno y otras plaquetas. La trombina inicia de forma
independiente la activacion plaquetaria e interactia con un receptor de la superficie

plaquetaria, liberando ADP, serotonina y tromboxano A2. (31)

Estas sustancias refuerzan la agregacion plaguetaria. El tromboxano A2 y la
serotonina son, ademas, potentes mediadores de la vasoconstriccion. La
agregacion plaquetaria en el entorno de la matriz de fibrina forma un coagulo. El
trombo impide el sangrado continuado, establece una barrera protectora y
proporciona un reservorio a las sustancias liberadas por la desgranulacion de las

plaguetas. (34)
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Figura 2. Fases de la Hemostasia. (35)
Fuente: Fundamentos y técnicas de analisis hematoldgicos y citolégicos.
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Figura 3: Fase Vascular y Fase Plaquetaria. (36)

Fuente: https://libroslaboratorio.files.wordpress.com/2011/10/la-coagulacion.pdf
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2.3.2.4 Fase Sanguinea o Coagulaciéon o Hemostasia Secundaria.
La coagulacién es un proceso que conduce a un cambio en el estado fisico del

plasma. Este cambio del plasma consiste en una gelificacion del mismo.

La gelificacién del plasma se produce debido a la transformacion de una de las
proteinas solubles que contiene, llamado fibrinbgeno, en otra insoluble conocida
como fibrina. La fibrina se estructura en forma de red, que consolida el agregado

plaquetario dando lugar al coagulo. (35)

El proceso de la coagulacion es un sistema de amplificacion biolégico que permite
gue pocas moléculas de los productos iniciadores inicien la activaciéon secuencial
de una serie de proteinas inactivas, esto con el afan de producir fibrina. Casi todos
los factores de la coagulacién son proteasas séricas (enzimas desdobladoras) que
circulan inactivas hasta que son activadas por la proteasa sérica. Solo los factores
V, VIl y el fibrinbgeno no son enzimas desdobladoras. Las reacciones de la cascada
de la coagulacion, que conducen a la formacion de fibrina, se dividen en dos vias
principales que se superponen: la intrinseca y la extrinseca. La porcion final de
ambas es la via comun. El producto final, tanto de la via intrinseca como de la

extrinseca, es el coagulo de fibrina que se genera a partir del fibrindgeno. (37)

La hemostasia secundaria depende de la interaccion de las proteinas plasmaticas
o factores de coagulacién entre si, que se activan en una serie de reacciones en

cascada conduciendo a la formacion de fibrina. (38)

El hecho principal en esta fase es la conversién catalizada por trombina, de
fibrindbgeno (sustancia soluble) a fibrina (red polimerizada insoluble) en el sitio del
dafo vascular. (39). La coagulacion propiamente dicha es un proceso destinado a
formar una malla de fibrina que sirve para fijar el trombo adherido a la lesién y

atrapar a los eritrocitos formando un coagulo sanguineo. (40)

La generacion de fibrina es el paso final de la hemostasia secundaria o coagulacion
hemostatica que se desarrolla sobre superficies fosfolipidicas y en contacto con el
endotelio lesionado, siendo amplificada mediante una serie de reacciones

enzimaticas proteoliticas secuenciales y modificada por mecanismos de
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retroalimentacion positivos 0 negativos, resultando, un trombo hemostatico rico en

fibrina y hematies (trombo rojo). (41)

e Mecanismo General.
La coagulacion tiene lugar en tres etapas esenciales:

1. Tras laruptura del vaso o una lesion vascular, se desencadena una cascada
compleja de reacciones quimicas en la sangre en la que intervienen varios
factores de la coagulacion. El resultado neto es la formacion de un complejo
de sustancias activadas denominadas en conjunto activador de la
protrombina.

2. El activador de la protrombina cataliza la conversion de protrombina en
trombina.

3. Latrombina actia como una enzima y convierte el fibrinégeno en fibrina, que
atrapan en su red plaquetas, células sanguineas y plasma para formar el
coagulo. (42)

2.3.241 Modelo Actual de Coagulacion.
Aungue la teoria clasica de la coagulacion fue el esquema de Morawitz en 1904,
quien admitié que los tejidos vasculares liberan una tromboplastina tisular necesaria
para iniciar el proceso de coagulacion, y propuso los cuatro componentes
esenciales para la coagulacion en plasma: protrombina, fibrindbgeno, calcio y
tromboplastina. Estas ideas surgieron a principios del siglo XX y son las que
actualmente prevalecen la trombocinasa es mejor conocida como el FT (factor

tisular). Morawitz es considerado como el padre de la coagulacion. (43).

El modelo actual se centra en el inicio de la coagulacion en el complejo formado por
el factor tisular (FT) y el factor VII activado (FT-FVIIa), el cual se activa donde hay
dafio tisular. Este complejo actia sobre la superficie de células portadoras del factor
tisular y activa diferentes factores como el factor V y el factor IX, iniciando el proceso

de la coagulacion. (44)
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Figura 4: Coagulacion. (36)
Fuente: https://libroslaboratorio.files.wordpress.com/2011/10/la-coaqgulacion.pdf

El modelo celular establece que la coagulacion es regulada por la interaccion del
complejo FVlla-FT y las propiedades de la superficie celular. En este, se enfatiza el
papel que tienen los receptores especificos para los factores de coagulacién, sobre
todo en la plaqueta y en la célula endotelial, la coagulacion es un proceso que ocurre

en tres fases que se sobreponen una a otra y son: (43)

2.3.2.41.1 Fase | de Iniciacion: Exposicion de factor tisular tras la

lesidn vascular.
La fase de iniciacién, que tiene lugar en las células productoras de FT, como
fibroblastos 0 monaocitos, y lleva a la generacion de los factores Xa, 1Xa y pequefias

cantidades de trombina, suficientes para iniciar el proceso.

El FT es el principal iniciador de la coagulacion in vivo y un componente integral de
la membrana celular. Durante el proceso hemostéatico que tiene lugar tras la lesién
vascular, se produce el contacto de la sangre circulante con el subendotelio, lo que
favorece la union del FT con el Factor VIl circulante y su posterior activacion. El
complejo FT/Vlla activa los factores IX y X. El factor Xa se combina en la superficie

celular con el factor Va para producir pequefias cantidades de trombina, que jugaran
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un papel preponderante en la activacion de plaquetas y factor VIII durante la
siguiente fase. Es importante anotar que el factor VIl es el Unico factor de la
coagulacién que circula activo en pequefias cantidades (1%), lo cual le permite

interactuar de manera rapida con el FT9. (45)

En todos los casos se forma el activador de la protrombina, que transforma la

protrombina en trombina e inicia todos los pasos posteriores de la coagulacion.

En general se considera que el activador de la protrombina se forma por dos vias,

aunque en realidad las dos vias interactian constantemente.

e Lavia extrinseca, que comienza con el traumatismo de la pared vascular y de
los tejidos adyacentes, y

e Lavia intrinseca, que se inicia en la propia sangre. (42)

El proceso de coagulacidn

comienza  cuando el Este sello es reforzado por un codgulo de fibrina cuando el
endotelio de un vaso estd daiio del vaso es severo, La fibrina se forma a través de un
dafiado, exponiendo el proceso de varios pasos: los facteres de coagulacidn
tejido conective en la liberados de las plaquetas agrupadas o las células dafiadas
pared del vaso a la sangre. se mezclan con los factores de coagulacidn en el plasma,
Las plaquetas se adhieren a formando una cascada de activacidn que convierte una
las fibras de coldgeno en el Las plaquetas forman proteina plasmdtica llamada protrombina en su forma
tejido conective y liberan un tapdn que activa, la trombina. La trombina en si misma es una enzima
una sustancia que hace que proporciona proteccidn que cataliza el paso final del proceso de coagulacidn, la
las plagquetas cercanas sean de emergencia contra la conversidn de fibrindgeno en fibrina. Los hilos de la fibrina
pegajosas. pérdida de sangre. se entrelazan en un parche (ver SEM coloreado)
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Figura 5: Mecanismo de Coagulacién de la Sangre.
Fuente: Plaquetas, Hemostasia y Coagulacion de la Sangre. (46)
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2.3.241.11 ViaIntrinseca de la Coagulacion.
La via intrinseca podria definirse como la coagulacion que es iniciada por
componentes contenidos dentro del sistema vascular. El proceso se inicia con un
traumatismo a la propia sangre o el contacto de ésta con una superficie diferente a
la del endotelio del vaso sanguineo, produciéndose la activacion del FXII (de
contacto) y continuando con una serie de reacciones enzimaticas en cascada que
concluyen con la formacion del FXa que, con fosfolipidos plaquetarios, Ca2+ y factor
V constituyen el activador de protrombina. Se trata de una via mas lenta que la
anterior. Este proceso esta precedido de la activacion del factor IX, una proteasa
sérica dimérica, lo que proporciona una via independiente para el factor VIl de la
coagulacion de la sangre. Sin embargo, una diferencia importante existe entre las
dos vias en la cascada de la coagulaciéon. Si consideramos que la activacion de
factor IX, por Xla soélo requiere la presencia de calcio ionizado, la activacion del
factor IX por Vlla requiere calcio y el cofactor de la proteina, el factor tisular,
incrustado en una celda de la membrana (bicapa lipidica). El papel de las proteinas
del sistema de contacto en la iniciacién de la via intrinseca de la coagulacién es
discutible, ya que solo una deficiencia de factor XI se asocia con una tendencia
hemorragica. Estas proteinas participan en cambio, en la iniciacion de la respuesta
inflamatoria, la activacion del complemento, fibrindlisis, la angiogénesis y la
formacion de quinina y los estudios demuestran que el quininégeno es una proteina
anticoagulante in vivo. El mecanismo puede ser la inhibicion de la uniéon de bajas
concentraciones de trombina ala GP Ib / IX de las plaquetas. El sistema de contacto
se implica cuando la sangre interactia con una superficie exterior. El factor de
zimogeno Xll (factor de Hageman) es la primera proteina en la serie de reacciones
fuertemente reguladas y se une a superficies cargadas negativamente como el
caolin, sulfato de dextrano, y sulfatidos. La cadena pesada del factor XIl se une a la
superficie, lo que permite un gran aumento en la concentracion local de la enzima,
Su auto activacion, y la accion sobre sus sustratos, precalicreina y el factor XI, para
formar calicreina y el factor Xla. En la mayoria de las enzimas de la coagulacién, la
cadena ligera contiene los lugares activos de residuos de serina, histidina y acido

aspartico, y es homéloga a la proteasa sérica arquetipo quimotripsina, mientras que
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la cadena pesada contiene regiones vinculantes a las superficies, fosfolipidos,
membrana celular y tejido conjuntivo, los cuales definen el Gnico papel de cada
enzima proteolitica de la coagulacion. Recientemente, se ha observado que la
ausencia del factor Xll en el sistema de coagulacién, no altera el proceso fisioldgico
de la hemostasia. El ensamblaje de un cofactor, la enzima y el sustrato es un
proceso constante en la coagulacion de la sangre, resultando en la maxima
eficiencia y velocidad de las reacciones moleculares, especialmente como un
fosfolipido o membrana celular que proporciona la superficie para una posicion
eficiente de interactuar de los complejos enzimaticos con los sustratos proenzima.
La regulacion de retroalimentacion negativa es una caracteristica del sistema de
coagulaciéon. Una de estas reacciones es el factor de division Xla de la cadena ligera
HK, que contiene la actividad coagulante, destruyendo asi su actividad cofactor y
permitiendo al factor Xla para disociarse de la superficie activa. Del mismo modo, la
trombina activa los factores V y VI, pero, sin embargo, la conversion de la proteina
C en proteina C activada conduce a la destruccion de los factores Vay Vllla. Aunque
la deficiencia de cualquiera de las tres proteinas implicadas en la via del sistema de
contacto resulta en la generacién lenta de trombina y un tiempo parcial de
tromboplastina in vitro prolongado, su efecto in vivo parece no estar relacionado o
ser lo contrario. HK es una proteina con funcion antitrombdtica después de la lesion
endotelial y una deficiencia puede predisponer a la trombosis. La deficiencia del
factor XII, ha sido implicada como un factor de riesgo venoso y tal vez la trombosis

arterial, por lo que podria ser un anticoagulante natural. (47)
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Figura 6: Via Intrinseca de la Coagulacion.
Fuente: https://libroslaboratorio.files.wordpress.com/2011/10/la-coagulacion.pdf (36)

2.3.241.1.2 Via Extrinseca de la Coagulacion.
La via principal para el inicio de la coagulacion sanguinea “in vivo” es la extrinseca,
la cual contiene componentes tanto de la sangre como de los elementos vasculares.
El componente fundamental de esta via es el factor tisular; una proteina intrinseca
de membrana compuesta por una Unica cadena polipeptidica que funciona como
cofactor del factor VIl en la via intrinseca y del factor V en la via comun. El inhibidor
de la via del factor tisular es una proteina que en asociacion con el factor Xa inhibe
los complejos del factor tisular-factor VII. La sintesis del factor tisular en los
macrofagos y en las células endoteliales esta inducida por endotoxinas y por

citoquinas como la interleuquina-1 y el factor de necrosis tumoral (TNF). (48)

El componente del plasma méas importante en la via extrinseca es el factor VII, uno
de los factores dependientes de la vitamina K que son sintetizados como
prozimogenos y convertidos (activados) a proteasas séricas por un limitado nimero

de divisiones proteoliticas. La proteina S, que también es una proteina dependiente
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de la vitamina K, es un cofactor en lugar de un zimogeno. Estas proteinas tienen en
comun los residuos del acido B-glutamil carboxilo (GLA) con un extremo N-terminal,
que requiere de la vitamina K para una adecuada sintesis por los hepatocitos. Esta
modificacion postribosomal de la proteina es necesaria para la union del calcio (un
calcio con 2 grupos carboxilo de un residuo Gla), de tal modo que actda como un
puente para la unién de la proteina a los fosfolipidos de la superficie. Tanto el factor
IX como el factor X se activan por el complejo FT-factor Vlla y el mismo factor Xa.
La forma activa se denomina factor de g-glutamil Vlla y representa
aproximadamente el 1% del total del factor VII. La interaccién entre las vias
intrinseca y extrinseca se produce a varios niveles de la cascada de la coagulacion.
El zimdgeno del factor VII tiene minima actividad proteasa y es capaz de su auto
activacion. El factor Vlla, complejo factor tisular enzimético, que se ensambla con el
monocito activado o las células endoteliales alteradas, tiene dos substratos
principales, el factor IX y el factor X, ambas proteinas son dependientes de la
vitamina K. El cofactor necesario para que el factor IXa catalice la conversion del
factor X al factor Xa es el factor VIII, mientras que para la conversion de Xa
protrombina en trombina es el factor V. El factor VIII estd en el plasma
principalmente como un complejo no covalente con el FVW, y su funcion dentro de

la coagulacion es acelerar la conversion del factor 1Xa del factor X a Xa. (49)
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Figura 7: Via Extrinseca de la Coagulacion.
Fuente: https://libroslaboratorio.files.wordpress.com/2011/10/la-coagulacion.pdf (36)

2.3.2.41.2 Fase Il de Amplificacion: Trombina generada en células
donde se expone el factor tisular.

La Fase de la amplificacion se traslada a la superficie de las plaquetas, que son

activadas por la trombina generada y acumulan factores y cofactores en su

superficie, lo que permite el ensamblaje necesario para que tengan lugar las

reacciones enzimaticas.

El dafio vascular favorece el contacto de las plaquetas y componentes plasméticos
con tejidos extravasculares. Las plaquetas se adhieren a la matriz sub endotelial, y
son activadas en lugares donde se ha expuesto FT. Las pequefias cantidades de
trombina generadas amplifican la sefial procoagulante inicial y, por ende, activan los

factores V, VIl y XI, que se ensamblan en la superficie plaquetaria. (45)
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2.3.2.4.1.3 Fase lll de Propagacion: Generaciéon de trombina sobre la
superficie plaquetaria y explosiéon de trombina.

En la fase final, de propagacion, las proteasas se combinan con los cofactores en

la superficie plaquetaria, y se promueve la generacion de grandes cantidades de

trombina que favorecen la formacién de fibrina.

Durante esta fase, el complejo “tenasa” (Vllla, 1Xa, Ca++ y fosfolipidos) cataliza la
conversion de factor Xa, mientras que el complejo “protrombinasa” (Xa, Va, Ca++y
fosfolipidos) cataliza, en la superficie plaquetaria, la conversion de protrombina en
grandes cantidades de trombina (“explosion de trombina”), necesarias para la
formacion de un coagulo estable de fibrina. La protrombinasa es 300.000 veces mas
activa que el factor Xa en catalizar la activacion de protrombina. La trombina
generada activaria, asi mismo, al factor Xlll o factor estabilizador de la fibrina, y a
un inhibidor fibrinolitico (TAFI) necesarios para la formacion de un coagulo de fibrina

resistente a la lisis. (45)

2.3.25 Fase de Hemostasia o Fibrindlisis.
La fibrindlisis es un mecanismo esencial para eliminar los coagulos de fibrina
durante la fase de cicatrizacion, asi como remover los coagulos intravasculares para
impedir la trombosis. El efector final del sistema es la plasmina, que degrada la
fibrina en productos de degradacion (PDF y dimero D). La plasmina es producida a
partir de un precursor inactivo, el plasmindgeno, por accion de dos activadores del
plasmindgeno: activador tisular (t-PA) y activador tipo urocinasa (u-PA). La
regulaciéon de los activadores tiene lugar por la accién de inhibidores (PAIl), de los
que el mas relevante es el PAI-1, mientras que la plasmina circulante es

rapidamente inhibida por la a2- antiplasmina, lo que evita una fibrindlisis sistémica.

La fibrindlisis se inicia por el t-PA liberado desde el endotelio en respuesta a
diversos estimulos (trombina, oclusiébn venosa, ejercicio fisico, etc). Una vez
liberado se une a la fibrina donde activa el plasminégeno a plasmina que degrada
la fibrina del coagulo. La trombina puede activar otro inhibidor fibrinolitico, el TAFI,
el cual elimina residuos de lisina de la fibrina, lo que impide la union del

plasmindgeno y ulterior degradacion del coagulo. (45)

30



ESQUEMA DE LA COAGULACION
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Fuente: Farmacologia en Odontologia. Fundamentos Por K. D. Tripathi. (50)
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2.3.3 Acido Tranexamico
a) Descripcion.

El acido tranexamico es un inhibidor de la fibrindlisis que se utiliza para controlar la

hemostasia cuando la fibrindlisis contribuye al sangrado. (51)
b) Mecanismo de Accion.

El &cido tranexamico es un inhibidor competitivo de la activacion del plasmindgeno,
y a concentraciones mucho mas altas, un inhibidor no competitivo de la plasmina,
es decir, muestra unas acciones similares al acido aminocaproico. El &cido
tranexamico es unas 10 veces mas potente "in vitro" que el acido aminocaproico, se
une mas fuertemente que el acido aminocaproico tanto a los receptores fuertes
como a los débiles de la molécula de plasmindgeno. El 4cido tranexamico en una

concentracion de 1 mg/mL no produce "in vitro" la agregacion plaquetaria.

El &cido tranexamico en concentraciones tan bajas como 1 mg/ mL puede prolongar
el tiempo de trombina. Sin embargo, el 4cido tranexamico en concentraciones de
hasta 10 mg/ mL en la sangre no muestra ninguna influencia en el recuento de
plaguetas, el tiempo de coagulacion, u otros factores de coagulacion en sangre

entera o sangre citrada de sujetos normales. (51)
c) Farmacocinética.

La unidn a las proteinas plasmaticas del acido tranexamico es aproximadamente un
3% cuando los niveles plasmaticos son los terapéuticos. El 4cido tranexamico no se

une a la alblmina sérica.

Después de una dosis intravenosa de 1g, la curva de concentracion en plasma
frente al tiempo muestra un decaimiento triexponential con una semi-vida media de
aproximadamente 2 horas para la fase de eliminacion terminal. El volumen inicial de

distribucion es de aproximadamente 9 a 12 litros. (51)
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La excrecion urinaria es la principal via de eliminacion a través de filtracion
glomerular y mas del 95% de la dosis se excreta en la orina como farmaco
inalterado. La excrecion de acido tranexamico es de aproximadamente el 90% a las

24 horas después de la administracion intravenosa de 10 mg/kg de peso corporal.

Una concentracion antifibrinolitica de &cido tranexamico permanece en diferentes
tejidos durante aproximadamente 17 horas, y en el suero, hasta siete u ocho horas.
(51)

El &cido tranexamico pasa a través de la placenta. La concentracioén en la sangre
del cordon después de una inyeccion intravenosa de 10 mg/ kg en las mujeres
embarazadas es de aproximadamente 30 mg/ml, tan alta como en la sangre
materna. El acido tranexamico se difunde rapidamente en el liquido articular y la
membrana sinovial. En el liquido de la articulacion, se obtiene la misma
concentracion que el suero. La semi-vida biol6gica de acido tranexamico en el

liquido de la articulacion es de aproximadamente tres horas. (51)

La concentracion de acido tranexamico en otros tejidos es menor que en la sangre.
En la leche materna, la concentracion es de aproximadamente una centésima parte
de la concentracion maxima en suero. La concentracion de &cido tranexamico en el
liquido cefalorraquideo es aproximadamente una décima parte de la del plasma. El
farmaco se excreta en el humor acuoso, siendo la concentracién aproximadamente

una décima parte de la concentracion plasmatica.

El acido tranexamico se ha detectado en el semen donde inhibe la actividad

fibrinolitica, pero no influyen en la migracion de los espermatozoides. (51)

d) Toxicidad.

Se observo un aumento de la incidencia de leucemia en ratones machos que
recibieron el acido tranexamico en los alimentos a una concentracion de 4.8%
(equivalente a dosis de 5 g/kg/ dia). No se incluyeron en este estudio ratones

hembra.
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Se han reportado hiperplasia de las vias biliares, colangioma y adenocarcinoma
intrahepético del sistema biliar en una cepa de ratas después de la administracion
diaria de dosis superiores a la dosis maxima tolerada durante 22 meses. Con dosis
mas bajas se observé hiperplasia, pero no neoplasias. No se detecté actividad

mutagénica en varios sistemas de ensayo in vitro e "in vivo".

No existen datos clinicos para evaluar los efectos del acido tranexamico en la
fertilidad. Las ciruelas frescas son una rica fuente de compuestos fendlicos, muchos

de ellos concentrados en la piel de la fruta que lo contiene. (51)

2.3.4 Determinacion de la Toxicidad Aguda.

2.3.41 Aspectos Toxicoldgicos.
La evaluacion de la actividad téxica de los extractos vegetales o compuestos
purificados es indispensable para considerar que un tratamiento es seguro. Los

objetivos de los ensayos de toxicidad son:

¢ Definir la toxicidad intrinseca de la planta.

e Predecir el dafio de una especie.

e Determinar la especie mas susceptible.

¢ Identificar los 6rganos blancos

¢ Informar sobre el riesgo de exposicion aguda.

e Seleccionar las dosis para estudios prolongados.
e Diagnosticar los efectos de una sobredosis aguda.

e Predecir el tratamiento de una sobre dosis aguda. (52)

2.3.4.2 Estudio de Toxicidad Aguda.
Consiste en administrar el compuesto, extracto; a los animales en una ocasién, una

dosis Unica.

El objetivo de este ensayo es determinar la sinologia y sintomatologia consiguiente
a la administracion del compuesto en cuestion y su grado de letalidad. El

procedimiento inicial consiste en investigar una serie de rangos de dosis del
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compuesto en una Unica especie de animales. Esto requiere seleccionar una via de
administracion, preparara el compuesto de una forma adecuada para su

administracién por la via seleccionada y elegir una especie apropiada. (53)

2.3.4.3 Pruebas Toxicologicas.

¢ Influencia de la Via de Administracion.

Las sustancias quimicas pueden ser introducidas en el complejo organismo
biolégico por varias vias: via percutanea, via parenteral, via inhalatoria, via oral, las
propiedades quimicas y fisicas de cada compuesto determinan sustancialmente la

via por la que tiene lugar la exposicion intencional o accidental. (53)

Las ratas y los ratones son animales bastante sensibles a sustancias toxicas
presentes en las plantas, la administracion de los extractos en cantidades crecientes
permite evaluar los limites de toxicidad, es decir, permite determinar la cantidad
(dosis) de droga que puede ser peligrosa o directamente mortal cuando se les
administra en una o varias veces en 24 horas o0 menos, idealmente deben probarse
dos vias, tres dosis y ambos sexos debiendo tomarse en cuanta factores como
edad, sexo, peso, especie, condiciones ambientales, acceso a la comida y al agua.
(54)

Las observaciones que se efectlan incluyen:

e Relacion dosis respuesta.

e Sintomas y signos toxicos.

e Conducta del animal durante el periodo de observacion.

e Tiempo de muerte o velocidad de recuperacion.

e Un estudio macro y microscopico de los érganos de los animales de
experimentacion, especialmente higado, rifion, pulmon, y medula 6sea.

e Durante lavida del animal se efectuardn examenes hematolégicos, de orina,
de quimica sanguinea, con el fin de comprobar la completa inocuidad de la

especie vegetal en el estudio. (54)

35



2.3.4.3.1 Prueba de Toxicidad por Via Oral.
La mayoria de sustancias quimicas administradas oralmente pueden tener un efecto
sistémico en el organismo solo después que la absorcion se haya producido desde
la boca o el tracto gastrointestinal.

La toxicidad de las sustancias quimicas administradas por via oral puede variar

segun la frecuencia con que lo son y segun en qué condiciones se hace. (53)
A. Criterio de Lorke.

Describe un método para la investigacion de la toxicidad aguda de una sustancia
desconocida, con la determinacion de la DL50. Usando este método es posible
obtener un numero minimo de animales de experimentacion, informacion adecuada
de la toxicidad aguda y de la DL50. Este método no presenta limitaciones y es
aplicable a farmacos y sustancias de la agricultura e industria, este método también
puede usarse por todas las vias de administracion. (55)

Cuadro N°1: Modelo para Determinar las Dosis segun el Test de Lorke.

DOSIS EN mg/kg DOSIS ESCOGIDAS PARA EL SEGUNDO
Resultados de la Investigacién Inicial TEST

10 100 1000

0/3* 0/3 0/3 1,600 2,900 5,000
0/3 0/3 1/3 600 1,000** 1,600 2,900
0/3 0/3 2/3 200 400 800 2,900
0/3 0/3 3/3 140 225 370 600
0/3 1/3 3/3 50 100** 200 400
0/3 2/3 3/3 20 40 80 160
0/3 3/3 3/3 15 25 40 60
1/3 0/3 3/3 5 10** 20 40
2/3 0/3 3/3 2 4 8 16
0/3 0/3 3/3 1 2 4 8

*NUumero de animales que mueren/nimero de animales usados.
**L_os resultados del primer Test son considerados para estas dosis.

Fuente: Lorke 1983. (55)
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2.3.4.3.2 Prueba de Toxicidad por Via Topica.
Para introducirse en la piel la sustancia quimica debe de atravesar las células de la
epidermis o entrar a través de los foliculos. Aunque la via transfolicular facilita el
acceso a las capas mas profundas de la piel a través de las células relativamente
permeables de las glandulas sebaceas y las paredes foliculares, la via a través de
las células de la epidermis probablemente es el camino principal de penetracion

porque este tejido constituye la mayor parte de la superficie.

La absorcion percutanea se define como la transferencia de una sustancia quimica
desde la capa mas exterior de la piel a través de la capa cornea, de la epidermis y

de la dermis (corion), al sistema circulatorio.

La penetracion de materiales a través de la piel esta en funcién del tiempo, y esto
puede ser demostrado por la aplicacion de vendajes oclusivos para evitar la pérdida

de material al centro de aplicacion. (53)

Entre las pruebas de toxicidad por via tépica figuran: irritaciébn primaria en piel,

ensayos de sensibilidad cutanea, ensayos de fotosensibilidad, y fotoalergia.
a) lIrritacion Primaria — Piel.

La evaluacion de los efectos sobre la piel requiere el uso de un sistema de
calificacion para el grado de enrojecimiento y el de edema en el centro de aplicacion
de la gasa. Esta calificacion implica la asignacion relativa de numeros

independientes para el grado de eritema y el de formacién de edema. (53)
b) Toxicidad Aguda Dérmica (TAD) — Draize.

El ensayo de irritacion dérmica se basa en la aplicacién de una sustancia, ya sea
solida o liquida en una pequefia area de la piel de un mamifero. Después del tiempo
de aplicacion, generalmente 4 horas se valora la aparicién de eritema 0 edema en

la zona tratada. (56)

El dia antes del ensayo los animales fueron depilados y rasurados tratando de no
erosionar la piel del lomo. Se seleccionaron tres animales con la piel intacta.

Aplicando 0.5 mL de la sustancia y se cubrié con un parche de gasa. Al final del
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periodo de exposicion de 4 horas, se removié la sustancia remanente con agua

destilada evitando el dafio a la epidermis. Las observaciones de las reacciones de

eritema y edema en la zona de aplicacién se realizan a 30 min, 1, 24 y 48 horas

posteriores a la remocion del parche. (56)

Evaluandose segun las escalas establecidas.

CUADRO N° 2: Calificacion de la Toxicidad en piel — Escala de Lesiones

ERITEMA CALIFICACION EDEMA CALIFICACION

ausencia 0 ausencia 0
Ligero 1 Ligero 1
(casi imperceptible) (casi imperceptible)
Bien definido 2 Con bordes elevados 2
Moderado a severo Moderado con las superficies

3 salientes (aproximadamente en 1 | 3

mm)

Muy severo (color rojo Severo (con la superficie mas
remolacha con lesiones | 4 saliente de 1mm y extendiéndose | 4

profundas).

mas alla del area de exposicion).

Fuente: Loomis, 1984. (53)

2.3.4.4 Seleccion de Dosis.

La dosis inicial se determina mediante experimentacion, tomado primero una dosis

gue no manifiesta efecto alguno en los animales. En los siguientes grupos de

animales la dosis debera aumentarse a razén de un multiplo constante hasta que la

dosis administrada alcance un nivel suficientemente elevado para producir severos

signos de intoxicacion o muerte en los animales. (53)

2.3.4.5 Relaciéon Dosis Toxicidad.

El anico factor que determina el grado de toxicidad de una sustancia es su dosis, Si

una dosis suficiente se introduce en el organismo o entra en contacto con un

mecanismo biolégico, un efecto tdxico sera la consecuencia de que la capacidad de

este mecanismo bioldgico para llevar a cabo una funcion, resulte destruida o
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seriamente dafiada y provoque una enfermedad o la muerte en dicho organismo.
Para poder afirmar que una sustancia es mas toxica que otra es necesario
establecer una comparacion cuantitativa de la dosis. Esta comparacion solo tendra
valor si es efectuada en el organismo considerado en idénticas condiciones de

experimentacion. (5)

2.3.5 Determinacion de la Cantidad de personas para realizar las pruebas In
Vitro.

En la investigacion meédica, incluir mas sujetos de estudio, no es sinbnimo de mejor

estudio. Por esta razén, se debe de planear el tamafio apropiado de la muestra

antes de iniciarlo. Este proceso se conoce como la determinacion de la fuerza o

potencia del estudio, cuya definicion es la capacidad de un estudio para identificar

una diferencia de un tamafio dado, si en realidad la diferencia existe. (57)

Para la determinacion del niumero de personas en la prueba de tiempo de
coagulacién y tiempo de protrombina, se realiz6 mediante una formula estadistica
que nos permite trabajar con una cantidad apropiada de voluntarios. Esta es una

férmula para calcular la muestra de trabajo.

Féormula para hallar la Muestra:

2 (Z2)*p.q.N
"TEIN-D + @) pa
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2.4 DEFINICION DE TERMINOS BASICOS

e HEMOSTASIA: La hemostasia es la respuesta del organismo al dafio de los
vasos sanguineos y el sangrado. (37)

e COAGULACION: Proceso por el cual la sangre pierde su liquidez convirtiéndose
en un gel, para formar un coagulo. (37)

e PROTROMBINA: Proteina precursora de la trombina en el proceso de
coagulacion de la sangre. (37)

¢ INR: indice Internacional Normalizado o International Normalized Ratio, es un
modo de estandarizar los resultados de pruebas de tiempo de protrombina, sin
importar el método usado. Es la razon o cociente obtenido si se hubiera
determinado con la tromboplastina de referencia: ISI. (58)

e ISI: indice de Sensibilidad Internacional de la tromboplastina a calibrar respecto
de la referencia.

e HEMOFILIA: Es un problema hemorréagico. Las personas con hemofilia no
sangran mas rapido de lo normal, pero pueden sangrar durante un periodo mas
prolongado. Su sangre no contiene una cantidad suficiente de factor de
coagulacion. (43)

e EDEMA: es la inflamacion de los tejidos blandos secundaria a la acumulacién
de liquido intersticial. El liquido es predominantemente agua, pero en presencia
de infeccion u obstruccion linfatica puede acumularse liquido rico en proteinas
y células. (59)

e ERITEMA: Es el enrojecimiento de la piel condicionado por una inflamacién
debida a un exceso de riego sanguineo mediante vasodilatacidén, es un signo
de distintas enfermedades infecciosas y de la piel. (59)

e QUINONAS: Productos carbonilicos resultantes de la oxidacion de los fenoles,
constituyen una gran clase de metabolitos secundarios. (60)

e VITAMINA K: 2-metil-1,4-naftoquinona; clinicamente util, se utiliza para
combatir ciertas enfermedades que se caracterizan por la reduccién de la

capacidad de coagulacion de la sangre. (61)
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales.
3.1.1  Material Biolégico.
e Muestra Vegetal: Planta Completa de Castilleja pumila “misk’icha”.
e Sangre Venosa Humana: (para determinacion del efecto coagulante y del
tiempo de Protrombina in vitro).
e Animales de Experimentacion: (para la determinacion del efecto

hemostatico in vivo). Se utilizaron ratones albinos Mus musculus.

3.1.2 Materiales e Instrumentos de Laboratorio.

3.1.2.1 Materiales de Campo.

Recoleccién de la Muestra Vegetal.
e Tijeras de podar
e Cuchillo
e Bolsas de papel craf o costales de fibra de vidrio
¢ Hojas de papel periddico
e Cuaderno de anotaciones de campo
e Plumones de tinta indeleble

e Camara fotografica

3.1.2.2 Materiales de Laboratorio.

> Materiales de Vidrio.

e Placas Petri

e Embudo

e Tubos de ensayo
e Equipo de reflujo
e Pipetas

e Probetas
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» Instrumentos de Laboratorio.
e Balanza analitica de precision 0.001g
e Estufa
e Bafo Maria

e Termdémetro

3.1.2.3 Reactivos.
e Etanol al 70%
e Bencina
e Reactivo Benedict
e Reactivo Dragendorf
e Reactivo Acetato de Cobre
e Reactivo Mayer
 Acido clorhidrico HCI concentrado al 1%, al 5%
e Hidréxido de sodio NaOH al 20%
e Hidroxido de potasio KOH al 10%
e Solucion de ninhidrina al 1%
e Limaduras de magnesio
e Cloruro férrico al 1%
e Cloroformo CHCls
e Carbon activado
 Acido sulfarico concentrado H2SOa
e Acido Picrico 1%
e Eter etilico
e Acido Tranexamico.

e Reactivo SOLUPLASTIN 10x2mL.

3.1.2.4 Otros Materiales.
e Molino de granos
e Tamizador

e Envase de vidrio oscuro
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e Gasa
e Algodon

e Crondmetro

3.2 Disefo Metodoldgico.

3.21 Tipo de Investigacion.
Se realiz6 un estudio cuasiexperimental con postprueba Unicamente y grupo control;
ademas que los animales de experimentacion no se asignaron al azar; sino que

dichos grupos ya estaban formados antes del experimento.

Esto relacionado a que el disefio incluye dos grupos, uno que recibe el tratamiento
experimental y el otro no, el cual viene a ser el grupo control; ambos grupos se les
realiza una medicion sobre la variable independiente de estudio.

3.2.2 Determinacion de la Cantidad de personas para realizar la prueba de
Tiempo de Coagulaciéon y Tiempo de Protrombina.

Por ello para la determinacion del nUmero de personas en la prueba de tiempo de
coagulacién y tiempo de protrombina, se realiz6 mediante una formula estadistica
gue nos permite trabajar con una cantidad apropiada de voluntarios. Esta formula
es usada para calcular el tamafio de muestra cuando se conoce el tamafio de la
poblacion. Por consiguiente, teniendo como base de referencia el numero de
alumnos matriculados de la Carrera Profesional de Farmacia y Bioquimica en un
total de 400 alumnos, la eleccion de los voluntarios fue determinada por la

aceptabilidad que ellos tenian respecto al estudio de investigacion.
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Formula para Calcular la Muestra de Trabajo:

DATOS DE INGRESO

Z2=1.645 Es el Valor de la Tabla Estadistica segun el Nivel de Error que se desea
cometer (90% = 1.645)

E2=0.100 Error Maximo Permisible (10%) que es igual a (1.645)

p =0.500 Proporcién de la Poblacion que tiene caracteristica de interés que nos interesa
medir.
g = 0.500 Es la Proporcién de la Poblacion que no tiene la caracteristica de interés que

nos interesa medir.

N =400 Poblacion Total del Ambito del Estudio

Formula para hallar la Muestra:

@p.q.N (2.7060)(0.500)(0.500)(400)
e ) 7=
BTN =1) + @7 pa (0.0100)(2.084) + (2.7060)(0.2500)

270.6025 .

n=——— W p=1258 n=124
21.5165

Bajo este resultado, dandonos como valor final la cantidad de 12 voluntarios para la
realizacion en la prueba de tiempo de coagulacion y tiempo de protrombina, se
utilizé la cantidad de 10 muestras para tales pruebas; las otras 2 muestras no
cumplian con los criterios de inclusién, por lo que fueron descartadas para el

desarrollo de la investigacion.
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3.2.3 Diseno de la Investigacion Experimental.

a) Determinacion del efecto Coagulante del extracto seco Hidroalcohdlico

al 70% de Castilleja pumila “misk’icha”.

Estudio que determina la actividad Coagulante con el extracto seco hidroalcohdlico

al 70% de Castilleja pumila “misk’icha” en muestras de sangre venosa humana

utilizando diferentes dosis.

X1
X2
X3

Donde:

G1, G2, Gs, G4, Gs, Gs, G7, Gs, Gg, Gio = Grupos Experimentales.

Ga

(O]

Ou1

O21

O31

G2

O2

O

O22

O3

Gs

O3

O3

O23

Os33

Ga

O14

O24

O3s

Gs

O1s

O2s

Oss

Ges

Ou1e

O26

Os6

G~

O37

Gs

Ois

O2s

Ogss

Go

O19

O29

O39

Gio

O1o

O20

O30

Oao

X = Tubo de ensayo con muestra de sangre venosa con agua destilada.

X1 = Tubo de ensayo con muestra de sangre venosa y concentracion del extracto
de 0.01mg/mL.
X2 = Tubo de ensayo con muestra de sangre venosa y concentracion del extracto
de 0.1mg/mL.
X3 = Tubo de ensayo con muestra de sangre venosa y concentracion del extracto

de 1mg/mL.

O = Medicion del Tiempo de Coagulacion del tubo con muestra de sangre venosa

sin tratamiento.

01,02,03,04,05

,O40 = Medicién del tiempo de hemostasia.
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b) Determinacion del

Tiempo de Protrombina del

extracto seco

hidroalcohdlico al 70% de Castilleja pumila “misk’icha”.

Estudio que determina el Tiempo de Coagulacion del Plasma, con el extracto seco

hidroalcohdlico al 70% de Castilleja pumila “misk’icha” en muestras de sangre

venosa humana, utilizando diferentes dosis.

X1
X2
X3

Donde:

G1, G2, Gs, G4, Gs, Gs, G7, Gs, Gy, G1o = Grupos Experimentales.

G1

O]

O11

O21

O31

G2

O2

O12

O22

Oa32

Gs

O3

Oi3

O23

Oas3

G4

Oa

Ou4

O24

Oazas

Gs

Os

O1s

O2s

Oss

Os

Ou1s6

O26

Oss

G7

O~

O17

Ogs7

Os

Ou1s

Og2s

Ogss

Og

O19

O29

Oa39

Gio

O1wo

O20

O30

Ouo

X =Tubo de ensayo con muestra de sangre venosa con agua destilada.

X1 = Tubo de ensayo con muestra de sangre venosa y concentracion del extracto
de 0.01lmg/mL.
X2 = Tubo de ensayo con muestra de sangre venosa y concentracion del extracto
de 0.1mg/mL.
X3 = Tubo de ensayo con muestra de sangre venosa y concentracion del extracto

de 1mg/mL.

O = Medicion del Tiempo de Protrombina del tubo con muestra de sangre venosa

sin tratamiento.

01,02,03,04,05

,O40 = Medicion del tiempo de protrombina.
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c) Determinacion del efecto Hemostatico del extracto seco

Hidroalcohdlico al 70% de Castilleja pumila “misk’icha”.

Estudio que determina la actividad Hemostatica con el extracto seco hidroalcohélico
al 70% de Castilleja pumila “misk’icha” en heridas producidas a ratones, utilizando

diferentes dosis.

G1 X2 O1
G2 X2 02
Gs Xz Os
Gsa X2 02
Gs Xs Os

Donde:

G1 = Grupo Control constituido por 10 ratones.

G2, Gs, G4, Gs = Grupos experimentales constituido por 10 ratones cada uno.

X1 = Dosis de 100mg/kg de suero fisiolégico usado como nuestro control.

X2= Dosis de 10mg/Kg del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Castilleja pumila
X3 = Dosis de 100mg/Kg del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Castilleja
pumila

X4 = Dosis de 1000mg/Kg del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Castilleja
pumila

Xs = Dosis de dosis 1000mg/Kg del patrén a utilizar, Acido Tranexamico.

01,02,03,04,05 = Medicion del tiempo de hemostasia.
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d) Determinacioén de la toxicidad aguda por via oral y Dérmica del extracto

seco Hidroalcohdlico al 70% de Castilleja pumila “misk’icha”.

Estudio que determina la toxicidad aguda por via oral y tOpica con la administracion
del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Castilleja pumila “misk’icha” en ratones,

utilizando diferentes dosis.

Toxicidad por Via Oral.

FASE |
Gi X1 O1 Os 0Og 013 O17 O21 O25 029 033 037 Os1 Oas5 Oa9
G2 X2 O2 0Os O O14 O18 O22 0O2 Oz Oza Oz Os2 0Os Oso
Gz Xz O3 O7 O11 O1s5 O19 023 027 O3 O35 039 Os3z Oa7 Os1
Gs Xa Os Og O12 O O20 024 028 032 036 0Os0 Oss Oasg Os2
Donde:

G1 = Grupo control constituido por 3 ratones.

G2,G3,G4 = Grupos experimentales formados por 3 ratones.

X1 = Dosis de suero fisiologico 0.2ml

X2=Dosis de 10mg/Kg del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Castilleja pumila.
X3 = Dosis de 100mg/Kg del extracto seco hidroalcohodlico al 70% de Castilleja
pumila.

X4 = Dosis del000mg/Kg del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Castilleja
pumila.

01,02,03,04 = Observacion del efecto toxico agudo o muerte a los 5 min.
05,06,07,0s = Observacion del efecto toxico agudo o muerte a los 10 min.
09,010,011,012 = Observacion del efecto toxico agudo o muerte a los 15 min.
013,014,015,016 = Observacion del efecto toxico agudo o muerte a los 30 min.
017,018,019,020 = Observacion del efecto toxico agudo o muerte a los 60 min.
021,022,023,024 = Observacion del efecto téxico agudo o muerte a la hora.
025,026,027,028 = Observacion del efecto toxico agudo o muerte a las 2 horas.

029,030,031,032 = Observacion del efecto toxico agudo o muerte a las 6 horas.
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033,034,035,036 = Observacion del efecto toxico agudo o muerte a las 12 horas.
037,038,039,040 = Observacion del efecto toxico agudo o muerte a las 24 horas.
041,042,043,044 = Observacion del efecto tdéxico agudo o muerte a las 2 dias.
045,046,047,048 = Observacion del efecto téxico agudo o muerte a las 4 dias.
049,050,051,052 = Observacion del efecto toxico agudo o muerte a las 7 dias.

053,054,055,056 = Observacion del efecto toxico agudo o muerte a las 14 dias.

FASE Il
Gi X1 O1 Os 0Og 013 O17 O21 O25 029 Os3
G2 X2 O2 0Os Oi O1s4 0Ois O22 0O2 O3z Oss
Gz X3 O3 O7 Our O1s5 O19 O23 027 O3 O35
Gs Xa Os Og O12 O O20 024 028 032 Os36
Donde:

G1 = Grupo control constituido por 1 raton.

G2,G3,G4 = Grupos experimentales formados por 1 raton.

X1 = Dosis de suero fisiologico.

X2 = Dosis de 1,600 mg/Kg del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Castilleja
pumila.

X3 = Dosis de 2,900 mg/Kg del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Castilleja
pumila.

X4 = Dosis de 5,000 mg/Kg del extracto seco hidroalcoholico al 70% de Castilleja
pumila.

01,02,03,04 = Observacion del efecto téxico agudo o muerte a los 5 min.
05,06,07,08 = Observacion del efecto toxico agudo o muerte a los 10 min.
09,010,011,012 = Observacién del efecto téxico agudo o muerte a los 15 min.
013,014,015,016 = Observacion del efecto téxico agudo o muerte a los 30 min.
017,018,019,020 = Observacion del efecto toxico agudo o muerte a los 60 min.
021,022,023,024 = Observacion del efecto toxico agudo o muerte a la hora.

025,026,027,028 = Observacion del efecto téxico agudo o muerte a las 2 horas.
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029,030,031,032 = Observacion del efecto toxico agudo o muerte a las 6 horas.

033,034,035,036 = Observacion del efecto toxico agudo o muerte a las 24 horas.

Toxicidad Aguda Tépica (Irritacion Primaria en Piel)

G1 Gi1 X1 O1 O2 Os Os

G2 G221 X2 0Os Og Oi0 Ou
Gs Gsi1 Xz Ois Ois O17 Ous
Ga Xa1 Xa 0O22 O23 024 Oz

Donde:

G1 = Grupo control constituido por 3 ratones.

G1.1= Grupo control constituido por 3 ratones.

G2, Gs, G4 = Grupos experimentales formados por 3 ratones cada uno.

G1.1, G2, G3a, Gaa = Subgrupos constituido por 3 ratones cada uno.

X1 = Dosis de 0.5mL de agua destilada, constituyéndose en el grupo control.

X2 = Dosis de 1gr del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Castilleja pumila.

X3 = Dosis de 3gr del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Castilleja pumila.

X4 = Dosis de 5gr del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Castilleja pumila.
01,0s8,015,022 = Observacion de la reaccion dérmica después de la aplicacion del
extracto a la 1 hora.

02,09,016,023 = Observacién de la reaccion dérmica después de la aplicacion del
extracto a 24 horas.

03,010,017,024 = Observacion de la reaccion dérmica después de la aplicacion del
extracto a las 48 horas.

04,011,018,025 = Observacion de la reaccion dérmica después de la aplicacion del

extracto a las 72 horas.
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3.3 Identificaciéon y Operacionalizacién de Variables.

3.3.1 Variables Implicadas.

3.3.1.1  Variables Independientes.

Concentracion del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Castilleja pumila

“misk’icha”.

¢ Definicion conceptual: Se define como la cantidad de extracto seco
obtenido por maceracion en etanol de toda la planta seca pulverizada de la
especie en estudio a utilizar en diferentes concentraciones para comprobar

la actividad hemostatica y coagulante que se le atribuye. (62)
¢ Definicién Operacional:

- Naturaleza: cuantitativa

- Unidad de Medida: mg/kg y/o mg/mL

- Medicion: directa

- Instrumento de Medida: balanza analitica de precision.

- Procedimiento: de la cantidad obtenida del extracto seco hidroalcohdlico al
70% de Castlleja pumila “misk’icha” se obtendran diferentes
concentraciones.

- Indicador: cantidad del extracto seco que presenta actividad Coagulante y

Hemostatica.

3.3.1.2 Variables Dependientes.

. Actividad Coagulante. (evaluacion del tiempo de coagulacién).

¢ Definicidén conceptual: Con esta prueba determinamos el tiempo en el que
la sangre coagula. Esta via valora la via intrinseca de formacién del activador
de protrombina. Capacidad de producir o inducir in vitro la coagulacion de la

sangre. (63)
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Definicion Operacional:

Naturaleza: cuantitativa

Unidad de Medida: minutos

Medicion: directa

Instrumento de Medida: cronémetro

Procedimiento: tubos de ensayo con 2mL de sangre se adiciona una
concentracion “X” del extracto y se mide el tiempo en que coagula la sangre.
Indicador: Tiempo de Coagulacién. El tiempo que transcurre para la
transformacion de la sangre de la forma liquida a la forma sdlida; aparicion

del coagulo. Valores Normales 5 — 15 minutos.

Actividad Coagulante (evaluacién del tiempo de protrombina).

Definicion conceptual: Esta prueba mide la actividad combinada del
fibrindbgeno, protrombina y los factores V, VIl y X; por lo tanto, evalla
eficazmente la via extrinseca de la formacion del activador de protrombina.
(63)

Definiciéon operacional:

Naturaleza: cuantitativa

Unidad de Medida: segundos.

Medicion: directa

Instrumento de Medida: cronémetro

Procedimiento: Se coloc6 en un tubo de ensayo el plasma ya separado; se
adiciona una concentracion “X” del extracto, llevar a Bano Maria, pasados
unos segundos aproximadamente luego de ver activado el cronémetro se
saco el tubo hasta observar que se forme la red de fibrina.

Indicador: Tiempo de Protrombina. No se indica en segundos sin o en el
porcentaje del valor normal (% de Quick). Valores Normales 10 — 14
segundos. INR: 2.4 — 2.5.
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IV.

Actividad Hemostatica.

Definicion conceptual: Capacidad de interrumpir in vivo el flujo de sangre.
(63)

Definicion Operacional:

Naturaleza: cuantitativa

Unidad de Medida: minutos

Medicion: directa

Instrumento de Medida: cronémetro

Procedimiento: herida producida en el muslo de ratones, a la que se le
adiciona una concentracidon “X” del extracto y se mide el tiempo en que se
produce la hemostasia.

Indicador: Tiempo de Hemostasia. Interrupcion de la hemorragia en minutos.

Valores Normales 2 — 8 minutos

Toxicidad Tépica Aguda por Via Oral.

Definicion conceptual: efecto nocivo de un agente téxico, que se manifiesta
en segundos, minutos, horas o dias después de haber entrado en contacto
con el individuo, por via oral. (3)La toxicidad aguda se expresa de mejor
manera expresando la dosis letal al 50% (DL50), es decir la dosis de droga
0 extracto seco hidroalcohdlico de Castilleja pumila “misk’icha”, que mata

50% de los animales a los que se les administra la misma. (55)
Definicion Operacional:

Naturaleza: cualitativa

Unidad de Medida: muerte de ratones

Medicién: indirecta

Instrumento de Medida: observacion

Procedimiento: administrar el compuesto a los animales en una ocasion, para

determinar signologia y grado de letalidad. Observando los efectos nocivos
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e inocuos que se manifiestan en segundos, minutos, horas o en un lapso por
lo menos de 6 dias al administrar en una sola ocasion diferentes dosis
(mg/Kg) del extracto al animal de experimentacion.

Indicador: efecto nocivo / concentracion.

Expresion Final de la Variable:

*Nada:0

*Ligera:1

*Moderada:2

*Severa:3

*Muy severa:4

Toxicidad Aguda Tépica. (Irritacion Primaria).

Definicion conceptual: efecto nocivo de un agente toxico, que se manifiesta
en segundos, minutos, horas o dias después de haber entrado en contacto

con la piel del individuo. (57)
Definicion Operacional:

Naturaleza: cualitativa

Unidad de Medida: eritema - edema

Medicion: indirecta

Instrumento de Medida: observacion

Procedimiento: administrar el compuesto en estudio en diferentes
concentraciones, embebiendo en una gasa en el dorso depilado de los
animales de experimentacion, seguidamente cada apdsito se fija con una
cinta adhesiva durante 4 horas, pasado este tiempo se quita la gasa y se
evalla el area de exposicion.

Indicador: efecto toxico / concentracion.

Expresion Final de la Variable:

*Sin reaccion:0

*Muy ligero:1

*Bien definido:2
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*Moderado:3

*Severo:4

3.3.2 Variables No Implicadas.

3.3.21 Variables Intervinientes.

a) De la muestra vegetal.

b)

d)

Tiempo de recoleccion: mes de febrero.
Estadio de crecimiento: Floracion.
Altitud de recoleccién: 3533 msnm

Lugar de secado: temperatura ambiente (13°C)

De la extraccion.

Solvente y concentracion del solvente: Hidroalcohdlica al 70%.
Tipo de extraccion: maceracion.
Temperatura de maceracion: temperatura ambiente (12°C)

Tiempo de maceracién: 10 dias

De las personas a las que se les extrae la muestra de sangre.

Patologias: no tengan una enfermedad (diabetes, hipertensién). Anexo N° 5
Ingesta de medicamentos: no consuman medicamentos.
Edad: en un rango de 20 a 30 afios.

Fisiologia del sujeto: inherente a cada sujeto.

De los animales de experimentacion.

Sexo: variable de sujeto de escala nominal en macho y hembra.

Peso: variable de sujeto que se define como la masa que presenta cada
unidad experimental. ElI peso promedio de los sujetos de experimentacion
deber4 ser de 28 a 30 g.

Edad: variable de sujeto cuya definicién es el tiempo transcurrido desde el
nacimiento de la wunidad experimental hasta el momento de Ila
experimentacion.

Lugar de crianza: los ratones fueron criados en un ambiente con ventilacién
adecuada y a una temperatura promedio de 20°C, manteniendo buenas

practicas de higiene.
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TABLA N° 1: Resumen de operacionalizacion de Variables Implicadas

Toxicidad Aguda por Via
Tépica (Irritacion Primaria
en piel) en animales de
experimentacion.

Concentracion

INSTRUMENTO EXPRESION FINAL
DEFINICION OPERACIONAL INDICADOR NATURALEZA | ESCALA | MEDICION DE MEDIDA DE LA VARIABLE
Lll_J Dosis Cuantitativa De Razén | Directa Balanza Analitica | mg (de extracto) / kg
ﬁ Concentracion del Extracto administrada de precision (peso del animal) / mL
2 Seco Hidroalcohdlico al (0.0001 g de (cantidad de sangre)
E 70% de Castilleja pumila sensibilidad)
g (misK’icha)
Tiempo de Cuantitativa De Razén | Directa Cronémetro Valores Normales 5 —
Coagulacion 15 minutos
Actividad Coagulante Tiempo de Cuantitativa De Razén | Directa Cron6émetro Valores de Referencia
g en mues;lt;i:ae sangre Protrombina 10 — 14 segundos
§ INR:2,4-25
§ Actividad Hemostatica en Tiempo de Cuantitativa De Razon | Directa Cronémetro Valores Normales 2 — 8
a w heridas producidas en Hemostasia minutos
; % animales de experimentacion
é g Efecto Nocivo/ | Cualitativa Ordinal Indirecta Observacion Nada: 0
> & Toxicidad Aguda por Via Concentracion Ligera:1
(=) Oral en animales de Moderada: 2
experimentacion. Severa:3
Muy Severa: 4
Efecto Toxico/ | Cualitativa Ordinal Indirecta Observacion Sin reaccion: 0

Muy ligero: 1
Bien definido:2
Moderado: 3

Severo:4

Fuente: Elaboracién propia
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TABLA N° 2: Resumen de la Operacionalizacion de variables No Implicadas

INSTRUMENTO EXPRESION
DEFINICION INDICADOR | NATURALEZA | ESCALA | MEDICION DE MEDIDA FINAL DE LA
OPERACIONAL VARIABLE
Edad del Dias de Cuantitativa De Indirecta Calendario intervalo
animal existencia Razén
Del Animal
Peso del Peso entre Cuantitativa De Directa Balanza ar
animal 25y 30gr. Razén
Sexo del Organo Cualitativa Nominal Directa Vista Hembras
2 animal genital
2 Tiempo de Mes de Cualitativa De Directa Calendario meses
O | w recoleccién Junio Razoén
g E
s E De la Muestra Altitud de 2150 — 4600 Cuantitativa Ordinal Indirecta Observacion m.s.n.m.
ol Z Vegetal recoleccion msnm
Z| =
o | &
ﬂ = Estadio de Floracién de Cualitativa Ordinal Indirecta Observacion Floracion
g Z crecimiento la planta
4 Tiempo de Variacién en Cuantitativa De razén Directa Calendario Dias
§ maceracion el color del
De la extracto
Extraccién Temperatura | Variacion en Cuantitativa | De razén Directa Termoémetro °C
de maceracion el color del
extracto
Edad Dias de Cuantitativa De razén Directa Calendario Afios
De las personas existencia

Fuente: Elaboracion propia
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3.4 Criterios de Inclusion y Exclusion.

a) De la muestra vegetal.

e Criterios de inclusion.
Se recolectan todas aquellas plantas de Castilleja pumila “misk’icha” con hojas
enteras y sanas.

- Estadio de Crecimiento: planta madura.

- Altitud de recoleccion: 3533 m.s.n.m.

- Temperatura de secado: temperatura ambiente.

- Condiciones de secado: bajo la sombra, en un ambiente ventilado.

e Criterios de exclusion.
Se excluirdn las muestras vegetales que estén en mal estado, que hayan

sufrido ataque de bacterias, hongos, plagas.

b) De los animales de experimentacion.

e Criterios de inclusion.
Se incluiran ratones de la raza Mus musculus, con un promedio de edad de tres
meses y un peso promedio de 28 a 30 g.

e Criterios de exclusion.
Se excluiran ratones de la raza Mus musculus enfermos; enfermos o de bajo
peso.

c) De las personas a las que se les extraera las muestras de sangre.

e Criterios de inclusion.
Se incluiran las muestras de sangre de personas voluntarias sanas con edad
entre los 20 y 30 afios.

e Criterios de exclusion.
Se excluirdn las muestras de sangre de personas voluntarias que padezcan
alguna enfermedad cronica (cardiaca, hepatica y endocrina), que tomen alguna
medicacion, en especial AINES y anticoagulantes y también mujeres

embarazadas, esto basado en la encuesta realizada. Anexo N° 5.
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3.5 Técnicas e Instrumentos de Recoleccion de Datos.
La técnica empleada es la observacion experimental para la recoleccion y el

llenado de las fichas.
Instrumentos de recoleccién de datos; los cuales se detallan a continuacion:

v' Encuesta — test de seleccion de personas para realizar la evaluacion de
la actividad coagulante y hemostatica, anexo N°5.

v Ficha de recoleccién de datos para las pruebas de solubilidad y para el
Andlisis Fitoquimico Cualitativo del extracto seco hidroalcohdlico al 70%
de Castilleja pumila “misk’icha”, anexo N°6, anexo N°7, respectivamente.

v' Ficha de recolecciébn de datos de la evaluacion del Tiempo de
Coagulacion, anexo N°8.

v" Ficha de recoleccién de datos de la evaluacion del Tiempo de
Protrombina, anexo N°9.

v' Ficha de recoleccion de datos de la evaluacion del Tiempo de
Hemostasia, anexo N°10.

v" Ficha de recoleccion de datos de la Toxicidad Aguda por Irritacion
Dérmica, anexo N°11.

v" Ficha de recoleccion de datos de la Toxicidad Aguda por Via Oral, anexo
N°12.

3.6 Técnicas para el Procesamiento y Analisis de Datos.

Para el procesamiento de los datos obtenidos se utilizd la prueba estadistica
ANOVA. Todos los datos obtenidos en la evaluaciéon del Efecto Coagulante,
hemostatico, Tiempo de Protrombina, seran procesados en una base de datos

creada en el paquete estadistico Stadistical Packege for Social Science (SPSS)

Se utilizé la técnica del analisis de varianza para comparar los tiempos de

coagulacioén, tiempo de protrombina y hemostasia; entre los grupos de estudio.

Se encontr6 una diferencia en los grupos de Determinacion del tiempo de
sangrado por el método de lvy - modificado, por lo que se utilizo la prueba de
Duncan (prueba post-hoc) para determinar entre qué grupos de estudio habia

diferencias significativas.
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3.7 Procedimientos.

FLUJOGRAMA N° 1: Flujograma de la Investigacion.

[

=n Estudio Tamanomic

Ubicacian y Recaleccion de la Planta ]|::, [ Identificacion ] I:ll

[ Ectabilzacicn y S=cada ]-ﬂ:l[ Sal=ccian y Maliznda ]
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Pruebas

Prefiminares [ Pruehas de Solubilidad ]
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Fuente: Elaboracion propia.

-
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3.7.1 Descripcion de los Procedimientos.

El primer paso para la realizacion de este trabajo de investigacion fue la
ubicacién y recoleccién de la planta en estudio, la misma que fue colectada en
bolsas de plastico agregandole etanol; para una correcta y adecuada
identificacién taxondmica se colecta una muestra que denote todas las
caracteristicas de la planta (raiz, tallo, flores), como siguiente paso se procedio
a la seleccion de las muestras vegetales que presentaban una adecuada
complexion vegetal, posterior a esto se procede al secado en sombra, de las
muestras vegetales, esto con el fin de conservar los principios activos de la
planta; terminado este proceso se realiza la molienda de las muestras
vegetales, esto con la finalidad de realizar un apropiado extracto hidroalcohdlico
para luego efectuar el proceso de maceracion, el cual estad determinado en que
se realice por un periodo de 10 dias, transcurrido este tiempo se procedio a la
evaporacion del macerado, para concluir con un extracto de la muestra vegetal,

la fue utilizada en las pruebas de estudio.

Como primer proceso, se realizaron pruebas preliminares, las cuales fueron
necesarias para determinar, por ejemplo, el porcentaje de humedad, que se
efectud pesando 5gr de la muestra vegetal fresca, colocandolas en placas Petri,
para luego ponerlas a estufa a 40°C y pesarlas hasta obtener peso constante y
asi determinamos el porcentaje de humedad; para determinar porcentaje de
rendimiento del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Castilleja pumila
‘misk’icha”, se calcul6 del peso inicial de la muestra seca y del peso final del
extracto seco; para las pruebas de solubilidad, estas se realizaron tomando
10mg del extracto en diferentes tubos de ensayo para luego agregarles 10mL
de solvente de diferentes polaridades y finalmente para el estudio fitoquimico
también se realizaron con una cantidad considerable del extracto y realizando
reacciones con distintos reactivos para la deteccibn de metabolitos

secundarios.

Para las pruebas in vitro se realizaron mediante dos evaluaciones; una de ellas

fue la determinacion del tiempo de coagulacion, en la que se tom6 como base
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de evaluacion las muestras de sangre venosa, en tubos de ensayo en bafio
maria, a los cuales se les afadid una dosis del extracto en estudio y asi
controlar el tiempo en el que se forma un coagulo; por otro lado para la
determinacion del tiempo de protrombina se utilizé también muestras de sangre
venosa, las mismas que se llevaron a centrifugar y de ellas se trabaj6 solo con
el plasma en tubos de ensayo a bafio maria, a los cuales se les afiadio las
correspondientes dosis del extracto en estudio para determinar el tiempo de

protrombina, este fue mediante la formacion de una red de fibrina.

Por otro lado, para las pruebas in vivo una de ellas fue la determinacion del
tiempo de hemostasia, por el Método de Ivy modificado, el cual se trabajo en
ratones y consistid en realizarles cortes en la parte del muslo, previo a esto se
les administro la dosis del extracto y el patron correspondiente y se controlo el
tiempo en que deja de sangrar; en este prueba se llevo a cabo la evaluacion de
la toxicidad, por via oral y via topica, para la evaluacion de la toxicidad por via
oral se les administro a los ratones una dosis determinada del extracto; por otro
lado para la evaluacion de la toxicidad dérmica se tubo de depilar a los ratones
la parte del lomo y se les coloca una gasa con la dosis correspondiente del
extracto; para la evaluacion de los resultados observando algunas reacciones.
Finalmente, los resultados se evaluaron en un sistema de andlisis de datos
denominado ANOVA, de donde derivan los resultados finales y posterior

analisis de ellos.

3.7.1.1 Preparacioén de la Muestra Vegetal.

1) Recoleccion de la Planta.

La planta en estudio Castilleja pumila “misk’icha”. Fue recolectada en la
comunidad de Lauramarca, distrito de Ocongate, provincia de Quispicanchis,
departamento del Cusco, a 3533 m.s.n.m en el mes de Abril — Mayo del 2017,
en bolsas de plastico durante las primeras horas de la mafana, agregandole
etanol de 96° con la finalidad de evitar la degradacién de los metabolitos

secundario. (65)
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Lugar LAURAMARCA
Distrito OCONGATE
Provincia QUISPICANCHI
Departamento CuUsCo
Ubigeo 0812100031
Viviendas 95

Habitantes 359

Longitud -71.347870
Latitud -13.691490

Fuente: Mapa Satelital, Internet Via Satélite y Tecnologia Electrénica.

2) Seleccion.

Se utilizaron las plantas sanas que no sufrieron ataque de plagas hongos o

insectos o que no estuvieran marchitas o deterioradas.
3) Secado.

Las plantas seleccionadas se colocaron en pliegos de papel en un lugar

sombreado y ventilado a temperatura ambiente, por un lapso de 15 dias.
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4) Molienda y Conservacion.

Una vez que se obtuvo la muestra seca de las hojas de Castilleja pumila
“‘misk’icha”, se procedioé a la molienda en un molino de granos, obteniéndose
una muestra triturada la cual se almaceno en frascos de vidrio color ambar

herméticamente cerrados y debidamente rotulados.

3.7.1.2 Obtencion del Extracto Seco Hidroalcohélico.

Para el proceso de extraccion hidroalcoholica se utilizé 200 gr de muestra seca
triturada la cual se someti6 a maceracién en etanol al 70%, con agitacién
constante por un lapso de 10 dias, después de los cuales se procedio al filtrado,
el liquido filtrado se concentr6 a sequedad en Bafio Maria a 37°C obteniéndose
el extracto seco hidroalcohdlico, con el cual se realiz6 el analisis fitoquimico y

las pruebas farmacoldgicas.

3.7.1.3 Determinacion de la Humedad.

La determinacién de la humedad se realizé por triplicado en placas Petri
conteniendo 5 gr de muestra, las mismas que fueron introducidas a la estufa a
una temperatura de 40°C hasta la obtencién de un peso constante. (66) Luego

se determind el porcentaje de humedad mediante la siguiente relacion:

M
%H = 1T2x 100
1

Dénde: %H = Porcentaje de Humedad.
M1 = Peso de Muestra Fresca.

M2 = Peso de Muestra Seca.

3.7.1.4 Determinacion del Porcentaje de Rendimiento.

El porcentaje de rendimiento del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de

Castilleja pumila “misk’icha” se calculé mediante la siguiente formula. (66)
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%E = L x100
0 _FX

L

Dénde: %E = Porcentaje de Rendimiento.
Pf = Peso final (extracto seco)

Pi = Peso Inicial (muestra molida)

3.7.1.5 Pruebas de Solubilidad.

Para realizar las pruebas de solubilidad se tom6 aproximadamente 10mg del
extracto seco hidroalcohdlico de la planta en diversos tubos de ensayo de
vidrio, luego se le agrego 1mL de solvente de diferente polaridad; agua
destilada, etanol (40%, al 70%, 96%), acetato de etilo, acetona, éter etilico,

cloroformo, hexano, etc. (67)

3.7.1.6 Analisis Fitoquimico Cualitativo.

Se realizo la marcha fitoquimica para la deteccion de metabolitos secundarios
realizando reacciones quimicas especificas de caracterizacion; mediante las
reacciones de coloracion que determinen la presencia de metabolitos
secundarios del extracto seco hidroalcohdlico de la especie vegetal en estudio.
(67)

CUADRO N° 3: Pruebas de Analisis Fitoquimico Cualitativo.

COMPONENTES REACTIVO
Azulcares reductores Benedict
Glucésidos Benedict
Alcaloides Dragendorf
Flavonoides Shinoda
Compuestos fendlicos Cloruro férrico

65



Taninos Gelatina-sal

Saponinas Prueba de la espuma

Quinonas Borntranger
Fuente: Lock, O. 1994. (63)

3.7.1.7 Estudio Farmacolégico.

3.7.1.7.1 Determinacion de la Actividad Coagulante.
Se ha definido la actividad coagulante como la disminucién en el tiempo de

coagulacion.

3.71.711 Tiempo de Coagulaciéon por el Método de White —
Modificado.

¢ Fundamento Teérico:

Se observa la formacién de coagulo en tubos de vidrio en condiciones
estandarizadas. El tiempo de coagulacién mide el intervalo de tiempo necesario
para que una muestra de sangre completa recién obtenida coagule in vitro a

37°C y evalue en forma general el mecanismo intrinseco de coagulacion. (68)
e Protocolo Experimental:

Para determinar la actividad coagulante del extracto seco hidroalcohdlico al
70% de Castilleja pumila “misk’icha”, sobre muestras de sangre venosa de
personas voluntarias, se aplicé el método de White para evaluar el tiempo de

coagulacion.

Se utilizaron muestras de sangre venosa de 10 personas voluntarias que
cumplieron con los criterios de inclusion, las cuales fueron seleccionadas
mediante una encuesta propuesta, aplicando a las muestras de sangre
obtenidas las concentraciones diferentes del extracto en estudio, la actividad

coagulante sera determinada aplicando el método de White modificado.
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Procedimiento:

. Se realiz6 la toma de muestra de sangre venosa en un numero de 4

tubos por persona, aproximadamente 2mL por tubo, a los cuales se les
coloco6 en Bafio Maria a 37°C, se encendieron los cronémetros para cada
muestra apenas entraron en contacto con el tubo de ensayo.

El tubo N°1 fue el control, al que se le adicioné 0.2mL de agua destilada
y se coloc6 en Bafio Maria una vez obtenido.

Eltubo N°2 se le adicion6 0.2mL del extracto en una dosis de 0.01mg/mL
El tubo N°3 se le adiciond 0.2mL del extracto en una dosis de 0.1mg/mL
El tubo N°4 se le adicion6 0.2mL del extracto en una dosis de 1mg/mL.
La dosis del extracto dependié del grupo al que pertenecié la muestra de

sangre venosa de la persona voluntaria.

. Seguidamente se procedio a determinar el tiempo en el que la sangre de

los tubos coagula, evaluandose cada 30 segundos (inclinando el tubo y

ver que la sangre no se desborde).

Tabla N° 3: Distribucién de los sujetos de experimentacion por grupo y

concentracion de extractos a probar.

N° DE MUESTRAS DE EXPERIMENTACION
M1
CONCENTRACION DE M1 | M2 | M3 | M4 | M5 M6 | M7 | M| MO
EXTRACTOS A PROBAR _
TIEMPO DE COAGULACION (MINUTOS)
s CONTROL | Ta|Ta| T2 |[Ta|Ta|Ta|T2|T2|[T2[T2
1] n o
gécg; c1 T2 /T2 T2 T2 T2 T2 T2 |T2|T2]| T2
€ = S
gmgﬁ c2 T3 |13 T3 |T13|T1T3|T13|T13|713|[T1T3|713
S 2 g_J
Zs'g c3 T4 |T4| T4 |T4|T4|T4|T4|T4|T4|T4

Fuente: Elaboracion propia.
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FLUJOGRAMA N°2: Procedimiento de la Determinacion de la Actividad

Coagulante por el Método de White-modificado.

TUBC N*1

se adiciono
0.2mL de agua
destilada. (grupo
control)

Toma de muestra en un ndmero de 4
tubos por persona, aproximadamente

0.2mL por tubo.
TUBO N°2 TUBO N3
se adiciond ge adiciond
0.2mL del 0.2mL del
extracto en una extracto en una
dosis de dosis de 0.
0.01mg/mL Tmg/mL

Los tubos se colocaron en Bario Maria a 37°C, se
encendieron los crondmetros para cada muestra.

TUBC N*4

se adiciond
0.2mL del
extracto en una
dosis de
1mg/mL

Determinar el ttempo en el que la sangre de los fubos coagula,
evaluandose cada 30 segundos (inclinando el tubo y ver que la sangre
no se desborde).

Fuente: Elaboracion propia.

68



3.71.71.2 Tiempo de Protrombina por el Método de Quick —
Modificado.

¢ Fundamento Teorico:

Mide el tiempo que tarda en coagular una muestra de plasma, desprovisto de
plaquetas y anticoagulado con citrato sddico, al ponerlo en contacto con una
suspension de tromboplastina célcica (sustituto de la tromboplastina tisular
fisiologica). La prueba de Quick, explora la via extrinseca y comdn de la
coagulacion en las que intervienen los factores | (fibrindgeno), Il (protrombina),
V, Vily X. (68)

Resultado expresado como RATIO (INR): Es el cociente entre el TP del

paciente y el TP tedrico. Es el mas util para usar en condiciones normales.

TPpaciente INR = RISt
R=—-""2 —>
 f

gorico

Leyenda:
R: indice Internacional Normalizado (INR).
TPpaciente: Valores hallados en la prueba experimental.

TPtesrico: S€ considera el valor de 12, esto por esta en el promedio de los valores

normales del Tiempo de Protrombina.
ISI: cociente de referencia, se le otorga el valor de 1.
¢ Protocolo Experimental:

Para determinar la actividad coagulante (via extrinseca) por medio del Tiempo
de Protrombina, del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Castilleja pumila
‘misk’icha”, sobre muestras de sangre venosa de personas voluntarias, se
aplicé el método Coagulimétrico para evaluar el tiempo de coagulacion.
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Se utilizaron muestras de sangre venosa de 10 personas voluntarias que

cumplieron con los criterios de inclusion, las cuales fueron seleccionadas

mediante una encuesta propuesta y tomando en cuenta los criterios de

exclusion e inclusion, aplicando a las muestras de sangre obtenidas las

concentraciones diferentes del extracto en estudio.

Procedimiento:

A) TOMA DE LA MUESTRA:

1. Se realiz6 la toma de muestra de sangre venosa en un tubo Vacutainer
gue contiene citrato de sodio.

2. Se llevé a centrifugar las muestras de sangre y se separo el plasma.

B) PREPARACION DEL REACTIVO (SOLUPLASTIN):

1. Se procedié a abrir el vial quitando el precinto metalico y retirando
lentamente el tapdn de goma para evitar pérdidas del material.

2. Agregar un volumen de 2mL de agua bidestilada al vial, tapar y dejar
reposar, para luego homogenizar la solucién de manera suave, hasta
obtener una solucién homogénea.

C) PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL:

1. Teniendo la muestra de sangre venosa ya centrifugada; separacion del
plasma; se procede a trabajar.

2. Enun tubo se coloco el reactivo de Tromboplastina (SOLUPLASTIN)

(200pL).
3. Este tubo se llevé a bafio Maria a 37° C por 3 minutos.
4. Transcurrido este tiempo, en este tubo ya rotulado previamente, se

anadio el plasma (100uL) y se activé el cronometro y se procedié a

mezclar sin sacar del bafno Maria.
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5.

Pasado unos segundos aproximadamente luego de haber activado el

cronOmetro se saco el tubo hasta observar que se forme la red de fibrina.

El intervalo de tiempo transcurrido desde que se afade el plasma hasta
gue se formen los filamentos de fibrina, sera interpretado como el
“Tiempo de Protrombina” y sera considerado como nuestro tiempo

control.

Para trabajar las distintas concentraciones, en un tubo de ensayo se
afiadi6 el extracto en cantidad de 0.2 mL; de acuerdo a las
concentraciones establecidas; y posterior a esto se adicion6 el plasma
(100pL), todo este proceso en Bafo Maria; una vez el plasma entra en
contacto con el extracto, se activé el cronémetro y se procedié a mezclar
sin sacar del bafio Maria, hasta observar que se forme una red de fibrina

y se toma nota del tiempo establecido.

Tabla N° 4: Distribucién de los sujetos de experimentaciéon por grupo y

concentracion de extractos a probar.

N° DE MUESTRAS DE EXPERIMENTACION

CONCENTRACION pe | M M2 M3 M4 | M5 | M6 | M7 | M8 | M9 | M10

EXTRACTOS A PROBAR

TIEMPO DE PROTROMBINA (INR)

NUMERO DE
MUESTRAS

CONTROL |T1 |T1 |T1 T1 |T1 |T1 |T1 |T1 |T1 |T1

x

§<zt C1 T2 |T2 | T2 T2 |T2 |T2 |T2 |T2 |T2 |T2
8 2

5 ¢ | C2 T3 | T3 | T3 T3 |T3 |T3 |T3 | T3 |T3 | T3
wog

8 C3 T4 | T4 | T4 T4 | T4 |T4 |T4 | T4 | T4 | T4

Fuente

: Elaboracion propia.
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FLUJOGRAMA N°3: Procedimiento de la Determinacién del Tiempo de

Protrombina por el Método de Quick-modificado.

Se llevo a centrifugar
TOMA DE LA - las muestras de sangre

MUESTRA y s& separd =l plasma.

) Agregar 2mlL de agua
PREPARACION greg:
DEL REACTIVO | I bidesiads v
(SOLUPLASTIN) omogenizar. )

r
| |
[

[ PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Colocar en un —=
tubo el reactiva.

Transcurrida este
ll"-

tiempo, =& anade &l
| Llevar a Bafio plazma (100uL) =in
Mariz por un sacar  del  Bano
tiempa de 2 min. Maria, =& activo el

cronometro.

] vy

Colocar en un
tubo laz dosis
correspondients
|| = delextracto.

\ 4

Obzervar gue
ze forme la red

de fibrina.

Fuente: Elaboracion propia.
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3.7.1.7.2 Determinacion de la Actividad Hemostatica.
Se ha definido la actividad hemostatica como la disminucion del porcentaje del

tiempo de hemostasia en heridas producidas en ratones albinos.

3.71.7.21 Tiempo de Hemostasia por el Método de Ivy -
Modificado.

¢ Fundamento Teorico:

Mediante esta prueba se estudia la adhesion de las plaguetas al endotelio
vascular y su capacidad para formar el trombo plaquetario que detiene la
hemorragia a nivel de un vaso de pequefio calibre. Consiste, por tanto, en

realizar una pequefia herida y medir el tiempo en que tarde en sangrar. (68)
e Protocolo Experimental:

Se utilizaron 50 ratones con un peso dentro del rango de 28gr — 30gr,
procedentes de los criaderos del Instituto Nacional de Salud, a los cuales se les
agrup6 en 5 grupos de 10 ratones. Para determinar la actividad Hemostatica se

aplico el Método “Tiempo de Sangrado de vy Modificado”.
e Procedimiento:
1. Se depilaron a los ratones en la parte del muslo derecho.

2. Se realizé una incision de 1mm de profundidad y 1cm de longitud en la

zona depilada, con una hoja de bisturi N°22.

3. Al momento de producirse la hemorragia se puso en marcha el

cronémetro.

4. Al primer grupo no se le aplicd ninguna sustancia, constituyéndose este,

en el grupo control, para determinar el tiempo de hemostasia normal.
5. Al segundo grupo se le aplicé el extracto en una dosis de 10mg/Kg.
6. Al tercer grupo se le aplico el extracto en una dosis de 100mg/Kg.
7. Al cuarto grupo se le aplico el extracto en una dosis de 1000mg/Kg.
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8. Al quinto grupo se aplicé Acido Tranexamico; en una dosis de

1000mg/Kg, este fue el grupo patron.
9. La via de administracion utilizada fue por via intradérmica.

10.Se tomo el tiempo transcurrido para que cada herida deje de sangrar.

Tabla N° 5: Distribucion de sujetos de experimentacion por grupos y

aplicacion de las concentraciones del extracto.

N° DE GRUPO N° DE SUJETOS DE CONCENTRACION DE
EXPERIMENTACION EXTRACTO A APLICAR.
1 10 CONTROL
2 10 C1
3 10 Cc2
4 10 C3
5 10 PATRON

Fuente: Elaboracion Propia.
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FLUJOGRAMA N°4: Procedimiento de la Determinacion de la Actividad

Hemostatica por el Método de Ivy-modificado.

Dizposicion de 50 ratones,
cads uno de ellcs =&
diztibuyen en los grupos de
tfrabajo.

¥

[ Diepilacion e incision en la parte del muslo derecho. |
[ Se administro por via intfradérmica, todas las dosis. |
Poner en marcha el cronometra al momento de iniciar

la hemorragia hasta que =e detenga el sangrado.

Fuente: Elaboracion propia.
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3.7.1.7.3 Determinacion de la Toxicidad.

3.71.7.31 Criterio de Draize para la Toxicidad Aguda Toépica

(Irritacion Primaria en Piel).

¢ Fundamento Teérico:

El ensayo de irritacion dérmica se basa en la aplicacion de una sustancia, ya
sea liquida o sdlida, en una pequefia area de la piel de un mamifero. Se utiliza
para medir la irritacibn mediante la observacion de los dafios que causa una

sustancia en la piel de los animales. (69)

Después del tiempo de aplicacion, generalmente 4 horas, se valora la aparicion

de eritema o0 edema en la zona tratada.
e Protocolo Experimental:

Se tomaron 24 ratones divididos en cuatro grupos de 6 cada uno, a los cuales
se les aplico las diferentes dosis del extracto en estudio, mediante parches,

cada grupo sera dividido en dos subgrupos: Subgrupo A 'y Subgrupo B.

Para las dosis utilizadas en los parches, esta se obtuvo por antecedentes de
estudio, cito en la tesis, “Toxicidad Aguda Topica e Irritabilidad Dérmica de la

Decoccion de hojas de Piper auritum kunth (caisimén de anis), Cuba - 2014”
e Procedimiento:
1. Alos ratones se les depil6 la parte del dorso en un area de 3cm?.

2. A los ratones del subgrupo A (3 ratones) se les realizé una abrasiéon en
la zona de la piel depilada (es decir se les realizo pequeias incisiones
en la capa superficial de las células de manera que estas incisiones no
sean lo suficientemente profundas como para afectar la dermis o
producir salidas de sangre). Y a los ratones del subgrupo B (3 ratones)

no se les realizdé nada.

3. Se peso el extracto en valores de 1gr, 3gr y 5gr y estos se aforaron en

agua destilada a 100mL.
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4. Al primer grupo de ratones se les aplicé una dosis de 0.5mL de agua

destilada, ya que este grupo se constituyé en el grupo control.

5. Al segundo grupo se le aplicé el extracto en la dosis de C1=1gr.

6. Al tercer grupo se le aplico el extracto en la dosis de C2= 3gr

7. Al cuarto grupo se le aplico el extracto en la dosis de C3= 5gr

8. En todos los casos se aplico 0.5mL del extracto, el cual fue colocado en

una gasa de 2cm? que se mantuvo fija sobre el area afectada de la piel.

9. Seguidamente se envolvieron con un esparadrapo no absorbente, al

cabo de 1 hora de exposicion se procedid a retirar la gasa

cuidadosamente y observar alguna reaccion de edema o eritema.

10. Al cabo de las 4horas de removido el parche, se evalué el area afectada,

repitiéndose dicha evaluacion a las 24, 48 y 72 horas después.

Tabla N° 6: Distribucion de los sujetos en estudio por grupos y

concentracion del extracto en estudio a utilizar.

N° DE N° DE SUBGRUPO N° DE RATONES | CONCENTRACION
GRUPO A UTILIZAR
GRUPO N° 1 Subgrupo la 3 ratones CONTROL
Subgrupo 1b 3 ratones
GRUPO N° 2 Subgrupo 2a 3 ratones C1
Subgrupo 2b 3 ratones
GRUPO N° 3 Subgrupo 3a 3 ratones Cc2
Subgrupo 3b 3 ratones
GRUPO N° 4 Subgrupo 4a 3 ratones C3
Subgrupo 4b 3 ratones

Fuente: Elaboracion propia.
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Cuadro N° 4: Criterios de evaluacion de la severidad de la irritacion

dérmica primaria individual.

GRADO DE ERITEMA EDEMA VESICULA
LESION
0: sin reaccion | No eritema No edema No vesicula
1: muy ligero Eritema leve color | Edema muy poco perceptible | Micro  vesiculas
rosado 1mm

2: bien definido

Eritema bien definido,

Edema leve, bordes del area

Vesicula 1mm y

color rojo suave bien definidos por | 1cm
levantamiento definido.
3: moderado Eritema moderado, | Edema moderado, | Ampolla 1cm
color rojo definido, | levantamiento de 1 mm
prurito aproximado
4: severo Eritema marcado, rojo | Edema muy marcado Exulceracion y

intenso, prurito.

costra

Fuente: Elaboracion Propia, de acuerdo a la informacion recopilada (Drize J. -1945)
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FLUJOGRAMA N°5: Procedimiento de la Determinacion de la Toxicidad

Dérmica (Irritacion Primaria en Piel) bajo el Criterio de Draize.

oe toman 24 ratones, a
guisnes se lzs depila la
parte del dorsa.

3

[ Aplicar 0.5mL del extracto en estudio en una gasa y esta }

colocaria sobre el lomo depilado del animal.

3

Transcurnido 4 horas, verificar la aparicion de
eritema o edema.

Fuente: Elaboracion propia.
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3.71.7.3.2 Toxicidad Oral por el Método de Lorke.

e Fundamento Tedrico: El método de Lorke describe un método para la
investigacion de la toxicidad aguda de una sustancia desconocida, con
la determinacion de la DL50. Usando este método es posible obtener
con un minimo numero de animales de experimentacion informacion
adecuada de la toxicidad aguda y de la DL50.

¢ Protocolo Experimental:

Se trabajo con 16 ratones, con un peso de 25gr a 30gr, acondicionados en los
ambientes de laboratorio, para lo cual se conformaron dos fases, en la primera
fase se utilizé 3 ratones por 4 grupos (3 experimentales y 1 control), en la
segunda fase se utilizd 4 ratones uno por cada grupo de acuerdo a los

resultados de la primera fase.

PRIMERA FASE: Los tres grupos de pre prueba estaran formados por 3

animales de experimentacion segun la tabla del método de Lorke.

SEGUNDA FASE: Los resultados de la primera fase fueron utilizados para
determinar las nuevas dosis en el segundo test en el que cada grupo esta

formado por un Unico raton.
¢ Procedimiento:
1. Se sometio a los ratones en ayuno de 24 horas.

2. Se les administro las diferentes concentraciones del extracto por via

oral, mediante una canula orofaringea.

3. Después de la administracion de los extractos, se observé al ratén
durante las 24 horas; donde se observaron ojos, piel, mucosas, y
también se tuvo en cuenta algunos otros signos como piloereccion,
somnolencia, diarrea, temblores, asi mismo se tomaron en cuenta
ciertos comportamiento tales como: irritabilidad, agresividad,

intranquilidad.
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4. Para la segunda fase se utilizé un raton por grupo, el cual también fue

observado durante 24 horas, también se examinaron los aspectos

antes mencionados.

CUADRO N° 5: Toxicidad aguda por el Método de Lorke

fase ly fase ll
FASES GRUPO N° DE ANIMALES DOSIS mg/kg

1 3 control
2 3 C1l

I 3 3 c2
4 3 C3
1 1 Control
2 1 C1l

Il 3 1 Cc2
4 1 C3

Fuente: Elaboracion Propia, de acuerdo a la informacion recopilada (Lorke Dietrich-

1994)
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FLUJOGRAMA N°6: Procedimiento de la Determinacion de la
Toxicidad Aguda Oral bajo el Método de Lorke.

B

Se trabajo con 16 ratones, con un peso de
25gr a 30gr, =ometidos a ayuno de 24 horas

b 4

. E— -
# % # %

Grupo de la Fase | Grupo de la Fase |l
£ grupos de 2 ratones 4 grupos de 1 rafones

" o % r

I

# &

Administras as dogiz, v obzervar al
ratan durante las 24 horas posteriores.

L™ o

Fuente: Elaboracion propia.
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CAPITULO IV
ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Ensayos Preliminares.
4.1.1 Determinaciéon de Porcentaje de Humedad de la planta Castilleja
pumila “misk’icha”.
La determinacién del porcentaje de humedad de la muestra nos permite saber

la pérdida de peso de la muestra por calentamiento en una estufa.

TABLA N° 7: Porcentaje de humedad de la planta de Castilleja pumila

“misk’icha”.
Porcentaje
Peso de la | Peso de la .
¢ ¢ de Promedio
muestra muestra
Muestra Placa Humedad (%)
N° fresca (gr) | seca(gr)
(%)
Planta de 1 5 0.924 81.52
Castilleja pumila
R 2 5 0.9885 80.23
misk’icha
(tallos, hojas, 80.62
3 5 0.9935 80.13
flores)

Fuente: Datos experimentales.

Andlisis, interpretaciéon y discusion de resultados.

La tabla N° 7 muestra el porcentaje de humedad de la planta de Castilleja
pumila “misk’icha” que es de 80.62% (muestra por triplicado), este manifiesta
un porcentaje alto de humedad, por lo tanto, el secado y la conservacion de
esta especie en estudio se debe manejar con mucho cuidado, corriendo el

riesgo de que se produzca hidrolisis, oxidacién o deshidrogenacioén. (70)

El proceso de deshidratacién a 40°C, permite disminuir el agua libre presente

en la muestra vegetal de estudio de Castilleja pumila “misk’icha”, este proceso
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de secado tiene un rol importante en interrumpir los procesos de degradacion
de metabolitos catalizados por enzimas, lo que evita un crecimiento microbiano
y micotico, responsables de la descomposicion y alteracion de metabolitos
presentes en la muestra vegetal. (70)

4.1.2 Determinacién de Porcentaje de Rendimiento del extracto seco

hidroalcohdlico al 70% de Castilleja pumila “misk’icha”.

TABLA N° 8: Porcentaje de rendimiento del extracto seco

hidroalcohdlico al 70% de Castilleja pumila “misk’icha”.

Muestra Peso de la muestra Peso de la Promedio

fresca (g) muestra seca (g) (%)

Planta de Castilleja
pumila “misk’icha”
10.12 gr 2.371gr 23.42%
(tallos, hojas, flores)

molida

Fuente: Datos experimentales.

Andlisis, interpretacion y discusion de resultados.

En la tabla N° 8 se muestra el resultado del porcentaje de extraccion obtenida
por maceracion de la planta de Castilleja pumila “misk’icha” en etanol al 70%,
obteniéndose un valor de 23.42% lo que indica que se necesitd una
considerable cantidad de la planta para obtener un buen porcentaje de extracto.
El porcentaje de rendimiento permite determinar la cantidad de muestra
necesaria para la realizacion de investigaciones con extracto de la especie

vegetal.
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4.1.3 Pruebas de Solubilidad del extracto seco hidroalcohodlico al 70%

de Castilleja pumila “misk’icha”.

Al realizar las pruebas de solubilidad del extracto seco Hidroalcohdlico de

Castilleja pumila “misk’icha” se obtuvieron los siguientes resultados:

TABLA N° 9: Solubilidad del extracto seco hidroalcohdlico al 70% DE

Castilleja pumila “misk’icha”.

SOLVENTE SOLUBILIDAD
Agua ++
Etanol 40% ++
Etanol 70% ++
Etanol 90% +
Acetona +
Cloroformo -
Hexano -
Fuente: Datos experimentales.
Leyenda:
Signos Significado
+++ Muy Soluble
++ Soluble
+ Medianamente Soluble
- Insoluble
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Andlisis, interpretacion y discusion de resultados.

Para esta prueba se utilizé una cantidad considerable del extracto en tubos de
ensayo a los cuales se les afiade aproximadamente 3 mL de los solventes, este
se agita, si el compuesto es soluble debe desaparecer gradualmente. De las
pruebas de solubilidad del extracto seco hidroalcohdlico se evidencia que es
soluble en solventes polares como el agua, el alcohol al 40% y el etanol al 70%;
medianamente soluble en etanol al 90% y acetona e insoluble en solventes
apolares como el cloroformo y hexano. Siendo que el extracto no fue soluble

completamente en ningun solvente utilizado.

Esto nos indica que la planta de Castilleja pumila “misk’icha” presenta mayor

concentracion de metabolitos de alta polaridad.

4.1.4 Determinacion del Analisis Fitoquimico Cualitativo del extracto

seco hidroalcohdlico al 70% Castilleja pumila “ misk’icha”.

Al realizar el analisis fitoquimico del extracto seco hidroalcohdlico se obtuvieron
los siguientes resultados:

TABLA N° 10: Analisis Fitoquimico Cualitativo del Extracto seco

Hidroalcohdlico al 70% de Castilleja pumila “misk’icha”.

ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO
METABOLITO REACTIVO CANTIDAD DE METABOLITO
SECUNDARIO SECUNDARIO PRESENTE EN

EXTRACTO
ALCALOIDES Dragendorff -
LACTONAS Baljet +
FLAVONOIDES Shinoda +++
TANINOS Gelatina - sal --
COMPUESTOS Cloruro férrico ++
FENOLICOS
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AZUCARES Benedict // Fehling +
REDUCTORES
GLICOSIDOS | Fehling // Benedict +
AMINOACIDOS Ninhidrina ++
SAPONINAS Prueba de la +
Espuma
ESTEROIDE Acetato de cobre +
Lieberman Burchar
QUINONAS Borntrager +++

Fuente: Datos experimentales.

Leyenda:
Signos Significado
+++ Abundante cantidad del
metabolito
++ Regular cantidad del
metabolito
+ Poca cantidad del
metabolito
-- Ausencia del metabolito

Andlisis, interpretacion y discusion de resultados.

En relacién con la tabla N°10 se muestran los resultados realizados del analisis
fitoquimico cualitativo para la determinaciéon de metabolitos secundarios del
extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Castilleja pumila “misk’icha”; este se
basd0 en resultados obtenidos mediante pruebas colorimétricas y de
precipitacion para cada metabolito a determinar. Por ende, se valoré la
presencia de abundante cantidad de metabolitos como quinonas, que dieron
una coloracion roja con hidréxido de potasio, para los flavonoides se realizo la
reaccion de Shinoda que trabaja con acido clorhidrico concentrado dando una

coloracion rojo cereza, indicando una reaccién positiva.
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Asi como regular cantidad de metabolitos secundarios, tales como aminoacidos
en la que se trabajo con la prueba de ninhidrina dando como resultado una
coloracion rojiza, y compuestos fendlicos, que dieron como reaccién positiva la
presencia de precipitado o coloracién azul-verdosas.

Para las otras pruebas se ha observado que no es notable la presencia de
ciertos compuestos como: saponinas, azucares reductores, glicésidos, lactonas
y una presencia nula de metabolitos tales como: alcaloides y taninos. Con los

resultados se contribuye al conocimiento fitoquimico de esta especie.

Como metabolito secundario presente en abundante cantidad esta la quinona,
gue seria el responsable de la actividad coagulante, ya que ejerce una actividad
biolégica relevante, siendo un ejemplo de ello la vitamina K1, que es un factor
importante en la coagulacion sanguinea ya que interviene en la sintesis de
protrombina y la coenzima Q, una quinona que interviene en la cadena de

transporte de electrones en las células. (71)

4.2 Prueba de la Actividad Coagulante In Vitro.

4.2.1 Evaluacion del Tiempo de Coagulacién por el Método de White-
Modificado.

TABLA N° 11: Resultados de la evaluacion de la actividad coagulante in
vitro con la adicion del extracto seco hidroalcohdlico de Castilleja

pumila “misk’icha” al 70% en muestras de sangre venosa.

CONCENTRA N° DE MUESTRAS DE EXPERIMENTACION
CION DE M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10
EXTRACTOS
A PROBAR TIEMPO DE COAGULACION (MINUTOS)
@ c3 6'13” | 707" | 725" | 8'06” | 815" | 822" [ 910" | 913" | 10°08” | 10'24”
Ky
88 C2 6’15” | 7'11” | 729" | 8'12” | 819" | 826" | 9'15” | 919" | 10'12” 10'28”
30:‘2'1
Egg c1 622" | 713" | 733" | 8217 | 8247 | 8317 | 923" | 925" | 10'18” | 10'36”
oz
QED- CONTROL 6’327 | 722" | 7'39” | 829" | 8'32” | 839” | 935" | 938" | 10'24” 10'48”
w @
s
2
4

Fuente: Datos experimentales.
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Tabla N° 12: Disminucion del tiempo de coagulacion in vitro con la
adicion del extracto seco hidroalcohdlico de Castilleja pumila

“misk’icha” al 70% en muestras de sangre venosa.

Grupos Concentraciéon del | Disminuciéon de tiempo | Porcentaje
extracto (mg/mL) de coagulacién (%)
(minutos)
CONTROL 6.53
C1 0.01 6.36 6.27
C2 0.1 6.25
C3 1 6.21

Fuente: Datos experimentales.

Grafico N°1: Disminucién del tiempo de coagulacion in vitro con la
adicion del extracto seco hidroalcohdlico de Castilleja pumila

“misk’icha” al 70% en muestras de sangre venosa.
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concentracidn del extracto (mg/mlL)

Fuente: Datos experimentales.

Leyenda:

C1: Concentracioén 1
C2: Concentracién 2
C3: Concentracion 3
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Andlisis, interpretacién y discusion de resultados:

En la tabla N° 11 se observa una disminucién del tiempo de coagulacién en
minutos en las muestras de sangre venosa al trabajar las diferentes
concentraciones del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Castilleja pumila
‘misk’icha”, asi se puede apreciar que a la dosis 1 (C1=0.01mg/mL) se obtuvo
un promedio en la disminucion del tiempo de coagulacién de 6.36 min.; en el
caso de la dosis 2 (C2=0.1mg/mL) se obtuvo un promedio en la disminucion del
tiempo de coagulacién de 6.25 min.; por ultimo, en la dosis 3 (C3=1mg/mL) se

obtuvo un promedio en la disminucion del tiempo de coagulacion de 6.21 min.

Por lo que se puede determinar que a la dosis de concentracion 3,
(C3=1mg/mL), se observa y constituye una dosis adecuada con la que se
obtuvo un mejor promedio en cuanto a la disminucion del tiempo de

coagulacion.

Respecto a los valores obtenidos podemos decir que se encuentran en un
promedio de 6.27 min. del tiempo de coagulacion, basados en la referencia de
los valores normales del tiempo de coagulacion que nos brinda el Manual de
Procedimientos de Laboratorio en Técnicas Béasicas de Hematologia del

Instituto Nacional de Salud; que nos muestra un tiempo de 5 — 15 min.

Basados en el estudio con el extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Lepidium
chichiraca (Desvaux) “chichira” realizado en el afio 2005; se evidencia que a la
dosis con las que se realizo el trabajo de investigacion, la que de mejor manera
concluyo con los resultados fue a dosis de (0.6mg/mL) en un tiempo de 1.591
minutos; asi entonces podemos precisar que a las dosis y concentraciones
usadas en ambos estudios, estas se encuentran dentro del rango del tiempo

normal de coagulacion.
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Tabla N°13: Porcentaje de disminucién del tiempo de coagulacién in

vitro con la adicion del extracto seco hidroalcohdlico de Castilleja

pumila “misk’icha” al 70% en muestras de sangre venosa.

Grupos | Concentracion del Porcentaje de Porcentaje
extracto (mg/mL) | disminucién de tiempo %
de coagulacion (%)
CONTROL --- 15.48
C1 0.01 15.62 15.63
C2 0.1 15.61
C3 1 15.67

Fuente: Datos experimentales.

Grafico N° 2 Porcentaje de disminucion del tiempo de coagulacion in

vitro con la adicion del extracto seco hidroalcohdlico de Castilleja

pumila “misk’icha” al 70% en muestras de sangre venosa.

CONTROL C1-0.01 C2=0.1
concentraciones del extracto (mg/mL)

15.6

% de disminucion

Fuente: Datos experimentales.

Leyenda:

C1: Concentracion 1
C2: Concentracion 2
C3: Concentracion 3

C3=]
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Andlisis, interpretacién y discusion de resultados:

Para la tabla N° 13 se observa un porcentaje de disminucién del tiempo de
coagulacién con las dosis utilizadas, aqui podemos observar un porcentaje de
forma creciente partiendo de la dosis 1 (C1=0.01mg/mL) con un porcentaje de
15.62%, hasta llegar a la dosis 3 (C3=1mg/mL) presentando un porcentaje de
15.67%, pudiendo apreciar que a esta concentracion el porcentaje de
disminucion del tiempo de coagulacion es mayor, aunque la diferencia es por

los decimales en comparacion con las otras concentraciones.

En el estudio realizado con el extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Lepidium
chichiraca (Desvaux) “chichira” realizado el afio 2005; se evidencié el promedio,
de las dosis utilizadas en este estudio, las cuales fueron (0.1; 0.3; 0.6 mg/mL),
respecto a un valor porcentual de un 17.86% y en relacién con el promedio del
porcentaje obtenido con el extracto seco hidroalcohdlico de Castilleja pumila
“misk’icha” al 70% en un 15.63%; bajo esta proposicion, en ambos estudios que
determinan el tiempo de coagulacion, podemos decir que ambas especies
presentan un valor porcentual aproximadamente igual, en cuanto a la
disminucion del tiempo de coagulacion, ya que las dosis a las cuales ambos

extractos se trabajaron son similares.
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e Analisis estadistico de la actividad coagulante in vitro con la
adicion del extracto seco hidroalcohdlico de Castilleja pumila

“misk’icha” al 70% en muestras de sangre venosa.

Tabla N°14: Analisis de varianza de la disminucién del tiempo de
coagulacion in vitro con la adiciéon del extracto seco hidroalcohdlico de

Castilleja pumila “misk’icha” al 70% en muestras de sangre venosa.

ANOVA
TIEMPO DE COAGULACION
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 2149,800 3 716,600 111 ,953
Dentro de 232102,600 36 6447,294
grupos
Total 234252,400 39

Fuente: Datos experimentales.
Leyenda:
gl: grados de libertad
f: distribucion de Fisher (razén)
Sig: significancia comparada (p)
Si p» 0.05 = No existe diferencia significativa.
Si p < 0.05 = Si existe diferencia significativa.

Andlisis, interpretacién y discusion de resultados:

Como el valor de Sig=0,953 es mucho mayor que el nivel de significancia de
0,05 se afirma que no existe diferencia significativa entre las disminuciones del
tiempo de coagulacion a las diferentes dosis del extracto seco hidroalcohodlico

al 70% de Castilleja pumila “misk’icha”.
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Esto podria estar atribuido a las concentraciones a las cuales se trabajo con el

extracto, ademas que esta prueba se realiz6 en un tiempo determinado de

estudio por lo que no se realizé ningun tratamiento o prueba después de

verificar el tiempo de coagulacién de las muestras de sangre venosa a bafio

maria.

4.2.2 Evaluacion del Tiempo de Protrombina en plasma por el Método
de Quick-Modificado.

TABLA N° 15: Resultados de la evaluacién de la actividad del tiempo de

protrombina in vitro con la adicion del extracto seco hidroalcohdlico de

Castilleja pumila “misk’icha” al 70% en plasma.

N° DE MUESTRAS DE EXPERIMENTACION

CONCENTRA

CloN  DE | Mi M2 M3 M4 M5 M6 m7 M8 M9 M10

EXTRACTOS

A PROBAR TIEMPO DE PROTROMBINA (SEGUNDOS)
N <Z( C3 11”30 11742 12726 12”35 12”56 13”20 13742 13”60 14710 14”36
<T
O
= 9
Q g C2 11”36 11”38 12”30 12”742 12”64 13”30 13”58 13”766 14”27 14”40
=
E & C1 11”52 11762 12”38 12”58 12”80 13”54 13”76 13”70 14”43 14”54
o<
& 2
E E CONTROL 11”80 12712 12”744 12”86 13708 13”66 13”75 13”88 14”56 14”63
D =
25

Fuente: Datos experimentales.
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TABLA N° 16: Resultados de la evaluacion de la actividad del tiempo de

protrombina desarrollados en valores de INR.

N° DE MUESTRAS DE EXPERIMENTACION
CONCENTRA

CION DE M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10
EXTRACTOS

A PROBAR TIEMPO DE PROTROMBINA EN INR

C3 0.81 0.82 0.88 0.89 0.90 0.95 0.96 0.98 1.01 1.03

C2 0.87 0.88 0.95 0.96 0.97 1.02 1.05 1.05 1.10 111

C1 0.88 0.88 0.94 0.96 0.97 1.03 1.05 1.04 1.10 111

CONTROL | 0.88 0.91 0.93 0.96 0.98 1.02 1.03 1.04 1.09 1.10

NUMERO DE MUESTRAS
OBTENIDAS POR PERSONA

Fuente: Datos experimentales.

Tabla N° 17: Disminucion del tiempo de protrombina in vitro con la
adicion del extracto seco hidroalcohdlico de Castilleja pumila

“misk’icha” al 70% en Plasma.

Grupos Concentracion del Disminucién de tiempo | Porcentaje
extracto (mg/mL) de protrombina (%)
(segundos)
CONTROL 0.2 14.20
C1 0.01 13.41
C2 0.1 13.06 12.93
C3 1 12.33

Fuente: Datos experimentales.
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Grafico N° 3: Disminucién del tiempo de protrombina in vitro con la
adicion del extracto seco hidroalcohdlico de Castilleja pumila

“misk’icha” al 70% en Plasma.
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Fuente: Datos experimentales.

Leyenda:

C1: Concentracion 1
C2: Concentracién 2
C3: Concentracién 3

Andlisis, interpretacion y discusion de resultados:

En la tabla N° 16 se observa una disminucion del tiempo de protrombina al
trabajar las diferentes concentraciones del extracto seco hidroalcohdlico al 70%
de Castilleja pumila “misk’icha” en plasma, asi se puede apreciar que a la dosis
1 (C1=0.01mg/mL) se obtuvo un promedio en la disminucion del tiempo de
protrombina de 13.41 seg.; en el caso de la dosis 2 (C2=0.1mg/mL) se obtuvo
un promedio en la disminucion del tiempo de protrombina de 13.06 seg.; por
altimo, en la dosis 3 (C3=1mg/mL) se obtuvo un promedio en la disminucion del

tiempo de protrombina de 12.33 seg.

Por lo que se puede determinar que a la dosis 3 de concentracion C3=1mg/mL,
se observa y constituye una dosis adecuada con la que se obtuvo un mejor

promedio respecto a la disminucién del tiempo de protrombina en plasma.
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Por definicidn el tiempo de Protrombina mide el tiempo que tarda en coagular

una muestra de plasma, desprovisto de plaquetas y anticoagulado con citrato

sbdico; este tiempo es expresado en segundos; y bajo la referencia de los

valores normales del tiempo de protrombina que nos brinda el Manual de

Procedimientos de Laboratorio en Técnicas Basicas de Hematologia del

Instituto Nacional de Salud (72); que nos muestra un tiempo de 12 — 14 seg.;

en comparacién con los valores obtenidos en nuestro estudio, estos se

encuentran dentro del rango del tiempo de protrombina, en un promedio de

12.93 seg. por lo tanto, esto nos indica que la disminucion del tiempo de

protrombina dependera de la concentracion del extracto que esta en relacion

con la tromboplastina y el hematocrito.

Tabla N°18: Porcentaje de disminucion del tiempo de protrombina in

vitro con la adicién del extracto seco hidroalcohdlico de Castilleja

pumila “misk’icha” al 70% en Plasma.

Grupos | Concentracion del Porcentaje de Porcentaje
extracto (mg/mL) | disminucion de tiempo (%)
de protrombina (%)
CONTROL 0.2 8.20
C1 0.01 8.17
C2 0.1 8.32 8.31
C3 1 8.44

Fuente: Datos experimentales.
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Grafico N° 4: Porcentaje de disminucion del tiempo de protrombina in
vitro con la adicion del extracto seco hidroalcohdlico de Castilleja

pumila “misk’icha” al 70% en Plasma.
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Fuente: Datos experimentales.

Leyenda:

C1: Concentracion 1
C2: Concentracién 2
C3: Concentracién 3

Andlisis, interpretacién y discusion de resultados:

Para la tabla N° 18 se observa un porcentaje de disminucién del tiempo de
protrombina con las dosis utilizadas, aqui podemos observar que a la dosis 1
(C1=0.01mg/mL) presenta un porcentaje de 8.17%, a la dosis 2 (C2=0.1mg/mL)
presenta un porcentaje de 8.32% hasta llegar a la dosis 3 (C3=1mg/mL);
presentando un porcentaje de 8.44%; a esta concentracion el porcentaje de
disminucion del tiempo de protrombina en plasma es mayor, y en comparacion
con el porcentaje de disminucion del tiempo de protrombina de nuestro control
este se encuentra dentro del rango de las concentraciones de las dosis
utilizadas, esto podria interpretarse como una accion similar respecto a la

planta en estudio y nuestro patron, en quienes evaluamos la capacidad que
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tiene la sangre para coagular, es decir, el tiempo necesario para detener una

hemorragia.

¢ Analisis estadistico de la actividad del tiempo de protrombina in

vitro con la adiciéon del extracto seco hidroalcohédlico de Castilleja

pumila “misk’icha” al 70% en plasma.

Tabla N° 16: Analisis de varianza de la disminucion del tiempo de

protrombina in vitro con la adicion del extracto seco hidroalcohélico de

Castilleja pumila “misk’icha” al 70% en Plasma.

ANOVA
TIEMPO DE PROTROMBINA EN INR
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre ,039 3 ,013 2,078 ,120
grupos
Dentro de 227 36 ,006
grupos
Total ,266 39

Fuente: Datos experimentales.
Leyenda:
gl: grados de libertad
f: distribucion de Fisher (razén)
Sig: significancia comparada (p)
Si p» 0.05 = No existe diferencia significativa.

Si p < 0.05 = Si existe diferencia significativa.
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Andlisis, interpretacion y discusion de resultados:

Como el valor de Sig=0,120 es mucho mayor que el nivel de significancia de
0,05 se afirma que no existe diferencia significativa entre las disminuciones del
tiempo de protrombina en plasma a las diferentes dosis del extracto seco
hidroalcohélico al 70% de Castilleja pumila “misk’icha”.

Este resultado lo atribuimos a las concentraciones a las cuales se trabajé con
el extracto, ademas que esta prueba se realiz6 en un tiempo determinado de
estudio por lo que no se realizé ningun tratamiento o prueba después de

verificar el tiempo de protrombina de las muestras de plasma a bafio maria.
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4.3 Prueba de la Actividad Hemostatica In Vivo.

TABLA N° 20: Resultados de la Evaluacion de la actividad hemostatica

con la administracion del extracto seco hidroalcohdlico de Castilleja

pumila “misk’icha” al 70% en ratones con heridas.

N° DE GRUPO CONCENTRACION DE N° DE SUJETOS I?E TIEMPO DE DISMINUCION (MINUTOS)
EXTRACTO A APLICAR. EXPERIMENTACION

Ratén 1 2min/20seg

Ratén 2 2min/26seg

Ratén 3 2min/28seg

Ratén 4 2min/30seg

Ratén 5 2min/30seg

GRUPO N#1 CONTROL Ratén 6 2min/35seg
Ratén 7 2min/40seg

Ratén 8 2min/45seg

Ratén 9 2min/48seg

Ratén 10 2min/50seg

Ratén 1 1min/30seg

Ratén 2 1min/32seg

Ratén 3 1min/35seg

Ratén 4 1min/35seg

Raton 5 1min/38seg

GRUPO N¢92 Cl= 0.01mg/mL Ratdn 6 1min/4oseg
Ratén 7 1min/40seg

Ratén 8 1min/42seg

Ratén 9 1min/45seg

Ratén 10 1min/48seg

Ratéon 1 1min/20seg

Ratén 2 1min/20seg

Ratén 3 1min/22seg

Ratén 4 1min/25seg

Ratén 5 1min/28seg

GRUPO N¢3 C2=0.1mg/mL Ratén 6 1min/30seg
Raton 7 1min/32seg

Ratén 8 1min/35seg

Ratén 9 1min/35seg

Ratén 10 1min/38seg

Ratén 1 1min/10seg

Ratén 2 1min/12seg

Ratén 3 1min/12seg

Ratén 4 1min/15seg

Ratén 5 1min/20seg

GRUPO N4 €3 =1mg/mL Ratén 6 1min/22seg
Ratén 7 1min/25seg

Ratén 8 1min/28seg

Ratén 9 1min/30seg

Ratén 10 1min/32seg

Ratén 1 1min/30seg

Ratén 2 1min/32seg

Ratén 3 1min/35seg

Ratdn 4 1min/35seg

. Ratén 5 1min/38seg

GRUPO Ne5 PATRON Ratén 6 1min/40seg
Raton 7 1min/40seg

Ratén 8 1min/42seg

Ratén 9 1min/43seg

Ratén 10 1min/45seg

Fuente: Datos experimentales.
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Tabla N° 21: Disminucion del tiempo de hemostasia con la

administracion del extracto seco hidroalcohdlico de Castilleja pumila

“misk’icha” al 70% en ratones con heridas.

Grupos | Concentracion del | Disminucioén de tiempo | Promedio
extracto (mg/kg) de hemostasia (min)
(minutos)
C1 10 2.21
C2 100 2.42 2.42
C3 1000 2.63
PATRON 1000 3.18

Fuente: Datos experimentales.

Grafico N° 5: Disminucién del tiempo de hemostasia con la

administracion del extracto seco hidroalcoholico de Castilleja pumila
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Fuente: Datos experimentales.

Leyenda:

C1: Concentracion 1
C2: Concentracion 2
C3: Concentracion 3
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Andlisis, interpretacion y discusion de resultados:

En el grafico N° 5 se observa una disminucion del tiempo de hemostasia en
heridas producidas a ratones al trabajar las diferentes concentraciones del
extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Castilleja pumila “misk’icha”, asi se
puede apreciar que a la dosis 1 (C1=10mg/kg) se obtuvo un promedio en la
disminucion del tiempo de hemostasia de 2.21 min.; en el caso de la dosis 2
(C2=100mg/kg) se obtuvo un promedio en la disminucion del tiempo de
coagulacion de 2.42 min.; por ultimo, en la dosis 3 (C3=1000mg/kg) se obtuvo

un promedio en la disminucion del tiempo de coagulacion de 2.63 min.

Por lo que se puede determinar que a la concentracién 3, (C3=1000mg/kg), se
observa y constituye una dosis adecuada con la que se obtuvo un mejor
promedio en cuanto a la disminucién del tiempo de hemostasia, esto también
en relacion con el patron utilizado (acido tranexadmico) que presenta un

promedio del tiempo de disminucién del tiempo de hemostasia de 3.18 min.

Esta prueba se realizé mediante el Método de lvy modificado, el cual estudia la
adhesion de las plaquetas al endotelio vascular y su capacidad para formar el

trombo plaquetario que detiene la hemorragia.

Bajo la referencia de los valores normales del tiempo de protrombina que nos
brinda el Manual de Procedimientos de Laboratorio en Técnicas Bésicas de
Hematologia del Instituto Nacional de Salud; nos muestra un tiempo de 2 — 8
min.; en relacion con los resultados obtenidos, podemos decir que nuestros
valores a las diferentes dosis estan dentro de los parametros de valores
normales.

En la Universidad Autbnoma de Aguas Calientes, México; se desarroll6 un
estudio titulado “Dafio hepatico y en la coagulacion de la sangre producido por
la administracion de los frutos maduros de la planta Tullidora (Karwinskia
humboldtiana) en la rata”, bajo este estudio se determiné un promedio del
tiempo de hemostasia en ratas, siendo su valor de 2.99 min.; este valor, en

referencia con nuestro promedio obtenido que nos da un valor de 2.42min., nos
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indica que, nuestras dosis a las concentraciones utilizadas refieren un buen

tiempo de hemostasia en el rango del tiempo en comparacion.

Tabla N° 22: Porcentaje de disminucién del tiempo de hemostasia con la
administracion del extracto seco hidroalcoholico de Castilleja pumila

“misk’icha” al 70% en ratones con heridas.

Grupos Concentracion Porcentaje de Porcentaje
del extracto disminucion del tiempo (%)
(mg/kg) de hemostasia (%)
C1 10 5.74
Cc2 100 7.42 7.83
C3 1000 10.34
PATRON 1000 12.23

Fuente: Datos experimentales.

Grafico N° 6: Porcentaje de disminucion del tiempo de hemostasia con la

administracion del extracto seco hidroalcohdlico de Castilleja pumila

“misk’icha” al 70% en ratones con heridas.
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Fuente: Datos experimentales.

Leyenda:

C1: Concentracion 1
C2: Concentracion 2
C3: Concentracion 3
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Andlisis, interpretacion y discusion de resultados:

Para el grafico N° 6 se observa un porcentaje de disminucion del tiempo de
hemostasia con las dosis utilizadas, aqui podemos observar un porcentaje de
forma creciente partiendo de la dosis 1 (C1=0.01mg/mL) con un porcentaje de
disminucion del tiempo de hemostasia de 5.74%, lo mismo con la dosis 2
(C2=0.1mg/mL) con un porcentaje de disminucién del tiempo de hemostasia de
7.42%, hasta llegar a la dosis 3 (C3=1mg/mL) que presenta un porcentaje de
disminucion del tiempo de hemostasia de 10.34%, pudiendo apreciar que a esta
concentracion el porcentaje de disminucién del tiempo de coagulacion es
mayor, en comparacion con las otras concentraciones y con el porcentaje de
disminucion del tiempo de hemostasia obtenido de nuestro patron (acido
tranexamico) de un 12.23%, aproximandose ambos porcentajes, lo que nos

indica que la dosis 3 es la mas efectiva.

Un estudio realizado con el extracto seco hidroalcohdlico al 80% de Lepidium
chichiraca (Desvaux) “chichira”; evidencié un promedio respecto a los valores
porcentuales del tiempo de hemostasia, en promedio de 17.91% y en relacion
con el promedio del porcentaje obtenido con el extracto seco hidroalcoholico de
Castilleja pumila “misk’icha” al 70% se obtuvo un valor de 7.83%; determinado
por el promedio de los valores porcentuales de las diferentes concentraciones
;(0.01, 0.1, 1 mg/mL; Tabla N°18); bajo esta premisa, en ambos estudios que
determinan el tiempo de hemostasia, podemos decir que las especies en
estudio presentan un valor porcentual distinto uno del otro, evidenciandose una
diferencia a mas del 50% en cuanto a la disminucion del tiempo de coagulacion,
esto no quiere decir que el efecto sea minimo o negativo, lo que indica esta
diferencia son los tiempos a los cuales actla cada especie ya que la hemostasia
esta relacionada con la vasoconstriccion capilar, la cual reduce la pérdida de
sangre y disminuye el flujo sanguineo en el sitio de la lesion; la aglomeracion
(adhesion y agregacion) de plaquetas en la pared del vaso lesionado
(hemostasia primaria); y la activacion de los factores de coagulacion, que
provoca la formacion de una red de fibrina sobre el trombo plaquetario.
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¢ Analisis estadistico de la actividad hemostatica con la aplicacion
del extracto seco hidroalcohédlico de Castilleja pumila “misk’icha”

al 70% sobre heridas producidas en ratones.

Tabla N°23: Analisis de varianza de la disminucién del tiempo de
hemostasia con la administracion del extracto seco hidroalcoholico de

Castilleja pumila “misk’icha” al 70% en ratones con heridas.

ANOVA
TIEMPO DE HEMOSTASIA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 34753,720 4 8688,430 162,705 ,000
Dentro de grupos 2403,000 45 53,400
Total 37156,720 49

Fuente: Datos experimentales.

Leyenda:
gl: grados de libertad
f: distribucion de Fisher (razén)
Sig: significancia comparada (p)
Si p» 0.05 = No existe diferencia significativa.

Si p < 0.05 = Si existe diferencia significativa.

Andlisis, interpretaciéon y discusion de resultados:

Como el valor de Sig=0,000 es menor que el nivel de significancia de 0,05 se
afirma que si existe una diferencia significativa entre los diferentes tiempos de
hemostasia a las diferentes dosis del extracto seco hidroalcohélico al 70% de
Castilleja pumila “misk’icha”.

106




Es decir, existen diferencias significativas entre la actividad hemostatica de la
planta en estudio a lolas diferentes dosis, también se observa el que el valor de
F es mayor a 1 esto nos indica que existe un efecto en el incremento de la

actividad hemostatica conforme la dosis va en aumento.

Tabla N°24: Prueba de Duncan sobre la Disminucién del tiempo de
hemostasia con la administracion del extracto seco hidroalcoholico de

Castilleja pumila “misk’icha” al 70% en ratones con heridas.

TIEMPO DE HEMOSTASIA

Duncan?
CONCENTRACION DE Subconjunto para alfa = 0.05
EXTRACTOS N 1 2 3 4

C1 10 80,60
Cc2 10 88,50
C3 10 98,50

PATRON 10 98,00

CONTROL 10 155,20
Sig. 1,000 1,000 ,879 1,000

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

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armdnica = 10.000.

Fuente: Datos experimentales.

Andlisis, interpretaciéon y discusion de resultados:

De la tabla N° 21, podemos apreciar que la dosis 3 (C3=1mg/mL) es la mas
efectiva, ya que presenta valores cercanos al patron, esto seguido de la dosis
2 (C2=0.1mg/mL) junto con la dosis 1 (C1=0.01mg/mL) cuyos valores se ven
cercanos; lo que no ocurre con nuestro control que demuestra respecto a sus
valores que esta muy diferenciado de las otras concentraciones y de nuestro

patrén, esto debido a que en este caso no se utilizé ninguna dosis del extracto.
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Segun el analisis estadistico realizado por las pruebas de ANOVA y Prueba de
Duncan, se observa que al utilizar la dosis 3 (C3=1mg/mL), del extracto seco
hidroalcohdlico de Castilleja pumila “misk’icha” al 70%, en comparacién con el
patron, se obtiene una disminucién del tiempo de hemostasia muy significativa
lo que nos demuestra que el extracto de la especie en estudio aplicada en

heridas producidas en ratones, es efectiva en la disminucion del sangrado.

Siendo asi que no ocurre lo mismo con las otras dosis, que, por lo observado
en la Prueba de Duncan, se aprecia que no presentan una diferencia
significativa en cuanto al extracto seco hidroalcohdlico de Castilleja pumila

“misk’icha” al 70%, en comparacién con el patrén.

Bajo estos resultados, podemos decir que la disminucion del tiempo de
hemostasia es gracias a la presencia de flavonoides, esto gracias a que a nivel
vascular presentan una interesante actividad, esto por la accion vitaminica P
(efecto protector de la pared vascular, debido a la disminucion de la

permeabilidad y el aumento de la resistencia de los capilares). (73)

También se puede atribuir la disminucion del tiempo de hemostasia a la
presencia de aminoacidos libres presentes en el extracto, estos aminoacidos
se encuentran en forma secuencial en la estructura génica del Factor V, que
forma el complejo protrombinasas que activa a la trombina, (74) ya que nuestro
patrén, el acido tranexamico (antifibrinolitico), bloquea el efecto de enlace entre
la fibrina y la plasmindgeno, disoluciéon de coagulos (fibrindlisis), en dosis

reducidas, actua como inhibidor competitivo. (75)
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4.4 Pruebas de Toxicidad.

4.41 Evaluacion de la Toxicidad Oral del extracto seco hidroalcohdlico

de Castilleja pumila

experimentacion.

“misk’icha” al 70%

en ratones de

Tabla N°25: Observacion de la Fase | de la prueba de toxicidad aguda

por via oral en ratones del extracto seco hidroalcohdlico de Castilleja

pumila “misk’icha” al 70%.

N° de ratones OBSERVACIONES
GRUPO | DOSIS N° de muertos Aspectos de
(mg/kg) | Ratones | desde los 5 Signos Comportamiento
min hasta el
dia 14

1 Control 3 0 Piloereccion:0 Irritabilidad:0
Somnolencia:0 Agresividad:0
Diarrea:0 Intranquilidad:0
Dolor abdominal:0 Depresion:0
Temblores:0

2 10 3 0 Piloereccion:0 Irritabilidad:0
Somnolencia:0 Agresividad:0
Diarrea:0 Intranquilidad:0
Dolor abdominal:0 Depresién:0
Temblores:0

3 100 3 0 Piloereccion:0 Irritabilidad:0
Somnolencia:0 Agresividad:0
Diarrea:0 Intranquilidad:1
Dolor abdominal:0 Depresién:0
Temblores:0

4 1000 3 0 Piloereccion:0 Irritabilidad:0
Somnolencia:0 Agresividad:0
Diarrea:0 Intranquilidad:1
Dolor abdominal:0 Depresién:0
Temblores:0

Fuente: Datos experimentales.
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Leyenda de las Observaciones:
0: Nada

1: Ligera

2: Moderada

3: Severa

4: Muy severa

Andlisis, interpretaciéon y discusion de resultados:

En la tabla N° 25 se muestran los resultados obtenidos de la Fase | de la prueba
de Toxicidad Aguda por via Oral del Extracto seco Hidroalcohélico de Castilleja
pumila “misk’icha” al 70% en ratones, la cual fue aplicada en orden creciente
segun el método de Lorke, esta tabla nos muestra que los grupos no
presentaron reacciones acorde a los signos o aspectos de comportamiento
evaluados en esta primera fase; lo que si podemos observar es que respecto a
la dosis de (100 y 1000 mg/kg) se ha observado una reaccion en cuanto al
comportamiento de los animales observandose una ligera intranquilidad. Lo
cual puede deberse a una respuesta innata del animal por haber estado

sometido a manipulacion.

Se interpreta que, bajo los resultados obtenidos, ninguno de los grupos de
trabajo presentd muerte de alguno de los animales después de los 14 dias de
administrada las dosis del extracto. Por lo tanto, podemos decir que el Extracto
seco Hidroalcohdlico de Castilleja pumila “misk’icha” al 70% no es tdxica, esto
porque a las dosis sometidas a los ratones en esta Fase | no se produjo la
muerte de ninguno de los animales. Por consiguiente, se procedio a trabajar la

Fase Il del ensayo de Toxicidad Aguda por Via Oral.
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Tabla N° 26: Observacion de la Fase Il de la prueba de toxicidad aguda

por via oral en ratones del extracto seco hidroalcohdlico de Castilleja

pumila “misk’icha” al 70%.

N° de ratones

OBSERVACIONES

GRUPO | DOSIS N° de | muertos desde los Aspectos de
(mg/kg) | Ratones | 5 min hasta el dia Signos Comportamiento
14

1 Control 1 0 Piloereccion:0 Irritabilidad:0
Somnolencia:0 Agresividad:0
Diarrea:0 Intranquilidad:0
Dolor abdominal:0 Depresion:0
Temblores:0

2 1600 1 0 Piloereccion:0 Irritabilidad:0
Somnolencia:0 Agresividad:0
Diarrea:0 Intranquilidad:1
Dolor abdominal:0 Depresion:0
Temblores:0

3 2900 1 0 Piloereccion:0 Irritabilidad:1
Somnolencia:0 Agresividad:0
Diarrea:0 Intranquilidad:2
Dolor abdominal:0 Depresion:0
Temblores:0

4 5000 1 0 Piloereccion:0 Irritabilidad:2

Somnolencia:0
Diarrea:0

Dolor abdominal:0
Temblores:0

Agresividad:0
Intranquilidad:2
Depresion:0

Fuente: Datos experimentales.

Leyenda de las Observaciones:
0: Nada

1: Ligera

2: Moderada
3: Severa

4: Muy severa

111




Andlisis, interpretacion y discusion de resultados:

En la tabla N° 26 se muestran los resultados obtenidos de la Fase Il de la
prueba de Toxicidad Aguda por via Oral del Extracto seco Hidroalcoholico de
Castilleja pumila “misk’icha” al 70% en ratones, al administrar las dosis en forma
creciente del extracto, los resultados nos muestran que en los grupos de trabajo
no se presentaron signos de piloereccion, somnolencia, diarrea, temblores
(contorsiones abdominales); por otro lado en cuanto a los aspectos de
comportamiento se observl que a la dosis de 1600 mg/kg el raton presento
ligeramente una etapa de intranquilidad esto podria deberse a una reaccion
propia del animal después de haber sido sometido a manipulacion, también se
observa que a la dosis de 2900 mg/kg el raton presento una moderada
respuesta de intranquilidad y una ligera respuesta de irritabilidad que fue
disipandose al cabo de unos 30 min. Otra respuesta que se obverso fue en la
administracion de la dosis de 5000 mg/kg en el que el ratbn presento una
moderada reaccion en cuanto a la irritabilidad e intranquilidad que duro
aproximadamente por 1 hora, después fue desapareciendo paulatinamente
hasta llegar a un comportamiento normal, esta reaccion pudo deberse a
factores externos, puesto que los animales estaban cerca a un lugar con

bastante ruido de automaviles.

Por los resultados obtenidos se puede afirmar que el Extracto seco
Hidroalcohdlico de Castilleja pumila “misk’icha” al 70% no produjo una toxicidad
significativa a las dosis utilizadas en la Fase Il, y tampoco se produjo la muerte
de ninguno de los animales de experimentacion en los diferentes grupos de
trabajo del ensayo de toxicidad. Por lo cual se concluye que la DL50 » 5000

mg/kg del Extracto seco Hidroalcoholico de Castilleja pumila “misk’icha” al 70%.
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de la Toxicidad Dérmica del extracto seco

hidroalcohdlico de Castilleja pumila “misk’icha” al 70% en ratones

4.4.2 Evaluacion

de experimentacion.

Tabla N° 27: Observacién del ensayo de irritacion dérmica aguda en
ratones con el extracto seco hidroalcohédlico de Castilleja pumila
“misk’icha” al 70%.

SOLUCION | GRUPOS FORMACION DE EDEMA FORMACION DE ERITEMA

A ABRASION NO ABRASION ABRASION NO ABRASION

APLICAR 1h | 24h | 48h | 72h [ 1h | 24h | 48h | 72h | 1h | 24h | 48h | 72h | 1h | 24h | 48h | 72h

CONTROL | SUBGRUPO | 0 | 0 0 oo o 0 olo] o 0 ool o 0 0
1A
SUBGRUPO| 0| 0o | o] o]o]o|lo|]o]o]o]o]|]olo|lo] o] o
1B

Cl=1gr/ml | SUBGRUPO | 0 | © 0 oo o 0 olo] o 0 ool o 0 0
2A
SUBGRUPO| 0| 0o | o] oJ]o] ol o|lo]ol]o|]o]ololo] o] o
2B

C2=3gr/ml | SUBGRUPO | 0 | 0 0 oo o 0 olo] o 0 0o |0 O 0 0
3A
SUBGRUPO| 0| 0o | o] o]o]o|lo|]o]o]o]o]|]olo|lo] o] o
3B

C3=5gr/ml | SUBGRUPO | 0 | 0 0 1 /0] 0 0 1 /0] o 0 1 /0] o 0 1
4A
SBGRUPO| 0| 0 | 0] 2 ]o]o|lo|l1]o]o]o]1]lo]lo0o]| o0]1
4B

Fuente: Datos experimentales.

Andlisis, interpretaciéon y discusion de resultados:

En la tabla N° 27 se muestra el ensayo de irritacion primaria que se realizé con
el extracto seco hidroalcohdlico de Castilleja pumila “misk’icha” al 70% en
ratones, al administrar las dosis empapadas en gasa y luego de realizar las
observaciones en los periodos de tiempo de 1h, 24h, 48h y 72h, no se observo
la formacién de eritema y/o edema, en una escala apenas perceptible,

considerando asi, que el extracto al 70% no es una sustancia irritante.

La toxicidad por absorcion dérmica de la sustancia en prueba, se desarroll6 con

la finalidad de determinar los efectos de la dosis de la planta en estudio; es muy
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importante la observacion para sefialar la aparicion de sintomas o

manifestaciones que indiquen dafo a la salud de los animales en estudio. (69)

Un estudio realizado con el extracto seco hidroalcohélico al 80% de Lepidium
chichiraca (Desvaux) “Chichira” (2005) indica que la planta en estudio no
produjo ningudn tipo de reaccién dérmica, comprobando asi que esta planta
produce toxicidad tépica en un grado minimo, en valoracién de 1y 2 para la

dosis de 0.6mg/mL, que fue la mayor concentracion utilizada para este ensayo.

Basandonos en el estudio realizado de Castilleja pumila “misk’icha”, podemos
sefialar que la planta estudiada presenta toxicidad dérmica de valor

considerable, puesto que su valoracién es de 1.
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CONCLUSIONES

1. Seevalud la actividad coagulante, in vitro en muestras de sangre venosa
y la actividad hemostética y toxicidad aguda por via oral y tépica in vivo
en ratones albinos Mus musculus; del extracto seco hidroalcohdlico al
70% Castilleja pumila “misk’icha”.

2. Las pruebas de solubilidad demostraron que el extracto seco

hidroalcohdlico al 70% de Castilleja pumila “misk’icha”; es soluble en
solventes polares principalmente en agua, alcohol al 40% y 70% e
insoluble en solventes apolares como el hexano y el cloroformo.
En el analisis fitoquimico del extracto seco hidroalcoholico al 70% de
Castilleja pumila “misk’icha” se obtuvo la mayor presencia de metabolitos
secundarios como los flavonoides y quinonas, en regular cantidad se
obtuvo metabolitos secundarios como, compuestos fendlicos,
aminodacidos, saponinas, azUcares reductores, por otro lado, no se
evidencio la presencia de taninos y alcaloides.

3. La evaluacion respecto a la disminucion del tiempo de coagulacion in
vitro en muestras de sangre venosa; con la adicion de extracto seco
hidroalcohélico al 70% de Castilleja pumila “misk’icha”; obtuvimos un
porcentaje desde la dosis 1 (C1=0.01mg/mL) hasta llegar a la dosis 3
(C3=1mg/mL); presentando un porcentaje de 15.67%, pudiendo concluir
asi, que el extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Castilleja pumila
“misk’icha” a la concentracion 3 (C3=1mg/mL) es mas efectiva.
Respecto a la evaluacién de la disminucién del tiempo de protrombina in
vitro en muestras de sangre venosa humana, utilizando plasma, con la
adicion del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Castilleja pumila
“‘misk’icha” pudimos observar un porcentaje desde la dosis 1
(C1=0.01mg/mL) hasta llegar a la dosis 3 (C3=1mg/mL); presentando un
porcentaje de 8.45%, siendo esta concentracion la mas efectiva.

4. Se determind la actividad hemostatica en heridas producidas en
animales de experimentacion, del extracto seco hidroalcohdlico al 70%

de Castilleja pumila “misk’icha”, se observé que el mejor tiempo se da la
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concentracion 3 (C3=1mg/mL) que presenta un porcentaje de
disminucion del tiempo de hemostasia de 10.34%, concluyendo que esta
es la dosis mas efectiva.

. Se evaluo la toxicidad por via oral en ratones albinos Mus musculus del
extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Castilleja pumila “misk’icha”,
usando el modelo de Lorke de dos fases. En la primera fase no se
presentd ningun animal muerto a lo largo de los 14 dias de prueba. Se
prosiguié con la segunda fase, la cual dio como resultado ninguna
muerte de los animales en las 24 horas; se llegé a la conclusion que el
extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Castilleja pumila “misk’icha no
es téxico por via oral.

. Se evaluo la toxicidad aguda topica en ratones albinos Mus musculus
del extracto seco hidroalcohdlico al 70% de Castilleja pumila “misk’icha”,
por el método de Irritacion Primaria en piel segun Draize, se concluye
gue al periodo de evaluacion en tiempo de 1h, 24h, 48h, 72h; no se ha
presentado una reaccion resaltante en la formacién de eritema y/o
edema, considerando asi, que el extracto al 70% no es una sustancia
irritante.

. Se comparo la actividad hemostética del extracto seco hidroalcohdlico al
70% de Castilleja pumila “misk’icha” in vivo, frente al acido tranexamico,
el trabajo demostré que a la dosis 3 (C3=1mg/mL) esta presentd un
porcentaje de disminucion del tiempo de hemostasia de 10.34%,
apreciandose que a esta concentracion el porcentaje de disminucion del
tiempo de coagulacion es mayor, este resultado es cercano al porcentaje
de disminucion del tiempo de hemostasia obtenido de nuestro patron
(&cido tranexamico) de un 12.23%, lo que nos indica que la

concentracion 3 es la mas efectiva.
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RECOMENDACIONES Y SUGERENCIAS

A LOS DOCENTES Y AUTORIDADES.

v" Fomentar el estudio en plantas medicinales con la implementacién de
laboratorios con equipos y reactivos que faciliten un mejor trabajo que

esté a la par en la investigacion con otros paises.

A LOS ESTUDIANTES.
v' Continuar la investigacién de los efectos coagulante y hemostatico de
Castilleja pumila “misk’icha” a dosis mas altas de las utilizadas en este

estudio.

v" Que se desarrollen estudios fitoquimicos cuantitativos de los principios
activos presentes en el extracto hidroalcohdlico de Castilleja pumila

“misk’icha” responsables de la actividad coagulante y hemostatica.

v Realizar estudios como criterio de pureza e identificacion de sustancias
de Castilleja pumila “misk’icha”, mediante la Espectroscopia infrarroja

por transformada de Fourier o HPLC.
v' Organizar campafias de salud dirigidas a la poblacién dando a conocer

las propiedades de esta planta, asi como el diagndstico y prevenciéon de

trastornos hemorragicos.
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ANEXOS

ANEXO N° 1: CERTIFICACION DE LA ESPECIE BIOLOGICA EN ESTUDIO

E UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL

A f CUSCO
i FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA
CERTIFICACION

El que suscribe, Prolesor Investigador Asociado del Herbario Vargas (CUZ) y
Experto cientifico CITES certifica que la Alumna Shirley Cruzkayna Mendoza
Alvaroz, Cadigo 110658- B, de la Facultad Ciencias da la Salud: Escusnla
Profesional de Farmacia y Bioguimica, ha, somelido a consulta muestras
botdnicas colecladas para su determinacion, las que al ser diagnosticadas a
tratamiento laxondmico correspenden a |as éspecies

En la clasificasidn APG Il (Angiosperm Phylogonatic Group) la ubicacsn taxendmica

corrasponda a
Castilleja pumila (Benth.) Wedd.
Familia: Orobanchaceae, Nombre Comun; Miskicha

Clase: Equisetopsida C. Agardh

Subclase:  Magnoliidae Novak ex Takht
Superorden: Asteraneas Takhl

Orden Lamiales Bromhead

Familia: Qrobanchaceae Vent,
Género: Castilleja Mutis ex L. f.Especic:
« Castilleja pumiia (Benth.) Wedd.

- 5 & " B B

L]
Lo que se certifica para los fines concemientas al caso.
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ANEXO N° 2: CERTIFICACION DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION

BIOTERIO

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD

CENTRO MACIONAL DE PRODUCTOS BIOLOGICOS

CERTIFICADO SANITARIO N°

| Prodicts
Ezpocie

| Gepa

Pesn
| Egad

l Producto

Espacia
Capa

Fasa
Edad

Gua ce
Ramizion

|| Facha

Razon aftsng
s murssulus
Balye/CNPH
152280

25 al2das

Ratdn aling

M madeuls
Balbie/CNPE

Mayora 25 g.
U mas *r

033687

15 do Dicwembre dl 2016

3112016

Lot N* M-50-2016
Canttad 150

Saxn hembras
Lotes M* M-50-2018
Cantidad : B0

Sexo . machas
Destng  : FUNBAAG

Cusico

El Médico Vatarinars, que suscriba @l presenie, Anure Rosales Ferndndez, Coordinador de
Bioterio, Certifica, cua los animales arnba dascrilos se encuaentran en buenas condiciones
sanitanas®.

* Referencia : PA.T-CNPB-153, Procadimienta para ol ingreso, cuareniana y control

SAndane para animaks de experimentacsin,

Chaorrillas, 15 de Dicsmbre del 2016

NHOTA : El bistaria no 5o hace
responsable por of exiado de los
animalen, una VoI que duios

egiesan del misma,
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ANEXO N° 3: PRUEBAS DE ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO

v" Determinacion de azucares reductores:

Prueba de Benedict: A 0.5mL de extracto agregar 0.2MI de reactivo de Benedict, se

somete a ebullicion por 5 minutos y se deja enfriar. La formacion de un precipitado rojo

ladrillo indica prueba positiva.

Prueba de Felling: A una mezcla de 0.2 mL de Fehling A con 0.2mL de Fehling B agregar

0.05mL de extracto y calentar en bafio de agua a ebullicién. La presencia de precipitado

de color rojo ladrillo indica prueba positiva.
v' Determinacion de Glicosidos:

A 200mg de extracto agregar 2 mL de acido clorhidrico al 1% reflujar por 5 minutos, enfriar,
neutralizar con hidroxido de sodio al 1%, realizar prueba de Benedict y/o la Prueba de

Fehling. La formacion de un precipitado rojo ladrillo indica prueba positiva.
v' Determinaciéon de aminoacidos: Prueba de Ninhidrina

A 0.5 mL de extracto acidificado con acido clorhidrico al 1 %, agregar 2 a 3 gotas de la
solucion de ninhidrina al 1 %, calentar por 5 minutos en bafio de agua a ebullicion.

Coloraciones rojizas, violetas o amarillas indican prueba positiva.
v Determinacion de flavonoides: Reaccién de Shinoda

A 0.5mL de extracto agregar algunas limaduras de magnesio mas 2 a 3 gotas de acido

clorhidrico concentrado. Coloraciones rojizas amarillentas indican prueba positiva.
v" Determinacion de compuestos fenélicos:

A 0.5 ml de extracto agregar 1 a 2 gotas de cloruro férrico al 1%. La presencia de

precipitado o coloraciones azuladas-verdosas indica prueba positiva.
v' Determinacién de Alcaloides:

Para realizar esta prueba A 0.5g del extracto agregar HCl al 5%, solubilizar, filtrar,

alcalinizar con NaOH al 5% y extraer con cloroformo, de la fase de cloroformo separada
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extraer nuevamente con solucion acida diluida, este procedimiento tiene gran ventaja de

eliminar los compuestos que puedan dar falso positivo.

A 5 mL de la solucion agregar 2 a 3 gotas de reactivo de Dragendorff, la formacion de un

precipitado naranja o marrén indica prueba positiva.
v' Determinacion de Taninos. Prueba de gelatina-sal.

Obtener una solucion acuosa a partir del extracto, en 3 tubos de ensayo y colocar 3ml de
esta solucion, al primero agregar 5 gotas de solucion de NaCl 5%, al segundo agregar 5
gotas de solucion gelatina al 1%, al tercero agregar 5 gotas de solucion gelatina al 1%
disuelto en solucién de NaCl al 5%, la formacion del precipitado con solucion gelatina

indica prueba positiva.
v' Determinacion de Saponinas. Prueba de la espuma.

A un tubo de ensayo que contenga 2mL de extracto, diluir 5 veces su volumen en agua y
se agita vigorosamente por 30 segundos. La formacion de espuma persistente por 30

minutos indica prueba positiva.
v" Determinacion de triterpenos y/o esteroides:

Reaccién de Lieberman-Burchard: A 0.5mL de extracto agregar 2 a 3 gotas del reactivo

de Lieberman-Burchard. Una coloracion azul o azul verdoso (esteroides) o coloracion

rosado o rojo purpura (triterpenos) indican prueba positiva.
v' Determinaciéon de Quinonas: Reaccion de Borntranger.

La muestra triturada se trata con una solucion al 5% de Hidroxido de Potasio en caliente,
se filtra, enfria y acidula; a continuacién, se sacude con benceno y deja en reposo. Se
separa la fase bencénica a la cual se afiade una solucion de Hidréxido amoénico. La

formacion de un color rojo indicara prueba positiva.
v' Determinacion de Lactonas: Prueba de Baljet.

Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos con agrupamiento lacténico,
en particular cumarinas, aunque otros compuestos lactonicos pueden dar positivo al

ensayo. Para ello, si la alicuota del extracto no se encuentra en alcohol, debe evaporarse
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el solvente en bafio de agua y redisolverse en la menor cantidad de alcohol 1mL. En estas

condiciones se adiciond 1mL de reactivo y se observé cambio de coloracion.
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ANEXO N° 4: GUIA DE MANEJO Y CUIDADO DE ANIMALES DE LABORATORIO:
RATON — INSTITUTO NACIONAL DE SALUD

CAPITULO II
El raton: Su microambiente y macroambiente
Microambiente
Caja o Jaula:

Los ratones se alojan en cajas o jaulas que pueden ser de metal o de plastico
(polipropileno, policarbonato, poliestireno y polysulfano), provistas de tapas de acero
inoxidable con o sin filtro. La altura de las paredes de la caja no debe ser menor de 12,7

cm. Debe tener las siguientes caracteristicas:

e Proporcionar espacio adecuado, ser cerrado, seguro y protegerlo de las amenazas
externas.

Ser adecuado en ventilacion.

Ser resistente al lavado, desinfeccion y esterilizacion frecuente.

Permitir la observacion del animal.

Tener pisos y paredes faciles de limpiar (superficies lisas) y con tapa removible de
rejas o perforada.

Mantenerse en buenas condiciones de uso.

e Facilitar el acceso de los animales al agua y alimento.

e No presentar bordes cortantes o proyecciones que puedan causar lesiones.

Recomendaciones de espacio (Densidad animal):

El nimero de animales por jaula estara en relacion con el tamafio corporal evitandose la
sobrecarga. El tamafo de las jaulas o cajas debe ser apropiado; por ejemplo, en el caso
de ratones adultos, se requiere una superficie minima de 80 cm2 por animal. El
requerimiento minimo es que el animal disponga de espacio suficiente para moverse y
para expresar las posturas normales de conducta y sociabilidad, debe tener facil acceso
al agua y alimento y debe tener un area suficiente con material de lecho limpio y sin

obstaculos para moverse y descansar.
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Lecho o cama

Los lechos seran de material absorbente tal como la viruta de madera, la coronta molida
del maiz, etc.; libres de polvillo, alérgenos y sustancias toxicas. Deben ser esterilizables.

Se debe tener especificaciones de calidad de la viruta para su adquisicion, tales como:

¢ No ser nocivo.
e Capacidad de absorcion.
¢ No se recomienda el uso de viruta procedente de cedro o caoba.

Agua de bebida
El agua debe ser potable y suministrarse libremente durante toda la vida.
Alimento: dietas y requerimientos

Se debe contar con un procedimiento para la adquisicion de alimento y los requisitos que

este debe reunir, tales como:

e Composicién, que debera cubrir las necesidades de crecimiento, gestacion,

lactancia y mantenimiento del raton.

Debe ser agradable al paladar (palatable) y digestible.

Tener fecha de elaboracion y caducidad.

Certificado de andlisis quimico proximal y microbiolégico por cada lote.

Estar libre de harina de pescado, aditivos, drogas, hormonas, antibioticos,

pesticidas y contaminantes patégenos.

e El alimento en forma de pellet debe tener la consistencia requerida, para evitar
perdida del alimento y el animal pueda consumirlo.

Composicion quimica de una dieta estandar

Componentes Porcentaje (%)
Proteina cruda 20

Grasa cruda 9.81

Fibra cruda 2,15

Cenizas 6,38

Consumo diario de alimento 3-6¢

Consumo diario de agua 3-7 mL

Fuente: EL ratén, OPS
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Macroambiente
Aire y ventilacion

Los ambientes destinados a la produccion de animales, en su interior, deben poseer
ventilacién con presion positiva de aire respecto a los pasillos o areas exteriores,
manteniendo las gradientes de presion, de tal forma que se evita el ingreso de patégenos
desde el exterior. La ventilacion es importante para controlar la humedad, calor, gases

toxicos. Se debe generar entre 15 a 20 recambios de aire / hora.
Temperatura y humedad relativa

Las exigencias de temperatura para ratones son de 20 a 25 °C y la humedad relativa

ambiental entre 40 y 70%.
Intensidad de luz y tipo de iluminaciéon

La iluminacion es importante para la regulacion del ciclo estral y reproductivo. Se

recomienda 12 horas luz/12 horas oscuridad.
Ruido

Los ratones son muy sensibles al ruido y pueden percibir frecuencias de sonido que son
inaudibles para el ser humano, por lo que el personal debe tratar de minimizar la

generacion de ruido innecesario.
Olor

No se deben utilizar desinfectantes que emanen olores, que sean irritantes y mucho
menos desodorizantes, dentro de los ambientes del bioterio. La percepcién de amoniaco
en el ambiente es un indicador de saturacion del lecho, por lo que se recomienda tener

programas de cambio de lecho segun la poblacion que se maneje.
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b)
c)

VI.

ANEXO N° 5: ENCUESTA PARA REALIZAR EL ESTUDIO DE “EVALUACION DE LA
ACTIVIDAD COAGULANTE, HEMOSTATICA Y TOXICIDAD AGUDA POR ViA ORAL
Y TOPICA DEL EXTRACTO SECO HIDROALCOHOLICO AL 70% DE Castilleja
pumila (misk’icha).”

DATOS GENERALES.
NOMBRE Y APELLIDOS:

PATOLOGIAS.

¢ PADECE USTED DE ALGUNA DE ESTAS ENFERMEDADES?
Enfermedades Cardiacas.

Varices

Hepatopatias (cirrosis, hepatitis)

Otras (diabetes, hipertension, colesterol)

MEDICACION.
¢ Toma algun medicamento actualmente? Sl NO

Antibioticos (ceftriaxona, cloranfenicol, tetraciclina, doxiciclina, eritromicina)
AINES (aspirina, paracetamol, haproxeno, tenoxican)
Anticoagulantes (heparina, enoxaparina, warfarina)

¢, Tiene usted problemas de hemorragia nasales u otro tipo de hemorragia? Sl
NO

¢Al hacerse una herida tarda mucho en parar de sangrar? Sl NO
¢Alguna vez se sometio a un examen para evaluar el tiempo de coagulacion? SI
NO
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ANEXO N° 6: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS PARA LAS PRUEBAS DE
SOLUBILIDAD DEL EXTRACTO SECO HIDROALCOHOLICO AL 70% DE Castilleja

pumila “misk’icha”.

SOLVENTE SOLUBILIDAD A T°A

Agua

Etanol 40%

Etanol 70%

Etanol 90%

Acetona

Cloroformo

Hexano

Interpretacion de Resultados:

Signos Significado
++++ Totalmente soluble
+++ Soluble
++ Poco soluble
-- Insoluble
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ANEXO N° 7: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS PARA EL ANALISIS

FITOQUIMICO

ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO

METABOLITO REACTIVO CANTIDAD DE METABOLITO SECUNDARIO
SECUNDARIO PRESENTE EN EXTRACTO
ALCALOIDES Dragendorff
FLAVONOIDES Shinoda
TANINOS Gelatina - sal
COMPUESTOS | Cloruro férrico
FENOLICOS
AZUCARES Benedict //
REDUCTORES Fehling
GLICOSIDOS Benedict //
Fehling
AMINOACIDOS | Ninhidrina
SAPONINAS Prueba de la
Espuma
ESTEROIDES Lieberman-
Burchard
QUINONAS Borntranger
LACTONAS Boljet

Interpretacion de Resultados:

Signos Significado

+++ Abundante cantidad del
metabolito

++ Regular cantidad del metabolito

+ Poca cantidad del metabolito

-- Ausencia del metabolito
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ANEXO N° 8: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DEL TIEMPO DE
COAGULACION POR EL METODO DE WHITE MODIFICADO IN VITRO A
DIFERENTES DOSIS DEL EXTRACTO SECO HIDROALCOHOLICO AL 70% DE
Castilleja pumila “misk’icha” EN MUESTRAS DE SANGRE.

CONCENTRACION DE N° DE MUESTRAS DE EXPERIMENTACION
EXTRACTOS A PROBAR

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10

TIEMPO DE COAGULACION (MINUTOS)

CONTROL

C1

C2

C3

NUMERO DE MUESTRAS OBTENIDAS

POR PERSONA
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ANEXO N° 9: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DEL TIEMPO DE
PROTROMBINA POR EL METODO DE QUICK MODIFICADO IN VITRO A
DIFERENTES DOSIS DEL EXTRACTO SECO HIDROALCOHOLICO AL 70% DE
Castilleja pumila “misk’icha” EN MUESTRAS DE PLASMA.

CONCENTRACION DE N° DE MUESTRAS DE EXPERIMENTACION
EXTRACTOS A PROBAR M1

M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10

TIEMPO DE PROTROMBINA (SEGUNDOS)

CONTROL

C1

C2

C3

NUMERO DE MUESTRAS OBTENIDAS|

POR PERSONA
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ANEXO N°10: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DEL TIEMPO DE HEMOSTASIA
A DIFERENTES DOSIS DEL EXTRACTO SECO HIDROALCOHOLICO AL 70% DE
Castilleja pumila “misk’icha” SOBRE HERIDAS PRODUCIDAS EN RATONES.

N° DE GRUPO

CONCENTRACION DE
EXTRACTO A APLICAR.

N° DE SUJETOS DE
EXPERIMENTACION

TIEMPO DE DISMINUCION (MINUTOS)

GRUPO N21

CONTROL

Ratén 1

Raton 2

Raton 3

Raton 4

Raton 5

Raton 6

Raton 7

Ratén 8

Raton 9

Ratén 10

GRUPO N22

C1=0.01mg/mL

Ratén 1

Raton 2

Ratén 3

Raton 4

Ratén 5

Ratén 6

Ratén 7

Ratén 8

Ratén 9

Ratén 10

GRUPO N23

C2=0.1mg/mL

Ratén 1

Ratén 2

Ratén 3

Raton 4

Ratén 5

Raton 6

Ratén 7

Raton 8

Ratén 9

Ratén 10

GRUPO N24

C3 =1mg/mL

Raton 1

Ratén 2

Raton 3

Ratén 4

Raton 5

Raton 6

Raton 7

Raton 8

Ratén 9

Ratén 10

GRUPO N95

PATRON

Ratén 1

Ratén 2

Raton 3

Ratén 4

Raton 5

Ratén 6

Ratén 7

Ratdén 8

Ratén 9

Ratén 10
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ANEXO N°11: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DE LAS OBSERVACIONES
REALIZADAS EN LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA TOPICA- IRRITACION
PRIMARIA DE PIEL, CON LA ADMINISTRACION A DIFERENTES DOSIS DEL

EXTRACTO SECO HIDROALCOHOLICO AL 70% DE Castilleja pumila “misk’icha”

SOBRE HERIDAS PRODUCIDAS EN RATONES.

N° DE GRUPO

CONCENTRACI
ON A UTILIZAR

N° DE
SUBGRUP
(o]

N° DE
RATONES

EDEMA

ERITEMA

ABRASION NO

ABRASION

ABRASION

NO
ABRASION

GRUPO N° 1

CONTROL

Subgrupo la

RATON 1

RATON 2

RATON 3

Subgrupo 1b

RATON 1

RATON 2

RATON 2

GRUPO N° 2

C1

Subgrupo 2a

RATON 1

RATON 2

RATON 3

Subgrupo 2b

RATON 1

RATON 2

RATON 3

GRUPO N° 3

Cc2

Subgrupo 3a

RATON 1

RATON 2

RATON 3

Subgrupo 3b

RATON 1

RATON 2

RATON 3

GRUPO N° 4

C3

Subgrupo 4a

RATON 1

RATON 2

RATON 3

Subgrupo 4b

RATON 1

RATON 2

RATON 3
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ANEXO N°12: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DE LAS OBSERVACIONES
REALIZADAS EN LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA - POR ViA ORAL, CON LA

ADMINISTRACION A DIFERENTES DOSIS DEL EXTRACTO SECO

HIDROALCOHOLICO AL 70% DE Castilleja pumila “misk’icha” EN RATONES.

N° DE
GRUPO

DOSIS A
UTILIZAR

N° DE
RATONES

OBSERVACIONES

FASE |

CONTROL

RATON 1

RATON 2

RATON 3

C1

RATON 1

RATON 2

RATON 2

Cc2

RATON 1

RATON 2

RATON 3

C3

RATON 1

RATON 2

RATON 3

FASE Il

CONTROL

RATON 1

C1

RATON 2

c2

RATON 3

C3

RATON 4
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ANEXO N°13: CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION EN EL
ESTUDIO DE INVESTIGACION

La Bachiller Shirley Cruzkayna Mendoza Alvarez, asesorada por el Dr. Nerio Gongora Amaut, lleva
a cabo la investigacion intitulada EVALUACION DE LA ACTIVIDAD COAGULANTE,
HEMOSTATICA Y TOXICIDAD AGUDA POR VIA ORAL Y TOPICA DEL EXTRACTO SECO
HIDROALCOHOLICO AL 70% DE Castilleja pumila (misk’icha). Este estudio le servira como
tesis para obtener el titulo de Quimico Farmacéutico en la Facultad de Ciencias de la Salud de la
Carrera Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de San Antonio Abad
del Cusco.

Se realiza con el propdsito de evaluar y demostrar si la planta Castilleja pumila posee un efecto
pro coagulante y hemostatico en muestras de sangre humana. El procedimiento consiste en
extraer 8mL de sangre de la vena del paciente.

La participacion del paciente es totalmente voluntaria, si usted decide no participar en el presente
estudio o retirarse del mismo en cualquier momento, su decision no le afectara ahora ni el futuro.
Ademas, por la participacion, por ser voluntaria no recibir4 ningun pago. Si existiera alguna duda
0 problema que se presente antes, durante o después del desarrollo de la investigacién podra
contactarse con la responsable de la investigacion: Shirley Cruzkayna Mendoza Alvarez cel
944510857.

Por este medio, Yo

enterado(a) de todo el procedimiento que se realizard y por medio de mi firma confirmo que se me
ha explicado satisfactoriamente el contenido de este consentimiento y de los procedimientos que
se contemplan. Con mi firmay nombre al final de este documento, autorizo a la persona encargada
del presente estudio.

Firma: ..., Teléfono:....ooeeeeiiii i,
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ANEXO N°14: ARCHIVO FOTOGRAFICO

Imagen N° 1: Castilleja pumila “misk’icha”, foto tomada en la comunidad

de Lauramarca.

Imagen N° 2: Evaporacion del extracto de Castilleja pumila “misk’icha”,

para realizar los estudios de analisis fitoquimico y solubilidad.
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Imagen N° 3: Corte realizado a los animales de experimentacion —

Prueba de Hemostasia.

Imagen N° 4: Administracion del extracto seca hidroalcohoélico de
Castilleja pumila “misk’icha al 70% a los animales de experimentacion -

Prueba de Hemostasia.
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Imagen N° 5: Aplicacion del extracto seco hidroalcohélico de Castilleja
pumila “misk’icha al 70% a los animales de experimentacion, para la
prueba de toxicidad dérmica.

Imagen N° 6: Administracion del extracto seco hidroalcohdlico de
Castilleja pumila “misk’icha al 70% a los animales de experimentacion,

para la prueba de toxicidad oral.
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Imagen N° 7: Extraccion de muestras de sangre venosa - Prueba de

Tiempo de Coagulacion y Protrombina.

Imagen N° 8: Control del tiempo en bafio maria - Prueba de Tiempo de

Coagulacion y Protrombina.
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