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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo comparar la actividad antiinflamatoria in vitro de
los extractos de las hojas y flores de Echeveria peruviana Meyen. La actividad
antiinflamatoria fue evaluada por el método de estabilizacién de membrana del globulo rojo
(HRBC). Para ello se empled una muestra de 10 mL de sangre humana, ademas de cuatro
diluciones seriadas de, 400, 200, 100 y 50 pug/mL de los diferentes extractos a polaridad
creciente (Etéreo, Cloroférmico, Diclorometano, Etandlico 70°GL, Etanolico 96°GL y
Acuoso), usando una solucién isosalina (0,85%, pH 7,2) como medio de dilucion, y como
farmacos patrones a la dexametasona (200, 50 pg/mL) y diclofenaco sodico (200, 50
pg/mL). En donde se determin0 los porcentajes de hemdlisis y por ende la proteccion de la
membrana del glébulo rojo, considerando a esta ultima como la actividad antiinflamtoria
que puede ejercer el farmaco o el extracto de la planta en estudio. A partir de los resultados
obtenidos se puede decir que en todos los extractos y a todas las concentraciones evaluadas
la actividad antiinflamatoria es favorable, ya que la media minima del porcentaje de
proteccion es de 61.43+0.06 para el extracto etanolico 96° de hojas (50 pg/mL) y la
maxima media obtenida es de 97.33+0.03 para el extracto diclorometano de flores (400
pg/mL), de ello también se observo que la actividad es dosis-dependiente, ya que a medida
que la concentracion de cada uno de los extractos probados aumenta es mayor el porcentaje
de proteccion de la membrana del eritrocito. El analisis estadistico de varianza
unidereccional (ANOVA) y el Test de Duncan sefialan diferencias estadisticamente
significativas con un p < 0.05, es decir, existe diferencias entre los resultados de los grupos
de intervencion. Se concluye que el extracto de flores de Diclorometano 400 pg/mL de
Echeveria peruviana Meyen logro el mayor porcentaje de proteccion de la hemolisis con
un 97.33% mientras que en el extracto de hojas de cloroformo a 400 pg/mL logré su mayor
porcentaje de proteccion con 94.45%, asimismo, el extracto de flores de Diclorometano
superé a la Dexametasona 200 pg/mL y diclofenaco sodico 200 pg/mL con 91.10% y

84.79% respectivamente.

Palabras claves: Actividad antiinflamatoria, procentaje de proteccion, HRBC.
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ABSTRACT

The present study aimed to compare the anti-inflammatory activity in vitro of the extracts
of the leaves and flowers of Echeveria peruviana Meyen. The anti-inflammatory activity
was evaluated by the human red blood cell membrane stabilization method (HRBC). A
sample of 10 mL of human blood was used, where four serial dilutions were used, 400,
200, 100 and 50 pg / mL of the different extracts at increasing polarity (Ethereal,
Chloroform, Dichloromethane, 70 ° GL, Ethanolic 96 ° GL and Aqueous), using an
isosaline solution (0.85%, pH 7.2) as a dilution medium, and as standard drugs for
dexamethasone (200, 50 pg / mL) and diclofenac sodium (200, 50 pg / mL). Where the
percentages of hemolysis and protection of the red blood cell membrane were determined,
considering the latter as the anti-inflammatory activity that the drug or the extract of the
plant under study can exert. From the results it can be said that in all extracts and at all
concentrations evaluated the anti-inflammatory activity is favorable, since the minimum
average of the percentage of protection is 61.43 + 0.06 for the 96 ° ethanolic extract of
leaves (50 pg / mL) and the maximum average obtained is 97.33 = 0.03 for the
dichloromethane flower extract (400 pg / mL), it was also observed that the activity is
dose-dependent, since as the concentration of each of the Extracts tested increases the
percentage of protection of the erythrocyte membrane is greater. The statistical analysis of
uniderectional variance (ANOVA) and the Duncan Test indicate statistically significant
differences with a p <0.05, that is, there are differences between the results of the
intervention groups. It is concluded that the extract of flowers of Dichloromethane 400 pg /
mL of Echeveria peruviana Meyen achieved the highest percentage of hemolysis protection
with 97.33% while in the extract of chloroform leaves at 400 pug / mL achieved its highest
percentage of protection with 94.45%, likewise, the dichloromethane flower extract
exceeded Dexamethasone 200 pg / mL and sodium diclofenac 200 pg / mL with 91.10%
and 84.79% respectively.

Keywords: anti-inflammatory activity, protection percentage, HRBC
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l. INTRODUCCION

El fendmeno inflamatorio se ha vuelto cada vez mas importante en los ultimos afios, de ello
nos damos cuenta debido a su amplia participacion en una gran variedad de enfermedades,
como el asma, diabetes, Alzheimer, espondilitis anquilosante, psoriasis, artritis psoriasica,
artritis reumatoide, enfermedades inflamatorias del intestino, varios tipos de cancer, etc.
Asimismo, un estudio publicado en la Revista de Salud Nutricional y Envejecimiento
considera a la edad como factor predisponente en el progreso de las enfermedades
inflamatorias, ya que conforme una persona avanza en edad las enfermedades inflamatorias
son mas comunes debido al aumento de acido araquidénico (AA) en la sangre; el aumento
excesivo de (AA) produce una cantidad exagerada de mensajeros inflamatorios causando

dolor e inflamacién cronica 12.

La inflamacion puede ser inducida por diversos estimulos, dentro de los cuales se considera
el dafio fisico, precursores quimicos, invasion microbiana, respuesta inmune primaria o por
combinacidn variable de estos estimulos. En general, la inflamacion representa un proceso
esencial para la supervivencia pues substancialmente funciona como medida de proteccion,
a grandes rasgos esta busca liberar al organismo de una posible causa de lesion a la célula
(microorganismos, toxinas) y de las posibles consecuencias de la lesion (necrosis de células

y tejidos) >4,

El proceso inflamatorio es una respuesta rapida y amplia, controlada humoral y
celularmente (complemento, coagulacién, cininas y cascada fibrinolitica) y desencadenada

por la activacién conjunta de fagocitos y células endoteliales. La inflamacién involucra a la



sangre (células y plasma), al tejido conjuntivo y a los tres tipos de vasos de la

microcirculacion (arteriolas, capilares, y vénulas) °.

El &cido araquidénico (AA) es un acido graso poliinsaturado, importante productor de
sustancias proinflamatorias, la liberacion de este esta determinado principalmente por la
fosfolipasa A2 (FLAZ2), presente en todas las membranas celulares. La activacion de esta
FLA2, ocurriria por cualquier dafio en la membrana celular, movimientos
intracitoplasmaticos de calcio y/o mediada por receptores especificos en la membrana
celular. Una vez liberado el AA, puede tomar diversas vias enzimaticas, como la de
cicloxigenasa (CO), la tromboxanosintetasa (TX-S), la prostaciclinasintetasa (PC-S) o la de
lipoxigenasa (LO). La via, finalmente depende del tipo celular y de la disponibilidad de la
enzima. En las plaguetas son singularmente activas la CO, la TX-S y la 12-LO; en los
neutrofilos casi todo el AA se metaboliza por la via de la 5-LO, con produccion de
leucotrieno B4 (LTB4) y acido hidroxieicosatetraenoico (5-HETE); mientras en los

eosindfilos, la enzima preeminente es la 15-LO ©.

Muchas de estas sustancias se encuentran involucrados en el desarrollo del proceso
inflamatorio a diferentes niveles, asi tenemos al leucotrieno B4 quien provoca la agregacion
de leucocitos polimorfonucleares (PMN), e induce su adhesién a células del endotelio
vascular, comportdndose como un potente quimiotéactico. Existen otros compuestos con
accion quimiotactica durante el desarrollo de lesiones inflamatorias, como los
hidroperéxidos HETE y HPETE formados bajo la accion de la lipooxigenasa, y el
hidroxiheptadecatrienato (HHT) formado bajo la accion del TXAZ2 sintetasa a partir de la
prostaglandina (PGH2). Las prostaglandinas PGI2 PGD2 y PGE2 son importantes

mediadores en la vasodilatacion inflamatoria con lo cual potencian el edema. El TXA2



promueve la agregacion plaquetaria. Los leucotrienos C4, D4 y E4, conocidos inicialmente
como sustancias de accién lenta de la anafilaxia, son mediadores de la broncoconstriccién

en reacciones de hipersensibilidad y aumentan la permeabilidad vascular en la piel .

La via enzimatica de la cicloxigenasa (CO) tiene mayor influencia en el proceso
inflamatorio, en esta encontramos dos isoformas, la COX-1 quien tiene un rol fisioldgico
importante, protege la mucosa gastrica, controla el flujo sanguineo renal, ademas de las
funciones en la homeostasis, respuesta inmune, pulmonar, sistema nervioso central,
cardiovascular y funciones reproductivas. La COX-2 producida por estimulacion
inflamatoria, a su vez causado por diversos productos enddgenos como citoquinas,
endotoxinas y factores de crecimiento; originan prostaglandinas. Las prostaglandinas
contribuyen al desarrollo de edema, rubor, fiebre e hiperalgesia. La COX-2 también se
expresa en las células vasculares endoteliales normales, los cuales secretan prostaciclina en
respuesta al dafio endotelial. Esta Gltima (COX-2) es actualmente usado como blanco

terapéutico en los procesos inflamatorios °.

El proceso inflamatorio puede ser agudo o cronico, dependiendo de la naturaleza del
estimulo y la efectividad de la reaccidn inicial en eliminar el estimulo o los tejidos dafiados.
La inflamacion aguda se caracteriza por ser de rapido inicio (tipicamente minutos), y de
corta duracion (desde horas a pocos dias). Su principal caracteristica es el exudado de
fluidos y proteinas plasmaticas (edema), y la migracion de leucocitos, predominantemente
neutrofilos. Cuando se produce una regulacion disfuncional del proceso inflamatorio, se
genera una serie de reacciones en cadena que pueden llegar hasta la inflamacion cronica,
con la consecuente degeneracion celular excesiva, exudacion, necrosis o la formacion de

granulacion anormal; que se desencadenan en diferentes grados de lesion tisular. La



inflamacion cronica puede ser consecuencia de la inflamacion aguda o ser de inicio
insidioso, esta es de mayor duracion y se asocia con la presencia de linfocitos, macrofagos,

proliferacion de vasos capilares, fibrosis y destruccion tisular 480,

En actualidad existen diversas opciones terapéuticas desarrolladas para intervenir en el
proceso inflamatorio; en el &mbito clinico se dispone de farmacos antiinflamatorios, dentro
de los mas utilizados se encuentran los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) y
corticosteroides, ambos lamentablemente, como la gran mayoria de farmacos sintéticos

presentan efectos secundarios de considerable impacto 2.

Tras la ejecucion del mecanismo de accion principal de los farmacos se desencadenan
efectos secundarios inherentes a ellos; por ejemplo, los AINES (selectivos y no selectivos)
actian inhibiendo la enzima ciclooxigenasa (COX), sus diferencias en los efectos
bioldgicos dependen del tipo de isoforma que inhiben (COX-1 0 COX-2). Los AINEs no
selectivos de la COX inhiben la produccion de prostaglandinas en la mucosa
gastrointestinal, pudiendo causar gastroduadinitis, Ulcera gastrica y sangrado digestivo,
asimismo, reducen la produccion de plaquetas de TXA2, debido al bloqueo de COX-1 es
por ello que previenen la trombosis arterial. En cuanto a la Inhibicién de la COX-2, como
lo declaran diversos estudios clinicos, ejercen importantes efectos cardiovasculares
adversos, que incluyen aumento del riesgo de infarto de miocardio, accidente
cerebrovascular, insuficiencia cardiaca, insuficiencia renal e hipertension arterial. El riesgo
de estos efectos adversos es mayor en pacientes con historia previa de enfermedad
cardiovascular o con alto riesgo para desarrollarla ® . Los corticosteroides por su parte
desempefian un papel importante en la activacion de los genes que codifican las citocinas

antiinflamatorias y la desactivacion de los genes que codifican las citocinas



proinflamatorias; ya que se difunden a través de las membranas celulares y formam
complejos con receptores citoplasmaticos especificos. Despues estos complejos penetran en
el nucleo de la célula, se unen al ADN vy estimulan la transcripcion del ARN mensajero
(ARNmM) y la posterior sintesis o inhibicion de ciertas proteinas. Entre sus efectos adversos
encontramos como principales, la hiperglucemia, hemorragia gastrointestinal y eventos

cardiacos 2.

El tratamiento clinico del dolor cronico por antinflamatorios no esteroideos (AINE),
corticosteroides y/o medicamentos opioides, sigue siendo insatisfactorio en la mayoria de
los casos, y es un reto para los médicos e investigadores que se han comprometido a buscar
nuevos analgésicos con gran potencia analgésica, con nulos efectos secundarios o que sean

relativamente menores 13,

El estudio de la flora medicinal peruana en la actualidad ha ganado gran interés ya que
permite la blsqueda de nuevas alternativas terapéuticas para el tratamiento de las
enfermedades inflamatorias, donde se incluyen especies que podrian atacar diferentes
blancos moleculares implicados en el proceso inflamatorio y de manera simultanea
disminuir los efectos secundarios y aumentar la eficacia **. Todo ello debido a la presencia
de un gran nimero de metabolitos secundarios de diversa variedad estructural, dentro de
ellos a quienes se les atribuye propiedades antiinflamatorias son los flavonoides, fenoles,
antocianinas y esteroles, principalmente. Cada uno de ellos puede actuar de manera
independiente o haciendo sinergismo entre ellos para lograr interferir en el proceso
inflamatorio, por ejemplo, los fenoles pueden reducir la formacion de importantes
mediadores de la inflamacion ya que poseen propiedades antioxidantes, inhiben COX-1y

COX-2, inhiben la 5-LOX y la formacién de NO, el grupo de los flavonoides ademas de



sus propiedades antioxidantes, inhiben la COX-2 y su expresion, y los esteroles como el
[-sitosterol reduce la produccion de anion radical superoxido, peroxido de hidrégeno, éxido
nitrico, PGE2 y LTB4 inducidos con ésteres del forbol en macrdfagos y se plantea que
estos efectos pudieran estar relacionados con la modulacion de FNKB. Las especies
reactivas mencionadas se originan por el estrés oxidativo de la célula, quien por una
deficiencia del sistema de defensa antioxidante o por un incremento de la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), cuya alta reactividad puede provocar: peroxidacion

lipidica, dafio de la membrana celular, rotura del ADN, degradacion proteica 1> 16,

Dentro de las plantas medicinales con actividad antiinflamatoria encontramos a la familia
Crassulaceae, esta segun el sistema de clasificacion de Cronquist (1981) se encuentra
dentro de las plantas suculentas, las cuales cuentan con una gran distribucion a nivel
mundial. Esta familia esta conformada por seis subfamilias: Crassuloideae, Kalanchoideae,
Cotyledoideae, Sempervivoideae, Sedoideae y Echeverioideae, esta Ultima alberga a
Echeveria peruviana Meyen, planta de interés en este estudio por ser de uso en medicina

tradicional para el tratamiento de higado, vesicula biliar y su efecto antimicrobiano 718,

Echeveria peruviana Meyen es una dicotiledonea perteneciente a la Clase Magnoliopsida,
Subclase Rosidae, de la Familia Crassulaceae J. St-Hill. En el Per( se encuentra distribuida
principalmente en los valles de Tacna. Dentro de sus caracteristicas morfologicas se
caracteriza por poseer vastago subterraneo y simple, sus hojas son ovaladas a oblongas, la
superficie superior de la hoja puede ser plana a concava, el apice de la hoja es aguda a
acuminada, bracteas pedunculares persistente, lanceolado 5 — 7.5cm de largo y 1.5 — 3.5cm

de ancho, inflorescencia con pedicelos de 0.3 a 1.6cm de largo erguida, tamafio de corola



1.4 - 1.6cm de largoy 0.5 - 0.6 cm de diametro, color de pétalos rojo oscuro y sépalos

lanceolados 1°.

Lo que respecta a los metabolitos secundarios presentes en Echeveria peruviana Meyen, lo
describe el estudio de Abanto et at, en el afio 2019, con la investigacion titulada “Efecto del
extracto etandlico de las hojas de Echeveria peruviana Meyen (Siempreviva)”, donde
sefiala la presencia de compuestos fenolicos, flavonoides, terpenos, saponinas, lactonas,

taninos y antocianinas en las hojas de la planta 8,

El autor Vidal, en su libro refiere a que estd planta es usada para combatir ciertas
enfermedades, como la pronta supresion de la supuracion de la Otitis Media Aguda (OMA)
debido a su efectividad por la accion antimicrobiana y antiinflamatoria, faringitis e
infecciones urinarias ademas tiene accion emenagoga, es decir que estimula el flujo

sanguineo y regula la menstruacion 2°.

La constante bldsqueda de sustancias en plantas que contengan propiedades terapéuticas
antiinflamatorias, ha llevado al desarrollo de distintos métodos, ya sea in vivo o in vitro,
con la finalidad de evaluar el proceso antiinflamatorio; dentro de ellos encontramos al
método de estabilizacién de membrana del eritrocito (HRBC), el cual se basa en considerar
a la membrana del eritrocito como un 6rgano limitante y receptor; para ello que se crea un
medio hipotdnico y este consecuentemente provoca una inflamacion osmética coloidal
hasta llevar a la hemdlisis, la cual es determinada mediante la medicion de la absorcion de
la hemoglobina (Hb) liberada en el medio, quien estd acompafiada por la oxidacion o
alteracion de las proteinas de membrana eritrocitaria. El uso de sustancias antiinflamatorias

interacttia con la membrana y de esta manera protegen de la hemolisis 2% 22,



Hasta la actualidad existen muchos estudios cientificos a base de plantas medicinales con la
finalidad de descubrir compuestos quimicos que permitan mitigar o erradicar el problema
de la inflamacion, tal evaluacion puede realizarse mediantes diversos métodos, ya sea, in
vivo 0 in vitro. Entre los modelos in vitro tenemos el método de estabilizacion de
membrana de glébulos rojos humanos (HRBC), en la cual encontramos estudios realizados
como la de Devi y Periyanayaam, en el afio 2010, con la investigacion titulada “In Vitro
Anti Inflammatory Activity Of Plectranthus Amboinicus (Lour) Spreng By HRBC
Membrane Stabilization”, donde concluye que los extractos de hojas de P. amboinicus
tiene actividad antiinflamatoria significativa en comparacion con el estandar, donde el
porcentaje de proteccion para el extracto etanolico, acuoso y la hidrocortisona fueron

68.20%, 60.60% Yy 77.11% respectivamente a una concentracion de 500 mcg /mL 23,

Volluri, en el afio 2011, con la investigacion titulada “In-Vitro Anti-Arthritic Activity of
Methanolic Extract of Bacopa Monniera”, donde concluye que mediante el método
(HRBC) el extracto de B. monnieri demostrd tener actividad antiartritica significativa.
Debido a la presencia de principios activos tales como flavonoides, bacosides,
tritrepenoides y los polifenoles responsables de esta actividad. Por lo tanto, B. monnieri
puede ser usado como un potente agente antiartritico, ya que el extracto y el diclofenaco
sodico (estdndar) presento una inhibicion del 93,67 + 134% y 98,76 + 1,67%,

respectivamente, a una dosis de 2000 pg / ml cada uno .

Govindappa et al., en el afio 2011, con la investigacion titulada “Antimicrobial, antioxidant
and in vitro anti-inflammatory activity of ethanol extract and active phytochemical
screening of Wedelia trilobata (L.) Hitchc”, donde concluye que todos los extractos

etanolicos de Wedelia trilobata (L.) Hitchc tienen actividad antiinflamatoria, presentando



un maximo de inhibicién del 78.11% a partir del extracto de hoja seguido del tallo 74,17%

y flor 58,74%. La aspirina (estandar) mostrd la inhibicién méaxima del 85,92% 2°.

Azad et al., en el afio 2013, con la investigacion titulada “An Overview on Phytochemical,
Anti-Inflammatory and Anti-Bacterial Activity of Basella alba Leaves Extract”, donde
concluye que el extracto acuoso de las hojas de Basellaalba L. tiene actividad
antinflamatoria in vitro debido a que se mostré significativo en comparacion con el
estandar; este tuvo 83.54% de proteccion mientras que el extracto mostré 71.89% de

proteccion de HRBC en solucion hipotonica, ambos a una concentracién de 400 ug /mL 6.

Sundar et al., en el afio 2015, con la investigacion titulada “Evaluation of In-vitro Anti-
inflammatory Activity of Aqueous Extract of Andrographis paniculata”, donde concluye
que el extracto acuoso de las hojas de Andrographis paniculata posee actividad
antinflamatoria in vitro, presentando 75% de inhibicion de hemolisis del eritrocito a una
concentracion de 200 pug/mL comparado con Diclofenaco sédico (farmaco estandar) quien

mostrd un maximo de inhibicién del 66% a la misma concentracién Z’.

Parvin et al., en el afo 2015, con la investigacion titulada “Evaluation of in vitro
anti-inflammatory and antibacterial potential of Crescentia cujete leaves and stem bark”,
concluye que el extracto etandlico (CEE) de hojas y corteza (1mg/mL) tienen fuerte
actividad estabilizadora de membrana (53.86 y 61.85% de proteccion, respectivamente),
mientras que las fracciones de cloroformo (CHF) poseen una actividad moderada (48.74 +
0.56 y 43.55 £ 6.20%, respectivamente) en comparacion con la aspirina (0.10 mg/mL) que

mostrd una proteccion del 75.81% en esta prueba 8.



Sharma et al., en el afio 2018, con la investigacion titulada “Membrane Stabilization as a
study tool to explore the Anti Inflammatory activity of Allium cepa Linn.—Relevance for
3R”, donde concluye que el extracto etandlico de Allium cepa (EEAC) posee actividad
antiinflamatoria in vitro, las cuales fueron dependientes de la concentracion. A la
concentracion de 2000 ug /mL se observo la maxima proteccion de 95,18%. Todos los
resultados fueron comparados con el estandar (diclofenaco sodico) quien mostro 97,25% de

proteccion a 2000 pg /mL 2°.

Las enfermedades inflamatorias se caracterizan por afectar a un nimero creciente de la
poblacién, un desequilibrio de los mediadores quimicos inflamatorios pueden convertirla en
una enfermedad cronica afectando de forma importante la calidad de vida de los individuos.
Por tanto, en la actualidad se tiene especial relevancia en la busqueda o descubrimiento de
nuevas sustancias que puedan combatir este fendmeno. Una las alternativas mas empleadas
es el uso de las plantas que tengan tal actividad terapeutica, ya que estas tienen escasos 0
nulos efectos adversos comparados con los medicamentos destinados para aliviar tal
problema de salud, es por ello que, este estudio pretende comparar la actividad
antiinflamatoria in vitro de los extractos de las hojas y flores de Echeveria peruviana
Meyen mediante el método de estabilizacion de membrana del glébulo rojo (HRBC) y de
esta manera darle sustento cientifico de la propiedad antiinflamatoria de esta droga vegetal a
los individuos que presenta algun tipo de enfermedad inflamatoria, asi como brindarles una
alternativa natural de bajo costo, que puedan complementar con el tratamiento convencional
0 en algunos casos tener la eficacia comparable con la de los medicamentos convencionales

y asi poder reemplazarlos.
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Por lo expuesto se plantea el siguiente problema:

(Cual de los extractos de hojas “o0” flores de Echeveria peruviana Meyen tendra mayor

actividad antiinflamatoria in vitro?.

Postulandose la siguiente hipotesis:

Los extractos de flores de Echeveria peruviana Meyen poseen mayor actividad

antiinflamatoria que los extractos de hojas.

Objetivos:

Objetivo General
- Comparar la actividad antiinflamatoria in vitro de los extractos de las hojas y flores

de Echeveria peruviana Meyen.

Objetivos especificos

- Evaluar la actividad antiinflamatoria a diferentes concentraciones de los extractos
de las hojas y flores de Echeveria peruviana Meyen mediante el método de

estabilidad de la membrana eritrocitaria (HRBC).
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1. MATERIALES Y METODOS
2.1. MATERIALES
2.1.1. Material Bioldgico
Material vegetal: 200 g de flores y 200 g de hojas de Echeveria peruviana
Meyen que fueron recolectadas en el Caserio de Trigopampa, Provincia de
Otuzco, Region La Libertad.
Muestra de sangre: 10 mL de sangre obtenida de un voluntario de sexo
masculino (20-25 afos), con estilos de vida saludables, que no ha consumido
ningun farmaco 14 dias antes de la ejecucion del proyecto.
Criterios de inclusion:
-Sexo: Masculino
-Edad: 20 — 25 afios
-No haber consumido ningun farmaco dos semanas antes de la experiencia.
-Llevar un estilo de vida saludable y una alimentacion baja en grasas.
-Niveles de hemoglobina y hematocrito dentro de los valores normales.
Criterios de exclusion:
-Personas con algun tipo de enfermedad como (asma, artritis, obesidad, anemia,
depresion, etc)
-Personas que hayan tomado medicamentos.
-Mujeres, debido al cambio hormonal y posible inicio de menstruacion durante

el periodo de ensayo.
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2.1.2. Material de Laboratorio
e Material de vidrio
- Placas Petri 100 x15mm
- Matraz de Erlenmeyer de 100, 250 y 500ml
- Embudo de vidrio
- Capsula de porcelana.
- Fiolas de 10, 100 y 250mL
- Vasos de precipitacion de 50, 100 y 250mL.
- Pipetasde 1y 10mL
- Tubos de ensayo de 150x15mm

e Equipos e instrumentos de laboratorio

Balanza analitica AND. A&D Company limited

Cocina eléctrica

- Estufa de convencion natural Venticell Eco line
- Refrigeradora ELECTRILUX

- Cabina UV CAMAG

- Cabina de Seguridad Biologica C4

- Equipo de Bafio Maria PRECISTERM

- Equipo de Autoclave JSR

- Centrifugadora UNICO

- Espectrofotometro PERSSE
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e Material quimico
- Eter
- Diclorometano
- Cloroformo
- Etanol 96°GL
- Acido citrico
- Citrato de sodio
- Dextrosa
- Cloruro de sodio
- Solucion hiposalina
- Solucion isosalina
- Fosfato de sodio monobasico

- Fosfato de sodio dibasico

Agua destilada
2.1.3.0tros
- Rayador de metal
- Papel kraft
- Pizeta
- Frasco de vidrio &mbar de 7 y 250 mL
- Vinil (Diclofenaco) 75mg/3mL Lab. INDUFAR — Lote L06525 — F.V:
08/2022
- Dexacort (Dexametasona) 4mg/mL Lab. TEVA — Lote 10200108 — F.V:

02/2022
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2.2. METODO 3-34
2.2.1.Recoleccion de la muestra

Se recolectd 200 g de hojas y 200 g de flores de Echeveria peruviana Meyen del

Caserio de Trigopampa, Provincia de Otuzco, Region La Libertad (7° 53' 22.4”

de latitud sur y los 78° 34' 42.9” de longitud oeste del meridiano de Greenwich, a

una altitud de 2793 m.s.n.m) de una misma poblacion, seleccionando la parte

aérea de la planta con el fin de preservar la especie.
2.2.2. ldentificacion y determinacion taxomica de la especie

Se llevé un ejemplar de la planta al Herbarium Truxillense (HUT) para su

identificacion y posterior verificacion taxondmica segun el sistema filogénico de

la especie.
2.2.3.Preparacion de la muestra

* Seleccion: Se selecciond solo aquellas hojas y flores que estén en buenas
condiciones, sin manchas 'y sin ataque de hongo.

* Lavado: Se procedié a lavar las hojas y flores de Echeveria peruviana
Meyen con agua potable a chorro luego con agua destilada y finalmente se
seco la superficie de estas con papel toalla.

* Fragmetacion: Las hojas fueron ralladas para lograr una muestra semiliquida
luego se llevd a pesar 100g de la muestra.

2.2.4.Preparacion de los extractos de las hojas y flores 0

Para la obtencién de los extractos etéreos, diclorometanos, cloroférmicos y

etanolicos, se realizaron extracciones sucesivas con solventes de polaridad

creciente con la finalidad de lograr un mayor agotamiento del material vegetal.
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2.24.1.

2.24.2.

2.24.3.

2.24.4.

Extracto etéreo: Se coloc6 100g de hojas previamente rayadas en un
frasco ambar, asimismo se colocd en otro frasco &mbar la misma cantidad
de flores, estas sin haber sufrido fragmentacion, luego a cada uno ellos se
le afladié como solvente éter hasta cubrir la droga vegetal y se dejé reposar
durante 24 horas. Transcurrido el tiempo se filtro y el extracto obtenido se
llevé a sequedad a una temperatura ambiente.

Extracto diclorometano: La parte de la droga vegetal restante en el frasco
sin disolvente, tanto de hojas como de flores, se llevo a secar a temperatura
ambiente, para posteriormente agregarle el disolvente de diclorometano
hasta cubrir el material vegetal luego se dejo reposar durante 24 horas,
después se filtré y el extracto obtenido se llevO a sequedad a una
temperatura ambiente.

Extracto Cloroférmico: Los frascos que contienen a las hojas y flores se
llevd a secar a temperatura ambiente, una vez sin disolvente, se le agregd
cloroformo hasta cubrir el material vegetal y se dejé reposar por 24 horas,
después se filtrdé y el extracto obtenido se llevd a sequedad a una
temperatura ambiente.

Extracto etandlico: Del mismo modo que el anterior, una vez evaporado el
disolvente se agregd etanol de 96°GL hasta cubrir el material vegetal
durante 24 horas, se filtr6 y el extracto se llevd a secar a temperatura
ambiente. Una vez evaporado el disolvente se agreg6 etanol de 70°GL
hasta cubrir el material vegetal durante 24 horas, se filtr6 y el extracto se

llevd a secar a temperatura ambiente.
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2.2.4.5. Extracto acuoso: Del mismo modo que el anterior, una vez evaporado el
se agregé agua destilada hasta cubrir el material vegetal durante 24 horas,
se filtro y el extracto se llevo a secar a temperatura ambiente.
2.2.5. Actividad antiinflamatoria in vitro: Método de estabilizacion de membrana
de glébulos rojos humanos (HRBC) 3134
La membrana eritrocitica es andloga a la membrana lisosomal y la estabilizacion
de las membranas de los globulos rojos implica que el extracto de prueba puede
estabilizar las membranas lisosomales. La estabilizacion de la membrana
lisosomal tiene una importancia inmensa para limitar fas respuestas inflamatorias
al prevenir la liberacion de los constituyentes lisosémicos de los neutréfilos
activados, como las enzimas bactericidas y las proteasas, que a su vez induce una
mayor inflamacion y dafio del tejido.
2.2.5.1. Preparacion de las diluciones de los extractos:
Los extractos: etéreo, diclorometano, cloroférmico, etandlico de 96°,
70° y acuoso de hojas y flores ya secos, se pesaron 32mg y luego se
disolvié con solucion isotdnica, se trasvaso a fiolas de 10mL y se aford
con la misma solucién. Cada uno de los tratamientos se evaluo en cuatro
diluciones seriadas, 400, 200, 100 y 50 pg/mL usando una solucion
isosalina como medio de dilucién. Como farmacos de referencia se
empled una solucién de dexametasona (200 y 50ug/mL) y de
diclofenaco sédico (200 y 50ug/mL) debido a su actividad

antiinflamatoria.
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2.2.5.2. Preparacion de la suspension de glébulos rojos (HRBC)
La actividad antiinflamatoria de varios extractos de hojas y flores de
Echeveria peruviana Meyen se evalué mediante el método de
estabilizacion de membrana (HRBC) in vitro. La sangre se extrajo de un
voluntario varon sano quien cumplié con todos los réquisitos de los
criterios de inclusion propuestos. La sangre venosa extraida se mezcld
con el mismo volumen de solucion de Alsever esterilizada (dextrosa al
2%, citrato de sodio al 0,8%, &cido citrico al 0,05%, cloruro de sodio al
0,42% y agua destilada 100 ml). La mezcla se centrifugd a 3000 rpm por
10 minutos. Las células empaqguetadas se lavaron tres veces con el
mismo volumen de solucién isosalina. Estas células ya lavadas se
prepararon como una suspension al 10% (v/v) con isosalina para obtener

una suspension HRBC.

2.2.5.3. Hemodlisis inducida por hipotonicidad
A cada tubo que se usO para la experimentacion se agregd 1 mL de
tampdn fosfato, 2 mL de solucidn hiposalina, 0.5 mL de cada dilucion
a las concentraciones de 400, 200, 100 y 50 pg/mL, cada
concentracion en su tubo respectivo, ademas se agregd a cada tubo
0.5mL de suspensién de HRBC. Para los farmacos de referencia
(dexametasona y diclofenaco sodico) se realizé del mismo modo con la
Unica diferencia que los 0.5 mL que se agregd de cada concentracion
del extracto fueron sustituidas por 0.5 mL de la dilucion del farmaco y

a la muestra control se agregd 2.5 mL de agua destilada, 1 mL tampon
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fosfato (19 mL de fosfato de Na monobasico 0.1M y 81 mL de fosfato
dibasico 0.1mL) y 0.5 mL de suspension HRBC para producir un
100% de hemdlisis. Todas las mezclas de ensayo se llevaron a incubar
a 37°C durante 30 minutos y se centrifugaron a 3000 rpm por 20
minutos. El contenido de hemoglobina en la solucion sobrenadante fue
estimada utilizando un espectrofotometro UV a 560 nm. Estéa lectura se

realizo por triplicado.

El porcentaje de hemdlisis se estimd suponiendo que la hemolisis
producida en el control fue del 100%. Se calcul6 con la siguiente

formula:
% Hemdlisis = ( Abs muestra / Abs control ) x 100

El porcentaje de estabilizacion de la membrana HRBC se calcul6 con

la siguiente formula:
% Proteccion = 100 — % hemolisis

2.3. Aspectos Eticos:
La investigacion fue aprobada por el Comité de Etica de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo y el participante firmé el
consentimiento informado.

2.4. Analisis Estadistico
Todos los datos fueron expresados mediante el analisis de varianza unidireccional

(ANOVA). Se considero un valor de p < 0.05 para establecer significancia estadistica;
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y también se realizo la prueba estadistica de Duncan para comparar los diferentes

grupos de estudio.
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RESULTADOS

Tabla 1: Porcentajes de proteccion de la hemolisis de los extractos de las hojas y flores

Echeveria peruviana Meyen con distintos solventes.

EXTRACTOS % DE PROTECCION
400 pg/mL 200 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL
Ext. Etéreo 80.82+0.06% 79.23+0.07* 77.48+0.05* 75.82+0.06*
Ext. Diclorometano 85.26+0.03* 82.27+0.03* 78.76+0.03* 72.02+0.05*
Ext. Cloroférmico  94.45+0.03* 93.45+0.06* 92.000.05* 91.46+0.07*
HOJAS  Ext. Etandlico 96°  84.07+0.05* 73.47+0.07* 67.00+0.06* 61.43+0.05*
Ext. Etan6lico 70°  93.51+0.07* 92.69+0.03* 91.99+0.03* 90.93+0.07*
Ext. Acuoso 83.81+0.03* 81.68+0.03* 78.11+0.03* 73.51+0.03*
Ext. Etéreo 92.14+0.03* 89.95+0-05% 87.99+0.06* 86.26+0.03*
Ext. Diclorometano 97.33+0.03* 96.16+0.03* 93.87+0.06* 93.28+0.03*
Ext. Cloroférmico ~ 90.65+0.05* 76.70+0.03* 68.63+0.03* 61.73+0.05*
FLORES  Ext. Etanolico 96°  95.63+0.03* 93.14+0.07* 90.50+£0.03* 86.79+0.03*
Ext. Etan6lico 70°  75.15+0.03* 71.04+0.03* 69.37+0.05% 66.57+0.03*
Ext. ACUOSO 79.17*+0.03 77.03+0.03* 74.35+0.03* 72.23+0.03*
CONTROLE Dexametasona - 91.10+0.03* - 85.69+0.07*
Diclofenaco - 84.79+0.03* - 78.13+0.05*

(*) : Promedio del porcentaje de proteccion de hemolisis (+) desviacion estandar de 3
repeticiones.

19



Tabla 2: Porcentajes de hemolisis de los extractos de las hojas y flores Echeveria

peruviana Meyen con distintos solventes.

EXTRACTOS % DE HEMOLISIS
400 pg/mL 200 pg/mL 100 pg/mL 50 pg/mL

Ext. Etéreo 19.1840.06* 20.77+0.07* 22.52+0.05*  24.18+0.06*

Ext. Diclorometano 14.74+0.03* 17.73+0.03* 21.24+0.03*  27.98+0.05*

Ext. Cloroférmico 5.55+0.03*  6.55+0.06*  8.00+0.05* 8.54+0.07*

HOJAS  Ext. Etandlico 96°  15.93+0.05% 26.53+0.07* 33.00+0.06*  38.57+0.05*
Ext. Etan6lico 70°  6.49+0.07*  7.31+0.03* ~ 8.01+0.03*  9.07+0.07*

Ext. ACUOSO 16.19+0.03* 18.32+0.03* 8.01+0.03*  26.49+0.03*

Ext. Etéreo 7.86+0.03* 10.05+0.05* 12.01+0.06*  13.74+0.03*

Ext. Diclorometano ~ 2.67+0.03*  3.84+0.03*  6.13+0.06*  6.72+0.03*

Ext. Cloroférmico 9.35+0.05* 23.30£0.03* 31.37+0.03*  38.27+0.05*

FLORES Ext. Etanolico 96°  4.37+0.03* 6.86+0.07* 9.50+0.03*  13.21+0.03*
Ext. Etandlico 70°  24.85:0.03* 28.96+0.03* 30.63+0.05%  33.43+0.03*

Ext. Acuoso 20.83+0.03* 22.97+0.03* 25.65+0.03*  27.77+0.02*
CONTROLE Dexametasona - 8.90+0.03* - 14.3120.07*
Diclofenaco - 15.21+0.03* - 21.87+0.05*

(*) : Promedio del porcentaje de proteccion de hemolisis (+) desviacion estandar de 3
repeticiones.
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Tabla 3: Promedio de los porcentajes de proteccion de hemdlisis ordenados de forma
ascendente dependiendo de la actividad de los extractos de las hojas Echeveria peruviana

Meyen con distintos solventes.

N° DE TIPO DE EXTRACTO PORCENTAJE
MUESTRA DE
PROTECCION
(%)
1 EXT. ETANOLICO 96° 50 pg/mL 61.43
2 EXT. ETANOLICO 96° 100 pg/mL 67.00
3 EXT. DICLOROMETANO 50 pg/mL 72.02
4 EXT. ETANOLICO 96° 200 pg/mL 7347
5 EXT. ACUOSO 50 pg/mL - 7351
6 EXT. ETEREO 50 pg/mL : 75.82
7 EXT. ETEREO 100 pg/mL 77.48
8 EXT. ACUOSO 100 pg/mL 78.11
9 DICLOFENACO 50 pg/mL 78.13*
10 EXT. DICLOROMETANO 100 pg/mL 78.76
11 EXT. ETEREO 200 pg/mL 79.23
12 EXT. ETEREO 400 pg/mL 80.82
13 EXT. ACUOSO 200 pg/mL 81.68
14 EXT. DICLOROMETANO 200 pg/mL 82.27
15 EXT. ACUOSO 400 pg/mL 83.81
16 EXT. ETANOLICO 96° 400 pg/mL 84.07
17 DICLOFENACO 200 pg/mL 84.79*
18 EXT. DICLOROMETANO 400 pg/mL 85.26
19 DEXAMETASONA 50 pg/mL 85.69*
20 ~ EXT. ETANOLICO 70° 50 pg/mL 90.93
21 DEXAMETASONA 200 pg/mL 91.10*
22 EXT. CLOROFORMICO 50 pg/mL 91.46
23 EXT. ETANOLICO 70° 100 pg/mL 91.99
24 EXT. CLOROFORMICO 100 pg/mL 92.00
25 EXT. ETANOLICO 70° 200 pg/mL 92.69
26 EXT. CLOROFORMICO 200 pg/mL 93.45
27 EXT. ETANOLICO 70° 400 pg/mL 93.51
28 EXT. CLOROFORMICO 400 pg/mL 94.45

*: Media de los farmacos patrones.
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Tabla 4: Promedio de los porcentajes de proteccion de hemdlisis ordenados de forma
ascendente dependiendo de la actividad de los extractos de las flores Echeveria peruviana

Meyen con distintos solventes.

N° DE TIPO DE EXTRACTO PORCENTAJE
MUESTRA DE
PROTECCION
(%)
1 EXT. CLOROFORMICO 50 pg/mL 61.73
2 EXT. ETANOLICO 70° 50 pg/mL 66.57
3 EXT. CLOROFORMICO 100 pg/mL 68.63
4 EXT. ETANOLICO 70° 100 pg/mL 69.37
5 EXT. ETANOLICO 70°200 pg/mL  71.04
6 EXT. ACUOSO 50 pg/mL 72.23
7 EXT. ACUOSO 100 pg/mL 74.35
8 EXT. ETANOLICO 70° 400 pg/mL 75.15
9 EXT. CLOROFORMICO 200 pg/mL 76.70
10 EXT. ACUOSO 200 pg/mL 77.03
11 DICLOFENACO 50 pg/mL 78.13*
12 EXT. ACUOSO 400 pg/mL 79.17
13 DICLOFENACO 200 pg/mL 84.79*
14 DEXAMETASONA 50 pg/mL 85.69*
15 EXT. ETEREO 50 pg/mL 86.26
16 EXT. ETANOLICO 96° 50 pg/mL 86.79
17 'EXT. ETEREO 100 pg/mL 87.99
18 ~ EXT. ETEREO 200 pg/mL 89.95
19 ~ EXT. ETANOLICO 96° 100 pg/mL 90.50
20 EXT. CLOROFORMICO 400 pg/mL 90.65
21 DEXAMETASONA 200 pg/mL 91.10*
22 EXT. ETEREO 400 pg/mL 92.14
23 EXT. ETANOLICO 96° 200 pg/mL 93.14
24 EXT. DICLOROMETANO 50 pg/mL 93.28
25 EXT. DICLOROMETANO 100 pg/mL 93.87
26 EXT. ETANOLICO 96° 400 pg/mL 95.63
27 EXT. DICLOROMETANO 200 pg/mL 96.16
28 EXT. DICLOROMETANO 400 pg/mL 97.33

* . Media de los farmacos patrones.
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Gréfico 1: Porcentaje de proteccion de hemdlisis de los diferentes extractos a determinadas concentraciones de hojas y flores de

Echeveria peruviana Meyen.
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IV. DISCUSION

La inflamacion es una respuesta biologica compleja, iniciada como respuesta a dafios
fisicos, precursores quimicos, invasién microbiana, respuesta inmune primaria 0 por
combinacion variable de estas. También se define como un intento de proteccion por
parte del organismo para eliminar estimulos perjudiciales e iniciar el proceso de
curacion; es desencadenada por la liberacion de mediadores quimicos o moléculas de

sefializacion de tejido lesionado y la migracion de célula, produciéndose la inflamacién

13, 35

En el desarrollo de este proceso intervienen muchos mecanismos, algunos mediados por
una variedad de moléculas de sefializacion y la activacion de los factores de
complemento. Los mediadores pertenecen a diferentes clases quimicas, tales como
aminas bidgenas (histamina, serotonina), proteinas y péptidos (enzimas hidroliticas,
citoquinas, factores de crecimiento, factores activadores de colonia, factores de
complemento, anticuerpos, quininas), especies reactivas de oxigeno (ROS, anién
superoxido, hidroperoxido, radicales hidroxilos), y lipidos (factores activadores de
plaquetas, prostanoides, leucotrienos). Estos mediadores inician, mantienen, agravan y

modulan el curso de un gran nimero de enfermedades humanas 3%,

En la inflamacién existe aumento excesivo de produccién de radicales libres, que a su
vez participan activamente en el proceso de la inflamacién y sus complicaciones. La
mayor sintesis de EROs, factores quimiotacticos (LB4), estimulan moléculas de
adhesion leucocitaria endotelial, inactivan antiproteasas como la a-1-antitripsina el cual

aumenta la destruccion de los elementos tisulares como la elastina, produciendo
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peroxidacion lipidica en las membranas plasmaticas y oxidacion del DNA. De esta
forma, el EROs modifica la funcion celular e induce dafio a los tejidos, el cual aumenta

en el estado de inflamacién ®.

En la actualidad para lidiar con este problema de salud existen dos grupos de farmacos
ampliamente utilizados, estos son los antiinflamatorios esteroideos y los
antiinlamatorios no esteroideos (AINES), lamentablemente su uso generalizado se ve
limitado por sus importantes efectos secundarios y sus efectos sobre el metabolismo del
organismo. Debido a ello el tratamiento con plantas medicinales se presenta como una
alternativa para lidiar con la sintomatologia del proceso inflamatorio. Asi mismo,
algunas plantas medicinales han demostrado ser Utiles para el tratamiento de una
variedad de enfermedades inflamatorias y, generalmente, estan desprovistas de efectos

secundarios graves 2.

El increible desarrollo en el campo de las drogas sintéticas actualmente se acomparia de
numerosos efectos secundarios indeseables. mientras que las plantas poseen menores
efectos secundarios, por lo tanto, se debe hacer un enfoque sistemético para descubrir la

eficacia de las plantas contra la inflamacion como agentes antiinflamatorios *’.

A consideracion de ello, el presente estudio esta enfocado en evaluar la actividad
antiinflamatoria de Echeveria peruviana Meyen ya que debido a estudios previos
demuestran la presencia de metabolitos secundarios con actividad antiinflamatoria,
como los flavonoides', terpenos®®, antocianidinas®®, compuestos fendlicos, esteroles®,

etc. Tal es el caso de Vera et al. en su investigacion evidencia la presencia de
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compuestos quimicos como flavonoides, terpenos, saponinas, lactonas, compuestos

fendlicos, taninos y antocianinas *8.

Asimismo, esta investigacion compara la actividad antiinflamatoria in vitro de los
extractos de las hojas y flores de Echeveria peruviana Meyen utilizando como método
de prueba la estabilizacion de membrana del glébulo rojo (HRBC). Este método evalua
la actividad antiinflamatoria in vitro considerando a la membrana eritrocitaria como
analoga de la membrana lisosémica, es decir, la estabilizacion del eritrocito por accién
de algun agente quimico tambien implica la estabilizacion de las membranas
lisosomicas. La estabilizacion lisosomal es importante para limitar la respuesta
inflamatoria al prevenir la liberacion de constituyentes lisosomales de neutréfilos
activados, como enzimas bactericidas y proteasas, que causan mas inflamacién y dafio
tisular tras la liberacion celular adicional. Se dice que la actividad celular adicional de
estas enzimas esta relacionada con la inflamacion aguda o crénica *°. En muchos
trastornos inflamatorios hay un exceso activacion de fagocitos, produccion de radicales
OH" asi como especies de radicales libres (H202), que puede dafiar severamente los
tejidos ya sea por potente accidn oxidante directa o indirecta con hidrogeno peroxido y
radical -OH formado a partir de O? que inicia la peroxidacion lipidica que resulta en la

destruccion de la membrana 2.

De acuerdo a nuestros resultados en la Tabla N°1, muestra las medias y desviacion
estdndar del porcentaje de proteccion de la membrana del eritrocito, efecto
antiinflamatorio, por parte de los extractos de las hojas y flores de Echeveria peruviana
Meyen, ademas de los controles (dexametasona 200 pug/mL y diclofenaco 200 pg/mL),

en donde se evidencia resultados favorables en todos los mestruos obtenidos con
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diferentes solventes de polaridad creciente (etéreos, diclorometanos, cloroférmicos,
etandlicos y acuosos) y a todas las concentraciones (400, 200, 100 y 50 pug/mL). Estos
valores van desde una media de 61.43+0.06 para el extracto etandlico 96° de hojas a 50
pg/mL hasta una media méaxima de 97.33+0.03 para el extracto diclorometano de flores
a 400 pg/mL, de ello también se aprecia que la actividad es dosis-dependiente, ya que a
medida que la concentracion de cada uno de los extractos probados aumenta es mayor
el porcentaje de proteccion de la membrana del eritrocito.

La finalidad de realizar extracciones a polaridad creciente es lograr el arrastre de
diferentes metabolitos secundarios y de esta manera obtener el mayor agotamiento
posible de los compuestos quimicos presentes en la droga vegetal. Es asi que, en el
extracto diclorometanico se obtendra mayor cantidad de terpenos y fenolesmetoxilados;
en el extracto EtOAc geninas de flavonoides y heterésidos; en el extracto MeOH
fenoles y heterésidos; y en el extracto acuoso polisacaridos y polifenoles .

Tabla N°2, se muestra las medias y desviacion estandar del porcentaje de hemdlisis
provocado tras someter al eritrocito a medios o agentes quimicos extrafios, que, en
dependencia de su concentracion puede alterar el equilibrio i6nico del medio, provocar
la deshidratacion, aumentar la fragilidad y la lisis °. En este caso los extractos de hojas
y flores de Echeveria peruviana Meyen asi como los medicamentos patrones
(Dexametasona y Diclofenaco sodico) funcionan como protector del eritrocito, es asi
como lo demuestra los resultados de la tabla N°2, ya que el porcentaje de hemdlisis
obtenido es menor al porcentaje de proteccion del eritrocito de la tabla N°1. La
diferencia de la actividad hemolitica es considerada como el grado de proteccion, es asi
que, aquel agente que logre proteger la membrana del eritrocito es un candidato con

accion antiinflamatoria, por lo tanto, se puede decir que este ha logrado atravesar la
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membrana celular e interactuar con la hemoglobina intracelular evitando que se afecte
la proteina y el glébulo rojo estructural y funcionalmente “°,

Es asi que, en la tabla N°3, se presentan las medias del porcentaje de proteccion de las
hojas de Echeveria peruviana Meyen ordenadas de manera ascendente, todos los
extractos de la planta analizada en el presente estudio mostraron tener actividad frente a
la estabilizacion de membrana eritrocitaria y de dosis-dependiente, donde los extractos
cloroférmicos y etandlicos de 70° GL tienen los méas altos porcentaje de proteccion del
eritrocito, del cual el extracto cloroférmico a la concentracién de 400 pug/mL obtuvo el
mejor porcentaje de proteccion del eritrocito con 94.45% seguido del extracto etanolico
de 70° a 400 pg/mL con 93.51%. Los extractos cloroformicos (400, 200, 100 y 50
ug/mL ) y los extractos etandlicos de 70° (400, 200, 100 y 50 ug/mL ) de hojas,
mostraron tener una actividad antiinflamatoria elevada encontrandose dentro del 90 a
100% de porcentaje de proteccion de hemdlisis, sus resultados fueron comparables a
uno de los farmacos de referencia, dexametasona de 200 ug/mL , cuyo porcentaje fue de
90.91% siendo superado por el extracto cloroférmico de 400 ug/mL cuyo porcentaje fue
de 94.45%. Tal situacion nos lleva a deducir que el mayor porcentaje de metabolitos
involucrados en la actividad antiinflamatoria presentes en las hojas de Echeveria
peruviana Meyen se extraen utilizando como solvente el cloroformo o el etanol de 70°,
ademas que estos extractos mostraron tener un porcentaje de proteccion mayor a los
farmacos empleados, al ser medicamentos antiinflamatorios, actuan inhibiendo
enzimas hidroliticas o mediante el proceso de estabilizacion de la membrana. Respecto
a esto un estudio similar de Acostupa F. et al., concluye que los extractos etanélicos de

P. coerulescens, Ch. ambrosioides L y C. lechleri, presentan actividad antinflamatoria
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mediante la inhibicion de la lisis de la membrana celular en glébulos rojos, mostraron
un desempefio similar al farmaco de referencia (dexametasona) 2.

Tabla N°4, se presentan las medias del porcentaje de proteccion de las flores de
Echeveria peruviana Meyen ordenadas de manera ascendente, donde los extractos
diclorometanos tienen el mayor porcentaje de proteccion del eritrocito o inhibicién de la
hemdlisis que los deméas extractos. Se observa que el extracto diclorometano a una
concentracion de 400 pg/mL obtuvo el mejor porcentaje de proteccion del eritrocito
con 97.33% seguido de la concentracion de 200 pg/mL con 96.16%. Por tanto, los
extractos diclorometanos (400, 200, 100 y 50 ug/mL ) de flores, mostraron tener una
actividad antiinflamatoria elevada encontrandose dentro del 90 a 100% de porcentaje de
proteccion de hemdlisis, sus resultados fueron comparables a uno de los farmacos de
referencia, dexametasona de 200 ug/mL , cuyo porcentaje fue de 91.10% siendo
superado por el extracto diclorometano de 50 ug/mL cuyo porcentaje fue de 93.28%.
Tal situacién nos lleva a deducir que el mayor porcentaje de metabolitos involucrados
en la actividad antiinflamatoria presentes en las flores de Echeveria peruviana Meyen

se extraen utilizando como solvente al diclorometano.

En cuanto a los medicamentos utilizados como patron en la investigacion, para caso de
la dexametasona a una concentracion de 50 pug/mL obtuvo un porcentaje de proteccion
del eritrocito o de inhibicidn de la hemdlisis de 82.27% y a una concentracion de 200
pug/mL obtuvo un porcentaje de proteccion del eritrocito de 91.10%. Y en el caso del
diclofenaco sodico a una concentracién de 50 pg/mL obtuvé un porcentaje de
proteccion del eritrocito de 79.23% y a una concentracion de 200 pg/mL obtuvo un

porcentaje de proteccion del eritrocito de 81.68%. De ello se puede evidenciar que la
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dexametasona tiene mejor actividad antiinflamatoria que el diclofenaco sodico,
asimismo se observa que ambos datos obtenidos de los farmacos son dosis-dependiente,
es decir, a mayor concentracion del farmaco mayor es su actividad antiinflamatoria. La
mayoria de los farmacos no esteroideos actian como un agente antiinflamatorio al
inhibir las enzimas hidroliticas o al proceso de estabilizacion de la membrana. Como la
membrana HRBC es similar a los componentes de la membrana lisosomal, la
prevencion de la lisis de la membrana HRBC se toma como medida de la actividad

antiinflamatoria.

Tal situacion evidenciada en las tablas ya descritas, demuestran que los extractos de la
droga vegetal en estudio tiene actividad antiinflamatoria y esta accidn se podria decir
que es similar o mejor a las que ejercen los farmacos utilizados hoy en dia, por ejemplo,
la dexametasona 4mg/mL (glucocorticoide) ejerce la estabilizacion de la membrana de
los lisosomas, estas contienen proteasas y enzimas hidroliticas que forman los
mediadores quimicos de la inflamacidn, de esta manera se evita la desintegracion de los
lisosomas y el proceso inflamatorio #2. Este farmaco fue utilizado como patron en este
estudio, donde obtuvd su mayor porcentaje de proteccion de 91.10% a una

concentracion de 200 pg/mL.

También se utiliz6 el diclofenaco sédico 75mg/3mL como patrén, este farmaco
perteneciente a la familia de los antinflamatorios no esteroideos (AINES), quien obtuvo
un porcentaje de proteccion de 84.79% a la concentracion de 200 pg/mL. La accion de
los AINES se debe a la inhibicion de la via enzimatica de la cicloxigenasa (CO) quien
tiene mayor influencia en el proceso inflamatorio, ya que en esta encontramos dos

isoformas la COX-1 y la COX-2, esta ultima es el principal blanco terapéutico de los
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agentes antiinflamatorios debido a que su bloqueo inhibe la formacién de

prostaglandinas (PG) °.

La inhibicion del proceso inflamatorio a diferentes niveles ejecutado por los
medicamentos antinflamatorios también ha sido evidenciada por diferentes metabolitos
secundarios encontrados en la flora vegetal, dentro de ellos se puede citar a las
saponinas, flavonoides 3242, terpenos %, compuestos fendlicos °, antocianinas 1643, etc.
Estas sustancias ademas de inhibir algunos factores proinflamatorios también funcionan

como antioxidante, de esta manera potencian su actividad terapéutica.

Los compuestos diterpénicos inhiben significativamente la liberacion de algunos
mediadores de la inflamacion ademéas de mostrar una marcada accién sobre la via de la
ciclooxigenasa, que determina la liberacién de prostaglandina E2 (PGEZ2). Otros
terpenos, como la variabilina y la bolinaquinona, mostraron una marcada inhibicion
sobre la fosfolipasa A2 (FLAZ2), ademas de inhibir la sintesis y posterior liberacion del

leucotrieno B4 (LTB4) %8,

Los flavonoides y los compuestos fendlicos han mostrado actividad antioxidante y de
barrido de radicales, asi como la capacidad de regular diversas actividades celulares,
como la actividad enzimatica de COX-2 *°. Los flavonoides actian como antioxidantes
contra el 'Oy especies radicalarias sin consumirse durante el proceso permitiendo su
reutilizacion en consecutivas interacciones con O lo que sumado a la inhibicion de la
COX (COX -1 y COX-2) contribuirian a mejora su capacidad antiinflamatoria 2. Las
antocianinas evidencian una alta actividad antioxidante contra la presencia de peréxido

de hidrogeno (H20.) y contra los radicales peroxido (ROO.), superéxido (O2),
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hidroxilo (-OH) y oxigeno singulete (*O2). Ademas de actividad antiinflamatoria, ya
que inhiben la produccion de 6xido nitrico en macrdéfagos activados y efecto supresor

de prostaglandina E2 (PGE2) *.

Por lo expuesto, se puede decir que la actividad antiinflamatoria de los extractos de las
hojas y flores de Echeveria peruviana Meyen se deben a la accion de los metabolitos
secundarios, como los flavonoides, terpenos, compuestos fenolicos, antocianinas,
taninos, etc 8. (Anexo N° 2 y 3). Tales compuestos pueden actuar de manera

independiente o haciendo sinergismo entre ellos para lograr tal accion terapéutica.

La presencia de estos compuestos quimicos también queda evidenciada en las
investigaciones realizadas a Kalanchoe pinnata, especie vegetal que pertenece a la
misma familia de la planta en estudio. En donde Calvopifia detalla la presencia de
flavonoides, alcaloides, fenoles, saponinas, tatinos, carotenoides, glucésidos,
antocianinas, cumarinas, acido malico y bufanodienolides en el extracto de hojas de
Kalanchoe pinnata, también Chéavez declara la abundancia de compuestos del tipo

flavonoides en el extracto metandlico al 60% de Kalanchoe pinnata #44°,

En el grafico N°1, se compara el porcentaje de proteccién de los diferentes extractos de
hojas y flores, en el cual, se observa que los extractos de flores son los que tiene mayor
porcentaje de proteccion en comparacion a los extractos de hojas y esto es evidenciado

entodos los extractos obtenidos.

Es necesario mencionar que el método de la estabilizacion de membrana del eritrocito
(HRBC) utilizado para evaluar la actividad antiinflamatoria es un método in vitro, por

lo tanto, para evitar sesgos tras la obtencion de los resultados el donante tuvo que
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cumplir varios requisitos detallados en los criterios de inclusién, como ser del sexo
masculino, tener 20-25 afios de edad, niveles de hemoglobina y hematocrito dentro de
los valores normales, no consumo de ningdn tipo de farmaco, llevar un estilo de vida
saludable y una alimentacion baja en grasas; estas tres Gltimas premisas se cumplio
durante 14 dias antes de la experiencia. Estos réquisitos mencionados se utilizaron
como precaucion para evitar en cierta medida la generacion del estrés oxidativo ya que
estos influyen en los fendbmenos inflamatorios y tienen relacion fisiopatol6gicamente en
varias enfermedades inflamatorias tanto animales como humanas, entre las cuales se
incluyen el cancer, la aterosclerosis y la diabetes, asi como en condiciones fisioldgicas

como el envejecimiento “°,

La principal funcion del eritrocito es el transporte de oxigeno, tal proceso se realiza
mediante una secuencia de reacciones Redox. A medida que el oxigeno sufre
reducciones univalentes, se generan especies reactivas (aniones superéxido, peréxido y
los radicales hidroxilos) que constituyen los oxidantes responsables de la
desnaturalizacion, no sélo de la Hb, sino de los demés componentes eritrocitarios, tales
como los lipidos de la membrana, lo cual conduce a lisis celular. Para evitar en alguna
medida este dafio oxidativo, el organismo cuenta con ciertos mecanismos que impiden
la acumulacion de estas toxinas; dentro de estos se encuentran la superdxido dismutasa,
la catalasa y la glutation peroxidasa, si estos no logran en cierta medida tal accion
entonces actuan los antioxidantes como el tocoferol (vitamina E), &cido ascorbico
(vitamina C), etc. Por lo tanto, el estrés oxidativo es un factor importante en la aparicion
y mantenimiento de los procesos inflamatorios y su control por medio de los

antioxidantes puede reducir los efectos de la inflamacion 4647,
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Diversos estudios declaran el poder antioxidante de varias sustancias presentes en las
drogas vegetales, dentro de ellos podemos destacar a los flavonoides, antocianinas,
compuestos fendlicos y terpenos >8. Los mecanismos de accion de estos antioxidantes
naturales incluyen la donacién de 4&tomos de hidrogeno, el atrapamiento o estabilizacion

de radicales libres, la quelacion de iones metalicos, etc 4.

A partir de ello se puede decir que la inhibicion de la hemdlisis por parte de los
extractos de hojas y flores de Echeveria peruviana Meyen se puede deber a la doble
accion que tienen los metabolitos secundarios como las  flavonoides, terpenos,
antocianinas, compuestos fendlicos, etc presentes en esta droga vegetal, ya que actdan
como antioxidante e inhiben factores proinflamatorios, agentes principales en el

proceso inflamatorio 8.

Estudios previos postulan que el posibie modo de accion del extracto, sus fracciones y
los farmacos antiinflamatorios estandar podrian estar relacionados con la union a las
membranas de los eritrocitos con la posterior alteracion de las cargas de superficie de
las células. Esto podria haber impedido la interaccion fisica con los agentes de
agregacion o promover la dispersion por repulsién mutua de las cargas eléctricas que

estan implicadas en la hemdlisis de los gldbulos rojos *°.

En cuanto al andlisis estadistico (Anexo N°12), se empled el andlisis de varianza
unidereccional (ANOVA), en donde se observd que los porcentajes de proteccion de la
membrana del eritrocito evaluadas a diferentes concentraciones y a diferentes tipos de
extractos tanto de flores como de hojas de Echeveria peruviana Meyen, tienen una

diferencia estadisticamente significativa con un P < 0.05, es decir existe diferencia entre
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los resultados de los grupos de intervencion. Por lo tanto queda rechazada la Hipdtesis

nula de igual de medias.

A traves del Test Duncan se realizd comparaciones multiples de las medias con la
finalidad de especificar o concretar la Hipotesis alternativa genérica. (Anexo N° 13y 14
), se puede apreciar una diferencia estadisticamente significativa con un P < 0.05, es
decir existe diferencia entre las 378 comparaciones con un umbral fijo entre los grupos
de la intervencion. Es asi que, la actividad antiinflamatoria es Unica de cada tipo de
extracto y de cada concentracion evaluada. Obteniendo mejor actividad antiinflamatoria
0 mayor porcentaje de proteccién de la hemolisis, en los extractos obtenidos a partir de
las flores de Echeveria peruviana Meyen quien logré con el extracto Diclorometano

400 pg/mL un 97.33% de proteccion.

Cabe mencionar que este estudio preliminar sobre el efecto antiinflamatorio de estos
extractos tiene algunas limitaciones. En primer lugar, el método usado (in vitro) hace
que las conclusiones de este estudio no sean categdricas, por lo que se sugiere ampliar
el andlisis del efecto antinflamatorio usando otros métodos, considerando el uso de
modelos de experimentacion animal. En segundo lugar, el analisis preclinico de los
extractos de hojas y flores de Echeveria peruviana Meyen; requieren de la
complementacion con estudios de toxicidad aguda y cronica que cuenten con una
caracterizacion fitoquimica mas amplia, con el objetivo de completar los estudios

necesarios para la realizacion de futuros ensayos clinicos en situaciones especificas.
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V. CONCLUSIONES
1. Se compard la actividad antiinflamatoria in vitro de los extractos de las hojas y
flores de Echeveria peruviana Meyen, encontrdndose que los extractos realizados a
partir de las flores mostraron una mejor actividad antiinflamatoria y el mayor lo
obtuvé el extracto Diclorometano 400 ug/mL con 97.33% de proteccion de

hemolisis.
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ANEXOS

Anexo N° 1: Certificado botanico de identificacion y verificacion taxonémica de la especie

Echeveria peruviana Meyen “Siempreviva”.
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= e

UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO ’\
HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) HUTS

FLORA PERUANA =

po= \ _/I

Fga

Familia: Crassulaceae

Nombre Cientifico: Echeveria peruviana Meven

N. Vulgar: “Siempreviva™ Det. por: Herbario HUT
Habito: Hierba suculenta, hojas arrosetadas, flores rojizas.

Procedencia: Trizcopampa.

Prov.: Otuzco Dpto.: La Libertad
Haibitat: Entre rocas. pefias.

Altitud: 2793m snm 7°53"22.4"85-78°34'429"W Fecha: 05/09/2018
Colector: Vera Abanto Maria Nelly N°:sn

Zavaleta Minchola Melisa Manuela
Facultad de Farmacia v Bioquimica. Universidad Nacional de Trujillo.
TESIS: “Efecto del extracto etanolico de las hojas de Echeveria peruviana Meven
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Anexo N° 2 : Metabolitos secundarios del Extracto Hidroalcohdlico de las flores de

Echeveria peruviana Meyen.

METABOLITO ENSAYO REACCION POSITIVA RESULTADOS
SECUNDARIO
Compuestos Tricloruro férrico Col. azul intensa + ++
fenolicos
Flavonoides Shinoda Col. Rojo,azul o verde ++
triterpenos y/o Liebermann — Col. Rojo,azul o verdoso +
esteroides Burchard
Saponinas Espuma Espuma de altura5 mm > -
2 min.
Lactonas Baljet Col. Rojo (claro —Bscuro) +
Glucésidos Kedde Col. violacea -
cardiotdnicos
Antocianinas Antocianinas Col. rojo - marrén ++
Catequinas Catequinas Mancha verde carmelita a -
uv
Quinonas Borntrager Col. rosado +
Taninos Gelatina Pp.blanco ++
~ Mayer Pp. blanco amarillento -
~ Wagner Pp.café claro - rojo pardo -
Alcaloides 0scuro
Dragendorff Pp. Rojo - naranja -

Leyenda :

+++ : Abundante
++ : Moderado
+ : Escaso

- . Negativo



Anexo N° 3: Metabolitos secundarios del Extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Echeveria peruviana Meyen.

METABOLITO ENSAYO REACCION POSITIVA RESULTADOS
SECUNDARIO
Compuestos Tricloruro férrico Col. verde intensa ++
fenolicos
Flavonoides Shinoda Col. Rojo,azul o verde ++
triterpenos y/o Liebermann — Col. Rojo,azul o verdoso +
esteroides Burchard
Saponinas Espuma Espuma de altura 5 mm > +
2 min.
Lactonas Baljet Col. Rojo (claro — oscuro) ++
Glucésidos Kedde Col. violacea -

cardiotonicos

Antocianinas Antocianinas ~ Col. rojo - marrén +
Catequinas Catequinas - Mancha verde carmelita a -
uv

Quinonas Borntrager Col. rosado -
Taninos Gelatina Pp.blanco ++ o+

~ Mayer Pp. blanco amarillento -

Wagner Pp.café claro - rojo pardo -

Alcaloides 0scuro
Dragendorff Pp. Rojo - naranja -
Leyenda :

+++ : Abundante
++ : Moderado
+ : Escaso

- . Negativo
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Anexo N° 4: Recoleccion de la muestra y preparacion de las concentraciones en estudio

Hojas Flores

Fig. 2: Lavado y secado de la muestra
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Anexo N° 5: Preparacion de los extractos de hojas y flores

Fig. 3: Droga vegetal en maceracion por 24 horas con solventes como éter, diclorometano,
cloroformo, etanol de 96° y 70° GL y agua. Extraccion por polaridad creciente.

Fig. 3: Se filtray se lleva a sequedad de cada extracto preparado
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Anexo N° 6: Preparacion de las diluciones seriadas de los extractos

T :F
I

Fig. 5: Se realizan diluciones seriadas de cada una hasta obtener
concentraciones de 400, 200, 100 y 50 pg/mL
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Anexo N° 7: Actividad Antiinflamatoria in vitro por el método de estabilizacion de

membrana de glébulos rojos humanos (HRBC)

Fig. 7 y 8: Preparacion de la suspension de globulos rojos
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Fig. 9: Se lleva a incubar a 37°C por
30 minutos

Fig. 10: Luego se lleva a centrifugar
a 3000 rpm durante 20 minutos.

Fig. 11 y 12: El contenido de hemoglobina en la solucion sobrenadante
fue estimada utilizando un espectrofotébmetro UV a 560 nm.
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Fig. 13: Lecturas realizadas por triplicado de las diferentes muestras.

54

Esta obra ha sido publicada bajo la licencia Creative Commons Reconocimiento-No Comercial-Compartir bajola misma licencia 2.5 Peru.
Para ver una copia de dicha licencia, visite http://creativecommons.org/licences/by-nc-sa/2.5/pe/



Biblioteca Digital - Direccion de Sistemas de Informatica y Comunicacién

Anexo N° 8: Constancia de aprobacion por el Comité de Etica de la Facultad de Farmacia y

Bioquimica — UNT.

ANEXO 11

INFORME DEL COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION DE LA
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA -UNT

COD.N®:PR 007-19/CEIFYB

e Datos informativos:
o Investigador principal: MARIA NELLY VERA ABANTO

o Titulo del proyecto: “ COMPARACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIFLAMATORIA IN VITRO DE LOS EXTRACTOS DE HOJAS Y
FLORES DE ECHEVERIA PERUVIANA MEYEN” Fecha derevaluacion:
09 de septiembre del 2019

o Categoria de evaluacion : Revision completa

e Dictamen:
o Favorable___x__ Condicionado o desfavorable

o Fundamentacion.

¢ Firmas:

o De los miembros del Comité de Etica de la facultad que participaron en
la reunion de evaluacion del proyecto.

Dr. Cruzad o Robin Percy

midM

> : o
endozs ntoya
e Administivo
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Anexo N° 9: Consentimiento Informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO

He sido invitado a participar en la investigacién “Comparaciéon de la actividad
antiinflamatoria in vitro de los extractos de hojas y flores de Echeveria peruviana
Meyen”

He sido informado de los riesgos y/o beneficios que involucran mi participacion. He leido la
informacion arriba sefialada y han sido aclaradas todas mis dudas y preguntas, por lo cual
acepto de manera libre y voluntaria participar en el estudio y sé que pliedo retitarme en el

momento que yo lo decida, sin afectar mi salud e integridad.

Fecha: 12 de agosto del 2019

AL

Firma del participante

1
Firma del investigador Firma del investigador
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Anexo 10: Analisis bioquimicos del participante donante de la muestra sanguinea (14 dias
antes de la intervencion)

JANILABS

LABORATORIO CLINICO
ANALISIS CLINICOS BIOQUIMICOS IMNUNOLOGICOS
MICROBIOLOGICO PATOLOGICO

JR. Bolognesi 654 -2do piso

“TUS RESULTADOS 100% GARANTIZADOS”
RESULTADOS DEL PACIENTE

PACIENTE
MEDICO :  particular
MUESTRA‘ i SANGRE
INDICACION : varios
FECHA : 14/08/2019
EDAD - 22 ANOS
ANALISIS RESULTADOS RANGO REFERENCIAL
HEMOGRAMA
Ab Seg Eo Ba Mo Li Total
02 60 02 00 04 32 100
NEUTROFILOS H 62.%
LEUCOCITOS H 6,200 (5000 - 10 000 GB/mm?
HEMATOCRITO g 44.1% 35 - 49 %
HEMOGLOBINA 3 14.7 (115 - 164 g/dl
RECUENTO DE PLAQUETAS: 318,000 150,000 - 450,000 mm?
TIEMPO DE SANGRIA 3 2 min. 18 seg 1 - 4 minutos
T. DE COAGULACION : 5 min. 30 seg 1 - 10 minutos
BIOQUIMICA
GLUCOSA . i 77.56 60 - 110 mg/dl
INMUNOLOGIA
VIH (Ag /Ab) : NEGATIVO
RPR ; NO REACTIVO
HORARIO : Lunes a Sdbados: 7:00 am — 9:00 pm / Domingos y Feriados: 8:00 am a 3:00 pm

TELEFONOS: Cel.: # 983410475 YAL 988889689  E-MAIL: janilabs_1984 @hotmail.com
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Anexo 11: Andlisis bioquimicos del participante donante de la muestra sanguinea (1 dia

antes de la ejecucion de la investigacion)

JANILABS

LABORATORIO CLINICO

ANALISIS CLINICOS BIOQUIMICOS IMNUNOLOGICOS

MICROBIOLOGICO PATOLOGICO

“TUS RESULTADOS 100% GARANTIZADOS”

RESULTADOS DEL PACIENTE

JR. Bolognesi 654 -2do piso

PACIENTE
MEDICO . particular
MUESTRA : SANGRE
INDICACION : varios
FECHA : 28/08/2019
EDAD . 22 ANOS
ANALISIS RESULTADOS RANGO REFERENCIAL
HEMOGRAMA
Ab Seg Eo Ba Mo Li Total
02 60 02 00 04 32 100
NEUTROFILOS 64%
LEUCOCITOS 6400 (5000 - 10 000 GB/mm?*
HEMATOCRITO 45% 35 - 49 %
HEMOGLOBINA 15 (115 - 164 g/dl
RECUENTO DE PLAQUETAS: 318,000 150,000 - 450,000 mm?
TIEMPO DE SANGRIA 2 min. 18 seg 1 - 4 minutos
T. DE COAGULACION 5 min. 30 seg 1 - 10 minutos
BIOQUIMICA
GLUCOSA 81.2 60 - 110 mg/dl
INMUNOLOGIA
VIH (Ag /Ab) NEGATIVO
RPR NO REACTIVO
HORARIO Lunes a Sdbados: 7:00 am — 9:00 pm / Domingos y Feriados: 8:00 am a 3:00 pm

TELEFONOQS:  Cel.: # 983410475 YAL 988889689

E-MAIL: janilabs_1984 @hotmail.com
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Anexo N° 12: Analisis Estaditico ANOVA

Promedio Valor
Origen de las Suma de Grados de de los critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 6038.66 27 223.65 61770.67 5.346E-116 1.68560
%Proteccion
en los
extractos de
hojas Dentro de los grupos 0.20 56 0.00362
Total 6038.87 83
Entre grupos 8,583.95 27 317.92 137,982.30 0.00000 1.68560
%Proteccién
en los
extractos de
flores Dentro de los grupos 0.13 56 0.0023
Total 8,584.08 83
Entre grupos 6038.66 27 223.65 61770.67 5.346E-116 1.68560
%Hemolisis
en los
extractos de
hojas Dentro de los grupos 0.20 56 0.00362
Total 6038.87 83
Entre grupos 8583.95 27 317.92 137982.30 9.0199E-126 1.68560
%Hemolisis
en los
extractos de
flores Dentro de los grupos 0.13 56 0.0023
Total 8584.08 83

59



Anexo 13

: Prueba Estadistica Duncan para porcentaje de proteccion de hojas

(ug/mL) Diferen. Rp Significancia | (ug/mL) Diferen. Rp Signifi. (ug/mL) Diferen | Rp Signifi.
Ext. Cloroférmico 50 vs 0.0038 Significativa | Ext. Cloroférmico 50 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 50 vs Ext. Significativa
Ext. EtOH 70° 50 4.840 ’ Ext. Etéreo 200 28.219 0.0046 EtOH 70° 400 8.583 0.0043

Ext. Cloroférmico 50 vs 0.0038 Significativa | Ext. Cloroférmico 50 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 50 vs Ext. Significativa
100 6.898 ’ Ext. EtOH 96° 100 28.767 0.0046 Cloroférmico 200 10.131 | 0.0043

Ext. Cloroférmico 50 vs 0.0040 Significativa | Ext. Cloroférmico 50 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 50 vs Ext. Significativa
Ext. EtOH 70° 100 7.643 ’ Ext. Cloroférmico 400 28.924 0.0046 Acuoso 200 10.464 | 0.0044

Ext. Cloroférmico 50 vs 0.0041 Significativa | Ext. Cloroférmico 50 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 50 vs Significativa
Ext. EtOH 70° 200 9.308 ) Dexametasona 200 29.375 0.0046 Diclofenaco 50 11.562 | 0.0044

Ext. Cloroférmico 50 Significativa | Ext. Cloroférmico 50 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 50 vs Ext. Significativa
vs Ext. Acuoso 50 10.504 0.0042 Ext. Etéreo 400 30.413 0.0046 Acuoso 400 12.600 | 0.0044

Ext. Cloroférmico 50 vs Significativa | Ext. Cloroférmico 50 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 50 vs Significativa
Ext. Acuoso 100 12.620 0.0043 Ext. EtOH 96° 200 31.413 0.0046 Diclofenaco 200 18.225 | 0.0045

Ext. Cloroférmico 50 vs Significativa | Ext. Cloroférmico 50 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 50 vs Significativa
Ext. EtOH 70° 400 13.423 0.0043 Ext. Diclorometano 50 31.550 0.0046 Dexametasona 50 19.126 | 0.0045

Ext. Cloroférmico 50 vs Significativa | Ext. Cloroférmico 50 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 50 vs Ext. Significativa
Ext. Cloroférmico 200 14.972 0.0044 Ext. Diclorometano 100 32.138 0.0046 Etéreo 50 19.694 | 0.0045

Ext. Cloroférmico 50 vs Significativa | Ext. Cloroférmico 50 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 50 vs Ext. Significativa
Ext. Acuoso 200 15.305 0.0044 Ext. EtOH 96° 400 33.902 0.0046 EtOH 96° 50 20.223 | 0.0045

Ext. Cloroférmico 50 vs Significativa | Ext. Cloroférmico 50 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 50 vs Ext. Significativa
Diclofenaco 50 16.402 0.0044 Ext. Diclorometano 200 34.431 0.0046 Etéreo 100 21.419 | 0.0045

Ext. Cloroférmico 50 vs Significativa | Ext. Cloroférmico 50 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 50 vs Ext. Significativa
Ext. Acuoso 400 17.441 0.0045 Ext. Diclorometano 400 35.607 0.0046 Etéreo 200 23.378 | 0.0045

Ext. Cloroférmico 50 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 50 vs Ext. 0.0038 Significativa | Ext. EtOH 70° 50 vs Ext. Significativa
Diclofenaco 200 23.065 0.0045 Cloroférmico 100 2.058 ) EtOH 96° 100 23.927 | 0.0046

Ext. Cloroférmico 50 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 50 vs Ext. 0.0038 Significativa | Ext. EtOH 70° 50 vs Ext. Significativa
Dexametasona 50 23.966 0.0045 EtOH 70° 100 2.802 ' Cloroférmico 400 24.084 | 0.0046

Ext. Cloroférmico 50 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 50 vs Ext. Significativa | Ext. EtOH 50 vs Significativa
Ext. Etéreo 50 24.535 0.0045 EtOH 70° 200 4.468 0.0040 Dexametasona 200 24.535 | 0.0046

Ext. Cloroférmico 50 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 50 vs Ext. Significativa | Ext. EtOH 70° 50 vs Ext. Significativa
Ext. EtOH 96° 50 25.064 0.0045 Acuoso 50 5.663 0.0041 Etéreo 400 25.573 | 0.0046
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Ext. Cloroférmico 50 vs

Ext. EtOH 70° 50 vs Ext.

Ext. Etéreo 100 Significativa | EXt. EtOH 70° 50 vs Ext. Significativa | EtOH 96° 200 Significativa
Acuoso 100

26.259 0.0045 7.780 0.0042 26.573 | 0.0046
Ext. EtOH 70° 50 vs Ext. Significativa | Ext. Cloroférmico 100 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 100 vs Significativa
Diclorometano 50 26.710 0.0046 Ext. EtOH 96° 50 18.166 0.0045 Ext. Cloroférmico 200 7.329 0.0042
Ext. EtOH 70° 50 vs Ext. Significativa | Ext. Cloroférmico 100 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 100 vs Significativa
Diclorometano 100 27.298 0.0046 Ext. Etéreo 100 19.361 0.0045 Ext. Acuoso 200 7.662 0.0043
Ext. EtOH 70° 50 vs Ext. Significativa | Ext. Cloroférmico 100 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 100 vs Significativa
EtOH 96° 400 29.061 0.0046 Ext. Etéreo 200 21.321 0.0045 Diclofenaco 50 8.760 0.0043
Ext. EtOH 70° 50 vs Ext. Significativa | Ext. Cloroférmico 100 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 100 vs Significativa
Diclorometano 200 29.590 0.0046 Ext. EtOH 96° 100 21.869 0.0045 Ext. Acuoso 400 9.798 0.0044
Ext. EtOH 70° 50 vs Ext. Significativa | Ext. Cloroférmico 100 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 100 vs Significativa
Diclorometano 400 30.766 0.0046 Ext. Cloroférmico 400 22.026 0.0046 Diclofenaco 200 15.422 | 0.0044
Ext. Cloroférmico 100 0.0038 Significativa | Ext. Cloroférmico 100 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 100 vs Significativa
vs Ext. EtOH 70° 100 0.745 Dexametasona 200 22.477 0.0046 Dexametasona 50 16.324 | 0.0044
Ext. Cloroférmico 100 0.0038 Significativa | Ext. Cloroférmico 100 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 100 vs Significativa
vs Ext. EtOH 70° 200 2.410 ’ Ext. Etéreo 400 23.516 0.0046 Ext. Etéreo 50 16.892 | 0.0045
Ext. Cloroférmico 100 Significativa | Ext. Cloroférmico 100 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 100 vs Significativa
vs Ext. Acuoso 50 3.606 0.0040 Ext. EtOH 96° 200 24.515 0.0046 Ext. EtOH 96° 50 17.421 | 0.0045
Ext. Cloroférmico 100 Significativa | Ext. Cloroférmico 100 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 100 vs Significativa
vs Ext. Acuoso 100 5.722 0.0041 Ext. Diclorometano 50 24.652 0.0046 Ext. Etéreo 100 18.617 | 0.0045
Ext. Cloroférmico 100 Significativa | Ext. Cloroférmico 100 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 100 vs Significativa
vs Ext. EtOH 70° 400 6.526 0.0042 Ext. Diclorometano 100 25.240 0.0046 Ext. Etéreo 200 20.576 | 0.0045
Ext. Cloroférmico 100 Significativa | Ext. Cloroférmico 100 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 100 vs Significativa
vs 200 8.074 0.0043 Ext. EtOH 96° 400 27.004 0.0046 Ext. EtOH 96° 100 21.125 | 0.0045
Ext. Cloroférmico 100 Significativa | Ext. Cloroférmico 100 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 100 vs Significativa
vs Ext. Acuoso 200 8.407 0.0043 Ext. Diclorometano 200 27.533 0.0046 Ext. Cloroférmico 400 21.282 | 0.0045
Ext. Cloroférmico 100 Significativa | Ext. Cloroférmico 100 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 100 vs Significativa
vs Diclofenaco 50 9.504 0.0044 Ext. Diclorometano 400 28.709 0.0046 Dexametasona 200 21.732 | 0.0046
Ext. Cloroférmico 100 Significativa | Ext. EtOH 70° 100 vs Ext. 0.0038 Significativa | Ext. EtOH 70° 100 vs Significativa
vs Ext. Acuoso 400 10.543 0.0044 EtOH 70° 200 1.666 ) Ext. Etéreo 400 22.771 | 0.0046
Ext. Cloroférmico 100 Significativa | Ext. EtOH 70° 100 vs Ext. 0.0038 Significativa | Ext. EtOH 70° 100 vs Significativa
vs Diclofenaco 200 16.167 0.0044 Acuoso 50 2.861 ’ Ext. EtOH 96° 200 23.770 | 0.0046
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Ext. Cloroférmico 100 Significativa | Ext. EtOH 70° 100 vs Ext. Significativa | Ext. EtOH 70° 100 vs Significativa
vs Dexametasona 50 17.068 0.0045 Acuoso 100 4.977 0.0040 Ext. Diclorometano 50 23.908 | 0.0046

Ext. Cloroférmico 100 Significativa | Ext. EtOH 70° 100 vs Ext. Significativa | Ext. EtOH 70° 100 vs Significativa
vs Ext. Etéreo 50 17.637 0.0045 EtOH 70° 400 5.781 0.0041 Ext. Diclorometano 100 | 24.495 | 0.0046

Ext. EtOH 70° 100 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 200 vs Ext. Significativa | Ext. Acuoso 50 vs Ext. Significativa
Ext. EtOH 96° 400 26.259 0.0046 Cloroférmico 400 19.616 0.0045 Etéreo 50 14.031 | 0.0044

Ext. EtOH 70° 100 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 200 vs Significativa | Ext. Acuoso 50 vs Ext. Significativa
Ext. Diclorometano 200 26.788 0.0046 Dexametasona 200 20.067 0.0045 EtOH 96° 50 14.560 | 0.0044

Ext. EtOH 70° 100 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 200 vs Ext. Significativa | Ext. Acuoso 50 vs Ext. Significativa
Ext. Diclorometano 400 27.964 0.0046 Etéreo 400 21.105 0.0046 Etéreo 100 15.755 | 0.0045

Ext. EtOH 70° 200 vs 0.0038 Significativa | Ext. EtOH 70° 200 vs Ext. Significativa | Ext. Acuoso 50 vs Ext. Significativa
Ext. Acuoso 50 1.195 EtOH 96° 200 22.105 0.0046 Etéreo 200 17.715 | 0.0045

Ext. EtOH 70° 200 vs 0.0038 Significativa | Ext. EtOH 70° 200 vs Ext. Significativa | Ext. Acuoso 50 vs Ext. Significativa
Ext. Acuoso 100 3.312 Diclorometano 50 22.242 0.0046 EtOH 96° 100 18.264 | 0.0045

Ext. EtOH 70° 200 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 200 vs Ext. Significativa | Ext. Acuoso 50 vs Ext. Significativa
Ext. EtOH 70° 400 4,115 0.0040 Diclorometano 100 22.830 0.0046 Cloroférmico 400 18.421 | 0.0045

Ext. EtOH 70° 200 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 200 vs Ext. Significativa | Ext. Acuoso 50 vs Significativa
Ext. Cloroférmico 200 5.663 0.0041 EtOH 96° 400 24.593 0.0046 Dexametasona 200 18.871 | 0.0045

Ext. EtOH 70° 200 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 200 vs Ext. Significativa | Ext. Acuoso 50 vs Ext. Significativa
Ext. Acuoso 200 5.996 0.0042 Diclorometano 200 25.122 0.0046 Etéreo 400 19.910 | 0.0045

Ext. EtOH 70° 200 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 200 vs Ext. Significativa | Ext. Acuoso 50 vs Ext. Significativa
Diclofenaco 50 7.094 0.0043 Diclorometano 400 26.298 0.0046 EtOH 96° 200 20.909 | 0.0046

Ext. EtOH 70° 200 vs Significativa | Ext. Acuoso 50 vs Ext. 0.0038 Significativa | Ext. Acuoso 50 vs Ext. Significativa
Ext. Acuoso 400 8.132 0.0043 Acuoso 100 2.116 ) Diclorometano 50 21.046 | 0.0046

Ext. EtOH 70° 200 vs Significativa | Ext. Acuoso 50 vs Ext. 0.0038 Significativa | Ext. Acuoso 50 vs Ext. Significativa
Diclofenaco 200 13.757 0.0044 EtOH 70° 400 2.920 ) Diclorometano 100 21.634 | 0.0046

Ext. EtOH 70° 200 vs Significativa | Ext. Acuoso 50 vs Ext. Significativa | Ext. Acuoso 50 vs Ext. Significativa
Dexametasona 50 14.658 0.0044 Cloroférmico 200 4.468 0.0040 EtOH 96° 400 23.398 | 0.0046

Ext. EtOH 70° 200 vs Significativa | Ext. Acuoso 50 vs Ext. Significativa | Ext. Acuoso 50 vs Ext. Significativa
Ext. Etéreo 50 15.226 0.0044 Acuoso 200 4.801 0.0041 Diclorometano 200 23.927 | 0.0046

Ext. EtOH 70° 200 vs Significativa | Ext. Acuoso 50 vs Significativa | Ext. Acuoso 50 vs Ext. Significativa
Ext. EtOH 96° 50 15.755 0.0045 Diclofenaco 50 5.898 0.0042 Diclorometano 400 25.103 | 0.0046

Ext. EtOH 70° 200 vs Significativa | Ext. Acuoso 50 vs Ext. Significativa | Ext. Acuoso 100 vs Ext. 0.0038 Significativa
Ext. Etéreo 100 16.951 0.0045 Acuoso 400 6.937 0.0043 EtOH 70° 400 0.803 ’
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Ext. EtOH 70° 200 vs Significativa | Ext. Acuoso 50 vs Significativa | Ext. Acuoso 100 vs Ext. 0.0038 Significativa
Ext. Etéreo 200 18.910 0.0045 Diclofenaco 200 12.561 0.0043 Cloroférmico 200 2.352 ’

Ext. EtOH 70° 200 vs Significativa | Ext. Acuoso 50 vs Significativa | Ext. Acuoso 100 vs Ext. Significativa
Ext. EtOH 96° 100 19.459 0.0045 Dexametasona 50 13.463 0.0044 Acuoso 200 2.685 0.0040

Ext. Acuoso 100 vs Significativa | Ext. Acuoso 100 vs Ext. Significativa | Ext. EtOH 70° 400 vs Significativa
Diclofenaco 50 3.782 0.0041 Diclorometano 400 22.986 0.0046 Ext. Diclorometano 100 | 18.714 | 0.0046

Ext. Acuoso 100 vs Ext. Significativa | Ext. EtOH 70° 400 vs Ext. 0.0038 Significativa | Ext. EtOH 70° 400 vs Significativa
Acuoso 400 4.821 0.0042 Cloroférmico 200 1.548 ’ Ext. EtOH 96° 400 20.478 | 0.0046

Ext. Acuoso 100 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 400 vs Ext. 0.0038 Significativa | Ext. EtOH 70° 400 vs Significativa
Diclofenaco 200 10.445 0.0043 Acuoso 200 1.881 ’ Ext. Diclorometano 200 | 21.007 | 0.0046

Ext. Acuoso 100 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 400 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 400 vs Significativa
Dexametasona 50 11.346 0.0043 Diclofenaco 50 2.979 0.0040 Ext. Diclorometano 400 | 22.183 | 0.0046

Ext. Acuoso 100 vs Ext. Significativa | Ext. EtOH 70° 400 vs Ext. Significativa | Ext. Cloroférmico 200 0.0038 Significativa
Etéreo 50 11.915 0.0044 Acuoso 400 4.017 0.0041 vs Ext. Acuoso 200 0.333 )

Ext. Acuoso 100 vs Ext. Significativa | Ext. EtOH 70° 400 vs Significativa | Ext. Cloroférmico 200 0.0038 Significativa
EtOH 96° 50 12.444 0.0044 Diclofenaco 200 9.641 0.0042 vs Diclofenaco 50 1.431 ’

Ext. Acuoso 100 vs Ext. Significativa | Ext. EtOH 70° 400 vs Significativa | Ext. Clorofédrmico 200 Significativa
Etéreo 100 13.639 0.0044 Dexametasona 50 10.543 0.0043 vs Ext. Acuoso 400 2.469 0.0040

Ext. Acuoso 100 vs Ext. Significativa | Ext. EtOH 70° 400 vs Ext. Significativa | Ext. Cloroférmico 200 Significativa
Etéreo 200 15.599 0.0045 Etéreo 50 11.111 0.0043 vs Diclofenaco 200 8.093 0.0041

Ext. Acuoso 100 vs Ext. Significativa | Ext. EtOH 70° 400 vs Ext. Significativa | Ext. Cloroférmico 200 Significativa
EtOH 96° 100 16.147 0.0045 EtOH 96° 50 11.640 0.0044 vs Dexametasona 50 8.995 0.0042

Ext. Acuoso 100 vs Ext. Significativa | Ext. EtOH 70° 400 vs Ext. Significativa | Ext. Cloroférmico 200 Significativa
Cloroférmico 400 16.304 0.0045 Etéreo 100 12.836 0.0044 vs Ext. Etéreo 50 9.563 0.0043

Ext. Acuoso 100 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 400 vs Ext. Significativa | Ext. Cloroférmico 200 Significativa
Dexametasona 200 16.755 0.0045 Etéreo 200 14.795 0.0044 vs Ext. EtOH 96° 50 10.092 | 0.0043

Ext. Acuoso 100 vs Ext. Significativa | Ext. EtOH 70° 400 vs Ext. Significativa | Ext. Cloroférmico 200 Significativa
Etéreo 400 17.793 0.0045 EtOH 96° 100 15.344 0.0045 vs Ext. Etéreo 100 11.287 | 0.0044

Ext. Acuoso 100 vs Ext. Significativa | Ext. EtOH 70° 400 vs Ext. Significativa | Ext. Cloroférmico 200 Significativa
EtOH 96° 200 18.793 0.0045 Cloroférmico 400 15.501 0.0045 vs Ext. Etéreo 200 13.247 | 0.0044

Ext. Acuoso 100 vs Ext. Significativa | Ext. EtOH 70° 400 vs Significativa | Ext. Cloroférmico 200 Significativa
Diclorometano 50 18.930 0.0046 Dexametasona 200 15.951 0.0045 vs Ext. EtOH 96° 100 13.796 | 0.0044

Ext. Acuoso 100 vs Ext. Significativa | Ext. EtOH 70° 400 vs Ext. Significativa | Ext. Cloroférmico 200 Significativa
Diclorometano 100 19.518 0.0046 Etéreo 400 16.990 0.0045 vs 400 13.953 | 0.0045
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Ext. Acuoso 100 vs Ext. Significativa | Ext. EtOH 70° 400 vs Ext. Significativa | Ext. Cloroférmico 200 Significativa
EtOH 96° 400 21.282 0.0046 EtOH 96° 200 17.989 0.0045 vs Dexametasona 200 14.403 | 0.0045

Ext. Acuoso 100 vs Ext. Significativa | Ext. EtOH 70° 400 vs Ext. Significativa | Ext. Cloroférmico 200 Significativa
Diclorometano 200 21.811 0.0046 Diclorometano 50 18.127 0.0045 vs Ext. Etéreo 400 15.442 | 0.0045

Ext. Cloroférmico 200 Significativa | Ext. Acuoso 200 vs Ext. Significativa | Diclofenaco 50 vs Ext. Significativa
vs Ext. EtOH 96° 200 16.441 0.0045 Etéreo 400 15.109 0.0045 Etéreo 400 14.011 | 0.0045

Ext. Cloroférmico 200 Significativa | Ext. Acuoso 200 vs Ext. Significativa | Diclofenaco 50 vs Ext. Significativa
vs Ext. Diclorom. 50 16.578 0.0045 EtOH 96° 200 16.108 0.0045 EtOH 96° 200 15.011 | 0.0045

Ext. Cloroférmico 200 Significativa | Ext. Acuoso 200 vs Ext. Significativa | Diclofenaco 50 vs Ext. Significativa
vs Ext. Diclorom. 100 17.166 0.0045 Diclorometano 50 16.245 0.0045 Diclorometano 50 15.148 | 0.0045

Ext. Cloroférmico 200 Significativa | Ext. Acuoso 200 vs Ext. Significativa | Diclofenaco 50 vs Ext. Significativa
vs Ext. EtOH 96° 400 18.930 0.0046 Diclorometano 100 16.833 0.0045 Diclorometano 100 15.736 | 0.0045

Ext. Cloroférmico 200 Significativa | Ext. Acuoso 200 vs Ext. Significativa | Diclofenaco 50 vs Ext. Significativa
vs Ext. Diclorom. 200 19.459 0.0046 EtOH 96° 400 18.597 0.0045 EtOH 96° 400 17.500 | 0.0045

Ext. Cloroférmico 200 Significativa | Ext. Acuoso 200 vs Ext. Significativa | Diclofenaco 50 vs Ext. Significativa
vs Ext. Diclorom. 400 20.635 0.0046 Diclorometano 200 19.126 0.0046 Diclorometano 200 18.029 | 0.0045

Ext. Acuoso 200 vs 0.0038 Significativa | Ext. Acuoso 200 vs Ext. Significativa | Diclofenaco 50 vs Ext. Significativa
Diclofenaco 50 1.097 Diclorometano 400 20.302 0.0046 Diclorometano 400 19.204 | 0.0046

Ext. Acuoso 200 vs Ext. Significativa | Diclofenaco 50 vs Ext. Significativa | Ext. Acuoso 400 vs Significativa
Acuoso 400 2.136 0.0038 Acuoso 400 1.039 0.0038 Diclofenaco 200 5.624 0.0038

Ext Acuoso 200 vs Significativa | Diclofenaco 50 vs 0.0038 Significativa | Ext. Acuoso 400 vs 0.0038 Significativa
Diclofenaco 200 7.760 0.0040 Diclofenaco 200 6.663 ) Dexametasona 50 6.526 '

Ext. Acuoso 200 vs Significativa | Diclofenaco 50 vs Significativa | Ext. Acuoso 400 vs Ext. Significativa
Dexametasona 50 8.662 0.0041 Dexametasona 50 7.564 0.0040 Etéreo 50 7.094 0.0040

Ext. Acuoso 200 vs Ext. Significativa | Diclofenaco 50 vs Ext. Significativa | Ext. Acuoso 400 vs Ext. Significativa
Etéreo 50 9.230 0.0042 Etéreo 50 8.132 0.0041 EtOH 96° 50 7.623 0.0041

Ext. Acuoso 200 vs Ext. Significativa | Diclofenaco 50 vs Ext. Significativa | Ext. Acuoso 400 vs Ext. Significativa
EtOH 96° 50 9.759 0.0043 EtOH 96° 50 8.662 0.0042 Etéreo 100 8.818 0.0042

Ext. Acuoso 200 vs Ext. Significativa | Diclofenaco 50 vs Ext. Significativa | Ext. Acuoso 400 vs Ext. Significativa
Etéreo 100 10.954 0.0043 Etéreo 100 9.857 0.0043 Etéreo 200 10.778 | 0.0043

Ext. Acuoso 200 vs Ext. Significativa | Diclofenaco 50 vs Ext. Significativa | Ext. Acuoso 400 vs Ext. Significativa
Etéreo 200 12.914 0.0044 Etéreo 200 11.817 0.0043 EtOH 96° 100 11.327 | 0.0043

Ext. Acuoso 200 vs Ext. Significativa | Diclofenaco 50 vs Ext. Significativa | Ext. Acuoso 400 vs Ext. Significativa
EtOH 96° 100 13.463 0.0044 EtOH 96° 100 12.365 0.0044 Cloroférmico 400 11.483 | 0.0044
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Ext. Acuoso 200 vs Ext. Significativa | Diclofenaco 50 vs Ext. Significativa | Ext. Acuoso 400 vs Significativa
Cloroférmico 400 13.619 0.0044 Cloroférmico 400 12.522 0.0044 Dexametasona 200 11.934 | 0.0044

Ext. Acuoso 200 vs Significativa | Diclofenaco 50 vs Significativa | Ext Acuoso 400 vs Ext. Significativa
Dexametasona 200 14.070 0.0045 Dexametasona 200 12.973 0.0044 Etéreo 400 12.973 | 0.0044

Ext. Acuoso 400 vs Ext. Significativa | Diclofenaco 200 vs Ext. Significativa | Dexametasona 50 vs Significativa
EtOH 96° 200 13.972 0.0045 Diclorometano 100 9.073 0.0045 Ext. Diclorometano 400 | 11.640 | 0.0045

Ext. Acuoso 400 vs Ext. Significativa | Diclofenaco 200 vs Ext. Significativa | Ext. Etéreo 50 vs Ext. 0.0038 Significativa
Diclorometano 50 14.109 0.0045 EtOH 96° 400 10.837 0.0045 EtOH 96° 50 0.529 ’

Ext. Acuoso 400 vs Ext. Significativa | Diclofenaco 200 vs Ext. Significativa | Ext. Etéreo 50 vs Ext. 0.0038 Significativa
Diclorometano 100 14.697 0.0045 Diclorometano 200 11.366 0.0045 Etéreo 100 1.724 ’

Ext. Acuoso 400 vs Ext. Significativa | Diclofenaco 200 vs Ext. Significativa | Ext. Etéreo 50 vs Ext. Significativa
EtOH 96° 400 16.461 0.0045 Diclorometano 400 12.542 0.0045 Etéreo 200 3.684 0.0040

Ext. Acuoso 400 vs Ext. Significativa | Dexametasona 50 vs Ext. o088 Significativa | Ext. Etéreo 50 vs Ext. Significativa
Diclorometano 200 16.990 0.0045 Etéreo 50 0.568 ) EtOH 96° 100 4.233 0.0041

Ext. Acuoso 400 vs Ext. Significativa | Dexametasona 50 vs Ext. 0.0038 Significativa | Ext. Etéreo 50 vs Ext. Significativa
Diclorometano 400 18.166 0.0045 EtOH 96° 50 1.097 ) Cloroférmico 400 4.390 0.0042

Diclofenaco 200 vs 0.0038 Significativa | Dexametasona 50 vs Ext. Significativa | Ext. Etéreo 50 vs Significativa
Dexametasona 50 0.901 Etéreo 100 2.293 0.0040 Dexametasona 200 4.840 0.0043

Diclofenaco 200 vs Ext. 0.0038 Significativa | Dexametasona 50 vs Ext. Significativa | Ext. Etéreo 50 vs Ext. Significativa
Etéreo 50 1.470 ’ Etéreo 200 4.252 0.0041 Etéreo 400 5.879 0.0043

Diclofenaco 200 vs Ext. Significativa | Dexametasona 50 vs Ext. Significativa | Ext. Etéreo 50 vs Ext. Significativa
EtOH 96° 50 1.999 0.0040 EtOH 96° 100 4.801 0.0042 EtOH 96° 200 6.878 0.0044

Diclofenaco 200 vs Ext. Significativa | Dexametasona 50 vs Ext. Significativa | Ext. Etéreo 50 vs Ext. Significativa
Etéreo 100 3.194 0.0041 Cloroférmico 400 4,958 0.0043 Diclorometano 50 7.015 0.0044

Diclofenaco 200 vs Ext. Significativa | Dexametasona 50 vs Significativa | Ext. Etéreo 50 vs Ext. Significativa
Etéreo 200 5.154 0.0042 Dexametasona 200 5.409 0.0043 Diclorometano 100 7.603 0.0044

Diclofenaco 200 vs Ext. Significativa | Dexametasona 50 vs Ext. Significativa | Ext. Etéreo 50 vs Ext. Significativa
EtOH 96° 100 5.703 0.0043 Etéreo 400 6.447 0.0044 EtOH 96° 400 9.367 0.0045

Diclofenaco 200 vs Ext. Significativa | Dexametasona 50 vs Ext. Significativa | Ext. Etéreo 50 vs Ext. Significativa
Cloroférmico 400 5.859 0.0043 EtOH 96° 200 7.447 0.0044 Diclorometano 200 9.896 0.0045

Diclofenaco 200 vs Significativa | Dexametasona 50 vs Ext. Significativa | Ext. Etéreo 50 vs Ext. Significativa
Dexametasona 200 6.310 0.0044 Diclorometano 50 7.584 0.0044 Diclorometano 400 11.072 | 0.0045

Diclofenaco 200 vs Ext. Significativa | Dexametasona 50 vs Ext. Significativa | Ext. EtOH 96° 50 vs Ext. 0.0038 Significativa
Etéreo 400 7.349 0.0044 Diclorometano 100 8.172 0.0045 Etéreo 100 1.195 )
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Diclofenaco 200 vs Ext. Significativa | Dexametasona 50 vs Ext. Significativa | Ext. EtOH 96° 50 vs Ext. 0.0038 Significativa
EtOH 96° 200 8.348 0.0044 EtOH 96° 400 9.935 0.0045 Etéreo 200 3.155 )

Diclofenaco 200 vs Ext. Significativa | Dexametasona 50 vs Ext. Significativa | Ext. EtOH 96° 50 vs Ext. Significativa
Diclorometano 50 8.485 0.0045 Diclorometano 200 10.464 0.0045 EtOH 96° 100 3.704 0.0040

Ext. EtOH 96° 50 vs Ext. Significativa | Ext. Etéreo 100 vs Ext. Significativa | Ext. EtOH 96° 100 vs Significativa
Cloroférmico 400 3.860 0.0041 EtOH 96° 400 7.643 0.0044 Ext. Diclorometano 50 2.783 0.0042

Ext. EtOH 96° 50 vs Significativa | Ext. Etéreo 100 vs Ext. Significativa | Ext. EtOH 96° 100 vs Significativa
Dexametasona 200 4311 0.0042 Diclorometano 200 8.172 0.0044 Ext. Diclorometano 100 3.371 0.0043

Ext. EtOH 96° 50 vs Ext. Significativa | Ext. Etéreo 100 vs Ext. Significativa | Ext. EtOH 96° 100 vs Significativa
Etéreo 400 5.350 0.0043 Diclorometano 400 9.347 0.0045 Ext. EtOH 96° 400 5.134 0.0043

Ext. EtOH 96° 50 vs Ext. Significativa | Ext. Etéreo 200 vs Ext. 0.0038 Significativa | Ext. EtOH 96° 100 vs Significativa
EtOH 96° 200 6.349 0.0043 EtOH 96° 100 0.549 ) Ext. Diclorometano 200 5.663 0.0044

Ext. EtOH 96° 50 vs Ext. Significativa | Ext. Etéreo 200 vs Ext. o.0Rs Significativa | Ext. EtOH 96° 100 vs Significativa
Diclorometano 50 6.486 0.0044 Cloroférmico 400 0.705 ) Ext. Diclorometano 400 | 6.839 0.0044

Ext. EtOH 96° 50 vs Ext. Significativa | Ext. Etéreo 200 vs Significativa | Ext. Cloroférmico 400 0.0038 Significativa
Diclorometano 100 7.074 0.0044 Dexametasona 200 1.156 0.0040 vs Dexametasona 200 0.451 )

Ext. EtOH 96° 50 vs Ext. Significativa | Ext. Etéreo 200 vs Ext. Significativa | Ext. Cloroférmico 400 0.0038 Significativa
EtOH 96° 400 8.838 0.0044 Etéreo 400 2.195 0.0041 vs Ext. Etéreo 400 1.489 ’

Ext. EtOH 96° 50 vs Ext. Significativa | Ext. Etéreo 200 vs Ext. Significativa | Ext. Cloroférmico 400 Significativa
Diclorometano 200 9.367 0.0045 EtOH 96° 200 3.194 0.0042 vs Ext. EtOH 96° 200 2.489 0.0040

Ext. EtOH 96° 50 vs Ext. Significativa | Ext. Etéreo 200 vs Ext. Significativa | Ext. Cloroférmico 400 Significativa
Diclorometano 400 10.543 0.0045 Diclorometano 50 3.331 0.0043 vs Ext. Diclorom. 50 2.626 0.0041

Ext. Etéreo 100 vs Ext. 0.0038 Significativa | Ext. Etéreo 200 vs Ext. Significativa | Ext. Cloroférmico 400 Significativa
Etéreo 200 1.960 Diclorometano 100 3.919 0.0043 vs Ext. Diclorom. 100 3.214 0.0042

Ext. Etéreo 100 vs Ext. 0.0038 Significativa | Ext. Etéreo 200 vs Ext. Significativa | Ext. Cloroférmico 400 Significativa
EtOH 96° 100 2.508 EtOH 96° 400 5.683 0.0044 vs Ext. EtOH 96° 400 4.977 0.0043

Ext. Etéreo 100 vs Ext. Significativa | Ext. Etéreo 200 vs Ext. Significativa | Ext. Cloroférmico 400 Significativa
Cloroférmico 400 2.665 0.0040 Diclorometano 200 6.212 0.0044 vs Ext. Diclorom. 200 5.507 0.0043

Ext. Etéreo 100 vs Significativa | Ext. Etéreo 200 vs Ext. Significativa | Dexametasona 200 vs Significativa
Dexametasona 200 3.116 0.0041 Diclorometano 400 7.388 0.0044 Ext. Diclorom. 400 6.682 0.0044

Ext. Etéreo 100 vs Ext. Significativa | Ext. EtOH 96° 100 vs Ext. 0.0038 Significativa | Dexametasona 200 vs 0.0038 Significativa
Etéreo 400 4.154 0.0042 Cloroférmico 400 0.157 ) Ext. Etéreo 400 1.039 ’

Ext. Etéreo 100 vs Ext. Significativa | Ext. EtOH 96° 100 vs 0.0038 Significativa | Dexametasona 200 vs 0.0038 Significativa
EtOH 96° 200 5.154 0.0043 Dexametasona 200 0.607 ’ Ext. EtOH 96° 200 2.038 ’
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Ext. Etéreo 100 vs Ext. Significativa | Ext. EtOH 96° 100 vs Ext. Significativa | Dexametasona 200 vs Significativa
Diclorometano 50 5.291 0.0043 Etéreo 400 1.646 0.0040 Ext. Diclorometano 50 2.175 0.0040
Ext. Etéreo 100 vs Ext. Significativa | Ext. EtOH 96° 100 vs Ext. Significativa | Dexametasona 200 vs Significativa
Diclorometano 100 5.879 0.0044 EtOH 96° 200 2.646 0.0041 Ext. Diclorometano 100 2.763 0.0041
Dexametasona 200 vs Significativa | Ext. Etéreo 400 vs Ext. Significativa | Ext. Diclorometano 50 Significativa
Ext. EtOH 96° 400 4,527 0.0042 Diclorometano 400 5.193 0.0043 vs 200 2.881 0.0040
Dexametasona 200 vs Significativa | Ext. EtOH 70° 100 vs Ext. 0.0038 Significativa | Ext. Diclorometano 50 Significativa
Ext. Diclorometano 200 5.056 0.0043 Diclorometano 50 0.137 ) vs 400 4.056 0.0041
Dexametasona 200 vs Significativa | Ext. EtOH 96° 200 vs Ext. 0.0038 Significativa | Ext. Diclorometano 100 0.0038 Significativa
Ext. Diclorometano 400 6.232 0.0043 Diclorometano 100 0.725 ’ vs Ext. EtOH 96° 400 1.764 ’
Ext. Etéreo 400 vs Ext. 0.0038 Significativa | Ext. EtOH 96° 200 vs Ext. Significativa | Ext. Diclorometano 100 0.0038 Significativa
EtOH 96° 200 0.999 EtOH 96° 400 2.489 0.0040 vs 200 2.293
Ext. Etéreo 400 vs Ext. 0.0038 Significativa | Ext. EtOH 96° 200 vs Ext. Significativa | Ext. Diclorometano 100 Significativa
Diclorometano 50 1.137 Diclorometano 200 3.018 0.0041 vs 400 3.469 0.0040
Ext. Etéreo 400 vs Ext. Significativa | Ext. EtOH 96° 200 vs Ext. Significativa | Ext. EtOH 96° 400 vs 0.0038 Significativa
Diclorometano 100 1.724 0.0040 Diclorometano 400 4,194 0.0042 Ext. Diclorometano 200 | 0.529 ’
Ext. Etéreo 400 vs Ext. Significativa | Ext. Diclorometano 50 vs 0.0038 Significativa | Ext. EtOH 7960° 400 vs 0.0038 Significativa
EtOH 96° 400 3.488 0.0041 Ext. Diclorometano 100 0.588 ’ Ext. Diclorometano 400 1.705 ’
Ext. Etéreo 400 vs Ext. Significativa | Ext. Diclorometano 50 vs Significativa | Ext. Diclorometano 200 Significativa
Diclorometano 200 Ext. EtOH 96° 400 0.0038 vs Ext. Diclorometano 0.0038

4.017 0.0042 2.352 400 1.176
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&nexo 14: Prusha Estadistica Duncan para porcentaje de proteccidn de flores

{ug/mL) Difaren. Rp Significancia (pgfmi) Diferen. Rp Signifi. (pg/raL) Diferen Rp Signifi.

Ext. Etandlico 962 50 £.GE5 | 0.005% Significativa Ext. Etanalico 962 15.381 0.0070 | Significativa | Ext. Etandlico 962 50

vs Ext. Etandlico 3562 S0 ws Ext. Erérec vz Ext. Clorofdrmico Significativa

100 400 50 30.022 | 0.0073

Ext. Etandlico 962 50 10532 | 0.005% Eignificativa Ext. Etandlico 968 20.243 0.0070 | Significativa | Ext. Etandlico 962 50

vz Ext. Diclorometano B0 ws Ext. Acuoso vz Ext. Etandlico 702 Significativa

S0 200 100 30.551 | 0.0073

Ext. Etanclico 962 50 12.032 | 0.0082 Significativa Ext. Etanalico 92 20.231 0.0071 | Significativa | Ext. Etanolico 982 S0

vz Ext. Etandlico 362 SO ws Ext. vz Ext. Olorofdrmico Significativa

200 Diclorometang 200 100 30570 | 0.0073

Ext. Etanclico 982 50 12.071 | 0.006843 Significativa Ext. Etanalico 9&2 22.375 0.0071 | Significativa | Ext. Etanolico 982 50

vz Ext. Acuoso 50 B0 ws Ext. Acuoso vz Ext, Etandlico Significativa
400 702200 312356 | 0.0073

Ext. Etanclico 982 50 14.334 | 0.0088 Lignificativa Ext. Etamolico 962 22634 | 0.0071 | Significativa | Ext. Etamolico 982 50

vz Ext. Etéreo 50 S0 ws Ext. Etanolico vz Ext. Clorofdrmico Significativa
952 400 200 32.020 | 0.0073

Ext. Erandlico 962 50 15043 | 0.0087 Eignificativa Ext. Etamadlico 960 23.355 0.0071 | Significativa | Ext. Etandlico 962 50

vs Ext. Etéren 100 S0 ws diclofenaco ws Ext, Etandlico 702 Significativa
200 400 32.079 | 0.0073

Ext. Etanclico 962 50 15675 | 0.00688 Significativa Ext. Etanalico 92 23.829 0.0072 | Significativa | Ext. Etanolico 982 S0

vz Ext. Acuoso 100 S0 ws Ext. vs Ext. Clarofdrmico Significativa
Diclorometang 400 400 33.020 | 0.0073

Ext. Etanclico 962 50 15635 | 0.0063 Significativa Ext. Etanclico 962 284250 | 0.0072 | Significativa | Ext. Etanalico 962 100

vz diclofenaco de 50 L0 ws vz Ext. Diclorometano 0.005% | Significativa
Dexametasona 50 = 5.017

Ext. Etanclico 982 50 17.323 | 0.0083 Eignificativa Ext. Etamolico 9&2 29.492 0.0073 | Sigmificativa | Ext. Etanclico 952 100

vs Ext. Diclorometano 50 ws Ext. Etandlico vz Ext. Etandlico 362 Significativa

100 70250 200 6.457 | 0.005%

Ext. Etandlico 982 50 17.7%3 | 0.0070 Significativa Ext. Etamalico 9&8 29.665 0.0073 | Significativa .

. Ext. Etamolico S&2 100 N .

ws Ext. Etéreo 200 EQws Significativa

Dexametzsona 200 vs Ext. Acuasa 50 6.506 | 0.0062
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Ext. Etanclico 952 2.818 | 00054 | Significativa | Ext. Etanglico 952 15214 | 0.0071 Significativa Ext. Etandlico 962 100
100 vs Ext. Etérea 50 100 vs Ext. &cuoso Ex‘t. c|an|:|f||n:|:| T 100 = Significativa
400 - wiarotormica 25.005 | 0.0073
— z — - — 3 — -
Ext. Etanullcu;EIE-- 10,484 | 00086 | Significativa | Ext. Etanolico EIE:-. 17.068 | 0.0071 Significativa Ext. Etandlico 962 100 vs o _
100 ws Ext. Etereo 100 w= Ext. Etanclico Ext Etandlico 702 200 Significativa
100 962 400 - Eranaiien U= 25691 | 0.0072
— a — - — a — -
Ext. Etanolico 962 11,111 | 00087 | Significativa | Ext. E‘tHij:I'II:I:I St 17.753 | 0.0071 Significativa Ext- Etandlico 962 100 vs o _
100 vs Ext. Acuoso 100 v= diclofenaco Ext Clorofarmica 200 Significativa
100 200 - wiarotonmea 26.455 | 0.0073
T z — . T 3 — -
Ext. Etan_l:lllcu =1 4 11.131 | 00088 | Significativa | Ext. Etanolico 9g2 18.264 | 0.0071 Significativ Ext. Etandlico 962 100 vs o .
100 v= Diclofenaco 100 w= Ext. Ext. Etandlico 702 400 Significativa
50 Diclorometano 200 - ranaiien AU 26.514 | 0.0073
— = — - — > N
Ext. Etanolico 968 11.758 | 000853 | Significativa | Ext. Etanolico 962 18685 | 0.0072 Significativa Ext Etandlico 962 100 ve o .
100 ws Ext. 100 vs Ext. Clorofarmico 400 Significativa
Diclorometano 100 Dexametasona 50 - Llaratarmien 27.454 | 0.0073
Ext. Etandlico 9&2 12228 | 00069 | Significativa | Ext. Etandlico 968 23.927 | 0.0072 Significativa Ext. Dicl etzng SO
100 vs Ext. Etéreo 100 vs Ext. Etandlico b Et": ':‘.r:?"” ; egzm Ve 0.0059 | Significativa
200 702 50 - rEnaiien Sb= 1.450
Ext. Etanclico 9682 13.815 | 00070 | Significativa | Ext. Etandlico 962 24103 | 0.0073 Significativa .
. Ext. Diclorometano 50 ws .. .
100 vs Ext. Etereo 100 ws Ext Ac 0 Significativa
400 Dexametasona 200 - AElEED 1.483 | 0.0053
Ext. Etanclico 952 14 678 | 00070 | Significativa | Ext. Etandlico 962 24 488 | 0.0073 Significativa .
Ext. Diclorometano 50 vs L .
100 vs Ext. Acuoso 100 ws Ext. Ext Ete 0 Significativa
200 CloroformiceS0 - Sierea 3.202 | 0.0062
Ext. Etanclico 952 15.266 | 00070 | Significativa | Ext. Etandlico 962 24,585 | 0.0073 Significativa )
. Ext. Diclorometano 50 vs L .
100 ws Ext. 100 w= Ext. Etanclico Ext Etd 100 Significativa
Diclorometano 200 70 100 - ELErea 5457 | 0.0064




Ext. Diclorometano 6034 | 00066 | Significativa | Ext. Diclorometano 50 12247 | 0.0071 Significativa .
. Ext. Diclorometano 50 .. .
B0 ws Ext. acuoso 100 vz Ext. Diclorometano Ext. Cloroférmico 400 Significativa
400 VE L Loratermice 22.438 | 0.0073
Ext. Diclorometzno 6.114 | 00067 | Significativa | Ext. Diclorometzano 50 13673 0.0071 Significativa | Ext. Etanclico 962 200 vs o00ca | sienificati
50 ws diclofenaco 50 ws Dexametazona 50 Ext. &cuoso 50 0.035 ) EniTICETivE
Ext. Diclorometzano 6741 | 00068 | Significativa | Ext. Diclorometano 50 13910 0.0072 Significativa Ext Etandlico 962 200
50 vs Ext. vs Ext. Etandlico 702 50 e E:.'”” ";"u Bl Significativa
Diclorometanc 100 - Eereo 2.352 | 0.0059
Ext. Diclorometzno 7.211 | 00065 Significativa | Ext. Diclorometano 50 15.087  0.0072 Significativa | Ext. Etanclico 962 200 vs Sienificati
50 vs Ext. Etérec 200 vs Dexametasona 200 Ext. Etéreo 100 3017 | 00062 [ HEMTERTVE
Ext. Diclorometzno 8.7%3 | 00065 Significativa | Ext. Diclorometano 50 15440 ( 00073 Significativa | Ext. Etandlico 962 200 vs Sienificati
50 vs Ext. Etérec 400 vs Ext. Cloroférmico 50 Ext. Acuoso 100 4544 | 0.opge [ HEMTEETVE
Ext. Diclorometzno .68l | 00070 | Significativa | Ext. Diclorometano 50 159.96%  0.0073 Significativa Ext Etandlico 952 200
50 vs Ext. Acuoso 200 vs Ext. Etandlico 702 i =no ":;G Sk Significativa
100 icorEnate 4,654 | 0.0065
Ext. Diclorometzno 10.249 | Q0070 | Significetiva | Ext. Diclorometano 50 15983 | 0.0073 Significativa .
- Ext. Etanclico 962 200 vs L. .
50 ws Ext. ws Ext. Cloroformico Ext. Dicl et=no 100 Significativa
Diclorometanc 200 100 - Hicloromessna 5.291 | 0.0067
Ext. Diclorometano 11,757 | 00070 | Significativa | Ext. Diclorometanao 50 20674 | 0.0073 Significativa Ext Etandlico 958 200
50 vs Ext. Acuoso 400 vs Ext. Etandlico 702 e E:.'”” ":;D o b Significativa
200 - Eterea 5.751 | 0.0052
Ext. Diclorometano 12052 | 00071 Significativa | Ext. Diclorometano 50 21438 | 0.0073 Significativa Ve
- A Ext. Etanolico 962 200 vs .. .
50 ws Ext. Etandlico ws Ext. Cloroformico Ext EtS 400 Significativa
952 400 200 - Eereo 7.249 | 0.0089
Ext. Diclorometano 12777 | 00071 Significativa | Ext. Diclorometzano 50 21.497 | 0.0073 Significativa Ext Etandlico 952 200
50 vs diclofenaco 200 vs Ext. Etandlico 702 e ;”” ":;D o b Significativa
400 - feuasa 8.211 | 0.0059
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Ext. Etanclico 962 200 vs 2.798 | 00070 | Significativa | Ext. Etandlico 982 200 18,538 | 0.0073 | Significativa
Ext. Diclorometzno 200 vz Ext. Clorofarmico Eact. Ac!msn =0 vz Significativa
200 Ext. Etereo 200 =722 | n.oos7
Ext. Etanclico 962 200 vs 10.347 | 00070 | Significativa | Ext. Etanolico 982 200 19,224 | 00073 | Significativa
L Ext. Acuoso 50 ws - -
Ext. Acuaso 400 ws Ext. Etandlico 702 . Significativa
2300 Ext. Etereo 400 7308 | oooss
Ext. Etandlico 6% 200 vs 10,602 | 00070 | Significativa | Ext. Etandlico 982 200 19,938 | 0.0073 | Significativa
Ext. Etandlico 962 400 vs Ext. Cloroférmico But. Acuoza 50 vs Significativa
200 Ext. Acunsa 200 8.172 | 0.00s3
Ext. Etanclico 962 200 vs 11327 | 00071 Significativa | Ext. Etandlico 962 200 200047 | 00073 | Significativa | Ext. Acuoso 50 vs
diclofenzco 200 ws Ext. Etandlico 702 Ext. Diclorometano Significativa
400 200 8760 | 00059
Ext. Etanclico 962 200 vs 11,797 | 00071 | Significativa | Ext. Etanolico 962 200 20938 | 00073 | Significativa
Ext. Diclorometana 400 vz Ext. Clorofdrmico Eut. Acuoso 30 vs Significativa
400 Ext. Acuasa 400 10.208 | 0.0070
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Ext. Clarofdrmico 50 2 058 | 0.0066 | Significativa | Ext. Clorofdrmico 100 2450 00064 | Significativa

vs Ext. Etandlico 702 ws Ext. Clorofdrmico

400 400

Ext. Clorofarmicao 50 2.998 | 0.0067 | Significativa | Ext. Etandlico 702 200 0.7e4 | 0.0059 | Significativa

vs Ext. Cloroférmico ws Ext. Clorofdrmico

400 200

Ext. Etandlica 702 100 | 0.020 | 0.0052 | Significativa | Ext. Etandlica 702 200 0.823 | 0.0059 | Significativa

vs Ext. Clorofdrmico ws Ext. Etandlico 702

100 400

Ext. Etandlico 702 100 | 0.705 | 0.0058% | Significativa | Ext. Etandlica 702 200 1764 | 0.0062 | Significativa

vs Ext. Etandlico 702 ws Ext. Clorofdrmico

200 400

Ext. Etandlico 702 100 | 1.470 | 0.0062 | Significativa | Ext. Clorofdrmico 200 0.05% | 00059 | Significativa

vs Ext. Cloroférmico ws Ext. Etandlico 702

200 400

Ext. Etandlico 702 100 | 1.52%9 | 0.0064 | Significativa | Ext. Clarofdrmico 200 0555 | 0.0059 | Significativa

ws Ext. Etandlico 702
400

vs Ext. Cloroférmica
400
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