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I11.- PARTE EXPERIMENTAL

1.1 MATERIALES, EQUIPOS, INSTRUMENTOSY REACTIVOS

Dd estudio botanico

-Especie Peper omia scutellaefolia R. et P., planta completay fresca
-Trinocular sereo zoom. Marca: Bdtec scientific. Modd XL T-500B.
-Advanced grade microscopes. Marca: Bdltec scientific. Model L2000A.
-Sigema de video-microscopia con conexidn a PC. Bedtec scientific. Moddo 480B.
-Colorante verde de mdaquita (1% acohdlico)

-Colorante safranina (1% acohdlico)

-Sol. de NaClO (20%)

-Gdatina glicerinada

-Médula de satico.

-Laminas portaohjetos y cubreobjetos.

-Placas Petri, cuchillas.

De estudio quimico

-Espectrdmetro ultravioletavisble. (UV — VIS) Marca: Perkin Elmer. Moddlo:
LAMBDA 40P

-Espectrémetro infrarrojo con transformadas de Fourier. (FT - IR) Marca: Nicolet.
Moddo: IMPACT 410.

-Lédmparas UV 254 nmy 366 nm.

-Baanza anditica Mettler.

-Mdlino de cuchillas Willey Will S. Modd N° 3.

-Equipo para efectuar cromatografias en capafina

-Reactivos de identificacion: doruro férrico (1%), megnesio metdico, acetato de znc,
Rvo. ninhidring, sluddon de gdaina—sd, Rvo. Liebermann—Burchard, Rvo.
Dragendorff.

-Silicagd 60F Merck y Kiosdgd (0.05 — 0.2 mm) Merck

-Solventes: metanal, etanal, agua, doroformo, n-hexano.

-Adido acético gladid, &cido sulfirico, &cido dorhidrico concentrado.

-Materid de vidrio de uso generd en laboratorio.



Dd estudio farmacol6gico

De lainvegtigacion etnofar macologica
-Fotos de la planta fresca completa
-Tdlos subterrdneos frescos y secos (forma en que son comercidizados en los
mercados)
-Formatos de las encuestas y cuaderno de notas.

b) Del test decicatrizacion

©

-Extracto hidrodcohdlico tota de Peperomia scutellaefolia R. et P.

-96 ratones abinos machos, cepa Bab C 53, de 2 meses de edad, 25 + 2.8 g de peso.

-DinamAmetro (equipo de tenson con arena).

-Neomicing, becitracing, glicing, L - cisteing, DL - treonina, (Cicatrin).

-Gd Carbopal 940, trietanolamina, propilenglical, y H-O desionizada

-CremadepilatoriaOpilca.

-Pentobarbital sddico (Haata, medicamento veterinario)

-Ediletes N° 11, jeringa y agujas para inyeccion intraperitoned, materid de vidrio
diverso.

Delaevaluaciéon Histologica.

-Tgidos con cicarizaciones experimentdes (muestra obtenida inmediatamente a la
muerte de los animales)

-Advanced grade microscopes. Marca: Beltec scientific. Model L2000A.

-Sigema de video-microscopia con conexion a PC. Bdtec scientific. Modelo 480B.

-Micrétomo (con cuchillas de acero, produce cortesde 5 - 10 micrometros de espesor).

-Formddehido  (10%), agua dedilada, padfing xilo; mezda de colorantes
hematoxilina-eosina para histologia, dbldming, glicering, bdsamo de Canada

-Laminas portaohjetos y cubreobjetos, pinzasy otros.

- 26 -



111.2- METODOLOGIA Y PROCEDIMIENTOS

111.2.1 DEL ESTUDIO BOTANICO

M.21.1 Cladificacion sstematica.

Fue determinada seglin d sstema de dadficacion de Engler y Prantl, modificado por
Méechior, en 1964. Dicha clasficacion se redizO en d Museo de Hidoria Naturd “Javier
Prado” de la Universdad Naciond Mayor de San Marcos,

.2.1.2 Descripcion macr oscopicay micr oscdpica dela especie.

Se exogieron plantas completamente desarrolladas en etapa de floracidon, d egtudio
morfoldgico exteeno £ hizo examinando la planta en directo y utlizando un
estéreomicroscopio  paraobsarvar lainflorescencia

Para d edudio anatdmico se redizaron cortes transversdes a mano libre de hoja,
peciolo, y tdlo, los cudes fueron observados en micrascopio Optico.

Corte transversal de la hoa, las muestras usadas en @ seccionamiento transversd de la
hoja fueron retirades de la porcion comprendida entre @ nivel medio y € tercio inferior de la
lédmina foliar, en la porcion sdeccionada, se redizaron los cortes de la nervadura principd 'y
de las secundarias. Estos cortes fueron observados directamente, y también fueron aclarados
con NaClO (20%), y coloreados con verde de mdaguita Luego fueron montados en lamines
portaobjetos con gdatina glicerinada. Estas laminas fueron observadas a 40x, 100x, y 400x
aumentos. Las imégenes fueron microfotografiadas con un  sstema de video-microscopia
con conexion aPC.

Corte transversal dd peciolo, la porcion media dd peciolo, fue induida en médula de
salco, para poder redizar € corte con navga Egtos cortes fueron observados directamente a
100x aumentos, con € mismo equipo mencionado anteriormente.

Corte transversal dd tallo subterrdneq d tdlo es cortado en cuatro pates Smétricas,
debido a su forma esférica, a partir de una de estas secciones se eaboraron los cortes con
navga Edos cortes fueron aclarados con NaClO  (20%) y coloreados con safrénina
dcohdlica (1%), y montados en las laminas de vidrio, para su poderior observacion y
microfotografiado.
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111.22 DEL ESTUDIO QUIMICO

[11.221 Recoleccidn, secado, molienda y extraccion de los metabolitos secundarios
dela expecie

Los tdlos subterrdneos, crecen de manera Slvedre en los didritos  de Namora,
Encafiada, y Llacanora en la provincia de Cgamarca a una dtitud entre 3000 y 4000
m.snm. la recoleccion, se redizd en d mes de septiembre cuando la especie se encontraba
en etgpa de floracion. Peperomia scutellaefolia R. et P. crece en tierra seca 'y rocosa; € talo
subterraneo se encuentraentre 1 - 2 cm. bgjo tierra

. Edtos gemplares fueron confrontados con los de Herbario dd Museo de Hidoria
Naturd “Javier Prado” de la Universdad Naciond Mayor de San Marcos. Se continud con la
limpieza exterior dd materid recolectado: e lavd cada tdlo subterdneo  (cormo); con  agua
corriente y una ecobilla retirando todo resduo de tierra y las raices laterdes, luego se
excurrié y edtabiliz6 con dcohol etilico. Se desecaron los tdlos y  fueron molidos en un
moalino de cuchillas, y tamizado con mala N°3, obteniéndose un polvo seco y homogéneo.

El polvo seco fue macerado en solucidn hidrodcohdlica (EtOH 96° G.L.) por 7 dias en
oscurided, luego fue filtrado con una gasa, d liquido filtrado fue concentredo, resultando €
extracto hidroalcohdlico total; a partir de este extracto se separaron cuatro fracciones por
flash cromatographic. (cromatografia en columnargpida)

Para redizar la separacion por flash cromatographic  (cromaografia en  columna
répida), e pesaon 5 g. dd extracto hidrodcohdlico bruto, se agregaron 5g de Kiosdgd 0.05
— 0.2 mm (para cromatografia en columna), se mezcld hasta homogeneizar. Esta mezcla fue
depositada en un embudo Buchner, sobre un papd Wathman, encdima se coloca otro papd,
equipo es amado segln esquema, y con ayuda de la bomba de vecio, los solventes van
extrayendo los metabolitos, en orden de polaidad creciente, empezando por d n—hexano
(himedo), sgui6 d doroformo, d metanol y findmente & agua, s utilizaron 100 mL de
cada solvente. Estos extractos fueron concentrados obteniéndose findmente:  fraccion n-
hexanica (himeda), fraccion cloroférmica, fraccion metandlica, y fraccion acuosa.
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[1.2.2.2 Marcha de solubilidad y mar cha fitoquimica.

Marcha de solubilidad: En 4 tubos de ensayo se colocd una pequefia porcion dd etracto
hidrodcohdlico totd de los tdlos subterraneos y e le agregd a cada uno 2 mL dd solvente
respectivo H20, MeOH, CHCl3, y n-hexano, se agitay se observan |os resultados.

Marcha fitoquimica:  Se redlizaron las Sguientes reacciones quimicas preiminaresen d
extracto hidroa cohdlico totd:

Reaccion con FeClz (1 % en H20) — Es caracteristica para compuestos fendlicos resultan
coloraciones verdes a maron para deivados de catecol, y coloraciones azuladas paa
derivados de pirogdol.

Reaccion con gdatiina / NaCl  (1g de gdatina + 100 ml H,O + 10g NaCl) - Un precipitado
abundanteindica presencia de taninos.

Reaccion de Shinoda — En una lamina para reaccidn a la gota, se deposita una solucion poco
coloreada del extracto vegetd, se agregan pequefios trozos de Mg. metdico y gotes de HCI
concentrado, las coloraciones que se generan indican la presencia y tipo de flavonoide. En la
Tabla N°1 s encuentran las coloraciones caracterigticas de los flavonoides frente a la
reaccion de Shinoda

Reaccion de Dragendorff (Yoduro de Bismuto y Potaso) — Un precipitado o coloracidn rojo
naranja, indica presencia de dcaoides.

Reeccion de Mayer (Yoduro de Mercurio y Potaso) - Un predpitado blanco inmediato,
indica presencia de dcaoides.

indice afrosmétrico o prueba de la espuma -  Para detectar la presencia de saponinas; en un
tubo de ensayo, == depostan 05 g dd extracto vegetd, y 10 mL de agua dedtilada. Agitar
por 30 segundos, e conddera postiva S la dtura de la ejpuma es mayor a 5 mm después de
los 15 minutos de su gparicion.

Reaccion de Liebermann-Burchard - A 1 mg dd extracto se le agregan pocas gotas de &cido

acdtico + 3 ml de Ac,O/H,S0O, (50:1). Una coloracion verde 6 azul verdoso  (via rojo 6 azul),
indica presencia de un nlcleo esteroidd o triterpenoidd.
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.2.2.3 Anadligs cromatogr afico.

Los extractos obtenidos a patir de la cromatografia en columna rdpida, se
controlaron por cromaografia en capa fina anditica, uséndose como soporte cromatOplacas

de dlica gd F60 de 20 cm x 20 cm, de 2 mm de espesor. Como fases moviles s utilizen
mezclas de solventes, detdladas mas addante. Edtas placas fueron reveladas con: Rvo.
Dragendorff, Rvo. FeChk, Rvo. Liebermann—-Burchard, H,SO, concentrado, luz UV de 24
nm y 366 nm. Se redizaron sucesvas cromatografias a ecaa preparativa, y  se condiguio
spaa  las fracciones en  componentes individudes para su  podeior  evauacion
espectrofotométrica.

[.2.2.4 Analigs espectrofotométrico.

Después de ser adadas fueron andizadas 7 fracciones por espectroscopia ultravioleta 'y
espectroscopia infrarroja provenientes de los extractos metandlico y n-hexanico. Bl espectro
UV delasfraccionesfueleido en MeOH, 'y d espectro infrarrojo en ldminas de NaCl.

B méodo completo de extraccion de productos naturdes aplicado en esta investigacion
se encuentra detdlado en laFg. N°6.



111.2.3  ESTUDIO FARMACOLOGICO.

11.23.1 Elaboracion y aplicacion de la encuesta etnofar macoldgica.

El cuedionario utilizado fue la ficha de referencias etnoboténicas segin Alban, 1985
(53); d cud se afiadieron agunas preguntas de interés, que fueron:

¢Usalaplanta sola, o con otros recursos?

¢Cdmo gprendio o que sabe sobre plantas medicha es?

¢Como obtiene las plantas medicindes?

¢Usa medicamentos de marca, junto con plantas medicinades? ; ¢Cuando?

Resultando 13 preguntas sobre la planta medicind y su importancia en la medicna
tradiciona de Cgamarca (Anexo N°1)

La zona especifica de trabgo fue la provincia de Cgamarca que e encuentra en la parte
sur del departamento de Cgamarca, abarcando una extensién de 4 898 Knf, limita con d
depatamento de La Libetad y las provincies de Contumaza San Pablo, Huagayoc,
Cdendin, San Marcos y Cgabamba. La cepitd es la ciudad de Cgamarca Stuada a 2700
m.sn.m. de dtitud. El cdima es seco templado, soleado durante € dia y frio en las noches, la
temperatura media anud es de 132 °C (mé&ima media 214°C y minima media 5°C), la
estacion de lluvias de diciembre amarzo. (14). FiguraN°7.

Para redizar las entrevidas, e utilizaron edimulos visudes como @ materid vegetd
fresco, y también fotos de la planta completa.

Los paticipantes fueron tomados d azar condderando como Unicos requisitos, que
fueran personas adultas y habitantes de la zona en edtudio. De esta forma se logro entrevistar
a las personas que practican la medicina tradiciond en Cgamarca (curanderos, Curiosos,
yerberos, herbolarios) y alapoblacion en generd.

Con ede cuedionario, s ha recopilado informacion sobre los nombres vernéculares,
usoS, preparacion, vias de adminigracion, formas de gplicacion, pate empleada de la planta,
y también la clasficacion popular de las plantas medicindes en: Cdido, Cordid, y Fresco:

Cdido.- ‘Se utiliza cuando e tiene una dolencia que genera frio en d cuerpo (sensacion);
edtas plantas son cdlidas porque compensan esta sensacion y dan calor cuando selas usa’

Cordial.- ‘Una planta Cordid, no genera frio ni calor, pero repone d equilibrio dd cuerpo,
son usadas en muchas enfermedades.”

Fresca-‘Son plantas que refrescan, cuando se tiene una dolencia que hace sentir quemazdn,
dan sensacion de frescura’
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Aunque los datos obtenidos, no son representativos con respecto d  ndmero de
hebitantes, s intentd incrementar la credibilidad condderando las gplicaciones medicindes
dela planta Munyu Munyu, en los Sguientes casos.

— El colector experiment6 directamente su uso.
- El informante usd u observo suuso.

- El informante escuchd o conoce de sus ancestros € uso de la planta



[1.2.3.2 Preparacion delos extractosy gees.

() Preparacon dd extracto hidroalcondlico total: Se trabgo con d  extracto
hidroa cohdlico tota, dotenido por los procedimientos ya detdladosen 111.2.2.1.

(2) Preparacion delosgdes

() Se preparo una suspensdn coloidd de Carbopol 940 d 1% en agua desionizada. Con
24 horas de anticipacion para lograr una buena hidratacion, esta solucion coloidd tiene un
pH=30.

(ii) Paa la incorporecion de principio activo s eectla la disolucion de este en una
fraccion de la solucon coloidd, se agregaron unas gotas de propilenglicol, con esto s
consguid solubilizar € extracto y proteger deladeshidratacion d gd.

(i) Fndmente se neutrdiza con gotas de trietanolamina (99%); homogeneizando hesta
que adquiera caracterigticasde gl opH = 6.5 (46).

(iv) Con egte procedimiento se prepararon los Sguientes tratamientos gd d 5% P/P, gd 4d
10% P/P, gd d 20% PIP, gd d 30% P/P, y gd solo.

111.2.3.3 Tes decicatrizacion

Fundamenta Se fundamenta en la adicién de la fuerza de tenson (medida en gramos),
necesaria para abrir una herida de 1 cm. de longitud producidas en € lomo de raidn. Moddo
dereferencia de Howes et d. (37).

Forma de Dosge. Con d extracto hidrodcohdlico tota seco, se preparaon gees ad 5%,
10%, 20%, 30%, P/P en una base bioadhesiva de &cido poliacrilico (Carbopol 940) d 1%.

Témica Operatoria Se utilizd d méodo de Vasherg y cd (2). 96 raones dbinos machos,
cepa Bdb C 53, de 2 messs de edad, 25 + 2.8 g de peso ratones dbinos, provenientes de
bioterio dd Centro naciond de produccion de bioldgicos fueron digribuidos d azar en 8
grupos de 12 cada uno. Se mantuvieron en obsarvacion por 48 horas, veificandose la
condicion optima de los ratones para d estudio, luego se les depild la mitad inferior dd lomo,
después de 24 horas, d no obsarvarse irritaciones en la piel, se redizaron incisones de 1 cm.
delongitud en d tercio inferior dd lomo, pardeo ala columnalumber.

Podteriormente  s2  adminisraron los tratamientos cada 12 horas por 72 hores,
reservando a grupo control que no recibid tratamiento. Se mantuvo la misma dimentacion,
ventilacion, y T° en todos los grupos. Después de las 72 horas se sacrificaron los animaes
con una sobredoss de pentobarbitd sodico por via intraperitoned; luego se redizd la
medicion de los gramos (g), necesarios para &ourir cada herida dicatrizada con un
dinamdmetro (utilizdhdose arena en € dinamometro, para generar la fuerza de tensdn sobre
laherida).



[.2.34 Higtologia de los tejidos (preparacion tisular)

Las muedras de tgido con cicatrices experimentales fueron obtenidas inmediatamente a
la muerte de los animdes, seccionando un &ea de 2 cm ancho X 25 cm largo, edos tgidos
fueron sujetados cuidadosamente en trozos de tecnopor, para evitr € enrollamiento naturd del
tgido separado, y depostados en una solucion de formadehido amortiguado neutro d 10%
paa lograr la Fijacion que consarva una imagen dd tgido, como § eduviera vivo, luego
vienen la Deshidratacion con soluciones de concentraciones crecientes de eanol y €
Adaramiento dd tdido (s vudve trangparente) con xilol, después, para poder hacer los
cortes e rediza la Infiltracion o indusén en padfing, formandose un bloque Sdlido, la etgpa
sguiente es d Corte que se rediza en un micrétomo, a continuacion se hace € Montgie en
una lamina portaobjetos cubieta con un materid adherente (dbimina de huevo), luego se
retira la paafina resante con xleno, después s rediza la Tincion en este caso con
hematoxilinaeosina, después se Rehidrata con soluciones de concentraciones decrecientes de
etanol, de modo que pueda fijarse con un medio de montge como d bdsamo de Canada que
tiene un indice de refraccion smilar d dd vidrio, se cubre con un cubrechjetos y se sdla con
esmdte transparente. (54)

En la Fig. N°8 s encuentra € diagrama de flujo completo de la presente investigecion,
donde se puede observar @ orden secuencid de los procedimientos anteriormente expuestos.



