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RESUMEN

Se determind la actividad antiinflamatoria del extracto etandlico de Salvia quitensis mediante
inhibicion de edema plantar inducido por carragenina en ratas (Rattus norvegicus). El extracto de
S. quitensis fue obtenido mediante maceracion con alcohol al 96%, filtracion y concentracion del
extracto, eliminando en su totalidad el solvente utilizado. Se realizo el control de calidad tanto de
la droga cruda como del extracto etandlico. El contenido de flavonoides y fenoles totales se lo
realizo a través de técnicas espectrofotométricas. La evaluacion de la capacidad captadora de
radicales libres se baso en el método propuesto por Brand-Williams. La inflamacidn fue inducida
por inyeccion de carragenina al 1% bajo la aponeurosis plantar de la pata posterior derecha de la
rata, se utilizaron 24 ratas para este experimento las mismas que fueron elegidas al azar y divididas
en 6 grupos. Se empleé como control positivo (Diclofenaco sodico), como extracto de referencia
(Eupatorium glutinosum), extracto de S. quitensis a concentracion de 25mg/Kg, 100mg/Kg y
300mg/Kg. La administracion de los tratamientos fue por via oral 30 minutos antes de la
induccidn del edema. Se midi6 el volumen del area de la pata con la ayuda del programa ImageJ.
Se obtuvo el porcentaje de inflamacion mediante el programa Microsoft Office Excel 2013, para
el analisis estadistico se aplico el test de ANOVA de un factor y TukeyB. Todos los tratamientos
de una u otra manera presentaron una actividad antiinflamatoria ya que los porcentajes obtenidos
se encontraron por debajo del valor del control negativo. El extracto etanélico blando de
S.quitensis a una concentracion de 100 mg/Kg mostro tener una gran actividad antiinflamatoria
al presentar tan solo un porcentaje de inflamacion del 49.5%, cuyo valor es muy cercano al control
positivo y extracto de referencia en relacion con las otras dosis administradas de 25 mg/Kg y 300
mg/Kg cuyos porcentajes fueron superior a este valor. Se recomienda realizar un estudio

toxicoldgico del extracto etandlico de S. quitensis como complemento de la investigacion.

Palabras clave: <TECNOLOGIA CIENCIAS MEDICAS>, <BIOQUIMICA>,
<FARMACOLOGIA> <EXTRACTO ETANOLICO>, <FLAVONOIDES TOTALES>,
<FENOLES  TOTALES>,  <ACTIVIDAD  ANTIOXIDANTE>,  <ACTIVIDAD
ANTIINFLAMATORIA>, <RATAS (Rattus norvegicus)>.
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SUMMARY

The anti-inflammatory activity from the ethanolic extract of Salvia quitensis was determined by
inhibition of plantar edema induced with carrageenan in rats (Rattus norvegicus. The Salvia
quitensis extract was obtained by maceration with 96% alcohol, and its filtration and
concentration, too. With that the solvent used was removed entirely. Quality control on both the
drug and the ethanolic extract was performed. The flavonoid content and total phenolic were
carried out through spectrophotometric techniques. The evaluation of free radical capacity was
based on the method proposed by Brand-Williams. The inflammation was induced by carrageenan
injection of 1% under the plantar aponeurosis of the right back leg of the rat. Twenty four rats
were used for developing this experiment. The same were chosen at random and divided into 6
groups. Diclofenac Sodium, was applied as positive control, Eupatorium glutinosum as reference
extract and Salvia quitensis with 25 mg/kg, 100 mg/kg and 300 mg/kg. The treatments were
administrated 30 minutes before induction of edema through via oral. The volume was measured
in the leg of the rat with the ImageJ program. The percentage of inflammation was obtained with
Microsoft Office Excel 2013. For the statistical analysis, the ANOVA test and TukeyB were
applied. All treatments in some way had anti-inflammatory activity because the percentages
obtained were below the value of the negative control. The soft ethanolic extract of S. quitensis
at a concentration of 100 mg/kg showed a great antiinflammatory activity with 49.5%,
inflammatory percentage. This value is very closer toward positive control and the reference
extract regarding the other dosages 25 mg/kg and 300 mg/kg whose percentages were higher. It
is recommended to develop a toxicological study from the ethanolic extract of S. quitensis for

completing this the research study.

Keywords: <MEDICAL SCIENCE TECHNOLOGY>, <BIOCHEMISTRY>,
<PHARMACOLOGICAL> <ETHANOLIC EXTRACT>, <TOTAL FLAVONOIDS>,
<TOTAL PHENOLS> <ANTIOXIDANT ACTIVITY>, <ANTI-INFLAMMATORY
ACTIVITY>, <RATS (Rattus norvegicus)>.
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INTRODUCCION

Los medicamentos antiinflamatorios no esteroides AINES, constituyen un grupo farmacoldgico
de amplia utilizacién, estos farmacos recetados son frecuentemente por los médicos y
traumatologos para tratar dolores musculares, esqueléticos, articulares o de algun proceso
inflamatorio. Aproximadamente unos 30 millones de personas, entre ellas un 25% mayores de
40 afios, toman a diario estos farmacos. Se estima que cada afio por cada 1000 personas que
toman un medicamento antiinflamatorio, se generan 13 complicaciones digestivas graves, entre
ellas tenemos: Ulceras, hemorragias digestivas altas, y sangrados en general, que incluso
pueden generar la muerte del paciente.

Por lo general, estos farmacos son bien tolerados, pero pueden provocar diferentes efectos
adversos con uso excesivo por parte de pacientes sin el menor conocimiento de coémo estos

farmacos pueden actuar dentro del organismo. (Batlouni, 2009:pp. 538-546)

Dentro de estos medicamentos los mas utilizados a nivel mundial se encuentran la aspirina
(Acido acetil salicilico), ibuprofeno, naproxeno, diclofenaco, paracetamol, indometaxina,
piroxicam y celecoxib, siendo el ibuprofeno el farmaco mas vendido sin receta médica en todas
las farmacias de la mayoria de paises. Una de las causas de que ocurra esta automedicacién de
las personas se debe a que solamente una pequefia cantidad de pacientes esta en la condicion de

acudir un centro médico para ser atendidos. (INFAC, 2012)

Debido a todos estos problemas ocasionados por los farmacos el farmacéutico se ve en la
necesidad de investigar, analizar y dar soluciones a diferentes tratamientos farmacolégicos
gue generen menos efectos secundarios en el paciente, siendo la utilizacion de plantas

medicinales la opcién més viable para reducir o minimizar dichos efectos.

La utilizacion de preparados a partir de plantas medicinales es una practica frecuente en nuestra
sociedad. Los extractos a base de plantas ademas de presentar un amplio rango terapéutico, tienen
menos efectos secundarios, presentan baja toxicidad y en general causan menos reacciones

adversas que los productos farmacéuticos, lo que los hacen mas seguros y tienen un menor costo

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que méas del 80% de la poblacion
mundial utiliza, rutinariamente, la medicina tradicional herbolaria, para satisfacer sus necesidades

de atencién primaria de salud, por lo cual ha orientado protocolos cientificos para el desarrollo de



fitofarmacos, siempre y cuando los ensayos farmacodinamicos y toxicoldgicos siempre antecedan

a la experimentacion clinica. (Buitron, 2013:pp. 20-22)

En Ecuador existen una gran variedad de plantas las cuales tienen propiedades curativas y se
estima que cerca del 70% de la poblacién en algin momento ha consumido plantas medicinales,
se observa que a medida que pasa el tiempo existe un notable incremento del consumo de plantas

en este pais.

Se investigd que existen plantas, las cuales presentan actividad antiinflamatoria, que contienen
flavonoides, terpenos, taninos y otros compuestos polifendlicos que son reconocidos como
sustancias antioxidantes, capaces de disminuir la hinchazon y favorecer la circulacién de la sangre

e irrigacién de los tejidos aliviando asi el dolor. (Bolt, 2012:pp. 1-149)

Desde tiempos remotos la familia Lamiaceae ha sido utilizada en el tratamiento de diferentes
enfermedades, incluidas aquellas relacionadas con el sistema nervioso central.
Consecuentemente, se han realizado exhaustivas investigaciones sobre los efectos farmacol6gicos
de varias especies de esta familia. Entre estas, las mas estudiadas pertenecen a los géneros

Origanum, Ocimum, Mentha, Salvia, Scutellaria, Plectranthus y Melissa. (Fernandez y Rivera, 2013:
pp. 385-679)

Salvia es el género de esta familia que ha sido mas empleado y estudiado por sus propiedades
sedativas, relajante muscular, hipnoticas, antinflamatorios, analgésicas, antiparquisonianas y en
el mejoramiento de la memoria. Entre las estructuras quimicas que pudieran ser responsables de
los efectos de la familia Lamiaceae sobre el sistema nervioso central estan los polifenoles

(principalmente flavonoides), los mono, di, y triterpenos. (Hernandez et al., 2012:pp 60-63)

En lo que concierne a la planta Salvia quitensis no se han realizado aun investigaciones sobre la
actividad antiinflamatoria, pero segln un estudio realizado por Alejandra Lopez en el 2015, al ser
una planta endémica de nuestro pais es utilizada tradicionalmente para tratar diversas afecciones
tales como la tos, dolor de garganta y pulmones, debido a los diferentes compuestos terapéuticos
gue esta especie posee, sin embargo existen diversos estudios e investigaciones de otras especies
como es el caso del genero Salvia officinalis L. , que es una de las especies mas representativas
de la familia Lamiaceae y sobre todo la especie mas estudiadas e investigadas a nivel mundial,

cuya actividad antiinflamatoria ha sido demostrada. (Lépez, 2016:pp 89-93)

Estudios realizados por Baricevid y colaboradores en el afio 2000, en animales de

experimentacion (ratones) han demostrado la actividad antiinflamatoria de Salvia officinalis L.,



parece ser que el efecto es debido a la presencia del acido ursélico y &cido oleandlico que son
compuestos triterpénicos. La aplicacion topica de los extractos cloroférmico y hexénico

inhibieron significativamente el edema inducido por aceite de Croton en la oreja de los ratones.
(Baricevic et al., 2001:pp 125-132)

Por otra parte Melgarejo R y colaboradores en el 2011 también demostraron la actividad
antiinflamatoria de Salvia officinalis L al realizar una investigacion de la efectividad del uso
topico de Salvia officinalis en la disminucidon del indice gingival en sujetos con gingivitis. Esta
actividad se evalué mediante un estudio cuantitativo, ciego, experimental del tipo ensayo clinico
en 33 alumnos de odontologia de la Universidad del Desarrollo —Chile, los cuales fueron tratados
con un placebo y extracto de Salvia officinalis en dentifrico y colutorios, el cual logro disminuir
significativamente el indice gingival del grupo tratado. (Valenzuela et al., 2011:pp 110-113)

Los objetivos de la investigacion en Salvia quitensis son: Determinar la actividad antiinflamatoria
del extracto etandlico de Salvia quitensis mediante inhibicién de edema plantar inducido por
carragenina en ratas (Rattus norvegicus); Realizar el control de calidad del material vegetal y del
extracto etanolico obtenido a partir de las hojas de Salvia quitensis; Cuantificar el contenido de
flavonoides totales, fenoles totales y la capacidad captadora de radicales libres del extracto
etandlico de Salvia quitensis mediante técnicas espectrofotométricas; Elaborar una forma
farmacéutica adecuada en base a las propiedades fisicoguimicas de los componentes activos del

extracto etandlico de Salvia quitensis.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO

1.1 Actividad antiinflamatoria

1.1.1 Inflamacion

La inflamacion es una respuesta de defensa del sistema inmunolégico frente a una lesion o
infeccion a nivel del 6rgano o tejido afectado la cual puede ser causada por accion de factores
quimicos, fisicos, infecciones microbianas, tejido necrdtico y reacciones inmunitarias,
desencadenando asi una serie de signos y sintomas tales como: edema, dolor, tumefaccion, calor,

rubor, o en ciertas ocasiones la disminucion de la funcién del 6rgano o tejido afectado. (Villalba,
2014:pp. 2261-2265)

Como principal respuesta a la lesion o infeccion se produce un efecto inflamatorio cuyo objetivo
es librar al organismo del agente patdgeno que causa la infeccion, inactivar toxinas, reparar y
cicatrizar los tejidos lesionados, mediante la accion de diversas clases de glébulos blancos.
(Villalba, 2014:pp. 2261-2265)

La inflamacién también es considerada como una de las principales manifestaciones de muchas
enfermedades, ya que se trata de una respuesta especifica ocasionada por agentes inflamatorios.
Si no se trata adecuadamente el dafio causado por la inflamacion puede cambiar los tejidos y los
huesos al causar dolor y dificultad al realizar movimientos y afectar la forma de los mismos.
(Villalba, 2014:pp. 2261-2265)

1.1.2 Finalidad de la inflamacioén
Atenuar, destruir, mantener localizado al agente externo causante de la infeccion o lesion.

Iniciar una cadena de acontecimientos que ayuden a reparar o curar el tejido lesionado

Evitar la propagacion de la lesion de forma incontrolada. (Viadero et al., 2016:pp 27-33)



1.1.3 Componentes de la reaccion inflamatoria

Los macrofagos y especialmente los mastocitos son encargos de dar una repuesta rapida cuando
el 6rgano o tejido es atacado por cualquier agente patdgeno, estos mastocitos responden a los
neuropéptidos que son liberados por las terminaciones nerviosas dafiadas mediante la liberacion
de histamina, triptasa y otras proteasas. Consecutivamente también existe la participacion de otras
células tales como linfocitos, basofilos, neutréfilos, plaquetas, proteinas fibrilares, proteinas
estructurales y células endoteliales los cuales también producen mediadores quimicos. (Garcia,
2010:pp. 91-159)

1.1.4 Factores causales

Una inflamacion intervienen diferentes agentes causales entre los cuales cominmente son:
inductores, sensores, mediadores y efectores.

Los inductores pueden ser:

Enddgenos: Dentro de estas causas enddgenas se incluyen las mutaciones heredadas o adquiridas
en los genes, rotura 6sea, infarto tisular, mecanismos internos de apoptosis.

Exdgenos: Dentro de estas causas tenemos, agentes fisicos (quemaduras, traumatismo, heridas,
lesiones) agentes quimicos (corrosivos, mucosas por productos causticos, lesiones cutaneas),
cuerpos extrafios (astillas, suciedad, suturas) agentes biolégicos (virus, bacterias, parasitos,
toxinas microbianas), también puede deberse a reacciones de hipersensibilidad medidas por un
mecanismo inmunoldgico.

Sensores como: TLR4, IgE y Factor Hageman

Mediadores: aminas vasoactivas, bradiquinina, histamina, 6xido nitrico, citoquinas, eicosanoides,

prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos.

Efectores: Leucocitos, hepatocitos, lisomiocitos . (Pastrana y Garcia, 2013: pp. 245-324)
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Figura 1-1: Factores causales de la inflamacion
Fuente: (Juan Pastrana Delgado, 2013)

1.1.5 Manifestacion de la reaccion inflamatoria

Cornelio Celso describid que los principales signos que conforman una inflamacion son:
Dolor:; Es una de las manifestaciones mas comun de las lesiones inflamatorias, localizado en la
zona afectada, debido a la irritacion nerviosa provocado por los mediadores de la inflamacién y a

la comprension del liquido sobre las terminaciones nerviosas.

Rubor: Es el enrojecimiento de la zona inflamada provocada por la irritacion de los vasos y el

incremento del aporte de sangre lo que provoca la dilatacion vascular.

Tumefaccion o tumor: Es el aumento de volumen debido a una agregacion anormal de fluidos en
los espacios extravasculares, es decir debido al incremento de la vascularidad y a la acumulacién

de liquido en la zona afectada.

Fiebre o Calor: Aumento de la temperatura a nivel del tejido lesionado, debido al aumento del
suministro sanguineo, es la manifestacion mas comuan de la respuesta inflamatoria, esto se debe a
la liberacion de interleucinas que activan a las prostaglandinas que se van a dirigir a la region

hipotalamica provocando el aumento de temperatura.

Perdida de la funcionalidad: Es decir la limitacion de la funcion normal del tejido afectado. (Bordés
et al., 2010)



1.1.6 Tipos de inflamacién

1.1.6.1 Inflamacién aguda

La inflamacion aguda se caracteriza por dar una respuesta rapida ante un ataque del agente
agresor, mediante la liberacion de mediadores de defensa del huésped (leucocitos y proteinas
plasmaticas), aunque tiene una duracién corta esta presenta una respuesta vascular prominente
con signos inflamatorios muy marcados. Sus principales caracteristicas son la exudacion de

liquido, de proteinas y la migracion neutréfilos.

La inflamacion aguda presenta tres componentes principales los cuales son:

Alteracion del calibre vascular que aumenta el flujo sanguineo: EI aumento del flujo sanguineo
se produce como resultado del calor y enrojecimiento en la lesion, que son caracteristicos de la
inflamacion aguda. Ademas permite el aumento de la permeabilidad de las vasos sanguineos para
la liberacion del exudado en el intersticio, como también el aumento de la concentracion de

glébulos rojos incrementando la viscosidad sanguinea provocando asi que el flujo se mas lento.
(Robbins y Cotran, 2015: pp. 123-453)

Cambios estructurales en la microvasculatura que hacen que los leucocitos y las proteinas
plasmaticas abandonen la circulacién: Se produce la formacién del edema como resultado de la
salida de agua e iones desde los capilares conjuntamente con el aumento de la presion hidrostatica
intravascular hacia los tejidos extravasculares mediante la vasodilatacion arteriolar y el

incremento del riego sanguineo.

Migracion, activacion y acumulacion de leucocitos en el foco de la lesion: El proceso de
activacion de los leucocitos dan lugar a un aumento de Ca++ citosélico y la activacion de diversas
enzimas como proteincinasa C y fosfolipasa A2 las cuales nos van a dar diversas respuestas como
produccion de metabolitos de &cido araquidonico de los fosfolipidos, activacion del estallido

oxidativo y secrecion de citosinas que regulan la respuesta inflamatoria. (Garn et al., 2016.pp 47-55)
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Figura 2 -1: Desenlaces de la inflamacion aguda
Fuente: (Robbins, 2008)

El proceso de la inflamacion aguda puede verse alterada dependiendo de la intensidad de la lesion,
la localizacion de la misma y el tejido afectado. Pero generalmente la inflamacién aguda puede
tener alguna de los siguientes cuatro resultados:

Resolucion completa: Es decir con la restauracion del sitio de la lesién y con la regeneracion de
las células originales, todo este proceso implica la eliminacion y neutralizacion de los mediadores
quimicos de la inflamacidn, la vasodilataciéon y la permeabilidad vascular vuelve a ser normal,
consuntamente con la desaparicion del edemay residuos . (Duarte et al., 2011.pp 225-233)

Formacion de acceso: Esto ocurre especialmente en las lesiones o infecciones producidas por

microrganismo pidgenos. (Nogales, 2011:pp. 62-69)

Fibrosis: Esto se produce como resultado de la destruccién tisular, es decir cuando el tejido
lesionado no tiene la capacidad de regenerarse y cuando existe una exudacion abundante de
fibrina, cuando el exudado no es eliminado, esta crece convirtiéndose en tejido fibroso para

secuencialmente convertirse en pus y finalmente ser reemplazado por fibrosis.

Evolucion hacia una inflamacién cénica: Es la transicion de inflamacion aguda a cronica, esto
ocurre cuando no se encuentra una solucion o una respuesta sobre la inflamacion aguda debido a
resistencia y persistencia del agente nocivo presente en el tejido lesionado. (Robbins y Cotran, 2015:
pp. 123-453)



1.1.6.2 Inflamacion cronica

La inflamacion crdnica se caracteriza por ser una inflamacién mantenida, persistente y de
duracidn prolongada (semanas 0 meses) y esta mediada principalmente por la inmunidad tisular,
esta inflamacion activa genera simultdneamente destruccion tisular, intentos de curacion o

reparacion , dafio celular generando asi un proceso neoplasico. (Garcia, 2010:pp. 91-159)

Dentro de las causas de la inflamacion cronica se destacan:
Infeccion por microorganismos resistentes a la fagocitosis: Los cuales pueden ser de toxicidad
baja pero evocan una respuesta de hipersensibilidad retardada. Un ejemplo de ellos son los bacilos

de la tuberculosis, treponema pallidium y algunos hongos.

Exposicién prolongada de agentes potencialmente tdxicos: Presencia de cuerpos extrafios de

origen externo o de origen interno.

Enfermedades inmunoldgicas: Se produce cuando el organismo mediante reacciones inmunitarias

dafian de manera persistente los propios tejidos del individuo. Ej. Artritis reumatoide.

Otras como la arteriosclerosis: Caracterizado por la presencia de un proceso inflamatorio crénico

del endotelio vascular. (Pastrana y Garcia, 2013: pp. 245-324)

Caracteristicas de la inflamacién cronica
e Infiltracion por células mononucleares sobre todo por linfocitos, macréfagos y células

plasmaticas.

o Destruccion tisular provocada principalmente por células inflamatorias o por persistencia del
agente: Estas células inflamatorias liberan citosinas que generan la destruccion del propio

tejido.

¢ Intento de curacion del tejido dafiado mediante sustitucion por tejido conectivo, pasa a fibrosis

y finaliza con angiogénesis. (Tamames y Martinez, 2000: pp. 156-367)

En los casos en que la inflamacidn crénica tiene su origen en la transformacion de una inflamacion
aguda, se debe a la persistencia de neutrofilos durante meses en el dafio tisular. Son aquellos que
se pueden observar macroscopicamente como una supuracion en la lesién con signos

inflamatorios, asimismo presentan areas de cicatrizacion los cuales nos indica su larga evolucion.
(Tortosa y Crespo, 2012: pp. 114-208)



1.1.7 Mediadores de la inflamacién

Estos mediadores pueden andar libremente en el plasma o ser producidos localmente por células
presentes en el foco inflamatorio. La mayor parte de estos mediadores para ejercer su actividad
necesitan estar unidos a receptores especificos localizados en las dianas, por lo general un
mediador puede liberar otros mediadores existiendo asi un mecanismo de ampliacion. Estos
mediadores una vez g son activados presentan una vida muy corta y desaparecen facilmente o a

menudo son inactivados por enzimas. (Garcia, 2010:pp. 91-159)

La mayoria de los mediadores son potencialmente activos que pueden originar efectos nocivos.
(Garcia, 2010:pp. 91-159)
Existen dos tipos de mediadores:

e Mediadores derivados de las células

e Mediadores plasmaticos de la inflamacién
Los mediadores quimicos se originan del plasma o de las células, estos actian uniéndose a
receptores especificos, mientras que otros presentan actividad enzimatica, hasta el momento son

los siguientes:

Histamina: Este mediador se encuentra ampliamente distribuido por el organismo, es una amina
producida por células cebadas y basofilos obtenida por descarboxilacion, del aminoacido
histidina. Acttan principalmente sobre los receptores H1, H2, H3, produciendo asi vasodilatacion,

incremento de la permeabilidad, efectos inhibidores o reguladores de la inflamacién. (Bordés et al.,
2010)

Eicosanoides: Son acidos grasos poliinsaturados , compuestos por 20 atomos de carbono, que
incluyen las prostaglandinas, leucotrienos, lipoxinas, acido hidroxieicosatetranoico (HETE) y
epoxidos. La produccion de estos eicosanoides esta limitada a la liberacidn del araquidénico, una
vez formado este acido puede seguir dos vias metabolicas, la de la enzima ciclo-oxigenasa que
conduce la formacidén y produccion de prostaglandinas y tromboxanos y la via lipooxigenasa que

lleva a la formacion de los leucotrienos.

Una vez sintetizadas todas estas sustancias de caracter lipidico, se convierten en el segundo grupo

maés importante de los mediadores de la inflamacion.

Enzimas proteoliticas: La mas importante es la kininogenasa liberada por los mastocitos, estas

enzimas actuian sobre los kinindgenos provocando su ruptura y convirtiéndolos en moléculas mas
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pequefias denominadas kininas, las cuales son las responsables de la vasodilatacion y estimulan

las terminaciones nerviosas del dolor. (Bordés et al., 2010)

Factor activador de plaquetas (FAP): Este es un mediador bioactivo, presenta varias
propiedades tales como: activador de la agregacion de plaquetas e inicia los procesos de
coagulacién, aumenta la quimiotaxis, permeabilidad vascular y la vasodilatacion. (Bordés et al.,
2010)

Oxido nitrico: Es sintetizado por los macrdfagos, células endoteliales y grupos neuronales, es
un mediador pleiotropico de la inflamacion. Este acta de manera paracrina sobre células diana
de induccion del GMP provocando el inicio de una serie de reacciones intracelulares dando lugar

al aumento de la permeabilidad vascular, relajacion del musculo liso vascular y la vasodilatacion.
(Bordés et al., 2010)

Los mediadores plasmaticos de la inflamacion estan ejercen su actividad a partir de proteinas
plasméticas, las cuales pertenecen a tres sistemas interrelacionados como son: el sistema de

complemento, la coagulacion y las quininas.

El factor Hageman (Factor XII) para poder activar el sistema de coagulacién ya sea a través de la
fibrindlisis o de la quininas, necesita ser activado por superficies extrafias tales enzimas
proteoliticas o la membrana basal cargadas negativamente, permitiendo asi el aumento de la

permeabilidad vascular y la estimulacion de las terminaciones nerviosas del dolor. (Quishpi,
2012:pp. 20-28)

1.1.8 Fases de la inflamacién

Se dividen en 5 etapas:

1. Liberacion de mediadores: El cual consiste en la liberacion de moléculas a partir de los
mastocitos.

2. Efecto de los mediadores: Se produce un efecto quimiotacticos a nivel del tejido vascular
afectado favoreciendo asi la llegada de moléculas y células inmunes a dicha lesion.

3. Llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio: Estas células son provenientes
en su mayoria de la sangre.

4. Regulacion del efecto antiinflamatorio: Integra una serie de mecanismos inhibidores con la
finalidad de equilibrar el proceso.

5. Reparacion: Se le denomina cominmente angiogénesis la cual consiste en la reparacion total

o parcial del tejido dafiado gracias a la accion de los fibroblastos. (Cuenca et al., 2012:pp. 90-97)
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1.2 Antiinflamatorios

Son farmacos elaborados para lidiar la inflamacién y las diferentes enfermedades que conlleva
un proceso inflamatorio, tales como: reumatismo, fracturas, quemaduras, estomatitis, roturas y
lesiones urinarias, se debe tener mucho cuidado al momento de su administracién ya que puede
generar efectos colaterales, intoxicaciones y sobredosis si no es tomada de la manera adecuada.

Los antiinflamatorios se usan cominmente para tres cosas como: aliviar el dolor, reducir la
inflamacion y reducir la fiebre, gracias a que estos también presenten acciones analgésicas y

antipiréticas. (Muriel Le Bourgeois et al., 2016:pp.1-10)

1.2.1 Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

En la actualidad los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) constituyen uno de los grupos de
medicamentos mas prescriptos en todo el mundo, ya que estos presentan una gran variedad de
indicaciones y actividades terapéuticas. Los AINES son farmacos antiinflamatorios, analgésicos,
antipiréticos y, algunos, antiagregantes plaquetarios. En esta categoria existen muchos
compuestos que en general difieren mucho en sus caracteristicas quimicas pero a pesar de ello
comparten ciertas acciones terapéuticas y efectos secundarios. (Batlouni, 2009:pp. 538-546)

Este grupo de farmacos tiene como efecto primario inhibir la sintesis de prostaglandinas mediante
la inhibicion de la enzima ciclooxigenasa (Cox-1y 2). La aspirina es el prototipo del grupo y es
la droga con la cual distintos farmacos son comparados. Otra denominacién comun para este
grupo es drogas anticicloxigenasa debido a que inhiben a esta enzima que es la responsable de la

sintesis de prostaglandinas.

La vida media de los AINES se divide en tres grupos:

¢ Vida media corta: es menos de 6 horas, dentro de este grupo se encuentran el diclofenaco,
ibuprofeno, aspirina, indometacina, ketoprofeno.

¢ Vida media intermedia: entre 6 y 10 horas, tenemos el carprofeno, fenbufen y diflunisal

e Vida media larga: mas de 10 horas, tenemos el naproxeno, proroxicam, nabumetona y

sulindac
En lo que se refiere a los medicamentos AINES de liberacion sostenida, no se ha demostrado que

dicha formulacion generen alguna ventaja terapéutica, sin embargo la administracion de estos

farmacos es menos frecuente. (Salvatierra et al, 2013:pp. 13-20)
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Tabla 1-1: Clasificacion de los antiinflamatorios no esteroides segun su

selectividad por la ciclooxigenasa.

AINES

Clasificacion
No selectivos (Cox-1y 2) Selectivos (COX-2)
(Tradicionales, convencionales) = (COXIBEs)
Aspirina Rofecoxib
Acetaminofén Valdecoxib
Indometacina Parecoxib
Ibuprofeno Celecoxib
Naproxeno Etoricoxib
Sulindac Lumiracoxib
Diclofenaco
Piroxicam
Meloxicam
Cetoprofeno
B-Piroxicam

Fuente: (Batlouni, 2013)
Elaborado por: Priscila Rugel, 2017

1.2.2 Mecanismos de accién

Los AINES inhiben la actividad de la enzima ciclooxigenasa (COX) obteniendo como resultado
la disminucion de la formacién de prostaglandinas y tromboxanos los cuales son obtenidas a partir
del acido araquiddnico. La disminucion de estas prostaglandinas es el principal efecto terapéutico
de los AINES ya que estas son las responsables de la produccion de dolor, fiebre e inflamacion

del tejido afectado.

Mediado por la COX
@a-  Soporte renal y
funcién plaquetaria

b-  Proteccion de la
Acido araquidénico Prostaglandinas mucosa
gastroduedenal.
c-  Produccién de
- inflamacion y dolor

enlas
articulaciones

Inhibicién de los AINES

Figura 3 -1: Mecanismo de accion AINES
Fuente: (Robbins, 2008)

Los AINES inhiben de manera no selectiva la actividad enzimética de las isoformas de la
ciclooxigenasa, siendo estas COX-1 y COX-2, en la cual la primera isoforma COX-1 presenta
caracteristicas de enzima constitutiva cuya actividad esta relacionada con participacion de la
prostaglandinas y tromboxanos, mientras que la COX-2 presenta caracteristicas de enzima
inducible en determinadas células patoldgicas mediante la accion de las citoquinas las cuales se

encuentran en mayor cantidad en el tejido dafiado.
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Los AINES presentan mayor afinidad por la inhibicion de la COX-1 ya que esta isoforma esta

relacionada con la aparicion de los efectos secundarios a nivel del tejido lesionado. (Hall et al,
2014:pp. 4-20)

1.2.3 Reacciones adversas mas frecuentes

Gastrointestinales: Estas manifestaciones clinicas se presentan entre 5 al 10% dadas por:
dispepsia, nauseas, vomito, ardor epigastrico, flatulencia, dolor abdominal, hemorragia digestiva,
ulcera péptica. Por lo general la mayoria de estas manifestaciones clinicas son moderados y

reversibles.

Hipersensibilidad: Los AINES tienen la capacidad de presentar una serie de reacciones de
hipersensibilidad presentando las siguientes manifestaciones alérgicas tales como: asma

bronquial, rinitis, poliposis nasal, angioedema, urticaria, broncoconstriccion y shock anafiléctico.

Efectos a nivel del SNC: Se presentan diversas manifestaciones, tales como: dolor de cabeza,
depresién, nerviosismo, confusién, insomnio, pérdida auditiva, tinnitus, mareos. En pacientes de
edad avanzada ademas de estos sintomas pueden presentar un deterioro de la memoria e incluso

un déficit de atencion.

Cardiovascular: Por la presencia de un infarto agudo al miocardio, problemas vasculares

periféricos y arteriales.

Efectos hematol6gicos: Dentro de estas se encuentra la anemia, neutropenia, trombocitopenia,

eosinofilia y agranulocitos. (Jiménez et al, 2013:pp. 1-6)

Efecto a nivel pulmonar: Se presentan indicios de reacciones alérgicas o inmunes, tales como:

neumonitis, fibrosis pulmonar e infiltrado pulmonar.

Efecto renal: La principal manifestacion clinica asociada al consumo de AINES es la
nefrotoxicidad, dentro de esta se encuentra la nefritis, la falla renal, retencién del fluido y el

sindrome nefrético. (Arriagada et al, 2012:pp.309-317)

1.3 Diclofenaco sédico

El diclofenaco sodico es un farmaco antiinflamatorio no esteroideo (AINES) derivado del acido

fenilacético se lo utiliza como agente analgésico, antiinflamatorio, en la artritis reumatoide,
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enfermedades degenerativas de las articulaciones en el tratamiento del dolor resultante de un
intervencion menor, trauma y dismenorrea. Este farmaco tiene una eliminacion del organismo

relativamente corta vida media, por lo que se limita el potencial para la acumulacién del farmaco.

En numerosas investigaciones y ensayos clinicos se ha comprobado que la eficacia del
diclofenaco sddico es equivalente a la de muchos, nuevos y establecidos AINES, como es el caso
de comparacion con la aspirina ya que el diclofenaco sédico también puede ejercer un efecto

analgésico que tiene un inicio rapido de la accion con una larga duracion.

El diclofenaco sodico se encuentra disponible en distintas formas farmacéuticas, tales como

inyectables comprimidos, ampollas y en forma de supositorios.

Extensa experiencia clinica con diclofenaco permitié establecer claramente si perfil de
seguridad, es decir este farmaco es bien tolerado por el organismo a dosis adecuadas en
comparacion con otros AINES, por lo tanto el diclofenaco sédico puede ser considerado como

uno de los pocos AINES de primera eleccion al momento de tratar alguna afeccion dolorosa.
(Brogden et al, 2015:pp.24-48)

1.3.1 Efecto terapéutico

El diclofenaco sddico es utilizado en pacientes que presentan artritis reumatoide activa,
osteoartritis, espondilitis, en inflamaciones post-traumaticas y post-operatorias, mostrando
similar analgesia y eficacia antiinflamatoria a dosis terapéuticas habituales de otros AINES. Este
farmaco con respecto a la artritis reumatoide activa lo que va hacer es aliviar el dolor, a disminuir
la duracidn de la rigidez matutina, disminuir de la sensibilidad de la articulaciones y a disminuir

la circunferencia de la interfalangica proximal y de otra articulaciones afectadas. (Vieira et al.,
2016:pp 107-113)

Se ha realizado un gran nimero de comparaciones del efecto terapéutico del diclofenaco sédico
con otros farmacos, tales como: aspirina, carprofeno, naproxeno, piroxicam, ibuprofeno,
fenclofenaco, isoxicam, procuazona, ketoprofeno, 4&cido tiaprofenico, y sulindac, no

encontrandose asi diferencias significativas para algunos parametros de evaluacion. (Brogden et al,
2015:pp.24-48)

1.3.2 Mecanismo de accion

El mecanismo de accidn del diclofenaco sodico es igual a de los otros AINES, la cual consiste en

la inhibicion de las vias de las ciclooxigenasas (COX-1'Y COX-2) evitando asi la biosintesis de
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prostaglandinas las mismas que son las responsables del desarrollo de la inflamacion, fiebre y

dolor . (Mukhija y Kishore, 2016:pp. 1-11)

1.3.3 Posologia

Adultos

Casos leves: 75mg-100mg/Kg/dia 2-3 veces al dia
En dismenorrea primaria: 50-200mg/Kg/dia
Ancianos: 50mg/Kg/dia

Nifios: 0.5-3 mg/kg/dia 2 veces al dia, durante 2 dias

El diclofenaco no se recomienda para nifios menores de 18 meses de edad y solo cuando sea
necesario puede administrase en mujeres embarazadas o en periodo de lactancia al igual que en

pacientes que presenten enfermedades gastrointestinales. (Vademecum, 2015:pp.1-4)

1.3.4 Reacciones secundarias y adversas

Al igual que otros medicamentos AINES, el diclofenaco sédico ha sido tolerado por el organismo
en dosis adecuadas y moderadas. Una mala administracion de este farmaco ya sea por altas dosis
0 por interaccién con otros medicamentos. Los efectos secundarios por lo general aparecen en los
6 primeros meses del tratamiento y son mas frecuentes en personas adultas. Puede desencadenar

una serie de reacciones adversas en el organismo, estas pueden ser:

Problemas gastrointestinales: Estos son los efectos secundarios mas frecuentes del diclofenaco
sodico, estos problemas ocurre aproximadamente en el 10% de los pacientes. Entre ellos tenemos,

ulceraciones gastricas, dolor epigastrico, flatulencia, dispepsia.

e Anivel del SNC: Los sintomas mas comunes son, cefaleas, mareos, somnolencia

e Anivel de la piel: urticariay erupciones cutaneas

e Anivel del rifidn: Produce edemas, fallo renal, trastornos urinarios

e A nivel del higado: Produciendo aumento de las transaminasas séricas, hepatitis con o sin
ictericia.

e Complicaciones hematoldgicas graves: El paciente presenta trombocitopenia, leucopenia,
agranulocitosis y anemia.

e Sistema Cardiovascular: El paciente presenta dolor toréacico, presion arterial alta,

insuficiencia cardiaca. (Vademecum, 2015:pp.1-4)
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1.4 Biodiversidad en el Ecuador

Desde un punto de vista geogréfico el Ecuador es considerado como uno de los paises méas
pequefios, a pesar de su reducido territorio se caracterizado principalmente por su poblacion de
especies vegetales y animales, diversidad de zonas climaticas y su topologia.

El Ecuador es un pais muy privilegiado en términos de biodiversidad , en este lugar existe del 5-
10% de la biodiversidad del planeta, en la actualidad el 52% del territorio ecuatoriano presenta
cobertura vegetal natural, la cual genera una nueva vision de conservacion, tratamientos y sobre

todo el uso responsable que garantice el respeto de todas las areas naturales del pais.

Es impresionante la cantidad y la variedad de especies que se pueden encontrar en este pais,
existen dos grupos de especies en la que nuestro pais se destaca notablemente: en plantas tenemos

alrededor de un décimo y en aves tenemos alrededor de un quinto de especies de todo el planeta.

Tanto las especies vegetales como animales que habitan en las cuatro regiones de este territorio,
convierten a Ecuador en un pais heterogéneo donde es posible tener una vida privilegiada, ademas
de poseer costas tropicales, grandes cordilleras montafiosas, inmensas florestas selvéticas t

diversas corrientes marinas y calidas que han generado una gran diversidad de ambientes.

Probablemente la riqueza bioldgica del Ecuador se refleja en todo una gama de organismos, ya
gue el 10% de las plantas vasculares se encuentran en un area donde apenas representa el 2% de

la superficie total de la tierra.

Muchas de estas especies son endémicas de este pais, es decir no se las encuentra en ningun otro
pais mas. La conservacion de la biodiversidad tiene que ver con lo que la gente sabe y con qué
fines la utiliza para que no exista una explotacion de los recursos naturales del pais, ya que
lamentablemente el ser humano no es consciente del dafio que puede provocar a nuestro territorio
con el uso abusivo de nuestros recursos naturales.

El privilegio de tener este pais mego diverso obliga a todos los ecuatorianos a conservar con
responsabilidad la flora y fauna que son riquezas que no todos los paises pueden poseer.
Actualmente el gobierno ecuatoriano ha intentado incrementar el cuidado de diversas zonas de
gran importancia, sin embargo existen algunos grupos internacionales que han intentado entrar a
la fuerza a ciertos territorios biodiversos para obtener beneficios econémicos mediante la

explotacion de la tierra y generando grandes dafios.
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La explotacion excesiva de los recursos puede generar que el Ecuador con el pasar de los afios se
quede sin recursos naturales ocasionando la perdida de la biodiversidad biologica del mismo y

del planeta. (Ministerio del Ambiente, 2013)

1.3.1 Importancia

La biodiversidad y los ecosistemas son el soporte vital de la tierra, dependemos de ellos para
poder mantener la vida en nuestro planeta, ademéas otra ventaja de mantener intacta nuestros
recursos naturales es que nos brindan grandes beneficios para el desarrollo de la comunidad y del
pais, como lo son las diversas investigaciones y experimentos dedicados a la medicina a la
tecnologia y con ello mejorar la calidad de vida gracias al aporte de nuestro entono basado en

animales, plantas y minerales existentes en nuestro territorio.

La importancia de nuestro mundo natural se evidencia de miles de maneras como la presencia de
miles de organismos gue interactlan entres si “para contribuir con el balance del ecosistema global

y supervivencia del plantea, plantas y arboles que ayudan a minimizar el calentamiento global.
(Ministerio del Ambiente, 2013)

1.4 Fitoterapia

La fitoterapia es la ciencia que se encarga del estudio de la utilizacién de productos de origen
vegetal con una finalidad terapéutica, con el Gnico objetivo de prevenir, curar, minimizar o tratar
alguna patologia. La utilizacion de productos de origen vegetal con fines curativos ha variado a
lo largo del tiempo, actualmente existe una base cientifica que afirma y apoya la eficacia de

muchos productos fitoterapéuticos.

La fitoterapia engloba una gran cantidad de productos vegetales que presentan diferentes
propiedades terapéuticas, la utilizaciéon mas comdn de estos productos es en forma de soluciones
liquidas o en comprimidos elaborados en base a extractos de las plantas, ungientos, pomadas y
lociones, aunque estas plantas tradicionalmente en su mayoria han sido utilizadas a manera de

infusion de cualquiera de sus partes, especialmente sus hojas. (Cafiigueral et al, 2013:pp.265-278)

Las drogas vegetales son la base de aquellos medicamentos fitoterapéuticos y de los diferentes
productos que de ella se obtienen. La OMS describe que el termino droga vegetal no puede
confundirse con el de planta medicinal ya que, la planta medicinal es una planta que contiene en

uno 0 mas Organos sustancia que pueden ser utilizadas con una finalidad terapéutica, mientras
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que las drogas vegetales es la parte de la planta medicinal utilizada en terapéutica que contiene

metabolitos responsables de generar la accién farmacoldgica. (OMs, 2013)

La eficacia de los preparados fitoterapéuticos solo se lo consigue con el uso adecuado de los
mismos, estos deben ser de calidad, seguros y confiables. Estos productos deben ser poco potentes
0 de potencia intermedia, con un bajo porcentaje de efectos secundarios.

La aplicacion de la fitoterapia es innumerable en la mayoria de los paises a nivel mundial, sin
embargo esto se reduce principalmente a la aplicacion de diversas afecciones tales como:

¢ Alivio de sintomas concretos: tos, dolor reumatico, picores, astenia.

e Trastornos no graves: cefaleas, trastornos estomacales, menstruales, dermatitis.

e Trastornos cronicos: ansiedad, depresion, diabetes, asma, hipertension, alergias, artritis.
(Canigueral et al, 2013:pp.265-278)

Se han realizado algunas investigaciones sobre la actividad terapéutica de algunas plantas
medicinales como por ejemplo estudios realizados sobre la actividad antiinflamatoria de

Eupatorium glutinosum entre ella tenemos:

Una investigacion realizada por Miranda Nufiez y Mirian Rocio que consistia en la evaluacion de
la actividad antiinflamatoria del extracto alcohélico de Piper elongatum (Matico) en animales de
experimentacion (cobayos) comparado con un farmaco de referencia (indometacina), los
resultados determinaron que este extracto alcohdlico de P. elongatum presenta una moderada
actividad antiinflamatoria frente a la indometacina ambos administrados por via oral con un
porcentaje de inhibicion de inflamacion de 56,7%, cercano al porcentaje de inhibicién del farmaco

de referencia que fue de76.8%. (Miranda, 2010:pp. 50-54)

1.5 Familia Lamiaceae

La familia Lamiaceae comprende alrededor de unos 210 géneros, entre las cuales podemos
destacar las salvias, albahacas, oréganos y mentas. Esta familia también es conocida
botanicamente con el nombre de Labiatae o Labiadas, estas son un grupo de plantas constituidas
principalmente por arbustos o hierbas que presentan un tallo de forma cuadrangular y hojas
decusadas, las flores presentan un caliz con 5 pétalos y una corola que tiene los pétalos unidos,
los estambres son piezas florales masculinas y siempre son menos de 5 o raramente son 2, también
presenta dos carpelos que son aquellos que contienen el ovulo. La planta puede crecer hasta un
metro de altura sobres suelos calizos. Estas plantas presentan en todas sus partes glandulas

secretoras de aceites esenciales volatiles (Martinez et al, 2013:pp.30-86)
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1.5.1 Distribucion y habitad

A las Laminaceae se les considera como una familia Cosmopolitan ya que presentan una amplia
distribucion a nivel mundial, aunque la mayoria de sus especies se encuentran en mayor cantidad

en la region mediterranea. (Martinez et al, 2013:pp.30-86)

1.5.2 Uso e Importancia econémica

La familia Lamiaceae presenta un gran interés econémico a nivel mundial ya que la mayor parte
de estas especies son cultivadas para ser usadas en la medicina, en algunos casos se la utiliza

como ornamentales y muy raramente como alimento. (Fernéndez y Rivera, 2013: pp. 385-679)

Ciertas especies de estas familias poseen propiedades fitoquimicas gracias a la presencia de
diversos compuestos que son de gran interés en el mundo de la investigacion cientifica. Como es

el caso de las Salvias.

Entre las especies de interés culinario se encuentra el romero y el orégano, cuyas hojas se utilizan
como condimento y aromatizante, otras especies son utilizadas para la elaboracion de perfumes
como es el caso de la Lavandula officinalis L. (Lavanda) ya que la mayor parte de estas plantas

poseen aceites esenciales en todas sus partes.

Existen algunas especies de plantas dentro de esta familia que son utilizadas como medicina
tradicional, especialmente sus hojas para tratar afecciones como: antirreumatico, estomacal,

anticatarral, cicatrizante, tranquilizante, antiinflamatorio, etc.

Entre ellas podemos citar:

Minthostachys mollis Griseb (piperina): esta planta se la prepara a manera de infusion por sus
propiedades digestivas.

Mentha x piperita L. (menta): las personas utilizan la infusion de las hojas para tratar los
problemas estomacales, para tratar los dolores de cabeza pegan las hojas con cera en la frente y
sienes ya que presenta propiedades analgésicas, anestésicas y sedantes

Mentha x rotundifolia (yerba buena): La infusion de estas hojas sirve como somnifero y para
tratar dolores estomacales.

Ocimum sanctum: Para tratar la ansiedad, la depresion, el estrés.

Salvia officinalis: Presenta efectos como antidepresiva, sedante, relajante muscular, alucinégeno,

analgésico, antiinflamatorio, neuroprotector, hipnético, anticonvulsionante.
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Salvia lavandulaefolia: Esta ha sido utilizada tradicionalmente como antidepresiva, ansiolitica,
contra la cefalea.

Plectranthus amboinicus: Presenta efecto sedante, antiepiléptico y anticonvulsionante. (Fernandez
y Rivera, 2013: pp. 385-679)

1.5.3 Clasificacion

Las Lamiaceae son consideradas como una de las familias méas evolucionadas y mas extensas de
las dicotiledoneas, aunque aln no existe una sistémica de esta familia, en ella se encuentran
diferente subfamilia y géneros. Las de mayor importancia son las siguientes:

Subfamilia Lamioideas (Lamioideae): Dentro de estas se encuentra el género Salvia, Mentha,
Satuteja, Origamun, Hyssopus, Lamium.

Subfamilia Lavanduloideas: Lavanda

Subfamilia Ajugoideas: Rosmarinus, Ajuga, Teucrium (Ferandez y Rivera, 2013: pp. 385-679)

Lavanduloideas
(Flores de Lavandula
stoechas)

Ajugacideas
(Flor de Teucrium fruticans)

Lamioideas (Flor la
Lamium amplexicaule)

Figura 4 1: Lamiaceae
Fuente: (Fernandez, 2013)

1.6 Género Salvia

El género salvia cuyo nombre proviene del latin “salvus” que significa salvar o curas, es el grupo
mas grande de las Lamiaceae, presentan al menos 900 especies, la mayor diversidad de esta
especie se encuentran distribuidas en el Sureste Asiatico, Europa, Centro y Suramérica, las cuales
algunas han sido cultivadas por el hombre con diferentes fines mientras que la mayoria son
silvestres y muy abundantes. Este género se divide en 4 subgéneros que son: Calosphace, Salvia,

Leoniay Sclarea. (Cormejo e Ibarra, 2011: pp. 1279-1296)
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Se las puede reconocer facilmente, ya que estas presentan un céliz labiado, 2 estambres y un
distintivo mecanismo de polinizacion, sin embargo el androceo y polinizacion de estas plantas
aparentemente han evolucionado independientemente en varias ocasiones. (Wood, 2014: pp.177-221)
Muchas especies de este género han sido utilizadas tradicionalmente para tratar diversas
afecciones del organismo, la especie mas utiliza, investigada, estudiada y de mayor interés es la
salvia officinalis. (Wood, 2014: pp.177-221)

1.6.1 Rasgos morfoldgicos

Las formas de crecimiento de las Salvias son hierbas anuales y perennes, crecen generalmente
en forma de arbustos y raramente son trepadores, presentan un céliz y una corola que une los
pétalos, tiene un ovario que se divide en cuatro léculos, presenta dos estambres lo que permite
que el polen se adhiera al cuerpo de los polinizadores. Varias de estas especies se caracterizan por
la forma de sus hojas y su tamafio pueden ser enteras, dentadas o pinnadas, su tallo es angular

y el color de sus flores son de color azul, blanco o rojo. (Wood, 2014: pp.177-221)

1.6.2 Composicion quimica
Los compuestos se encuentran principalmente concentrados en las hojas y flores de la planta,

entre ellos tenemos:

Aceites esenciales, monoterpenos (cineol, alcanfor) sesquiterpenos, triterpenos, flavonoides,
saponinas, taninos, &cido rosmarinico, glucosa, metilgalactosa, arabinosa, manosa, Xilosa,
sustancias estrogenos y bactericidas, oy B-amirina, B -sitosterol, estigmasterol, acidos fenélicos,

aldehidos. (Hernandez et al., 2012:pp 60-63)

1.6.3 Propiedades terapéuticas

Las salvias desde hace mucho tiempo atras se las utiliza como hierba medicinal, ya sea en forma
de infusion, extracto fluido, aceites esencial, tintura, en polvo o en extracto seco para tratar
diversas afecciones del organismo, estas plantas presentan diversos efectos terapéuticos, entre
las cuales tenemos:

e Actividad antiséptica y antiinflamatoria: Reduce la respuesta inflamatoria del organismo,
especialmente en personas que padece de artritis reumatoide, arterioesclerosis y asma
bronquial.

e Afecciones estomacales: Reduce o elimina las flatulencias y dispepsias

e Astringente: El aceite esencial ejerce una funcién de cicatrizacion de llagas o ulceras.
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e Antifiaforético: Evita o controla la sudoracion nocturna excesiva y la hipersudoracion
psicosomatica.

e Mejora la funcion cerebral: Contribuye en la conservacién de acetilcolina, que es uno de los
principales neurotransmisores.

¢ Reduccion de los sintomas menopausicos: El aceite esencial de la salvia presenta una leve
actividad estrogénica.

e Antibacterial y antiviral: Gracias a sus aceites esenciales inhiben diferentes virus DNA y
RNA

o Higiene bucal: La hojas de salvia fresca ayuda a refrescar el aliento evitando la gingivitis
(Hernandez et al., 2012:pp 60-63)

1.6.4 Investigaciones Cientificas

Existen diversas investigaciones sobre la actividad antiinflamatoria que poseen diferentes
especies de Salvia, entre las cuales podemos citar las realizadas por:

Milica Kostié y colaboradores, en el presente afio realizaron un estudio sobre el efecto
antiinflamatorio del extracto etandlico de Salvia sclarea L. en periodontitis inducida por
lipopolisacaridos en ratas, los resultados obtenidos determinaron que la presencia del &cido
rosmarinico en el extracto es el compuesto predominante que ejerce el efecto antiinflamatorio en

la periodontitis inducidos por LPS. (Kosti¢ et al., 2017:pp 52-59)

Valeria Dal Par y colaboradores en el afio 2011 demostraron la actividad antiinflamatoria de
Salvia officinalis al realizar un estudio de los extractos alcohdlicos fraccionados de esta planta
para determinar dicha actividad mediante la inhibicién de peritonitis aguda inducida en animales
de experimentacidn (ratas). Los resultaron obtenidos indicaron que este extracto de S.officinalis
podria ser utilizado como agente antiinflamatorio, esta actividad puede atribuirse a su alto

contenido en compuestos fendlicos especialmente los flavonoides. (Dal Pra et al., 2011:pp 67-71)

Baricevid y colaboradores demostraron la actividad antiinflamatoria de Salvia officinalis L.
utilizando animales de experimentacién (ratones), al parecer el efecto es debido a la presencia
del acido ursélico y acido oleandlico que son compuestos triterpénicos. La aplicacion topica de
los extractos cloroférmico y hexanico inhibieron significativamente el edema inducido por aceite

de Crotdn en la oreja de los ratones. (Baricevic et al., 2001:pp 125-132)

Por otra parte Melgarejo Ry colaboradores en el afio de 2011 realizaron una investigacion sobre
efectividad del uso tdépico de Salvia officinalis en la disminucion del indice gingival en sujetos

con gingivitis. Esta actividad se evalu6 mediante un estudio cuantitativo, ciego, experimental del
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tipo ensayo clinico en 33 alumnos de odontologia de la Universidad del Desarrollo —Chile, los
cuales fueron tratados con un placebo y extracto de Salvia officinalis en dentifrico y colutorios,

el cual logro disminuir significativamente el indice gingival del grupo tratado. (Valenzuela et al.,
2011:pp 110-113)

1.7 Salvia quitensis

Figura 5 -1: Salvia quitensis
Fuente: (UDLA, 2016)

Es un arbusto endémico de los bosques andinos del Ecuador donde se conocen al menos 25
poblaciones, fue recolectada por primera vez en las faldas de la Provincia de Pichincha por el
coronel ingles Francis Hall y el médico-botanico escoses William Jameson en el afio de 1830. Por
haber sido encontrada la planta en los alrededores de Quito en 1848 la nombraron como Salvia

quitensis.

En los dltimos afios esta planta crece particularmente en las quebradas de los valles interandinos
y los bordes de los caminos. La planta ha sido registrada en la Reserva Geobotanica Pululahua

como un modo de conservacion de la especie. (Lépez et al., 2016:pp 89-93)

1.7.1 Distribucién Geogréfica

Como esta especie es endémica generalmente crece en zonas andinas del pais, sobre los
1000msnm, a esta especie se la encuentra principalmente las provincias de Pichincha,

Chimborazo, Azuay y Cafar. (Lépez, 2016:pp 89-93)

1.7.2 Morfologia

Crecen generalmente en forma de arbustos con tallos angulares, sus hojas son enteras y dentadas,
presentan inflorescencia en forma de racimos, los tallos florales forman brécteas distintas a la de

las hojas basales, tienen un caliz acampanado que esta dividido en dos labios, sus flores son
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tubulares de color magenta que las hace atractivas para que varias especies de colibri puedan

realizar sus funciones ecoldgicas. (Plantas nativas de la hoya de Quito , 2015)

1.7.3 Usos populares

Su uso mas comun tradicionalmente es la infusion de sus hojas para tratar la tos, dolor de garganta
y pulmones, debido a los diferentes compuestos terapéuticos que esta especie posee, lo que se

atribuye propiedades sedantes y antiinflamatorias

Por sus flores vistosas esta especie puede ser utilizada como ornamental en cercas vivas, parques

y jardines. . (Lépez et al., 2016:pp 89-93)

Tabla 2-1: Taxonomia Salvia quitensis

TAXONOMIA
Reino Plantae
Filo Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Genero Salvia

Fuente: (Montdfar R, 2014)
Elaborado por: Priscila Rugel, 2017
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CAPITULO 11

2. MARCO METODOLOGICO

2.1 Lugar de la Investigacién

La presente investigacion se llevo a cabo en las siguientes instalaciones académicas: Herbario,
Laboratorio de Fitoquimica y Productos Naturales, Laboratorio de Quimica Instrumental y
Bioterio pertenecientes a la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo.

2.2 Recoleccion del material vegetal

3El material vegetal (Savia quitensis) fue recolectado en las faldas de la montafia Cachahuai ,
parroquia Lizarzaburu, al nor-occidente de la ciudad de Riobamba, diagonal al reserva ecoldgica
Ricpamba, dentro de las siguientes coordenadas geogréaficas:

Latitud: 1°40'16.6"S

Longitud: 78°40'44.5"W

2.3 Reactivo Bioldgico
En la determinacién de la actividad antiinflamatoria se utilizaron como reactivo biolégico ratas

albinas (Rattus norvegicus)

2.3.1 Descripcion

Peso: 200-250 mg
Edad: 2-3 meses
Sexo: Hembras

Lugar de Nacimiento: Bioterio del Instituto Nacional de Salud Publica (INSPI)

2.3.2 Condiciones ambientales

Temperatura: 25 + 2°C

Humedad relativa: 45 + 5%
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Periodo de luz: 12 horas de luz -12 horas de oscuridad
Cama: Tamo de arroz previamente esterilizado con cambio cada 48 horas.
Alimentacion: Ad libidum

2.4 Materiales, equipos y reactivos

2.4.1 Materiales

Balones de aforo de 10, 100, 250, 500 mL
Balon esmerilado de 500 mL

Vasos de precipitacion 25, 50, 100, 250, 500 y 1000 mL
Tubos de ensayo

Matraces

Probeta 50, 100, 250 y 1000 mL

Pipetas 1,5y 10 mL

Capsulas de porcelana

Crisoles

Espatula

Pizeta

Vidrio reloj

Termometro

Barrilla de agitacion

Gradilla

Picndmetros

Pipetas Pasteur

Embudo de bushner

Kitasato

Reverbero

Cuba cromatogréafica

Capilares

Micro pipeta automatica de 1000 uL y 100 uL
Tripodes

Papel filtro

Mechero

Mangueras

Soporte universal

27



Mortero y pistilo
Puntas azules de 1000 uL
Puntas amarillas 100 uL
Envases de vidrio
Jeringas de 3y 5 mL
Céanula

Papel filtro

Papel aluminio
Algodon

Mascarilla

Guantes

Gorro

Cubre zapatos

Jaulas para ratas

2.4.2 Equipos

Balanza analitica Radwag S 220.R2
Rotavapor BUCHI CH-9230 FLAWIL-SCHWEIZ
Mufla SNOL 8.2

Molino Arthur H. Tomas

Estufa RE 115

Sonicador Cole-Parmer

Desecador

Bomba de vacio

Refractometro de Abbé

Cémara UV

pH-metro HANNA INSTRUMENT
Congelador

Vortex

Centrifuga Clay Adams
Espectrofotometro Cole-Parmer

Céamara fotogréfica

2.4.3 Reactivos

Alcohol al 96%
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Agua destilada

Eter dietilico

Acido acético

Reactivo de Wagner

Reactivo de Sudan Il1
Reactivo de Baljet

Reactivo de Fehling

Reactivo de Dragendorff
Hidroxido de sodio

Magnesio metalico

Acido Clorhidrico

Acido sulfarico

Cloroformo

Amonio al 5% agua

Cloruro férrico

Alcohol antiséptico

Cloruro de sodio

Alcohol amilico

Metanol

Acetato de etilo

Silica gel 60 F2s4 (Merck)
Formol al 40%

Cloruro de aluminio

Acido acético glacial
Hidroxido de sodio al 1M
Polietilenglicol

Acido galico

Nitrito de sodio al 5%
Tricloruro de aluminio al 10%
Estandar de quercetina
Carbonato de sodio al 20%
Reactivo de Folin-Ciocalteu 20%
Soluciéon de DPPH* 60 uM
Carragenina al 1%

Solucidn de diclofenaco Sédico
Solucion de Carboximetilcelulosa

Acido perclérico al 70%



Vainillina al 2%

2.5 Técnicas y Métodos

2.5.1 Comprobacion Taxonémica

La identificacion y comprobacion taxondémica de la planta Salvia quitensis se realiz6 en el

Herbario de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo quien certifico el ejemplar.

2.5.2 Acondicionamiento del material vegetal

2.5.2.1 Secado

Para la elaboracion del extracto etan6lico blando se utilizé Gnicamente las hojas de la planta Salvia
quitensis, separando manualmente las hojas de la planta, desechando las hojas dafiadas,
decoloradas y que estén infectadas por insectos u hongos.

Se dejo secar todas las hojas bajo sombra a temperatura ambiente y en lugar seco durante tres

semanas.

2.5.2.2 Molienda

Se molid las muestras secas en un molino de cuchilla giratoria marca Arthur H. Thomas para
obtener particulas menores a 3.0 mm, se almacend y se conservo la muestra vegetal seca y molida

a una temperatura no mayor a 30°C y un lugar seco.

2.5.3 Control de Calidad de la materia prima

Se efectué mediante métodos gravimétricos, cuyo fundamento es la medicién de la variacion de
la masa por causa de la perdida de sustancias volatiles por accion del calor. Esta técnica se realizd

en base a las Normas Ramales para Drogas crudas, extractos y tinturas, 1992.

2.5.3.1 Determinacion de cenizas totales

Se peso 29 de la muestra seca y molida en una capsula de porcelana previamente tarada, luego se
coloc6 en la mufla a una temperatura de 700-750° C durante 2 horas.

Se enfrio en el desecador y se peso, se repitié el proceso hasta obtener un peso constante.
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Formula:

= M x 100
M1-—M

C= Porcentaje de cenizas totales

M= Masa de la capsula vacia en g

M= Masa de la capsula con la porcién de ensayo en g

M= Masa de la capsula con la cenizaen g

100= factor matematico

2.5.3.2 Determinacion de cenizas solubles en agua

A las cenizas totales obtenidas se le afiadi6 de 15 a 20 mL de agua, se tap0 la cpsula y se puso a
hervir suavemente a la llama durante 5 minutos.

La solucion obtenida se filtré a través del papel filtro. El filtro con el residuo se colocé en la
capsula inicial, se carbonizé en un mechero para luego proceder a incinerarlo en la mufla a una
temperatura de 700-750°C por un tiempo de 2 horas.

Se enfri6 en el desecador y se peso, se repitid el proceso hasta obtener un peso constante.

Formula

M2 — Ma

=— X1
M1-M 00

Ca

Ca= Porcentaje de cenizas solubles en agua

M= Masa del crisol vacio en g

M3- Masa de la capsula con la muestra en g

M.= Masa de la capsula con las cenizas totales en g

Ma= Masa de la capsula con las cenizas insolubles en agua en g

100= Factor matematico

2.5.3.3 Determinacion de cenizas insolubles en HCI

A las cenizas totales se le afiadio de 15 a 20 mL de HCI al 10%. Se tap0 la capsula y se puso a
hervir suavemente a la llama por 5 minutos, la solucion obtenida se filtro a través del papel filtro,

el residuo se lavo con agua caliente y se agreg6 1 o 2 gotas de nitrato de plata 0.1 M.
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El papel filtro con el residuo se coloco en la capsula inicial, se carboniza en el quemador y luego
se colocé en la mufla a una temperatura de 500-550°C por un tiempo de 3 horas.
Se enfrio en el desecador hasta una temperatura ambiente y se peso.

Formula:

M2 — M 100
=—— X
M1 -M
C= Porcentaje de cenizas insolubles en HCI
M= Masa de la capsula vacia en g
M1= Masa de la capsula con la muestra en g

M2= Masa de la capsula con las cenizas con HCl en g

2.5.3.4 Determinacion de humedad

Se colocé 2g de la muestra seca y triturada en una capsula previamente tarada, se introducié en la
estufa a una temperatura de 105°C por un lapso de 3 horas.
Se enfrié en desecador hasta temperatura ambiente y se peso, se repitié el procedimiento hasta

obtener un peso constante

Formula:

= M X 100
M2 —M
Hg= Perdida en peso desecacion en g

M= Masa de la capsula vacia en g

M1= Masa de la capsula con la muestra en g

M2= Masa de la capsula con la muestra después del ensayo en g

100= Factor matematico

2.5.4 Obtencidn del extracto alcohdlico

Se pesé 464.6g de planta seca y molida, se colocd en un matraz Erlenmeyer y se dejé macerar
con suficiente cantidad de alcohol al 96% procurando que este solvente cubra completamente la
planta. Se macer0 durante 48 horas, a temperatura ambiente con agitacion constante. Este

procedimiento se repiti6é por 2 ocasiones con el mismo marco de la planta.
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El extracto obtenido se filtré al vacio a través de un papel filtro y se llevo al Rotavapor a una
temperatura no mayor a 60°c hasta eliminar todo el solvente.
El extracto etandlico blando obtenido se colocé en un recipiente de vidrio bien cerrado y se llevé

a congelacion.

2.5.5 Tamizaje fitoquimico

Ensayo de Sudan

Permite conocer la presencia de compuestos grasos, en una alicuota de la muestra se coloca 1mL
de una solucién diluida en agua del colorante Sudan 1l y se evapora el solvente mediante bafio
maria. Se considera positivo si existe la aparicion de gotas o una pelicula de color rojo en las
paredes del tubo de ensayo.

Ensayo de Dragendorff

Este ensayo permite conocer la presencia de alcaloides, para ello se tomé una alicuota del
extracto, si este se encuentra disuelto en un solvente organico debe evaporarse y al residuo se
colocd 1 mL de HCI al 1% en agua, mientas que si el extracto es acuoso se debe colocar 1 gota

de HCI concentrado, luego se afiadié 3 gotas del reactivo de Dragendorff y se observa:
Opalescencia (+)

Turbidez definida (++)

Precipitado (+++)

Ensayo de Mayer

De igual forma se parti6 de la solucién acida y se afiadio una pequefia cantidad de cloruro de sodio

en polvo, se agitd y se filtrd. Al filtrado afiadimos 2 o 3 gotas del reactivo de Mayer y observar:
Opalescencia (+)

Turbidez definida (++)

Precipitado coposo (+++)
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Ensayo de Wagner

Se parti6é de la solucion acida y se afiadio 2 o 3 gotas del reactivo de Wagner y se report6 los

resultados de igual forma descrita en la reaccion anterior.

Ensayo de Baljet

Permite reconocer la presencia de compuestos con agrupamiento lacténico, especialmente
cumarinas. Si la alicuota de la muestra no se encuentra en alcohol , se debe evaporar mediante
bafio maria todo el solvente, se colocd 1mL de alcohol, en estas condiciones se coloc6 1 mL del

reactivo de Baljet observando la aparicidn de un precipitado o coloracién rojo (++y +++)

Ensayo de Lieberman-Buchard

Permite reconocer la presencia de triterpenos y/o esteroides ya que ambos poseen un nucleo del

androstano, habitualmente insaturado en el anillo B y en la posicion 5-6.

Se tomo una alicuota del extracto, se evapor6 el solvente y al residuo sele afiadio 1mL de
cloroformo. Se colocé un ImL de anhidrido acético y se lo agitd bien, por la pared del tubo de
ensayo luego se afiadio 2 o 3 gotas de &cido sulfarico concentrado y se observo un cambio rapido

de coloracion:

Rosado-azul muy rapido

Verde intenso — visible aunque rapido

Verde oscuro y/o negro — final de la reaccion

Catequinas

Con la ayuda de un capilar se colocé una gota del extracto en un papel filtro, sobre la mancha se
colocd la solucion de carbonato de sodio. Se observo bajo luz UV la aparicién de una mancha
verde carmelita.

Resinas

Se coloc6 10 mL de agua destilada en 2 mL de la muestra del extracto, indicando un ensayo

positivo la aparicion de un precipitado.
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Ensayo de Fehling

Permite identificar la presencia de azucares reductores, se evaporo el solvente y al residuo se
afiadio 1 0 2 mL de agua. Se coloc6 2 mL del reactivo de Fehling se calienta a bafio maria durante
5-10 minutos.

Ensayo de la espuma

Permite identificar la presencia de saponinas en el extracto, como pueden ser de tipo esteroidal o
triterpénica. La muestra se diluye con 5 veces mas su volumen en agua y se agitd por un tiempo
de 5-10 minutos, observando asi la aparicion de espuma persistente por mas de 2 minutos.
Ensayo de cloruro férrico

Permite identificar la presencia de compuestos fenélicos y/o taninos. En una alicuota sé coloc6 3
gotas de tricloruro férrico al 5%., observandose:

Coloracion verde intensa, presencia de taninos del tipo pirocatecdlicos.

Coloracion azul, presencia de taninos del tipo pirogalotanicos.

Ensayo de la ninhidrina

Permite reconocer la presencia de aminoacidos libres o de aminas. Se coloc en una alicuota del
extracto alcohdlico 1 mL de la solucidn de ninhidrina al 2% y se calent6 a bafio maria durante 5-
10 minutos. La presencia de una coloracion azul violaceo nos dié un resultado positivo.

Ensayo de Shidona

Permite identificar la presencia de flavonoides. Se tom6 una alicuota del extracto alcohdlico y se
diluy6 con 1 mL de HCI concentrado y un pedazo de cinta de magnesio metalico, se esperd por
5 minutos, y se afiadié 1mL de alcohol amilico y se dejo reposar hasta que las fases se separen.
Ensayo de antocianidinas

Permite identificar la presencia de estructuras de secuencia Cs —Cs-Cs del grupo de los

flavonoides. Se tom6 2mL del extracto alcohdlico y se calientd por un tiempo de 10 minutos con

1mL de HCI concentrado, se dejo enfriar y se afiadié 1 mL de agua y 2mL de alcohol amilico, se
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mezclo y se dejo separar las dos fases. Un resultado positivo del ensayo es la aparicion de un

color rojo en la fase amilica.

Ensayo de mucilagos

Permite identificar la presencia de polisacéridos. Se tom6 una alicuota del extracto en agua, se
enfrié a una temperatura de 0-5°C dando como resultado positivo la presencia de una consistencia

gelatinosa.

Ensayo de principios amargos y astringentes

Se sabore6 una gota del extracto acuoso, reconociendo asi el sabor de cada uno de estos principios.

2.5.6 Control de calidad del extracto alcohélico

El control de calidad del extracto, se las realizo en base a las Normas Ramales Drogas Crudas.
Extractos y Tinturas. (NRSP 309,311 Y 312). MINSAP 1992. El pardmetro de calidad es:
° pH

2.5.7 Cromatografia en capa fina

2.5.7.1 Andlisis cromatogréfico para flavonoides

La deteccién de flavonoides se realizd segun la técnica de cromatografia en capa fina de Hildebert
Wagner y Sabine Bladt, 2001.

e Se pesd 0.02g del extracto blando y afiadir 10 mL de alcohol al 96%

e Con la ayuda de un capilar se colocd 10 uL de la muestra en una placa cromatografica de
Silica gel 60 F2s4 (Merck) a un centimetro del borde inferior.

e Se dejo secar la muestra después de cada aplicacion.

e Se colocd la placa en la cuba cromatografica hasta que el solvente recorra las % partes de la
placa. La fase movil fue acetato de etilo: acido formico: acido acético glacial: agua
(100:11:11:26)

e Seretird la placa de la cuba, dejandola secar por un momento y se observo en la camara UV-
254 nm
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e Se revelo la placa con cloruro de aluminio al 1%, dejar secar y observé nuevamente en la
camara UV

e Para potenciar el revelado de la placa se utilizo Polietilenglicol al 2%. (wWagnery Bladt, 2001:
pp. 195-210).

Calculo

Distancia recorrida de la muestra

Distancia recorrida del solvente

2.5.7.2 Analisis Cromatografico para triterpenos

Para la deteccion de triterpenos se realizé segun la técnica descrita por Baricevic y Col, 2000.

e Se pesd 0.02g del extracto etandlico blando y se afiadié 10 mL de alcohol al 96%

e Con la ayuda de un capilar se colocd 10 uL de la muestra en una placa cromatografica de
Silica gel 60 F2s4 (Merck) a un centimetro del borde inferior.

e Se dejo secar después de cada aplicacion de la muestra

e Se colocd la placa en la cuba cromatografica y se esper6 hasta que el solvente recorra las %
partes de la placa. La fase movil fue cloroformo: acetato de etilo (50:50).

e Se retird la placa de la cuba, y se dejé secar por un tiempo.

e Sereveld la placa asperjando con el reactivo de vainillina al 2% en acido perclérico al 50%
y se procedi6 a calentar la placa en un mechero de 1 o0 3 minutos hasta la aparicién de los

compuestos. (Ferrer et al, 2007:pp. 234-247)

2.5.8 Cuantificacion espectrofotométrica de flavonoides totales mediante un método

colorimétrico

Este método fue realizado en base a la curva de calibracion estandar de quercetina descrita por
Hoda Salim Khamis Al-Jadidi y Mohammad Amzad Hossain ,2014. Para la cuantificacion de
flavonoides primero se realiza una curva de calibracion con una solucién estandar de quercetina

a concentraciones comprendidas de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm.

El procedimiento que se realizd para la lectura de las absorbancias de cada una de las

concentraciones del estdndar y muestras fue el siguiente:
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e A 100 uL de la muestra o de las soluciones patrones se le afiadié 300 uL de NaNO- al 5% p/v
y 4 mL de agua destilada y se las dejo reposar por 5 minutos.

o Alamezclase le agregd 300 uL de AICI; al 10% p/v y se la dejo reposar por 6 minutos.

e Seagregd 2 mL de N.OH 1M y se dejé reposar por 5 minutos.

e Se leyo las absorbancias de todas las muestras en el espectrofotometro a una A= 510 nm.

e Setrazo la curva de calibracion

o Los resultados fueron expresados como mg equivalentes de quercetina/mL de extracto

2.5.9 Cuantificacién de fenoles totales mediante el método de Folin-Ciocalteu

La cuantificacién de fenoles totales se realiz6 en base al método propuesto por Waterman y Mole
(1994), para la cual se elabord una curva de calibracion con un estandar de acido géalico a
concentraciones de 20, 40,60, 80 y 100 ppm. El procedimiento que se realiz6 para la lectura de

las absorbancias de cada una de las concentraciones del estandar y muestras fue el siguiente:

e Setomd 2 mL de la muestra o del estandar de acido galico y afiadié 0,5 mL del reactivo de
Folin-Ciocalteu al 20%. Se dejo6 reposar por 5 minutos.

e Alamezclase le afiadié 5 mL de agua destiladay 0,5 mL de N.COgzal 20%, se dejé reposar
| hora protegiéndola de la luz a una temperatura ambiente.

e Se leyo las absorbancias en el espectrofotdmetro a una A= 765 nm

e Se trazo la curva de calibracion.

e Los resultados fueron expresados como mg equivalentes de acido galico/mL de extracto.
(Hamdy, et al 2012: pp. 827-831).

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

El ensayo del DPPH* se basé en el método propuesto por Brand-Williams, Cuvelier, and Berset
(1995). Para realizar este ensayo es necesario realizar diluciones de la muestra del extracto para
elaborar una curva donde se muestre la cinética de la reaccion. Para las lecturas de las muestras

se siguio el siguiente protocolo:

e Setomd 100 uL de la muestra del extracto o de la solucion estandar (&cido galico)
e A lamezclase afiadié 3,9 mL de DPPH* en metanol (60 um)
e Se agit6 la mezcla con la ayuda de un vortex y se dejo en reposo durante 1 hora fuera del

alcance de la luz.
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e Se leyo las absorbancias en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 515nm, de la
siguiente manera;
Metanol (para encerrar el equipo)
Muestra de DPPH*
Blanco (3,9 mL metanol + 100 pL del solvente del extracto)
Patron (diferentes concentraciones de &cido galico)

Muestras (extracto de Salvia quitensis) (Grzegorczyk, et al 2006: pp. 536-541).

2.5.11 Evaluacion de la actividad antiinflamatoria

El método utilizado para evaluar la actividad antiinflamatoria fue mediante la prueba de edema
plantar con carragenina propuesto por Winter Winter et al. (1962) y modificado por Sugishita et
al. (1981). (Winter, 1962:pp. 544-547)

Este método consiste en la inyeccion de carragenina bajo la aponeurosis plantar de la pata
posterior derecha de la rata, lo que desencadena una reaccion inflamatoria la misma que debe
disminuir mediante la aplicacion de sustancias antiinflamatorias. La mayoria de estos modelos
experimentales se rigen solo a evaluar la actividad antiinflamatoria mas no el mecanismo de

accion que presenta el vegetal a estudiar.

Se utilizaron 24 ratas para este experimento las mismas que fueron elegidas al azar, siguiendo el

siguiente protocolo:

2.5.11.1 Periodo de ambientacion

En esta etapa los animales de experimentacion fueron sometidos a las mismas condiciones tales
como:

e Temperatura: 25 + 2°C

e Humedad relativa: 45 + 5%

e Periodo de luz: 12 horas de luz -12 horas de oscuridad

e Cama: Tamo de arroz previamente esterilizado con cambio cada 48 horas.

e Alimentacion: Ad libidum

e Periodo de tiempo: 15 dias

Todos los animales de experimentacion se ambientan al investigador y a la técnica que se va a

llevar a cabo durante la investigacion
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2.5.11.2 Modelo experimental

En esta etapa los animales de experimentacion tuvieron pesos similares y fueron sometidos a 12
horas de ayuno, para una mejor absorcién del extracto etanélico de Salvia quitensis.

En la siguiente tabla se muestra el esquema de ensayo utilizado para la determinacion de la
actividad antiinflamatoria del extracto etandlico de Salvia quitensis.

Tabla 1-2: Protocolo de la evaluacion de la Actividad Antiinflamatoria “in vivo”

GRUPOS REPETICIONES
Gl R1 R2 R3 R4
G2 R1 R2 R3 R4
G3 R1 R2 R3 R4
G4 R1 R2 R3 R4
G5 R1 R2 R3 R4
G6 R1 R2 R3 R4

Elaborado por: Priscila Rugel, 2017

Donde:

G1= Control carragenina al 1%

G2= Referencia diclofenaco sddico 100mg/Kg

G3= Dosis equivalente de planta de referencia (matico) contenida en el extracto; 100mg/Kg
G4= Dosis equivalente de planta (Salvia quitensis) contenida en el extracto; 25mg/Kg

G5= Dosis equivalente de planta (Salvia quitensis) contenida en el extracto; 100mg/Kg

G6= Dosis equivalente de planta (Salvia quitensis) contenida en el extracto; 300mg/Kg

Para el volumen de dosificacién de los extractos se realiz6 de acuerdo a la concentracion y el peso
de la rata. ANEXO L

La administracion de los extractos etandlico blandos (Salvia quitensis y matico) como el
medicamento de referencia (diclofenaco sdédico) fue por via oral con su vehiculo respectivo
carboximetilcelulosa, 30 minutos antes de la induccion del edema. Las mediciones del volumen
de las patas se realizé 1, 2, 3, 4, 5,6 y 7 horas después de inducida la inflamacion, por medio de

fotografias. (Winter, 1962:pp. 544-547)

Para calcular el area de las patas de los animales de experimentacion se utilizé el programa

IMAGEJ en la cual se utilizé las fotografias de cada hora.
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Una vez obtenido el resultado del &rea se procede a determinar el porcentaje de infamacién

utilizando la siguiente formula

Vitx — Vto

%Inflamacion = Ve x 100

Donde:
Vix: Area de la pata inflamada a un tiempo X
Vto: Arrea normal (antes de aplicar carragenina)

2.5.11.3 Anélisis estadistico

Para determinar el porcentaje de inflamacion se utilizé el programa Microsoft office Excel 2013,
mientras que en el analisis estadistico se utilizo el programa SPSS version 22 en el cual se realizo
el test ANOVA de un factor para determinar la diferencia significativa de los tratamientos, para
comprobar esta diferencia se realizo el test de TukeyB indicAndonos en donde se encuentra la
variacion de los datos.

2.5.11.4 Planteamiento de la Hipétesis

Ho: No existen diferencia significativa en los niveles del factor en la variable respuesta. p>=0,05

H1: Existen diferencia significativa en los niveles del factor en la variable respuesta p< 0,05
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CAPITULO I

3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1 Rendimiento de la obtencion de extracto etanélico blando

Tabla 1-3: Resultado del porcentaje de rendimiento del extracto etandlico blando de Salvia

quitensis.
DATOS Salvia quitensis
Peso(Planta seca y molida) 464.6
Peso (Extracto blando total) 50.0515
%Rendimiento 10.77%

Elaborado por: Priscila Rugel, 2017

El porcentaje de rendimiento de la planta se calculé a partir de la cantidad pesada de la muestra
seca Y triturada en relacion con la cantidad total del extracto etandlico blando obtenido luego de
que la cantidad de muestra de la planta seca y molida sea sometida a una maceracién con alcohol
al 96% para posteriormente someterla a un rotavapor para eliminar todo el solvente que esta
contenia quedandonos asi el extracto etandlico blando. Este porcentaje de rendimiento es el

resultado de las tres maceraciones sucesivas que se realizé con la misma muestra.

3.2 Analisis fisicoquimico de la droga cruda

El control de calidad de las dogas vegetales permite determinar la composicion de la droga cruda
y la contaminacion microbiol6gica presente en la planta para la cual se desarrollan métodos de
lavado y desinfeccién del material vegetal que son aprobados por la Organizacién Mundial de

Salud (OMS). (Acosta et al, 2012:pp. 101-107)

Primero se realiz6 una comprobacion taxonémica macro-morfoldgica de la droga vegetal, se
tomé en cuenta el color y el estado de la planta, descartando las partes deterioradas. Finalmente
se procedio a realizar el control de calidad de la droga cruda seca y molida, las especificaciones

establecidas para este ensayo estan dadas por la Real Farmacopea Espafiola, 2002.
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Tabla 2-3: Parametros control de calidad de la droga cruda Salvia quitensis

RESULTADOS %
PARAMETROS Extracto Salvia ESPECIFICACIONES
quitensis

Determinacion de

] 4,4384 + 0,5606 5%

cenizas totales

Determinacion de
cenizas solubles en 1,6885 + 0,0743 2%

agua

Determinacién de
cenizas insolubles en 0,9273 + 0,0755 1%
Acido Clorhidrico

Determinacion de
9,6762 + 0,4990 14%
Humedad

Elaborado por: Priscila Rugel, 2017

Los datos obtenidos en el tabla 2-3 nos muestran los porcentajes de los parametros fisico-quimicos
de la materia vegetal como son: cenizas totales, cenizas solubles en agua, cenizas insolubles en
acido clorhidrico y humedad, estos resultados se encuentran dentro de los rangos establecidos por
la Real Farmacopea Espafiola, 2002, por ende nos indica que la droga cruda de Salvia quitensis

cumple con las especificaciones requeridas para garantizar la calidad de la droga cruda.

3.3 Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico permite determinar la presencia o ausencia de los principales metabolitos
secundarios presentes en la planta como son: fenoles, saponinas, flavonoides, esteroides-
triterpenos, quinonas, taninos, alcaloides, cumarinas, glucésidos entre otros; cada uno de estos
metabolitos estan relacionados en cierta forma con actividades terapéuticas. ES un ensayo
cualitativo, rapido, con reacciones sensibles, reproducible, es decir generan una reaccion de color

0 precipitado como respuesta. (Beltran et al, 2013:pp. 619-631)

Los resultados del estudio fitoquimico de la planta Salvia quitensis y Eupatorium glutinosum se

los puede apreciar en las siguientes tablas:
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Tabla 3-3: Resultados Tamizaje Fitoquimico de Salvia quitensis

ENSAYO TIPO EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO
METABOLITO | ETEREO ALCOHOLICO | ACUOSO

Sudan Aceites y Grasas | +

Dragendorff Alcaloides - - +++

Mayer Alcaloides - - +

Wagner Alcaloides - - +++

Baljet Cumarinas - -

Liebermann- Triterpenos- ++ +++

Buchard Esteroides

Catequinas Catequinas -

Resinas Resinas ++

Fehling Az. Reductores - -

Espuma Saponinas +++ +++

ClsFe Fenoles y + +
Taninos

Borntrager Quinonas -

Shinoda Flavonoides + -

Antocianidina Flavonoides +

Ninhidrina Aminoacidos -

Mucilagos Polisacaridos -

Principios Principios -

amargos amargos

Interpretacion: (-) Negativo, (+) Baja evidencia, (++) Evidencia, (+++) Alta evidencia

Elaborado por: Priscila Rugel, 2017

Tabla 4-3: Resultados Tamizaje Fitoquimico de Eupatorium glutinosum

ENSAYO TIPO EXTRACTO EXTRACTO EXTRACTO
METABOLITO | ETEREO ALCOHOLICO | ACUOSO

Sudan Aceites y Grasas

Dragendorff Alcaloides - +

Mayer Alcaloides - -

Wagner Alcaloides - +

Baljet Cumarinas - -

Liebermann- Triterpenos- + +

Buchard Esteroides
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Catequinas Catequinas +

Resinas Resinas +

Fehling Az. Reductores - -

Espuma Saponinas - -

ClsFe Fenoles y + +
Taninos

Borntrager Quinonas

Shinoda Flavonoides + -

Antocianidina Flavonoides ++

Ninhidrina Aminoécidos -

Mucilagos Polisacaridos -

Principios Principios -[+

amargos amargos

Interpretacion: (-) Negativo, (+) Baja evidencia, (++) Evidencia, (+++) Alta evidencia.
Elaborado por: Priscila Rugel, 2017

De acuerdo con las tablas 3-3 y 4-3, donde se exponen los metabolitos secundarios encontrados
tanto en el extracto de Salvia quitensis como en el extracto de Eupatorium glutinosum,
respectivamente; se obtuvieron respuestas positivas para diversos compuestos quimicos entre los
que se destacan: Flavonoides, triterpenos/esteroides, fenoles, alcaloides, taninos, resinas y

saponinas.

Estos metabolitos fueron encontrados con mayor evidencia en el extracto alcohdlico, lo que
justifica el porqué de haber utilizado un extracto etanélico blando para el estudio.

Los compuestos que mas se destacan y mas importancia tienen en esta investigacion son los
flavonoides y los triterpenos ya que a estos metabolitos se le atribuye la actividad antiinflamatoria

gue poseen estas plantas.

Realizando una comparacion entre estos dos extractos alcoholicos se puede observar que en el
extracto de Salvia quitensis existe una baja evidencia de flavonoides y una alta evidencia de
triterpenos, mientras que en el extracto de Eupatorium glutinosum existe una evidencia clara de
flavonoides y una baja evidencia de triterpenos, lo que quiere decir que en el caso de S. quitensis
los compuestos que ejercen la mayor actividad antiinflamatoria serian los triterpenos mientras
que en el caso de E. glutinosum seria la presencia de flavonoides.

En lo que concierne a los resultados obtenidos de S. quitensis no existe referencia bibliografia
de dicha especie, sin embargo estos metanolitos coinciden con los metabolitos encontrados por

MSc. Ester Sanchez Govin, 2005, donde realizaron una Caracterizacion Farmacogndstica de
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Salvia officinalis L. que es una de las especies mas representativa de las Salvias y a su vez la mas

estudiada y analizada a nivel mundial. . (Sanchez et al., 2010:pp 234-356)

Estos metabolitos también coinciden con los encontrados por Roxana de la C. Sierra Pérez, 2011
donde realiz6 un estudio del Analisis fitoquimico de Salvia coccinea que crece en cuba, estudio
que aportd con datos nuevos sobre la composicién quimica de esta especie, se encontraron

compuestos tales como flavonoides, fenoles, alcaloides y taninos, azucares y grupos aminos.
(Sierra et al., 2011:pp 54-59)

Armando Payo y Colaboradores en el afio 2000, realizaron una Tamizaje fitoquimico preliminar
de plantas que crecen en Holguin, en donde analizaron una planta similar a la del presente estudio
que fue Salvia cubensis Britt. Obteniendo como resultado la presencia de compuestos tales como
flavonoides, esteroles y triterpenos, taninos, aminas y cumarinas en el extracto alcohélico de la

planta. (Payo et al, 2000:pp. 134-138)

Estos metabolitos presentes en la planta de estudio también coinciden con los compuestos
encontrados por Fernando Cely en el afio 2014 donde encontrd la presencia de flavonoides
fenoles, triterpenos/ esteroides y taninos en el extracto etandlico de Salvia leucantha al evaluar

la capacidad antioxidante de dicha planta. (Cely et al., 2014:pp 68-79)

En lo que respecta al analisis fitoquimico de Eupatorium glutinosum los metabolitos encontrados
en el ensayo coinciden con los metabolitos encontrados por Paulina Cruz, 2009 en el cual realizé
una elaboracion y control de calidad del gel antimicético de manzanilla (Matricaria chamomilla),
matico (Aristiguietia glutinosa) y marco (Ambrosia arborescens) para NEO-FARMACO. Los
metabolitos encontrados en el extracto de matico fueron alcaloides, resinas, triterpenos y

flavonoides, encontrandose con mayor evidencia la presencia de estos dos Gltimos compuestos
(Cruz 2009:pp 107-108)

3.4 Control de calidad del extracto etandélico blando de Salvia quitensis.

El control de calidad del extracto blando etandlico de Salvia quitensis se realizd en base a la

Norma Ecuatoriana (Obligatoria) “Fitoterapicos: Droga cruda”. (Dehesa, 2012:pp. 139-151)
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Tabla 5-3: Resultado del pH del extracto etandlico blando de Salvia quitensis
PARAMETROS RESULTADOS
pH 4,75+0,0889

Elaborado por: Priscila Rugel, 2017

En la tabla 5-3 se muestra el pH obtenido del extracto etandlico blando de S. quitensis, dandonos
como resultado 4.75 el cual es un poco 4cido, lo que indica que los metabolitos presentes en el
extracto etanolico blando de Salvia quitensis tales como flavonoides, compuestos grasos y

alcaloides no se modifican manteniendo asi la solubilidad y estabilidad del extracto. (Cafigueral et
al, 2013:pp. 265-278)

3.5 Cromatografia en capa fina del extracto etandlico blando

El anélisis Cromatografico en capa fina, permite determinar e identificar los posibles metabolitos

que se encuentren presentes en los extractos.

3.5.1 Analisis Cromatografico para flavonoides

La fase movil que se utiliz6 para la identificacion de flavonoides tanto en Salvia quitensis y
Eupatorium glutinosum fue de: acetato de etilo: &cido férmico: acido acético glacial: agua

(100:11:11:26); como revelador Cloruro de aluminio 1% y potenciador Polietilenglicol 2%.

Tabla 6 -3: Posibles compuestos flavonéicos identificados en el extracto etanélico blando

Salvia quitensis

Manchas observadas | Calculo Rf Posible Compuesto
Identificado
1 Rf=6.4/8.5=0.75 Quercetina

Elaborado por: Priscila Rugel, 2017

Al examinar el analisis cromatografico del extracto etanélico blando de Salvia quitensis, se pudo
observar en la placa de silica gel la presencia de 1 mancha bien definida con una coloracion café.
En tabla 6-3 muestra la distancia recorrida y el posible compuesto presente en el extracto de la

planta, para realizar su identificacion el Rf obtenido 0.75 fue comparado con los Rf citados
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bibliograficamente en Wagner y Sabine Bladt.2001. Este valor es similar al Rf de Quercetina el

mismo que va de 0.70-0.80. %. (Wagnery Bladt, 2001: pp. 195-210).

Tabla 7-3: Posibles compuestos flavondicos identificados en el extracto etandlico blando

Eupatorium glutinosum

Manchas observadas Rf Posible
Practica Compuesto
Identificado
3 1 Rf=3.2/85=047 | = -—--
1
2 Rf=4.1/8.5= 0.51 Acido
Clorogénico
3 Rf=5/8.5=0.63 Hiperosido
(Derivado de
guercetina)

Elaborado por: Priscila Rugel, 2017

En el analisis cromatografico del extracto etandlico blando de Eupatorium glutinosum, se pudo
observar en la placa de silica gel la presencia de 3 manchas bien definidas con una coloracién que

varia de amarillo a café.

En la tabla 7-3 se observa la distancia recorrida de los posibles compuestos presentes en el
extracto etandlico de la planta, para su identificacion los Rf obtenidos 0.51 y 0.63 fueron
comparado con los Rf citados bibliograficamente en Wagner y Sabine Bladt, 2001. Los valores
obtenidos son similares al Rf del Acido clorogénico e Hiperosido (derivado de quercetina)

respectivamente como indica en la bibliografia. %. (Wagnery Bladt, 2001: pp. 195-210).

3.5.2 Andlisis Cromatografico para triterpenos

La fase movil que se utilizé para la identificacion de triterpenos para salvia quitensis fue:

cloroformo: acetato de etilo (50:50); como revelador vainillina al 2% en acido perclérico al 50%.
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Tabla 8-3: Posibles compuestos triterpénicos identificados en el extracto etanolico blando Salvia

quitensis
Manchas Calculo Rf Posible Compuesto
observadas Identificado
1 Rf=3.5/7.3=048 | ——-mmemmmmmeeme
2 Rf=4.2/7.3=0.58 Acido rosmarinico
3 Rf=5.0/7.3=0.68 Acido ursolico
4 Rf=6.8/7.3=0.93 Acido oleandlico

Elaborado por: Priscila Rugel, 2017

En la placa de silica gel se observo la presencia de 4 manchas bien definidas con una coloracién

que varia de amarillentos y violaceos.

Segun los Rf obtenidos 0.58, 0.68 y 0.93 para la fraccién triterpénica de S. quitensis los posibles
compuestos identificados son: Acido rosmarinico, Acido ursdlico y Acido olean6lico
respectivamente, los mismos que coinciden con una investigacion realizada por Serrano y
colaboradores en el afio 2016, que realizaron la cuantificacion de estos compuestos en tres
especies peruanas de Clinopodium perteneciente a la familia Lamiaceae , en donde establecen que

los Rf para los compuestos triterpénicos son; 0.52, 0.64 y 0.90 respectivamente. (Serrano etal, 2012:
pp. 333-350).

3.6 Cuantificacion de flavonoides totales

Para la cuantificacién de flavonoides totales se utiliz6 una solucion estandar de quercetina a
diferentes concentraciones de 20, 40, 60,80 y 100 ppm con la cual se realiz6 una curva de
calibracion, obteniéndosela ecuacion de la recta de: y=0,0009+0,0066 y un coeficiente de relacion
R2=0,9991

Se realizaron diluciones de los extractos con la finalidad de que las absorbancias obtenidas se
encuentren dentro de la curva de calibracion. Los resultados se encuentran reportados en la tabla
10-3 expresados en mg equivalentes de quercetina /mL de extracto y en porcentaje. Las
interpolaciones en la curva de calibracion para las disoluciones de las muestras se encuentran
representadas en el ANEXO P
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Tabla 9-3: Resultados Cuantificacion flavonoides totales del extracto etandélico blando Salvia

quitensis y Eupatorium glutinosum

Extractos Concentracion mg equivalentes de | Porcentaje
ppm quercetina/mL de extracto

Salvia quitensis 2000 ppm 5,217 mgEQ/mL 0,522 %

Eupatorium 1000 ppm 4,585 mgEQ/mL 0,459 %

glutinosum

Elaborado por: Priscila Rugel, 2017

En lo que se refiere a la cuantificacion de flavonoides totales se determind que el extracto
etanolico de Salvia quitensis a una concentracion de 2000 ppm, presenta un valor de 5,217
mgEQ/mL lo que representa un porcentaje de 0,522%, mientras que el extracto etandlico de
Eupatorium glutinosum a una concentracion de 1000 ppm obtuvo un valor de 4,585 mgEQ/mL
y un porcentaje de 0,459%. Esta variacion de concentraciones en ppm se debe a que lo extractos
fueron sometidos a diferentes diluciones, esto permitié que las absorbancias obtenidas puedan
estar dentro de la curva de calibracion estandar de quercetina.

En lo que se refiere a la cuantificacion de flavonoides totales para Salvia quitensis no existe
referencias bibliograficas, sin embargo Mehmet Torun y Colaboradores en el afio 2014, realizaron
una investigacion que consistia en determinar la concentracion de extracto de Salvia fruticosa
Miller utilizando proceso de membrana, donde obtuvieron un contenido de flavonoides totales de

7,746 mgEQ/mL, cuyos resultados superan a la concentracién de la especie en estudio. (Torun et
al, 2014:pp. 1-26)

En lo que concierne a la cuantificacion de flavonoides totales para Eupatorium glutinosum, el
resultado 4,585 mgEQ/mL es superior a 0,0201lmgEQ/mL, resultado obtenido en una
investigacion realizada por Brenda Valle y Albino Yanac en el afio 2014 en la Universidad de

Trujillo-Per0.

Estas variaciones podrian deberse a las distintas condiciones ambientales, el habitad y la actividad

enzimatica de la composicion de las hojas de cada una de las plantas. (Valley Albinol, 2014: pp. 15-
25).
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3.7 Cuantificacion de fenoles totales mediante el método de Folin-Ciocalteu

Para la cuantificacion de fenoles totales de los extractos, se elabor6é una curva de calibracion
utilizando una solucién estandar de acido galico a concentraciones de 20, 40, 60,80 y 100 ppm,
obteniendo una ecuacién de la recta de y= 0,0005+0,1925, cuyo coeficiente de correlacion de
R?=0,9820

Para esta cuantificacion se realizaron diluciones de los extractos con el fin de que las absorbancias
obtenidas se encuentren dentro de la curva de calibracion. Los resultados se encuentran reportados
en la tabla 11-3 expresados en mg equivalentes de acido galico /mL de extracto y en porcentaje.
Las interpolaciones en la curva de calibracién para las disoluciones de las muestras se encuentran
representadas en el ANEXO Q

Tabla 10-3: Resultados Cuantificacion de fenoles totales del Extracto etanolico blando Salvia

quitensis y Eupatorium glutinosum

Extractos Concentracion mg equivalentes de &cido | Porcentaje
ppm galico/mL de extracto

Salvia quitensis 667 ppm 105,446 mgEQ/mL 10,545 %

Eupatorium 1111 ppm 43,663 mgEQ/mL 4,366 %

glutinosum

Elaborado por: Priscila Rugel, 2017

En la cuantificacion de fenoles totales de los extractos etandlicos, el extracto de S. quitensis a
una concentracién de 667 ppm presentd un valor de 5105,446 mgEQ/mL del extracto lo que
representa un porcentaje de 10,545 %, mientras que el extracto de E. glutinosum a una
concentracion de 1111 ppm presente un valor de 43,663 mgEQ/mL y 4,366 %. De igual forma
para este ensayo se realizaron diferentes diluciones para que las absorbancias de los extractos

puedan entra dentro de la curva de calibracion estandar de &cido galico.

No existen referencias bibliograficas acerca de la cuantificacion de fenoles totales de Salvia
quitensis, pero en el afio 2014 Mehmet Torun y Colaboradores en la misma investigacion descrita
anteriormente, también obtuvieron una concentracion de fenoles totales de Salvia fruticosa
Miller. El resultado fue de 9,383mgEQ/mL cuyo valor es inferior al resultado obtenido en esta

investigacion. (Torun et al, 2014:pp. 1-26)
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Mohamed Hussein Hamdy Roby y colaboradores en el afio de 2012 realizaron una investigacion
de la Evaluacién de la actividad antioxidante, fenoles totales y compuestos fendlicos en los
extractos de Thymus vulgaris L, Salvia officinalis L, y Origanum majorana.. El resultado de la
cuantificacion de fenoles totales de S. officinalis L fue de 18.24 %, lo que indica que existe una

mayor cantidad de fenoles totales en esta especie a diferencia de la planta S.quitensis. (Hamdy, et al
2012: pp. 827-831).

Estos resultados nos indican que a pesar de ser estas plantas de la misma especie pueden existir
variaciones en la concentracion de compuestos fenolicos debido a las condiciones ambientales, el

habitat o la composicion quimica de cada una de las plantas.

En lo que se refiere a Eupatorium glutinosum no existen referencias bibliogréaficas sobre
cuantificacion de fenoles totales con lo cual el resultado no podria ser comparado, ya que esta
planta al ser una especie nativa de nuestro pais es muy poco estudiada e investigada y por ende

no existe informacion suficiente para sustentar los resultados obtenidos.

3.8 Determinacion de la capacidad captadora de radicales libres in vitro. Método DPPH*

La determinacion de la capacidad antioxidante de cado uno de los extractos etan6licos blandos de
Salvia quitensis y Eupatorium glutinosum se determiné mediante el método del DPPH*, el cual
es un método reproducible, facil de realizar, su costo no es muy elevado y no emplea mucho

tiempo.

La capacidad captadora de radicales libres se encuentra relacionada con el contenido de fenoles
y flavonoides totales, mientras presente mayor cantidad de estos compuestos existira mayor

capacidad antioxidante.

Tabla 11-3: Resultados de la determinacion de la capacidad captadora de radicales libres del

extracto etandlico blando Salvia quitensis y Eupatorium glutinosum

Extractos Concentracion Concentracion inhibitoria | Porcentaje de
ppm (ng/mL) ACRL

Salvia quitensis 667 ppm 18,952 pg/mL 25,50 %

Eupatorium 1111 ppm 85,359 pg/mL 114,85 %

glutinosum

Elaborado por: Priscila Rugel, 2017
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En la determinacién de la capacidad captadora de radicales libres la tabla 12-3 muestra los
resultados del extracto de Salvia quitensis con una concentracion de 667 ppm presenta una
concentracion inhibitoria de 18,952 pg/mL con un porcentaje ACRL de 25,50 %, mientras que el
extracto de Eupatorium glutinosum a una concentracién de 1111 ppm se obtiene una
concentracion inhibitoria de 85,359 pug/mL, y 114,85% de ACLR.

La variacion de concentraciones en ppm se debe a que lo extractos fueron sometidos a diferentes
diluciones, para que las absorbancias obtenidas puedan estar dentro de la curva de calibracién
estandar de &cido galico.Los valores obtenidos de la capacidad captadora de radicales libres estan
relacionados directamente con la cantidad de flavonoides y fenoles totales que presenten cada
extracto, ya que estos metabolitos son los responsables de ejercer el efecto antioxidante.

No se encontraron referencias bibliograficas sobre la actividad antioxidante de Salvia quitensis,
sin embargo existen algunas investigaciones en las que se determind la capacidad captadora de
radicales libres de Salvia officinalis L que es una especie de composicion quimica similar a la
planta en estudio, esta investigacion fue realizada por Rodriguez y colaboradores en el afio 2012
el cual consistia en determinar el rendimiento y capacidad antioxidante del extracto de Salvia
officinalis L obtenido con CO; supercitrico. En esta investigacion se obtuvo como resultado un
porcentaje del 76% de actividad antioxidante de Salvia officinalis L, por lo cual se concluye que
la especie Salvia quitensis al presentar un 25,50% quizas presente compuestos flavonoicos y
fendlicos que posean menor actividad captadora de radicales libres a diferencia de la especie

Salvia officinalis L . (Rodriguez, etal 2012: pp. 305-315).

Mouna Ben Farhat y colaboradores en el afio 2013 realizaron una investigacién sobre
caracterizacion y cuantificacion de compuestos fendlicos antioxidantes y propiedades de Salvia
especies que crecen en diferentes habitats, en donde la especie Salvia argentea obtuvo el mayor

resultado que fue de 77,07ug/mL el cual es un valor muy superior al obtenido de Salvia quitensis.
(Farhat, et al 2013: pp. 904-914).

Estos resultados van a depender de la complejidad quimica de la mezcla de compuestos en cada

planta, es decir dependera de la polaridad y comportamiento quimico de cada compuesto.

En lo que se refiere a Eupatorium glutinosum no existen referencias bibliogréaficas sobre la
capacidad captadora de radicales libres por lo cual el resultado no podria ser comparado, ya que
esta planta al ser una especie nativa de nuestro pais existe muy poca informacion sobre ella y son

muy poco estudiadas e investigadas.
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3.9 Actividad antiinflamatoria

3.9.1 Resultados de la administracion de los extractos

En este estudio se analizaron los extractos etanélicos blandos de Salvia quitensis a diferentes
concentraciones para determinar su actividad antiinflamatoria y conocer en que dosis presenta
mayor actividad, todos los extractos fueron probados en animales de experimentacion (ratas
albinas) en las que se les produjo un edema en la aponeurosis plantar de la pata posterior derecha
utilizando carragenina. Como se menciond anteriormente todos los extractos fueron
administrados por via oral acompafiado de un vehiculo que fue carboximetilcelulosa al 10%,
igual que los grupos control (blanco, diclofenaco sddico y extracto de Eupatorium glutinosum).
Se realizaron las mediciones del area del edema plantar de cada una de las ratas, con la ayuda del

programa ImageJ, el mismo que nos permite obtener valores cuantitativos.

Tabla 12-3: Resultados de la inflamacién de los diferentes tratamientos expresados como area

de inflamacién en cm?2.

PROMEDIO + DESVIACION ESTANDAR TRATAMIENTOS

Diclofenaco | Eupatorium S?IVia_ S?IVia_ S.alvia.
HORA Sédico glutinosum quitensis quitensis quitensis
S BLANCO 25 100 300
100mg/Kg 100mg/Kg
mg/Kg mg/Kg mg/Kg

Patré | 2,3525 + | 2,4148 + | 2,4240 + | 2,4833% 2,4168+ 2,5340 +
n 0,0439 0,0638 0,1315 0,1377 0,1206 0,1567

HO 2,3775 + | 2,4883 + | 2,4608 + | 2,5605+ 2,4785+ 2,6403 +
0,0413 0,1105 0,1569 0,1635 0,0912 0,1509

H1 2,4540 + | 2,5308 + | 2,5263 + | 2,6188+ 2,5303+ 2,6653 +
0,1039 0,1227 0,1333 0,1460 0,0634 0,1447

H2 2,5433 + | 2,6138 + | 2,6180 + | 2,7060+ 2,6060+ 2,7988 +
0,1203 0,0668 0,1374 0,2228 0,0550 0,2353

H3 2,5795 + | 2,6518 + | 2,6730 + | 2,8120+ 2,7218 + | 2,8693 +
0,1287 0,0702 0,1388 0,2041 0,0517 0,2223

H4 2,6505 + | 2,6233 + | 2,6523 + | 2,7790+ 2,6448 + | 2,7510 +
0,1073 0,0604 0,1377 0,2140 0,0514 0,1139

H5 2,6670 + | 2,5765 + | 2,6063 + | 2,7020+ 2,5668+ 2,7120 +
0,1081 0,0422 0,1624 0,1535 0,0982 0,1282

H6 2,6785 + | 2,5465 + | 2,5528 + | 2,6698+ 2,5728+ 2,6940 +
0,0735 0,0625 0,1751 0,1798 0,0765 0,1054

H7 2,7080 + | 2,4838 + | 2,5015 + | 2,6458+ 2,5278 + | 2,6145 +
0,0919 0,0402 0,1548 0,1516 0,0872 0,1435

Elaborado por: Priscila Rugel, 2017
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Con respecto a los valores obtenidos del &rea de la pata por el edema y su efecto, con las
repeticiones que se han realizado se ha valorizado la desviacion estandar, en la cual la hora 2,3y
4 del tratamiento de Salvia quitensis 100 mg/Kg y en la hora 2 y 3 del tratamiento de Salvia
quitensis 300 mg/Kg existe una desviacion mayor, lo que quiere decir que hay una posible

diferencia significativa en los tratamientos que se ha realizado.

En la tabla 12-3 se observa que las areas del control positivo (diclofenaco sédico) y el extracto de
referencia (Eupatorium glutinosum) presentan datos similares a diferencia de los demas
tratamientos aplicados. Los tratamientos de diclofenaco sddico, extracto de Eupatorium
glutinosum y el extracto de Salvia quitensis en sus diferentes dosis aplicadas presentan su punto
méaximo de inflamacion a en la hora 3, la cual va disminuyendo a medida que pasa el tiempo. El
grupo tratado solo con carragenina al 1% presentan su punto maximo de inflamacién en la hora

4, la cual va aumentando a medida que pasa el tiempo.

3.9.2 Analisis estadistico

Con los datos obtenidos anteriormente de las diferentes areas se aplico la férmula descrita en
metodologia para calcular el porcentaje de inflamacién de cada uno de los grupos tratantes. Para
la elaboracidn de la gréfica (% Inflamacion Vs Tiempo) se utiliz6 el programa Microsoft Office
Excel 2013, esta grafica representa de manera general el porcentaje de inflamacion de todos los

grupos tratantes aplicados en funcion del tiempo (horas).
El analisis estadistico fue realizado mediante el programa SPSS version 22 en el cual se aplico
el test de ANOVA de un factor, para poder determinar si existe o no diferencias significativas

entre los tratamientos y por lo tanto poder aceptar o rechazar la hipétesis nula

Tabla 13-3: Resultados de la actividad antiinflamatoria expresado en porcentaje de

inflamacion.
Salvia Salvia Salvia
Diclofenaco Eupatorium o o o
. ) quitensis quitensis quitensis
Saédico glutinosum
TIEMPO BLANCO 25 100 300
100mg/Kg 100mg/Kg
mg/Kg mg/Kg mg/Kg
T0 1,0627 3,0031 1,5161 3,1212 2,5445 4,1930
T1 5,3773 17,7426 5,7343 7,1788 7,2300 9,3725
T2 13,4857 15,8733 13,7376 | 13,1393 15,0496 19,8204
T3 23,1350 25,5567 24,0099 | 23,7716 27,6583 33,0505
T4 35,8023 34,0756 33,4262 | 34,1824 37,0811 41,6140
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T5 49,1711 40,6844 40,9447 | 44,6436 43,2768 48,6385
T6 63,0287 46,0674 46,2562 | 54,0475 49,7207 54,9526
T7 78,1403 48,8866 49,4534 | 63,0487 53,8374 59,6586
Elaborado por: Priscila Rugel, 2017
ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA DE LOS GRUPOS
TRATADOS (% | vs T)
100,00
=
‘O 80,00
:‘:) 60,00
S )
< 40,00
Z 20,00
X 0,00
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
TIEMPO (Horas)
—@—Blanco Diclofenaco Sédico 100mg/Kg

Eupatorium glutinosum 100mg/Kg Salvia quitensis 25 mg/Kg

—@— Salvia quitensis 100 mg/Kg —@— Salvia quitensis 300 mg/Kg

Grafico 1 -3: % Inflamacidn Vs Tiempo de los grupos tratados
Elaborado por: Priscila Rugel, 2017

En el gréafico 1-3 se observa que el porcentaje acumulativo de inflamacion de todos los grupos
tratados se encuentran por debajo del porcentaje de inflamacion del blanco es decir que todos los

tratamientos de una u otra manera presentaron una actividad antiinflamatoria.

El porcentaje de los grupos control, blanco, farmaco de referencia (Diclofenaco sodico)y extracto
de referencia (E. glutinosum) fue de 78,1403 %, 48,8866% Yy 49,4534% respectivamente, mientras
que los porcentajes de las tres dosis del extracto de S. quitensis a una concentracion de 25mg/Kg,
100mg/kg y 300mg/kg fue de 63,0487%, 53,8374% y 59,6586% respectivamente.

En lo que se refiere a la planta en estudio al comparar el porcentaje de inflamacion de las tres
dosis administradas de Salvia quitensis 25 mg/Kg, 100 mg/Kg y 300 mg/Kg se observa que menor
porcentaje de inflamacion presenta la dosis de 100mg/kg, cuyo porcentaje fue de 53.83%, ya que
este resultado se asemeja 0 se acerca al porcentaje de los grupos control, como son farmaco de
referencia 48.88% y del extracto de referencia 49.45%, lo que quiere decir que a esta

concentracion se obtendra una mayor eficacia de la actividad antiinflamatoria.
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3.9.2.1 Analisis estadistico de correlacién de tiempo-tratamiento

Tabla 14-3: Test ANOVA de un factor para los diferentes tratamientos

Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
VARIABLE_30min Entre grupos 151 5 .030 2.207 .099
Dentro de grupos .246 18 .014
Total .397 23
VARIABLE_1hora Entre grupos .100 5 .020 1594 .212
Dentro de grupos .225 18 .013
Total .325 23
VARIABLE_2hora Entre grupos 147 5 .029 1.698| .186
Dentro de grupos 312 18 .017
Total 460 23
VARIABLE_3hora Entre grupos 194 5 .039| 2.355] .082
Dentro de grupos 297 18 .017
Total 492 23
VARIABLE_4hora Entre grupos .060 5 .012 1.197| .350
Dentro de grupos 179 18 .010
Total .239 23
VARIABLE_5hora Entre grupos .107 5 021 1.663| .195
Dentro de grupos 232 18 .013
Total .340 23
VARIABLE_6hora Entre grupos 122 5 .024 2.325| .085
Dentro de grupos .189 18 .010
Total 311 23
VARIABLE_7hora Entre grupos 224 5 .045| 4.570) .007
Dentro de grupos 176 18 .010
Total 400 23

Elaborado por: Priscila Rugel, 2017

La tabla 14-3 indica la aplicacion del test ANOVA de un factor, el cual establece si existe 0 no
diferencias significativas en las mediciones del tiempo para cada tratamiento con un grado de

confiabilidad del 95%, esta diferencia significativa se determina cuando p<0,05.

Se observa que p<0,05 solo en la variable_ 7hora, por lo que se rechaza la hipotesis nula (Ho) y

se acepta la hipdtesis alternativa (Hi) para esta hora y se procede a realizar un anélisis de TukeyB
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para conocer cudles es la diferencia significativa en cada uno de los tratamientos para esta

variable.

Tabla 15-3: Prueba de TukeyB para la séptima hora

VARIABLE 7hora

Subconjunto para alfa = 0.05

Dosis_extracto N 1 2

Tukey B2 Diclofenaco100mg 4 2.48375
E. glutinosum100mg 4 2.50150 2.50150
S. quitensis100mg 4 2.51650 2.51650
S. quitensis 300mg 4 2.65325 2.65325
S. quitensis 25mg 4 2.70650
Blanco 4 2.70800

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

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 4.000.
Elaborado por: Priscila Rugel, 2017

Al obtener el valor de la diferencia significativa en cada una de las variables, solo una variable
demostr6 que p<0,05 con un valor de 0,007 perteneciente a la Variable_7hora es por ello que se
procede a realizar el analisis de TukeyB para comprobar la diferencia significativa que existe en
los diferentes tratamientos.

Como se puede observar en la tabla 15-3 existen dos subconjuntos con respecto al analisis de la
diferencia significativa entre los datos de cada tratamiento, en los cuales el valor de diclofenaco
sobresale a diferencia de los otros tratamientos por tener menor porcentaje de inflamacion ya que
es un farmaco con actividad comprobada, mientras tanto la dosis de 25mg/Kg es la que presenta

menor efecto en comparacién de las otras dosis y su valor se aproxima al blanco.
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PORCENTAJE DE INFLAMACION A LA SEPTIMA
HORA DE LOS GRUPOS TRATADOS

63,0487

2
Q
(]
<
=
<
—
'8
=
*

e
48,8866 - 23,8374

T8
TIEMPO (HORAS)

BLANCO m DICLOFENACO M Eupatorium glutinosum

W S. quitensis300mg S. quitensis100 mg S. quitensis25 mg

Gréfico 2 -3: Porcentaje de inflamacion de los grupos tratados a la séptima hora
Elaborado por: Priscila Rugel, 2017

Para determinar la actividad antiiflamatoria de los grupos tratados se toma en cuenta la Gltima
hora de medicidn de las areas de las patas de los animales de experimentacion, ya que a esta hora
finaliza la etapa de inflamacidn. En el gréfico 2-3 se puede observar los distintos valores obtenidos
de cada tratamiento, conociendo asi cual es la dosis que mas se acerca los valores obtenidos de
los grupos control positivos como son el farmaco de referencia (diclofenaco sédico) y el extracto
de referencia (E glutinosum) , esta dosis es la 100 mg/Kg de S. quitensis la cual se aproxima con
un 4.9 % al farmaco de referencia (Diclofenaco sédico), mientras que con un valor de 4.3% se
aproxima al porcentaje del extracto de referencia. Por ende entre las tres dosis aplicadas del
extracto de S. quitensis la dosis de 100mg/ Kg presenta mayor actividad antiinflamatoria a

diferencia de la dosis de 25mg/Kg y la de 300 mg/Kg.
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CONCLUSIONES

El material vegetal y el extracto etanolico blando obtenido se encontraron en buenas condiciones
ya que todos los resultados obtenidos cumplen con las especificaciones requeridas por las
Normas Ramales Drogas Crudas. Extractos y Tinturas, garantizando la calidad, seguridad,

eficacia e inocuidad del extracto, siendo este apto para realizar cualquier tipo de analisis.

Mediante espectrofotometria UV se cuantifico flavonoides totales, fenoles totales y la capacidad
captadora de radicales libres del extracto de S. quitensis obteniendo un porcentaje de 0,522%,
10,545% y 25,50% respectivamente. Este 25,50% esté directamente relacionado con la cantidad
presente de fenoles y flavonoides totales responsables de ejercer el efecto antioxidante y la

actividad antiinflamatoria de la planta.

El extracto etandlico de S. quitensis present6 gran cantidad de metabolitos secundarios que le
confieren la actividad antiinflamatoria entre ellos se encuentran los flavonoides y los triterpenos,
los cuales para su administracion fueron vehiculizados en una suspension elaborada a base de
carboximetilcelulosa, permitiendo asi su solubilidad y su dispersién homogénea al momento de

la dosificacion.

No existe diferencias significativas entre el extracto de Salvia quitensis a una concentracion de
100mg/Kg, Diclofenaco sédico 100 mg/Kg y el extracto de referencia (Eupatorium glutinosum
100 mg/Kg) ya que segin los resultados obtenidos mostraron tener una buena actividad

antiinflamatoria a diferencia de los otros tratamientos.
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RECOMENDACIONES

Realizar un estudio toxicolégico del extracto etanélico de S. quitensis como complemento de la

investigacion.

Utilizar otra via de administracion del extracto, de tal manera que se pueda evaluar la actividad

antiinflamatoria de forma distinta.
Se sugiere realizar una investigacion farmacolégica sobre el uso incontrolado de esta especie
vegetal ya que esta planta puede presentar posibles efectos adversos que pueden causar dafios en

la poblacion que la usa como medicina ancestral.

Se recomienda realizar un estudio taxonémico méas a fondo que permite conocer todas las

caracteristicas de esta especie.
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ANEXOS

ANEXO A: Recoleccién del material vegetal Salvia quitensis.

ANEXO B: Determinacion de cenizas totales, solubles en agua e insolubles en HCI y humedad.

ANEXO C: Maceracion de la planta seca y molida con alcohol al 96%




ANEXO D: Tamizaje Fitoquimico

ANEXO E: Obtencién del extracto etandlico blando de Salvia quitensis




ANEXO G: Analisis Cromatografico para triterpenos




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

ANEXO L: Dosis administradas a las ratas dependiendo su peso

TRATAMIENTOS | PARAMETROS REPETICIONES
(9) R1 R2 R3 R4
) Peso de la rata 192,4 201,5 207,8 223,8
IDiclofenaco 100
Volumen del
mg/Kg - ) 0,059 0,062 0,064 0,069
principio activo
Eupatorium Peso de la rata 195,0 203,9 219,3 243
glutinosum Volumen del
o ) 0,019 0,062 0,022 0,024
100 mg/Kg principio activo
o Peso de la rata 181,5 206.1 183,7 2237
Salvia quitensis
25 mg/Kg Volumen del 0,004 0,005 0,005 0,006
principio activo
173,7 202,1 214,3 225,3
S Peso de la rata
Salvia quitensis
100 mg/Kg Volumen del 0,017 0,020 0,021 0,023
principio activo
183,7 210,1 213,0 241,0
S Peso de la rata
Salvia quitensis
300 mg/Kg Volumen del 0,055 0,063 0,064 0,072
principio activo




ANEXO M: Administracion de los extractos

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

ANEXO O: Medicion del &rea del edema generado.




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

CURVA DE CALIBRACION PARA QUERCETINA.
CUANTIFICACION FLAVONOIDES TOTALES

y = 0,0009x + 0,0066
R*=0,9991

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

CURVA DE CALIBRACION DE ACIDO GALICO

0,25
0,245 y = 0,0005x + 0,1925
0,24
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0,215
0,21
0,205
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ANEXO R: Curva de calibracion para la capacidad captadora de radicales libres in vitro.
Método DPPH*

ABSORBANCIA DE RADICALES LIBRES
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ANEXO S: Identificacion y comprobacion de la especie vegetal
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