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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la actividad antioxidante y antiinflamatoria de cinco
tinturas elaboradas a base de guarango (Caesalpinia spinosa) y sangre de drago (Croton lechleri), se
comprobd la calidad organoléptica, fisica y microbioldgica de cada una de las tinturas. Mediante
cromatografia en capa fina (TLC) se identificaron presuntivos metabolitos secundarios de tipo
fendlico y alcaloideo. Con la utilizacion de técnicas espectrofotométricas se cuantifico el contenido
de fenoles y flavonoides totales para cada una de las tinturas. Para la evaluacion de la actividad
antioxidante in vitro se efectué mediante el ensayo de captacion de radicales libres con el radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH") utilizando como antioxidante estandar &cido galico, los resultados
fueron expresados como Concentracion Inhibitoria Media (CIM). La evaluacion de la actividad
antiinflamatoria in vivo se realiz6 mediante el ensayo de la induccién de edema plantar en ratas wistar,
se utilizd como control positivo diclofenaco sédico de 50 mg, los resultados se expresaron como
porcentaje de eficacia antiinflamatoria Los posibles compuestos fenélicos identificados por TLC en
Caesalpinia spinosa fueron: &cido caféico, acido clorogénico y acido isoclorogénico, en lo que
respecta a Croton lechleri se identifico posiblemente: acido caféico y el alcaloide taspina. El
contenido fendlico varié de 3,454 + 0,072 a 9,621 + 0,072 mg/mL de tintura, mientras que el
contenido de flavonoides de 3,050 + 0,000 a 10,350 + 0,750 mg/mL de tintura; siendo la tintura de
Croton lechleri la que presenté el mayor contenido de estos compuestos. La tintura que presentd
mejor actividad antioxidante fue la conformada por un 30% de Croton lechleri y 70% de Caesalpinia
spinosa con una CIM de 113,1744 ug/mL. En cuanto a la actividad antiinflamatoria se concluye que
hay una baja actividad antiinflamatoria de todas las tinturas analizadas. Se recomienda evaluar los

extractos etanélicos de cada una de las drogas analizadas.

Palabras Clave: <TINTURAS MADRES>, <CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA [TLC]>,
<FENOLES TOTALES>, <FLAVONOIDES TOTALES>, <2,2-difenil-1-picrilhidrazil [DPPH]>,
<EFICACIA ANTIINFLAMATORIA>, <FITOQUI'MICA>, <FARMACOLOGIA>
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SUMMARY

The objective of this investigation was to evaluate the antioxidant and anti-inflammatory activity of
5 tinctures elaborated based on guarango (Caesalpinia spinosa) and drago blood (Croton lechleri),
the organoleptic, physical and microbiological quality of each of the tinctures were proved. By using
Thin Layer Chromatography (TLC), the presumptive secondary metabolites of phenolic and
alkaloidal type, were identified. With the usage of the spectrophotometric techniques was quantified
the content of total phenols and flavonoids per every tincture. For the evaluation of the antioxidant
activity in vitro conducted by mean of catchment tests of free radicals with the radical 2, 2,2-difenil-
1-pichidrazil (DPPH¥*), using as a standard antioxidant gallic acid, the results were expressed as Mean
Inhibitory Concentration.

The evaluation of the anti-inflammatory activity in vivo was made by means of the test of induction
of the plantar edema in wistar rats, it was used as positive control the diclofenaco sodium of 50 mg,
and the outcomes were expressed as an anti-inflammatory efficacy percentage. The possible phenolic
compositions identified by TLC in Caesalpinia spinosa were: cafeic acid, chlrogenic acid, and
isochlrogenic acid, related to Croton lechleri were identified possibly: cafeic acid and the taspina
alkaloid. The phenolic content varied of 3,454 + 0,072 to 9,621 + 0,072 mg/mL of tincture; being,
meanwhile the content of flavonoids of 3,050 + 0,000 to 10,350 + 0,750 mg/mL of tincture; being the
tincture of Croton lechleri presented a best antioxidant activity, what the conformed by a 30% of
Croton lechleri and 70% of Caesalpinia spinosa with a Mean Inhibitory Concentration (MIC) of 113,
1744 pg/mL. Referring to the anti-inflammatory activity is concluded that a low anti-inflammatory
activity exists in the analyzed tinctures. It is recommended, evaluating the ethanolic extracts of each

of the analyzed drugs.

KEY WORDS: <MOTHER TINCTURES> <THIN LAYER CROMATOGRAPHY> <TOTAL
PHENOLS> <TOTAL FLAVONOIDS> <22-difenil-1-picrilhidrazil [DPPH]> <ANTI-
INFLAMMATORY EFFICACY> <PHYTOCHEMISTRY> <PHARMACOLOGY>
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INTRODUCCION

Los radicales libres en especial las especies reactivas de oxigeno (ROS) son producidas
continuamente en nuestro cuerpo como un subproducto de muchos procesos metabolicos. Cuando el
cuerpo se encuentra fisiolégicamente en equilibrio tiene su propio sistema de defensa antioxidante

que comprende sistemas enzimaticos, mismo que reaccionan con los radicales libres. (Scheibmeir et al.,
2005, pp. 24-28)

Sin embargo, cuando la sobreproduccion de radicales libres dentro del organismo es excesiva se ve
alterado el equilibrio fisioldgico y el cuerpo entra en un proceso denominado estrés oxidativo en el
que las especies reactivas reaccionan con biomoléculas esenciales como: proteinas, grasas y ADN,
desencadenando la aparicion de enfermedades cardiovasculares, diabetes, cancer, envejecimiento.
Cuando el organismo no es capaz de neutralizar la concentracion excesiva de radicales libres, es
necesario un suministro extra de antioxidantes de tipo natural proveniente de plantas y de frutas los
mismos que presentan cierta ventaja sobre los antioxidantes de tipo sintético ya que estos Ultimos ain

no se tiene la certeza de que poseen absoluta seguridad toxicoldgica. (Wang et al., 2009, pp. 240-248)

Por otro lado se conoce también que en el proceso inflamatorio participan ROS como mediadores de
la inflamacion, debido a ellos se considera una importante relacion entre actividad antioxidante y
antiinflamatoria. La utilizacion de plantas medicinales con un alto contenido de compuestos

polifendlicos es una opcidn alternativa en el tratamiento de estas enfermedades. (Nardii et al., 2003,
pp.176-177)

En los ultimos afios, los procesos inflamatorios son cada dia mas recurrentes en nuestro medio. La
inflamacidn es una respuesta protectora, cuyo principal objetivo es liberar al organismo los agentes
gue causan dicha condicion entre las que se mencionan microbios y toxinas provocando la necrosis
de los tejidos. Por otro lado si la inflamacion no es curada adecuadamente las reacciones de

hipersensibilidad aparecen inmediatamente.

Los Antiinflamatorios no esteroideos (AINES) son los medicamentos de primera eleccion al
momento de tratar esta condicion, los mismos que suelen ser utilizados ya sea por prescripcion o
automedicacion. Ademas, tienen propiedades analgésicas y también antipiréticas. Se estima que se

expenden toneladas por afio. (Rodriguez, 2013)



Dentro del grupo de medicamentos AINES mas utilizados se encuentra el &cido acetil salicilico,
paracetamol, dipirona, ibuprofeno, indometacina, diclofenaco, naproxeno, piroxicam y celecoxib. Se
han realizado estudios en los que se ha estimado un consumo de AINES diariamente a nivel mundial
por parte de 30 millones de personas, lo cual representa un gasto superior a los dos billones de dolares.
Esta situacion se torna incontrolable ya que no solamente constituyen un problema de salud por los
efectos secundarios que los mismos presentan por una utilizacion cronica, sino que también implica

un gasto econémico representativo.

La incidencia real de las reacciones minusculas en la poblacion por la utilizacion de AINES no se
conoce con exactitud a pesar de ser en uno de los grupos farmacoldgicos mas vendidos. La principal
causa se debe a que solamente una pequefia cantidad de pacientes con esta condicién acuden a los
centros de salud para ser atendidos. Sin embargo en un estudio estadistico se demuestra que
anualmente se producen 16 000 fallecimientos en los Estados Unidos y 10 000 en Canadé vinculados
con las reacciones adversas inducidas por los AINES, como por ejemplo, perforacién gastrica,
obstrucciones digestivas y Ulceras. Un dato interesante es que la prevalencia de Glcera inducida por

AINE oscila entre el 10% y el 25%, y es una causa importante de morbilidad y mortalidad. (Gor y
Saksena, 2011, pp. 26-29)

Debido a estos problemas de salud se ve en la necesidad el investigador farmacéutico de ofrecer
tratamientos alternativos para minimizar estos inconvenientes que generan los farmacos sintéticos,
siendo las plantas medicinales la opcion mas viable por su accesibilidad, menor costo y reacciones
adversas minasculas. El principio activo de los medicamentos herbarios son los metabolitos
secundarios, sustancias que la planta metaboliza en minimas concentraciones y los utiliza para su
supervivencia en condiciones extremas en el medio en el que se desarrolla. Ecuador posee una flora
muy variada, existen muchas plantas con efectos benéficos para la salud, dentro de las que podemos
mencionar: sangre de drago (Croton lechleri) y guarango (Caesalpinia spinosa); especies que crecen

en la zona amazénica y andina respectivamente.

Tanto Croton lechleri como Caesalpinia spinosa han sido utilizadas, en la medicina popular por sus
actividades antioxidantes, antiinflamatorias, antibacterianas, mutagénicas y gastroprotectoras. Estas
propiedades han sido comprobadas mediante investigaciones asi por ejemplo Chambi y colaboradores
en el afio 2013 realizaron un trabajo de investigacion acerca del potencial antioxidante de los extractos
polifendlicos hidrolizados de las vainas de Caesalpinia spinosa. En dichos extractos la concentracion

de &cido gélico es alta, es por ello que la capacidad antioxidante medida de esta especie supera la



actividad de terbutil hidroquinona (TBHQ) que es un antioxidante sintético para retardar la oxidacion

del aceite de soja por lo que puede ser utilizado como una fuente alternativa de antioxidantes. (Chambi
etal., 2013, pp. 168-175)

Por otra parte, Lopes y colaboradores demostraron también la actividad antioxidante de la savia de
Croton lechleri en su articulo cientifico “Actividades mutagénicas y antioxidantes de la savia de
Croton lechleri en sistemas bioldgicos”, la actividad antioxidante se evalud frente a la levadura
Saccharomyces cerevisiae y de las plantulas de maiz tratados con apomorfina. Mediante esta
investigacion se demostrd una actividad antioxidante significativa contra los dafios oxidativos
inducida por la apomorfina en Saccharomyces cerevisiae, la savia también fue capaz de proteger a
las células de las plantulas de maiz del efecto tdxico de la apomorfina. (Lopes et al., 2004, pp. 437-445)

En lo que concierne a la actividad antiinflamatoria de Croton lechleri y Caesalpinia spinosa no
existen aln investigaciones; sin embargo, otras especies han sido estudiadas como: Croton
Urucurana cuya composicion fitoquimica es similar a la especie lechleri, se demostro la actividad
antiinflamatoria con la inhibicién del edema plantar inducido con carragenina en ratones y la

acumulacién de leucocitos. (Wolff et al., 2015, pp. 1-22)

El presente trabajo de investigacion es una secuencia del trabajo de tesis realizado por Pamela Allaica
en el que se comprobé la sinergia de las tinturas elaboradas con Croton lechleri y Caesalpinia spinosa
como actividad cicatrizante en heridas inducidas en ratones (Mus musculus), los resultados fueron
muy favorables para las tinturas en combinacion, debido a ello se pretende comprobar la sinergia de
las drogas para las actividades antiinflmatoria y antioxidante, procesos que aparecen con la formacion

de la costra en la herida. (Alaica, 2015)

Los objetivos de la investigacion en Croton lechleri y Caesalpinia spinosa son: elaborar tinturas de
los vegetales estudiados por si solos y en combinacion; identificar los metabolitos secundarios de tipo
flavonico y alcaloideo; cuantificar los flavonoides y fenoles totales de cada una de las tinturas
elaboradas; evaluar la actividad antioxidante in vitro utilizando el método del DPPH* y la actividad
antiinflamatoria con el método de induccion de edema plantar con carragenina en ratas (Rattus

novergicus).



OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar las actividad antiinflamatoria in vivo y antioxidante in vitro, de tinturas elaboradas a base de

guarango (Caesalpinia spinosa) y sangre de drago (Croton lechleri)

Objetivos Especificos

Evaluar la calidad organoléptica, fisicoquimica y microbioldgica de las tinturas obtenidas a partir

de Croton Lechleri y Caesalpinia spinosa.

e Identificar los metabolitos secundarios de tipo flavonico y alcaloideo provenientes de las drogas
analizadas mediante cromatografia en capa fina (TLC).

e Cuantificar el contenido de fenoles y flavonoides totales de las tinturas de Croton Lechleri y

Caesalpinia spinosa mediante técnicas espectrofotométricas.

e Evaluar la capacidad captadora de radicales libres in vitro de las diferentes tinturas de Croton

Lechleri y Caesalpinia spinosa.

o Evaluar la actividad antiiflamatoria de las tinturas obtenidas utilizando ratas (Rattus novergicus)

mediante la induccion de edema plantar con carragenina.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO

1.1. Tinturas

Son preparaciones liquidas que resultan de la accion disolvente y/o extractiva de un solvente inerte
sobre la droga vegetal

1.1.1. Clasificacién

Se clasifican como provenientes de materia prima vegetal o animal.

1.1.2.  Técnicas de preparacion

La recoleccidn es en la época en la cual la droga posee el contenido méximo de metabolitos activos
asi se recomienda que las plantas enteras sean recolectadas en épocas de floracion, las hojas deben
ser recolectadas después del desarrollo completo de la planta y antes de la floracion, tallo y ramas
deben recolectarse después del desarrollo de las hojas y antes de la floracién. Cortezas de las plantas
deben ser recolectadas en el periodo de desarrollo de las hojas y de los cogollos, momento durante el
cual existe una mayor produccién de savia y en lo que concierne a los frutos deben ser recolectados

cuando se encuentren maduros. (Sharapin, et al., 2000, pp. 63-69)

1.1.3.  Solventes y equipos utilizados

El solvente utilizado debe ser una mezcla hidroalcoholica en diferentes concentraciones, los equipos
utilizados deben ser de material inerte por ejemplo acero inoxidable o vidrio para que no provoquen
alteraciones en la composicion de la tintura. Los equipos cominmente utilizados son los siguientes:
Molinos para cortar plantas, licuadora industrial, cuchillas de acero inoxidable, tablas para cortar

plantas, tamices, percoladores y prensas. (Sharapin, et al., 2000, pp. 63-69)



1.1.4.  Preparacion de las tinturas

o Seleccionar el material vegetal (verificacion de la parte adecuada, realizacion de examenes
macroscopicos y microscopicos, elaboracién de ensayos para detectar la presencia de
contaminantes, etc.).

e Escoger el método de extraccion.

o Exprimiry filtrar el material luego de la extraccion.

Elaborar la tintura y realizar el control de calidad. (Sharapin, et al., 2000, pp. 63-66)

1.2. Actividad antiinflamatoria

1.2.1. Inflamacion

Es la respuesta fisiolégica localizada y protectora de los tejidos vascularizados frente a un dafio.
Incluye reacciones de naturaleza nerviosa (neurotransmisores siendo la serotonina uno de los mas
implicados), inmune (citocinas), endocrino (hormonas) vascular, humoral y celular en el sitio

lesionado, conformado por un proceso dinamico. (Universidad Complutense de Madrid)

Se trata de un proceso complejo que involucra la accion coordinada de mdltiples células,
caracterizado por alteraciones en la permeabilidad vascular y la produccién de mediadores
inflamatorios locales, como esteroides, prostaglandinas, citocinas, quimiocinas, factores de

crecimiento y especies reactivas de oxigeno (ERO).

La sobreproduccion de especias reactivas de Oxigeno puede inducir estrés oxidativo y generar dafios

a nivel celular, que promueven la aparicion de enfermedades cronicas.

En las enfermedades infecciosas, la inflamacion es una respuesta fundamental en la defensa del
huésped, la eliminacién del agente patégeno y en la reparacion y normalizacion de las funciones del

tejido. (Franco, et al., 2013)



1.2.2. Finalidad de la inflamacién:

e Destruir, atenuar o mantener localizado al agente patdgeno.

¢ Iniciar una cadena de acontecimientos que ayuden a curar y reconstruyan el tejido lesionado.

« Evitar que las infecciones se propaguen de forma incontrolada. (Universidad de los Andes de Venezuela)

1.2.3.  Componentes de la reaccién inflamatoria:

Componente vascular: Vasos sanguineos, plasma, componente celular, neutréfilos, monocitos,
eosindfilos, linfocitos, baséfilos, plaguetas, mastocitos, fibroblastos, macréfagos, matriz extracelular,

proteinas fibrilares, proteinas estructurales, glucoproteinas de adhesion, proteoglucanos.

1.2.4. Factores causales.

o Factores enddgenos: necrosis celular, rotura 6sea.
e [actores exdgenos: Agentes quimicos (corrosivos), agentes fisicos (quemaduras), mecanicos

(corte), agentes bioldgicos (hongos, bacterias, etc.) e inmunoldgicos (reacciones de

hipersensibilidad). (Universidad de Cérdoba)

Desencadenante = Lesion Estrés o disfuncion

: x Infeccién

inflamatorio : % tisular . celular

S| X
INFLAMACION
\\
\\
\\
» \ ™

Proposito Defensa del organismo Respuesta de Adaptacion al estrés y retorno

fisiolégico contra la infeccion reparacion tisular al estado homeostatico
Consecuencias Autoinmunidad, lesion Fibrosis, metaplasia y/o Dishomeostasis (UPR) y/o
fisiopatolégicas inflamatoria tisular, sepsis tumorogénesis enf. autoinflamatorias

SIRS

Figura 1-1 Factores causales, proposito fisioldgico y consecuencias de una inflamacion

Fuente: (Garcia, 2008, p. 101)



1.2.5.  Signos Clinicos

Segun Paracelso (30 AC al 38 DC) los signos principales que conforman una inflamacidn son:

1. Calor: Aumento de la temperatura de la zona inflamada. Se debe a la vasodilatacion y al

incremento del consumo local de oxigeno.

2. Rubor: enrojecimiento, debido principalmente a los fendmenos de aumento de presién por

vasodilatacion.

3. Edema: Aumento del liquido intersticial.

4. Dolor: El dolor aparece como consecuencia de la liberacidn de sustancias capaces de provocar la

activacién de los receptores, tales como las prostaglandinas. (Catelli, 2009)
Sin embargo Galeno (130-200) afiadié un quinto signo que es la perdida de la funcién.
Ademas de la sintomatologia local, también hay una respuesta sistémica del organismo acompafiante
que tiene que ver con el estrés y su intensidad es variable.
e Sintomas: Astenia (cansancio, poca motivacion), anorexia (falta de apetito) y malestar general.

e Signos clinicos: Fiebre, taquicardia y taquipnea dependiendo del grado de inflamacién.

e Signos analiticos: Leucocitosis con neutrofilia, reactantes de fase agua (proteina C reactiva) y los

mediadores inflamatorios interleucinas (IL-6).

1.2.6.  Tipos de Inflamacion

1.2.6.1. Aguda

Duracion relativamente corta. Caracterizada por el exudado de fluidos plasmaticos y la migracion de

leucocitos, principalmente neutrdfilos. (Universidad Complutense de Madrid, 2014)

Los cambios que se producen tras la lesion tisular se deben a tres procesos:



1. Cambios en el flujo y calibre vascular que hacen que aumente el flujo sanguineo.

2. Cambios estructurales en los vasos sanguineos que aumentan la permeabilidad vascular e inducen

la formacién de exudado inflamatorio.

3. El paso de los leucocitos del espacio vascular al extravascular alcanzando asi el foco de las

lesiones.

El resultado de todo ello es el acimulo de un fluido rico en proteinas, fibrina y leucocitos. En los
primeros 10-15 minutos se produce una hiperemia por dilatacion de arteriolas, vénulas y aperturas de
los vasos de pequefio calibre, tras esta fase aumenta la viscosidad de la sangre, lo que reduce la
velocidad del flujo sanguineo. Al disminuir la presién hidrostatica en los capilares, la presién
osmotica en el plasma aumenta y en consecuencia un liquido rico en proteinas sale de los vasos

sanguineos originando el exudado inflamatorio. (Universidad de Cérdoba)

1.2.6.2. Croénica

Este tipo de inflamacion dura semanas o meses .Por resolucion incompleta del foco inflamatorio

inicial o episodios multiples en mismo sitio. Las caracteristicas de este tipo de inflamacién son:

1. Acumulacién de macréfagos y linfocitos, desarrollo de fibroblastos y tejido vascular.

2. La reaccion inflamatoria es mas productiva que exudativa es decir que la formacion del tejido

fibroso prevalece sobre el exudado de liquidos.
3. Formacion de granulomas, con células epiteloideas y células multinucleadas.
La inflamacidn crénica puede producirse por diversas causas: progresion de una inflamacién aguda,

episodios recurrentes de una inflamacion aguda e inflamacion cronica desde el comienzo asociada

frecuentemente a infecciones intracelulares. (Universidad de Cordoba)



1.2.7. Mediadores de la inflamacién

Son moléculas de pequefio peso molecular y de origen plasmatico o celular, encontramos metabolitos
del &cido araquiddnico (prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos), aminas vasoactivas (histamina
y serotonina) proteinas (citoquinas, interleuquinas, factores de crecimiento, factores de necrosis,
neuropéptidos) y otros (6xido nitrico, radicales libres de oxigeno, factor activador de plaquetas).

Estos son los encargados de producir todas las reacciones fisicas y quimicas que se producen en el
proceso inflamatorio, asi como activar las células implicadas y mediar el control regulador de inicio
y parada del proceso. De ellas las mas importantes son las citoquinas. Todas estas células y pequefias
moléculas son activadas por determinados estimulos denominados sefiales activadoras de la

inflamacion. (Instituto Umbert)

1.2.8. Fases de la inflamacién

De forma esquematica podemos dividir la inflamacion en cinco etapas:

1. Liberacion de mediadores: Son moléculas, la mayor parte de ellas, de estructura elemental que
son liberadas o sintetizadas por el mastocito bajo la actuacion de determinados estimulos.

2. Efecto de los mediadores: Una vez liberadas, estas moléculas producen alteraciones vasculares
y efectos quimiotacticos que favorecen la llegada de moléculas y células inmunes al foco

inflamatorio.

3. Llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio. Proceden en su mayor parte de

la sangre, pero también de las zonas circundantes al foco.

4. Regulacion del proceso inflamatorio. Como la mayor parte de las respuestas inmunes, el
fendmeno inflamatorio también integra una serie de mecanismos inhibidores tendentes a finalizar

o equilibrar el proceso.

5. Reparacion. Fase constituida por fenémenos que van a determinar la reparacion total o parcial de

los tejidos dafiados por el agente agresor o por la propia respuesta inflamatoria. (Gonzélez, et al.,
2010)
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1.3. Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

Los AINEs son un grupo de farmacos quimicamente heterogéneos, la mayoria de estos medicamentos
suelen ser acidos organicos que ademas de cumplir con el efecto antiinflamatorio también son muy
utilizados porque comparten acciones analgésicas y antipiréticas. El prototipo de este grupo de

farmacos es la aspirina por lo que se conoce ademéas como farmacos tipo aspirina.

1.3.1. Clasificacion

Por su estructura quimica se clasifican en acidos y basicos. Dentro de los AINEs Acidos se encuentran
los &cidos carboxilicos (salicilico, acético, propiénico y antranilico) y los acidos endlicos (oxicamos

y pirazolonas).

En lo que concierne a AINEs bases incluyen a las siguientes familias: paraaminofenoles,
sulfoanilidas, naftilalcanonas e inhibidores de la COX-2).

1.3.2. Mecanismo de accion

Se explica basicamente en el efecto inhibidor de la actividad de las ciclooxigenasas (COX) que son
las enzimas que convierten el acido araquidonico en las membranas celulares en endoperédxidos
ciclicos inestables, los mismos que se transforman en prostaglandinas y tromboxanos responsables

del proceso inflamatorio.

1.3.2.1. Accién Antiinflamatoria

Al inhibir los AINEs, la sintesis de prostaglandinas y tromboxanos, se reduce, la actividad
vasodilatadora y quimiotactica, evitando asi la inflamacion en los mecanismos iniciales. Ademas el
hecho de inhibir las COX contribuye también a la accion antiinflmatoria porque interfiere en la
sintesis de mediadores lipidicos derivados del acido araquidénico. Por otra parte, los AINEs también
intervienen en la funcidn de los neutréfilos que son las células que proliferan con mayor frecuencia
en la inflamacion, inhiben funciones como: adhesividad, agregacion, quimiotaxis, fagocitosis,

desgranulacién y generacion de radicales libre. (Garcia, 2008)
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1.3.2.2. Accion Analgésica

Este grupo de medicamentos alivian un dolor de intensidad moderada a baja. Se utilizan con mucha
frecuencia en dolores articulares, musculares, dentales y cefaleas de diversa etiologia. Estos
medicamentos no alteran los umbrales del dolor, sin embargo son muy Utiles al momento de tratar

episodios dolorosos causados inherentes a una inflamacion

1.3.2.3. Accidn antipirética

La accion antipirética se debe a la disminucion de las concentraciones centrales de PgE2, mediante
la inhibicion directa de la actividad enzimética de la COX-2. Un mecanismo central adicional puede

ser la liberacion de sustancias antitérmicas endogenas, como la arginina-vasopresina.

1.3.3. Reacciones adversas mas frecuentes

Gastrointestinal: pirosis, dispepsia, gastritis, diarrea o estrefiimiento, Ulcera gastrica y duodenal.

e Cardiovascular: infarto agudo de miocardio, ICTUS, problemas vasculares arteriales y
periféricos.

e Renal: retencion de sodio y agua, hipercalcemia e HTA; también pueden producir nefritis,
sindrome nefrético y necrosis papilar.

¢ Hipersensibilidad: angioedema, shock anafilactico, urticaria y el asma bronquial.

Hematoldgicas: (agranulocitosis y anemia aplasica). (Rodriguez y Valdés, 2013)

1.4, Diclofenaco sédico

El diclofenaco Sddico es un farmaco de tipo no esteroide con propiedades antirreumaticas,
antiiflamatoria, analgésicas y antipiréticas. El principal mecanismo de accion es la inhibicion de la
biosintesis de prostaglandinas, las mismas contribuyen de forma esencial en el desarrollo de la

inflamacidn, dolor y fiebre.
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1.4.1.  Efecto terapéutico

Las propiedades antiinflamatorias y analgésicas del diclofenaco se manifiestan clinicamente dentro
de las afecciones reumaticas por una mejora marcada de los signos y sintomas de dolores en reposo
y en movimiento, rigidez mastinal, inflamacion de articulaciones asi como un mejoramiento de la
capacidad funcional. En las inflamaciones post-trauméticas y post-operatorias el diclofenaco
disminuye rapidamente los dolores espontaneos, en movimiento y reduce el edema de origen

inflamatorio y traumatico. (Norgreen)

1.4.2. Mecanismo de accion

El principal mecanismo de accidn es la inhibicion de la biosintesis de las prostaglandinas las mismas
contribuyen de forma esencial en el desarrollo de la inflamacion, dolor y fiebre. (Norgreen)

1.43. Posologia

Segun los Protocolos terapéuticos del Ecuador 2012 la posologia de diclofenaco sddico es:

Control de dolor en adultos y nifios mayores 12 afios 75 — 150 mg al dia, Intramuscular.
Nifios > 12 meses 0.5 — 3 mg/kg/dia, hasta dos veces al dia, durante no mas de 2 dias.

1.4.4.  Reacciones secundarias y adversas

En términos generales se consideran reacciones adversas frecuentes cuando su incidencia es mayor
de 10%, ocasionales entre 1 a 10%; reacciones adversas entre 0.001 a 1%, en casos aislados menos
de 0.001%.

Las reacciones adversas se mencionan de acuerdo con el sitio de afeccion.

1.4.4.1. Tracto gastrointestinal

¢ Dolor epigéstrico

e Dispepsia

o Flatulencia y anorexia.
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1.4.4.2. Sistema nervioso central

e Cefalea

e Mareo o vértigo

e Somnolencia.

14.4.3. Piel

o Eritemas o erupciones cutaneas.

e Urticaria.

1.4.4.4. Hematol6gica

Trombocitopenia

Leucopenia

Anemia (hemolitica, aplasica)

Agranulocitosis.

1.4.4.5. Hipersensibilidad

e Reacciones de hipersensibilidad como asma, reacciones sistémicas anafilacticas/anafilactoides

1.4.4.6. Sistema cardiovascular:

Palpitacién, dolor torécico, hipertension e insuficiencia cardiaca congestiva. (Agencia Espafiola de

Medicamentos y Productos Sanitarios)
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1.5. Actividad antioxidante

Es la inhibicion o retraso del dafio celular a causa de estrés oxidativo, se basa en el que una molécula
suficientemente estable es capaz de donar un electrdn a un radical libre y neutralizarlo antes que las

moléculas vitales sean dafiadas.

1.5.1. Radical libre

Los radicales libres son moléculas inestables y muy reactivas. Para conseguir la estabilidad modifican
a moléculas de su alrededor provocando la aparicién de nuevos radicales, por lo que se crea una
reaccion en cadena que dafiara a muchas células y puede ser indefinida si los antioxidantes no

intervienen. (Venereo, 2002, pp. 126-133)

1.5.1.1. Daiios de los radicales libres a nivel celular

e Lipidos y proteinas: se ven afectadas principalmente las funciones vitales celulares tales como:
transporte de nutrientes, eliminacion de desechos y division celular. El radical superéxido, O2
provoca una reaccion en cadena de la lipoperoxidacién de los acidos grasos de los fosfolipidos de

la membrana celular.

e DNA: impiden que tenga lugar la replicacion celular y contribuyen al envejecimiento celular.

Tanto las funciones habituales del organismo (el metabolismo de los alimentos, la respiracion y el
gjercicio) producen radicales libres asi como también estamos expuestos a elementos del medio
ambiente gue crean radicales libres como la polucién industrial, tabaco, radiacion, medicamentos,
aditivos quimicos en los alimentos procesados y pesticidas. Sin embargo no todos los radicales libres
son peligrosos pues, por ejemplo, las células del sistema inmune crean radicales libres para matar
bacterias y virus, pero si no hay un control suficiente por los antioxidantes, las células sanas pueden

ser dafiadas. (Federacion Espafiola del café)

1.5.2. Estrés oxidativo

Es la exposicion de la materia viva a diversas fuentes que alteran el equilibrio que debe existir entre

las especies reactivas y los mecanismos antioxidantes encargados de eliminar dichas especies
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quimicas, ya sea por un déficit de estas defensas o por un incremento exagerado de la produccién de

especies reactivas del oxigeno.
El estrés oxidativo trae como consecuencia alteraciones de la relacion estructura-funcion en cualquier
organo, sistema o grupo celular especializado; por lo tanto se reconoce como mecanismo general de

dafio celular. (Venereo, 2002, pp. 126-133)

Enfermedades o procesos asociados al dafio oxidativo en las moléculas bioldgicas:

Envejecimiento: Peroxidacion de los acidos grasos de la membrana celular y dafio del ADN.

o Ateroesclerosis: Peroxidacién de lipidos en las particulas de LDL con dafio de otros componentes.

e Cancer: Dafio del ADN.

o Cataratas: Modificaciones irreversibles en las proteinas.

e Cuadros Inflamatorios Cronicos: Activacion de genes relacionados con la respuesta inflamatoria.

(Federacion Espafiola del café)

1.5.3. Antioxidante

Un antioxidante es una sustancia que se encuentra en bajas concentraciones respecto a un sustrato
oxidable (biomoléculas) y que reacciona con mayor velocidad con el radical libre de esta manera
retarda o previene la oxidacion de las biomoléculas. Dicho de otra manera son sustancias que tienen
la capacidad de inhibir la oxidacion causada por los radicales libres, actuando algunos a nivel
intracelular y otros en la membrana de las células, siempre en conjunto para proteger a los diferentes

Organos y sistemas. (Venereo, 2002, pp. 126-133)
Tipos de antioxidantes
e Antioxidantes enddgenos: mecanismos enzimaticos del organismo (superoxidodismutasa,

catalasa, glutatién peroxidasa, glutation y la coenzima Q-). Algunas enzimas necesitan cofactores
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metalicos como selenio, cobre, zinc y magnesio para poder realizar el mecanismo de proteccion

celular.

e Antioxidantes exdgenos: son introducidos por la dieta, se depositan en las membranas celulares
impidiendo la lipoperoxidacion (vitaminas E 'y C y del caroteno) y provenientes de vegetales como
flavonoides y compuestos polifendlicos. (Martinez y Pulido)

1.5.3.1. Flavonoides como antioxidantes

La estructura quimica de los compuestos polifendlicos es la que les confiere la capacidad antioxidante
que ejercen sobre los radicales libres. Esta actividad antioxidante se ve directamente relacionada con
el grado de metoxilacidn, el nimero de grupos hidroxilo.

Por ello los flavonoides que presentan mejor actividad antioxidante son:

» Tienen 2 grupos hidroxilo en posicion orto en el anillo B, por lo que le confiere una alta estabilidad

al radical que se forma después de la reaccion con la especie reactiva.

« Contienen un doble enlace 2,3 en conjugacién con el 4-oxo (C=0) en el anillo C.

» Aquellos compuestos que tienen grupos OH-en 3y 5y el grupo oxo (C=0) en 4 delos anillos A
yC.

Los flavonoides que presentan mejor actividad antioxidante son: quercetina, rutina, catequina,

epicatequina, cianidina, apigenidina, crisina y taxifolin.

Los flavonoides son transportados unidos a la albumina hasta el higado, de alli se conjugan con grupos
sulfato y metilo o ambos a la vez. La adicion de estos grupos aumenta el tiempo de eliminacion en
circulacion y disminuye la toxicidad. Ya que se ubican en la membrana en la interfase lipido/agua

son los primeros en reaccionar con las especies reactivas de oxigeno que se formar en esa aérea.

Las funciones que se conocen de los flavonoides son:
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1. Inhibicion enzimética (ciclooxigenasa, lipoxigenasa, mieloperoxidasa, xantina oxidasa, NADPH,
oxidasa, etc.)

2. Estos compuestos se oxidan dando lugar a compuestos mas estables.

3. Pueden estabilizar compuestos obtenidos a partir de los radicales libres.

4. Pueden presentar un efecto aditivo a la defensa antioxidante endégena.

Entre sus efectos clinicos tenemos: antiteterogénico, antitrombogénico, antiinflamatorio (disminuye
la inmovilizacion de los leucocitos, disminuye la activacion del complemento, reduce los niveles de

ciclooxigenasa), antitumoral, antiviral. (Valls)

1.6. Vegetales utilizados

1.6.1. Sangre de drago (Croton lechleri)

Figura 2-1: Arbol y latex envasado de Croton lechleri

Elaborado por: (Chavez, 2016)

El término “Sanguis Draconis” hace referencia a la resina de color rojo muy parecida a la sangre que
posee la especie Croton lechleri también se puede obtener de otras especies como: Daemonorops
incluyendo Daemonorops didymophyllus, Daemonorops propinquus (originarias de la peninsula
Malaya). En Ecuador se encuentra en la region amazonica, su aspecto es muy llamativo por

constituirse un arbol frondoso ha hecho que los cientificos estudien esta especie por mas de un siglo
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incentivados por sus maltiples usos terapéuticos entre los cabe mencionar: actividad cicatrizante,

antitumoral, reumatismos, antiinflamatorio entre otras. (Pieters, 1998)

1.6.1.1. Taxonomia

Reino: Plantae
Division: Angiospermas.
Clase: Dicotiledoneas.
Orden: Geraniales.
Familia: Euphorbiaceae

Género: Croton.

YV V.V VYV V VYV V

Especie: lechleri

1.6.1.2. Descripcién

Croton lechleri, la especie productora de sangre de drago mas conocida y estudiada, es una especie

monoica, perenne, arbdrea o arbustiva que puede alcanzar mas de 25 m de altura.

Las copas son globosas con un enramado desordenado, generalmente con ramificacién simpodial y
con fuerte tendencia a la bifurcacion cuando crece a pleno sol. Las ramas estan cubiertas con pelos
estrellados mas o menos simples. Las hojas son simples, anchas y marcadamente cordiformes,
opuestas con el apice decuspidado o ligeramente acuminado, membranosas, plurinervadas, con 2
glandulas en la base cordada. Las hojas jovenes son tormentosas, mas tarde se vuelven glabrescentes

por ambos lados. Los peciolos son mas o menos largos y las estipulas son rigidas y sublanceoladas.
Presentan espigas florales terminales o subterminales de 22 a 72 cm. Las flores pistiladas tienen el
ovario supero elipsoide con tres carpelos, cada uno de los cuales contiene un ovulo y esta densamente

cubierto por 2 capas de tricomas multirradiados.

Al estrujar las hojas ofrecen una fragancia intensa y penetrante, las hojas maduras cambian a color

ladrillo amarillento y luego se desprenden. (Risco, et al., 2005, pp. 101- 114)
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1.6.1.3. Habitat

Las especies conocidas como sangre de drago se distribuyen en un amplio rango climatico altitudinal,
desde los 200 hasta aproximadamente los 1000 metros sobre el nivel del mar en bosque tropical
himedo desde el sur de México hasta América del sur. Croton lechleri es nativo de Bolivia,

Colombia, Ecuador, Per( y Brasil; en estos se paises se cultiva para la produccion del latex. (Risco,
2005, pp. 101- 114)

1.6.1.4. Obtencidn

Este proceso se denomina sangrado. El latex brota al hacer incisiones en la corteza del tronco, se
realizan dos tipos de incisiones: familiar y comercial. Cuando el fin de recoleccion es familiar las
incisiones son oblicuas, en espiral 0 en V en cambio cuando se realiza con fines comerciales se abate

el arbol las incisiones deben realizarse a una distancia de 20 cm.

La abundancia de la resina obtenida varia segun los siguientes factores: didmetro del tronco,
existencia de cortes previos, hora de recoleccion siendo mayor en la mafiana, presencia de suelo,

habitad, fase lunar y caracteristicas intrinsecas de la planta. (Risco, 2005, pp. 101- 114)

1.6.1.5. Composicién guimica

Los componentes mayoritarios encontrados y aislados de la sangre de drago son: catequina,
epicatequina, galocatequina, epigalocatequina (monémeros de flavan-3-oles) y proantocianidinas de

diferentes tamafios. (Ubillas et al., 1994 pp. 77-106)

Los componentes basicos son: (+)-catequina, (+)-galocatequina, (-)-epicatequina y (-)-
galoepicatequina, siendo predominantes (+)-galocatequina y (-)-epigalocatequina. Entre los
compuestos minoritarios, se encuentran el alcaloide taspina, un lignano denominado dimetilcedrusina
y diterpenos como acido hardwickiico, bicantriol, crolequinol, acido crolequinico, korberina A y

korberina B. (Risco, 2005, pp. 101- 114)

Ademas estan presentes f-sitosterol y  pB-sitosterol-3-O-B-D-glucopirantsido,  1,3,5-
trimetoxibenceno, 2,4,6-trimetroxifenol, 3,4-dimetoxifenol, alcohol 3,4-dimetoxibenzilico y alcohol

4-hidroxifenetilico
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Figura 3-1: Monomeros, algunos dimeros proantocianidinicos y el trimero galocatequina

caracterizados en la sangre de drago de Croton lechleri.
Fuente: (Risco, et al., 2005, p. 102)
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Figura 4-1: Estructura de la taspina y de la 3,4-O-metilcedrusina
Fuente: (Risco, et al., 2005, p. 102)
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Figura 5-1: Diterpenos aislados de la sangre de drago de Croton lechleri
Fuente: (Risco, et al., 2005, pp. 103)

1.6.1.6. Propiedades terapéuticas

e Usos populares

A nivel popular se utiliza mayoritariamente como cicatrizante por sus propiedades antiinflamatorias,
antisépticas y hemostaticas. Esta especie ademas es utilizada como antidiarreico, tratamiento de
Ulceras gastrointestinales, colicos uterinos, retencion de orina y como anticancerigeno. Algunas tribus

la usan también para tratar fiebres de origen digestivo, piorrea, bafios vaginales antes del parto. (Risco,
2005, pp. 101- 114)

1.6.1.7. Actividad farmacoldgica

v' Actividad cicatrizante

Es una de las actividades mas estudiadas de la sangre de drago, su mecanismo de accién es
estimulando la contraccion de la herida, favoreciendo la formacién de la costra y regeneracion de la
piel por la formacion de colageno. La cicatrizacion de las heridas se atribuye a la taspina, la 3'-4-O-
dimetilcedrusina y los polifenoles (catequinas y proantocianidinas), sin embargo se ha demostrado

que el latex total es mas activo que sus componentes aislados.
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La taspasina promueve las fases tempranas de la curacion de la herida, su mecanismo de accion esta

relacionado con la estimulacion de la quimiotaxis de los fibroblastos. (Cai, et al., 1991)

A pesar de que los componentes ya mencionados como la taspina y la 3-4-O-dimetilcedrusina son
muy efectivos como cicatrizantes se ha comprobado que el latex resulta mucho méas efectivo al
momento de curar heridas que los componentes aislados. Los polifenoles también juegan un papel

importante al momento de cicatrizar las heridas inducidas por ulceras gastrointestinales. (Ubillas et al.,
1994 pp. 77-106)

v Actividades Antimicrobianas y antivirales

A la proantocianidina se le atribuye esta actividad inhibe diferentes virus DNA Y RNA incluyendo
el virus del herpes y de la hepatitis Ay B, sin embargo es inactivo frente al citomegalovirus humano,
para bacterias como Bacillus subtilis y Escherichia coli. (Ubillas et al., 1994 pp. 77-106)

v' Actividad Inmunomoduladora
El extracto de sangre de drago ha demostrado inhibir la proliferacion de células T estimuladas,
muestra una accioén dual en la modulacién de la produccién de especies reactivas de oxigeno y

fagocitosis.

Actividad sobre la produccién de especies reactivas de Oxigeno (ROS)

Se conoce como estrés oxidativo al desbalance de los procesos que generan ROS y los mecanismos
gue los consumen, de esta manera la produccion de especies reactivas de oxigeno se producen de una
manera incontrolada, entre las patologias que se pueden mencionar por una sobreproduccién de
especies reactivas mencionados: arterioesclerosis, cancer, Parkinson, Alzehimer, artritis reumatoide,

shock hemorréagico, SIDA y envejecimiento principalmente.

Los taninos condensados y en general los &cido fenoles, polifenoles, flavonoides poseen la capacidad

de quelar los radicales libres y se relacionan con propiedades antioxidantes. (Ubillas et al., 1994 pp. 77-
106)
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v Actividad antiinflamatoria
El compuesto relacionado a esta actividad farmacoldgica es la taspasina, aunque se ha demostrado
también que el latex tiene una potente actividad intraperitoneal, esta actividad antiinflamatoria del

latex de sangre de drago es comparable con el naproxeno sodico. (Ubillas et al., 1994 pp. 77-106)

1.6.2. Guarango (Caesalpinia spinosa)

Figura 6-1: Arbol y vainas maduras de Caesalpinia spinosa

Elaborado por: (Chavez, 2016)

El guarango también conocido como tara, taya, vinillo, divi divi de tierra fria 0 acacia, es una especie
de tipo leguminosa distribuida a lo largo de la region andina, es un &rbol que fue utilizado por las
culturas pre-incas e incas en la elaboracion de tintes para textileria, ceramica, curtido de pieles y
medicina, por poseer entre sus componentes: taninos, colorantes, gomas y otros, utilizados en la
industria farmacéutica como excipientes de los medicamentos, estas aplicaciones revelan el

importante uso de la especie con fines no maderables. (Hidrobo, 2011)
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1.6.2.1. Taxonomia

¢ Reino: Vegetal

o Division: Espermatofita.
e Clase: Angiosperma.

e Orden: Fabales.

o Familia: Caesalpinacea
e Género: Caesalpinia

o Especie: Caesalpina spinosa

1.6.2.2. Descripcién botanica

Es un arbol pequefio de etapa juvenil su tamafio varia de 2 a 3 m y puede llegar a medir hasta 12 m
en pocas ocasiones. El fuste es corto cilindrico y estd recubierto por una corteza gris espinosa

agrietada con ramillas densamente pobladas. (Hidrobo, 2011)

Presenta raices profundas y pivotantes; las hojas son alternas, compuestas, pinnadas y dispuestas en
espiral, son ovoides, brillantes y ligeramente espinosas de color verde oscuro pueden llegar a medir
de 8 a 12 cm de longitud. La inflorescencia presenta racimos terminales de 15 a 20 cm de largo, las

flores son amarillas con un ligero tono rojizo.

Los frutos son vainas arqueadas cuyas dimensiones son de 2 cm de ancho por 8 cm de largo presenta
un color naranja rojizo y en su interior contienen de 6 a 7 semillas. En tanto que las semillas son
ovoides, algo aplanadas brillantes con una gamma de color que va desde café hasta negro, de las

mimas se pueden extraer gomas comestibles.

1.6.2.3. Distribucién geografica

Es una especie arborea perenne, que se encuentra principalmente en Venezuela, Colombia, Ecuador,
Peru, Bolivia y Chile. Se encuentra en la zona occidental de la cordillera de los Andes, su desarrollo

se evidencia desde los 800 m hasta los 3200 m de altura. En nuestro pais la produccion de guarango

se presenta en todas las provincias de la region Sierra. (Hidrobo, 2011)
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1.6.2.4. Condiciones de habitat

Esta planta resiste sequias, plagas y enfermedades ademas que se adapta a una variedad de climas y
suelos como se muestra en la Tabla 1-1:

Tabla 1-1: Zonas de vida de Caesalpinia spinosa.

Zona de Vida Precipitaciones | Temperaturas Distribucion

promedio (mm) | promedio (°C)
Estepa espinosa — 250 — 500 12 -18 | Toda la zona
montano bajo
Bosque seco — 500 - 700 12 -18 | Zona de menor precipitacion
montano bajo
Matorral desértico — 200 — 250 13— 18 | Zona de mayor precipitacion y
montano bajo lomas
Monte espinoso — 350 - 500 18 — 20 | Zona de menor precipitacion
premontano
Matorral desértico — 200 - 250 18 - 21 | Zona de mayor precipitacion y
Premontano humedad

Realizado por: Belén Chévez, 2016
Fuente: (Hidrobo, 2011)

1.6.2.5. Composicion quimica

Semillas: Contienen: aceites volatiles, acidos grasos (lipidos 5,68%), antocianinas esteroides,
triterpenoides, flavonoides, resinas, taninos (0,22%), antracenos, hidratos de carbono (fructosa,
glucosa, sacarosa), proteinas (17,86%), vitaminas ademas iones y minerales (calcio 80mg, magnesio

292myg, hierro 20mg, fésforo 270mg, potasio, cloruros, nitratos, sulfatos).

Hojas: glicésidos, gomas, mucilagos, taninos (12.7% en la forma de taninos galicos), antraquinonas:

agliconas libres, C-glicésidos, esteroides y flavonoides. (Hidrobo),

Vainas: Contienen entre 50 a 60 % de taninos hidrolizables de tipo galotaninos y en muy baja
proporcidn elagitaninos. Para muchos galotaninos el poliol central es la glucosa, en otros puede ser
el glucitol, hamametosa (derivada de la ribosa), acido sikimico, quinico, quercitol.

Los taninos de las vainas de guarango se componen esencialmente de los esteres polidigaloilicos de

acido quinico.

Los taninos del guarango pueden ser divididos en 3 grupos:
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e Acidos mono-, di-, tri, y tetragaloilquinico los que no tienen enlaces depsidicos

e Acidos relacionados a la estructura 3, 4,5-trigaliol, considerados como los componentes mayores
de los taninos del guarango.

o Despidos relacionados al acido 1, 3, 4, 5-tetragaloilquinico.

Galotaninos del guarango son: acido 4-galoil-5-(digaloil) quinico, acido 5-galoil-4-(digaloil) quinico,
acido 3-(digaloil) 4-5-digaloilquinico, acido 4-(digaloil) 3-5-digaloilquinico acido 1, 3, 4
trigaloilquinico. (Hidrobo, 2011)

a. Tanino de tara

1 C
T Me 6 0
3
4

b. Galatos del acido quinico

Figura 7-1: Estructura parcial de tanino del guarango

(a), galatos del acido quinico (b)
Fuente: Hidrobo, 2011

1.7. Animales de experimentacion

Desde la antigtiedad los seres humanos utilizaron animales como modelo de la vida, pero nunca se
planted en profundidad la reflexion acerca de la utilizacion bioética y racional de los mismos por esta
razén es importante tratar 3 temas: los beneficios que ha supuesto el uso de animales de
experimentacion para la especie humana, la actitud en contra de la experimentacion animal por parte
de algunos cientificos, la postura actual de los cientificos hacia la experimentacion animal y

finalmente la postura hacia el animal en si mismo.
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Pese a todos problemas a tratar expuestos anteriormente los cientificos han propuesto plantear el
principio de las 3R: remplazar, reducir y refinar.

1.7.1. Principio de las 3R

1.7.1.1. Remplazar

Esta regla pretende sustituir los animales de laboratorio por equivalentes no animales

1.7.1.2. Reducir

El concepto de reducir no es mas que reducir el nimero de animales utilizados, utilizando modelos
estadisticos que realizan un calculo inverso, es decir, teniendo en cuenta la mortalidad que implica
un determinado procedimiento por nuestra experiencia anterior, podemos averiguar el nimero de
animales de los que hemos de partir. Para estos estudios existen multitud de paquetes software
especializado, como por ejemplo el Nquery Advisor con firma irlandesa.

1.7.1.3. Refinar

Término en el que se engloban todos aquellos procedimientos que pretendan minimizar el sufrimiento

o0 la ansiedad de los animales utilizados. (Boada, et al.)

1.7.2. Estandarizacién de los individuos

Figura 8-1: Rata albina wistar

Elaborado por: (Chavez, 2016)
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1.7.3.  Reactivo bioldgico

Es un animal de experiencia, en funcion de un tema de estudio es capaz de dar una respuesta fiable y
reproducible, las condiciones de vivienda y pureza del animal a experimentar deben ser vigiladas,
controladas y constatadas Se conoce como homogeneidad del reactivo bioldgico a la capacidad de
garantizar resultados reproducibles existen diferentes tipos entre estas tenemos

e Homogeneidad somatica: se refiere a la igualdad de sexo, peso, edad, esto se logra facilmente en

roedores y dificilmente en animales superiores como carnivoros, primates y herbivoros.

¢ Homogeneidad genética: obtenida por una tasa de consanguinidad elevada.

¢ Homogeneidad sanitaria: Tendencia a evitar posibles perturbaciones debidas a estados
patologicos no deseados, que influyen en la expresion genética del animal (genotipo),
condicionando a largo plazo el fenotipo y a corto plazo el estado fisico.

El objetivo es la obtencidn de animales biol6gicamente estandarizados, otro concepto similar es la
estandarizacion de variables ambientales del espacio vital ocupado por el animal como: temperatura,

ventilacién, humedad, luz y las variables de comportamiento o etiologia.

1.7.4.  Especies mas utilizadas

Se exponen algunas especies mas comunmente utilizadas ordenas por tamafio:

1. Roedores y lagomorfos: las ventajas que presentan estos animales son su pequefio tamafio, alta

prolificidad, su facilidad de manejo y mantenimiento.

2. Carnivoros: entre los animales de experimentacion de este grupo encontramos al perro y gato.

3. Animales de granja: oveja, cerdo, primates no humanos. (Boada, et al.)
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Tabla 2-1: Especies més utilizadas en modelos experimentales y sus respectivos usos.

tendencia a la obesidad

Especie Nombre | Caracteristicas experimentales Uso
comun
Mus musculus Raton Muy  susceptibles  desarrollar | Ensayos de
tumores. administracion de
Escasa longevidad. dosis, mutagensis y
neogeénesis.
Obtencion de
anticuerpos
monoclonales.
Oncologia
Medicina comparada
Rattus novergicus Rata El mas usado en microcirugia. Evaluacién de
Longevidad de 2 a 3 afios medicamentos.
Modelos de
enfermedades
Microcirugia
Geriatria
Cavia porcellus Cobaya | Facil sensibilizacion y fécil acceso | Inmunologia:
y eliminacién del timo. produccién y control
Alta susceptibilidad a patologias. de sueros.
Favorable anatomia del oido medio. | Investigacion auditiva.
Dietética: estudios
sobre vitamina C y
aminoacidos
Cricetulus griseus y | Hamster | Incisivos de crecimiento continuo. | Estudios de caries
Mesocricetus auratus | chino y | Abazones para almacenamiento y | dental.
dorado | transporte de alimentos. Nutricion
Elevada incidencia de diabetes Teratologia y
Numero de cromosomas (22). genética.
Citogénesis
Citologia e histologia.
Meriones Jerbo Crisis epileptiformes con répida | Nutricion
unguiculatos recuperacion sin secuelas. Estudios de
Hospedador de diferentes | arterioesclerosis
microorganismos y parasitos Medicina comparada
Oryctolagus Conejo | Inconvenientes: Sistema nervioso | Inmunologia:
cuniculus inestable, fragilidad vascular y 6sea, | obtencion de
estado sanitario poco satisfactorio, | anticuerpos
sensibilidad a los anestésicos y | Toxicologia:

evaluacion muscular y
ocular.

Reproduccion:
anticonceptivos,
embriologia y
teratologia.
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Farmacologia:
cardiovascular
(ateromatosis)

Elaborado por: Belén Chéavez, 2016
Fuente: (Boada, et al., 2011)

31




CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Lugar de investigacion

La investigacion se llevd en las siguientes instalaciones académicas:

e En el laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH.

¢ Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH.

e Laboratorio de Analisis Instrumental de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica

de Chimborazo.

e En el Bioterio de la Facultad de Ciencias, en la Escuela de Bioquimica y Farmacia de la Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo

2.2. Recoleccién del material vegetal

> Sangre de Drago

Sangre de drago (Croton lechleri) proveniente del canton Puyo, de la comunidad de Cafari, Provincia

de Pastaza.

> Guarango

Guarango (Caesalpinia spinosa), proveniente del canton Penipe, provincia de Chimborazo.

2.3. Reactivos Biologicos

En el estudio in vivo de la actividad antiinflamatoria se utilizaron ratas wistar (Rattus novergicus).

32



2.3.1.  Descripcion

Tabla 1-2: Descripcion animales de experimentacion ratas albinas wistar.

Nomenclatura Crl (WI) BR

Peso promedio 250 — 3509

Edad 4 a 5 meses

Sexo Machos

Lugar de nacimiento | Bioterio del

Instituto  Nacional
de Salud Publica
(INSPI)

Elaborado por: (Chavez, 2016)

2.3.2. Condiciones Ambientales

Tabla 2-2: Condiciones ambientales a la que fueron sometidas los animales de experimentacion.

Temperatura 23+2°C

Humedad 21+2%

Periodo de | 12 Horas de luz y

fotoluminiscencia 12 Horas  de
oscuridad

Alimentacion 22,3 g al dia

Tiempo de 7 dias

ambientacién

Elaborado por: (Chavez, 2016)

2.4. Equipos y Reactivos

2.4.1.  Equipos

e Molino Arthur Thomas

e Estufa Memmert SNB400
e Sonicador

e Mufla
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Rotavapor

Vortex

Balanza analitica Radwag

pHmetro 211 microprocessor pH Meter
Espectrofotometro Cole Parmer S-2150

Refractémetro de Abbé

2.4.2. Materiales

Picnémetro de 10 mL.

Cépsula de porcelana.

Pisceta

Pinzas para capsula

Reverbero

Bafio de agua.

Desecadora conteniendo silica gel.
Pipeta aforada de 5 mL.

Cuba cromatografia.

Capilares

Aspersor

Vasos de precipitacion.

Balones aforados de 10mL
Balones aforados de 100mL
Balones aforados de 50mL
Probeta de 50mL

Micropipeta automatica de 1000uL
Micropipeta automatica de 100uL
Tubos de vidrio de 10mL

Puntas azules de 1000uL

Puntas amarillas de 100uL

Puntas azules de 1000uL

Puntas amarillas de 100uL

Embudo de separacion de 250 ml.

34



Embudo buchner
Kitasato de 250mL
Gradilla

Espétula
Termometro
Probeta de 100 ml
Torundas

Jeringas de 10 ml
Jeringas de 1 ml
Canula

Pie de rey

2.4.3. Reactivos

Acido férmico

Acido clorhidrico 37°
Metanol 99.83°

Etanol 96°

Etanol 70°

Etanol 40°

Etanol 38°

Metanol 98°

Hexano

Cloroformo

Acetato de etilo

Agua destilada

Acido acético glacial
Poliamida

Diclorometano

Hidrdxido de amonio
Hidrdxido de amonio al 10%
Soluciones de acido galico
Nitrito de Sodio 5%
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Tricloruro de aluminio 10%
Hidroxido de sodio 1M
Soluciones de quercetina

Carbonato de sodio al 20%

Reactivo de Folin-Ciocalteu 20%
Solucién de DPPH* (60 uM)

Solucion de carragenina al 1%

Solucién de Diclofenaco Sédico

Alcohol antiséptico

2.5. Técnicas y métodos

La metodologia aplicada en la investigacion se resume en la Figura 1-2 donde se explica los

procedimientos y técnicas empleadas para el control de calidad de las tinturas; identificacion

cualitativa de metabolitos de la fraccion flavonica y alcaloidea de las drogas crudas; anélisis

cuantitativo de fenoles y flavonoides totales mediante espectrofotometria, evaluacion de las

actividades: antioxidante in vitro y antiinflamatoria in vivo.

o

Caesalpinia
spinosa

Vainas maduras

Croton lechleri

Latex
(rojas)
Limpiar, secar y
moler
} | I [ 1
Elaboracion de las Control de calidad Cromatografia en Cuanll.ﬁ;acwn' . Capacidad E\'a]unlcl.t:]n :112 la
; 120% de las tinturas Capa Fina espectrofotométrica Captadora de activida
unturas al 2 P de fenoles totales por Radicales libres Antiinflamatoria
AR Con 00 il & el mérodo de Folin-
aleohol 40 — Ciocalten 1 1
| Croton lechieri Requisitos organcléptices
100% Induccion de edema en la
. . Métado & 1% (2.2- LGNS
pH s Flavonoides Ih_a_:od_a del .DPI.:}.' L aponeurosis  plantar  con
PP Cra lari difenil-1-pienlhidrazil) . : !
Cassalpinia spinosa ) 1 ieri . .. carrageninz en rafas wistar
™ 100% Indice de refraccién Caesalpinia spinosa Cuantificacion =
. B . espectrofotométrica
Densidad relativa de flavonoides

Caesalpinia spinosa
50:70

> Solidos Totalas

Andlisis Micrabicldzico

*Aerobios mesofilos
Staphylococeus
aureis

v 5 Alcaloides

Craion lechieri

Figura 1-2: Protocolo de la investigacion

Elaborado por: (Chavez, 2016)
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2.5.1.  Acondicionamiento de material vegetal

2.5.1.1. Secado

Para la elaboracion de la tintura se utilizé dnicamente las vainas de la Caesalpinia spinosa para ello
se extrajeron las semillas que contienen las vainas para desecharlas, estas vainas se lavaron y secaron

bajo sombra a temperatura ambiente y en un lugar seco durante una semana.

2.5.1.2. Molienda

Después del secado, se molié en un molino cuchilla giratoria marca Arthur H. Thomas CO para
obtener particulas de 2.0-3.0 mm.

2.5.2.  Control de calidad de tinturas
2.5.2.1. Determinacion de los requisitos organolépticos.

e Determinacion de olor: Se tomé una tira de papel secante de aproximadamente 1 cm de ancho
por 10 cm de largo y se introdujo un extremo en la muestra de ensayo. Se percibié el olor y se

determind si corresponde con la caracteristica del producto.

o Determinacién del color: Se tom6 un tubo de ensayo bien limpio y seco y se llend hasta las tres
cuartas partes con la muestra de ensayo y se observo el color, la transparencia, la presencia de

particulas y la separacion en capas. (Normas Ramales para Drogas crudas y extractos y tinturas, 1992)

2.5.2.2. Determinacion de la densidad relativa.

Se determind mediante gravimetria, segin lo establece las Normas Ramales para drogas crudas y
extractos y tinturas, 1992. Primero se pesé el picndmetro de capacidad 10 mL vacio y seco,
posteriormente se llen6 con la tintura a ensayar es importante mantener el ensayo a temperatura de
25 °C (= 1°C) durante 15 min y ajustar la tintura al nivel empleado, si es preciso, una tira de papel

para extraer el exceso y secar exteriormente el picnémetro.
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Se pes6 cuidadosamente el picnémetro con la tintura y se repitio la operacion con el agua destilada a

25 °C, despues de limpio el picndmetro. El ensayo se llevo a cabo por triplicado. (Normas Ramales para

Drogas crudas y extractos y tinturas, 1992)

La densidad relativa a 25 °C se calculé con la siguiente férmula:

My -M Ecuacion: 1
D25= M, - M

Donde:

M. peso del picnémetro con la tintura (g)

M: peso del picnémetro con el agua (g)

M: peso del picnémetro vacio (g).

2.5.2.3. Determinacion del indice de refraccion.

Esta determinacion se efectio en un refractometro de Abbé. Se colocé sobre el prisma de medicion
una gota de agua destilada con una varilla de vidrio, se ajusté el equipo, seleccionando la zona del
espectro visible que aparece en la linea limite del campo visual, moviendo el compensador cromatico

y colocando la interseccion del reticulo sobre la linea limite de los campos claro y oscuro.

Después de haber realizado el ajuste del refractdmetro, se coloc6 una gota de la tintura sobre el prisma
de medicion, se cerr6 el termoprisma y se enfocé la luz por medio del espejo, de modo tal que la
misma incida sobre la apertura de entrada del prisma de medicién y se procedi6 de la misma forma

gue con el agua. (Normas Ramales para Drogas crudas y extractos y tinturas, 1992)

2.5.2.4. Determinacién del pH de extractos y tinturas

La determinacion se realizé en un pHmetro 211 microprocessor pH Meter para ello se ajusté el equipo
con la solucion reguladora de pH Posteriormente se determind el valor del pH de la muestra,

introduciendo el electrodo en la tintura a analizar. (Normas Ramales para Drogas crudas y extractos y tinturas,
1992)
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2.5.2.5. Determinacion de los sélidos totales.

La determinacion se realizd por métodos gravimétricos, cuyo fundamento es la medicién de la

variacion de masa, a causa de la pérdida de sustancias volatiles por accion del calor. (Normas Ramales

para Drogas crudas y extractos y tinturas, 1992)

Se tomaron 5,0 mL de la tintura'y se la colocé en una cépsula previamente tarada a 105 °C, se evaporo
sobre bafio de agua hasta que el residuo esté aparentemente seco. Se paso entonces hacia una estufa
y se dejo hasta peso constante (aproximadamente 3 h). Se retir0 la capsula de la estufa y se colocé en
una desecadora hasta que alcance la temperatura ambiente.

La cantidad de sélidos totales, expresado en %, R, se calcula por la siguiente férmula:

St :P\r/-P x 100 Ecuacion: 2

Donde:

P,= masa de la capsula mas el residuo (g)
P=masa de la capsula vacia (g)

V= volumen de la tintura de ensayo.
100= factor matematico para el calculo.

2.5.3.  Anadlisis microbiolégico

2.5.3.1. Recuento de Aerobios meséfilos en 3M Placas PetrifilmTM

Se coloco la placa Petrifilm en una superficie plana y nivelada. Posteriormente se levanto la ldamina
semitransparente superior, con la micropipeta perpendicular a la placa Petrifilm, se colocé 1 ml de la
tintura a analizar en el centro de la pelicula cuadriculada inferior, se liberd la pelicula superior dejando
que caiga sobre la dilucion, con el lado rugoso hacia abajo se coloc6 el dispensor o esparcidor sobre
la pelicula superior cubriendo totalmente la muestra. Luego se presiond suavemente el dispensor o

esparcidor para distribuir la muestra sobre el area circular. Luego se esperd que se solidifique el gel
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en aproximadamente 1 minuto. Finalmente se incub6 las placas a 35 °C durante 48 horas. (Universidad

Auténoma de México)

2.5.3.2. Recuento de Staphylococcus aureus en 3M Placas PetrifilmTM

Se procedié de la misma manera que la metodologia para Recuento de Aerobios mesofilos,
modificando el tiempo de incubacidn a 24 horas y a una temperatura de 35 °C. En el supuesto que se
presenten colonias de Staphylococcus aureus su identificacion es sencilla por lo que se manifiestan

con un color rojo violeta. (Guia de Interpretacion)

2.5.4.  Cromatografia en capa fina

2.5.4.1. Compuestos fenolicos

Cinco mL de las tinturas madres se extrajeron en tubo de tapa rosca con 10 mL de etanol al 70% y 10
mL de n- hexano durante 15 minutos en el vortex. Luego utilizando un embudo de separacion se

extrajé la fraccion etandlica.

Cromatografia en columna

Como se muestra en la Figura 2-2, para la purificacion de la fraccion fendlica de las tinturas madres
se procedid a realizar cromatografias en columna para cada una de las tinturas utilizando como fase
movil metanol y como soporte poliamida, en primera instancia se dejo eluir la fraccion etandlica
anteriormente obtenida y después la fase mavil. Se recolect6 la solucion metandlica que eluyé de la
columna en un vaso de precipitacién para una posterior concentracion en el Rotavapor a una

temperatura de 60°C.

Finalmente 20 a 30 pL de la fraccién metandlica de las tinturas fueron aplicadas sobre la placa de

Silica gel con indicador fluorescente 254 nm utilizando la siguiente fase movil:

Acetato de etilo, acido férmico, acido acético glacial, agua (100, 11, 11, 26). (Wagner & Bladt, 2001, pp.
230)
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2.5.4.2. Alcaloides

Para la tintura de Croton lechleri por su de alcaloides se considerd importante la identificacion de los
mismos mediante cromatografia en capa fina, para ello se procedio a purificar la tintura para obtener

la fraccion alcaloidea de la siguiente manera:

En un mortero se colocd 2 mL de la tintura con 2 mL de solucion de amonio al 10% y 7 g de 6xido
de aluminio, se homogenizé hasta la formacion de una pasta, la mezcla se empac6 en una columna
(porosa frita), finalmente se agreg6 10 mL de cloroformo como eluyente. De 20 a 30 pL de la fraccion
cloroférmica recolectada fue aplicada en una placa de Silica gel con indicador fluorescente 254 nm

utilizando la siguiente fase movil:

Diclorometano, metanol, hidréxido de amonio (8:2:0,1). (Wagner & Bladt, 2001, pp. 3-4)

Cromatografia en Capa Fina

l l

Purificacion de compuestos fenolicos Purificacion de Alcaloides

3
Cromatografia en Columna l

_.__,__—f-""ﬁq—h"‘——‘_* 2wl de la tintura da Craton lechieri + 2
mL de solucién de amenic al 10%:+7 2
Preparacion de la Muestra de dxido de eluminio
columna
Hoemogenizar
l l
Fase mdvil: metanol 5 ml de tintura + 10 E"\m"’i frita
og* L T Elur: cloroforme
-0 ml de etanol al T0% ¥
Soporte: Poliamida 10 ml de 1- hexano .
15 minutos Fraccién
Fasa metandlica Envo cloreformica
Separacion
ComCenar TLC
TLC
l Faze etanclica l | Fase hexanica \\
Fase movil: - -

ase movil: Ac=tato Az | Diclorometana Fase estacionaria:
etilo, acido firmics, Fase estacionaria: metznol, Hidroxido de Silfcz g2
2rido acetico gladial, silica g= EI'ﬁDI'I- o {8:2:0,1)
28ua [100,11,11 28] :

Figura 2-2: Esquema de la cromatografia en Capa Fina de las Tinturas Madres

Elaborado por: (Chavez, 2016)

41



2.5.5. Cuantificacion de fenoles totales mediante el método de Folin-Ciocalteu

La concentracion de fenoles totales de cada una de las tinturas fue medida por espectrofotometria, el
fundamento de la técnica se basa en una reaccion colorimétrica de 6xido-reduccion en el que el agente

oxidante fue el reactivo de Folin-Ciocalteu.

Como se aprecia en la Figura 3-2. Se prepar6 una curva de calibracion para lo que se utilizd una
solucion estandar de &cido galico a concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm.

En cuanto al procedimiento se realiz6 el mismo tanto para el tratamiento de las tinturas y de las

soluciones estandar.

e Dos mL de las muestras y de la solucién estandar de acido galico se mezclaron 0,5 mL de reactivo
de Folin-Ciocalteu 20%.

¢ Cinco minutos después, se afiadio 0,5 ml de solucion de Na,COsal 20% y 5 ml de agua destilada.

o Se deja reposar la mezcla durante una hora protegiendo de la luz y a temperatura ambiente.

o Realizar las lecturas en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 765 nm.

» Trazar la curva de calibracién (Concentracion Vs Absorbancias). (Shao-hua & Lean-teik, 2012, pp. 122-
127)

Los resultados se expresaron como miligramos equivalentes de acido galico por ml de tintura, por

100 gramos de planta y en porcentaje.
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Cuantificacidn de
fenoles Totales

Curva de calibracién Muestras Técnica

L Solucién esténdar de L ) Z ml de lzs diluciones +
acido galico 20, 40, 60, Diluciones 1/100w/v | |== 0,5 mLde reactivo de

E0y 100 ppm Faolin-Ciocalteu 20%.

E minutos después, s2

de -Egua dastilada.

— Reposar unza hara

| |Leer |z absorbanciz a 765
nim.

Figura 3-2: Esquema de la cuantificacion de Fenoles
totales. Método Folin - Ciocalteu

Elaborado por: (Chavez, 2016)

2.5.6. Cuantificacion de flavonoides totales mediante un método colorimétrico

La cuantificacion de flavonoides totales para cada una de las tinturas analizadas se realiz6 mediante

espectrofotometria utilizando cloruro de aluminio.

En la figura 4-2 se muestra en primera instancia preparacién de una curva de calibracion, para ello se

utiliz6 como solucidn patron quercetina a concentraciones comprendidas entre 20 y 100 ppm.

e Un ml de la muestra o de las soluciones patrones se afiadié 4ml de agua destilada y 0.3 ml de
NaNO; al 5%.

e Después de 5 minutos se afiadié 0.3 ml de AICI; al 10%,

e Seis minutos después se afiadié 2ml de NaOH 1M.

e Se mezcld y se dejo en reposo durante 5 minutos a temperatura ambiente bajo sombra.
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e Laabsorbancia de la mezcla se ley6 a 510 nm.

Los resultados se expresaron como miligramos equivalentes de quercetina por ml de tintura, por 100

gramos de planta y en porcentaje. (Boukhris, Simmonds, Sayadi, & Bouaziz, 2012)

Cuantificacion de
flavoneides Totales

Curva de

calibracion Muestras Técnica

[« -2 - ' [1 ml de la muestra ~
Sclucion estandar de L ) e
\—que:-:etma 20, 40, 80, Diluciones 1/100 v —i]ﬁlldﬁ%;a\g:_{t%aﬁ

80 v 100 ppm T e :

Despugs de 3
|—minutos se afiadic 0.3
ml de AICI; al 109,

6 mmutos despues se
— afiadic 2ml de NaOH
1ML

—Reposo de 3 minutos.

Leer la absorbancia a
] 510 nm.

Figura 4-2: Esquema de la cuantificacion de Flavonoides
totales.

Elaborado por: (Chavez, 2016)

2.5.7.  Capacidad captadora de radicales libres in vitro. Método DPPH*

La capacidad antioxidante de las tinturas se evalu6 mediante el ensayo del radical estable DPPH*
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil libre).

El DPPH* es un radical libre que se puede obtener directamente disolviendo el reactivo en un solvente
organico (metanol). La reduccion del DPPH* se monitorea por la disminucién de la absorbancia a

una longitud de onda caracteristica, en su forma de radical libre el DPPH* absorbe a 515 nm y cuando
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sufre una reduccion por la accion de un antioxidante, esta absorcion desaparece. La disminucion del
radical DPPH* proporciona un indice para evaluar la capacidad antioxidante del compuesto que se

esta evaluando. (Tovar, 2013)

El modelo de la actividad antioxidante que ejerce un compuesto sobre el radical se explica a

continuacion:

DPPH- + (AH), — DPPH—H + (&),

Figura 5-2: Modelo de la actividad antioxidante que ejerce un
antioxidante sobre el radical DPPH*

Fuente: (Tovar, 2013)

Un atomo de hidrogeno proveniente del antioxidante es aceptado por parte de la molécula de DPPH*,
lo que resulta en una reduccién del DPPH* a DPPH,, por lo tanto mientras la concentracion del radical
disminuye la forma reducida DPPH, aumenta produciéndose un cambio de color de purpura a

amarillo y la absorbancia de la solucién decrece. (Mishra et al., 2012, 1036-1043)

-h | Myl
-N(Cy MNMNIC M,

O N NO,

Antioxidante

NO
NO,

* . T
2-difenil-l cpierithidmcil cDPPM Jadifemib lopicniihidrazina tDPPH-H)
(violea) fomarille)

Figura 6-2: Reaccion quimica entre el radical DPPH y la especie antioxidante.

Fuente: (Tovar, 2013)

El ensayo del DPPH* se baso en el método propuesto por Brand-Williams. En la figura 5-2 se muestra
como fueron ensayadas varias concentraciones de tinturas redisueltas en metanol al igual que las de
la solucion patron, dichas concentraciones son seleccionadas con el fin de obtener porcentajes de
inhibicion comprendidas entre 0% y 100%. De cada tintura o solucién estandar (acido galico) se tom6
una alicuota de 100 pL y se me mezcl6 con 3,9 ml DPPH* en metanol (60 um) la mezcla fue agitada
vigorosamente, se dejé en reposo bajo sombra durante 60 minutos, trascurrido el tiempo se midio la

absorbancia a 515 nm.
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La inhibicidn de los radicales libres DPPH* en porcentaje (%I) se calculé de la siguiente manera:

%] = A control — Amuestra Ecuacion: 3

A control

En donde.

%I = porcentaje de inhibicion

A control= la absorbancia de la reaccion control que contiene todos los reactivos, excepto el extracto

de prueba.

A muestra= absorbancia del extracto de ensayo.

Los resultados se expresan como Concentracion Inhibitoria Media (CIM), la concentracién de la
tintura necesario para disminuir la concentracién inicial de DPPH* en un 50%. La CIM fue calculada
a partir del programa estadistico B LeSq. Los valores mas bajos de CIM indican una mayor actividad
antioxidante. Se calculd el CIM de acido galico, antioxidante puro, que fue utilizado como control

positivo.
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Capacidad Captadora de Radicales

libres
Preparacion de
Estindar la Solucién Muestras Técnica
DPPH* (60 um)
. . :9 mg del Craton lechileri 50— 600 2
Acido galico a radical DPPH*+ | [~ 100% — ppm 100 uL de muestra + 3,9
concentraciones 250 ml de mL de DPPH* (60 um)
de 10, 20.40,50 v metanol 98° | Cassalpiniaspinosa |
30 ppi 100% 20 - 200 ppm

20 - 300 ppm

Reposo bajo sombra 1
hora

Croton lechleri -
Caezalpinia spinora
70:30

——— 20— 300 ppm

20 - 300 ppm

Leer absorbancia a 515
nm.

Figura 7-2: Esquema de la Capacidad Captadora de Radicales libres

Elaborado por: (Chavez, 2016)

2.5.8. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria

El método utilizado para la evaluacion de la actividad antiinflamatoria fue la prueba de edema plantar
con carragenina propuesto por Winter. Se fundamenta en la inyeccion de carragenina bajo la
aponeurosis plantar de la pata posterior derecha de la rata, lo que le provocara una reaccion

inflamatoria a ser ensayada por las sustancias antiinflamatorias en cuestion. (Pomaetal., 2011, pp. 29-33).

Como se muestra en la Figura 6-2, el experimento se distribuyo en 2 etapas:

e Etapa l: es la etapa de ambientacion en la que los animales que conforman cada uno de los grupos
experimentales fueron sometidos a las mismas condiciones de temperatura, humedad, periodo de
fotoluminiscencia, alimentacién, ademas que los animales se ambientan al investigador,
manipulacion y a la técnica que se aplicara para que se llevara cabo en la investigacion. Esta fase

tuvo una duracion de 7 dias.
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Etapa 2: En esta etapa los modelos de animales participan en el disefio experimental. En la

siguiente tabla se indica el protocolo utilizado, cabe destacar que los ensayos se realizaron por

triplicado.

Evaluacion de la actividad

Antiinflamatoria en ratas wistar.
Etapa Experimental

- ]

Etapa de Ambientacién

» 5 Grupos Experimental
Temperzhurz 23+32°C Blanco Control positivo (TINTURAS)
Humedad 21+£2% | |
Periodo ge | 12 Horas de luz v
. . |12 Horas de Diclof sdico: 2
fotoluminiscencia | ooopridad Vehiculo: Etanol 40°C iclo: e’::';{? ico: Posologia: 300 mg'ke
Alimentacién 223galdia =
Tiempo de | 7. dias k )
ambientacidn \(
Administracién Inveccion en aponeurosis plantar 100 uL carragenina 1%

intragastrica

Realizar mediciones del
edema:. Diametro v altura.

horas

Calcular % Inhibicion del
edema

Figura 8-2: Esquema de la Evaluacion de la Actividad Antiinflamatoria en ratas wistar.

Elaborado por: (Chavez, 2016)

A continuacién en la tabla 1-2 se explica el modelo utilizado para la evaluacién de la actividad

antiinflamatoria in vivo.
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Tabla 3-2: Protocolo de la evaluacion de la Actividad Antiinflamatoria “in vivo”.

CODIGO | GRUPO TRATAMIENTO | POSOLOGIA NUMERO DE
ANIMALES DE
EXPERIMENTACION
P Control Edema plantar + | 2mg/Kg 3
Positivo Farmaco estandar
(Diclofenaco 50
mg)
B Blanco Edema plantar + | --------------- 3
vehiculo
SD. Grupo Edema plantar + | 300 mg/kg 3
Investigativo | tintura de Croton | (0,5 ml)
1 lechleri al 100%
G. Grupo Edema plantar + | 300 mg/kg 3
Investigativo | Tintura de | (0,5ml)
2 Caesalpinia spinosa
al 100%
SD1.G1 Grupo Edema plantar + | 300 mg/kg 3
Investigativo | Croton lechleri + | (0,5 ml)
3 Caesalpinia spinosa
50:50
SD2.G2 Grupo Edema plantar + | 300 mg/kg 3
Investigativo | Croton lechleri + | (0,5 ml)
4 Caesalpinia spinosa
70:30
SD3.G3 Grupo Edema plantar + | 300 mg/kg 3
Investigativo | Croton lechleri + | (0,5 ml)
5 Caesalpinia spinosa
30:70

Elaborado por: (Chavez, 2016)

Condiciones de los animales

e Por lo menos 12 horas de ayuno

e Los grupos experimentales deben estar conformados por animales con pesos similares.

Cada una de las tinturas fueron administradas por via intragéstrica 30 minutos antes de la induccion

del edema. Transcurrido ese tiempo se inyecto la carragenina al 1% (0.05mL en la aponeurosis plantar
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de la pata posterior derecha). Las mediciones de las patas con el edema se realizaron a las 0, 1, 2, 3,
4, 5y 6 horas después de la induccién de la inflamacidn, se tomard mediciones de diametro y altura
del edema utilizando un pie de rey. Se calculd el volumen de cada medicion y se realiz6 el promedio

de las tres réplicas.
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CAPITULO 11l

3. MARCO DE RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.1. Control de calidad

Los requisitos organolépticos son un indicador de calidad y estabilidad de las tinturas muy
importantes, ya que a través de los sentidos se puede determinar si la tintura es apta o no para su

utilizacion.

Como se muestra en la tabla 1-3, se pudo observar que todas las tinturas presentaron el color
correspondiente a las drogas utilizadas, en las tinturas mixtas el color preponderante corresponde a la
droga que se encuentra en mayor proporcién en la tintura. Respecto al olor de la tintura es

caracteristico de la droga y en las mezclas el olor a su vez corresponde al componente mayoritario.

Por otro la lado se evalué también la transparencia siendo Gnicamente la tintura de Croton lechleri la
gue present6 opacidad, esta caracteristica se atribuye a que esta tintura fue elaborada con latex del
vegetal siendo de densidad alta ademéas que el contenido de antocianos le confiere opacidad a la

tintura. (Ubillas et al., 1994 pp. 77-106)

Otro pardmetro evaluado fue la separacion de capas, de manera que para todas las tinturas fue
negativo, concluyendo asi que las tinturas estan formadas por una sola fase y se garantiza la
estabilidad fisica de las mismas. El Gltimo parametro analizado fue el sabor, mismo que para todas
las tinturas fue amago y astringente puesto que los componentes mayoritarios tanto para Croton

lechleri y Caesalpinia spinosa son los compuestos fendlicos. (Ubillas et al., 1994 pp. 77-106) y (Chambi et
al., 2013, pp. 168-175)
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Tabla 1-3: Resultados de los requisitos organolépticos de las tinturas de Croton lechleri y

Caesalpinia spinosa

TINTURAS
PARAMETRO | Croton Caesalpinia Croton Croton Croton lechleri
lechleri spinosa lechleri + lechleri + + Caesalpinia
100% 100% Caesalpinia | Caesalpinia | spinosa 30:70
spinosa spinosa
50:50 70:30
Picante Caracteristic | Caracteristic | Caracteristico a
caracterist Picante 0 a Croton 0 a Croton Caesalpinia
OLOR ico caracteristico lechleri lechleri spinosa
Rojo
COLOR 0scuro Café claro Café oscuro | Café oscuro Café claro
TRANSPARE
NCIA Opaco Transparente | Transparente | Transparente Transparente
PRESENCIA
DE
PARTICULAS | Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
SEPARACION
EN CAPAS No No No No No
Amargo —
Astringen Amargo - Amargo - Amargo — Amargo -
SABOR te Astringente | Astringente | Astringente Astringente
Elaborado por: (Chavez, 2016)
3.2. Control de calidad fisico de las tinturas de Croton lechleri y Caesalpinia spinosa

Los resultados de control de calidad fisico de las tinturas se muestran y detallan a continuacion:

En relacion al pH, en todas las tinturas se obtuvieron valores entre 3,173 y 3,790, siendo el menor
para la tintura de Croton lechleri + Caesalpinia spinosa 70:30 y mayor para la tintura de Croton
lechleri, siendo minimas las variaciones. Los valores acidos se atribuyen a la composicion mayoritaria

de compuestos fendlicos en las drogas estudiadas. (Alonso, 2004, pp. 649-650)

En lo que concierne al indice de refraccion y densidad relativa, las variaciones entre tinturas fueron

minimas, tal como se muestran en la tabla 2-3.

En lo que respecta al contenido de so6lidos totales existe una diferencia muy marcada de la tintura
madre de Caesalpinia spinosa, la que presenta un contenido de 12,477 % superando
significativamente a las demas tinturas, y la concentracién menor presentd la tintura madre de Croton

lechleri con un porcentaje de 4,263, por lo que se concluye que la presencia de Caesalpinia spinosa
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determina la concentracion de sélidos en las tinturas mixtas. No obstante todas las tinturas cumplen
con la especificacion de la Farmacopea Francesa de 1989, la que estable que el contenido de sélidos
totales debe ser mayor a 1,20.

Tabla 2-3: Resultados del control de calidad de las tinturas de Croton lechleri y Caesalpinia spinosa.

TINTURAS
PARAMET | Croton Caesalpinia Croton Croton lechleri | Croton lechleri
RO lechleri spinosa lechleri + + Caesalpinia | + Caesalpinia
100% 100% Caesalpinia | spinosa 70:30 | spinosa 30:70
spinosa
50:50
PH 3,790+ | 3,337 £0,031 3,207 £ 3,173 £ 0,006 3,260 £ 0,010
0,010 0,032
INDICE DE 1,354+ | 1,374+ 0,001 1,365 + 1,361 + 0,001 1,369 + 0,001
REFRACCI 0,001 0,001
ON
DENSIDAD 0,979+ | 0,998 + 0,003 0,987 + 0,986 + 0,000 0,990 £ 0,003
RELATIVA 0,001 0,004
SOLIDOS 4,263 = 12,477 = 8,538 + 6,779 + 0,033 10,094 +0,074
TOTALES 0,061 0,149 0,050

Elaborado por: (Chavez, 2016)

3.3. Anélisis Microbiolégico

Mediante el andlisis microbioldgico realizado a las cinco tinturas, se pudo comprobar la estabilidad

microbioldgica que presentaron durante el periodo de la investigacion.

Se investigo la presencia de microorganismos provenientes del medio ambiente como es el caso de
aerobios mesofilos y Staphylococcus aureus, obteniéndose resultados satisfactorios al no existir
ninguna unidad formadora de colonia para ambos casos. Se atribuye dicho resultado al contenido
alcohodlico que poseen las tinturas, y a su vez a la responsable recoleccion, almacenamiento y
molienda de la materia prima. Sin embargo para asegurar la estabilidad de las tinturas para periodos

de tiempo prolongados es necesario realizar este control de manera mensual.
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Tabla 3-3: Resultados del analisis microbioldgico de las tinturas de Croton lechleri y Caesalpinia

spinosa.
TINTURA Aerobios mesofilos Staphylococcus aereus
Croton lechleri 100% Ausencia Ausencia
Caesalpinia spinosa 100% Ausencia Ausencia
Croton lechleri + Ausencia Ausencia
Caesalpinia spinosa 50:50
Croton lechleri + Ausencia Ausencia
Caesalpinia spinosa 70:30
Croton lechleri + Ausencia Ausencia
Caesalpinia spinosa 30:70

Elaborado por: (Chavez, 2016)

3.4. Cromatografia en capa fina (TLC)

3.4.1.  Compuestos fendlicos

Una vez que se concentrd la fraccion metandlica recolectada de la cromatografia en columna se
procedid a identificar los metabolitos secundarios utilizando cromatografia en capa fina. La fase
movil que se utilizé por mostrar una mejor resolucion para identificacion de compuestos fendlicos
tanto de Croton lechleri como Caesalpinia spinosa fue: Acetato de etilo, &cido acético, acido férmico,
agua (100:11:11:26). Se revel6 al UV corto a 254 nm.

Figura 1-3: Cromatografia en capa fina de Croton lechleri y Caesalpinia spinosa.

Elaborado por: (Chavez, 2016)
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Mediante Cromatografia en Capa Fina de la porcion fendlica de la tintura de Croton lechleri fueron
separados 2 compuestos con los siguientes Rf: 0,12 y 0,89. De la porcion fendlica de la tintura de
Caesalpinia spinosa se separaron 6 compuestos con los siguientes Rf: 0,21, 0,27, 0,49, 0,67, 0,83,
0,87.

Tabla 4-3: Posibles compuestos fendlicos identificados mediante TLC de Croton lechleri.

TINTURA Compuesto Rf POSIBLE
COMPUESTO
IDENTIFICADO
Croton lechleri 1 0,12 -
2 0,89 Acido caféico

Elaborado por: (Chavez, 2016)

Segun el Rf obtenido para la fraccién fendlica de Croton lechleri el posible compuesto identificado
es el acido caféico cuyo Rf es igual 0,89 el mismo que coincide con fuentes bibliograficas segun
Wagner & Bladt, 2001, en donde se establecen que el &cido caféico presenta un Rf de 0,9 ademas que
presentan al UV zonas fluorescentes de color azul. A pesar de que no se han realizado investigaciones
para la identificacion de compuestos fendlicos para Croton lechleri, Junior y colaboradores en el afio
2013 analizaron los componentes mayoritarios mediante HPLC de la especie Croton campestris y
reveld la presencia de los siguientes compuestos fendlicos: acido cafeico y acido clorogénico y los

siguientes flavonoides: quercetina, rutina, isoquercetina y kaempferol. (Janior, et al., 2014, pp. 469-477)

Tabla 5-3: Posibles compuestos fendlicos identificados mediante TLC de Caesalpinia spinosa.

TINTURA Compuesto Rf POSIBLE
COMPUESTO
IDENTIFICADO

Caesalpinia spinosa 3 0,21 -
4 0,27 -
5 0,49 Acido clorogénico
6 0,67 -
7 0,83 Acido isoclorogénico
8 0.87 Acido caféico

Elaborado por: (Chavez, 2016)

Segun los Rf obtenidos para la fraccion fendlica de Caesalpinia spinosa los posibles compuestos
identificados son: acido caféico, acido isoclorogénico, acido clorogénico, cuyos Rf son 0,87; 0,83 y

0,49 los mismos que coinciden con fuentes bibliograficas segiin Wagner & Bladt, 2001, en donde se

55



establecen que los Rf para los &cidos fendlicos identificados son: 0,9; 0,8 y 0,5 respectivamente. A
pesar que no existe bibliografia acerca de los &cidos fendlicos identificados para la especie

Caesalpinia spinosa.

Koteswara y colaboradores, en el afio 2005 identificaron 5 flavonoides de la especie Caesalpinia
pulcherrima, y evaluaron la actividad antiinflamatoria de estos compuestos. Los flavonoides
identificados son: 5,7-dimetoxiflavanona; 5,7-dimetoxi-3,4-metildioxiflavanona; Isobonducellin; 2

hidroxi-2, 3, 4,6-tetrametoxichalcona y bonducellin. (Koteswara et al., 2005, pp. 249-253)

3.4.2.  Compuestos alcaloideos

Se realizd TLC de alcaloides para Croton lechleri la fase movil que tuvo mejor resolucion para su
identificacion fue: Diclorometano, Metanol, NH4OH (8:2:0.1). Se revelo con: Dragrendroff y NaNO;
al 10% y al UV cercano a 254nm.

Figura 2-3: Cromatografia en capa fina de la fraccion alcaloidea de Croton lechleri

Elaborado por: (Chavez, 2016)

Mediante Cromatografia en Capa Fina de la porcion alcaloidea de la tintura de Croton lechleri se
separ6 un compuesto con un Rf de 0,49 de acuerdo con datos bibliograficos corresponderia al

alcaloide taspina como lo menciona Arbildo y colaboradores en su trabajo de tesis titulado
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"RENDIMIENTO DE TASPINA AISLADA DE 2 MUESTRAS DE Croton lechleri (SANGRE DE
GRADO) DE LAS CUENCAS DEL BAJO NANAY Y ALTO NAPO RESPECTIVAMENTE”,
quienes aseguran que el Rf correspondiente a Taspina es de 0,5 puesto que realizo el anlisis para las
2 muestras y obtuvo el mismo Rf de la solucion de taspina purificada. (Arbildo et al., 2014, pp. 81-82).

3.5. Cuantificacion de Fenoles Método de Folin - Ciocalteau

Para la cuantificacion de fenoles totales de las tinturas se elaboré una curva de calibracion de una
solucion estandar de &cido galico, obteniendo una ecuacion de la recta de: y=0,0008x + 0,0957 y un
coeficiente de correlacion R? =0,9966.

Se realizaron diluciones de las tinturas con la finalidad de que las absorbancias obtenidas se
encontrasen dentro de la curva de calibracion. Las interpolaciones en la curva de calibracion para las
diluciones se encuentran representadas en el ANEXO P. En la Tabla 6-3 se muestran los resultados

expresados en mg equivalentes de acido galico por ml de tintura, por 100 g de planta y en porcentaje.

Tabla 6-3: Resultados de la cuantificacion de fenoles mediante el método de Folin-Cicalteau.

TINTURAS mg equivalentes | mg equivalentes Porcentaje
de &cido de 4cido
galico/ml de galico/100 g
tintura planta
1 Croton lechleri 100% 9,621 + 0,072 4810,417 + 4,810 £ 0,036
36,084
2 | Caesalpinia spinosa 100% 9,079 £ 0,072 4539,583 + 4,539 + 0,036
36,084
3 Croton lechleri + 6,204 + 0,072 3102,083 + 3,102 + 0,036
Caesalpinia spinosa 50:50 36,084
4 Croton lechleri + 6,079 + 0,260 3039,583 + 3,039 £ 0,130
Caesalpinia spinosa 70:30 130,104
5 Croton lechleri + 3,454 £ 0,072 1727,083 + 1,727 £ 0,036
Caesalpinia spinosa 30:70 36,084

Elaborado por: (Chavez, 2016)

El contenido de fenoles totales de cada una de las tinturas analizadas varia en un rango de 1,727 a
4,810%, como se observa en la Tabla 6-3 el porcentaje mas alto corresponde a la tintura madre de

Croton lechleri con un porcentaje de 4,810%. Sin embargo, las tinturas 2, 3 y 4 correspondientes a la
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tintura madre de Caesalpinia spinosa y a 2 mezclas respectivamente, presentan un rango de 4,539 a
3,039% sin mayor variacion. No obstante la tintura 5 correspondiente a la mezcla de Croton lechleri
y Caesalpinia spinosa (30:70) presentd la menor concentracion de fenoles con un porcentaje de
1,727%, lo que lleva a la conclusion que el contenido de Croton lechleri en la tintura determina una

mayor concentracion de fenoles totales.

Lopes y colaboradores en el afio 2014, realizaron una investigacion acerca de la actividad antioxidante
y mutagénica del latex de Croton lechleri en sistemas biolégicos, en la que se indica que el contenido
de componentes polifendlicos representa el 90% del peso seco del latex, incluido proantocianidinas,
catequinas, epicatequinas galocatequinas y epigalocatequinas, lo cual corrobora que la tintura de
Croton lechleri posea un mayor contenido de compuestos fendlicos sobre las demads tinturas
analizadas. (Lope et al., 2014, pp. 437-435)

Chambi y colaboradores en el afio 2013, indican que el contenido de fenoles totales en las vainas de
la Caesalpinia spinosa corresponde a 55,1 gramos EAG/ 100 gramos de planta, correspondiente a:
galotaninos y acido gélico, los cuales representan el 95% del total de compuestos fendlicos presentes
en las vainas de guarango y que el 5% restante puede corresponder a elagitaninos. En la tintura madre
de Caesalpinia spinosa se cuantificaron 9,079 mg GAE/ml de tintura equivalente a 4,539 g GAE/100
gramos de planta, esta variacion en contenido se atribuye a la técnica de extraccion de metabolitos
secundarios ya que al tratarse de una tintura el contenido de alcohol no debe superar los 40 °C y por

esta razon la extraccion de los componentes activos del vegetal es menor. (Chambi et al., 2013, pp. 168-
175)

3.6. Cuantificacion de flavonoides totales

Para la cuantificacion de flavonoides totales de las diferentes tinturas se elaboré una curva de
calibracion de una solucion estandar de quercetina, obteniendo una ecuacién de la recta de: y=0,001x

+0,0015 y un coeficiente de correlacion R? =0,9948.

Se realizaron diluciones de las tinturas con la finalidad de que las absorbancias obtenidas se
encontrasen dentro de los limites de la curva de calibracion. Las interpolaciones en la curva de
calibracion para las diluciones se encuentran representadas en el ANEXO Q. En la Tabla 7-3 se
muestran los resultados expresados en mg equivalentes de guercetina por ml de tintura, por 100 g de

planta y en porcentaje.
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Tabla 7-3: Resultados de la cuantificacion de flavonoides Totales.

Tinturas mg equivalentes mg equivalentes Porcentaje
de quercetina/ml | de quercetina/100
de tintura g planta
1 Croton lechleri 100% 10,350 + 0,750 | 5175,000 +375,000 5,750 £ 0,375
2 | Caesalpinia spinosa 100% 9,100 + 0,500 | 4550,000 +250,000 4,550 + 0,250
3 Croton lechleri + 3,050 £ 0,000 | 1525,000 + 0,000 1,525 + 0,000
Caesalpinia spinosa 50:50
4 Croton lechleri + 3,350 £ 0,000 | 1675,000 + 0,000 1,675 + 0,000
Caesalpinia spinosa 70:30
5 Croton lechleri + 5,450 £ 0,000 | 2725,000 + 0,000 2,725 + 0,000
Caesalpinia spinosa 30:70

Elaborado por: (Chavez, 2016)

En lo que concierne a la cuantificacion de flavonoides totales de las tinturas analizadas, la tintura
madre de Croton lechleri presenta mayor cantidad de flavonoides con una concentracion de 10,35 mg
equivalentes de quercetina/ ml de tintura y 5,175 g equivalentes de quercetina / 100 gramos de planta.
Seguido en orden descendente por la tintura de Caesalpinia spinosa y las mezclas 5, 4 y 3

respectivamente.

No existen referencias bibliogréficas acerca de la cuantificacion de flavonoides totales de Croton
lechleri sin embargo, Janior y Colaboradores, en el afio 2014, cuantificaron flavonoides mediante
HPLC de la especie Croton campestris utilizando como estandares acidos fendlicos entre los que se
mencionan: &cido cafeico y acido clorogénico y como flavonoides: quercetina, rutina, isogquercetina
y kaempferol. En esta investigacion se obtuvo como resultado de la cuantificacién de cada uno de los
flavonoides analizados una concentracion total de 99,48 mg/g de latex y un porcentaje de 9,92 %,
esta concentracion nos lleva a la conclusion de que la especie Croton lechleri al presentar el 5,750 %

posee un menor contenido de flavonoides que Croton campestris. (Junior et al., 2014, pp. 469-477)

En lo que concierne a la cuantificacion de flavonoides para Caesalpinia spinosa no se existe
bibliografia referente a dicha especie, no obstante Koteswara y colaboradores en el afio 2005
cuantificaron 5 flavonoides presentes en Caesalpinia pulcherrima cuyos resultados fueron

relativamente bajos con una concentracion de 0,02% de los flavonoides analizados, lo que nos lleva
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a la conclusion que la especie de esta investigacion supera la concentracién de Caesalpinia

pulcherrima. (Koteswara et al., 2005, pp. 249-253).

3.7. Capacidad Captadora de Radicales libres

La capacidad antioxidante para cada una de las tinturas de Croton lechleri y Caesalpinia spinosa se
determiné mediante el método del DPPH* puesto que posee ciertas ventajas sobre los otros métodos
como ABTS Y DMPD al ser este reproducible, facil de realizar, no emplea mucho tiempo y su costo
no es elevado.

Para medir la capacidad captadora de radicales libres en primera instancia se debe determinar la
cinética de reaccion de cada una de las tinturas analizadas. Los resultados se expresaron como

capacidad inhibitoria media.

En la tabla 7-3 se muestran las concentraciones inhibitorias medias para cada tintura, ademas de los

limites superior e inferior donde flucttan los resultados.

Tabla 8-3: Resultados de la capacidad captadora de radicales libres expresada como concentracién

inhibitoria media y los limites superior e inferior.

TINTURAS Concentracion Rango
inhibitoria media Limite Limite
(ng/mL) inferior superior
pg/mL pg/mL
Estandar de acido galico 34,4003 20,0578 59,4612
1 Croton lechleri 100% 267,4044 190,9413 377,4124
2 Caesalpinia spinosa 100% 120,0073 101,5076 142,2358
3 Croton lechleri + Caesalpinia 172,7431 150,7246 198,0977
spinosa 50:50
4 Croton lechleri + Caesalpinia 140,7189 110,4726 179,4025
spinosa 70:30
5 Croton lechleri + Caesalpinia 113,1744 89,1722 143,9595
spinosa 30:70

Elaborado por: (Chavez, 2016)

Se evalud la actividad antioxidante a través del calculo de la concentracion inhibitoria media (CIM)
que es definida como la cantidad de antioxidante necesaria para disminuir la concentracion inicial de
DPPH* al 50%.
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La capacidad antioxidante depende de la estructura de los compuestos analizados puesto que mientras
mas grupos hidroxilos presenten los &cidos fenolicos y flavonoides, mejor serd su capacidad
antioxidante, por ello los monofenoles presentan una menor capacidad antioxidante que los
polifenoles. (Shahidi, 1997). El &cido gélico posee en su estructura 3 grupos hidroxilos, lo que implica
una concentracion inhibitoria media baja y por ende una mejor capacidad antioxidante en

comparacion de otros acidos fendlicos.

En esta investigacion, se obtuvo que la tintura 5 correspondiente a: Croton lechleri + Caesalpinia
spinosa 30:70 presentd una mejor CIM que fue de 113,1744 ya que mientras mas bajo es la CIM
mejor capacidad antioxidante posee la droga analizada. Asi, el &cido galico utilizado en este ensayo

como estandar de referencia present6 una CIM de 34,4003.

Chambi y colaboradores, en el afio 2013 evaluaron la capacidad antioxidante del extracto hidrolizado
de Caesalpinia spinosa, donde obtuvieron &cido galico y 4cido elagico como resultado de hidrélisis
de galotaninos y elagitaninanos, de los compuestos hidrolizados evaluaron la actividad antioxidante
mediante los siguientes métodos: [2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)] (ABTS),
Potencial total reactivo antioxidante (TRAP) y Capacidad de Absorcion de Radicales de Oxigeno
(ORAC). Obtuvieron resultados muy satisfactorios, con una CIM de 25,6 pg/mL incluso similar a la
CIM del &cido galico por si solo, que fue de 25,5 pg/mL. (Chambi et al., 2013, pp. 168-175).

En lo que concierne la especie Croton lechleri Lopes y colaboradores en el aiio 2004, evaluaron la
actividad antioxidante de esta especie a través del método TRAP, basado en quimioluminiscencia,
obteniendo como resultado el indice de TRAP 935.4 + 141 uM, medidos como equivalentes de Trolox
(6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid). Estos resultados indican que la droga
analizada contiene una alta concentracién de compuestos con actividad antioxidante en comparacion

con Trolox. (Lopes et al., 1997, pp. 103-108)

En esta investigacién se comprobd que la especie Caesalpinia spinosa posee una actividad
antioxidante superior a la especie Croton lechleri, sin embargo la combinacion de ambas drogas
ofrecen resultados mas satisfactorios. Se debe tomar en cuenta que al evaluar la droga Unicamente en
tintura con alcohol etilico de 40° la extraccion de los componentes con capacidad antioxidante es

menor frente a un extracto etandlico de mayor concentracion de alcohol.
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3.8. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria “in vivo”.

El ensayo consistié en la medicion del edema plantar durante 6 horas, de manera que una vez
finalizado se procedié a calcular el volumen del edema en cada intervalo de tiempo utilizando la

férmula que se muestra a continuacion:

_ 2 iz
V=mnXr“xh Ecuacion: 4
Donde:

V = volumen

= 3,1416
r = radio
h = altura

Después se calcula la eficacia antiinflmatoria para lo que se utiliz6 la siguiente formula.

B V .,
—— Ecuacion: 5
EA = (5-va) - Vo) x 100

Bo
Donde:

EA = Eficacia antiinflamatoria

B

5o = Es el incremento del volumen del blanco debido a la inflamacién, con respecto al volumen

inicial (Bo) del mismo

vV
Vo Es el incremento estandarizado de volumen inflamado, pero tratado con un agente

antiinflamatorio

Entendiéndose como eficacia antiinflamatoria a la disminucién porcentual del volumen causado por

la inflamacidn, para cada momento de observacion experimento. (Poma et al., 2011, 29-33)
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Tabla 9-3: Resultados de la evaluacion de la actividad antiinflamatoria expresada en eficacia

inflamatoria para cada tintura y el control positivo.

EFICACIA ANTIINFLMATORIA %
Tiempo | Diclofenaco | Croton | Caesalpinia Croton Croton Croton
(horas) sodico lechleri spinosa lechleri + lechleri + lechleri +

50mg 100% 100% Caesalpinia | Caesalpinia | Caesalpinia

spinosa spinosa spinosa

50:50 70:30 30:70

0 0.000 2.253 0.000 0.000 0.000 8.837
1 3.191 16.809 15.886 7.570 10.825 14.120
2 11.521 24.124 13.678 10.395 24.958 27.915
3 33.632 47.604 33.873 32.600 31.648 38.785
4 32.434 45.160 37.121 22.091 28.338 35.739
5 52.377 48.754 42.174 30.985 39.995 43.091
6 47.722 43.331 53.421 24.796 30.778 40.652

Elaborado por: (Chavez, 2016)

Mediante el programa estadistico SPSS se aplicé el Test ANOVA de un factor, para verificar si existe
diferencia entre los tratamientos, obteniéndose un valor p de 0,676, el mismo que es mayor 0,05 (nivel
de significancia) por tanto se acepta la hipétesis nula (Ho: pp=pl=p2=p3= pd= p5), concluyendo
que no hay diferencia significativa entre los tratamientos con relacion a la eficacia antiinflamatoria.
La tabla ANOVA de un factor para el tratamiento se muestra en el ANEXO R.

En lo que respecta al intervalo de tiempo comprendido de 0 a 6 horas, de la misma manera se aplico
el test ANOVA de un factor, en donde se obtuvo un valor p de 0,00 el mismo que es menor a 0,05
por tanto se rechaza la hip6tesis nula y se concluye que los tiempos con relacion a la eficacia
antiinflamatoria son significativamente diferentes para lo que se aplica el test de TukeyB para
determinar de qué manera influye el tiempo con relacion a la eficacia antiinflamatoria. La tabla

ANOVA de un factor para el tiempo se muestra en el ANEXO S.

El test de TukeyB, indica que existen 3 grupos homogéneos en lo que al tiempo respecta. El primero
grupo corresponde el tiempo comprendido entre 0 — 1 hora correspondiente a la etapa de induccion
de la inflamacion en donde la eficacia antiinflamatoria es nula, el segundo grupo comprende 1 — 2
horas donde la inflamacién alcanza su méxima expresion, en donde la eficacia antiinflamatoria es
baja y el tercer grupo en un lapso de tiempo de 3 a 6 horas correspondiente a la eficacia
antiinflamatoria final del ensayo. La Tabla de grupos homogéneos del Test TukeyB se muestra en el
ANEXOT.
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A pesar de que no existe diferencia significativa entre los tratamientos de tinturas, basandose en la
eficacia antiinflamatoria final se puede apreciar en la Tabla 7-4 que la tintura 2 que corresponde a la
tintura madre de Caesalpinia spinosa presentd una mayor eficacia con respecto a las demas tinturas
debido a sus componentes polifendlicos y su estrecha relacion con la actividad antioxidante in vitro
anteriormente evaluada en la que la tintura 5 cuya composicién mayoritaria de Caesalpinia spinosa

mostré una mejor actividad antioxidante. (Koteswara et al., 2005, pp. 249-255)

Sin embargo ninguna tintura analizada presenta una buena actividad antiinflamatoria puesto que
Poma y colaboradores establecen que para que una sustancia presente una eficacia antiinflmatoria

alta deben presentar un porcentaje de eficacia antiinflamatoria del 70%. (Poma, et al., 2011)

En lo que concierne a la especie Croton lechleri a pesar de que no existe bibliografia de la actividad
antiinflamatoria de esta especie otras especies han sido estudiadas como: Croton Urucurana cuya
composicién fitoquimica es similar a la especie lechleri, esta demostré actividad antiinflamatoria con
la inhibicion del edema plantar inducido con carragenina en ratones. (Woff, et al., 2015, pp. 1-23).

Croton celtidifolius fue analizado por Nardi y colaboradores en el afio 2003, en donde demostraron
la capacidad antiinflamatoria de esta especie en los extractos crudos, fraccion acuosa, acetato de etilo,
fraccion butanolica las mismas que contenian una mezcla de proantocianidinas, alcanzando una

reduccion del edema plantar en ratas para todos los extractos y subextractos. (Nardi et al., 2003, pp. 176-
184)
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CONCLUSIONES

e Con cromatografia en capa fina, se identificaron posibles acidos fendlicos: acido caféico,
acido clorogénico y acido isoclorogénico presentes en Caesalpinia spinosa y en Croton lechleri se
identificé anicamente &cido caféico y el alcaloide taspina.

e Por espectrofotometria UV se cuantific6 fenoles y flavonoides totales; siendo la tintura de Croton
lechleri, la que presenté mayor contenido para ambos metabolitos; 9,621 + 0,072 mg EAG/mL de
tintura'y 10,350 + 0,750 mg EQ/mL de tintura.

e Con el ensayo de la capacidad captadora de radicales libres por el método del DPPH* se determiné
que la CIM de las tinturas son altas en comparacion con la CIM del estandar de acido gélico por
ello la actividad antioxidante es baja.

e Con laevaluacién de la actividad antiinflamatoria in vivo se concluye que las tinturas presentaron
una baja eficacia antiinflamatoria por administracion intragastrica, los rangos de eficacia
antiinflamatoria de las tinturas fueron entre 25y 50% valores bajos en relacion al 70% en el que

se evidencia una buena eficacia antiinflamatoria
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RECOMENDACIONES

o Evaluar la actividad antiinflamatoria y antioxidante de extractos etanolicos de Croton lechleri y

Caesalpinia spinosa.

o Realizar estudios de toxicidad para cada una de las tinturas analizadas.

e Evaluar la actividad antiinflamatoria de una fraccién purificada de taspina de Croton lechleri.

e Analizar la actividad antioxidante del extracto hidrolizado de Caesalpinia spinosa rica en

polifenoles.
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ANEXOS

ANEXO A: Materia vegetal Caesalpinia spinosa y latex de Croton lechleri

ANEXO B: Maceracién y Sonicacion de las tinturas




ANEXO C: Elaboracidn de las 5 Tinturas a base de Caesalpinia spinosa y latex de Croton lechleri

ANEXO D: Anaélisis Organoléptico.

ANEXO E: Determinacion de la densidad relativa, solidos totales, determinacion del pH e indice

de refraccion.




ANEXO G: Analisis Microbiologico en cabina de flujo laminar.

ANEXO G: Cromatografia en columna para las fracciones etanélica de Croton lechleri y

Caesalpinia spinosa

ANEXO H: Cromatografia en Capa Fina para la fraccion metandlica de Croton lechleri 'y

Caesalpinia spinosa y la fraccion alcaloidea de Croton lechleri.




ANEXO I: Cuantificacion de fenoles totales mediante de espectrofotometria. Método Folin-

Ciocalteu

ANEXO J: Cuantificacion de flavonoides totales con cloruro férrico mediante de

espectrofotometria.

ANEXO K: Determinacion de la capacidad captadora de electrones por el método del DPPH*




ANEXO L: Materiales utilizados para la evaluacion de la actividad Antiinflamatoria

ANEXO M: Administracion intragastrica de las tinturas.




ANEXO N: Induccion del edema plantar con carragenina al 1%

ANEXO P: Curva de calibracion para &cido galico usada en la cuantificacion de fenoles.

CURVA DE CALIBRACION DE
ACIDO GALICO

@ Curva de calibracion B Tintural
A Tintura2 Tintura 3
X Tintura 4 ® Tintura5
y = 0,0008x + 0,0957
Lineal (Curva de calibracion ) R?=0,9966
0,2
<
O 0,15
=
=
2 01
2
om 0,05
<
0
0 20 40 60 80 100 120

CONCENTRACION (PPM)



ANEXO Q: Curva de calibracion para quercetina usada en la cuantificacion de flavonoides.

CURVA DE CALIBRACION PARA
QUERCETINA. CUANTIFICACION
FLAVONOIDES TOTALES

@ Curva de calibraciéon Tintura 1 y =0,001x + 0,0015
Tintura 2 Tintura 3 R?=0,9948
X Tintura 4 ® Tintura5
0,12
0,1
<
£ 0,08
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2
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0
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CONCENTRACION DE QUERCETINA PPM

ANEXO R: Tabla del TEST ANOVA de un factor para los tratamientos aplicados.

ANOVA
eficacia
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 873,722 5 174,744 ,633 ,676
Dentro de grupos 9937,732 36 276,048
Total 10811,453 41
ANEXO S: Tabla del TEST ANOVA de un factor para los tiempos del ensayo.
ANOVA
Eficacia
Suma de Media
cuadrados gl cuadrtica F Sig.
Entre grupos 8973,658 6 1495,610 28,483 ,000
Dentro de grupos 1837,795 35 52,508




Total 10811,453 41

ANEXO T: Tabla de subconjuntos homogéneos del test de TukeyB para el tiempo

Subconjuntos homogéneos

Eficacia antiinflamatoria

Tukey B?
Subconjunto para alfa = 0.05

Tiempo N 1 2 3
0 6| 1,84833
1 6| 11,40017| 11,40017
2 6 18,76517
4 6 33,48050
3 6 36,35700
6 6 40,11667
5 6 42,89600

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

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica =
6,000.

ANEXO U: Evaluacion de la eficacia antiinflamatoria con respecto al tiempo de ensayo
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