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RESUMEN

El uso de plantas para el tratamiento de las convulsiones es amplia en diversas
culturas, pero en muchos casos no se cuenta con un respaldo cientifico, es el
propésito de la presente investigacion realizar el analisis fitoquimico cualitativo, la
evaluacion de la actividad anticonvuisivante y toxicidad aguda del extracto acuoso
de las partes aéreas de Berberis boliviana L. “Ch'eqche” en animales de
experimentacién. Para evaluar la actividad anticonvulsivante se empleé el modelo
de convulsiéon quimica inducida por pentilentetrazol (PTZ 85 mg/kg v.i.p.), usando
como metodologia un cuasiexperimental. Se utilizd 5 grupos de 6 ratones
Bald/c/CNPB; grupo 1 (control), grupo 2 (diazepam 1mg/kg) y grupo 3, 4, 5 (400,
800 y 1200 mg/kg de extracto acuoso). El tratamiento fue por v.i.p 30 minutos
antes de la induccion de las convulsiones. Se midid el periodo de latencia para la
primera convulsidon clonica, la duracion de las convulsiones, numero de
convulsiones que duran por lo menos 3 segundos y la proteccion frente a la
mortalidad. Para la prueba de toxicidad aguda por v.o se utilizaron 12 ratones
albinos, para la primera fase a dosis de (10, 100 y 1000 mg/kg de extracto
acuoso) y 3 ratones por grupo, para la segunda fase a dosis de (1600, 2900 y
5000 mg/kg de extracto acuoso) y un ratén por grupo. Resultados: Se evidencid
la presencia de compuestos fendlicos, alcaloides, taninos, cumarinas, quinonas,
lactonas, glicésidos, aminoacidos, saponinas, flavonoides y resinas. Se observé
que los extracto acuoso de las partes aéreas de Berberis boliviana L.(Ch’eqche) a
las dosis de 400, 800 y 1200 mg/kg incrementaron el periodo de latencia en
60,67%, 73,13% y 88,70%, disminuyeron la duraciéon de las convulsiones en
21,85%, 45,23% y 52,22%, disminuyeron el nimero de convuisiones que duran
por lo menos 3 segundos en 36,11%, 66,67% y 80,56%; con respecto al grupo
control y la protecciéon frente a la mortalidad fue de 33,3%, 50,0% y 100,0%
. (ANOVA p<0,05). El valor de la DLs del extracto acuoso por el método de Lorke
es mayor a 5000 mg/kg. Conclusiones: Se caracterizaron los metabolitos
secundarios de la especie Berberis boliviana L. (Ch’eqche), se demostrd la
actividad anticonvulsivante a la dosis de 1200 mg/kg del extracto frente a
convulsiones clonicas, presentando valores préximos al del diazepam y un 100%
de proteccion frente a los efectos letales del agente convulsivante PTZ. La DLsg
del extracto acuoso por via oral es mayor a 5000 mg/kg.

Palabras clave: Berberis boliviana L., anticonvulsivante, extracto acuoso,

convulsiones inducidas por PTZ, convulsion clénica, diazepam, PTZ.
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SUMMARY

The use of plants for the treatment of seizures is wide in different cultures, but in
many cases there is no scientific backing, is the purpose of this research make
qualitative phytochemical analysis, evaluation of anticonvulsant activity and acute
toxicity aqueous extract of the aerial parts of Berberis boliviana L. “Ch’eqche” in
experimental animals. To evaluate the anticonvulsant activity was used chemically
induced seizure model pentylenetetrazole (PTZ 85 mg/kg v.i.p.), methodology
using as one quasi-experimental. Using 5 groups of 6 mice Bald/c/CNPB, group 1
(control), group 2 (diazepam 1mg/kg) and group 3, 4, 5 (400, 800 and 1200 mg/kg
of aqueous extract). The treatment was for v.i.p 30 minutes before the induction of
seizures. Measured the latency period to the first clonic convuision, seizure
duration, number of seizures lasting for at least 3 seconds and the protection
against mortality. For acute toxicity test v.0 12 albinos mice were used for the first
phase at doses (10, 100 and 1000 mg/kg of aqueous extract) and 3 mice per
group, for the second phase at doses (1600, 2900 and 5000 mg/kg of aqueous
extract) and one mouse per group. Results: This study revealed the presence of
phenolic compounds, alkaloids, tannin, coumarins, quinones, lactones, glycosides,
amino acids, saponins, flavonoids and resins. It was observed that the aqueous
extract of the aerial parts of Berberis boliviana L. (Ch’eqche) at dose of 400, 800
and 1200 mg/kg increased the latency period by 60,67%, 73,13% and 88,70%,
decreased the duration of seizures in 21,85%, 45,23% and 52,22%, decreased the
number of seizures that last for at least 3 seconds to 36,11%, 66,67% and
80,56%, with respect to control and protection against mortality was 33,3%, 50,0%
and 100,0% (ANOVA p <0,05). The LDsy value of the aqueous extract by the
method of Lorke is greater than 5000 mg/kg. Conclusions: We characterized
secondary metabolites species Berberis boliviana L. (Ch’eqche) showed
anticonvulsant activity at dose of 1200 mg/kg of the extract against clonic
convuisions, showing values close to that of diazepam and a 100% protection
against the lethal effects of convulsant agent PTZ. LDsp aqueous extract orally is
higher than 5000 mg/kg.

Keywords: Berberis boliviana L., anticonvulsant, aqueous extract, PTZ-induced
convulsions, clonic seizure, diazepam, PTZ.
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INTRODUCCION

Es un hecho que la mayor parte de la poblacién mundial recurre en forma directa o
indirecta a las plantas medicinales para su atencion primaria en salud (1).

Desde luego por razones econémicas en buena medida, no hay duda de que las
plantas medicinales constituyen fuente de principios farmacolégicos, o que da
cuenta el hecho de que mas del 50% de los farmacos utilizados actualmente son de
origen natural (2).

Desde ese punto de vista, el Perd tiene una importancia estratégica por su
biodiversidad. Si a esto se afiade el conocimiento tradicional de las comunidades, es
enteramente factible encontrar nuevas alternativas terapéuticas en los recursos

propios del pais (3).

Por otra parte, tanto los trastornos de ansiedad como los convulsivos constituyen los
problemas psiquiatricos y neurolégicos de mayor prevalencia en nuestro medio. Sin
duda la farmacoterapia, ademas de la psicoterapia, han logrado importantes
progresos en muchos casos, pese a lo cual, persiste un buen nimero de pacientes
refractario a la medicacién. Adicionalmente en no pocos casos se presentan
importantes efectos adversos. Esto hace necesaria la busqueda de nuevas
alternativas farmacoldgicas, una de cuyas fuentes pueden ser los productos
naturales (4).

Los datos actuales apoyan la hipotesis de que el extracto acuoso de Berberis
vulgaris (agracejo) tiene efectos beneficiosos tanto a nivel cardiovascular y neural
que sugiere un uso potencial para el tratamiento de la hipertension, la taquicardia y

algunos trastornos neuronales, tales como la epilepsia y convulsion (5).

En la medicina tradicional peruana el uso de la especie Berberis boliviana Lechler
(Ch’eqche) no esta muy difundida. Actualmente la especie en mencién ha sido poco
estudiada los frutos de esta especie contienen antocianinas, se ha reportado que
estos tienen beneficios para la salud como potentes antioxidantes y pueden
incrementar ia agudeza visual. Se ha observado también que poseen actividad

antineoplasica, vasoténica, vasoprotectora, antiinflamatoria y hepatoprotectora (6).



El presente trabajo de investigacion esta orientado a la validacion del conocimiento
tradicional de Berberis boliviana Lechler (Ch’eqche), se evaluara la actividad
anticonvulsivante y toxicidad aguda del extracto acuoso seco y de esta manera dar

una alternativa terapéutica para el tratamiento de la convulsion.



CAPITULO |
GENERALIDADES

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

La epilepsia es considerada la enfermedad neurolégica mas frecuente en el mundo.
Es un problema de Salud Publica no reconocido como tal en muchos paises,
especialmente en aquellos en vias de desarrollo, donde los indicadores
epidemiolégicos son hasta cuatro veces mas altos que en el mundo industrializado,
por lo que se postula una relaciéon entre su frecuencia y el desarrollo econémico.

En nuestros dias, la epilepsia sigue siendo un problema de Salud Pablica mundial y
una causa frecuente de discriminacién social. Este prejuicio causa mayor sufrimiento
a los pacientes que sus propias crisis y ha sido descrita ampliamente en diversos

paises y grupos sociales (7).

Esta enfermedad se presenta independientemente de la edad, raza, clase social y
area geografica. Afecta a 50 millones de personas alrededor del mundo, cifra
posiblemente subestimada y se estima que a nivel mundial, al menos 100 millones
de personas presentaran epilepsia en algin momento de su vida, del total de
personas con epilepsia, el 85% de éstas viven en los paises en vias de desarrollo.

En América Latina, se considera que al menos 5 millones de personas padecen
epilepsia, de las cuales mas de 3 millones no reciben tratamiento. Las tasas de
prevalencia de epilepsia activa reportadas durante la década pasada en paises
latinoamericanos son mas o menos similares entre si (5 a 12/1000 habitantes) y no
muestran mayor diferencia de la reportada en Rochester, EE.UU (6/1000
habitantes), que representa a una poblacién tipica de un pais desarrollado (7).

En el Pera no disponemos de estudios de incidencia ni de prevalencia. El Dr. Julio
Jiménez ha recopilado informacién de los pacientes atendidos por epilepsia en los
establecimientos del Ministerio de Salud a nivel nacional el afio 2008. Son 41 442
sobre un total de 12 357 700 atendidos y en la ciudad de cusco 2.677, segln la
oficina general de estadistica e informatica MINSA. Llama la atencién que casi el
60% solo tienen diagnéstico de epilepsia, sin precisar el tipo de crisis o sindrome (8).



La epilepsia representa un costo directo e indirecto en muchos sentidos y con
diferentes consecuencias para el paciente, siendo el costo mas evidente el asociado
al tratamiento farmacolégico, sin embargo para la mayoria de las personas
epilépticas la principal consecuencia desde el punto de vista econdémico, es la
limitacién que sufre en su actividad laboral; la tasa de desempleo en las personas
con epilepsia es inversamente proporcional al grado de control de las crisis y
sensiblemente mayor que en la poblacién general, a ello se suma la discriminacion
laboral, porque ocupan puestos de trabajo de categoria inferior a los que
corresponden a sus habilidades y ademas de una mayor tasa de morbilidad y

mortalidad prematura de las personas con epilepsia que la poblacion general (7).

Actualmente, existen dos complicaciones principales en la farmacoterapia de la
epilepsia: una es el alto indice de pacientes cuyas crisis no pueden ser controladas
por ningin anticonvulsivante de uso clinico; la otra complicacién tiene que ver con
los efectos colaterales que estos farmacos producen que, en algunos casos, pueden
generar serios problemas toxicoldgicos (9).

1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

e ;Los metabolitos secundarios del extracto acuoso de las partes aéreas de
Berberis  boliviana Lechler “Ch’eqche” presentaran  actividad
anticonvulsivante en un modelo experimental inducido quimicamente por
pentilentetrazol en animales de experimentacion?

1.3. OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS
1.3.1. Objetivo General

s Realizar el estudio fitoquimico cualitativo y determinar la actividad
anticonvulsivante del extracto acuoso de las partes aéreas de Berberis
boliviana Lechler “Ch’eqche” en un modelo experimental inducido
quimicamente por pentilentetrazol en animales de experimentacion.



1.3.2. Objetivos Especificos

1. Obtener el extracto acuoso de las partes aéreas de Berberis boliviana L.
(Ch'eqche), determinar el porcentaje de rendimiento, humedad y realizar
prueba de solubilidad.

2. Determinar cualitativamente la composicion fitoquimica del extracto acuoso de
la parte aérea de Berberis boliviana L.. (Ch’eqche).

3. Determinar el periodo de latencia para convulsion clonica inducida por
Pentilentetrazol en los diferentes grupos de experimentaciéon (400, 800, 1200
mg/kg).

4. Determinar el tiempo de duracién de las convulsiones clénicas y el nimero de
convulsiones que duran por lo menos 3 segundos inducidas por
Pentilentetrazol durante 30 minutos, en los diferentes grupos de
experimentacion (400, 800, 1200 mg/kg).

5. Determinar el porcentaje de proteccion frente a la mortalidad inducida por
Pentilentetrazol en los diferentes grupos de experimentacién (400, 800, 1200
mg/kg).

6. Determinar a qué dosis (400, 800,1200 mg/kg) el extracto acuoso de la parte
aérea de Berberis boliviana L. (Ch'eqche) presenta mayor actividad
anticonvulsivante para las convulsiones tipo clénicas.

7. Evaluar la toxicidad aguda del extracto acuoso de la parte aérea de Berberis
boliviana L. (Ch’eqche) en ratones, mediante el método de Lorke.

8. Determinar la dosis letal media del extracto acuoso de la parte aérea de
Berberis boliviana L.. (Ch’eqche).

1.4. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

1.4.1 Por el conocimiento
En la actualidad las plantas medicinales constituyen una fuente de
investigacién; muchas aun desconocidas y otras aun no cuentan con un
respaldo cientifico que explique sus propiedades curativas, siendo estas en
diversas culturas el primer recurso para tratar las enfermedades.



El uso de farmacos establecidos en el mercado para los pacientes epilépticos,
presentan efectos adversos y/o resistencia a estos lo cual denota la
importancia de la busqueda de nuevas moléculas efectivas para el tratamiento

de la enfermedad.

En este contexto, las plantas medicinales se pueden tornar en una fuente de
moléculas innovadoras con mecanismos de accion diferenciados de otros y
con mejor relacion riesgo/beneficio que los farmacos actualmente disponibles
en el mercado (11).

Con antecedentes de estudios realizados en las especies del género Berberis
como B. vulgaris y B. aristata que reportan actividad sobre el SNC, se plantea
un estudio cuasiexperimental de la posible actividad anticonvuisivante y su
posible toxicidad aguda oral en animales de experimentacidn; que permitira
brindar bases cientificas para validar el uso de esta especie y su inocuidad.

1.4.2 Por su aplicabilidad

La utilizacion de la especie Berberis boliviana Lechler (Ch’eqche) en la
medicina tradicional peruana no estd muy difundida y es poco conocida.
Actualmente la especie en mencion ha sido poco estudiada. Los frutos de
esta especie contienen antocianinas, se ha reportado que estos tienen
beneficios para la salud como potentes antioxidantes y pueden incrementar la
agudeza visual. Se ha observado también que poseen actividad
antineoplasica, vasotdnica, vasoprotectora, anti-inflamatoria y

hepatoprotectora (5).

Estudios realizados en las especies del género Berberis como B. vulgaris y B.
aristata, reportan actividad sobre el SNC, pero hasta el momento no se cuenta
con investigaciones cientificas similares respecto a la especie Berberis
boliviana, la cual es una especie nativa de nuestra region; por lo tanto,
creemos que es importante investigar la posible actividad anticonvulsivante de
esta especie, en vista de los antecedentes reportados para especies de este



género, para de este modo contribuir al conocimiento farmacolégico de
especies nativas de nuestra region.

1.5.HIPOTESIS

e El extracto acuoso de las partes aéreas de Berberis boliviana Lechler
“Ch’eqche” presenta actividad anticonvulsivante en un modelo experimental
inducido quimicamente por pentilentetrazol en animales de experimentacion.



CAPITULO i
MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

2.1. VISION HISTORICA

Las convulsiones han fascinado y preocupado a la humanidad desde la antigiiedad,
en la época de Hipdcrates por ejemplo (aproximadamente 400 afios a. de C) los
griegos eran consciente de la relacién que existia entre las lesiones de la cabeza y la
actividad convulsiva que afectaba al lado contrario del cuerpo, sin embargo, a pesar
de la asociacion observada con las lesiones fisicas se mantenia la idea de que la
enfermedad era producto de posesiones de espiritus malignos o de castigo de los
dioses. En respuesta a la enfermedad se recomendaba una terapia basada en tres
puntos: dieta, regulacién de las excreciones y gimnasia terapéutica. Asi mismo, en
menor medida se empleaban “medicamentos”, que eran, practicamente, hierbas
medicinales (12).

Durante la Edad Media se olvidaron los conocimientos que se tenian sobre el origen
natural de la enfermedad y se volvié a creer que el origen de la epilepsia era algo
sobrenatural y que su aparicion se debia a la influencia de espiritus malignos y
demonios, asi, de acuerdo con el pensamiento de la época, el tratamiento se basaba
principalmente en rezos, ayunos, ofrendas y peregrinaciones. Posteriormente,
durante el renacimiento, se empleaban cada vez mas, junto a los componentes de
las plantas medicinales, sustancias quimicas definidas como “remedios contra las
convulsiones”. Las mas significativas eran: el cobre (utilizado ya en la antigiiedad), el
6xido de zinc, el nitrato de plata, el bismuto y el estafio (13).

La epilepsia en la etapa virreinal recibié diversos nombres: mal caduco, perlesia o
alferecia, mal divino, fea enfermedad, mal del corazén, mal del santo, mal sagrado,
mal de tierra (14).

El analisis moderno de la epilepsia se inici6 con el trabajo de John Hughlings
Jackson en el Hospital de Quenn Square de Londres entre la década de 1860-1870.
Jackson se percaté que las crisis epilépticas no implicaban necesariamente pérdida
de la conciencia, si no que podian estar asociadas a sintomas focales, como
sacudidas de brazos. Este es considerado el primer reconocimiento de lo que
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actualmente llamamos crisis parciales (focales). Por otro lado, un avance importante
fue el primer tratamiento quirtrgico de la epilepsia realizado por Victor Horsley, quien
en 1886 extirpd la corteza adyacente a una fractura craneal deprimida y curé a un
paciente con crisis motoras focales. Sin embérgo, no es hasta el afio 1934 cuando
Wilder Penfield y Herbert Jasper en el Instituto Neurolégico de Montreal (Canada)
generan toda una metodologia para el diagnéstico y tratamiento quirargico de las
epilepsias parciales basandose en el registro directo de la actividad eléctrica de la
corteza cerebral expuesta durante el acto quirirgico. Las innovaciones médicas
comprenden en 1912 el empleo por primera vez del fenobarbital por Hauptmann
como anticonvulsivo, el desarrollo de la electroencefalografia en 1929 y el
descubrimiento de la fenitoina por Houston Merritt y Tracey Putnam en 1937 (15).

En la actualidad el estudio y entendimiento de la epilepsia han avanzado
considerablemente gracias al empleo de las nuevas técnicas exploracion, sin
embargo atin se desconocen muchos factores que rodean tanto la epileptogenésis
como el establecimiento y la recurrencia (12).

2.2. ANTECEDENTES
2.2.1 ANTECEDENTES LOCALES Y NACIONALES

Rueda Milachay, Luis Julio; “Accion Anticonvulsivante de la hoja de Euphorbia
Peplus en ratones Albinos”. Tesis para optar el grado académico de Magister
en Farmacologia, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima, 2000.

La presente investigacion ha tenido por objetivo determinar la actividad
anticonvulsivante, toxicidad y los posibles metabolitos secundarios de importancia
responsables en las hojas de Euphorbia peplus. Se utilizaron 64 ratones albinos
consanguineos cepa Balb/c/CNPB-53, distribuyéndose al azar en grupos de ocho
cada uno para los diferentes ensayos, considerando un grupo blanco (suero
fisiolégico 5 ml/kg, v.0.) un control (diazepam 3 mg/kg, v.0.) y los extractos
necesarios para el estudio. Se han utilizado dos modelos de induccion
experimental de convulsiones: Eléctrico (electroshock, 60 Hz, 0.6 seg.) y Quimico
(Pentilenotetrazol 85 mg/kg v.i.p). Se realiz6 la separaciéon parcial en cromatografia
de capa fina de la fase acuosa del extracto alcohdlico, obteniéndose la banda | y II,
para determinar la actividad anticonvulsivante por electroshock en ratones (1,6
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mg/kg via intracerebroventricular). Obteniéndose como resultados una dosis letal
media de 2551.02, 1587.3 y de 16.03 mg/kg por via oral, intraperitonal e
intracerebroventricular respectivamente.

La dosis efectiva media para prevenir las convulsiones por shock eléctrico fue de
424.0, 254.4 y 3.8 mg/kg para la via oral, intraperitonal e intracerebroventricular
respectivamente. La fase acuosa y su banda |, elevaron solo el umbral de crisis
convulsiva frente al electroshock y no al Pentilenotetrazol. La presencia de grupos
fendlicos detectados en la banda |, explicarian el efecto farmacolégico. Se concluye
que la fase acuosa del extracto alcohédlico de Euphorbia peplus presenta actividad

anticonvulsivante en ratones.

Alvaro Ruiz Pataro, Fernando Garcia Sotomayor, Percy Mansilla Vela, Benjamin
Castaiieda Castafieda; “Evaluacion de la actividad anticonvuisivante y
toxicidad aguda del extracto acuoso en cocimiento de Mansoa alliacea (ajos
sacha) en ratones”. Revista del Cuerpo Medico, Hospital Guillermo Almenara
Irigoyen, Vol. XXVi N° 1 Julio - setiembre. Pert 2011

Mansoa alliacea (ajos sacha), es una planta semitrepadora de la amazonia baja,
citada por diversas fuentes etnobotanicas populares como antiepiléptica, cuya
accién ain no ha sido estudiada cientificamente. Utilizamos 88 ratones albinos
machos cepa BALP C 53 e indujimos convulsiones por electrochoque y por
pentilenotetrazol, 8 ratones para estudio de toxicidad aguda. Las dosis utilizadas de
ajos sacha fueron: 1000 y 5000 mg/kg en las convulsiones por electrochoque y
1000, 2500 y 5500 mg/kg en las convulsiones por Pentilenotetrazol, con dos grupos
controles (suero fisiologico y diazepam).

No encontramos actividad anticonvulsivante de ajos sacha tanto frente a las
convulsiones inducidas por electrochoque como en las inducidas por
Pentilenotetrazol; el control positivo, en ambos métodos, mostré un buen efecto
anticonvulsivante. No se evidencio efecto téxico a la dosis de 10000 mg/kg.

El cocimiento de Mansoa alliacea (ajos sacha), no mostré efecto anticonvulsivante
en ratones con convulsiones inducidas ni efecto téxico a la dosis evaluada.
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2.2.2. ANTECEDENTES INTERNACIONALES

Pérez de Alejo J; Miranda R; Rodriguez G. “Actividad Anticonvulsivante
(Antiepiléptica) del Extracto Fluido de Indigofera Suffruticosa (Aiiil Cimarron)”.
Revista Cubana Plant Med d 1(2):7-10, Mayo-Agosto. Cuba 1996.

Se prueba la accién anticonvulsivante del extracto fluido de Indigofera suffruticosa
(anil cimarrén) preparado a partir de hojas, tallos, raiz y frutos. Se utilizaron dos
modelos experimentales de epilepsia: el modelo de shock eléctrico maximo
(inhibicién de la extension tonica de las extremidades posteriores) y el modelo de
induccién de convulsiones ténico-clénicas por picrotoxina. En ambos modelos fue
ensayado un grupo control menstruo, un grupo control diazepam y un grupo
experimental, con la administracion de 0,2 mL en cada caso, por via oral e
intraperitoneal, en las dosis de 1 mg/kg para el diazepam y de 0,06 g/kg para la
Indigofera, durante 10 dias previos al electroshock en la dosis oral y de una hora
antes de la picrotoxina. Se encuentra que el extracto fluido en la dosis sefalada y en
ambas vias de administracion eleva el umbral de crisis en el electroshock pero no en
la picrotoxina.

Guerrero M; Gracia de Garcia C; Meneses de Géngora B; “Actividad
anticonvulsivante del extracto de Apium graveolens L. En ratones”. Rev. Col.
Cienc. Quim. Far, Universidad Nacional de Colombia. 1997

La actividad anticonvulsivante del extracto de Apium graveolens se evalubé en tres
modelos de convulsién inducidos en ratones: electroshock, pentilentetrazol y acido
kainico. Se efectud el analisis Fitoquimico preliminar de la planta y su toxicidad
aguda. El extracto etandlico de semilla por via oral mostré actividad anti-
convulsivante en el modelo de electroshock.

10 Kilos de Apium graveolens L. variedad dulce (Umbelliferae) se adquirieron en un
supermercado de cadena. Las semillas secas (variedad aito de Utah) se importaron.
El material se clasifico por comparacion en el Herbario Nacional Colombiano. Se
estudiaron los extractos etanélicos, tanto de la semilla como de la parte aérea de la
planta (tallo y hojas) y el extracto acuoso en la forma de zumo liofilizado del material
vegetal. Se extrajeron 10 Ib. de semilla previamente molida por maceracion en
etanol, agitacion y concentracion en un evaporador rotatorio a 40°C. (12 g). El
extracto de la parte aérea del material vegetal previamente seco y molido (1000 g)
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se obtuvo por percolacion en etanol y concentracion (15 g). El zumo se obtuvo por
presion de 4 kilos de material vegetal fresco en un extractor, filtracién al vacio y con-
centracién en evaporador rotatorio (20 g). El residuo obtenido de los tres extractos
se suspendié en agua destilada, se liofilizé y se mantuvo a 4°C. En el momento de
administrarlo se preparé en agua destilada.

Los extractos se administraron a las dosis de 500 mg/kg. v.o; (segin ensayos
preliminares) una hora antes del estimulo convulsivante. El volumen de
administracion fue de 0,01 mi/g. Con 50 g de material pulverizado de hojas, tallo y
semilla respectivamente se efectué el analisis fitoquimico preliminar.

Ariza S; Rincén J; Guerrero M. “Efectos sobre el sistema nervioso central del
extracto etandlico y fracciones de Hygrophila tyttha Leonard”. Vitae, Revista
de la Facultad de Quimica Farmacéutica. Colombia, 2006. '
Se evalué en ratones albinos ICR el perfil de actividad que sobre el sistema nervioso
central ejercen el extracto etanélico y las fracciones acuosa, cloroférmica, metanélica
y hexanica obtenidas de Hygrophila tyttha (Acanthaceae. NV: amansamachos).

Para tal fin se utilizaron pruebas destinadas a detectar posible actividad ansiolitica
(laberinto en cruz elevado), antidepresiva (nado forzado), anticonvulsivante
(pentilentetrazol, electrochock) e hipnética (potenciacion de suefio inducido por
pentobarbital).

Se efectué un estudio fitoquimico bio-guiado para determinar las fracciones con
mayor actividad. La fraccion cloroférmica, a juzgar por los altos indices de proteccion
obtenidos en el modelo del electroshock (90%) y el patrén de respuesta mostrado en
la prueba del laberinto en cruz elevado (comparable a diazepam), posiblemente
aglutina la mayor proporcion de metabolitos activos. Segun el andlisis fitoquimico,
éstos pueden corresponder a compuestos tipo cumarinas, flavonoides, esteroides
ylo terpenos y saponinas. A la luz de estos resultados se encuentra justificacion al
uso etnobotanico de esta especie y se destaca el potencial de Hygrophila tyttha
como fuente natural de posibles compuestos con aplicacién terapéutica en trastornos

de ansiedad y convulsivos.
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Rodriguez de Almeida E; Rayane de Oliveira R; Lindoso G; and Matos A.
“Anxiolytic and Anticonvulsant Effects on Mice of Flavonoids, Linalool, and a-
Tocopherol presents in the extract of leaves of Cissus sicyoides L. (Vitaceae)”
Article Hindawi Publishing Corporation, Brazil, 2009

El objetivo del presente estudio consiste en demostrar los efectos ansioliticos y
anticonvulsivos de un extracto hidroalcohélico obtenido a partir de las partes aéreas
de Cissus sicyoides L. (CS) (Vitaceae) en ratones machos y hembras con varios
ensayos de comportamiento. Grupos de machos y hembras tratadas via
intraperitoneal con dosis de 300, 600 y 1000 mg/kg del extracto mostré una accion
significativa en el laberinto en cruz elevado (EPM), el tiempo pasado en los brazos
abiertos, y el nimero de entradas en los brazos abiertos. La prueba de la placa-
orificio también mostré un incremento significativo en el tiempo de permanencia en la
cabeza de inmersion.

El mismo tratamiento aumenté la duracion de tiempo de suefio inducido por
pentobarbital sédico y también mostré un significativo aumento de la proteccion
contra las convulsiones inducidas por pentilentetrazol. Estos resultados indican un
ansiolitico y anticonvulsivante, como accion de C.sicyoides L. en ratones,
probablemente debido a la accidon de flavonoides, linalol y a-tocoferol presente en el

C.sicyoides.

Nassiri M; Shariati S; Zamansoltani F.“Anticonvulsant effects of aerial parts of
Passiflora incarnata extract in mice: involvement of benzodiazepine and opioid
receptors”. Article BMC Complementary and Alternative Medicine, Iran, 2007
Flor de la pasion (Passiflora incamata) se utiliza en la medicina tradicional de Europa
y América del sur para tratar la ansiedad, el insomnio y convulsiones.
Recientemente, se ha mostrado efeclos sedantes en humanos.
En este estudio, los efectos anticonvulsivos de extracto hidroalcohdlico de Passiflora
(Pasipay), se analiz6 mediante el modelo pentilentetrazol (PTZ) en ratones.

Pasipay, diazepam y una solucion salina se inyecta por via intraperitoneal a la dosis
0,4-0,05 mg/kg; 0,5-1,0 mg/kg y 10 ml/kg respectivamente 30 minutos antes de PTZ
(90 mg/kg v.i.p.). Se registraron el tiempo necesario antes de la aparicion de ataques
clénicos convuisivos, la duracic’)h de las convulsiones clonicas, el porcentaje de
convulsiones y la mortalidad. Para investigar el mecanismo de Pasipay, flumazenil
(2 mg/kg v.i.p.) y naloxona (5 mg/kg v.i.p.) se inyectaron también 5 minutos antes de
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Pasipay. El valor de DEs de Pasipay en el modelo PTZ fue de 0,23 mg/kg (95% L.C:
0,156, 0,342). Pasipay a la dosis de 0,4 mg/kg prolonga el tiempo de aparicion de
convulsiones y la disminucién de la duracion de las convuisiones en comparacion
con el grupo de solucién salina (p <0,001). A la dosis de 0,4 mg/kg, la proteccion
contra convulsiones y mortalidad eran del 100%. El flumazenil y la naloxona podrian
suprimirlos efectos anticonvulsivos de Pasipay. Parece que Pasipay podria ser ttil
para el tratamiento convulsién ausencia y estos efectos puede estar relacionada con
efecto de que en los sistemas GABAérgicas y opioides. Se necesitan mas estudios

para investigar su mecanismo exacto.
2.2.3. ANTECEDENTES FITOQUIMICOS

2.2.3.1. ANTECEDENTES FITOQUIMICOS DEL GENERO DE LA ESPECIE
VEGETAL Berberis boliviana Lechler (Ch’eqche).

Fatehi M; Saleh T.M; Fatehi-Hassanabad Z; Farrokhfal K; Jafarzadeh M; Davodi
S. “A pharmacological study on Berberis vulgaris fruit extract”. Department of
Physiology and Pharmacology, Faculty of Medicine, Mashhad University of
Medical Sciences, Mashhad, Rev Elsevier. Iran, 2005

En este estudio se pudo comprobar el efecto del extracto acuoso de Berberis
vulgaris (0,05-1 mg/100g de peso corporal de ratas) sobre la presion arterial y las
respuestas contractiles de los anillos adrticos y del lecho mesentérico aislados de
ratas, habiéndose comprobado que disminuye significativamente la presion arterial.
Asimismo el presente trabajo tiene informacion suficiente que apoya la hipétesis de
que el extracto acuoso de Berberis vulgarnis tiene efectos beneficiosos sobre el
sistema cardiovascular y neural, con potencial uso en el tratamiento de la
hipertensién, taquicardia, y desérdenes neuronales como la epilepsia y convulsiones.

Del Carpio Jiménez C; Serrano Flores C; Giusti Monica. “Caracterizacion de las
antocianinas de los frutos de Berberis boliviana Lechler”. Facultad de Ciencias
Quimicas, Fisicas y Matematicas, Universidad Nacional de San Antonio Abad
del Cusco, Rev Soc Quim Pera. 75 (1) 2009

Berberis boliviana Lechler, es una especie silvestre del Peru; pertenece a la familia
Berberidaceae; su fruto es una pequeia baya comestible de color morado; en las
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diferentes zonas donde crece se le conoce como Ch'eqche, queswa ch’eqche,
quisca-quisca, ailampo. El analisis preliminar del pigmento determiné la presencia de
antocianinas, cuyo contenido fue determinado por el método del pH diferencial,
siendo de 7 g/100 g en el tejido separado de las semillas del fruto seco.

El analisis por HPLC-PDA (Cromatografia Liquida de Alta Resolucion, con detector
con arreglo de fotodiodos) de la muestra hidrolizada mostré la presencia de 5
aglicones: delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina y malvidina, las cuales fueron
identificadas por comparacién de los picos del cromatograma obtenido al correr
simultdaneamente una muestra del pigmento de los frutos de uva (Vitis vinifera).

El analisis por HPLC - espectrometria de masas Tandem, confirmé la presencia de
10 picos y los pesos moleculares permitieron conocer las antocianinas presentes en
Berberis boliviana Lechler, las cuales son: delfinidina-3-glucésido, delfinidina-3-
rutinésido, cianidina-3-glucésido, cianidina-3-rutindsido, petunidina-3-glucésido,
petunidina-3-rutinésido, peonidina-3-glucésido, peonidina-3-rutinésido, malvidina-3-
glucésido y malvidina-3-rutinésido.

La petunidina-3-glucésido fue identificada como el principal pigmento, en una
concentracion de 24,43%.

Esta es la primera vez que se establece el perfil de las antocianinas de Berberis
boliviana Lechler, siendo esto Ultimo importante tratandose de una especie silvestre

de nuestro pais.

Kulkarni S; Dhir A; “Possible involvement of L-arginine-nitric oxide (NO)-cyclic
guanosine monophosphate (cGMP) signaling pathway in the antidepressant
activity of berberine chloride”. Pharmacology Division, University Institute of
Pharmaceutical Sciences, Panjab University, Rev Elsevier. India, 2007

La berberina es un alcaloide aislado de isoquinolina Berberis aristata, una hierba
ampliamente utilizada en los principales sistemas de la medicina de indios y chinos.
La berberina posee una amplia gama de actividad biolégica como antidiarreico,
antibidtica, antiinflamatorios y algunos efectos del sistema nervioso central.

El presente estudio fue disefiado para explorar la actividad antidepresiva y su posible
mecanismo de accion. Ademas, la participacion de la L-arginina-6xido nitrico (NO)-
monofosfato de guanosina ciclico (¢cGMP) en la via de sefializacion de la accion
antidepresiva de cloruro berberina. La actividad antidepresiva se evalué en pruebas
de natacion forzada y la cola de suspension. El periodo de inmovilidad total se
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registr6 durante una prueba de seis minutos. Berberina (5-20 mg/kg v.i.p.) produjo
una reduccion en el periodo de inmovilidad en los ensayos. Cuando berberina (5
mg/kg v.i.p.) fue co-administrado con otros farmacos antidepresivos, mejoro el efecto
anti-inmovilidad de dosis sub-efectiva de la imipramina (2 mg/kg v.i.p.), desipramina
(5 mg/kg v.i.p.), tranilcipromina (4 mg/kg v.ip.), fluoxetina (5 mg/kg v.i.p.),
venlafaxina (2 mg/kg v.i.p.) o bupropién (10 mg/kg v.i.p.) en la prueba de natacién
forzada.

Sin embargo, la berberina no modificé los efectos de la mianserina (32 mg/kg v.i.p.)
o trazodona (2 mg/kg v.i.p.), los dos atipicos farmacos antidepresivos. El analisis
neuroquimico reveld que la berberina (5 mg/kg v.ip.) aumenté los niveles de
norepinefrina, la serotonina o dopamina en el cerebro de ratén conjunto. El efecto
antidepresivo de la berberina (5 mg/kg v.i.p.) en la prueba de natacion forzada fue
impedido por el tratamiento previo con L-arginina (750 mg/kg v.i.p.) [sustrato para la
sintetiza del 6xido nitrico (NOS)). El pre tratamiento de los ratones con 7-nitroindazol
(25 mg/kg v.i.p.) [6xido nitrico sintasa neuronal (nNOS)], inhibidor de la potenciacién
de la acciéon producida de la dosis sub efectiva de berberina (2 mg/kg v.i.p.).
Ademas, tratamiento de ratones con azul de metileno (10 mg/kg v.i.p.) [inhibidor
directo de ambos sintesis del 6xido nitrico (NOS) y la guanilato ciclasa soluble
(GCs)] potenci6 el efecto de berberina (2 mg/kg v.i.p.) en la prueba de natacion
forzada. Ademas, la reduccion en el periodo de inmovilidad provocada por berberina
(5 mg/kg v.i.p.) también se inhibi6 por el tratamiento previo con sildenafilo (5 mg/kg
v.i.p.) [inhibidor 5 fosfodiesterasa). Los moduladores y sus diversas combinaciones
con la berberina no se produjeron ningin cambio en la actividad locomotora.
Nuestros resultados demuestran que la berberina ejercida como efecto antidepresivo
en diversos paradigmas de comportamiento de la desesperacién, posiblemente por
la modulacion de las aminas bidgenas del cerebro (norepinefrina, la serotonina o la
dopamina) y ademas, el efecto antidepresivo de la berberina en la prueba de
natacion forzada ha implicado la interaccion con la via L-arginina-NO-GMPc.

Pomilio A; “Anthocyanins in fruits of Berberis buxifolia”.Article USDA,
Departamento de Quimica Organica, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,
Universidad de Buenos Aires, Argentina, 1973

En este estudio la autora describe la identificacion de diez antocianinas aisladas de
Berberis buxifolia Lam, utilizando cromatografia en capa fina y métodos
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espectrofotométricos, habiendo identificado las siguientes antocianinas: peonidina-3-
glucdsido, malvidina-3-rutinésido, malvidina-3—gluéésido, petunidina-3-rutinésido,
petunidina-3-glucésido, peonidina-3-rutinésido-5-glucdsido, delfinidina-3-rutinésido,
delfinidina-3-glucésido, petunidina-3-rutinosido-5-glucosido, petunidina-3-
gentiobiésido.

2.3. BASES TEORICO CIENTIFICAS

2.3.1. ASPECTOS BOTANICOS DE LA ESPECIE VEGETAL Berberis boliviana
Lechler (Ch’eqche)

2.3.1.1. CLASIFICACION TAXONOMICA
La muestra sometida a diagnosis en base a anadlisis morfolégico y
comparacion con ejemplares del Herbario Vargas CUZ, tiene la siguiente
posicion taxonémica, de acuerdo al Sistema de Judd, Campbell, Kellogg &
Stevens (1999):
Reino: Vegetal
Division: Magnoliophyta (= Angiospermas)
Clase: Magnoliopsida (= Tricolpados-Eudicotiledoneas)
Sub Clase: Magnolidae
Orden: Ranunculales
Familia: Berberidaceae

Género: Berberis

Especie: Berberis boliviana Lechler
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2.3.1.2. NOMBRES COMUNES DE LA PLANTA

En la regién esta planta se conoce como “Ch'eqche”, “Q’'eswa ch’eqche”,
“Agracejo peruano”, “Ailampo”, “Uva — uva’, “Quisca-quisca”.

2.3.1.3 DISTRIBUCION (24)

En América Central y a lo largo de los Andes hasta el extremo sur de
Sudameérica.

Teniendo la siguiente distribucién.

> Mundo : 175 especies

> Pert : 32 especies (25)

» Region :12 especies

2.3.1.4. FAMILIA BERBERIDACEAE

Caracteristicas morfolégicas:

Plantas herbaceas o arbustivas inermes o espinosas, con rizomas arrastrados
o gruesos tubérculos, plantas vivaces con hojas simples o compuestas, flores
hermafroditas, solitarias 0 en racimo, ramas erectas acanaladas provistas de
espinas largas de 2 a 8 mm con 3 a 5 radios.

Su desarrollo varia de acuerdo a la especie, pueden alcanzar de 1 a 2 metros
de altura, siendo raro que sean mas altas pero pueden ser mas bajas.

En el género Berberis, en las hojas, lefio y corteza se encuentra presente el
alcaloide berberina (24).

2.3.1.5. Berberis boliviana Lechler

Segun el Catalogo de las plantas angiospermas y gimnospermas del Per,
Berberis boliviana Lechler, es una especie silvestre peruana de distribucién
anica en el Departamento del Cusco (26).

Algunas tradiciones orales cuentan que estos frutos eran utilizados por las
fiustas incas como champiies naturales para lavar y cuidar sus cabellos.
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Existe informacién sobre esta especie en Pert desde tiempos de la conquista,
y algunos cronistas como Bernabé Cobo, describen esta planta con el nombre
comun de quisca quisca, que significa planta espinosa, con pequerias flores
amarillas y espinas filudas, cuyos frutos dan un suave color morado cuando
son usados para colorear (27).

2.3.1.6. DESCRIPCION

Presenta hojas fasciculadas de 12 mm de longitud y 5 mm de ancho,
reticuladas, venacién sobre ambos lados, sésiles o subsésiles de una

coloracion verde.

Inflorescencia, que nace en los braquioblastos, es decir regiones axilares, asi
como en regiones terminales, se presentan a manera de racimo o falso
racimo, cimosas o0 a veces flores solitarias. El perianto es biseriado.

Flores, amarillas pequefias, peduinculas, bractiadas, actinomorfas,
hermafroditas, sus miembros ordenados ciclicamente, el perianto formado por
diversos verticilos, trimeros o dimeros a los cuales acostumbran seguir otros
dos hectarios (base de los pétalos) pudiendo ser de origen estaminal. La flor
es hipoginea, es decir presenta el ovario elevado con respecto a las demas

piezas florales.

Androceo, presenta de 4 a 18 estambres libres, generalmente en 2 ciclos, uno
interno y otro externo. Los externos opuestos a los pétalos. Las anteras
basifijas o dorsales con dehiscencia bivalvar.

Gineceo, presenta un pistilo unilocular (derivado de 2 a 3 carpelos). El
estigma es apical capitado, sésil o sostenido por un estilo corto o grueso,
ovulos escasos 0 numerosos de placentacion peristal (évulos insertados en

las paredes internas del ovario).

Polen, basicamente tricolpado en espiral.
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Fruto, viene a ser una baya o capsula dehiscente con una o varias semillas.
Presenta una forma globulosa, de tamaiio pequefio y una coloracién que varia
entre rojo y azul morado.

Semillas, pueden ser una o varias, protegidas por un endospermo copioso
carnoso y coriaceo.

El embrion diminuto y redondeado lineal o espatular, los cotiledones

indiferenciados con una radicula ancha.
Polinizacion, generalmente entomégama, existiendo también autogamia (24).
2.3.1.7. DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Vegetal espontaneo que crece entre matorrales de alturas, climas frios de
preferencia en zonas templadas en laderas y montaias. La propagacion de
esta planta se realiza mediante reproduccion vegetativa y por semillas (24).

2.3.2. EPILEPSIA

Una convuisién o crisis epiléptica es un fenébmeno paroxistico originado por
una actividad anormal, excesiva y sincrénica de un grupo de neuronas del
SNC, y que puede cursar clinicamente de distintas formas. Epilepsia es la
existencia de crisis epilépticas recurrentes debidas a un proceso cronico
subyacente. La existencia de una convulsiéon aislada, o de crisis recurrentes
debidas a factores corregibles o evitables no es necesariamente una
epilepsia.

Un sindrome epiléptico es una epilepsia con un conjunto de sintomas y signos
que habitualmente se presentan juntos, sugiriendo un mecanismo subyacente
comun.

Se habla de status epiléptico cuando una crisis dura mas de 30 minutos o
cuando existen crisis repetidas entre las cuales el paciente no recupera la

conciencia (28).
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La Liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE) y la Oficina Internacional para
la Epilepsia (IBE) han llegado a un consenso para las definiciones de los
términos crisis epiléptica y epilepsia. Una crisis epiléptica es una ocurrencia
transitoria de signos y/o sintomas debido a la anomalidad excesiva o
sincronismo neuronal de la actividad cerebral. Y la Epilepsia es un desorden
del cerebro caracterizado por una permanente predisposicion a generar crisis
epilépticas y por las consecuencias neurobiol6gicas, cognitivas, psicoldgicas,
y sociales de esta condicion. Igualmente, la definicion de epilepsia requiere la
ocurrencia de al menos una crisis epiléptica (29).

Para la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la epilepsia es definida
como “afeccion crénica producida por diferentes etiologias, caracterizada por
la repeticion de crisis debidas a una descarga excesiva de las neuronas
cerebrales (crisis epiléptica) asociadas eventualmente a sintomas clinicos o
paraclinicos”. Igualmente, define epilepsia como “condicién caracterizada por
crisis epilépticas recurrentes (dos 0 mas) no provocadas por alguna causa
inmediatamente identificable” (30).

2.3.2.1. CLASIFICACION

El primer intento de clasificacion de las epilepsias fue realizado por la Liga
Internacional Contra la Epilepsia (ILAE del inglés International League Against
Epilepsy) en 1981 y revisada posteriormente en 1989 por la ILAE. La
clasificacion fue sometida a una revision en el 2001 y se introdujo varios
sindromes epilépticos y condiciones relacionadas que no fueron incluidas en
las clasificacion de 1989 (31).
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Figura N°1.Clasificacion de las crisis epilépticas

Crisis parciales...~ .0,

1. Simples {con sintomas motores, sensitivos, autonomos o psiquicos.
2. Complejas.
3. Con generacion secundaria
Crisis generalizadas . .
1. Ausencias.
2. Toénico clénicas
3. Tonicas
4. Atoénicas
5. Miociénicas
‘Crisis no‘clasificadas "
1. Convulsiones neonatales
2, Espasmos infantiles

Fuente: Manual de CTO.NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA 6° EDICION, 2005.

Las convulsiones parciales (focales) son aquellas en las que la actividad eléctrica
queda circunscrita a un area concreta de la corteza cerebral, con independencia de
que durante la crisis la conciencia esté conservada (parciales simples) o alterada
(parciales complejas).

La sintomatologia con la que cursa la crisis dependera del area cortical donde se
sitdan las neuronas causantes de la misma. Las crisis parciales complejas se
originan en el idbulo temporal en un 60% de los casos y en el frontal en el 30%.

a. Las crisis parciales simples pueden producir sintomas motores, sensitivos,
auténomos (sudoracion, piloereccion), visuales (destellos simples o alucinaciones
complejas), auditivos (sonidos simples o elaborados), olfativos (olores intensos y
poco habituales) o psiquicos (miedo, despersonalizacion).

Las crisis motoras pueden comenzar en un area muy pequena y extenderse
gradualmente (en segundos o minutos) a un area hemicorporal mas extensa
(progresion jacksoniana). En ocasiones, tras una crisis motora puede persistir
una debilidad del area afectada (paralisis de Todd) auto limitada en minutos u

horas.

b. Durante las crisis parciales complejas el paciente tiene dificultad para mantener
un contacto normal con el medio, junto con alteracion del comportamiento que
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puede ir desde la inmovilidad o automatismos basicos (deglucion), hasta
comportamientos mas elaborados; tras la crisis existe caracteristicamente un
periodo de confusion.

Las crisis generalizadas se originan simultaneamente en ambos hemisferios,

aunque es dificil descartar por completo la existencia de una actividad focal inicial

que se propague con rapidez y que en ocasiones es reconocible por la existencia de

sintomas focales previos a la pérdida de la conciencia (aura).

4

Las ausencias (pequefio mal) se comportan como breves episodios de pérdida
brusca del nivel de conciencia sin alteracion del control postural;
caracteristicamente duran segundos y pueden repetirse muchas veces al dia,
suelen acompafarse de pequefios signos motores bilaterales (parpadeo,
masticacion) y se recupera la conciencia de forma igualmente brusca, sin
confusién posterior ni memoria del episodio. La edad de comienzo suele estar
entre los 4 afios y el inicio de la adolescencia, siendo la causa mas frecuente de
crisis en este rango de edad; no se acomparan de otros problemas neurolégicos,
responden de forma favorable al tratamiento farmacolégico y entre un 60 y un
70% de los casos remiten durante la adolescencia. Los hallazgos en el EEG son
tipicamente descargas generalizadas y simétricas de punta-onda a 3 Hz
coincidiendo con las crisis, aunque en el EEG existen mas periodos de actividad
anormal que los visibles clinicamente. La hiperventilacion incrementa la
frecuencia del trazado anémalo.

Existen las denominadas ausencias atipicas, con pérdida de conciencia de mayor
duracién, con inicio y fines menos bruscos y generaimente signos focales. El EEG
muestra trazados de punta onda a frecuencias menores de 3 Hz. y suelen
responder peor al tratamiento que las ausencias tipicas.

Las convulsiones ténico-clonicas (gran mal) suelen tener un comienzo brusco, sin
aviso previo, aunque algunos pacientes refieren sintomas poco definidos en las
horas previas, que no deben ser confundidos con auras causadas por un origen
focal de la crisis. La fase inicial es una contraccion ténica generalizada,
acompafiada de cianosis, aumento de frecuencia cardiaca y de la presion arterial,
y midriasis. En 10-20 segundos generalmente comienza la fase clonica, de
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duracién variable. En el post critico, existe ausencia de respuesta a estimulos
externos, flaccidez muscular e hipersalivacion que pueden comprometer la via
aérea, seguido de una fase de lenta recuperacion del nivel de conciencia
(minutos, horas) acompafiada de confusién. El paciente refiere cansancio, cefalea
y mialgias durante varias horas tras la crisis.

El EEG muestra distintos trazados a lo largo de la crisis: existe una actividad
rapida de bajo voltaje, con descargas generalizadas y polipuntas de alto voltaje en
la fase ténica; en la fase clénica aparece una punta-onda a baja frecuencia; y en
el post critico hay un enlentecimiento global que va resolviéndose junto con la
recuperacion del nivel de conciencia.

Son el tipo de crisis mas frecuentes en el contexto de trastornos metabélicos.

c. Existen convulsiones ténicas puras y clénicas puras; son similares a las anteriores
con ausencia de alguna de las fases.

d. Crisis atonicas: se caracterizan por la repentina pérdida del tono muscular de
escasos segundos de duracién, con breve alteracion del nivel de conciencia, sin
confusion posterior. Suelen presentarse en el contexto de sindromes epilépticos
conocidos.

e. Las mioclonias son contracciones breves de los musculos, que pueden estar
originadas en distintos niveles (cortical, subcortical, medular). Cuando existe
origen cortical son consideradas fenémenos epilépticos, mostrando el EEG
descargas de punta onda bilateral y sincrénica. Suelen coexistir con otros tipos de
crisis, aunque son la principal manifestacion de algunos sindromes epilépticos
(28).

2.3.2.2. ETIOLOGIA

Los sindromes epilépticos se dividen en:
— Epilepsias idiopaticas o primarias: la influencia genética suele ser mayor.
-~ Epilepsias sintomaticas o secundarias: de etiologia conocida y demostrable.
~ Epilepsias criptogenéticas: se suponen que son sintomaticas, pero no se
puede demostrar la etiologia (28). ‘
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2.3.2.3. FISIOPATOLOGIA

Las crisis son la consecuencia del desequilibrio entre los mecanismos
excitatorios e inhibitorios del SNC. El mecanismo basico de produccién de las
crisis, aunque no bien conocidos, seria el siguiente:

1. Existe inicialmente una actividad de descarga generada por la entrada de
Ca** y Na' al interior de la neurona, causando una despolarizacion
prolongada de la membrana. Esto generaria una punta en el EEG.

2. En condiciones normales, esta actividad es frenada mediante una
hiperpolarizacién mediada por los receptores GABA y los canales de K*.

3. lLas descargas repetidas originan un aumento del K* extracelular, del Ca?*
extracelular y de la activacibn mediada por los receptores NMDA, con lo
que se evita que tenga lugar la hiperpolarizacion normal.

Existen muchos mecanismos que pueden alterar la tendencia de las neuronas a
realizar descargas paroxisticas; en ocasiones se produce una transformacion de
toda un area neuronal que se convierte en hiperexcitable de forma cronica,
convirtiendose en un foco epiléptico: este proceso se conoce como

epileptogénesis (28).
2.3.2.4. DIAGNOSTICO

Se basa en la anamnesis.

— El EEG: método complementario de eleccion para demostrar el caracter
epiléptico de una crisis y es esencial para definir algunos sindromes
epilépticos.

No es un test que permita diagnosticar o excluir epilepsia por si mismo
(pueden aparecer alteraciones EEG en individuos normales (10-15%): si
aparece un EEG anormal en ausencia de clinica no se debe tratar con

anticonvulsivantes.
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— Neuroimagen (TAC/RM): indicada en casi todos los pacientes con crisis
epilépticas de comienzo reciente (excepcion: nifios con trastorno epiléptico
generalizado benigno).

RM: es mas sensible para detectar alteraciones estructurales del sistema
nervioso central.

— Diagnéstico diferencial: sincope, pseudocrisis, AIT, migrafia, narcolepsia e
hipoglucemia (28).

2.3.2.5. TRATAMIENTO

Farmacos anticonvuisivantes

La indicacion de comenzar un tratamiento epiléptico tras el diagnéstico de
epilepsia viene marcado por el riesgo de presentar nuevas crisis, el cual a su
vez depende de la etiologia (mayor riesgo si existe lesion estructural), la edad
(mayor en menores de 16 arfios y mayores de 60), el tipo de crisis (recurren
mas las parciales que las generalizadas) y el EEG (mayor riesgo si aparecen
descargas punta-onda en el primero realizado).

Una vez establecida la conveniencia de iniciar el tratamiento anticonvuisivo,
debe iniciarse una escalada de dosis lenta, con control de los niveles séricos
del farmaco si es posible, hasta alcanzar las dosis maximas toleradas sin
efectos secundarios. Si un primer farmaco no controla las crisis, es preciso
utilizar un segundo anticonvulsivante, generaimente manteniendo el
tratamiento previo hasta que se alcanzan niveles terapéuticos, hecho lo cual
se retira el primero de forma progresiva.

Aproximadamente un tercio de los pacientes no se controlan con monoterapia
y precisan la combinacién de diversos farmacos. No existe en la actualidad
una guia terapéutica Gnica para el uso de politerapia, pero generalmente se
combinan dos farmacos de primera linea a los que se puede anadir un tercero

de forma coadyuvante.

En un 70% de los nifios y un 60% de los adultos epilépticos con buen control
terapéutico puede suspenderse el tratamiento tras una temporada sin crisis.
No hay unos criterios comunes, pero se consideran signos favorables para
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permanecer sin crisis tras la retirada de medicacién la presencia de un EEG
normal, una exploracién neurolégica sin alteraciones, un tnico tipo de crisis, y
un periodo de 1 a 5 aiios sin crisis. La mayor parte de las recidivas sucede en
los tres primeros meses tras la retirada del tratamiento (28).

MECANISMO DE ACCION DE LOS ANTICONVULSIVANTES
Aunque la mayoria posee mecanismos de accion multipies, existen unos
mecanismos basicos compartidos por distintos farmacos:

« Inhibicién de los canales de Na': fenitoina, carbamazepina, topiramato.

» Inhibicion de los canales de Ca®*: fenitoina, valproico, etosuximida.

» Disminucién de liberacion de glutamato: lamotrigina.

+ Potenciacion de la funcidon de los receptores GABA: benzodiacepinas,
barbittricos.

« Aumento de la disponibilidad del GABA: gabapentina, tiagabina,
vigabatrina (28).
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Figura N°2. Tratamiento de las crisis epilépticas
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2.3.2.6. EFECTOS SECUNDARIOS MAS FRECUENTES DE LOS FARMACOS
ANTIEPILEPTICOS (FAE)

Son farmacos con gran capacidad para desencadenar efectos indeseados. Algunos
ensayos clinicos, con diferentes farmacos antiepilépticos, mostraron que fue
necesario suspender la medicacién entre un 9 y un 20% de los casos, debido a la
gravedad y a las molestias que ocasionaron (32).

Los efectos secundarios rara vez constituyen una amenaza vital para la persona,
reducen de forma significativa su calidad de vida y son un factor de riesgo para un
manejo ineficaz del régimen terapéutico.

La neurotoxicidad (somnolencia, dificultad para concentrarse, dificultad para la
coordinacion de movimientos, alteraciones cognitivas y conductuales, etc.) es el
efecto secundario por excelencia de estos farmacos. Aparece con mas frecuencia e
intensidad en los de 1° generacion y en algunos de la 2° generaciéon. En menor
medida en los de la 3°. Esta es la gran ventaja de estos fAirmacos sobre los farmacos
antiepilépticos clasicos (33).

Hay factores que dependen de la persona que implican mayor riesgo de desarrollar

efectos secundarios:

- Edad: Neonatos, lactantes, nifios y ancianos.

- Sexo: Mujeres. Las nifias en tratamiento con topiramato abandonan mas
frecuentemente el tratamiento por efectos secundarios que los nifios.
Ademas, los farmacos antiepilépticos pueden interaccionar con los
anticonceptivos orales (disminuyen su eficacia) y son teratégenos, por lo que
la terapia se debe ajustar en mujeres en edad fértil.

- Presencia de patologia asociada: insuficiencia renal y hepéatica. En estos
casos la dosis debe ajustarse. Se debe estar atento a la aparicion de efectos
secundarios aun a dosis inferiores a las habituales (34).

Efectos secundarios en los farmacos de 1° generacion
Son los mas graves y los mas conocidos.
- Somnolencia (efecto neurotéxico): todos, en especial el fenobarbital.
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Nauseas, vomitos, dolor epigastrico, anorexia: fenitoina y etosuximida.
Hiperplasia gingival: fenitoina en el 20% de los pacientes.

Nistagmo, ataxia, confusién, alucinaciones: intoxicacién por fenitoina.

Lupus eritematoso sistémico: fenitoina y etosuximida.

Hepatotoxicidad: fenitoina.

Alteraciones hematicas: aplasia medular (etosuximida), anemia (fenobarbital y
fenitoina) (35).

Efectos secundarios en los farmacos de 2° generacion

Menor nivel de toxicidad.

Somnolencia, sedacion, ataxia, dificultad para la coordinacion de
movimientos, nauseas, vomitos, anorexia: sobre todo con acido valproico,
carbamazepina y clonazepam. Son efectos que tienden a atenuarse con el
tiempo porque son farmacos que provocan tolerancia.

Diplopia, vértigo incoordinacién, hiponatremia: en intoxicacion por
carbamazepina.

Reacciones cutaneas: todos

Hepatotoxicidad: mucho mas leve que la provocada por fenitoina. La
excepcion en este grupo es la hepatotoxicidad grave que puede provocar el
acido valproico (36).

Alteraciones hematicas: aplasia medular con la carbamazepina (37).

Efectos secundarios en los farmacos de 3° generacion (38)

Se conocen menos, debido a que son de nueva aparicion.

Nauseas, vomitos, mareos, vision borrosa, diplopia: mas frecuente con
lamotrigina.

Somnolencia y sedacién: gabapentina y vigabatrina.

Confusion: vigabatrina (puede precipitar brotes psicéticos, se desaconseja su
uso en personas con antecedentes de psicosis).

Reacciones cutaneas gravés: lamotrigina (39).

En todos los farmacos antiepilépticos hay riesgo de falta de vitamina K y de acido
folico, por lo que puede haber riesgo de hemorragias (generalmente poco
importantes) y de malformaciones fetales a nivel del tubo neural (40).
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2.3.3. DESCRIPCION DEL MEDICAMENTO USADO COMO PATRON
COMPARATIVO EN EL PRESENTE ESTUDIO.

2.3.3.1. DIAZEPAM

Introduccion (41)

El diazepam es un farmaco derivada de la 1,4-benzodiazepina, con
propiedades ansioliticas, miorrelajantes, anticonvulsivantes y sedantes, sus
nombres comerciales son diacepin, valium y metildiazepinona entre otros.

El diazepam es usado para tratar estados de ansiedad y tension. Es la
benzodiazepina mas efectiva para el tratamiento de espasmos musculares.

Mecanismo de accién (42)

El acido gamma-aminobutirico (GABA) es el neurotransmisor inhibitorio mas
importante del sistema nervioso central (SNC). Actia sobre receptores
especificos denominados GABA 4 syc.

El GABA,, situado a nivel postsinaptico, es un receptor ionotrépico dado que
contiene un canal de cloro conformado por 5 subunidades. Si bien existen
muitiples combinaciones posibles de estas subunidades, la mas frecuente es
2 a- 2B-1y. Al unirse el GABA a su sitio de accion especifico se produce la
apertura de dicho canal, con la consiguiente entrada de cloro a la célula e
hiperpolarizacién de la misma, dando como resultado un efecto inhibitorio.

Las benzodiazepinas actian solamente sobre los receptores GABAa que
tienen presente la subunidad y.

Ejercen su accion aumentando la afinidad del GABA por su receptor y la
frecuencia de apertura del canal de cloro, sin modificar la conductancia del
mismo ni el tiempo de apertura del canal produciendo hiperpolarizacion de Ia
membrana quedando la neurona resistente a la excitacion.

Propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas (41), (42).

Las benzodiazepinas actian en general como depresores del SNC, desde
una leve sedacién hasta hipnosis o coma lo que depende de ia dosis. Se
piensa que su mecanismo de accion es potenciar o facilitar la accion
inhibitoria del neurotransmisor acido gamma aminobutinico (GABA), mediador
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de la inhibicién tanto en el nivel presinaptico como postsinaptico en todas las
regiones del SNC. Se absorbe bien en el tracto gastrointestinal y cuando se
inyecta en el musculo deltoides, en general la absorcion es rapida y completa.
Absorcion completa en el TGI, el diazepam se encuentra entre las
benzodiacepinas que se absorben mas rapidamente. Su absorcion es lenta y
erratica después de la administracion intramuscular. Se distribuye
ampliamente en el organismo. Se une a proteinas plasmaticas en 98,5 a
98,9%. Al administrar dosis repetidas de benzodiazepinas de vida media
larga se produce acumulacién del compuesto inalterado o de metabolitos
activos. El estado de equilibrio se alcanza en 5 a 14 dias. La eliminacion del
farmaco es lenta pudiendo durar por semanas. Su t;; es de 30 a 56 horas.
Metabolismo hepatico a metabolitos activos. Excrecion renal sélo una
pequeiia parte en las heces.

Indicaciones (41)
a) Ansiedad, insomnio (alivio de sintomas por corto tiempo).
b) Medicacion pre-anestésica (sedacién), procedimientos endoscopicos y
cardioversion (sedacion y amnesia anterégrada).
¢) Crisis convulsivas (tratamiento y coadyuvante) y estado epiléptico.
d) Espasmos musculares, tét'anos.
e) Abstinencia alcohdlica (alivio de sintomas agudos).

Dosis (41)
Estado epiléptico. Crisis convulsivas severas y recurrentes.
Adultos: Via intravenosa 5 a 10 mg repetidos ¢/10 a 15 minutos hasta
alcanzar una dosis maxima de 30 mg. Puede administrarse
con extrema cautela otro cicloen 2 a4 h.
Nifios : < 30 dias a 4 afios: Via intravenosa lenta 0,2a0,5mgc/2a 5
min hasta un maximo de 5 mg.
5 afos a mas: Via intravenosa lenta 1 mg ¢/ 2 a 5 min hasta un
maximo de 10 mg. Se puede repetir el ciclo en 2 a 4 h. de ser
necesario.
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Reacciones adversas (41)

Frecuentes: somnolencia, fatiga, ataxia (al inicio del tratamiento),
enrojecimiento, hinchazén o dolor en el lugar de la inyeccién.

Poco frecuente: depresion neuroldgica, cefalea, confusion, mareo, dolor
abdominal, estrefimiento o diarrea, vision borrosa, cambios en la libido,
retencién urinaria, sequedad de la boca, aumento de secreciones bronquiales,
depresioén respiratoria, bradicardia, alucinaciones, nerviosismo, insomnio,
rash, disfuncion hepatica.

Por discontinuacién abrupta: (dosis altas por periodos prolongados),
irritabilidad, nerviosismo, hasta convulsiones, delirio y paranoia, sudoracion,
dolor abdominal, nausea y vomito, hipersensibilidad, dolor, fotofobia y
taquicardia.

Su administracion via intravenosa puede producir dolor en el sitio de inyeccion
y en algunos casos tromboflebitis (debido a su solvente el propilenglicol).

Interacciones (41), (42).

Alcohol y depresores del SNC: Se incrementan los efectos depresores
del SNC.

Fentanilo: Aumento del riesgo de hipotension y depresién respiratoria;
reducir un tercio de la dosis del Fentanilo.

Carbamazepina: Disminuciéon de las concentraciones séricas de ambos
farmacos.

Cimetidina, anticonceptivos, eritromicina, isoniazida, omeprazol:
Prolongan los efectos del diazepam.

Antihipertensivos: Potencian los efectos hipotensores.

Levodopa: Disminucion del efecto del antiparkinsoniano.

Rifampicina: Disminuye concentraciones plasmaticas del diazepam,
ajustar la dosis.

Zidovudina: Incremento de la toxicidad del antiviral.
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2.3.4. FARMACO UTILIZADO COMO INDUCTOR: PENTILENTETRAZOL

Introduccion

El Pentilenotetrazol o Pentilentetrazol es un farmaco de accién estimulante del
sistema nervioso central muy potente que se ha prescrito como analéptico
para estimular el centro respiratorio, vagal y vasomotor del cerebro, para
contrarrestar los efectos de los depresores y para incrementar el flujo
sanguineo cerebral, especialmente en pacientes geriatricos. En inglés es
conocido con el nombre de Pentylenetetrazol (43).

Historia

Durante el tamizado de una serie de tetrazoles, los investigadores se dieron
cuenta que algunos olian a alcanfor. Esto llevé a probarlos como analépticos.
De entre todas las drogas probadas, algunas con actividad depresora,
depresora y estimulante al mismo tiempo y estimulantes puras, se selecciond
al pentilenotetrazol por su gran potencia estimulante en las pruebas. Se lanz6
a la practica clinica con una serie de nombres comerciales: Leptazol en
Inglaterra; Cardiazol en Alemania y Metrazol en otros paises (43).

Acciones farmacologicas

El pentilentetrazol es un farmaco ansiogénico prototipico que ha sido
extensamente utilizado en modelos animales para la epilepsia. Es usado
principalmente en estudios experimentales de mecanismos de ataques
epilépticos.

Por otro lado, una importante caracteristica del PTZ es la facilidad con la que
atraviesa la barrera hematoencefalica (44) vy la latencia del inicio de la crisis,
la cual es dependiente de la dosis suministrada, asi como de la edad del
animal (45).

Mecanismo de Accion

El pentilentetrazol (PTZ) es un antagonista no competitivo de los receptores
GABA, (interacciona con el sitio de union a picrotoxina) (46), (47).

Las manifestaciones conductuales causadas por el PTZ lo hacen un modelo
de crisis generalizadas (crisis de ausencia, cuando se emplean dosis bajas
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del PTZ (20 mg/kg de peso); o crisis ténico - clénicas, con dosis altas (mayor
de 50 mg/kg) (48), (49).

Puede ser administrado .en ratas neonatas y ratones adultos. Las
manifestaciones conductuales convulsivas son dependientes de la edad.

Las crisis ténico clénicas son observadas durante todo el desarrollo mientras
que las crisis clénicas son limitadas durante las dos primeras semanas
postnatales de vida (45), (50).

Es un modelo facil de usar y las crisis producidas generan baja mortalidad. El
PTZ es el modelo de primera eleccion para la investigacion de farmacos con

efecto anticonvulsivante (51).
2.3.5. TEST DE IRWIN- EVALUACION DEL PERFIL NEUROLOGICO

Es una prueba sistematica y observacional, llevada a cabo en ratones, que
evalia su comportamiento y estado fisiolégico frente al tratamiento con
diferentes drogas o farmacos. Este es uno de los métodos recomendados por
el ICH (International Conference on Harmonisation) para determinar posibles
efectos de compuestos candidatos activos sobre SNC; esta prueba brinda un
amplio rango de informacién que guia al investigador hacia el posible perfil
farmacolégico de la droga o farmaco evaluado.

Existen numerosas pruebas para determinar los efectos generales de un
farmaco con actividad en el SCN y sobre la funcion fisiolégica. Dentro de
estos se encuentran el procedimiento de observacion primaria originalmente
descrito por Irwin, 1968 y la bateria de observacion funcional descrito por
Moser et al., 1995. El test de Irwin puede ser usado para estimar la dosis letal
minima de una sustancia o fafraco en desarrollo, las dosis que generaran
respuesta sobre el SCN, y principalmente, para evaluar los efectos primarios
sobre la conducta y funciones fisioldgicas ocasionadas por la administracién
de esta sustancia a una dosis y via de administracion especificas.
Los datos obtenidos pueden ayudar a determinar el rango de la dosis para
ser probada en otros estudios de seguridad. Puede proporcionar una
orientacion inicial sobre la indicacion terapéutica, mecanismo de accion o
funcién especifica (52), (53).
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Para el procedimiento del test de Irwin, se administra la sustancia de prueba a
ratas o ratones, y después estos son observados durante las siguientes horas
y en el proximo dia. En los animales se observan conductas especialmente
relacionadas con neurotoxicidad, como excitacion, cola de Strauss, saltos,
hipersensibilidad a estimulos externos, estereotipia, y conducta agresiva, y
para conductas relacionadas a depresion del SNC, como sedacion, pérdida
del balance, perdida de la traccién, incoordinacion motora, hiposensibilidad a
estimulos externos, disminucién del tono muscular, acinesia, catalepsia e
hipotermia. Los efectos en la funcion autondémica, como respiracion, diametro
de las pupilas, temperatura corporal, salivacion y defecacion, son también
evaluados (52), (53). Ver ANEXO N° 10y 11

2.3.6. ENSAYOS DE TOXICIDAD AGUDA

Todas las pruebas descriptivas de toxicidad que se llevan a cabo con
animales se basan en 2 principios fundamentales. El primer principio es que
cuando se cumplen los requisitos adecuados, los efectos producidos por un
compuesto en los animales de laboratorio son aplicables a los seres
humanos. El segundo principio afirma que la exposicién de los animales de
experimentacion a dosis altas de los productos téxicos es un método valido y
necesario para descubrir posibles peligros para el hombre, ya que la
incidencia de un efecto en una poblacion aumenta a medida que se
incrementa la dosis de exposicion (52).

El ensayo por excelencia que se lleva a cabo en practicamente todas las
sustancias quimicas que tienen algan interés biolégico es el de toxicidad
aguda (53).

El objeto de las pruebas de toxicidad aguda proporciona un calculo
cuantitativo de la toxicidad aguda (DLsp). Identifican los 6rganos diana y otras
manifestaciones clinicas de toxicidad aguda. Establece la reversibilidad de la
respuesta toxica. Orientan en cuanto al intervalo de dosis para otros estudios
(52).
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La dosis letal media (DLsg) es la concentraciéon de la sustancia quimica, que
provoca el 50% de muerte de los animales, en un tiempo de exposicion
conocido (52).

El procedimiento inicial consiste en investigar una serie de rangos dosis del
compuesto en una Unica especie de animales. Esto requiere seleccionar una
via de administracién, preparar el compuesto de una forma adecuada para su
administracién por la via seleccionada y elegir una especie apropiada, el
objeto es comparar con otros compuestos relacionados y para estimar si sera
posible recurrir a esta via para estudios subsiguientes y mucho mas extensos de
toxicidad prolongada (53).

Fundamentalmente todos los ensayos de toxicidad aguda se llevan a cabo en
ratas o ratones debido a su bajo coste, su disponibilidad y el hecho de que
hay abundantes referencias de datos toxicolégicos sobre la mayoria de los
compuestos para estas especies, estos deben estar sanos y ser observados
por un periodo de tiempo (1 semana para ratas o ratones, 3 a 4 semanas
para perros) en el laboratorio 0 en animalarios centrales antes de los ensayos. La
secuencia para determinar la toxicidad aguda de un nuevo compuesto
consiste en una primera investigacion experimental preliminar de rangos o
intervalos de dosis, unas experiencias subsiguientes para estrechar el
intervalo de las dosis efectivas para determinar la letalidad y finalmente se
lleva a cabo una experiencia definitiva para establecer la curva de dosis-
respuesta para dicha letalidad (53).

2.3.6.1. METODO DE LORKE PARA LA DETERMINACION DE DLs,

El método de Lorke describe un método para la investigaciéon de la
toxicidad aguda de una sustancia desconocida, con la determinacion de la
DLso. 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 (54).

Este método propone la determinacion de toxicidad aguda en dos pasos.
Ademas esta basada en la suposiciéon de que la sustancia quimica a ser
investigada es completamente desconocida y que la investigacion sera
llevada con nimero minimo de animales experimentales (54).
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2.3.6.2. INFLUENCIA DE LA VIiA DE ADMINISTRACION SOBRE LA

TOXICIDAD.

ViA ORAL

La via oral es probablemente el tercer camino mas comin por el que
entran las sustancias quimicas en el organismo. El tracto gastrointestinal en los
animales de experimentacion puede considerarse como un tubo a través
del cuerpo que empieza en la boca y termina en el ano. Aunque esta
dentro del organismo, su contenido es esencialmente exterior a los fluidos
corporales por lo tanto en el tracto gastrointestinal las sustancias quimicas
solo pueden producir un efecto en la superficie de las células mucosas
que revistan dicho tracto, a menos que tenga lugar la absorcion del mismo
(53).

En condiciones normales sustancias quimicas o incluso alimentos
permanecen en la boca y el eséfago un tiempo demasiado corto para permitir
un grado importante de absorcion, de hecho el primer lugar desde que las
sustancias quimicas administradas por via oral pueden ser translocadas
eficazmente es el estbmago (o el rumen de aquellas especies que tienen
este 6rgano) (53).

La toxicidad de las sustancias quimicas administradas por via oral puede
variar segun la frecuencia con la que son y segln en qué condiciones se
hace, es decir, si son mezcladas con alimentos o administradas a un
estémago vacio. Worden y Harper (1963) citan estudios que contemplan
los dos casos y que muestran que la toxicidad de un medicamento
administrado por sonda oral puede ser considerablemente diferente de la
del mismo medicamento administrado mezclado con la racién (53).
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Tabla N° 1: Clasificacion de las sustancias de acuerdo a su toxicidad

aguda.
G CLASE ~DL50:(mglkg) -
— Extxr‘e'rn;aafﬁ'eﬁfe;téxica — <10 —
Toéxica 10-1000
Moderadamente toxica 100-1000
Ligeramente téxica >1000

Fuente: Lorke, 1983

2.3.7. DEFINICION DE TERMINOS (57), (58).

Amnesia anterégrada.- Amnesia para los acontecimientos que ocurren tras
el episodio que precipité el trastorno.

Analéptico.- Farmaco que actia como restaurador.

Angioedema.- Reaccion vascular que afecta a la dermis profunda de los
tejidos subcutaneos 0 mucosos.

Ansiedad.- Sentimiento de intranquilidad, desasosiego, agitacion, incerti-
dumbre y miedo, que aparece al prever una situacion de amenaza o de
peligro, generalmente de origen intrapsiquico mas que externo y cuya causa
suele ser desconocida 0 no admitida.

Anticonvulsivo.- Agente que suprime las convulsiones.

Asterixis.- Trastorno motor caracterizado por perdida intermitente de una
postura adoptada.

Atoxico.- Que no es venenosos o0 no es debido a un toxico.

Bradicinesia.- Lentitud anormal del movimiento.

Benzodiacepina.- Droga usada para tratar trastornos de ansiedad aumen-
tando la capacidad del neurotransmisor GABA para inhibir a células en el
cerebro.

Colestasis.- Detencion o supresion del flujo biliar por causas intrahepaticas o
extrahepaticas
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Convulsion.- Contraccion o serie de contracciones involuntarias violentas de
los musculos voluntarios, crisis central la que no es desencadenada por causa
externa, sino que depende de la lesidn del sistema nervioso central.

Corteza cerebral.- Es el manto de tejido nervioso que cubre la superficie de
los hemisferios cerebrales, es aqui donde ocurre la percepcion, la
imaginacion, el pensamiento, el juicio y la decisién.

Depresion.- Estado emocional anormal caracterizado por un excesivo
sentimiento de ftristeza, melancolia, desanimo, demérito, vacio y
desesperanza, en grado inapropiado y desproporcionado respecto a la
realidad.

Disgenesia.- Desarrollo defectuoso, malformacion.

Distonia.- Movimientos discinéticos debidos a un alteracion del tono de un
musculo

Dopamina.- Un neurotransmisor de monoamina, formado en el cerebro y
esencial para el funcionamiento normal del sistema nervioso central.

Dosis Letal Media (DLso).- Es la dosis (nica que, obtenida por estadistica, de
una sustancia de la que puede esperarse que produzca la muerte del 50 % de
los animales a los que se haya administrado. El valor de la DL50 se expresa
en peso de la sustancia por unidad de peso del animal (miligramos por kilo,
mg/kg).

Electroforesis.- Separaciéon de solutos i6nicos segln las diferencias en sus
velocidades de migracion en un campo eléctrico aplicado.

Extracto.- Es una sustancia, normalmente es un ingrediente activo de una
planta o tejido animal, que se prepara utilizando disolventes o evaporacion,
para separar la sustancia del material original.

GABA.- Un neurotransmisor inhibidor en el cerebro que acttia para reducir la
actividad o la proporcion de disparo de neuronas.

GABAA.- Son canales ionicos activados por ligando (también conocidos como
receptores inotrépicos.

Neurotransmisor.- Cualquiera de los numerosos agentes quimicos que
modifican 0 producen impulsos nerviosos entre las sinapsis. Noradrenalina
(también llamada Norepinefrina): Controla la alerta emocional y aumenta
atencion.
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Serotonina.- Un compuesto organico formado de triptéfano, hallado en tejido
animal y humano, especialmente el cerebro, suero sanguineo, y membranas
mucosas gastricas; activo en la vasoconstriccion, la estimulacion de los
musculos lisos, transmision de impulsos entre células del sistema nervioso, y
la regulacién de procesos ciclicos del cuerpo.

Solubilidad.- Cualidad o propiedad de ser soluble; susceptibilidad a
disolverse.

Toxico.- Veneno, cualquier sustancia que ingorporada al organismo es capaz
de producir graves alteraciones organicas o funcionales e incluso la muerte.
Trastorno.- Interrupcion o alteracion de las funciones normales o los sistemas
establecidos, como en el caso de un trastorno mental o nutricional.

Trastorno de Ansiedad.- Cualquiera de las afecciones diversas en las cuales
la ansiedad es el disturbio primario, o es el resultado de enfrentar una

situacién temida u objeto.
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CAPITULO Iil
MATERIALES Y METODOS
3.1. MATERIALES
3.1.1 MATERIAL BIOLOGICOS

e MUESTRA VEGETAL
En el presente estudio, se trabaj6é con las partes aéreas de Berberis boliviana
Lechler (Ch'eqche), recolectada en los cercos de las chacras del distrito de
Oropesa a una altitud de 3110 m.s.n.m, departamento de Cusco, localizado
en la provincia de Quispicanchis (ANEXO N°4).

o ANIMALES DE EXPERIMENTACION
Se utilizaron 55 ratones adultos hembras CEPA Balb/c/CNPB de 2 a 3 meses
de edad, con un peso entre 30 g a 40 g que se obtuvieron del bioterio del
Instituto Nacional de Salud de Lima. Los cuales contaron con el certificado
sanitario correspondiente (ANEXO N°2).

3.1.2 LUGARES DE EJECUCION
e Laboratorio de quimica organica de la carrera profesional de quimica.
e Laboratorio de farmacologia N-202 de la carrera profesional de Farmacia y
Bioquimica.

| 3.1.3 MATERIALES E INSTRUMENTOS DE LABORATORIO

3.1.3.1 MATERIALES DE CAMPO

o Tijeras de podar.

e Bolsas de polietileno.
¢ Bolsas de papel craft.
¢ Papel periédico.

¢ Cuaderno de campo.
e Etanol 96°.

e Rociador.

42



e Balanza.

3.1.3.2 MATERIALES DE LABORATORIO

e Baguetas.

¢ Lunas de reloj.

e Placas petri.

e Goteros.

e Embudos.

e Tubos de ensayo de 10y 15 ml.
e Vasos de precipitados de 50,100, 200 y 500 ml.
¢ Matraz Erlenmeyer de 1000 ml.
e Probetas de 100 y 1000 ml.

e Pipetas.

¢ Papel filtro.

¢ Pinzas para tubos de ensayo.

e Gradillas.

o Papel filtro.

e Algodén.

INSTRUMENTOS Y EQUIPOS DE LABORATORIO

¢ Alcoholimetro.

¢ Equipo de refiujo.

e Cocinas eléctricas.

o Estufas.

e Bafio Maria.

o Temmémetro ambiental.

¢ Rotavapor Buchi 215.

¢ Refrigeradora.

¢ Balanza digital.

e Balanza analitica con sensibilidad de 0,001 g.
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REACTIVOS

Solventes
¢ Solucién salina 0,9%.
e Agua destilada.
e Agua para Inyeccion.
e Etanol 40%, 50%, 70%, 90% y 96%.
e Metanol 99,95%.
e Acetona 99,5%.
e Acetato de etilo 99,94%.
e Cloroformo 99,5%.
e Eter de petréleo 99,95%.
e Hexano 92,0%
e Tolueno 99,5%.

Elementos y compuestos
¢ Limaduras de magnesio.
e Cloruro Férrico.
¢ Acido Clorhidrico al 1% y 5%.
¢ Acido Clorhidrico al 0,5N, 1INy ©.
e Acido Sulfurico ©.
e Amoniaco 25%.
e Cloruro férrico al 1%.
o Hidréxido de Sodio al 1%.
¢ Ninhidrina al 1%.

o Acetato de Cobre.

Reactivos para la Identificacién fitoquimica
s Benedict.
e Borntrager.
¢ Shinoda.
e Dragendortft.
o Baljet.
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3.1.3.3 MATERIALES DE GABINETE

e Computadora.

e Impresora.

o Bibliografia especializada.
o Papel bond A4.

3.1.3.4. DROGAS EMPLEADAS

¢ Diazepam (10 mg/2ml).

e Pentilentetrazol (8,5 mg/ml).

3.1.3.5. OTROS MATERIALES

o Jaulas de malla metalica.

¢ Jaulas de vidrio.

e Sonda metalica para administracién por via oral.
e Secadero.

e Jeringa descartables de 1mly 5ml.
¢ Guantes quirdrgicos descartables.
o Gorros.

o Mascarillas.

e Cronémetro.

e Camara fotografica y filmadora.

e Papel Aluminio.

e Papel toalla.

o Tijeras.

o Alimento para ratones (at libitium).
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3.2. DISENO METODOLOGICO
3.2.1. NIVEL Y TiPO DE INVESTIGACION

Para el estudio fitoquimico cualitativo se realizd un estudio transversal
descriptivo.

Para la determinacion de la actividad anticonvulsivante del extracto acuoso
de las partes aéreas de Berberis boliviana Lechler (Ch’'eqche) se realizo
un estudio cuasi-experimental de series cronolégicas con multiples grupos y
un disefio con grupo control y sin pre-prueba. Se dice que es cuasi-
experimental porque se cuenta con un grupo control y los animales de
experimentacion no se asignaron al azar, ya que los grupos se formaron
antes del experimento.

3.2.2. DISENO DE LA INVESTIGACION
3.2.2.1. DE LA ACTIVIDAD ANTICONVULSIVANTE

TABLA  N°2: DISENO EXPERIMENTAL DE LA ACTIVIDAD
ANTICONVULSIVANTE DEL EXTRACTO ACUOSO DE LAS PARTES AEREAS
DE Berberis boliviana Lechler (Ch’eqche)

G [X:[Y1|0: | O; [ Os | O
TGV 0:]0s | O | s
Y1 [ Og | O1o | O11 | Os2
Y1 | O3 | O1a | O15 | Oss
Y1 | O17| O1g | O1g | Ox

F‘ﬁénte: Elaboracion propia
Donde:
G; : Grupo control de 6 ratones albinos que recibieron agua estéril para
inyeccion 0,1 mi/10g de peso corporal v.i.p. Pasado 30 minutos se
administré Pentilentetrazol 85 mg/kg de peso corporal v.i.p.
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G

Gs

Gs

X4
Xz

Y1

: Grupo patrén de 6 ratones albinos a los que se les administré
diazepam 1 mg/kg de peso corporal v.i.p. Pasado 30 minutos se
administré Pentilentetrazol 85 mg/kg de peso corporal v.i.p.

: Grupo problema de 6 ratones albinos a los que se les administré 400
mg/kg de peso corporal del extracto acuoso de las partes aéreas de
Berberis boliviana Lechler (Ch’eqche) v.i.p. Pasado 30 minutos se
administré Pentilentetrazol 85 mg/kg de peso corporal v.i.p.

: Grupo problema de 6 ratones albinos a los que se les administré6 800
mg/kg de peso corporal del extracto acuoso de las partes aéreas de
Berberis boliviana Lechler (Ch’eqche) v.i.p. Pasado 30 minutos se
administré Pentilentetrazol 85 mg/kg de peso corporal v.i.p.

: Grupo problema de 6 ratones albinos a los que se les administr6 1200
mg/kg de peso corporal del extracto acuoso de las partes aéreas de
Berberis boliviana Lechler (Ch’eqche) v.i.p. Pasado 30 minutos se
administré Pentilentetrazol 85 mg/kg de peso corporal v.i.p.

: Agua estéril para inyeccion 0,1 ml/10g de peso corporal v.i.p.

: Diazepam 1 mg/kg de peso corporal v.i.p.

: Extracto acuoso de las partes aéreas de Berberis boliviana L.
(Ch’eqche) 400 mg/kg de peso corporal v.i.p.

. Extracto acuoso de las partes aéreas de Berberis boliviana L.
(Ch’eqche) 800 mg/kg de peso corporal v.i.p.

. Extracto acuoso de las partes aéreas de Berberis boliviana L.
(Ch’eqche) 1200 mg/kg de peso corporal v.i.p.

: Pentilentetrazol 85 mg/kg v.i.p. 30 minutos después de administrar X,
(n = 1 hasta 5).

04, Os, Oy, O43 O47: Primera medicion del tiempo con un cronémetro

después de la aplicacion del Pentilentetrazol, hasta donde se produjo la

primera convulsion clénica (periodo de latencia).

02, Og, 010, O14, O15: Observacion y conteo de convulsiones clénicas que

duran por lo menos 3 segundos después de la administracion de

Pentilentetrazol, durante 30 minutos.

03, 07, 044, 015, O19: Medicion del tiempo con un cronémetro de la duracion

de las convulsiones clonicas después de la aplicacion del Pentilentetrazol.
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04, Og, O12, 016, O29: Se observé la muerte o supervivencia de los animales
de experimentacion por grupo producida por la aplicacion del
Pentilentetrazol, después de los 30 minutos de evaluacion.

3.2.2.2. DE LA TOXICIDAD AGUDA POR VIA ORAL - METODO DE LORKE

Se realizé el ensayo de toxicidad aguda por via oral del extracto acuoso
de las partes aéreas de Berberis boliviana L. (Ch’egche) mediante el
método de LORKE desarrollandose las dos fases.

FASE I: Los cuatro grupos estuvieron formados por 3 animales de
experimentacién seguin el ANEXO N°16 del método de LORKE.

TABLA N°3: FASE | - DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL MEDIA DEL
EXTRACTO DE LA ESPECIE VEGETAL EN ESTUDIO POR EL METODO DE
LORKE.

) ‘( )

G, X, 5 21, Oa2s

Oa3, O37, 041 O4s

021 06! 010: 014! 018! 022! 0265 030!
Gy Xz

O34, O35, O42, Ose

O3, O7, 0141, O15, O19, O23, O27, O34,
Gs X3

O3s, O39, 043 O47

O4, Og, O42, O16, O20, O24, O2s, O32,
G4 Xs

O3, 040,044, Oss

Fuente: Elaboracion propia

Dénde:

G1, G2, G3, G4: Grupos de ratones Balb/c/CNPB 2 y 3 meses de edad con un
peso de 30 g — 40 g (cada grupo consta de 3 ratones).

X4: Se administro agua destilada 10 mi/kg (Grupo control).
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X2: Se administré extracto acuoso de las partes aéreas de Berberis boliviana
L. (Ch'eqche) 10 mg/kg de peso corporal.

X3: Se administré extracto acuoso de las partes aéreas de Berberis boliviana
L. (Ch'eqche) 100 mg/kg de peso corporal.

X4: Se administré extracto acuoso de las partes aéreas de Berberis boliviana
L. (Ch’eqche) 1000 mg/kg de peso corporal.

04, 0,, O3, O4: Se observo la presencia de efecto toxico agudo o muerte a los

5 minutos.

05, Og, O7, Og: Se observd la presencia de efecto toxico agudo o muerte a los

10 minutos.

0Og, 010, 011, O42: Se observo la presencia de efecto téxico agudo o muerte a

los 15 minutos.

O13, 044, O15, O46: Se observé la presencia de efecto tdéxico agudo o muerte a

los 30 minutos.

O17, 018, O19, O20: Se observé la presencia de efecto téxico agudo o muerte a

los 60 minutos.

021, 022, 023, O24: Se observo la presencia de efecto téxico agudo o muerte a

las 2 horas.

025, 026, O27, O28: Se observo la presencia de efecto téxico agudo o muerte a

las 6 horas.

039, 039, 031, O32: Se observé la presencia de efecto toéxico agudo o muerte a

las 24 horas.

033, O34, O35, O36: Se observd la presencia de efecto téxico agudo o muerte a

los 2 dias.

O3z, O3g, O39, O40: Se observé la presencia de efecto toxico agudo o muerte a

los 4 dias.

041, O42, O43, O44: Se observo la presencia de efecto toxico agudo o muerte a

los 7 dias.

O4s, Os6, O47, O45: Se observo la presencia de efecto téxico agudo o muerte a

los 14 dias.

FASE llI: Los grupos de la segunda fase estuvieron formados por un tnico
animal de experimentacion para cada dosificacion correspondiente. Las dosis,
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se determinaron con ayuda del ANEXO N°16 y estuvieron en funcion de los

resultados de la fase I.

TABLA N°4: FASE Il - DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL MEDIA DEL
EXTRACTO DE LA ESPECIE VEGETAL EN ESTUDIO POR EL METODO DE
LORKE.

Oz, Og, O10, O14, O1s, O22, Oz5, Oz0, O34,
G, X2

O33, O42, 046

03, 07, O14, O45, O4g, O23, O27, O34, O35,
Gs X3

O39, 043 O47

04, Og, O12, O16, O20, Oz4, O28, O32, Oszs,
G4 X,

O340, 044, Oss

Fuente: Elaboracion propia

Donde:
G4, G2, G3, G4: Grupos formados por 1 ratén Cepa Balb/c/CNPB con 2 a 3

X1:

X4t

meses de edad y un peso de 30 g—40 g.
Solucién que fue usada como blanco: Agua destilada 10 mi/lkg (Grupo
control).

: Se administrd 1600 mg/kg del extracto acuoso de las partes aéreas de

Berberis boliviana Lechler (Ch’eqche).

: Se administré 2900 mg/kg del extracto acuoso de las partes aéreas de

Berberis boliviana Lechler (Ch'eqche).
Se administr6 5000 mg/kg del extracto acuoso de las partes aéreas de
Berberis boliviana Lechler (Ch’eqche).

04, 0, O3, O4: Observacion de efecto téxico agudo o muerte a los 5 minutos.

05, Og, 07, Os: Observacion de efecto toxico agudo o muerte a los 10 minutos.
Og, 010, O11, O12: Observacion de efecto téxico agudo o muerte a los 15

minutos.
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O13, O14, O45, O46: Observacion de efecto téxico agudo o muerte a los 30
minutos.

O17, O1s, O19, O2: Observacion de efecto toxico agudo o muerte a los 60
minutos.

021, 022, 023, 024: Observacion de efecto toxico agudo o muerte a la hora.

025, 026, 027, O23: Observacion de efecto téxico agudo o muerte a las 2 horas.
029, O30, O31, O32: Observacion de efecto tdéxico agudo o muerte a las 6 horas.
033, Oa4, O35, O36: Observacion de efecto toxico agudo o muerte a las 24
horas.

O37, O3g, O39, O40: Se observo la presencia de efecto toxico agudo o muerte a
los 2 dias.

041, O42, O43, O4q: Se observd la presencia de efecto téxico agudo o muerte a
los 4 dias.

045, O4s, O47, O45: Se observo la presencia de efecto téxico agudo o muerte a
los 7 dias.

3.2.3 VARIABLES:
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TABLA N°5: OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES IMPLICADAS EN EL ESTUDIO FITOQUIMICO CUALITATIVO

DEFINICION
VARIABLE SUB- PROCEDIMIENTO UNIDAD DE
VARIABLE INDICADOR |NATURALEZA|MEDICION| ESCALA DE MEDICION MEDIDA
1. AZUCARES REDUCTORES: PRUEBA DE BENEDICT
A 0,5 mi de solucion de extracto agregar 0,2 mi del
reactivo de Benedict, calentar en bafio a ebulticién por 5
minutos y dejar enfriar.
2.GLICOSIDOS
A 200 mg de extracto se agrega 2 ml de HCL al 1%,
calentar por 5 minutos, enfriar y neutralizar con NaOH a!
1%, luego tratar con carbdn activado y filtrar, con porciones
Estudio de 0,5 ml de 1a solucién, realizar la prueba de Benedict
fitoquimico  del 3. AMINOACIDOS: PRUEBA DE NINHIDRINA ++4 Abundante
Ensayo Intensidad de A 0,5 mi de exiracto acidificarlo con HCL al 1%, agregar 2 .
extracto acuoso . . o X cantidad.
cualitativo de | formacién de L a 3 gotas de la solucion de ninhidrina al 1% calentar por 5 +— Moderada
de las partes , . Cualitativo . . minutos en bafio de agua a ebullicién ’
coloracion precipitado o Directa Ordinal cantidad
aéreas de 4. DETERMINACION DE FLAVONOIDES __. Ausencia
ylo desarrollo de : .
Berberis _ _ _ a. REACCION DE SHINODA
bolivian L precipitacion | coloracion. A 0,5 ml de extracto agregar algunas limaduras de
a ) magnesio metdlico mids 2 a 3 gotas de HCL
(Ch'eqche). concentrado, indican prueba positiva coloraciones.

b. PRUEBA DE AMONIACO
A una pequefia porcién de papel filtro dejar caer de 1 a
2 gotas de extracto, observar el color y la fluorescencia
a laluz UV.

COMPUESTOS FENOLICOS
A 0,5 mi de extracto agregar 1 a 2 gotas de cloruro fé&rrico
al 1% en solucidn acuosa.

FUENTE: ELABORACION PROPIA

Continta...
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... Siguiente

DEFINICION
VARIABLE SUB- PROCEDIMIENTO UNIDAD DE
VARIABLE INDICADOR |NATURALEZA| MEDICION { ESCALA DE MEDICION MEDIDII\)
. QUINONAS
A 0,2 ml de extracto agregar 0,4 m! de &cido sulfirico
concentrado,
[7.ALCALOIDES
Solubilizar 0,5 g de extracto con HCL al 5%, filtrar.
REACCION DE DRAGENDORFF
A 0,5 ml de fa solucién acida agregar 2 a 3 gotas del reactive
de Dragendorff.
) B.TANINOS
Estudio A 0,5 ml de extracto adicionar 2 a 3 gotas de cloruro férrico al
fitoquimico del E 1%.
extracto acuoso nse-lyo Intensidad de 5. SAPONINAS: PRUEEA DE ESPUWA ++ Abundante
cualitativo ) Aproximadamente 0,1 g del extracto se solubiliza en 5 ml de cantidad.
de las partes de formacién de Cualitativo agua o en 5 ml de etanol al 40%, filtrar si es necesario, el | +—: Moderada
aéreas de | . precipitado o Directa Ordinal | fitrado agitar vigorosamente por 30 segundos. cantidad
Berberis coloracion desarrollo de 10. RESINAS - - Ausencia.
.. ylo . A 0.2 ml de extracto agregar 2 a 3 gotas del reactivo
boliviana precipitacion coloracion. acatato de cobre.
Lechler 11. LACTONAS
(Ch’ eqche). A 2 mi de extracto agregar 2 a 3 gotas del reactivo de Baljet

12. CUMARINAS

a. PRUEBA DE HIDROXIDO DE SODIO
A 0,2 g de extracto afiadir 2 ml de agua destilada, cubrir el
tubo con papel filtro humedecido con hidréxido de sodio al
10%, mantener en bafio de agua hasta ebullicién por varios
minutos. Luego exponer el papel a la luz UV.

b. PRUEBA DE BALJET
A 0,5 ml de extracto agregar 2 a 3 gotas de reactivo de
Baljet

FUENTE: ELABORACION PROPIA
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3.2.3.1 VARIABLES IMPLICADAS EN EL ESTUDIO FITOQUIMICO
CUALITATIVO

> ESTUDIO FITOQUIMICO.

DEFINICION CONCEPTUAL.:

Métodos y técnicas aplicadas; tales como series de extraccion, de
separacién, purificaciébn, ensayos de coloracién, precipitacion vy
determinacion estructural; para determinar los diferentes constituyentes

quimicos presentes en la especie vegetal a estudiar (63).

> SUB - VARIABLES:

ENSAYOS CUALITATIVOS DE COLORACION, PRECIPITACION:

DEFINICION CONCEPTUAL:

Procedimientos realizados para medir de manera cualitativa la
concentracién o cualquier otra propiedad de los diferentes constituyentes
fitoquimicos de una especie en estudio mediante reacciones quimicas que
forman un producto insoluble y/o coloreado (63).

DEFINICION OPERACIONAL.:

1. INDICADOR: INTENSIDAD DE FORMACION DE PRECIPITADO O

DESARROLLO DE COLORACION.
DEFINICION OPERACIONAL:

= NATURALEZA : Cualitativo
» FORMA DE MEDICION : Directa
«ESCALA : Ordinal

» PROCEDIMIENTO DE MEDICION:
AZUCARES REDUCTORES — PRUEBA DE BENEDICT: A 0,5 ml de
solucion de extracto agregar 0,2 ml del reactivo de Benedict, calentar
en bafo a ebullicion por 5§ minutos y dejar enfriar.
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GLICOSIDOS: A 200 mg de extracto se le agrega 2 ml de HCL al 1%,
calentar por 5 minutos, enfriar y neutralizar con NaOH al 1%, luego
tratar con carbén activado y filtrar, con porciones de 0,5 ml de la
solucién, realizar la prueba de Benedict.

AMINOACIDOS ~ PRUEBA DE NINHIDRINA: A 0,5 mi de extracto
acidificarlo con HCL al 1%, agregar 2 a 3 gotas de la solucién de
ninhidrina al 1% calentar por 5 minutos en bafio de agua a ebullicion
DETERMINACION DE FLAVONOIDES:

a. Reaccién de Shinoda

A 0,5 ml de extracto, agregar algunas limaduras de magnesio
metalico mas 2 a 3 gotas de HCL concentrado, indican prueba
positiva coloraciones.
b. Prueba de amoniaco
A una pequefia porcion de papel filtro dejar caer de 1 a 2 gotas de
extracto, observar el color y la fluorescencia a la luz UV.
COMPUESTOS FENOLICOS: A 0,5 ml de extracto agregar 1 a 2
gotas de cloruro férrico al 1% en solucién acuosa.
QUINONAS: A 0,2 ml de extracto agregar 0,4 ml de acido sulfurico ©.
ALCALOIDES: Solubilizar 0,5 g de extracto con HCL al 5%, filtrar.
REACCION DE DRAGENDORFF: A 0,5 ml de la solucién acida
agregar 2 a 3 gotas del reactivo de Dragendorff. '
TANINOS: A 0,5 ml de extracto adicionar 2 a 3 gotas de cloruro férrico
al 1%.
SAPONINAS - PRUEBA DE ESPUMA:. Aproximadamente 0,1 g del
extracto se solubiliza en 5 ml de agua o en 5 ml de etanol al 40%,
filtrar si es necesario, el filtrado agitar vigorosamente por 30
segundos.
RESINA: A 0,2 mi de extracto agregar 2 a 3 gotas del reactivo acetato
de cobre.
LACTONAS: A 2ml de extracto agregar 2 a 3 gotas de reactivo de
Baljet
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CUMARINAS:

a.

Prueba de hidréxido de sodio
A 0,2 g de extracto afiadir 2 ml de agua destilada, cubrir el tubo con
papel filtro humedecido con hidréxido de sodio al 10%, mantener
en bafio de agua hasta ebullicibn por varios minutos. Luego
exponer el papel a la luz UV.

. Prueba de Baljet: A 0,5 ml de extracto agregar 2 a 3 gotas de

reactivo de Baljet
UNIDAD DE MEDIDA:

Abundante cantidad (+ +), moderada cantidad (+ —), ausencia (— -).
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TABLA N°6: OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES IMPLICADAS EN LA ACTIVIDAD ANTICONVULSIVANTE

DEFINICION
VARIABLES
] Nl PROCEDIMIENTO UNIDAD DE
INDEPENDIENTES | INDICADORES NATURALEZA MEDICIONESCALA| INSTRUMENTO
DE MEDICION MEDIDA
Se calcula la cantidad de extracto
Extracto  acuoso segin el peso de cada uno de los
de las partes | Dosis del animales de experimentacién y luego
. . mg/kg de
aéreas de | extracto - . i se procede a pesar la cantidad
. Cuantitativo | Directa | Razon Balanza . peso del
Berberis boliviana | acuoso al calculada en una balanza analitica "
raton
Lechler 100% para posteriormente formar una
(Ch’eqche) solucion adecuada para la
administracién por via .P.

FUENTE: ELABORACION PROPIA

Continta...
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...siguiente

DEFINICION
VARIABLES
PROCEDIMIENTO UNIDAD DE
DEPENDIENTES | INDICADORES NATURALEZA| MEDICIONESCALA| INSTRUMENTO
_ DE MEDICION MEDIDA
Tiempo que transcurrié desde que
Periodo de o ) i se administré el Pentilentetrazol
) Cuantitativo | Directa | Razén [ Cronémetro . Segundos
latencia hasta que se presenté la primera
convulsion.
. Numero de convulsiones clénicas
Nimero de Nro. de
) i L . que duran por lo menos 3
Actividad convulsiones | Cuantitativo | Directa | Razén | Crondémetro convulsiones/30
) . ] segundos después de Ia .
Anticonvulsivante | tipo clénicas . , . ) minutos
administracion de Pentilentetrazol.
del Extracto | _
Tiempo de
acuoso de las . - .
duracién de Se midi6 la duraciéon de las
partes aéreas de o . ] . .
_ . las Cuantitativo | Directa | Razén | Cronometro | convulsiones clonicas en Segundos
Berberis boliviana ]
convulsiones segundos.
Lechler . ‘
. clénicas
(Ch'eqgche). - -
Transcurridos los 30 minutos
después de la administracion de
. , | Cronémetroy | Pentilentetrazol se procedié al Muere y/o
Mortalidad | Cuantitativo | Directa | Razon . y
observacion | conteo de ratones muertos y sobrevive
sobrevivientes por cada grupo

FUENTE: ELABORACION PROPIA
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3.2.3.2 VARIABLES IMPLICADAS EN LA ACTIVIDAD ANTICONVULSIVANTE
A. VARIABLES INDEPENDIENTES

» EXTRACTO ACUOSO DE LAS PARTES AEREAS DE Berberis

boliviana Lechler (Ch’eqche).

DEFINICICN CONCEPTUAL:

Preparados concentrados de los constituyentes activos de las drogas
crudas, obtenidas mediante extraccion. La cantidad total se expresa con
relacién a alguna caracteristica del sujeto, por ejemplo en funcién del

peso corporal (63).

DEFINICION OPERACIONAL:
INDICADOR: DOSIS DE EXTRACTO ACUOSO AL 100%.

DEFINICION CONCEPTUAL:

Es la cantidad de extracto disuelto en solucion fisioldégica o0 agua
destilada administrado por via intraperitoneal, dosificado por kilogramo
de peso corporal del animal de experimentacion (67). Con el fin de
producir el efecto anticonvulsivante.

DEFINICION OPERACIONAL:

= NATURALEZA : Cuantitativo
» FORMA DE MEDICION : Directa

= ESCALA : Razén

« INSTRUMENTO DE MEDICION : Balanza

» PROCEDIMIENTO DE MEDICION: Se calcula la cantidad de extracto
segun el peso de cada uno de los animales de experimentacion y luego se
procede a pesar la cantidad calculada en una balanza analitica para
posteriormente formar una solucién adecuada para la administracion por

via l.P.
= UNIDAD DE MEDIDA: mg/kg de peso de ratén.
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B. VARIABLE DEPENDIENTE

» ACTIVIDAD ANTICONVULSIVANTE

DEFINICION CONCEPTUAL:
El blogueo o supresion de los episodios convulsivos en sus diferentes
formas impidiendo su aparicién indica una actividad anticonvulsivante.

DEFINICION OPERACIONAL

1. INDICADOR: PERIODO DE LATENCIA.
DEFINICION CONCEPTUAL: Es el tiempo desde la aplicacion del
farmaco hasta la aparicion del primer efecto farmacoldgico (78).

DEFINICION OPERACIONAL:

= NATURALEZA : Cuantitativo
» FORMA DE MEDICION : Directa
sESCALA : Razén

= INSTRUMENTO DE MEDICION  : Cronémetro
= UNIDAD DE MEDIDA : Minutos

» PROCEDIMIENTO DE MEDICION : Tiempo que transcurrié desde la
administracion del Pentilentetrazol hasta que se presento la primera
convulsién clénica.

2. INDICADOR: NUMERO DE CONVULSIONES TIPO CLONICAS.
DEFINICION CONCEPTUAL: Estas se definen como episodios de
espasmos miclonicos repetitivos que duran por lo menos 3 segundos

(79).
DEFINICION OPERACIONAL:

= NATURALEZA : Cuantitativo
= FORMA DE MEDICION : Directa
»ESCALA : Razén

= INSTRUMENTO DE MEDICION

: Cronémetro.
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= PROCEDIMIENTO DE MEDICION : Numero de convulsiones
clénicas que duran por lo menos 3 segundos después de la
administracion de Pentilentetrazol y durante 30 minutos.

= UNIDAD DE MEDIDA: Nro. de Convulsiones/30 minutos.

. INDICADOR: TIEMPO DE DURACION DE LAS CONVULSIONES

CLONICAS.
DEFINICION CONCEPTUAL: Una disminucion de la duracién de las

convulsiones clénicas indica un efecto anticonvulsivante (79).

DEFINICION OPERACIONAL:

= NATURALEZA : Cuantitativo
= FORMA DE MEDICION : Directa

= ESCALA : Razén

= INSTRUMENTO DE MEDICION  : Cronémetro

» PROCEDIMIENTO DE MEDICION : Se midi6 la duracion de las
convulsiones clénicas en segundos.

= UNIDAD DE MEDIDA: Segundos

. INDICADOR: MORTALIDAD.

DEFINICION CONCEPTUAL: Nimero proporcional de defunciones en
poblacion o tiempo determinado (57).

DEFINICION OPERACIONAL:

*NATURALEZA : Cuantitativo
= FORMA DE MEDICION : Directa
«ESCALA : Razén

«INSTRUMENTO DE MEDICION :Crondmetro y observacion

= PROCEDIMIENTO DE MEDICION: Transcurridos los 30 minutos
después de la administracion de Pentilentetrazol se procedi6 al conteo
de ratones muertos y sobrevivientes por cada grupo

= UNIDAD DE MEDIDA: Muere y/o sobrevive.
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TABLA N°7: OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES IMPLICADAS EN LA TOXICIDAD AGUDA

VARIABLES DEFINICION
PROCEDIMIENTO UNIDAD DE
INDEPENDIENTES | INDICADORES |NATURALEZA| MEDICION| ESCALA | INSTRUMENTO DE MEDICION MEDIDA
Se prepard el extracto a las
distintas concentraciones reque-
Extracto acuoso de . .
Dosis del ridas en mg/kg, una vez
las partes aéreas ) . mg/kg de
. | Extracto o . obtenidos estos, se hizo un
de Berberis Cuantitativo | Directa Razén Balanza . peso del
. acuoso al calculo de dosis, el cual se
boliviana  Lechler . raton
100% obtuvo pesando al animal de
(Ch'eqche) . . ,
experimentacién y se procedié a
la administracion.
DEFINICION
VARIABLES
PROCEDIMIENTO UNIDAD DE
DEPENDIENTES | INDICADORES NATURALEZA! MEDICION ESCALA | INSTRUMENTO DE MEDICION MEDIDA
Se procedié a administrar a cada .
Toxicidad aguda . Dosis del
Numero de grupo la concentracion
del Extracto acuoso . ) extracto que
ratones Observacion del | correspondiente de extracto por .
de las partes _ . . ) . ocasiona la
.| muertos por el | Cuantitativo | Directa | Ordinal | nimero de | via oral y se observé la perdida | -
aéreas de Berberis . . . muerte del
método de muertes de signos vitales de los animales
boliviana  Lechler ) 50% de
Lorke desde los 5 minutos hasta los 14
(Ch'eqche) dias ratones.

FUENTE: ELABORACION PROPIA

Contintda...
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...Siguiente

DEFINICION
VARIABLES N!
PROCEDIMIENTO UNIDAD DE
DEPENDIENTES | INDICADORES INATURALEZA| MEDICIONESCALA| INSTRUMENTO DE MEDICION MEDIDA
Toxicidad aguda Después de la administracion se
del Extracto acuoso realizé observaciones evaluando
de las partes | Signos de L ) Nomi- | Cronémetro vy | presencia de signo de neurotoxicidad | ® Presencia.
, . Cualitativa Directa .

aéreas de Berberis | Neurotoxicidad nal | observacion por lo menos una vez cada 30 | e Ausencia.
boliviana  Lechler minutos durante las primeras 4 luego
(Ch’eqche). alas 12 h y finalmente a las 24 h.

FUENTE: ELABORACION PROPIA
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3.2.3.3 VARIABLES IMPLICADAS EN LA TOXICIDAD AGUDA

A. VARIABLES INDEPENDIENTES

» EXTRACTO ACUOSO DE LAS PARTES AEREAS DE Berberis boliviana
Lechler (Ch’eqche).

DEFINICION CONCEPTUAL.:
Preparados concentrados de los constituyentes activos de las drogas

crudas, obtenidas mediante extraccidn. La cantidad total se expresa con

relacion a alguna caracteristica del sujeto, por ejemplo en funcién del peso

corporal (63).

DEFINICION OPERACIONAL.:

INDICADOR: DOSIS DE EXTRACTO ACUOSO AL 100%.

DEFINICION CONCEPTUAL:
Es la cantidad de extracto disuelto en solucion fisiolégica o agua

destilada administrado por via oral, dosificado por kilogramo de peso

corporal del animal de experimentacién (67).

DEFINICION OPERACIONAL:

* NATURALEZA : Cuantitativo
» FORMA DE MEDICION : Directa

s ESCALA : Razén

INSTRUMENTO DE MEDICION : Balanza

PROCEDIMIENTO DE MEDICION: Se prepard el extracto a las
distintas concentraciones requeridas en mg/kg, una vez obtenidos
estos, se hizo el calculo de dosis, el cual se obtuvo pesando al animal
de experimentacion y se procedié a la administracion.

UNIDAD DE MEDIDA: mg/kg de peso del raton.
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B. VARIABLE DEPENDIENTE

» TOXICIDAD AGUDA DEL EXTRACTO ACUOSO

DEFINICION CONCEPTUAL:

Es la capacidad de una sustancia para producir efectos adversos tras una

sola dosis que se manifiesta en segundos, minutos, horas o dias después de

su administracion por via oral. La toxicidad aguda se manifiesta con la dosis

letal media (DLs) es decir dosis de la sustancia que produce la muerte en un
50% de la poblacién (53).

1.

2,

INDICADOR: NUMERO DE RATONES MUERTOS POR EL METODO
DE LORKE

DEFINICION OPERACIONAL: La (DLsy) se determina calculando la
media geométrica de la dosis para las cuales se encuentre 0/0 y 1/1
muertes de manera subsecuente en la segunda fase de la prueba.

= NATURALEZA : Cuantitativo
* FORMA DE MEDICION : Directa
= ESCALA : Ordinal

» INSTRUMENTO DE MEDICION: Observacién del niimero de muertes.

= PROCEDIMIENTO DE MEDICION: Se procedié a administrar a cada
grupo la concentracion correspondiente de extracto por via oral y se
observé la pérdida de signos vitales de los animales desde los 5
minutos hasta los 14 dias.

= UNIDAD DE MEDIDA: Dosis del exiracto que ocasiona la muerte del
50% de ratones

INDICADOR: SIGNOS DE NEUROTOTOXICIDAD
DEFINICION CONCEPTUAL: Conjunto de efectos secundarios de
un tratamiento sobre el sistema nervioso central (68).

DEFINICION OPERACIONAL:
= NATURALEZA : Cualitativo
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FORMA DE MEDICION : Directa

ESCALA : Nominal

INSTRUMENTO DE MEDICION : Cronémetro y observacion
PROCEDIMIENTO DE MEDICION: Después de la administracion se
realizd observaciones evaluando presencia de signo de
neurotoxicidad por lo menos una vez cada 30 minutos durante las
primeras 4 luego a las 12 h, 24 h y finalmente a las 48 h.

UNIDAD DE MEDIDA: Presencia o Ausencia.
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TABLA N°8: OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES IMPLICADAS EN LA EVALUACION DEL PERFIL
NEUROLOGICO DEL EXTRACTO ACUOSO DE LAS PARTES AEREAS DE Berberis boliviana L. (Ch’eqche)

DEFINICION
INDEPENDIENTES | INDIGADORES |NATURALEZA] MEDICION] ESCALA | INSTRUMENTO PROCEDIMIENTO UNIDAD DE
DE MEDICION MEDIDA
Se prepar6 el extracto a las
distintas concentraciones reque-
Extracto acuoso de ] i
Dosis del ridas en mgkg, una vez
las partes aéreas . . mg/kg de
. | Extracto L . obtenidos estos, se hizo un
de Berberis Cuantitativo | Directa Razén Balanza . peso del
. acuoso al célculo de dosis, el cual se
boliviana  Lechler . raton’
100% obtuvo pesando al animal de
(Ch'eqche)

experimentacién y se procedié a
la administracion.

FUENTE: ELABORACION PROPIA

Continuara...

67




... Siguiente

DEFINICION
VARIABLE
DEPENDIENTE | INDICADORES |NATURALEZA| MEDICIGN|ESCALA| INSTRUMENTO | PROCERIMENTO UNIDAD DE MEDIDA
Estado de Cronometro Evaluacion test de + : Presencia y/o leve i
>ace Cuslitatvo | Directa | Ordinal oy _ N Nomoncie y/o leue inorementa
vigilancia observacion Irwin. - : Ausencia y/o leve disminucién.
. _ ) . Cronometro y Evaluacién test de * 1 Presencia y/o leve incremento
Comportamiento Cualitativo Directa Ordinal . . N : Normal
observacion Irwin. - 1 Ausencia y/o leve disminucion.
Excitacion  del . ) Cronometro y Evaluacién test de + : Presencia y/o leve incremento
Cualitativo Directa Ordinal . . N : Nomal
SNC observaciéon Irwin, - : Ausencia y/o leve disminucién.
. Depresion  del Cronometro Evaluacién test de + : Presencia y/o leve incremento
Evaluacion ~ del | °F Cualitativo | Directa | Ordinal oy N : Nomnal
. SNC observacién Irwin, - 1 Ausencia y/o leve disminucién.
perfii  neuroldgico ' i
Signos L . ) Cronometro y Evaluacién test de + : Presencia y/o leve incremento
del extracto acuoso Cualitativo Directa Ordinal . . N : Normal
autonémicos observacion Irwin. - : Ausencia y/o leve disminucion.
de las partes o | Cuntiat birect Ordinl Cronometro y Evaluacién test de ; : l;resenlcia y/o leve incremento
. ecto oculares ualitativo irecta i ) - : Noma
aéreas de Berberis observacién Irwin, - : Ausencia y/o leve disminucion.
boliviana L. ] Cronometro y Evaluacién test de + : Presencia y/o leve incremento
Tono muscular Cualitativo Directa Ordinal . . N : Normal
(Ch'eqche) observacién Irwin, - : Ausencia y/o leve disminuci6n.
. . Cronometro y Evaluacién test de + : Presencia y/o leve incremento
Reflejos Cualitativo Directa Ordinal . . N : Nomal
observacién Jrwin, - ¢ Ausencia y/o leve disminucién.
Observaciones ) Cronometro y Evaluacion test de * . Presencia y/o leve incremento
. Cualitativo Directa Ordinai . . N : Normal
dérmicas observacion Irwin, - : Ausencia y/o leve disminucion.
) Cronometro y Evaluacién test de + 1 Presencia y/o leve incremento
Muerte Cualitativo Directa Ordinal . . N : Normal
observacion frwin, .

: Ausencia y/o leve disminucion.

FUENTE: ELABORACIGN PROPIA
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TABLA N°9: OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES INTERVINIENTES

VARIABLES NO IMPLICADAS

VARIABLES

INDICADORES

De la planta en

e Partes a recoger y estadio de crecimiento
(tallos, hojas y flores al inicio de la floracién).
¢ Altura de recoleccion (3100 msnm).

de los extractos

estudio
eSecado del material vegetal (ambiente
ventilado sin luz solar).
De los animales | Edad (2 — 3 meses).
E de ¢ Sexo (hembras).
:'=_-' experimentacion | e Peso (30 g — 40 g).
n>: ¢ Tipo de extraccion (dec_:occién).
uE.l eSolvente utilizado (agua estérii para
Del extracto inyeccion).
¢ Evaporacion del solvente (rotavapor).
¢ Prueba de solubilidad.
De la |eVia de administracion (actividad
administraciéon anticonvulsivante v.i.p, toxicidad aguda V.O).

¢ Vehiculo (agua estéril para inyeccion).

FUENTE: ELABORACION PROPIA

TABLA N°10: OPERACIONALIZACION DE LA PRUEBA DE SOLUBILIDAD

VARIABLE INTERVINIENTE : DEL EXTRACTO
INDICADOR: PRUEBA DE SOLUBILIDAD
DEFINICION
. PROCEDIMIENTO DE UNIDAD DE
NARTURALEZA | MEDICION | ESCALA
MEDICION MEDIDA
S
€ coloco pequefias + +: Abundante
cantidades del extracto en .
cantidad.
estudio en diferentes tubos de
. + — Moderada
L . ] ensayo, seguidamente a cada
Cualitativo Directa Ordinal . cantidad
tubo se le ariadi6é el solvente A )
correspondiente de entre 5a | usencia.
10 gotas, se agito vy
homogeneizo.

FUENTE: ELABORACION PROPIA
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3.2.3.4 VARIABLES NO IMPLICADAS
A. VARIABLES INTERVINIENTES

Por ser un estudio cuasi-experimental se consideré dentro de las variables
intervinientes las variables de la planta y de los animales de
experimentacion (ratones); para ubicar las unidades experimentales en su
respectivo grupo tratando de hacerlos lo mas homogéneo posible.

oDE LA PLANTA EN ESTUDIO
Se tomo6 en cuenta:

Partes a recoger y estadio de crecimiento:
Se recolectaron las partes aéreas de Berberis boliviana Lechler
(Ch’eqche) que incluyen tallos, hojas y flores al inicio de la floracion.

Altitud de recoleccion:
Se recolect6é a 3100 msnm (Distrito de Oropesa).

Secado del material vegetal:
Las hojas, tallos y flores de Berberis boliviana Lechler (Ch’eqche), se
secaron en un ambiente ventilado y aislado de la luz solar.

«DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se tom6 en cuenta:

Edad:
Variable del sujeto cuya definicion es el tiempo transcurrido desde el

nacimiento de la unidad experimental hasta el momento de la
experimentacion, se seleccion6 a los animales con 2 - 3 meses.

Sexo:
Variable del sujeto de escala nominal en hembras y machos, se utilizaron

animales hembras:
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Peso:

Variable del sujeto que se define como la masa que presenta cada unidad

experimental. Se utilizaron animales con un rango de entre 30 - 40 g.

e DEL EXTRACTO
Se considero:

Tipo de extraccion:

Se obtuvo por el proceso de decoccion.

Solvente utilizado:

‘Agua estéril para inyeccion.

Evaporacion del solvente:

El extracto obtenido de la decoccion se evaporo a sequedad con ayuda

del rotavapor a una presion reducida de 95 mm de Hg.

Prueba de solubilidad:

El extracto obtenido fue evaluado frente a diferentes solventes en orden

creciente de polaridad, con la finalidad de conocer su naturaleza.

DEFINICION CONCEPTUAL.:
La solubilidad es una medida de la capacidad de una determinada

sustancia para disolverse en otra (36).

DEFINICION OPERACIONAL.:

» NATURALEZA : Cualitativo
» FORMA DE MEDICION : Directa

» ESCALA : Ordinal

PROCEDIMIENTO DE MEDICION: Se colocod pequefias cantidades
del extracto en estudio en diferentes tubos de ensayo, seguidamente
a cada tubo se le afiadio el solvente correspondiente de entre 5 a 10
gotas, se agito y homogeneizb.

UNIDAD DE MEDIDA:

Abundante cantidad (+ +), moderada cantidad (+ -), ausencia (- -).
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«DE LA ADMINISTRACION DE LOS EXTRACTOS:
Se tomo en cuenta:

Via de administracion:

El extracto acuoso de las partes aéreas de Berberis boliviana Lechier
(Ch'eqche) se administr6 por via intraperitoneal (actividad
anticonvulsivante) y via oral (toxicidad aguda).

Vehiculo:

Se emple6 como vehiculo agua estéril para inyeccion libre de pirégenos.

3.2.4 CRITERIOS DE SELECCION (INCLUSION Y EXCLUSION)

DEL MATERIAL VEGETAL

SE INCLUYEN:

Se recolecto todas aquellas plantas integras que incluyeron hojas, tallos y
flores de Berberis boliviana Lechler (Ch'eqche) que no estuvieron
marchitas, libres de pesticidas, hongos y particulas de polvo.

SE EXCLUYEN:
Muestras vegetales que estaban en mal estado, dafadas, secas o que
sufrieron ataque de bacterias, hongos, plagas, etc.

DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION

SE INCLUYEN:
Ratones albinos CEPA CEPA Balb/c/CNPB de 2 - 3 meses de edad, con
un peso de 30 -40 g.

SE EXCLUYEN:

Ratones albinos que posean alguna enfermedad, que sobrepase el peso
promedio o con bajo peso
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3.3 PROCEDIMIENTOS:

3.3.1. MUESTREO Y PREPARACION DE LA MUESTRA VEGETAL

RECOLECCION: LUGAR DE RECOLECCION

La zona de recoleccion fue el distrito de Oropesa a una altitud de 3110
m.s.n.m, provincia de Quispicanchis, departamento del Cusco. La muestra
vegetal fue recolectada a comienzos de la floracién de la planta, durante
las primeras horas de la mafiana.

SELECCION

El material colectado de esta especie fue cuidadosamente seleccionado,
tomando en cuenta que las ramas y hojas estén completamente enteras y
libres de particulas de polvo, manchas, insectos y hongos.

DESECACION

Se secéd al interior de un cobertizo en mallas, en un area ventilada y
sombreada, a temperatura ambiente (20°C promedio) hasta obtener una
muestra seca.

TROZADO

Se realizé con el fin de transformar el material vegetal en trozos mas
pequenos de aproximadamente 3 mm. Esto con el fin de que la muestra
tenga el mayor contacto con el solvente en el proceso decoccion.

3.3.2. IDENTIFICACION TAXONOMICA

3.3.3.

La identificacion taxondémica de la planta se realizé en el herbario VARGAS
de la Facultad de Ciencias Biologicas de la UNSAAC. Ver ANEXO N°1.

DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE HUMEDAD

Para determinar el porcentaje de humedad se utilizdé el método
gravimétrico, determinando la pérdida de agua por desecacién en una
estufa. La determinacién del porcentaje de humedad se realiz6 por
triplicado, en placas petri con 10 g de muestra fresca de las partes aéreas,
trozados en piezas pequefias, los cuales fueron introducidos a la estufa a
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una temperatura de 80°C, hasta que se obtuvo el peso constante de la
muestra, luego se procedid6 a determinar el porcentaje de humedad

mediante la siguiente relacién.

|-| PME-PM§x100
- Pus

Donde:
H : Porcentaje de humedad.
Pur : Peso de muestra fresca.

Pus : Peso de muestra seca.

3.3.4. OBTENCION DEL EXTRACTO ACUOSO DE Berberis boliviana Lechler
(Ch’eqche) Y ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO.

Para la obtencién del extracto acuoso se utilizé 50 g de muestra seca y
trozada por cada 500 ml de agua destilada, se procedi6 a la decoccion para
lo cual se mantuvo en ebullicion durante 7 minutos, luego se separé del
fuego y se dejé enfriar durante 10 minutos, seguidamente se filtré en
algodon. El solvente obtenido de la decoccidén se evapord con ayuda del
rotavapor a una temperatura de 40°C, 130 rpm y a una presién de 95 mm
de Hg (tener cuidado al bajar la presién desde 1256 mm de Hg hasta la
indicada, debido a que hay formacion de espuma), hasta obtener el
extracto acuoso concentrado luego se procedié a colocar al desecador a
40°C durante 24 horas, al cabo de este tiempo se procedié a redisolver en
agua destilada hasta saturacion, se esperd aproximadamente 16 horas a
que sedimente seguidamente, se filtr6 el sobrenadante en filtro whatman
N°2 y se evaporé6 con ayuda del rotavapor a una temperatura de 40°C, 130
rpm y a una presion de 95 mm de Hg, luego se procedié a colocar al
desecador a 40°C durante 48 horas. El extracto obtenido se conservé a
una temperatura de 4°C a 8°C en un frasco ambar herméticamente
cerrado.
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3.3.5. PORCENTAJE DE EXTRACCION O RENDIMIENTO
Después de seguir el procedimiento de obtencion del extracto segin punto
3.3.4. Se procedié a calcular el porcentaje de rendimiento de extraccion
mediante la siguiente relacion:

,‘ P,
%EES= . - x100
P;
Donde:
% EES : Porcentaje de extraccion del extracto seco.
Ps : Peso final del extracto seco.
P; : Peso inicial de la muestra seca trozada.

3.3.6. PRUEBA DE SOLUBILIDAD
Para la realizacion de estas pruebas, se colocaron pequeiias cantidades
del extracto en estudio en diferentes tubos de ensayo y luego se les afiadié
varios solventes de diferente polaridad, ordenados desde el mas polar al
menos polar, asi se determiné la naturaleza disolutiva del extracto.

TABLA N°11: SOLVENTES PARA PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

Agua destilada

Etanol al 40%, 50%, 70% y 90%
Metanol 99,95%

Acetato de etilo 99,94%
Acetona 99,5%

Cloroformo 99,5%

Eter etilico 89,95%

Hexano 92,0%

Tolueno 99,5%

FUENTE: Elaboracion propia

3.3.7. ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO
El extracto acuoso que se obtuvo de las partes aéreas de Berberis boliviana
Lechler (Ch’eqche) se sometié a pruebas fitoquimicas cualitativas para la
identificaciéon de los grupos de metabolitos secundarios, empleandose para
tal fin pruebas de coloracion y precipitacion.
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TABLA N°12: PRUEBAS DEL ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO

3.3.8.

METABOLITO SECUNDARIO’

Cloruro femco' '

] Prueba de la espuma

s ;/1 Baljet hldr6x1do de SOle .

FUENTE Elaboraclon propla de acuerdo a textos consultados

Cumannas

EVALUACION DEL PERFIL NEUROLOGICO - TEST DE IRWIN

Con el fin de evaluar la actividad del extracto acuoso obtenido de las partes
aéreas de Berberis boliviana Lechler (Ch’eqche) en el SNC se desarrolld
los ensayos del perfil neurolégico incluidos en el test de Irwin.

Se evaluaron 4 dosis (500, 750, 1000 y 1200 mg/kg) administradas por via
i.p. utilizando tres ratones por cada dosis. Se observé el comportamiento
de los animales comparados con un control negativo (agua estéril 10 ml/kg
v.i.p) cada 5 minutos la primera media hora, luego a los 60 minutos, 2
horas, 6 horas y 24 horas post aplicacion.

Los datos que se obtuvieron podran ayudar a determinar el rango de la
dosis para ser probada en otros estudios de seguridad, en nuestro caso los
resultados obtenidos nos proporcionaron una orientacion inicial sobre la
indicaciéon terapéutica, mecanismo de accién y funcién especifica (56).
ANEXOS N° 10 y ANEXO N°11
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Figura N°3: Flujograma de investigacion del Extracto Acuoso de Berberis

boliviana L. (Ch’ eqche)

.Solucion Sobresaturada det A
Extracto bru o de Berberis

_ Sobrenadante de la solucion
sobresaturada del Extracto Vel

- Lechle Ch’euche)

Identificacién taxonémica 1}

Evaluacion del perfil neurolégico del

extracto: de Berbens boliviana
' Ch’eqche)

\
Extracto acuoso concentrado.
- de Berbens bollwana Lechler.. -

Fuente: Elaboracion Propia

¥

Determinacion de la actividad
‘antuconvusnlvante de Berberis
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N
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- ldentificacion de Metaboluto;
Secundano
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- Azicares Reductores
- Glicésidos
- Aminoacidos
~ - - Flavonoides - _
o Compuestos Fenollcos
,AIcalondes o

~
Determinacion de la toxicidad
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3.4. ESTUDIO FARMACOLOGICO
3.4.1. ACTIVIDAD ANTICONVULSIVANTE

CONVULSIONES INDUCIDAS POR PENTILENTETRAZOL

Para la evaluacion del efecto anticonvulsivante se utilizé el ensayo del
ataque por Pentilentetrazol (Cardiazol) debido a su uso frecuente en
animales como un modelo de epilepsia generalizada; uniéndose al sitio
péra picrotoxina en el receptor GABA,, produce dafio en la actividad del
canal de cloro y asi bloquea la actividad inhibitoria mediada por el GABA.
Las convulsiones clonicas en el ratén son definidas como movimientos
rapidos en forma de sacudidas de uno o varios miembros del cuerpo que
duran por lo menos 3 segundos (79).

El ataque por Pentilentetrazol se caracteriza por que comienzan con
convulsiones miclénicas intermitentes se generalizan y cambian a
convulsiones clénicas al cabo de aproximadamente 3 a 10 minutos, se
pierde la postura y tras aproximadamente otros 5 a 10 minutos se
alcanza la tercera fase caracterizada por la extension ténica de todos los
miembros, seguida de la muerte.

Los ratones se afectan gradualmente tras la administracién de una dosis
de 85 mg/kg (61).

PROTOCOLO EXPERIMENTAL (62), ANEXO N° 09

A. MATERIAL BIOLOGICO
Se utilizé6 30 ratones hembras de la CEPA Balb/c/CNPB con un peso
promedio de 35 g y un tiempo de adaptacion de 14 dias. Los animales
se mantuvieron en grupos de 5 por jaula alimentadas con una dieta
balanceada (agua y ad libitum) y condiciones ambientales controladas
(62).

B. PATRON
Se empled el diazepam como patron, debido a su uso como patron en
los protocolos consultados.
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Diazepam inyectable 10 mg/2ml. Via Intraperitoneal 1 mg/kg.

Preparacion del patréon:

Se preparé el patréon para que el volumen a administrar sea de 0,1 ml
por cada 10 g de peso corporal.

Se transfirié los 2ml que contienen 10mg de diazepam a una fioia de
100 ml y se diluyé a volumen con agua estéril para inyeccién,
finalmente se mezclé y homogeneizé.

(Concentracion de diazepam 0,1 mg/mi)

Se administré el patréon en dosis de 1 mg/kg en una solucién de 0,1
mg/mil; segun la formula:
ml administrar =W x 1 mg/kg x 1 mL
0,1 mg
Donde:
W = peso en kg del raton.

C.EXTRACTO
Las soluciones de los extractos fueron preparadas a partir del extracto
seco en el mismo dia de la experimentacion.
Se prepararon las diferentes soluciones del extracto para que el
volumen a administrar sea de 0,1 ml por cada 10g de peso corporal.

Via |.P 400 mg/kg
Extracto acuoso de Berberis boliviana L. al 100% < Via |.P 800 mg/kg
Via I.P 1200 mg/kg

Preparacion del extracto de Berberis boliviana L. 400 mg/kg:

Se pes6 1 g del extracto y transfiri6 a una fiola de 25 ml se diluyé a
volumen con agua estéril para inyeccion, finalmente se mezclé y
homogeneizé.

(Concentracion del extracto 40 mg/mi)

79



Se administré el extracto en dosis de 400 mg/kg en una solucién de 40
mg/ml; segln la férmula:
mil administrar = W x 400 mg/kg X 1 mL
40 mg
Donde:
W = peso en kg del ratén.

Preparacion del extracto de Berberis boliviana L. 800 mg/kg:

Se peso 2 g del extracto y transfirid a una fiola de 25 ml se diluyo a
volumen con agua estéril para inyeccion, finalmente se mezclo y
homogeneiz6.

(Concentracién del extracto 80 mg/mi)

Se administré el extracto en dosis de 800 mg/kg en una solucién de 80
mg/ml; segun la férmula:
ml administrar = W x 800 mg/kg x 1 mL
80 mg
Donde:
W = peso en kg del raton.

Preparacion del extracto de Berberis boliviana L. 1200 mg/kg:

Se pes6 3 g del extracto y transfirié a una fiola de 25 mi se diluy6 a
volumen con agua estéril para inyeccion, finalmente se mezclé y
homogeneiz6.

(Concentracion del extracto 120 mg/mi)

Se administrd el extracto en dosis de 1200 mg/kg en una solucién de
120 mg/ml; segiin la férmula:
mi administrar = W x 1200 mg/ka x 1 mL
120 mg

Donde:
W = peso en kg del raton.
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D. DESCRIPCION DE LA TECNICA
El material biolégico se distribuyd en 5 grupos de 6 animales cada uno
de la siguiente forma.
TABLA N°13: DISTRIBUCION PARA LOS ESTUDIOS DE ACTIVIDAD
ANTICONVULSIVANTE

CONT "~ Agua estéril 0,1 mii10g
PATRON 06 Diazepam 1 mg/kg
Extracto acuoso de
GRUPO A 06 Berberis boliviana Lechler 400 mg/kg
(Ch’eqche)
Extracto acuoso de
GRUPO B 06 Berberis boliviana Lechler 800 mg/kg
(Ch’eqche)
Extracto acuoso de
GRUPO C 06 _Berberis boliviana Lechler 1200 mg/kg
(Ch’eqche)

FUENTE: Elaboracion propia de acuerdo a textos consultados.

E.- PROCEDIMIENTO

e Se utilizé 30 ratones hembras CEPA Balb/c/CNPB con un peso
promedio de 35 g se puso en ayuno 6 horas antes del comienzo de
los experimentos con acceso libre a una solucion nutritiva de sacarosa
al 8 % (p/v) en NaCl al 0,2 % (p/v). Durante el ayuno se mantuvo a los
ratones en jaulas con piso enrejillado (62).

e Se pesbé y distribuyo los ratones.

o Se prepar el extracto en agua estéril para inyeccion, segdn las dosis
a administrar 400, 800 y 1200 mg/kg

e Se administro la solucién preparada 0,1 mi/10 g de peso corporal.

e Después de 30 minutos, tiempo suficiente para la absorcion de la
droga, se administré la sustancia pro-convulsivante Pentilentetrazol 85
mg/kg por via intraperitoneal seguidamente se observé y registro.
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¢ El periodo de latencia para la presencia de las convulsiones clonicas
después de la administracion del Pentilentetrazol (70) y (79). ANEXO
N°12.
e La presencia de episodios de espasmos rapidos en forma de
sacudidas de uno o varios miembros del cuerpo que duren por lo
menos 3 segundos inducidos por Pentilentetrazol (79). ANEXO N° 13.
o Se registrd la duracién de los las convulsiones asi como la mortalidad
de ratones por grupo después de Ila administraciébn de
Pentilentetrazol. ANEXO N° 14 y ANEXO N° 15.
Figura N°4: Flujograma de evaluacion de la actividad anticonvulsivante del

extracto acuoso de Berberis boliviana L. (Ch’eqche)

Actmdad Anticonvulsivante de
Berberis boliviana Lechler
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Grupo Control Grupo Patron Grupos de los exiractos
s, (Diazepam) - acuosos de Berberis
TR o R o boliviana L. al 100%.
! ( ! \ !
Observacion de los Observacion de los Observacion de los
datos basales datos basales " datos basales .
4 N

T T —

/S‘e administré por via\ /S‘e administré por via\ /Se administré6 por via\

LP 0,1 mg/10g de IP 1 mgkg de ILP x mglkg de
agua estérii para diazepam. 30 minutos exiracto acuoso. de
inyeccion. 30 minutos después se administré Berberis  boliviana
después se administré _por - via LP L.echler. 30 minutos
por . - via. - IP Pentilentetrazol  ©85. - después se admmlstré
Pentilentetrazol .. 85 . - mglkg - o por via © =P

kmg/kg o )/ K . Pentilentetrazol 85
o ' > N~ 7
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» Periodo de latencia inducido por el PTZ.
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.« Tiempo' de duracion de las convulsrones clémcas inducidas

. .por PTZ.. . S e g ‘
\: Mortahdad onoducrda nor el PTZ S ,' - )
{ . Recoleccion de datos ]

Fuente: Elaboracion Propia
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3.4.2. ENSAYOS DE TOXICIDAD AGUDA.

METODO DE LORKE PARA LA DETERMINACION DE DL,
Este método propone la determinacion de toxicidad aguda en dos pasos.
Esta basada en la suposicion de que la sustancia quimica a ser
investigada es completamente desconocida, ademas la investigacion se
requiere un nimero minimo de animales experimentales. Inicialmente es
necesario determinar el rango aproximado de toxicidad aguda. Esto se
logra administrando dosis diferentes a los animales, por ejemplo en la
FASE | se administra 10, 100 y 1000 mg/kg por via oral. Los resultados
muestran si una sustancia es muy toxica, toxica, poco o débilmente
toxica. Para esta primera fase se utilizé tres animales por cada nivel de
dosis. El resultado de esta primera etapa se empled para determinar las
dosis subsecuentes experimentales en la FASE Il (54). ANEXO N°16 y
ANEXO N°17.
Los siguientes postulados son hechos con respecto a los programas de
administracién subsecuentes:
o La sustancias mas toxicas que 1 mg/kg, son altamente toxicas de tal
modo que no es importante determinar la DLsgp exactamente.
o Los valores de DLsy mayores a 5000 mg/kg no son de interés practico.
¢ Un valor aproximado de DLs es usualmente adecuado para estimar el
riesgo de intoxicacién aguda.

3.4.3. INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

Para un manejo adecuado de los resultados de la investigacién y una
correcta recoleccion de los datos se utilizaron fichas de recoleccion de
datos previamente elaboradas de acuerdo a los ensayos y a los datos a
recolectar.

> Para la recoleccion de datos del porcentaje de humedad (ANEXO N°5).
» Para la recoleccion de datos de la prueba de solubilidad (ANEXO N°6).
» Para la recoleccién de datos de la prueba fitoquimica cualitativa (ANEXO

N°8).
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3.44.

> Para la recoleccién de datos de la evaluacion del perfil neuroldgico del
extracto acuoso. (ANEXO N° 10).

> Para la recoleccion de datos del periodo de latencia para la primera
convulsion clénica después de la administracion del Pentilentetrazol
(ANEXO N° 12).

» Para la recoleccion del nimero de convulsiones tipo clonicas que duran
por lo menos 3 segundos después de [a administracion del
Pentilentetrazol (ANEXO N° 13).

> Para la recoleccion del tiempo de duracién de las convulsiones clénicas
después de la administracién de Pentilentetrazol (ANEXO N° 14).

» Para la evaluaciéon de la mortalidad después de la administracion de
Pentilentetrazol (ANEXO N° 15).

> Para la recoleccion de datos en la evaluacién de la toxicidad aguda por
el método de Lorke (ANEXO N° 17).

TECNICAS PARA EL PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS
ESTADISTICOS

Se realizé el andlisis de varianza (ANOVA) de una via con un nivel de
confianza del 95%, con el fin de determinar si existieron diferencias
estadisticamente significativas entre las medias de los datos de las
poblaciones muestrales de cada grupo de experimentacion, seguidamente
se realiz6 la prueba de comparaciones miltiples y subconjuntos
homogéneos de Tukey para agrupar y ordenar las medias de los datos de
las poblaciones muestrales de cada grupo de experimentacion en grupos
de medias estadisticamente similares, con el fin de comparar
estadisticamente cada una de las medias sustentando de una manera
mas precisa la interpretacion y analisis de resultados. Esta pruebas se
realizaron con la ayuda del software SPSS (Statistical Package for Social
Sciencies) version 20 y hojas de calculo Excel.

Los datos se expresan como la media * error estandar medio (E.S.M). Las
diferencias con p<0,05 entre los grupos experimentales con el grupo
control fueron considerados estadisticamente significativas. El porcentaje

de Variacion se determind mediante la siguiente formula.

(%Vaﬂacw"
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 ENSAYOS PRELIMINARES

TABLA N°14: DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE HUMEDAD DE LAS
PARTES AEREAS DE Berberis boliviana Lechler (Ch’eqche)

s~MUESTRA MUESTRA | MUESTRA -
P dem I . (g) 10,091 10,018 10,038
P de . ' (g) e 4,061 3815 4,028
Po I deh I I(%) el 5976 61,92 59,87
= R oy
Pomenhje pmmed"lo de hu:mdad (%)

FUENTE: Datos experimentales obtenidos en fichas (ver ANEXO N°5)

ANALISIS E INTERPRETACION:

El porcentaje de humedad que se obtenido para las partes aéreas de Berberis

boliviana L. fue de 60,52%, este valor nos indicé que ia humedad presente en la

planta era alta, por lo cual fue indispensable realizar el proceso de secado

inmediato tras la recoleccion del material vegetal para evitar reacciones

enzimaticas que podrian favorecer

microorganismos provocando con ello consecuencias perjudiciales

la fermentacion y desarrollo de

en las

caracteristicas organolépticas, en el contenido de principios activos y en las

propiedades terapéuticas (59), (61).
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TABLA N° 15: PORCENTAJE DE RENDIMIENTO DEL EXTRACTO ACUOSO
DE LAS PARTES AEREAS DE Berberis boliviana Lechler (Ch’eqche)

M M. M;

L 5000 | 5000 | 5000

628 605 | 656

1256 | 1210 | 1312

Pomemaje promedio de extraccion del extract ‘seoo(%)”;" 12550
FUENTE: Datos Experimentales.

ANALISIS E INTERPRETACION:

La TABLA N° 15 nos muestra que el porcentaje de rendimiento del proceso de
extraccion acuosa de las partes aéreas de Berberis boliviana L. fue de 12,59%,
este dato nos permitié determinar la cantidad de material vegetal que se requiere
para obtener la cantidad suficiente de extracto requerido para los diferentes
ensayos del trabajo de investigacion.

Fatehi et. al., 2005 al realizar el proceso de extraccién acuosa obtuvieron 0,522
mg de extracto a partir de 10 g de frutos secos de Berberis vulgaris a partir del
cual se obtuvo un rendimiento de 5,22 % (6). De lo anterior podemos decir que
existe un mayor porcentaje de rendimiento del extracto obtenido a partir de las
partes aéreas de Berberis Boliviana L. (tallos, hojas y flores al inicio de la
floracion) en comparacion al obtenido por los frutos secos de Berberis vulgaris.
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TABLA N°16: PRUEBAS DE SOLUBILIDAD DEL EXTRACTO ACUOSO DE
LAS PARTES AEREAS DE Berberis boliviana Lechler (Ch’eqche)

Cloruro de sodio 0,9% +-
Agua destilada ++
Etanol al 40% + +
Etanol al 50% ++
Etanol al 70% ++
Etanol al 90% ++
Metanol 99,95% + -
Acetato de etilo 99,94% --
Acetona 99,5% --
Cloroformo 99,5% --
Eter etilico 89,95% --
Hexano 92,0% --
Tolueno 99,5% ~ --

FUENTE: Datos experimentales obtenidos en fichas (ver ANEXO N°6)

LEYENDA:
++ : Totalmente Soluble.
+- :Parcialmente soluble.
-- : Insoluble.
ANALISIS E INTERPRETACION:

La TABLA N°16 muestra el resultado obtenido de las pruebas de solubilidad,
siendo el extracto totalmente soluble en solventes polares (Agua destilada, Etanol
al 40%, 50%, 70% y 90%), parcialmente soluble en con cloruro de sodio 0,9% y
metanol e insoluble en solventes medianamente polares y apolares (Acetato de
Etilo, Acetona, Cloroformo, Eter Etilico, Hexano, Tolueno) esto se debe
basicamente a la naturaleza polar del extracto.

Resultados similares presentd el extracto de los frutos de Berberis boliviana L.,
observandose una mayor solubilidad en solventes polares, lo que nos indica la
presencia mayoritaria de compuestos de alta polaridad en ambas partes de la
especie en estudio (21).
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TABLA N° 17: ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO DEL EXTRACTO
ACUOSO DE LAS PARTES AEREAS DE Berberis boliviana Lechler
(Ch’eqche)

Azucares reductores Benedict ++
Glicésidos Benedict +-
Aminoéacidos Ninhidrina +-
Shinoda +-

Flavonoides
Amoniaco +-
Compuestos Fenolicos Cloruro fémco ++
Alcaloides Dragendorff ++
Taninos Cloruro fémico ++
Saponinas Prueba de espuma o+
Hidroxido de Sodio ++

Cumarinas
Befet +
Quinonas Bomtrager ++
Resinas Acetalo de cobre 1% +-
Lactonas Bafet ++

FUENTE: Datos experimentales obtenidos en fichas (ver ANEXO N° 8)
Leyenda:

Abundantecantidad ++
Moderadacantidad  :+-
Ausencia --

ANALISIS E INTERPRETACION:

Se puede apreciar la presencia abundante de compuestos fendlicos, alcaloides,
taninos, cumarinas, quinonas, lactonas y azucares reductores mientras que se
observa la presencia moderada de glicosidos, aminoacidos, saponinas,
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flavonoides y resinas. Podemos deducir por prueba de Shinoda la presencia de
flavonas y dihidroflavonas por las coloraciones observadas, las cuales se
corroboran con la prueba de Amoniaco donde también podemos observar la
presencia de flavonoles, xantonas.

La literatura consuitada nos dice que los compuestos fendlicos y flavonoides
presentan capacidad antioxidante y actividad antiinflamatoria, analgésica y
antimicrobiana (36), también se caracterizaron acciones neurofarmacoldgicas
como analgésicas, efectos sobre la movilidad y el suefio, la modulacion del
metabolismo -oxidativo neuronal y efectos anticonvulsivantes, sedantes vy
ansioliticos, los mecanismos que ejercen sobre el sistema nervioso central son
complejos e involucran diferentes mecanismos, incluyendo acciones sobre
receptores sinapticos y/o canales idnicos (80). Sus derivados engloban un grupo
con un amplio rango de acciones farmacolégicas; entre ellas: anticoagulante,
antioxidante, antiinflamatoria (82), ademas de posibles efectos farmacolégicos
sobre el sistema nervioso central de tipo sedante (83), tranquilizante (84),
antidepresivo (85) y neuroprotector (86).

Las quinonas proveen una fuente de radicales libres estables y son capaces de
inactivar proteinas por formacién de complejos irreversibles con los aminoacidos.

Los taninos tienen accién astringente, antimicrobiana, antifungica, inhibidora
enzimatica y antidoto de alcaloides y metales pesados (87).

Los alcaloides constituyen un grupo heterogéneo de bases nitrogenadas, entre
sus funciones destacan efectos antitrombéticos, antiinflamatorios vy
vasodilatadores (36) y (87). Ademas estudios recientes demostraron que la
berberina, un alcaloide aislado de la corteza y la raiz de Berberis vulgaris,
ejercerse un efecto ansiolitico en ratones, aunque no exista evidencia
experimental que también presente un efecto sedante (88).

En el estudio “Actividad anticonvulsiva del extracto de Apium graveolens L. en
ratones” realizado por Guerrero et. al.,, 1997 se puede apreciar en la marcha
fitoquimica del extracto etandlico de las partes aéreas, la presencia de
metabolitos secundarios como flavonoides, alcaloides, taninos, cumarinas y
lactonas terpenicas, el autor manifiesta que el efecto anticonvulsivante se debe
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basicamente a la presencia de las lactonas terpenicas como butilftalato y
sedandlido (17). Ojala M. 2001, en su estudio “Biological screening of plant
coumarins” indica que las cumarinas son uno de los principios activos presentes
en especies naturales como Peucedanum palustre, Ruta graveolens, efc
utilizadas por la tradicion popular con fines tranquilizantes (81). Segin Hanrahan
R.J. y col.,, 2011, indican que, los flavonoides han demostrado actividades

ansioliticas, sedante y anticonvulsivante (92).

De lo anterior podemos decir que la actividad anticonvulsivante en el extracto
acuoso de las partes aéreas de Berberis boliviana L. (Ch’eqche) se debe a la
presencia de cumarinas, compuestos fendlicos y alcaloides como la berberina,
sin descartar la presencia de un posible sinergismo entre los metabolitos.
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TABLA N° 18: TEST DE IRWIN PARA LA DETERMINACION DEL PERFIL NEUROLOGICO DEL EXTRACTO ACUOSO DE

LAS PARTES AEREAS DE Berberis boliviana Lechler (Cheqche) ADMINISTRADO POR V.I.P.

SIGNO
NORMAL

Dosis del extracto acuoso de las partes aéreas de Berberis boliviana L. (Cheqche) al 100%

500 mg/kg

750 mg/kg

1000 mg/kg

1200 mg/kg

Control negativo
agua estéril
__10 mi/kg

) -de respuesta (min)
'Parémetros

.;r 20‘ ‘.‘ M

30

60 1

120

20

30

60

120

‘20"

"30. | 60

1120

30-1" 60 )

20 | %0 | 60

ESTADO DE VIGILIA

Estereotipia

COMPORTAMIENTO

Miedo

T SNC

Convulsiones

Temblores

Cola de Straub

Excitacién

Saltos

Contracciones de cabeza

Tasa de respiracién

{ SNC

Sedacién

+

Pérdida del equilibrio

Incoordinacién motora

Acinesia

i i+
+l+]

Catalepsia

Tasa de respiracién

Analgesia

Marcha anormal

SIGNOS
AUTONOMICOS

Retorcimientos

Piloereccién

Datos experimentales obhmdos en ﬁchas (ver ANEXO N° 10) Test de lnmn modrﬁmdo de Roux et al 2003

Continda...
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... Siguliente

vs-ué&o': "1 Dosis del extracto acuoso de las partes aéreas de Berberis boliviana L. (Cheqche) al 100% Control negéativo
NORMAL agua estéril
NORMAL 500 mg/kg 750 mg/kg 1000 mg/kg 1200 mg/kg 91 0 mifkg
Salivacién e - . - - - - . - - - - P T T T
Defecacion N | N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N
Tasa de respiracién N.J NI N N|NJIN|NJ|NI[INJFIN]- - | N - - - I NININ|N]N
EFECTOS OCULARES | . .
Ptosis I - - - - - - - - N . - . N ; - N - ; "
Exoftalmos el - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Pérdida del reflejo e }
corneal R ) ) - - - - - - - - - - - . . - - . .
| Lagrimeo - - - - - - - - - - - - - - ' - - - - ' '
TONO MUSCULAR Co
Pérdida de aprension e - - - - - - - - - - - - I - - - - N
Pérdida de traccién I - - - - - - - N - - - - - - 3 - ” - .
Tono abdominal N I NI N|{NINEN|NINJNIN|[NINININ|N]IN]INININ]INTN
REFLEJOS Fo
Reactividad al tacto N I NI NI NJINJNIJNIJINIJNINI- - | N T - - - NIFNTN| NN
Enderezamiento ey - - - - - - - - - - - - - N - N - - -
OBSERVACIONES o
DERMICAS L
Palidez L e - - - - - - - - - - - - - - - - N - : "
Cianosis ey - - - - - - - . - - - - . - - N N - i
MUERTE LR
Letalidad R - - - - - - - - - - N - - . - N - - -
Datos experimentales obtenidos en fichas (ver ANEXO N° 10). Test de Irwin modificado de Roux et al., 2003.
Leyenda:
+ : Presencia y/o leve incremento.
N : Nommal,

- : Ausencia y/o leve disminucion.
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ANALISIS E INTERPRETACION:

Antes de la administracibn se observé el comportamiento espontaneo de los
animales. Se administré por via |.P., a grupos de tres animales dosis de 500, 750,
1000 y 1200 mg/kg del extracto acuoso de las partes aéreas de Berberis boliviana
Lechler (Cheqche).

Se realizaron observaciones a los 5, 10, 15, 20, 30, 60, 120, 180 min. y 24 h tras
la administracién, usando la hoja de trabajo incluida en el ANEXO N°10.
Registrandose signos de ligera depresion del SNC al cabo de 20 minutos post
administracion del extracto a las dosis de 1000 y 1200 mg/kg hasta
aproximadamente los 90 minutos, observandose que dentro de este rango de
tiempo se produjo una ligera sedacion, presencia de marcha anormal e
incoordinacién motora, asi como una ligera disminucién en la tasa de respiracion,
reactividad al tacto y miedo. Al realizarse la observacién a los 180 minutos no se
presentaron diferencias observables entre los grupos a los que se les administré
el extracto a distintas dosis y el control negativo. Asi mismo se observé ausencia
de muerte, de cambios en el estado de vigilia, excitacion del SNC, efectos
oculares, tono muscular, observaciones dérmicas y signos autonémicos como
retorcimientos, piloereccion, salivacion y defecacion, se siguié con la observacion
por 24 h encontrandose el mismo resultado.

Segtin los trabajos realizados por Rosell & Pérez “Determinacion de la actividad
ansiolitica y sedante del extracto etandlico al 70% de Physalis peruviana L.
(Aguaimanto)” al realizar la evaluacion del test de Irwin se obtuvo como
resultados que a las dosis de 640 y 1280 mg/kg administradas por v.i.p., se
observa un efecto depresor en el SNC al cabo de 15 minutos post administraciéon
del extracto. A partir de los 30 y 60 minutos se observé un incremento ligero de la
sedacion e incoordinacion motora, disminucién de la tasa de respiracion, ausencia
de reactividad al tacto, tono muscular disminuido (89). Segun los trabajos de
Ariza S. et. al., 2006 el extracto etanélico de Hygrophila tyttha posee un efecto
depresor sobre el sistema nervioso central y actividad anticonvulsivante. Con
dosis superiores a 120 mg/kg, se empezaron a evidenciar los primeros cambios
en el patron de comportamiento, tales como disminuciéon de la actividad motora,
leve disminucion de la fuerza prensil y disminucién del reflejo corneal. Con dosis
de 1000 y 2000 mg/kg se hicieron mucho mas evidentes los signos de sedacion.
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Estos cambios aparecieron entre los 30 minutos y las 2 horas post aplicacion,
hacia las 6 horas se observé una recuperacion del comportamiento normal en los
animales (18).

Se ha reportado por Irwin 1968 y Roux et al; 2003 que la sedacion,
incoordinacién motora, disminucion en la tasa de respiracién etc., son conductas
relacionadas a la depresion del SNC (55), (56), por lo tanto el extracto acuoso de
las parteé aéreas de Berberis boliviana L. (Cheqche) presenté un ligero efecto
depresor a las dosis de 1000 y 1200 mg/kg.

De lo anterior podemos decir que el extracto de Berberis boliviana L. present6
signos de ligera depresion del SNC a dosis elevadas, considerandose que dosis
superiores a las evaluadas son poco practicas, debido a la cantidad de extracto
que se requeriria por kilogramo de peso, es por esta razon que se toma como
dosis a evaluar (400, 800 y 1200 mg/kg). Ademas segtn los estudios de Ariza S.,
et. al.,, 2006 se evidencio actividad sobre el SNC del extracto etandlico y
fracciones de Hygrophila tyitha (500 mg/kg v.0) que dan cuenta del potencial
ansiolitico y anticonvulsivante de esta especie, al realizar la evaluaciéon del perfil
psicofarmacolégico mediante el test de Irwin se obtuvo como resultado que a
dosis superiores a 120 mg/kg se empezaron a evidenciar los primeros cambios en
el patrén de comportamiento y que a dosis de 1000 y 2000 mg/kg se hicieron mas
evidentes los signos de una ligera sedacion (18).
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4.2. ESTUDIO FARMACOLOGICO

4.2.1 DE LA ACTIVIDAD ANTICONVULSIVANTE

Para la evaluacion de la actividad anticonvulsivante fue importante establecer la
homogeneidad de pesos de los animales asignados en los diferentes grupos de
tratamiento.

Los indicadores que se tomaron en cuenta en la determinacion de la actividad
anticonvulsivante fueron; el periodo de latencia inducido por el PTZ, disminucién
en la duraciéon de convulsiones inducidas por el PTZ, nimero de convulsiones
inducidas por el PTZ y la proteccion frente a la mortalidad inducida por PTZ. Se
realiz6 el analisis estadistico calculando la media y el E.S.M para cada indicador
ademas se aplicé el método de analisis de varianza para evaluar diferencias
estadisticamente significativas con p menor de 0,05 entre el grupo control () y
los demas grupos, asi como para evaluar diferencias estadisticamente
significativas entre cada uno de los diferentes grupos.

95



TABLA N°19: PESO INICIAL PROMEDIO DE LOS ANIMALES DE
EXPERIMENTACION

Control -~ 6 32,96 30,71 34,63

Control Diazepam 1 mg/kg 6 30,71 30,71 32,29

Berberis boliviana L. 400 mg/kg 6 31,66 30,21 33,86

Berberis boliviana L 800 mg/kg 6 32,06 30,19 34,16

Berberis boliviana L. 1200 mg/kg 6 32,17 30,55 34,84

Fuente: Datos experimentales

TABLA N°20: ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) PARA EL PESO INICIAL
PROMEDIO DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION

nade {: gl |;  Media:. | F | Sig.

Inter-grupos 4 4,056 0,103
Intra-grupos 46,983 25 1,879
Total 63,206 29

p<0,05
Fuente: Datos experimentales

ANALISIS E INTERPRETACION:

En la Tabla N°19 podemos observar que el promedio minimo y maximo de los
animales de experimentacion fue de 30,19 g y 34,84 g respectivamente.

Podemos apreciar en la Tabla N°20 el anadlisis de varianza (ANOVA) donde se
observa que el valor de Sig., es mayor a (p<0,05) lo que nos indica que no existen
diferencias significativas entre los pesos de los animales de experimentacion, es
decir que los distintos grupos tienen un peso homogéneo.
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TABLA N°21: PERIODO DE LATENCIA PARA LA PRIMERA CONVULSION
CLONICA, EN MINUTOS, INDUCIDO POR PENTILENTETRAZOL PARA LOS

DISTINTOS GRUPOS DE ADMINISTRACION.

- GRUPOD
ADMINISTRACION

/| - 'Promedio.del | - -

1" periodo.de. -
|- Latencia (Media % |
| ‘E.5.M) (minutos) | <

Variacion %

Grupo 1

Control
Agua estéril para
inyecciéon 10 mikg

N

7,06+0,18 -

Grupo 2

Diazepam
img/kg

14,67 £ 0,26 108,08

Grupo 3

400 mg/kg

Berberis boliviana L.

11,33+ 0,20 60,67

Grupo 4

800 mga/kg

Berberis boliviana L.

12,21 £ 0,24 73,13

Grupo 5

1200 mg/kg

Berberis boliviana L.

OB WUN=2000RARWONAOG D ON 22O D WN2OOG D WN =

13,31+ 0,23 88,70

Fuente: Datos experimentales
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FIGURA N°5: MEDIA DEL PERIODO DE LATENCIA PARA LA PRIMERA
CONVULSION CLONICA, EN MINUTOS INDUCIDO POR PENTILENTETRAZOL
PARA LOS DISTINTOS GRUPOS DE ADMINISTRACION.

- 14,00 -

wn. . '

2 i o L
3 E 2
£ 12,00 ,_
£

110,00

8,00

6,00 -

4,00 -

Media de! Periodo de Latencia

2,00 -

(Y ——__ S— _ — : _
.~ Control . Control . -A00mg/kg- . '800mg/kg  .1200mg/kg -
o . s. [« .Diazepam . "BbL. .~ - BbL. . .. BBL - .
‘w0 Grupode Administracién’ ¢ S

Leyenda: BbL. Extracto de Berberis boliviana L.
Fuente: Datos experimentales
TABLA N°22: ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) DEL PERIODO DE

LATENCIA PARA LA PRIMERA CONVULSION CLONICA INDUCIDO POR
PENTILENTETRAZOL

Suma de Media .
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 200,540 4 50,135 168,559 | ,000
Intra-grupos 7,436 25 297
Total 207,976 29

p<0,05

Fuente: Datos experimentales

98



TABLA N°23: ANALISIS DE POST-PRUEBA DE TUKEY PARA EL PERIODO
DE LATENCIA DE LA PRIMERA CONVULSION CLONICA INDUCIDO POR
PENTILENTETRAZOL.

Contol | 6
400mg/kg BbL. | 6 11,3300
[ 800mg/kg BbL. | 6 12,2083
{1200mg/kg BbL. | 6 13,3067
Diazepam 6 14,6733
Sig. 1,000 | 068 | 1,000 | 1,000

Se hiﬁestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a.Usa el tamaio muestral de la media arménica = 6.000.

Leyenda: BbL. Extracto de Berberis boliviana Lechler.

Fuente: Datos experimentales

ANALISIS E INTERPRETACION:

En la TABLA N°21 y FIGURA N°5 podemos observar el promedio del periodo de
latencia para la primera convulsién clénica inducida por PTZ en los distintos
grupos, siendo para el control (7,05 minutos), diazepam (14,67 minutos) y el
extracto acuoso de las partes aéreas de Berberis boliviana L, (Ch'eqche)
administrado por via I.P., a la dosis de 400 mg/kg (11,33 minutos), 800 mg/kg
(12,21 minutos) y 1200 mg/kg (13,31 minutos).

Al observar la columna del porcentaje de variacion podemos decir que el periodo
de latencia para la primera convulsion clénica del extracto de Berberis boliviana L.
(Ch’eqche) a las dosis de 400 mg/kg, 800 mg/kg y 1200 mg/kg se incrementé en
un 60,67%, 73,13% y 88,70% respectivamente, asi como el grupo diazepam
presenta un incremento de 108,08% con respecto al grupo control el cual solo
recibié agua estéril.

A partir de los resultados presentados en la TABLA N°21 se realizé un analisis de
varianza ANOVA (TABLA N°22) con la finalidad de comparar el promedio del
periodo de latencia para los distintos grupos de tratamiento, se observa en la
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columna de Sig que el valor de P-valor es mucho menor que 0,05 lo que nos
indica que existen diferencias significativas entre los distintos grupos de
tratamiento.

Para determinar especificamente que promedios del periodo de latencia difieren y
cuales son homogéneos, se realizO a partir de la TABLA N°21 el andlisis
estadistico de comparaciones miiltiples de Tukey presentado en la TABLA N°23
donde podemos observar la formacion de cuatro columnas las que son
estadisticamente distintas entre si, al observar la columna 4 se encuentra solo al
grupo diazepam lo cual nos indica que ninguno de los promedios del periodo de
latencia de los extractos formo un subconjunto homogéneo con el grupo
diazepam.

Se ha reportado por Nassiri M. et. al., 2007 en su estudio “Anticonvulsant effects
of aerial parts of Passiflora incamata extract in mice: involvement of
benzodiazepine and opioid receptors” que la prolongacion en la apariciéon de las
convulsiones es un parametro importante a evaluar en la actividad
anticonvulsivante (20), de igual manera indica Mora A. et. Al., 2008 que un
incremento en el periodo de latencia de las crisis indica una actividad
anticonvulsivante (10). Se observé que el extracto acuoso de las partes aéreas de
Berberis boliviana L. (Ch’eqche) administrado por via I.P., a la dosis de 400
mg/kg, 800 mg/kg y 1200mg/kg incrementaron significativamente el periodo de
latencia para la primera convuisién clénica inducida por PTZ frente al grupo
Control, efecto mostrado de igual manera para el Diazepam 1mg/kg, de lo que
podemos decir, que el extracto de Berberis boliviana L. a la dosis de 1200 mg/kg
presentd el periodo de latencia de 13,31 minutos tiempo aproximado al
presentado por el diazepam (14,67 minutos) de lo que deducimos que tal
proximidad se debe a que hubo una buena absorcion de los metabolitos
secundarios implicados en la actividad anticonvulsivante (cumarinas, compuestos
fendlicos y alcaloides como la berberina) presentes en mayor concentracion a
esta dosis del extracto llegando asi a una concentracion adecuada para ejercer su
accion de manera similar al diazepam, al nivel del GABAx.
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TABLA N°24: DETERMINACION DE LA DURACION DE CONVULSIONES
CLONICAS (segundos) INDUCIDOS POR PENTILENTETRAZOL PARA LOS
DISTINTOS GRUPOS DE ADMINISTRACION.

1 21,14
Control § 21,44
Agua estéril 22,03
Grupo 1 pag”;yecci on | 2 2189 21,33+ 0,23 -
10 mi/kg 5 20,69
6 20,78
1 145
2 1,34
Diazepam 3 1,21 .
Grupo 2 ; mg}’kg ‘ " 113 1,22 + 0,06 94,29
5 1,10
6 1,08
1 17,40
oers | 2| 7
Grupo 3 boliviana L. 4 1 6' 35 16,67 £ 0,29 21,85
400 mg/kg ’
5 16,02
6 15,756
1 11,44
Borbers | 1244
Grupo 4 boliviana L. 4 1 2’ 24 11,68 £0,35 45,23
800 mg/kg ,
5 11,00
6 10,44
1 10,81
Borberis | 3 | oo
Grupo 5 boliviana L. 4 1 0’ 07 10,19 £ 0,20 52,22
1200 mg/kg '
5 9,72
6 9,58

Fuente: Datos experimentales
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FIGURA N°6: MEDIA DE LA DURACION DE CONVULSIONES CLONICAS
(segundos) INDUCIDAS POR PENTILENTETRAZOL PARA LOS DISTINTOS
GRUPOS DE ADMINISTRACION.

© 25,00
@
e .
07 7 20,00 -
i -
L
o
2 = 1500
- g8 1300
Lo
@93
:9._,.119,‘09 ‘
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.
=
-3 :
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000 L——W.____ W’ B B .
’ ~ Control - .. Control - " 400mg/kg - ','Soﬂmg/kg "‘.“iZQOm'g/kg_ _—
. .  Diazepam ' ~"BbL. - -BbL . BbL.
. Grupo de Administracién -

Fuente: Datos experimentales

TABLA N°25: ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) DE LA DETERMINACION DE
DURACION DE CONVULSIONES CLONICAS (segundos) INDUCIDOS POR

PENTILENTETRAZOL.
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 1369,180 | 4 342,295 | 937,247 | ,000
Intra-grupos 9,130 | 25 ,365
Total 1378,311 | 29
p<0,05

Fuente: Datos experimentales
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TABLA N°26: ANALISIS DE POST-PRUEBA DE TUKEY DE LA
DETERMINACION DE DURACION DE CONVULSIONES CLONICAS
(segundos) INDUCIDOS POR PENTILENTETRAZOL.

U Ghupo de. beonjunto para‘alfa=0.05 .
| Bmneeaon, 2 [ 3 [ 4 | s
Diazepam 6 | 1,2183

- a0 1200 mglkg BbL. | 6 10,1900

-HSD. "800 mgikg BOL. | 6 11,6817

- .de:

IR Control 6 21,3283
Sig. 1,000 | 1,000 1,000 1,000 1,000

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

a. Usa el tamaiio muestral de la media arménica = 6.000.

Leyenda: BbL.. Extracto de Berberis boliviana Lechler.
Fuente: Datos experimentales

ANALISIS E INTERPRETACION:

En el TABLA N°24 y FIGURA N° 6 se aprecia la media expresada en segundos
para la duracién de las convuisiones clonicas segun cada grupo de administracion
obteniéndose asi para el grupo control (21,33 seg), control diazepam (1,22 seg) y
para los extracto acuoso de las partes aéreas de Berberis boliviana L. (Ch’eqche)
a la dosis de 400 mg/kg (16,67 seg), 800 mg/kg (11,68 seg) y 1200 mg/kg (10,19
seg). Al comparar los promedios de las duracion de las convulsiones clénicas de
los distintos grupos de administracion con el grupo negativo (control) podemos
decir que la duracion de las convulsiones clénicas del extracto acuoso de las
partes aéreas de Berberis boliviana L. (Ch’eqche) a las dosis de 400 mg/kg, 800
mg/kg y 1200 mg/kg disminuyeron en 21,85%, 45,23% y 52,22% respectivamente,
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asi como el grupo diazepam presenté la maxima reduccién (94,29%) con respecto
al grupo control.

Se realizé6 a partir de la TABLA N°24 el analisis de varianza ANOVA (TABLA
N°25) el cual compara el promedio de duracion de las convulsiones clonicas para
los distintos grupos experimentales, se puede observar que en esta tabla se
obtuvo un valor de significancia de 0,000 (p<0,05) este valor nos indica que
existen diferencias significativas entre los distintos grupos de tratamiento.

A partir de la TABLA N°24 se realiza el analisis de comparaciones multiples de
Tukey TABLA N°26, donde se obtuvo como resultado que los grupos de
tratamiento: diazepam, control y el extracto de Berberis boliviana L. (Ch’eqche) a
la dosis de 400 mg/kg, 800 mg/kg y 1200 mg/kg no formaron ningGn subconjunto
homogéneo, por ende son estadisticamente distintos entre si.

Seguin Nassiri M. et. al., 2007 indican que una disminucién en la duracién de la
convulsion es otro parametro importante a evaluar en la actividad
anticonvulsivante, es asi que en su estudio obtuvieron como resultado que el
extracto hidroaicohdlico a la dosis de 0,2 mg/kg y 0,4 mg/kg disminuyeron la
duracion de las convuisiones en un 60% y 100% presentando la Gltima dosis el
mismo efecto que el diazepam 1 mg/kg (20). Se observé que el extracto acuoso
de las partes aéreas de Berberis boliviana L. (Ch’eqche) administrados por via
ILP., a la dosis de 1200 mg/kg, 800 mg/kg y 400 mg/kg redujeron
significativamente la duracion de las convulsiones clénicas frente al grupo
negativo (Control) pero ninguno de ellos se comparé al efecto producido el grupo
control diazepam 1mg/kg.

104



TABLA N°27: DETERMINACION DEL NUMERO DE CONVULSIONES
CLONICAS CON DURACION MINIMA DE 3 SEGUNDOS / INDUCIDOS POR

PENTILENTETRAZOL
ADMINISTRACION / DURANTE 30 MIN.

PARA

DISTINTOS

GRUPOS DE

de3seg.
M

~’yaiiéc56h % : ..“

ediatESM) |

1 12
Control g 11
Agua estéril 12
Grupo 1 pafa inyecsion | 4 12 12 0,37 -
10 ml/kg 5 13
6 11
1 0
2 0
Grupo 2 Dﬁgszm 2 g 040,00 100,00
5 0
6 0
1 8
. 2 7
Bgrbens 3 7
Grupo 3 boliviana L. 4 9 810,33 36,11
400 mg/kg
5 7
6 8
1 5
. 2 4
B(_er_bens 3 4
Grupo 4 boliviana L. 4 4 4+0,26 66,67
800 mg/kg
5 3
6 4
1 2
2 2
Borberis | 3
Grupo 5§ boliviana L. 4 2 2+0,21 80,56
1200 mg/kg
5 3
6 2

Fuente: Datos experimentales
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FIGURA N° 7: MEDIA DEL NUMERO DE CONVULSIONES CLONICAS CON

DURACION MINIMA DE 3 SEGUNDOS/ INDUCIDOS POR
PENTILENTETRAZOL PARA LOS DISTINTOS GRUPOS DE
ADMINISTRACION / DURANTE 30 MIN.
14,00
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Fuente: Datos experimentales

TABLA N°28: ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) DE LA DETERMINACION
DEL NUMERO DE CONVULSIONES CLONICAS CON DURACION MiNIMA DE
3 SEGUNDOS INDUCIDOS POR PENTILENTETRAZOL PARA LOS DISTINTOS

GRUPOS DE ADMINISTRACION.
* ANOVA de un factor
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
inter-grupos 534,133 4 133,533 312,969 | ,000
Intra-grupos 10,667 25 427
Total 544,800 29

p< 0,05

Fuente: Datos experimentales
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ANALISIS E INTERPRETACION:

En la TABLA N°27 y FIGURA N°7 podemos observar que el grupo que presento
mayor promedio de numero de convulsiones fue el control (12 convulsiones)
seguido del extracto de Berberis boliviana L. (Ch'eqche) a las dosis de 400 mg/kg
(8 convulsiones), 800 mg/kg (4 convulsiones) y 1200mg/kg (2 convulsiones) y
finaimente el grupo diazepam que no presentd ninguna convulsion clénica con
una duracion minima de 3 segundos. Al observar el porcentaje de variacion
podemos decir que el promedio de nimero de convulsiones del extracto acuoso
de las partes aéreas de Berberis boliviana L. (Ch'eqche) a las dosis de 400 mg/kg,
800 mg/kg y 1200 mg/kg disminuyeron en un 36,11%, 66,78% y 80,56%
respectivamente, asi como el grupo diazepam presentdé una reduccion de
100,00% con respecto al grupo control.

A partir de los resultados presentados en la TABLA N°27 se realizé un analisis de
varianza ANOVA (TABLA N°28) para comprobar si los promedio obtenidos de la
determinacion del nimero de convulsiones clénicas inducidos por PTZ segun el
grupo de tratamiento difieren entre si, de observar la columna de Sig. podemos
decir que el P-valor es mucho menor que 0,05 lo que nos indica que existen
diferencias significativas entre los distintos grupos de tratamiento.

Segun el “Manual de técnicas de la investigacion” del CYTED, la ausencia de
convulsiones mayores de 3 segundos, durante 30 minutos es un parametro de
proteccién de los anticonvulsivantes (62), ademas se ha reportado por Mora A.
et. Al., 2008 que una disminucién en el nimero de convulsiones indica una
actividad anticonvulsivante {10). De lo anterior podemos decir que el extracto
acuoso de las partes aéreas de Berberis boliviana L. (Ch’eqche) administrado por
via LP.,, a las dosis de 1200mg/kg, 800 mg/kg y 400mg/kg redujeron
significativamente el nimero de convulsiones clénicas frente al grupo Control,
siendo el extracto a la dosis de 1200 mg/kg el que mas se aproxima al efecto
ejercido por el grupo control diazepam 1mg/kg en la reduccién del nimero de
convulsiones de lo que concluimos que dicha reduccion en el nimero de
convulsiones se debe a que ejerce un mecanismo de accion similar al producido
por el diazepam, actuando asi a nivel de los receptores GABAA.

107



TABLA N° 29: PORCENTAJE DE PROTECCION FRENTE A LA MORTALIDAD
INDUCIDO POR PENTILENTETRAZOL PARA LOS DISTINTOS GRUPOS DE

ADMINISTRACION.
T aplbA e e L T FProteceion [T | frenteata;
Aoﬁﬁ."s';?aﬁoni TRATAMIENTO | Raton | frenteala | - " | Mortalidad
L e LSRR e e e e 5 mortalidad | - inducida.
1 No |
Control 2 No
Agua estéril 3 No 0,00
Grupo 1 para inyeccion 4 No 6 0
10 mi/kg 5 No
6 No
1 Si
2 Si
Diazepam 3 Si
Grupo 2 1mglkg 4 Si 0 6 100,00
5 Si
6 Si
1 No
. 2 No
Berberis 3 No
Grupo 3 boliviana L.. 400 ) 4 2 33,33
4 Si
mg/kg
5 No
6 Si
1 No
. 2 Si
Berberis 3 No
Grupo 4 boliviana L. 800 : 3 3 50,00
ma/k 4 Si
g/kg
5 Si
6 No
1 Si
. 2 Si
Berberis 3 si
Grupo 5 boliviana L. 4 . 0 6 100,00
1200 mg/kg Si
5 Si
6 Si

Fuente: Datos experimentales
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FIGURA N° 8: PORCENTAJE DE PROTECCION FRENTE A LA MORTALIDAD
INDUCIDO POR PENTILENTETRAZOL PARA LOS DISTINTOS GRUPOS DE
ADMINISTRACION.

120,00

100,00

80,00

60,00

40,00

20,00

% Proteccidn frente a la Mortalidad inducida PTZ

0,00

Control

Control 400mg/kg BbL. 800mg/kg BbL. 1200mg/kg BbL.

Diazepam
Grupo de Administracion

Fuente: Datos experimentales

FIGURA N°9: MORTALIDAD Y SUPERVIVENCIA PARA LOS DISTINTOS
GRUPOS DE ADMINISTRACION.

N° DE ANIMALES DE EXPERIMENTACION
=N W s o N

o

L i S e

Control

Control 400mg/kg  800mg/kg 1200mg/kg
Diazepam Bbl. BbL BbL.

Grupo de Administracion

= Mueren

d No Mueren

Fuente: Datos experimentales
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TABLA N°30: ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) PARA LA PROTECCION
FRENTE A LA MORTALIDAD INDUCIDA POR PENTILENTETRAZOL PARA
LOS DISTINTOS GRUPOS DE ADMINISTRACION

Suma de gl Medla F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 6,679 4 1,670 17,625 | ,000
Intra-grupos 3,600 38 ,095
Total 10,279 42
p< 0,05

Fuente: Datos experimentales

TABLA N° 31: ANALISIS DE POST-PRUEBA DE TUKEY PARA LA
PROTECCION FRENTE A LA MORTALIDAD INDUCIDO POR
PENTILENTETRAZOL PARA LOS DISTINTOS GRUPOS DE
ADMINISTRACION

P Protecclon frente ala mortalldad mduclda por PTZ
pmeba Grupo de | Subconjunto para alfa 005
S ' admlmstraclon‘ N ot _r‘ T P
‘leazepam T 6 T 0000 N
. [7200mgkg BEL | ¢ 0,000
{;;}‘Hsb.d_éf;',]" 800mg/kg BbL 6 50,000
V)}‘j; Tukey" 400mg/kg BbL 6 66,67
. Control 6 100,00
i | Sig, 107 107

Se. rﬁuestrén las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamaiio muestral de la media arménica = 6.000.

Leyenda: BbL. Extracto de Berberis boliviana Lechler.

Fuente: Datos experimentales
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ANALISIS E INTERPRETACION:

En la TABLA N°29 y FIGURA N°8 se aprecia el porcentaje de proteccion frente a
la mortalidad inducida por PTZ para los distintos grupos de tratamiento,
observandose que el grupo control no presenta proteccion puesto que los 6
ratones del grupo murieron mientras que el extracto acuoso de las partes aéreas
de Berberis boliviana L. (Ch’eqche) a las dosis de 400 mg/kg y 800 mg/kg
presentan un porcentaje de proteccién de mortalidad de 33,3% y 50,0% con
respecto al grupo control y finalmente se observar que el grupo diazepam y el
extracto acuoso de las partes aéreas de Berberis boliviana L. (Ch’eqche) a la
dosis de 1200 mg/kg presentaron un 100% de proteccion.

En la TABLA N°29 y FIGURA N°9 podemos observar el nimerc de muertes y
supervivencia de cada grupo conformado por 6 ratones, el grupo que presento
menor mortalidad fue el extracto acuoso de las partes aéreas de Berberis
boliviana L. (Ch'eqche) a la dosis de 1200 mg/kg y el grupo Diazepam (0 ratones
muertos); en los grupos del extracto acuoso de las partes aéreas de Berberis
boliviana L. (Ch’eqche) a las dosis de 400 mg/kg (4 ratones muertos), 800 mg/kg
(3 ratones muertos) y finalmente el grupo control (6 ratones muertos).

De los resultados presentados en la TABLA N°29 se realizd un andlisis de
varianza ANOVA (TABLA N°30) para comprobar si ios promedio obtenidos de la
proteccioén frente a la mortalidad inducida por PTZ para los distintos grupos son
homogéneos, de dicho analisis se obtuvo un valor de significancia 0,000 (p<0,05)
el cual nos indica que existen diferencias significativas entre los distintos grupos
de tratamiento.

A partir de la TABLA N°29 se realiz6 el analisis estadistico de comparaciones
multiples de Tukey presentado en la TABLA N°31, para determinar
especificamente que promedios difieren y cuales son homogéneos. En esta tabla
podemos observar la formacion de dos subconjuntos homogéneos, el primero sub
conjunto esta conformado por el diazepam y el extracto acuoso de las partes
aéreas de Berberis boliviana L. a la dosis de 1200 mg/kg, los cuales son
estadisticamente iguales entre si y son estadisticamente distintos con el segundo
subconjunto conformado por el control y el extracto acuoso de las partes aéreas
de Berberis boliviana L. (Ch’eqche) a las dosis de 800 mg/kg y 400 mg/kg.
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Segun el trabajo realizado por Fatehi M., y col., 2005 Ia especie del género
Berberis tiene informacion suficiente que apoya la hipotesis de que extracto
acuoso de B. vulgaris tiene efectos beneficiosos sobre el sistema cardiovascular y
neural, con potencial uso en el tratamiento de la hipertén_sién, taquicardia, y
desérdenes neuronales como la epilepsia y convulsiones (6). Segun Nassiri M.
et. al., 2007 en su estudio obtuvo como resultado que el extracto hidroalcohélico
a la dosis de 0,2 mg/kg y 0,4 mg/kg protegen frente a la mortalidad producida por
el PTZ en un 80% y 100% ejerciendo este ultimo el mismo efecto que el diazepam
1 mg/kg (20). En el estudio realizado por Guerrero et. al., 1997 se puede
apreciar que el extracto hidroalcohdlico de las semillas a la dosis de 380 mg/kg
presenta un 90% de proteccion frente a la muerte producida por PTZ, mientras
que el farmaco de referencia fenitoina presenté un 95% de proteccion frente a la
mortalidad (17). Los resultados obtenidos por Mora A.,y col,. 2008 revelan que
el extracto metandlico del tallo de Kalanchoe pinnata (EMT) ejerce efectos
anticonvulsivantes, siendo la dosis minima efectiva de 100 mg/kg protegiendo el
100% de los sujetos experimentales contra los efectos letales del agente pro-
convulsivante empleado (10), en todos los estudios mencionados se ha
demostrado la actividad anticonvulsivante con el indicador de proteccion frente a

f

la mortalidad.

De lo anterior podemos decir que los extracto acuoso de las partes aéreas de
Berberis boliviana L. (Ch’eqche) administrado por via I.P., a las dosis de 1200
mg/kg, 800 mg/kg y 400 mg/kg redujeron significativamente el nimero de
muertes frente al grupo Control, siendo el extracto de Berberis boliviana L.
(Ch’eqche) a la dosis de 1200 mg/kg y el grupo diazepam 1 mg/kg los que
protegieron al 100% de los animales de experimentacion de la muerte inducidas
por PTZ, por consiguiente esta especie surge entonces como una fuente posible
de compuestos con actividad frente a las crisis de convulsivas, ya que los
metabolitos activos de Berberis Boliviana L. (cumarinas, compuestos fendélicos,
alcaloides como la berberina, etc) ejercen efectos en favor del restablecimiento
~ del equilibrio sinaptico entre circuitos excitatorios e inhibitorios que se altera en las
crisis de convulsivas y que son reproducidos de cierta manera por el PTZ ya que
este es un antagonista del GABA. No obstante, no se descartaria que Berberis
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Boliviana L. ejerza algun tipo de selectividad sobre el subtipo de receptor GABA,,
debido a que present6é principalmente actividad anticonvulsivante y no tanto
sedante, lo cual indicaria que el extracto acuoso de Berberis boliviana L. ejerce
mayor accién sobre el subtipo a2 del receptor GABA,, ligado a ia proteccion
anticonvulsivante y actividad ansiolitica, mas que sobre el subtipo a1 ligado al
efecto sedante, lo cual podria considerarse como una ventaja frente a
medicamentos anticonvulsivantes que a la vez producen somnolencia,
considerandose este como uno de sus principales efectos secundarios. No
obstante scn necesarios ensayos adicionales que puedan asegurar lo

anteriormente expuesto.
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4.2.3 TOXICIDAD AGUDA

TABLA N° 32: DETERMINACION DE LA DLg POR METODO DE LORKE DEL
EXTRACTO ACUOSO DE LAS PARTES AEREAS DE Berberis boliviana
Lechler (Ch’eqche) ADMINISTRADO V.O EN RATONES Balb/c/CNPB

PRIMERA FASE
SUSTANCIA Dosis | Mortalidad
Efectos neurotoxicos
(mgkg )| en24 hs
10 o3 Ausencia
100 03 Ausencia
' Ausendia
1000 03 (Se observa igera sedadén en el 6667% de
anmales a los 60 minulos después de la
administracion del extracto).
SEGUNDAFASE
Ausencia
Extracto actloso de (Se observa lgera sedacién en el 100% de animales
las partes aéreas de| 1600 oA aproimadaments a bos 50 minuios después de
Berberis boliviana administracion del extracto).
Lechler (Ch'eqche) Ausenca
(Seobserva ligera sedacion, incoordinacion motoray
2900 oM disminucion a miedo en el 100% de animales
aproximadamente a los 50 minutos después de la
adminisiracion del extracto).
Ausencia
(Se observa sedacién, incoordnacion motora y
5000 o1 disminucion al miedo moderadamente en el 100%
de anmdes gproximadamente a los 50 minutos
después de la administracion del exdracto).

Para el extracto acuoso de las partes aéreas de Berbens

Ola boliviana Lechler (Ch’eqche) es mayor a 5000 mg/kg.

*Nimero de animales que mueren/nimero de animales usados.
FUENTE: Datos experimentales obtenidos en fichas (ver ANEXO N° 16).
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INTERPRETACION Y DISCUSION:

En la TABLA N°32 se aprecia la determinacion de los valores de DLs del extracto
acuoso de las partes aéreas de Berberis boliviana Lechler (Ch’eqche)
administrado por V.O., en ratones cepa Balb/c/CNPB. En la FASE I que ninguno
de los extractos administrados por V.O., a las dosis de 10, 100 y 1000 mg/kg
causO la muerte de los animales ademas de observarse ausencia de efectos
neurotéxicos a la dosis de 10, 100 y 1000 mg/kg sin embargo se encontrd la
presencia de algunos efectos a nivel neuronal que no necesariamente indican
toxicidad sino mas bien se debe al efecto ejercido del extracto a nivel de los
receptores GABA, entre la sintomatologia se observd que a la dosis de 1000
mg/kg del extracto de Berberis boliviana L. se presencia una ligera sedacion a los
60 minutos en el 66,67% del total de ratones, dicho efecto desaparecio
aproximadamente al cabo de 2 horas.

De igual manera en la FASE 1l ninguno de los extractos a las dosis de 1600,
2900 y 5000 mg/kg causo la muerte de los animales empleados ni se observé la
presencia de efectos neurotoxicos, sin embargo se encontré que el extracto a
estas dosis presenta algunos efectos a nivel neuronal como una ligera sedacion
en el 100% de los animales a los que se les administré una dosis de 1600 mg/kg
de extracto, en tanto los animales que fueron administrados con una dosis de
2900 mg/kg de extracto presentaron en un 100% una ligera sedaciéon con
incoordinacién motora y disminucién al miedo finalmente el 100% de los animales
a los que se les administré la dosis de 5000 mg/kg de extracto presenté una
moderada sedacion, incoordinacion motora y disminucién al miedo, el
comportamiento anormal de todos los ratones desaparece aproximadamente
después de 3 horas. Podemos decir que la presencia de dicha sintomatologia se
debe a la presencia de flavonoides en el extracto acuoso de Berberis bolivina L.
los cuales estan implicados en acciones neurofarmacolégicas como analgésicas,
efectos sobre la movilidad y el suefio, la modulacion del metabolismo oxidativo
neuronal y efectos anticonvulsivantes, sedantes y ansioliticos (80).

Al cabo del dia 14 para la evaluacién de la Fase | y del dia 7 en la evaluacion de
la Fase Il no se encontrd signos de toxicidad o mortalidad en los animales de
experimentacion por lo que llegamos a la conclusiéon de que el extracto acuoso de
las partes aéreas de Berberis boliviana Lechler (Ch’eqgche) es atoxico.
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Segun Deciga-Campos et al; 2007 la investigacion de la toxicidad es el primer
paso en el analisis toxicolégico y farmacolégico de las drogas vegetales (93). No
se encontré estudios de toxicidad de la especie Berberis boliviana L. y tampoco
del género Berberis, sin embargo se encontraron algunos estudios de toxicidad en
extractos acuosos es asi que segun los trabajos realizados por Rueda Milachay,
L., et al.,, 2000. En la determinacién de la toxicidad de posibles metabolitos
secundarios de importancia responsables de la actividad anticonvulsivante
en la fase acuosa del extracto alcohdlico de las hojas de Euphorbia peplus
(91), se obtuvieron como resuitados que la dosis letal media de 2551.02,
1587.3 y de 16.03 mg/kg por via oral, intraperitonal e intracerebroventricular
respectivamente. Segun los trabajos realizados por Ruiz P. A., y col 2011 en la
“Evaluacién de la actividad anticonvulsivante y toxicidad aguda del extracto
acuoso en cocimiento de Mansoa alliacea (ajos sacha) en ratones” no se
evidenciaron efecto toxico a las dosis de 1000, 2500, 5500 mg/kg y 10000 mg/kg
(80)

De los trabajos anteriormente mencionados y de la evaluaciéon de la toxicidad
aguda de Berberis boliviana .. se puede apreciar que la dosis a la que se ejerce
un efecto téxico por via oral los extractos acuosos de las especies mencionadas
son mayores a 2000 mg/kg de peso, siendo a estas dosis segin Lorke, 1983 (54)
sustancia débilmente toxica.
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CONCLUSIONES

De la investigaciéon realizada del extracto acuoso de las partes aéreas de

Berberis boliviana L. “Ch’eqche” se concluye:

Se realiz6 el estudio fitoquimico cualitativo y determinaciéon de la actividad
anticonvulsivante del extracto acuoso de las partes aéreas de Berberis
boliviana L. “Ch’eqche” en un modelo experimental inducido quimicamente
por pentilentetrazol, determinandose que el extracto a la dosis de 1200
mg/kg presenté mayor actividad anticonvulsivante para convulsiones tipo
clonicas, teniendo a las cumarinas, compuestos fendlicos y alcaloides
como responsables de dicha actividad.

Se obtuvo el extracto acuoso de las partes aéreas de Berberis boliviana L.
(Ch’eqche) con un porcentaje de rendimiento 12,56% y un porcentaje de
humedad de 60,52%, presentando una amplia solubilidad en solventes
polares (Agua destilada, Etanol 40%, Etanol 50%, Etanol al 70%, etanol al
90%).

Se determiné cualitativamente la composicién fitoquimica del extracto
acuoso de las partes aéreas de Berberis boliviana L. (Ch'eqche)
presentando abundante cantidad de compuestos fendlicos, alcaloides,
taninos, cumarinas, quinonas, lactonas y azucares reductores mientras que
se observa la presencia moderada de glicésidos, aminoacidos, saponinas,
flavonoides y resinas.

Se determiné en el periodo de latencia para la primera convulsién clénica
inducida por Pentilentetrazol, como indicador de Ila actividad
anticonvulsivante, para las dosis de 400 mg/kg, 800mg/kg y 1200 mg/kg del
extracto acuoso de las partes aéreas de Berberis boliviana L. (Ch’eqche)
administrado por via I.P., los cuales fueron 11,33 minutos, 12,21 minutos y
13,31 minutos respectivamente, observandose un incremento en el periodo
de latencia con respecto al grupo control en 60,67%, 73,13% y 88,70%;
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siendo la dosis de 1200 mg/kg la que mas se aproxima al efecto ejercido
por el diazepam 1mg/kg.

Se determind el tiempo de duracion de las convulsiones clonicas y el
namero de convulsiones que duran por lo menos 3 segundos inducidas por
Pentilentetrazol durante 30 minutos como indicadores de la actividad
anticonvulsivante para el extracto acuoso de las partes aéreas de Berberis
boliviana L. “Ch’eqche” administrado por via I.P., determinandose que la
duracioén de las convulsiones clénicas a la dosis de 400 mg/kg, 800 mg/kg y
1200 mg/kg fueron 16,66 segundos, 11,68 segundos y 10,19 segundos
respectivamente observandose una disminuciéon de 21,85%, 45,23% y
52,22% con respecto al grupo control, mientras que el nimero de
convulsiones clonicas para las dosis de 400 mg/kg, 800 mg/kg y 1200
mg/kg fueron 8, 4 y 2 convulsiones respectivamente observandose una
disminucion de 36,11%, 66,67% y 80,56% con respecto al grupo control.

Se determiné el porcentaje de proteccién frente a la mortalidad inducida
por Pentilentetrazol del extracto acuoso de ias partes aéreas de Berberis
boliviana L. (Ch’eqche) a las dosis de 400 mg/kg, 800 mg/kg y 1200 mg/kg
fue de 33,3%, 50,0% y 100,0% respectivamente.

Se determiné que la dosis 1200 mg/kg del extracto acuoso de las partes
aéreas de Berberis boliviana L. (Ch'eqche) presenté mayor actividad
anticonvulsivante frente a las convulsiones tipo clénicas inducidas por
Pentilentetrazol, puesto que esta dosis prolongé el periodo de latencia para
la aparicion de la primera convulsién clénica asi como disminuyé el tiempo
de duracion y nimero de convulsiones clénicas ademas ofrecié un 100%
de proteccion frente a la mortalidad inducida por Pentilentetrazol.

Se evalud la toxicidad aguda por via oral del extracto acuoso de la parte
aérea de Berberis boliviana L. (Ch’eqche) en ratones mediante el método
de Lorke, encontrandose este atéxico debido a que después de
administrarse la dosis mas alta (5000 mg/kg) solo se observd en los
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ratones una moderada sedacién, incoordinacion motora y disminucion al
miedo los cuales desaparecieron aproximadamente después de 3 horas.

Se determiné método de Lorke que no existe dosis letal media del extracto
acuoso de la parte aérea de Berberis boliviana L. (Ch’eqche) administrado
por via oral debido a la ausencia de muertes al cabo de las 24 h de
evaluacion de los animales de experimentacion.
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RECOMENDACIONES Y SUGERENCIAS

A las autoridades:

Buscar convenios con instituciones pulblicas o privadas, dedicadas a la
investigacion de plantas medicinales que den un mayor respaldo en la
ejecucion de proyectos.

Implementar y ampliar el laboratorio de farmacologia experimental para el
desarrollo adecuado de los trabajos de investigacion en plantas medicinales y

otros.

A los docentes:

Motivar al estudiante a profundizar la investigacion en productos naturales, ya
que existe una variedad de especies vegetales que ain no han sido
completamente estudiados y estd demostrado que estos tienen un gran
potencial en diversos campos de aplicacion, tales como medicina,
agroquimica, biotecnologia asi como los compuestos aislados sirven como
referentes en la sintesis de nuevas moléculas.

Buscar convenios con institutos, universidades y centros de investigacion
dedicados a la investigacion en disefio y obtencion de nuevos farmacos y en
estudios farmacoldgicos.

Buscar los medios adecuados para realizar la publicacion del presente trabajo
de investigaciéon asi como de los trabajos de investigacion realizados por la
carrera profesional de Farmacia y Bioquimica.

A los investigadores:

Realizar la cuantificacion e identificacion de metabolitos secundarios presentes
en el extracto acuoso de Berberis boliviana Lechler (alcaloides, compuestos
fenélicos, cumarinas), a los que se les atribuye la actividad anticonvuisivante.
Realizar otros estudios péra la determinacion de perfil anticonvulsivante de los
extractos de Berberis boliviana Lechler (Ch’eqche) en los distintos tipos de
convulsiones y otras pertenecientes al género Berberis de nuestra region.
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¢ Realizar estudios de toxicidad aguda de las diversas especies pertenecientes
al género Berberis existentes en nuestra region, de manera tal que sirva como
cribado previo para realizacion de pruebas farmacolgicas.

e Continuar los estudios de Berberis boliviana Lechler (Ch’eqche) demostrando
otros efectos atribuidos en la medicina tradicional.
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ANEXON’ 1.
IDENTIFICACION BOTANICA DE LA PLANTA EN ESTUDIO

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

. :P.uzmx) POSTAL . +  CIUDAD UN{VERSITARIA « MUSEO INKA
N* 921 - Cusco - Penl Av De ba Culrm N* 733 - Teléfonos: 22865] - ta del Almi ® 103 - Teléfano: 237351
222512 - 232370 - 233375 - 232226 . gg;uo A 'f"’“”‘oN 103 - Tetono: 237350
* FAX:238156- 238173 - 22512 «  CENTRAL TELEFONICA: 232308 - 252210 C ) AGRONOMICO K'AVRA
243835 - 243836 - 243337 - 243838 San Jerénime s/n Cusco - Teléfonos: 277145 - 277246
* RECTORADD - LOCALCENTRAL - COLEGIO “FORTUNATO L. HERRERA”
Calle Tigre N° 127 Plaza Je Armmas s/n Av. Dz Ia Cultura N* 721
Teléfonos: 222271 - 224891 - 224181 - 254398 Teléforos, 227571 - 225721 - 224018 “Estadio Universitario™ - Teléfono: 227192

EL QUE SUSCRIBE, PROFESOR INVESTIGADOR ASOGIADO AL
HERBARIO VARGAS (CUZ).

CERTIFICA:

Que la seflorita, Dianira Acufia Solis y el Sefior Braulio Cusi
Luza, Bachilleres de la Carrera Profesional de Farmacia y
Bioquimica de la Facultad de Ciencias Fisicas, Quimicas Farmacia
e Informatica de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del
Cusco, han solicitado a la Direccidbn del Herbario (CUZ), la
determinacién taxondémica de una especie vegetal, la misma al
ser diagnosticada utilizando bibliografia especializada y muestras
del Herbario, corresponde a la especie: Berberis boliviana, cuya
posicion taxondémica de acuerdo al Grupo del Sistema
Filogenético de las Angiospermas ( Angiosperm Phylogeny Group
, APG Ill (2009), es la siguiente:

Division : Magnoliophyta (= Angiospermas)
Clase : Magnoliopsida =Tricolpados
(Eudicotiledoneas)
Subclase . Magnolidae
Orden : Ranunculales
Familia :Berberidaceae

Género :Berberis
Especie :Berberis boliviana Lechler

Sinonimias: Berberis conferta var. boliviana  (Lechler) C.

Schneider

Nombres comunes: “ ch’ecche”, “g’eshua checche”, “agracejo
peruano”

Se expide la presente certificacién, para fines que vieran por
conveniente los interesados.
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ANEXON°2,
CERTIFICADO SANITARIO DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION EMITIDO POR EL
BIOTERIO DEL.INS

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
CENTRO NACIONAL DE PRODUCTOS BIOLOGICOS
COORDINACION DE BIOTERIO

CERTIFICADO SANITARIO N° | o17-2013

Producto : Raton albino Lote N°  : M-04-2013
Especie 1 Mus musculus Cantidad : 60
Cepa : Balb/c/CNPB Edad P 1mes .
Peso : Mayora 25 gr. Sexo : Hembras
G.R. N° 1 027059 Destino : Cusi Luza, Braulio
Cuzco
: 25-01-2013

El Médico Veterinario, que suscribe, Arturo Rosales Fernandez. Coordinador de Bioterio
Certifica, que los animales arriba descritos se encuentran en  buenas
condiciones sanitarias * .

*Referencia : PR.T-CNPB-153, Procedimiento para el ingreso, Cuarentena y Control
Sanitario para Animales de Experimentacion.

Chaorrillos, 25 de Enero del 2013

M.V. Arturo Rosales Fernandez
NOTA : El Bioterio no se hace C.M.V.P. 1586
responsable por el estado de
los animales, una vez que
éstos egresan del mismo.
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ANEXON°3.
FICHA DE SEGURIDAD DEL REACTIVO (PENTILENTETRAZOL)

SIGMA-ALDRICH

. sigma-aldrich.com

FICHA DE DATOS DE SEGURIDAD

de acuerdo el Reglamento (CE) No. 1907/2006

Versién 5.0 Fecha de revision 12.10.2012

Fecha de impresion 04.12.2012

GENERIC EU MSDS - NO COUNTRY SPECIFIC DATA - NO OEL DATA

1. IDENTIFICACION DE LA SUSTANCIA O LAMEZCLA Y DE LA SOCIEDAD O LA EMPRESA
1.1 ldentificadores del producto

Nombre del producto - Pentylenetetrazole

Referencia . P6500

Marca : Sigma

No. CAS : 54-95-5

1.2 Usos pertinentes identificados de la sustancia o de la mezcla y usos desaconsejados
Usos identificados . Reactivos para laboratorio, Fabricacion de sustancias
1.3  Datos del proveedor de la ficha de datos de seguridad

Compaiiia :  Sigma-Aldrich
3050 Spruce Street
SAINT LOUIS MO 63103

USA
Teléfono © @ +1800-325-5832
Fax : +1800-325-5052
1.4 Teléfono de emergencia
Teléfono de Urgencia . (314) 776-6555

2. IDENTIFICACION DE LOS PELIGROS
21 Clasificacion de la sustancia o de la mezcla

Clasificacion de acuerdo con el Reglamento (CE) 1272/2008 [UE-GHS/CLP]
Toxicidad aguda, Oral (Categoria 3)

Irritacion cutaneas (Categoria 2)

Irritacion ocular (Categoria 2)

Toxicidad especifica en determinados érganos - exposicion tGnica (Categoria 3)

Clasificacion de acuerdo con las Directivas de la UE 67/548/CEE 6 1999/45/CE
Toéxico por ingestion. Irrita los ojos, la piel y las vias respiratorias.

2.2 Elementos de la etiqueta
Etiquetado de acuerdo con el Reglamento (CE) 1272/2008 [UE-GHS/CLP]

Pictograma

Palabra de advertencia Peligro

Indicacion(es) de peligro

H301 Toxico en caso de ingestion.

H315 Provoca irritacién cutanea.

H319 Provoca irritacion ocular grave.

H335 Puede irritar las vias respiratorias.

Declaracién{es) de prudencia

P261 Evitar respirar el polvo/ el humo/ el gas/ la niebla/ los vapores/ el aerosol.

P301 + P310 EN CASO DE iINGESTION: Llamar inmediatamente a un CENTRO DE
INFORMACION TOXICOLOGICA o a un médico.

P305 + P351 + P338 EN CASO DE CONTACTO CON LOS OJOS: Enjuagar con agua

cuidadosamente durante varios minutos. Quitar las lentes de contacto

Sigma - P6500 Pagina 1 de 7
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cuando estén presentes y pueda hacerse con facilidad. Proseguir con el
lavado.

Declaraciéon Suplementaria del ninguno(a)
Peligro

De acuerdo con la Directiva Europea 67/548/CEE, y sus enmiendas.
Simbolo(s) de peligrosidad &

Frase(s)-R
R25 Téxico por ingestion.
R36/37/38 Irrita los ojos, Ia piel y las vias respiratorias.
Frase(s)-S
S45 En caso de accidente o malestar, acudase inmediatamente al médico (si
es posible, muéstresele la etiqueta).
526 En caso de contacto con los ojos, lavense inmediata y abundantemente
con agua y acudase a un médico.
S36/37/39 Usense indumentaria y guantes adecuados y proteccion para los ojos/la
cara.
2.3 Otros Peligros - ninguno(a)
COMPOSICION/INFORMACION SOBRE LOS COMPONENTES
3.4  Sustancias '
Sinénimos :  1,5-Pentamethylenetetrazole
Metrazole
6,7,8,9-Tetrahydro-5H-tetrazolo[1,5-a}azepine
a,B-Cyclopentamethylenetetrazole
Formula : CgHqoNg
Peso molecular : 138,17 g/mol
Componente "] Concentracion
Pentetrazol
No. CAS 54-95-5 -
No. CE 200-219-3
4. PRIMEROS AUXILIOS
41 Descripcion de los primeros auxilios
Recomendaciones generales
Consultar a un médico. Mostrar esta ficha de seguridad al doctor que esté de servicio.
Si es inhalado
Si aspird, mueva la persona al aire fresco. Si ha parado de respirar, hacer la respiracion artificial.
Consuitar a un médico.
En caso de contacto con la piel
Eliminar lavando con jabén y mucha agua. Llevar al afectado en seguida a un hospital. Consultar a un
médico.
En caso de contacto con los ojos
Lavese a fondo con agua abundante durante 15 minutos por o menos y consuite al médico.
Si es tragado
Nunca debe administrarse nada por la boca a una persona inconsciente. Enjuague la boca con agua.
Consultar a un médico.
4.2 Principales sintomas y efectos, agudos y retardados
Estimutacion del SNC, Convulsiones
Sigma - PG500 Pagina2 de 7
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4.3

Indicacion de toda atencion médica y de los tratamientos especiales que deban dispensarse
inmediatamente
sin datos disponibles

5.2

53

5.4

MEDIDAS DE LUCHA CONTRA INCENDIOS
Medios de extincién

Medios de extincion apropiados
Usar agua pulverizada, espuma resistente al alcohol, polvo seco o diéxido de carbono.

Peligros especificos derivados de la sustancia o la mezcla
Oxidos de carbono, éxidos de nitrogeno (NOx)

Recomendaciones para el personal de lucha contra incendios
Si es necesario, usar equipo de respiracién auténomo para la lucha contra el fuego.

Otros datos
sin datos disponibles

6.2

6.3

6.4

MEDIDAS EN CASO DE VERTIDO ACCIDENTAL

Precauciones personales, equipo de proteccion y procedimientos de emergencia
Usar proteccion respiratoria. Evite la formacion de polvo. Evitar respirar los vapores, la neblina o el gas.
Aseglrese una ventilacién apropiada. Evacuar el personal a zonas seguras. Evitar respirar el polvo.

Precauciones relativas al medio ambiente
Impedir nuevos escapes o derrames si puede hacerse sin riesgos. No dejar que el producto entre en el
sistema de alcantarillado.

Métodos y material de contencion y de limpieza
Recoger y preparar la eliminacién sin originar polvo. Limpiar y traspalar. Guardar en contenedores
apropiados y cerrados para su eliminacién.

Referencia a otras secciones
Para eliminacién de desechos ver seccién 13.

7.2

7.3

MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO

Precauciones para una manipulacion segura

Evitese el contacto con los ojos y la piel. Evitese la formacion de polvo y aerosoles.

Debe disponer de extraccion adecuada en aquellos lugares en los que se forma polvo.Disposiciones
normales de proteccion preventivas de incendio.

Condiciones de almacenamiento seguro, incluidas posibles incompatibilidades
Almacenar en un lugar fresco. Conservar el envase herméticamente cerrado en un iugar seco y bien
ventilado.

Temperatura de almacenaje recomendada: -20 °C

Usos especificos finales
sin datos disponibles

8.2

Sigma - P6500

CONTROLES DE EXPOSICION/ PROTECCION INDIVIDUAL

Parametros de control

Componentes con valores limite ambientales de exposicion profesional.
Controles de la exposicion

Controles técnicos apropiados
Evitar el contacto con la piel, ojos y ropa. Lavense las manos antes de los descansos e inmediatamente
después de manipular la sustancia.

136
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Proteccion personal

Proteccion de los ojos/ la cara

Caretas de proteccion y gafas de seguridad. Use equipo de proteccion para los ojos probado y
aprobado segtin las normas gubernamentales correspondientes, tales como NIOSH (EE.UU.) o
EN 166 (UE).

Proteccion de la piel

Manipular con guantes. Los guantes deben ser controlados antes de la utilizacion. Utilice la
técnica correcta de quitarse los guantes (sin tocar la superficie exterior del guante) para evitar el
contacto de la piel con este producto. Deseche los guantes contaminados después de su uso, de
conformidad con las leyes aplicables y buenas practicas de laboratorio. Lavar y secar las manos.

Los guantes de proteccion seleccionados deben de cumplir con las especificaciones de la
Directiva de la UE 89/686/CEE y de la norma EN 374 derivado de ello.

Proteccion Corporal

Traje de proteccion completo contra productos quimicos, El tipo de equipamiento de proteccién
debe ser elegido segtin ia concentracion y la cantidad de sustancia peligrosa al lugar especifico
de trabajo.

Proteccion respiratoria

Donde el asesoramiento de riesgo muestre que los respiradores purificadores de aire son
apropiados, usar un respuirador que cubra toda la cara tipo N99 (EEUU) o tipo P2 (EN 143) y
cartichos de respuesto para controles de ingieneria. Si el respirador es la unica proteccién, usar
un respirador suministrado que cubra toda la cara Usar respiradores y componenetes testados y
aprovados bajo los estandards guvernamentales apropiados como NIOSH (EEUU) o CEN (UE)

PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS

9.1 Informacion sobre propiedades fisicas y quimicas basicas

a)
b)
c)
d)
e)

f)

g)

h)
i)

)

k)
D

m)
n)

o)

P)

q)

Aspecto

Olor

Umbral olfativo
pH

Punto de fusién/ punto
de congelacioén

Punto inicial de
ebullicién e intervalo de
ebullicion

Punto de inflamacion
Tasa de evaporacién

Inflamabilidad (sélido,
gas)

inflamabilidad
superior/inferior o
limites explosivos

Presién de vapor
Densidad de vapor
Densidad relativa
Solubilidad en agua

Coeficiente de reparto
n-octanol/agua

Temperatura de auto-
inflamacion

Temperatura de

Sigma - P6500

Forma: cristalino
sin datos disponibles
sin datos disponibles

sin datos disponibles

Punto/intervalo de fusién; 59 - 61 °C - lit.

194 °C a 16 hPa - lit.

sin datos disponibles
sin datos disponibles
sin datos disponibles

sin datos disponibles

sin datos disponibles
sin datos disponibles
sin datos disponibles
sin datos disponibles

sin datos disponibles

sin datos disponibles

sin datos disponibles

Pagina4 de 7
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9.2

descomposicion
r) Viscosidad sin datos disponibles
s) Propiedades explosivas sin datos disponibles

t) Propiedades sin datos disponibles
comburentes

Otra informacion de seguridad
sin datos disponibles

10.
10.1

10.2

10.3

10.4

10.5

10.6

ESTABILIDAD Y REACTIVIDAD

Reactividad
sin datos disponibles

Estabilidad quimica
sin datos disponibles

Posibilidad de reacciones peligrosas
sin datos disponibles

Condiciones que deben evitarse
sin datos disponibles

Materiales incompatibles
Agentes oxidantes fuertes, Acidos fuertes

Productos de descomposicion peligrosos
Otros productos de descomposicion peligrosos - sin datos disponibles

1.
1141

INFORMACION TOXICOLOGICA
Informacidn sobre los efectos toxicoldgicos

Toxicidad aguda
DL50 Oral - rata - 140 mg/kg
Observaciones: Conducta: Convulsiones o efectos en el umbral de colapso.

Corrosion o irritacion cutaneas
sin datos disponibles

Lesiones o irritacién ocular graves
sin datos disponibles

Sensibilizacion respiratoria o cutanea
sin datos disponibles

Mutagenicidad en células germinales
sin datos disponibles

Carcinogenicidad

IARC: No se identifica ningin componente de este producto, que presente niveles mayores que o
igual a 0,1% como agente carcinégeno humano probable, posible o confirmado por la (IARC)
Agencia Internacional de Investigaciones sobre Carcindgenos.

Toxicidad para la reproduccion
sin datos disponibles

Toxicidad especifica en determinados 6rganos - exposicion Gnica
inhalacion - Puede irritar las vias respiratorias.

Toxicidad especifica en determinados 6rganos - exposiciones repetidas
sin datos disponibles

Peligro de aspiracion
sin datos disponibles

Efectos potenciales sobre la salud

Sigma - P6500 Pagina 5 de 7
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Inhalacion Puede ser nocivo si se inhala. Provoca una irritacion del tracto respiratorio.

Ingestién Tdxico si se ingiere.
Piel Puede ser nocivo si es absorbido por la piel. Provoca irritaciones de la piel.
Ojos Provoca irritacién ocular grave.

Signos y Sintomas de la Exposicion
Estimulacion del SNC, Convulsiones

Informacion Adicional
RTECS: XF8225000

12.
12.1

12.2

12.3

124

12.5

12.6

INFORMACION ECOLOGICA

Toxicidad
sin datos disponibles

Persistencia y degradabilidad
sin datos disponibles

Potencial de bioacumulacién
sin datos disponibles

Movilidad en el suelo
sin datos disponibles

Resultados de la valoracion PBT y mPmB
sin datos disponibles

Otros efectos adversos
sin datos disponibles

13.
13.1

CONSIDERACIONES RELATIVAS A LA ELIMINACION
iétodos para el tratamiento de residuos

Producto

Ofertar el sobrante y las soluciones no-aprovechables a una compaiiia de vertidos acreditada. Para la
eliminacion de este producto, dirigirse a un servicio profesional autorizado. Disolver o mezclar el
producto con un solvente combustible y quemarlo en un incinerador apto para productos quimicos
provisto de postquemador y lavador.

Envases contaminados
Eliminar como producto no usado.

14.
14.1

14.2

14.3

14.4

14.5

14.6

INFORMACION RELATIVA AL TRANSPORTE

Namero ONU
ADR/RID: 2811 IMDG: 2811 IATA: 2811

Designacion oficial de transporte de las Naciones Unidas
ADR/RID: SOLIDO ORGANICO TOXICO, N.E.P. (Pentetrazol)
IMDG: TOXIC SOLID, ORGANIC, N.O.S. (Pentetrazol)
IATA: Solido téxico, organico, n.e.p. (Pentetrazol)

Clase(s) de peligro para el transporte
ADR/RID: 6.1 IMDG: 6.1 IATA: 6.1

Grupo embalaje
ADR/RID: 1l IMDG: Il IATA: Il

Peligros para el medio ambiente
ADR/RID: no IMDG Contaminante marino: no  IATA: no

Precauciones particulares para los usuarios
sin datos disponibles

15.

Sigma - P6500

INFORMACION REGLAMENTARIA
La hoja técnica de seguridad cumple con los requisitos de la Reglamento (CE) No. 1907/2006.
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15.1 Reglamentaciéon y legislacion en materia de seguridad, salud y medio ambiente especificas para la
sustancia o la mezcla
sin datos disponibles

15.2 Evaluacion de la seguridad quimica
sin datos disponibles

16. OTRA INFORMACION

Otros datos

Copyright 2012 Sigma-Aldrich Co. LLC. Se autoriza la reproduccion en nimero ilimitado de copias para
uso exclusivamente interno.

La informacion indicada arriba se considera correcta pero no pretende ser exhaustiva y debera
utilizarse Gnicamente como orientacion. La informacioén contenida en este documento esta basada en
el presente estado de nuestro conocimiento y es aplicable a las precauciones de seguridad apropiadas
para el producto. No representa ninguna garantia de las propiedades del producto. La Corporacién
Sigma-Aldrich y sus Compaiifas Afiliadas, no responderén por ningin dafio resuitante de la
manipulacién o contacto con el producte indicado arriba. Dirijase a www.sigma-aldrich.com y/o a los
términos y condiciones de venta en el reverso de la factura o de la nota de entrega.

Sigma - P6500 Pagina?7 de 7
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ANEXON°4,
FiICHA DE RECOLECCION DE LA ESPECIE VEGETAL Berberis boliviana Lechler

o NOMBRE COMUN: Ch'eqche

o SINONIMOS: Qeswa Ch’eqche, Agracejo peruano, Ailampo, Uva — uva, Quisca-
quisca.

e TIPO: Hoja, tallo

o FAMILIA: Berberidaceae

o GENERO:Berberis

o ESPECIE: boliviana Lechler

» DISTRIBUCION GEOGRAFICA: Vegetal espontaneo que crece entre matorrales
de alturas, climas frios de preferencia en zonas templadas en laderas y
montarias.

o CARACTERISTICA PRINCIPAL: Hojas fasciculadas de 12 mm de longitud y 5
mm de ancho, reticuladas, venacion sobre ambos lados, sésiles o subsésiles
de una coloracion verde.

o DESCRIPCION GENERAL: Plantas herbaceas o arbustivas inermes o
espinosas, con rizomas arrastrados o gruesos tubérculos, pueden alcanzar de
1 a 2 metros de altura, siendo raro que sean mas altas pero pueden ser mas

bajas.
o LUGAR DE RECOLECCION:
~ Departamento : Cusco
— Provincia : Quispicanchi
— Distrito : Oropesa
- Alfitud : 3110 m.
— Determinado por
- Arbol ()
- Ambusto  (X)
- herbacea ()

Colectores: Dianira Acufia Solis, Braulio Cusi Luza
Fecha: I 12012
OBSERVACIONES. .......ccoceemtteatatnrtsmnsassaresnsaneassnsasensssassesassnsnssssnsansssnssnsnnns
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FICHA DE RECOLECCION DE

ANEXON°S.
DATOS DEL PORCENTAJE DE HUMEDAD

NUMERO DE
DETERMINACIONES
1 2 3
Peso de muestrafresca
Pesode muestraseca
Porcentaje de humedad
Porcentaje promedio de humedad
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FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DE LA PRUEBA DE SOLUBILIDAD

ANEXO N° 6.

SOLVENTE

SOLUBILIDAD A T° AMBIENTE

Cloruro de sodio 0,9%

Agua destilada

Etanol al 40%

Etanol al 50%

Etanol al 70%

Etanol al 90%

Metanol 99,95%

Acetato de etilo 99,94%

Acetona 99,5%

Cloroformo 99,5%

ter etilico 99,95%

Hexano 92,0%

Tolueno 99,5%

FUENTE:

Elaboracion Propia

LEYENDA:

++

+-

: Totalmente Soluble.
: Parcialmente soluble.
: Insoluble.
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ANEXON°7.
PRUEBAS DEL ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO DEL EXTRACTO (63).

1. DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES: PRUEBA DE BENEDICT
A 0,5 mi de soluciéon de extracto agregar 0,2 ml del reactivo de Benedict,
calentar en bafio a ebullicién por 5 minutos y se deja enfriar. La formacién de
un precipitado de color rojo ladrillo indica prueba positiva.
Reactivo de Benedict:
Disolver 1,73 g de sulfato de cobre pentahidratado, 17,3 g de citrato de sodio
y 10 g de carbonato de sodio anhidro en 100 ml de agua destilada.

2. DETERMINACION GLICOSIDOS
A 200 mg de extracto se le agrega 2 ml de HCL al 1%, calentar por 5 minutos,
enfriar y neutralizar con NaOH al 1%, luego tratar con carbon activado y filtrar,
con porciones de 0,5 ml de la solucion, realizar la prueba de benedict la
formacién de un precipitado rojo ladrillo, indica prueba positiva.

3. DETERMINACION DE AMINOACIDOS: PRUEBA DE NINHIDRINA
A 0,5 ml de extracto acidificarlo con HCL al 1%, agregar 2 a 3 gotas de la
solucién de ninhidrina al 1% calentar por 5 minutos en bafio de agua a
ebullicion. Las coloraciones rojizas, violetas o amarillas indican prueba
positiva.

4. DETERMINACION DE FLAVONOIDES

a. REACCION DE SHINODA |
A 0,5 ml de extracto, agregar algunas limaduras de magnesio metalico mas
2 a 3 gotas de HCL concentrado, indican prueba positiva coloraciones.

Amarillo a Rojo : Flavonas.
Rojo a Magenta : Flavanonoles.
Rojo, magenta, violeta, azul : Flavanonas.
Amarillo : Isoflavonas.

Isoflavanonas, chalconas y auronas no da coloracién, por
consiguiente no dan prueba positiva.
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b. PRUEBA DE AMONIACO

A una pequeiia porcién de papel filtro dejar caer de 1 a 2 gotas de extracto,
observar el color y la fluorescencia a la luz UV, exponer a vapores de
amoniaco y observar el cambio de color producido fuera y dentro de Ia
lampara UV. Es positiva la fluorescencia o cambio de color dependiendo

del tipo de flavonoide que pueden ser:

Amarillo : Flavonas, flavonoles y Xantonas.
Amairillo a rojo : Chalconas y auronas.
Anaranjado : Dihidroflavonoles.
Incoloro-anaranjado : Dihidroflavonas.

Azul : Antocianinas

. DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS
A 0,5 ml de extracto agregar 1 a 2 gotas de cloruro férrico al 1% en solucion
acuosa. La presencia‘ de precipitados o coloraciones azuladas - verdosas
indican prueba positiva.

. DETERMINACION DE QUINONAS
A 0,2 ml de extracto agregar 0,4 mi de acido sulfirico concentrado,
coloraciones rojizas indican prueba positiva.

. DETERMINACION DE RESINAS
A 0,2 ml de extracto agregar 2 a 3 gotas del reactivo acetato de cobre. Una
coloracion verde esmeralda indica prueba positiva.

. DETERMINACION DE ALCALOIDES
Para realizar las pruebas; solubilizar 0,5 g de extracto con HCL al 5%, filtrar
y finalmente se realiza el siguiente ensayo:

REACCION DE DRAGENDORFF

A 0,5 ml de la solucion acida agregar 2 a 3 gotas del reactivo de
dragendorff. La formacién de un precipitado naranja o marrén, indica
presencia de alcaloides.
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9. DETERMINACION DE TANINOS
A 0,5 ml de extracto adicionar 2 a 3 gotas de cloruro férrico al 1%, la
aparicion de coloracién o formacién de precipitado indica que la prueba es
positiva.
La coloracién azul oscuro indica presencia de taninos galicos y una

coloracién verde la presencia de taninos catequicos.

10. DETERMINACION DE SAPONINAS: PRUEBA DE ESPUMA
Aproximadamente 0;1 g del extracto se solubiliza en 5 ml de agua o en 5 mi
de etanol al 40%, filtrar si es necesario, el filtrado agitar vigorosamente por
30 segundos. La formacion de espuma persiste por 30 minutos, indica la
presencia de saponinas.

11. DETERMINACION DE LACTONAS
A 2 ml de extracto agregar 2 a 3 gotas de reactivo de Baljet (mezcla Ay B en
volimenes iguales); una coloracién naranja o rojo oscuro indicara prueba positiva.
Reactivo de Baljet:
Reactivo A: Acido picrico al 1% en etanol.
Reactivo B: Hidroxido de potasio al 10%.

12. DETERMINACION DE CUMARINAS :
a. PRUEBA DE HIDROXIDO DE SODIO
En un tubo de ensayo agregar 0,2 g de extracto y afiadir 2 ml de agua destilada,
cubrir el tubo con papel filtro humedecido con hidréxido de sodio al 10% y
mantener en bafio de agua a ebullicion por varios minutos, luego exponer el
papel a la luz UV. Es positiva la aparicién de una fluorescencia amarilla verdosa
o azul (cumarinas volatiles).

b. PRUEBA DE BALJET

A 0,5 ml de extracto agregar 2 a 3 gotas de Reactivo de Baljet. Es positivo
coloraciones naranja a rojo oscuro.
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FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DEL ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO

ANEXON°8.

METABOLITO SECUNDARIO REACTIVO RESULTADOS
Aziicares reductores Benedict
Glicosidos Benedict
Aminoacidos Ninhickina

Shinoda
Flavonoides
Amoniaco
Alcaloides Dragendorif
Taninos Cloruro fémico
Saponinas Prueba de espuma
Hidrdxido de Sodio
Cumarinas
Bajet
Quinonas Borritrager
Resinas Acelato de cobre 1%
Lactonas Bajet
Fuente: Elaboracion propia
Leyenda:
Abundantecantidad  : ++
Moderadacantdad  :+
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ANEXO N°9,
PROTOCOLO DELA ACTIVIDAD ANTICONVULSIVANTE

5 . ACIIVIDAD SCIRE EL
SISTEMA, NERVIOSO CENTIRAL . \

-

> Poliddonger, W.Compedio de Psicolarmacoterapia. Basilea: Suiz
. {1984).

a. Roche. 3a. edicién. pp 43-49

- NTICONVULSIVANTES

i‘ Alroduccion

} ‘2z maxima esinnulzcion del Sistema Nervioso Cenlral es la convulsion. Las convulsiones pueden
- szrinducidas por descargas eléclricas lranscraneanas, que se aplican a los ratones por medio de
| zizctrodos colocados en las arejas, o lambién se pueden provocar convulsiones mﬂdtanle la

' nyeccion de compuestos quimicos como el pentilentetrazol @ ia eslricnina. ;

Cbjelivo.

Zvaluar el eleclo protector de algunos fdrmacos sobre las convuisiones producidas por aplicacion
22 eslimulacion eléctrica ¢ quimica.

' Zstimulo Eléctrico

[+ e aatmmmsuan o5 paiicnes anticanvulsivanles v los compuesios de ensayo antes de la i
aolicacion del eslimuio. !

- Seaplica una descarqa eigctr
acuerdo a la clase de convuision que se pueda’ r*rc:(mcxr {ver cuadro Mo. 1).
Se observa cuales lueron proleqidos y cudles no.

ica a los animales. colccindeias los slecircdos a2n las orplas de

 Zstimulo Quimico

Se pesan y marcan los ralones.
Se administran los patrones vy los compuestos de prueba. Se espera el liempo de agscrcion.

Se aplican por via 1.P. 85 mgikg de pentilentetrazel yio 2 mg/kg de nilralo de estricnina, Se
| observa si aparecen o no ias convulsiones. . )

FUENTE: CYTED (Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el Desarrolio)
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ACUVIDAD SOBRE £L

Umbral Clase de Convuisidn

SISTEMA NERVIOSO CENIRAL

————— . .- w. . .CuadroNo. 1. . R

I4lodes de produccion de convulsionas. Caracterislicas de cada umbral

. i . ..
Meétodo Parometro de Proteccion

{(miem. posterior)

Ausencia de convulsiones
PTZ 85 mg/kg S.C. clénicas mayuias de 3 seg.
Tiempo observacion: 30 min,

trpemsmstmnime mas

Minimo Convulsiones
cldnicas - -Eleciroshock: corriente al- i Ausencia de convulsiones
' lerna de 60 Hz tiempa e ciénicas. El animal \rala
imensidad para produci de huir.
convulsion cldnca.
Abolicion de convulsiones
i PTZi25mghg bl eX18N5075 OE MiLiMmbros
H posieriores y ausencia de
tMaximo Convulsidon : clonicas mayores 2 3 seg.
| cldnico-ténica
! exlensora ;. Elecroshock: corciente Abolicion de convulsion
clonicas  aherna de 60 Hz. Tierpo | exiensora de miembros
! ‘e intensidad adecuadas . f postertores.
S Su — - I
! ; ' . Abolcion de convulsidn
P72 175 mg/kg LV, : EX12ns07a Uz Miembics
i ! pcslenores y ausencia de
| supra- Convulsidn 10nico- | clonicas mayores & 3 seq.
! maximo lizxora - exlenscra :
cionicas ° Eiecuroshock: cotriente i Abolicion da convulsion
;

allerna de 60 Hz. Tiempo | exiensora de miembros
e inicneidad adecuaczs ‘posteriores.

FUENTE

PR

: CYTED (Programa lbemmmimnodeCiendayTecnobgiaparaelD%ndb)
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]
e

H
ACTIVIDAD SOBRE &L
N SISTEMA NERVIOSO CENIRAL \

-

! saconsidera cataléplico y se califica como 1, Sipermanece 25 o 30 segundos presenta catalepsia
parciai y se califica como 0.5. Si no se manliene no-presents calalepsia y se califica como 0,

- 9. ACTIVIDAD ANTICONVULSIVANTE: ANTAGONISMO ™~ - . .. .
FRENTE AL PENTAMETILENTETRAZOL.

Se pueden utilizar dilerentes métodos para provocar en l0s animales dz experimeniacion
comvulsiones que reproduzcan una sinlomalologia semejanic s la de la epilepsia. Los mélodos mas
imporianies son los qué inducen lzs convulsiones por eslimulacion eléctrica. por Ja adminisiracion
de susiancias auimicas o por lz implantacién de material irritante bajo el coriex cerebral. Se ha
utilizado un método de nducsion de Ias convulsiones por fa administracion de una sustancia

quince, el Pentametilenielrazcl.

Deascripcion d2 la técnica (De Angelis 1979)

Se uiilizan loles de seis ratones machos a los que se les administra intraperitonealmenie 5 mg/kg
de suero lisioldgico, producios en esiludio y patrones (excepto Haloperidol qgue se usa & una dosis
de  mgfg). Tranzorridos 30 minulos seinyecta porla mismavia 100 mg/ka de Pentamelilentelrazol
¥ S¢ colctan en companimientos individuales de vidrio szrz wna meior observazidn. A continuacion
se ==dlz el liempo al que aparecen las convulsiones (periodo de latencia. ). ehiempe a2l 4o se
procuce la extension ténica de los miembros \raseros (1) y fa supervivencia.

FUENTE: CYTED (Programa Iberoamericano de Clencia y Tecnologia para el Desanolio)
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ANEXO N°10.
TEST DE IRWIN PARA LA EVALUACION DEL PERFIL NEUROLOGICO DEL
EXTRACTO ACUOSO DE LAS PARTES AEREAS DE Berberis boliviana

Lechler (C’heqche) ADMINISTRADO POR V.I.P.

SIGNO
NORMAL

Dosis del extracto acuoso de las partes
aéreas de Berberis boliviana L. {C’heqche)

al 100%

BLANCO
agua esteéril

T de respuesta -
Lo _ {(min)y
' Parametros g

om0 80 s

120

10

15...

120

ESTADO DE VIGILIA

Eslereotipia

COMPORTAMIENTO

Miedo

1 SNC

Convuisiones

Temblores

Cola de Straub

Excitacién

Saltos

Contracciones de
cabeza

Tasa de respiracion

I SNC

Sedacién

Pérdida del equilibrio

Incoordinacién motora

Acinesia

Catalepsia

Tasa de respiracion

Analgesia

Marcha anormal

SIGNOS
AUTONOMICOS

Retorcimientos

Piloereccion

Salivacién

Defecacién

Tasa de respiracion

EFECTOS OCULARES

Plosis

Exoftalmos

Pérdida del reflejo
comneal

Lagrimeo

TONO MUSCULAR

Pérdida de aprension

Pérdida de traccién

Tono abdominal

REFLEJOS

Reactividad al tacto

Enderezamiento

OBSERVACIONES
DERMICAS

Palidez

Cianosis

MUERTE

Letalidad

Leyenda: +:Presenda yoleveinoemenio. N :Nomel

- Ausencayoleve diminuoion
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ANEXO N°11.

MEDICIONES FISIOLOGICAS Y CONDUCTUALES EVALUADAS EN EL TEST
DE IRWIN (Modificado de ROUX et al., 2003.)

SIGNOS
LETALIDAD
CONVULSIONES
TEMBLORES
COLA DE STRAUB

SEDACION

EXCITACION

MARCHA ANORMAL

SALTOS

OBSERVACIONES

Presencia (+)

Presencia (+)

Presencia (+): todo el cuerpo del animal tiembia.

Presencia (+): la cola adquiere forma de arco en posicion vertical.

Presencia (+), con 3 intensidades: intensidad 1: después de quitar
la tapa de la jaula y de manipulacion, los animales se mueven mas
lentamente que el control, intensidad 2: en las mismas
condiciones, los animales se mueven muy lentamente; intensidad
3: en las mismas condiciones, los animales no se mueven.

Presencia (+), con 3 intensidades: intensidad 1: después de quitar
la tapa de la jaula y de manipulacién, los animales son un poco
mas activo que el control; intensidad 2: en las mismas condiciones,
los animales se mueven rapidamente (con pausas); intensidad 3:
en las mismas condiciones, los animales se mueven muy
rapidamente (sin pausas).

Presencia (+)

Presencia (+)

PERDIDA DEL EQUILIBRIO Presencia (+): los animales caen de costado al caminar.

INCOORDINACION MOTORA Presencia (+): locomocién desorganizada.

RETORCIMIENTO

PILOERECCION

ESTEREOTIPIAS

Presencia (+): estiramiento de las extremidades traseras, con los
flancos huecos (visualmente aparentes movimientos abdominales).

Presencia (+)

Presencia (+): movimientos repetidos anormales en comparacién
con el control (indicar si el animal se dedica a oler, masticar o a
realizar movimientos de la cabeza).
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CONTRACCIONES DE CABEZA Presencia (+): sacudidas subitas (sacadicos) de la cabeza.

TASA DE RESPIRACION

AGRESIVIDAD

MIEDO

REACTIVIDAD AL TACTO

TONO ABDOMINAL

incremento (+) o disminucion (-); La tasa de respiracidon es
comparada con el grupo control. Esta es solo una observacion
subjetiva y es Unicamente anotada cuando es claramente
observada.

Presencia (+): muerde en respuesta a un golpe suave hacia la
cabeza con la pluma un boligrafo.

Incremento (+) o disminucion (-): se realiza un “snap” por encima
de la jaula: la reaccion del animal (retroceso, saltos, etc.) se
compara con el control.

Incremento (+) o disminucion (-): la reaccidn de escape a la
presién con los dedos sobre las patas traseras, se compara con el
control.

Incremento (+) o disminucion (-): La dureza o la suavidad de las
paredes del estdmago cuando se presiona lateralmente entre dedo
indice y el puigar.

PERDIDA DEL REFLEJO DE ENDEREZAMIENTO Presencia (+): incapacidad del animal a

PTOSIS

EXOFTALMOS

erguirse por si mismo después de su puesta de espaldas.

Presencia (+): parpados parcial o totalmente cerrados.

Presencia (+): protrusion de los globos oculares.

PERDIDA DE LA FUERZA DE APREHENSION Presencia (+): puesto en una malla de alambre

ACINESIA

CATALEPSIA

horizontal, los animales no pueden mantenerse sobre ella cuando
son rapidamente arrastrado por la cola.

Presencia (+): al situar una malla de alambre en la cabeza con un
angulo de aproximadamente 30° respecto a la horizontal, el animal

no se mueven de forma espontanea.

Presencia (+): colocado una postura erguida sobre sus patas
traseras (posicion de Buda), el animal no se mueve.
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PERDIDA DE TRACCION

Presencia (+): el animal suspendido en una barra horizontal por las
patas delanteras no poner sus patas traseras sobre la barra en un
plazo de 5 seg., se repite por 3 veces para estar seguro.

PERDIDA DEL REFLEJO CORNEAL Presencia (+): en los animales no se cierra completamente

ANALGESIA

DEFECACION

SALIVACION

LAGRIMEO

PALIDEZ

CIANOSIS

los ojos cuando se les toca con un boligrafo en los ojos.

Presencia (+): el animal no reacciona (por ejemplo, orientdndose
hacia las pinzas, vocalizacion) cuando se pellizca en la base de la
cola con pinzas.

Presencia (+)

Presencia (+): humedad visible alrededor de la boca.

Presencia (+): humedad visible alrededor de los ojos.

Presencia (+)

Presencia (+)
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ANEXO N°12
PERIODO DE LATENCIA PARA LA PRIMERA CONVULSION DESPUES DE LA
ADMINITRACION DEL PENTILENTETRAZOL

' b g Promedio del
.+ GRUPODE - |1 ,axpn A | patan | Periodode | Ll C
 ADMINISTRACION ,_TRA_'I"AMIENTO,} Ratén “Latencia (Min) | pE;ltodo_dt_a _
ARl E B 1 encia

1
Control 2
Agua estéril 3
Grupo 1 para inyeccion 4
10 mi/kg 5
6
1
2
Diazepam 3
Grupo 2 1 mg/kg 4
5
6
1
. 2
Berberis 3
Grupo 3 boliviana L. 4
400 mg/kg 5
6
1
. 2
Berberis 3
Grupo 4 boliviana L. 4
800 mg/kg 5
6
1
. 2
Berberis 3
Grupo § boliviana L. 4
1200 mg/kg 5
6
Fuente: Elaboracion propia
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ANEXO N°13.
NUMERO DE CONVULSIONES TIPO CLONICAS QUE DURAN POR LO MENOS 3
SEGUNDOS DESPUES DE LA ADMINITRACION DEL PENTILENTETRAZOL

T TR s N_rb.dé'i " | Promedio del Nro.
" GRUPODE  |qonarasmeEnTo | basza | CONVulsiones | de convulsiones -
ADMINISTRACION | TRATAMIENTO |Raton | o, - cion minima | duracion minima
R P P ‘ R de3seg. - B de3‘sejg'.
; , , _
Control 2
Agua estéril 3
Grupo 1 para inyeccion 4
10 mikg 5
6
1
2
Diazepam 3
Grupo 2 1 mg/kg 4
5
6
1
2
Berberis 3
Grupo 3 boliviana L. 4
400 mg/kg 5
6
1
. 2
Berberis 3
Grupo 4 baliviana L. 4
800 mg/kg 5
6
1
. 2
Berberis 3
Grupo 5 boliviana .. 4
1200 mg/kg 5
6
Fuente: Blal " C
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ANEXON° 14,
TIEMPO DE DURACION DE LA CONVULSIONES CLONICAS DESPUES DE LA
ADMINITRACION DEL PENTILENTETRAZOL

' o . - | Duracién
Duracién de las o .
GRUPO DE R . ' . | promedio de las
ADMINISTRACION | TRATAMIENTO | Raton | convulsiones | "o iiones
, (seg.)
, (seg.)
1
Control 2
Agua estéril 3
Grupo 1 para inyeccion 4
10 mi/kg 5
©
1
2
Diazepam 3
Grupo 2 1 mg/kg 4
5
6
1
. 2
Berberis 3
Grupo 3 boliviana L. 4
400 mg/kg 5
6
1
. 2
Berberis 3
Grupo 4 boliviana L. 4
800 mg/kg 5
6
1
. 2
Berberis 3
Grupo 5 boliviana L. 4
1200 mg/kg 5
6

Fuente: Elaboracion propia
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ANEXO N° 15.
EVALUACION DE LA MORTALIDAD DESPUES DE ADMINISTRAR PENTILENTETRAZOL

one Ll | Frecuenc
AADMINISTRAGION | TRATAMIENTO | Ratén/ Mortalidad |
. TR .. | .| Muere | Sobrevive

Control 2

Agua estéril 3

Grupo 1 para inyeccion 4

10 mi’kg 5

6

1

2

Diazepam 3

Grupo 2 1 mg/kg 4

5

6

1

. 2

Berberis 3

Grupo 3 boliviana L. 4

400 mg/kg 5

6

1

) 2

Berberis 3

Grupo 4 boliviana L. 4

800 mg/kg 5

6

1

2

Berberis 3

Grupo 5 boliviana L. 4

1200 mg/kg 5

6

Leyenda:
M : Muere

SV : Sobrevive

Fuente: Elaboracion propia
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ANEXO N° 16.

DIFERENTES DOSIS PARA DETERMINAR LA TOXICIDAD AGUDA POR EL

METODO DE LORKE
PRIMERA ETAPA
. SEGUNDA ETAPA
Dosis mg/kg por peso
Dosis mg/kg de peso
(tres ratones por lote) i

Q (un raton por lote)
S 10 100 | 1000
:;' /¥ 0/3 0/3 - 1600 | 2900 | 5000
-
g 0/3 0/3 1/3 600 1000 | 1600 | 2900
§ 0/3 0/3 2/3 200 400 800 1600
” 0/3 0/3 313 140 225 370 600
g 0/3 173 313 50 100™ 200 400
e 0/3 2/3 313 20 40 80 160
(7))
0 0/3 3/3 313 15 25 40 60
i
x 1/3 33 313 5 10" 20 40

2/3 313 3/3 2 4 8 16

3/3 3/3 3713 1 2 4 8

*Namero de animales que mueren/ nimero de animales empleados.

*Los resultados del primer test son considerados para estas dosis.

FUENTE: Lorke 1983
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ANEXO N° 17.
FICHA DE RECOLECCION DE DATOS PARA LA TOXICIDAD AGUDA POR METODO DE

LORKE
PRIMERA FASE
SUSTANCIA Dosis | Mortalidad .
Ohbservaciones
(mghkg) | en 24 hs
10 o3
100 03
Extracto acuoso del 1000 03
las partes aéreas d SEGUNDA FASE
Berberis  bolivian
Lechler (Ch'eqche) A 1
B -
C -1
D -1

Dle

*Namero de animales que mueren/nimero de animales usados
Calculode la DL50  es igual al promedio geométrico de las dosis para las cuales se encuentren /1
y 11 muertes de manera subsecuentes en la segunda prueba.

Fuente: Elaboracion propia
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ANEXO N° 18.

RESULTADO DEL CULTIVO MICROBIOLOGICO DEL EXTRACTO ACUOSO
DE Berberis boliviana Lechler

mwui:labmill'e_nnil,im.com.pe

%

N muu;'nmum

E.LR.Ltda.

NOMBRE : UNSAAC
NDICACION H
FECHA : Cusco, 26 de Febrero de 2013

MICROBIOLOGIA
FECHADE )
TOMA DEMUESTRA . 21/02/2003
5.8. CULTIVO CON RT\b\ YRICHL K
MUESTRA : Estracto seco aeuoso de Berbesis Boﬂmm ks
E. Coli : Ausencia 8
Salmonella spp.: Ausencia. -
S, Aureus * Auisencia o
P, Aeruginosa : Ausénvia: SN
RFCHL : S 1UFC - . . e 5

Labo:'aiomMi’eﬂmelRLl L

ﬁi@w

e R G
ugj.a.mégyﬁi far

EMERGENCIAS: 984672795 - 984705899 - RPM *240369 NEXTEL: 409*5189

CUSCO: Av. Micaela Bastidas N° 654
{frente a puerta de personal de EsSalud) Telef.: 231639

Plazoleta Belén 632 Urb. Quispicanchi Av. Perti K-3 | Calle Matara con Lechugal N°410 I Calle Ayacucho N°230 Zdo piso

frente a Ia beneficencia Telf. 084-232897 Of. 104 Wanchaq Of, 18 2do. Piso Telf: 984672795 | Edificio Fatima 202-A Frente:a Mandarina Café
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ANEXO N° 19.

RESUMEN FOTOGRAFICO

FOTO 01: Berberis boliviana L.echler.

FOTO 02: Proceso de decoccion y filtracion de las partes aéreas de Berberis
boliviana Lechler.




FOTO 03: Extracto de Berberis boliviana Lechler en el proceso de
concentracion dentro del equipo rotavapor.

FOTO 04: Vista central del extracto de Berberis boliviana Lechler contenido
en el balon dentro del baiio maria del equipo rotavapor.
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FOTO 05: Extracto acuoso seco de Berberis boliviana Lechler concentrado
en el equipo rotavapor y posteriormente secado en una estufa.

FOTO 06: Determinacion de la solubilidad del extracto acuoso de Berberis
boliviana Lechler con solventes de polaridad variada.
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FOTO 09: Distribucion de grupos al azahar para la evaluacion del efecto
anticonvulsivante: Grupo control, Patron diazepam, extracto a las dosis de
400, 800, 1200 mg/kg.

R D S e . LT TS

- "“:"‘”'l“-ﬁ“‘ S..';.‘.‘,‘lji’. l:.' i

GRUPO CONTROLIY GrpOBTRGH: Iz

B4 S5 DEEXRACTO ACUOSO 7 2 EEXTRACTOACUOSO
! i ®
1]

o L

B
I‘,.!‘ <
f
!

'
'

1} »
)

0

FOTO 10: Evaluacion de la toxicidad aguda, 24 horas después de haber
administrado el extracto acuoso de Berberis boliviana Lechler.
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FOTO 11: Administracion por via intraperitoneal del extracto acuoso de
Berberis boliviana Lechler para la evaluacion del efecto anticonvulsivante.

FOTO 12: Administracion por via oral del extracto acuoso de Berberis
boliviana L.echler para la evaluacion de la toxicidad aguda por via oral por el
método de Lorke.
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FOTO 13: Vista en la jaula de vidrio, primera fase, momento en que el ratén
manifiesta convulsiones cldénicas (sacudida de alguna de sus extremidades).

FOTO 14: Vista en la jaula de vidrio, momento en que el ratén manifiesta
cola de Straub.
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FOTO 15: Vista en la jaula de vidrio, momento en que el raton manifiesta
estupor o postura inusual.

FOTO 16: Vista en la jaula de vidrio, momento en que el raton manifiesta
convulsiones ténico-clonico frecuentemente, seguida de un componente
letal, la extensién tonica de los miembros inferiores.

e gy e O e R : g Y
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FOTO 17: Vista en la jaula de vidrio, momento en que el ratén manifiesta la
extension ténica de los miembros inferiores.
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