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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar las actividades antiinflamatoria y citotdxica in
vitro de los extractos bruto y alcaloidal de Crinum x amabile. La especie vegetal Crinum x
amabile fue recolectada en el canton Muisne ubicado al oeste de la provincia de Esmeraldas en
el Ecuador, aproximadamente en las coordenadas geograficas: 0°36°09.5” N 80°01°30.1” W. Los
extractos brutos fueron obtenidos por separado mediante maceracion durante 72 horas de las hojas
y bulbo de Crinum x amabile, usando como solvente extractivo metanol. Por otra parte, los
extractos alcaloidales de hojas y bulbo de la especie en estudio fueron obtenidos mediante
extraccion liquido-liquido usando solventes organicos. Las actividades antiinflamatoria y
citotoxica in vitro fueron evaluadas mediante el modelo de neutréfilos aislados, mismo que esta
basado en la reduccién de una sal de tetrazolio (WST-1). La actividad antioxidante
fue desarrollada mediante el método de captacion de radicales libres DPPH. Los resultados
obtenidos del ensayo de actividad antiinflamatoria demuestran que el extracto bruto del bulbo
de Crinum x amabilea una concentracion de 200 ppm posee una marcada actividad
antiinflamatoria con un 56.35%:=0.24 de inhibicion inflamatoria. Sin embargo, el valor obtenido
es inferior al exhibido por la sustancia de referencia (&cido acetilsalicilico), 70.28%=0.24 de
inhibicion inflamatoria. Los resultados de la actividad citotoxica demuestran que el extracto
alcaloidal del bulbo de Crinum x amabile a una concentracion de 12.5 ppm presenta mayor
viabilidad celular con un 65.71%=0.31.

Palabras clave: <BIOQUIMICA>, <FARMACIA>, <BULBO — HOJAS (Crinum x amabile)>,

<AMARYLLIDACEAE>, <ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA>, <ACTIVIDAD
CITOTOXICA>, <SAL DE TETRAZOLIO (WST-1)>, <NEUTROFILOS AISLADOS>.
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SUMMARY

The objective of this research was to evaluate the anti-inflammatory and cytotoxic activities in
vitro of crude and alkaloidal extracts of Crinum x amabile. The Crinum x amabile vegetal species
was collected in Muisne canton located west of the province of Esmeraldas in Ecuador,
approximately at the geographic coordinates: 0°36°09.5” N 80°01°30.1” W. Crinum x amabile
crude extracts, using as extractive solvent methanol. On the other hand, the leaf and bulb alkaloid
extracts of the study were obtained by liquid-liquid extraction using organic solvents. In vitro
anti-inflammatory and cytotoxic activities were evaluated using the isolated neutrophil model,
which is based on the reduction of a tetrazolium salt (WST-1). The antioxidant activity was
developed by the DPPH free radical scavenging method. The results obtained from de anti-
inflammatory activity assay show that Crinum x amabile crude bulb extract at a concentration of
200 ppm possesses a market anti-inflammatory activity with a 56.35% +0.24 of inflammatory
inhibition. However, the value obtained is lower than that shown by the reference substance
(acetylsalicylic acid), 70.28%+0.24 of inflammatory inhibition. The obtained results of cytotoxic
activity demonstrate that the alkaloidal extract of the bulb of Crinum x amabile at a concentration
of 12.5 ppm presents greater cellular viability with a 65.75%+0.31.

Key words: <BIOCHEMISTRY>, <PHARMACY>, <BULB-SHEETS (Crinum x amabile)>,

<AMARYLLIDACEAE>, <ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITY>  <CYTOTOXIC
ACTIVITY>, <TETRAZOLIUM SALT (WST-1)>, <ISOLATED NEUTROPHILES>.

Xiv



INTRODUCCION

La pregunta de investigacion que motivd el presente trabajo fue ¢Existen diferencias en la
inhibicién inflamatoria y la actividad citotoxica in vitro por efecto de los extractos brutos y

alcaloidales de Crinum x amabile?

La tendencia de la investigacion académica en cuanto a la aplicacion de los extractos se centra en
los tratamientos alternativos para inhibir procesos inflamatorios, ya sean de caracter agudo o
crénico. (Rahman et al, 2013a, pp. 212-218)

Otra tendencia es la investigacion de la actividad citotdxica, haciendo referencia a la actividad
antitumoral que los alcaloides de esta planta presentan, como moléculas alternativas para limitar

problemas tumorales. (Kittisak et al, 1993a, pp. 1331-1338)

Una perspectiva de interés radica en el estudio de los alcaloides presentes en la especie vegetal
en estudio, la elucidacion de su estructura y analisis de su estructura y analisis de sus
caracteristicas, ya que al ser una planta que se halla en investigacidn temprana, es necesario seguir
investigandola a fin de tener la mayor cantidad de informacion de esta y poder determinar nuevas

aplicaciones en diferentes campos. (Pham et al, 1998a, pp. 371-376)

La actividad antimicrobiana, ha sido muy estudiada con una gran cantidad de especies vegetales,
y Crinum x amabile no podia ser la excepcion. Variedad de alcaloides constituyen esta planta, los
cuales son de gran importancia por su actividad antimicrobiana, demostrados en investigaciones

anteriores en la familia Amaryllidaceae y el género Crinum. (Mahady, 2005, pp. 2405-2427)

La presente Tesis esta constituida de la siguiente manera:

En el capitulo 1 se incluye el marco tedrico que responde a las preguntas epistemoldgicas en
cuanto a los temas de interés sobre la actividad antiinflamatoria y citotdxica, para lo cual se ha
recolectado informacion de 58 articulos cientificos. Se culmina el marco teérico realizando un

analisis de las posibles relaciones en las variables.

En el capitulo 2 se presenta primeramente la metodologia de la investigacion y posteriormente la

I6gica de la investigacion.



En el capitulo 3 se presentan los resultados obtenidos en la investigacidn, al final de los cuales se
discuten los resultados y los paradigmas relacionados al tema, ademas se compard el aporte de

otros investigadores con los mismos resultados.

En la parte final del trabajo de titulacion se presentan las conclusiones en relacion a los objetivos
e hipdtesis planteadas y los resultados obtenidos durante esta investigacion. Se incluye un
apartado de recomendaciones pertinentes a la investigaciéon y la bibliografia de 58 articulos

cientificos con informacion sobre las variables.

Este trabajo de titulacion forma parte de la RED CYTED BIFRENES Proyecto de investigacion
cientifica denominado “LA BIODIVERSIDAD DE AMARYLLIDACEAECOMO FUENTE DE
RECURSOS NATURALES PARA SU EXPLOTACION SOSTENIBLE”.



OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la actividad antiinflamatoria y citotoxica in vitro de Crinum x amabile.

Obijetivos especificos

» Determinar cualitativamente la composicion quimica de las hojas y el bulbo de Crinum x

amabile.

» Obtener un extracto metanolico a partir de las hojas y el bulbo mediante maceracion en frio.

> Extraer la porcion alcaloidal mediante procesos de extraccion liquido — liquido y variacion
de pH.

» Determinar la actividad antioxidante de los extractos metandlicos y alcaloideos extraidos
mediante el método de DPPH.

» Determinar la actividad antiinflamatoria y citotoxica in vitro de los extractos metanolicos y

alcaloideos.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. Plantas Medicinales

1.1.1. Definicion

Es cualquier planta que en uno o mas de sus 6rganos contiene sustancias que pueden ser utilizadas

con finalidad terapéutica 0 que son precursores para la semisintesis quimico-farmacéutica.
(Cafiigueral et al, 2003a, pp. 265-277)

1.1.2. Historia de la investigacién botanica en el Ecuador

El Ecuador posee una diversidad cultural como resultado de un proceso milenario de interrelacion
con el medio y la llegada a través de la historia de nuevos pobladores y culturas del mismo

continente como los Incas y de otros continentes como los espafioles y africanos. (De La Torre et al,
2006a, pp. 246-267)

Este conocimiento acumulado en la larga relacion de estas culturas en el diverso ecosistema
ecuatoriano; su descubrimiento y relato ha sido el objetivo de muchos exploradores e

investigadores en las distintas épocas. (De La Torre et al, 2006b, pp. 246-267)

Con el establecimiento definitivo de la colonizacion espafiola en América, y la aparicion de la
Real Audiencia de Quito, quienes inicialmente recopilaron informacién sobre sobre la utilidad de
las plantas fueron los exploradores y conquistadores espafioles, quienes se dedicaron a describir

las distintas especies vegetales con potencial comercial para la Corona Espafiola. (De La Torre et al,
2006¢, pp. 246-267)

A partir de la conquista, en el Ecuador se implanté una ideologia providencialista y
antropocéntrica de la relacion entre el hombre con la naturaleza. Al desintegrarse la sociedad
aborigen del pais, también eliminaron muchos de los conocimientos sobre el uso de plantas y

animales y los ancestrales modelos de su manejo y utilizacion.(varea A, et al, 1997, pp. 178)

Con el pasar de los afios, la corona espafiola perdio interés en el estudio de las plantas en América



y prosiguieron diferentes misiones, originarias de diferentes paises que llevaron el estudio a otros
niveles, determinando la taxonomia de las plantas, informacion de usos de especies andinas,

especies utilizadas en la construccion y plantas con diferentes usos en agricultura. (De La Torre et
al, 2006d, pp. 246-267)

Finalmente, en los ultimos 20 afios, se profundiz6 ain mas el estudio de las plantas, descubriendo
metabolitos activos en aquellas; especies utilizadas por shamanes y la poblacion en general, y
nuevas investigaciones llevadas a cabo a nivel de animales de experimentacion, mediante el

potencial uso que tienen estas plantas medicinales. (Zambrano et al, 2015a, pp. 97-108)

1.1.3. Estudio etnobotanico en el Ecuador

La etnobotanica estudia la relacién entre el hombre y las plantas, lo que permite apreciar a estos
recursos desde el punto de vista de quienes lo utilizan, asi como la influencia del ambiente natural

en las culturas que aprovechan este recurso. (De La Torre et al, 2006e, pp. 246-267)

La etnobotéanica tiene como objetivo primordial la busqueda del conocimiento y rescate del saber

boténico tradicional, de manera especial en relacion al uso de la flora. (zambrano et al, 2015b, pp. 97-
108)

El Ecuador debido a su gran variedad bioldgica y cultural, es considerado un pais con gran
potencial en cuanto a la medicina tradicional, con lo cual es importante determinar algunos
aspectos como las formas en que se usa cada planta y los beneficios curativos que se adquiere a

partir éstas. (Zambrano et al, 2015¢, pp. 97-108)

El uso de medicina tradicional, con base en el conocimiento etnobotanico es una practica llevada
a cabo desde épocas ancestrales y ha demostrado ser una de las mejores opciones en cuanto a
cuidados de la salud, particularmente en el area rural, que es donde mas se lo practica, debido a
la limitada posibilidad econémica de estas regiones, donde en ocasiones no es facil tener acceso

a la medicina convencional. (Zambrano et al, 2015d, pp. 97-108)

1.1.4. Uso de plantas medicinales en el mundo

El uso de plantas medicinales a nivel mundial ha sido un punto muy importante desde épocas
arcaicas, dado que su uso era muy importante para el tratamiento de enfermedades. Estos métodos
con el tiempo han ido evolucionando, investigdndose nuevas plantas para este fin y mejorando

los procesos para su uso. Actualmente, en el mercado mundial apenas el 20% de las plantas tienen



finalidad terapéutica siendo un aproximado de 10.000 plantas medicinales, la mayoria utilizadas
de forma tradicional, sin embargo solo un pequefio porcentaje se utiliza en cantidades

significativas.(Cafiigueral et al, 2003b, pp. 265-277)

Los principales paises productores son paises en desarrollo de América, Africa y Asia y van
dirigidos al mercado de paises desarrollados como EEUU y Japon.(Caiigueral et al, 2003c, pp. 265-277)

1.1.5. Uso de plantas medicinales en el Ecuador

El Ecuador es un pais que cuenta con gran cantidad de recursos naturales en todas las regiones
que el pais posee. Muchas de estas plantas poseen caracteristicas que pueden ser aprovechadas
por su poder medicinal que, en conjunto con el conocimiento etnobotanico que las diferentes

culturas mantienen, hace de las plantas medicinales poderosas herramientas de uso terapéutico.
(Ceron Martinez, 2006a, pp. 285-293)

En el Ecuador el uso de plantas medicinales todavia se mantiene, debido a que la cultura de la
gente aun hace que mantengan confianza en éstas. Generalmente, las plantas medicinales y su uso
son llevadas a cabo por personas “especializadas” como curanderos o shamanes aunque en

nuestros dias el uso en mercados de la ciudad aun se ve vigente. (Cerén Martinez, 2006b, pp. 285-293)

A nivel de la zona andina del Ecuador se han descrito gran cantidad de plantas medicinales,
gracias a los estudios de herbolarios, colecciones botanicas y el conocimiento etnobotanico. De
alli se tienen datos de 432 especies medicinales de las cuales 273 corresponden a aquellas plantas
que se expenden en los mercados y 255 son plantas silvestres. Se ha determinado que las plantas

gue pueden conseguirse en los mercados sirven para tratar 77 dolencias y las silvestres 74 (Cerén
Martinez, 2006c¢, pp. 285-293).

1.2. Familia Amaryllidaceae

1.2.1. Descripcion

Las amarilidaceas representan un grupo de plantas con una considerable importancia econémica

y cultural, muy utilizadas como condimento y con fines ornamentales, horticolas y medicinales.
(Henriette & Dutilh, 2005, pp. 244-256)

Comprende 75 géneros con 1100 especies en regiones tropicales, subtropicales y templadas

calidas.(L6pez & Serna, 2002, pp. 3-6)



1.2.2. Caracteristicas

Tabla 1-1 Caracteristicas de la familia Amaryllidaceae

Planta Herbéacea con bulbos o rizoma

Hojas Basales con limbo linear o acintado
Inflorescencia Pocas flores, agrupadas en umbelas
Flores Actimorfas, hermafroditas y muy vistosas
Perigonio Verticilos de tres piezas libres o soldados
Androceo Seis estambres ubicados en dos niveles
Gineceo Un carpelo y ovario infero

Fruto Capsula o baya

Realizado por: Santiago Portero, 2017.
Fuente: Edward Gilman, 2014a, pp. 1-2

1.3. Género Crinum

Es un género de plantas perteneciente a la familia Amaryllidaceae con flores vistosas similares a
los lirios (Calderdn et al. 2010a, pp. 988-993). Comprende aproximadamente 160 especies que han sido
descritas en zonas tropicales y calidas de América, Asia, Africa y Australia, con especies

representativas en cada uno de estos continentes. (Thi Ngoc Tram et al, 2002a, pp. 183-208)

En general las plantas del género Crinum destacan por sus usos como inductor emético,
antirreumatico, tratamiento para la otitis, tratamiento para VIH, animalarico, tos, resfriados,
trastornos renales y hepaticos, tratamiento en afecciones de la piel, antibacteriano, antiparasitario

y antivirico.(Thi Ngoc Tram et al, 2002b, pp. 183-208)(Lin et al, 1995, pp. 1295-1298)(Pham et al, 1998b, pp. 371-
376)(Walk, 1995, pp. 329)

1.3.1. Botanica

Fue Linneo quien establecio el género Crinum con 4 especies, pero fue Herbert quien redefinio el
género al reconocer 46 especies y dividiéndolas en dos secciones que son patentes y semipatentes.
Baker la subdividio en tres géneros Stenaster, Platyaster y Condonocrinum, mas tarde se llevo a
cabo la combinacion de Stenaster y Platyaster. Posteriormente, Traub modificé el nombre

Platyaster a Crinum. (Thi Ngoc Tram et al, 2002c, pp. 183-208)

Verdoorn considerd que la clasificacion en subgéneros era necesaria debido a la presencia de
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intermediarios. Muchas especies inclusive de otros generos han sido descritas como Crinum,
desde hace mucho tiempo y hasta el dia de hoy aun se siguen teniendo inconsistencias y

errores.(Thi Ngoc Tram et al, 2002d, pp. 183-208)

1.3.2. Usos farmacolégicos

Las raices frescas se utilizan por su capacidad de inducir emesis, las semillas se utilizan como
purgantes, diuréticos y ténicos y las hojas como expectorantes, tratamiento en afecciones de la

piel y procesos inflamatorios (Thi Ngoc Tram et al, 2002, pp. 183-208)

1.4. Crinum x amabile

1.4.1. Caracteristicas

También llamada lirio de arafia parpura, lirio de Crinum rosado o lirio de arafia gigante rosado,
es una planta herbacea dotada de un bulbo de 3 a 4 % pulgadas de espesor, de aspecto carnoso.
Las hojas son lineales y coriaceas que crecen en una roseta, son brillantes de color rojo verdoso,
de una longitud de 2 a 4 pies. Sus flores rojas con rosado, cilindricas de 1 a 3 pies de alto. Un tubo
floral de 6 pulgadas de largo con seis pétalos, sépalos y estambres, rosados desde el sector medio
hacia dentro, son abundantes en primavera, verano y otofio. Los frutos son I6bulos de capsulas de

semilla de 1 ¥ pulgadas de espesor. (Gilman, 2014, pp. 1-2)

Es una planta herbacea perteneciente a la familia Amaryllidaceae. Derivado del griego krinon=un
lirio y del epitelio latino amabile=digno de amor. Es un hibrido entre Crinum asiaticum x Crinum

zeylanicum. (Calderon et al, 2010b, pp. 988-993)

Tabla 2-1 Generalidades de Crinum x amabile

Nombre cientifico: Crinum x amabile
Informacion General Pronunciacion: KRYE-num x uh-MAB-ill-lee

Nombre (s) comdn (es): giant spider Lily

Origen Vietnamita



Altura: 3 a5 pies
Extension: 3 a 5 pies
Habito vegetal: propagacion
Descripcion Densidad de las plantas: abierto
Tasa de crecimiento: moderada
Textura: gruesa
Arreglo de hojas: espiral
Tipo de hoja: simple
Margen foliar: entero
Forma de la hoja: lineal
Venacion foliar: paralelo
Follaje Tipo de hoja y persistencia: siempre verde
Longitud de hoja: mas de 36 pulgadas
Color de la hoja: purpura o rojo
Color de la caida: ningiin cambio del color a la caida
Caracteristica de otofio: no llamativo
Color de la flor: purpura; rojo
Flores Caracteristica de la flor: floracién durante todo el afio
Fragancia agradable
Forma de la fruta: redondo
Longitud de la fruta: 1 a 3 pulgadas
Fruto Cubierta de fruta: seca o dura
Color de la fruta: verde
Caracteristica de la fruta: vistosa
Tronco / corteza / ramas: no muy llamativo
Troncoy Ramas Color de tallo y ramas: no aplicable
Espesor del vastago / espiga: no aplicable
Requerimiento de luz: la planta crece en parte sombra / parte sol
Tolerancias del suelo: inundaciones prolongadas; arcilla; arena; acido;
ligeramente alcalino; marga
Cultura Tolerancia a la sequia: moderada
Tolerancias de la suciedad del suelo: desconocido
Espaciamiento de la planta: 36 a 60 pulgadas
Raices: generalmente no es un problema
Interés del invierno: la planta tiene interés del invierno debido a la forma inusual, frutas
persistentes agradables, tronco llamativo del invierno, o flores del invierno
Planta destacada: la planta tiene caracteristicas ornamentales sobresalientes y podria ser
Otros mas plantada
Potencial invasivo: no se sabe si es invasivo
Resistencia a plagas: la salud a largo plazo no suele verse afectada por plagas

Realizado por: Santiago Portero, 2017.
Fuente: Edward Gilman, 2014b, pp. 1-2



Figura 1- 1 Crinum x amabile

Fuente: Valeria Zapata, 2016, pp. 85

1.4.2. Taxonomia

Tabla 3-1 Taxonomia de Crinum x amabile

Reino
Subreino
Division
Clase
Subclase
Orden
Familia
Tribu
Subtribu
Género
Especie

Plantae
Tracheobionta
Magnoliophyta
Lilopsida
Liliidae
Asparagales
Amaryllidaceae
Amaryllideae
Crininae
Crinum

Crinum x amabile

Realizado por: Santiago Portero, 2017.

Fuente: Edward Gilman, 2014c,

1.4.3. Composicién quimica

Entre los alcaloides representativos hallados en

pp. 1-2

Crinum x amabile estan: licorina, crinamabina,

40-Dehidroxicrinamabina, bufanisina, ambellina, flexitina y augustina, a los que se sefiala como

responsables de los efectos terapéuticos de la planta.(Pham et al, 1998c, pp. 371-376)

A estos alcaloides de los bulbos les acomparfian resinas y polisacaridos cuantificados en 5.4% de
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sacaridos solubles en agua, 8.7% de pectinas y 8.2% de hemicelulosa. (Thi Ngoc Tram et al, 2002f, pp.
183-208)

Ademas de glicdsidos como el amabilosido (3-hidroxi-4-O - \ beta-D-glucopiranosil-
benzaldehido) del cual se estudio el potencial citotéxico y antipaludico, pero no se encontrd
actividad relevante (Thi Ngoc Tram et al, 2002g, pp. 183-208) (Cordell, 1993a, pp. 4-7)

1.4.4. Usos

Se describen usos como emético, tratamiento de reumas y otitis, pero ademas se han descrito

propiedades como actividad antiinflamatoria, citostatica e inmunoestimulante (Thi Ngoc Tram et al,
2002h, pp. 183-208)

En Ecuador el conocimiento etnofarmacoldgico, describe usos como antiinflamatorio en el

tratamiento de hemorroides en la regién de Muisne al oeste de la Provincia de Esmeraldas.

Ademas, se han descubierto nuevos usos potenciales como antimicrobiano, antiviral y contra el

Alzheimer. (Cubilla et al, 2010, pp. 988-993)

1.5. Inflamacién

El ser humano, de igual manera que todos los organismos pluricelulares, mantiene mecanismos
de defensa frente al ataque de cualquier agente agresor interno o externo. Este ataque activa una
cascada defensiva, en la cual la inmunidad innata a través de la inflamacién, aisla la lesion y

repara el tejido, recuperando la funcionalidad del 6rgano afectado. (wendie, 2014a, pp. 2261-2265)

De forma etimoldgica, la palabra inflamacion proviene del latin inflamatio, que significa incendio
o encender fuego. De alli que se utiliza este término en medicina, dado a cualquier érgano

abultado con incremento de calor. (Wendie, 2014b, pp. 2261-2265)
De cualquier forma, el mayor problema a raiz de la inflamacion es que el ataque se produzca tanto
a agentes nocivos como no nocivos, de forma que puedan causar reacciones de hipersensibilidad,

hasta induccion de lesiones graves. (Wendie, 2014c, pp. 2261-2265)

La inflamacion es un proceso reparador que, aunque dolorosa, exige un enorme gasto de energia

metabélica. (Garcia, 2008a, pp. 91-159)
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15.1. Definicion

Es una respuesta de defensa del sistema inmunolégico en nuestro organismo ante diferentes
estimulos enddgenos y exdgenos, de origen mecéanico, quimico, infeccioso, autoinmune o por

procesos radioactivos, donde intervienen reacciones de tipo nervioso, vascular, humoral y celular
(Cafiavate, 1995a, pp. 80-85)

1.5.2. Importancia del proceso inflamatorio

John Hunter, un respetado cirujano escocés, afirmé que la inflamacién no es una enfermedad,
sino mas bien una respuesta inespecifica, que tiene un efecto beneficioso en el organismo.
De no ser por la inflamacion, los procesos infecciosos no podrian ser controlados, la curacion y

reparacion de heridas seria imposible, asi como la recuperacion del 6rgano afectado. (Wendie, 20144,
pp. 2261-2265)

Ffeonedudes on e qus i Inflasnacion Jusos un papsl pafooinico mportente

Anafilaxis Gota

Artritis reumatoide Lupus eritematoso
Asma Osteoartritis
Aterosclerosis Pénfigo

Colitis ulcerosa Psoriasis

Dermatitis atépica Rechazo xenoinjerto
Enfermedad de Alzheimer Sarcoidosis
Enfermedad de Crohn (enteritis regional) Sindr. Isquemia-reperfusion
Enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) Sindr. Fiebre periédica
Esclerosis multiple Tiroiditis de Hashimoto
Espondilitis anquilosante Vasculitis

Enfermedades de origen infeccioso en las que la inflamacioén contribuye a la patologia

tanto como la toxicidad bacteriana

Disenteria bacteriana Lepra (forma tuberculoide)
Enfermedad de Chagas Meningitis neumocdécica o neissérica
Filariasis Neumonitis fibrosa quistica
Gastritis por H. pilory Neumonia viral
Glomerulonefritis postestreptocdocica Sepsis
Hepatitis C Tuberculosis

Enfermedades de origen diverso en las que la fibrosis postinflamatoria es una causa

principal de patologia

Cirrosis hepatica (alcohdlica o virica) Fibrosis pulmonar postirradiacion
Esquistosomiasis Fibrosis pulmonar inducida por bleomicina
Fibrosis pulmonar idiopatica Rechazo crénico alogénico

Figura 2-1 Importancia de la inflamacion en las enfermedades

Fuente: Pedro Garcia, 2008a, pp. 91-159.
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Estrés o disfuncion

Desencadenante : Lesion
inflamatorio Infeccion tisular celular
v
INFLAMACION
v
Propésito Defensa del organismo Respuesta de Adaptacion al estrés y retorna
fisiolégico contra la infeccién reparacion tisular al estado homeostatico

Consecuencias Autoinmunidad, lesién

fisiopatoldgicas inflamatoria tisular, sepsis,
SIRS

Figura 3-1 Escenarios de actuacion de la inflamacién

Fuente: Pedro Garcia, 2008b, pp. 91-159.

1.5.3. Factores de la inflamacién

Tabla 4-1 Factores enddgenos y exdgenos

Factores enddgenos

Fibrosis, metaplasia y/o
tumorogénesis

Dishomeostasis (UPR) y/o
enf. autoinflamatorias

de la inflamacién.

Factores Exgenos ‘

Necrosis tubular Mecanicos (corte)

Rotura 6sea Fisi

Qui

cos (quemaduras)

micos (Corrosivos)

Bioldgicos (microorganismos)

Inmunologicos

(hipersensibilidad)

Realizado por: Santiago Portero, 2017.
Fuente: Erika Villalba, 2014, pp. 226-2265.
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Inductores —> Sensores —> Mediadores —> Efectores

L T

Exdgenos Endégenos

| 1
! } 1 1 ! |

” 4 , Derivados Derivados Derivados Derivados
Microbianos No microblanos celulares tisulares plasmaticos MEC
PAMP Alergenos Macromoléculas Cristales Factor Xl Productos
Factores virulencia  Cuerpos extrafios Molec. proinflamat. Oxolipoprot. degradaciom

Compuestos téxicos (AGE)

Hipoperfusion
Inductores sensores mediadores efectores
Lipopolisacaridos bacterianos TLR4 TNF«x, IL-6, PGE2 endoteliocitos, leucocitos,

hepatocitos, hipotalamocitos...
Alergenos IgE aminas vasoactivas endoteliocitos, lisomiocitos
Cristales - urato monosédico,o0  NALP3 IL-1B endoteliocitos, leucocitos,
pirofosfato célcico deshidratado (inflamasoma) hepatocitos, hipotalamocitos
Colageno Factor Hageman bradiquinina, coagul., endoteliocitos, lisomiocitos
fibrinol., C'

Figura 4-1 Factores inductores de la inflamacion.

Fuente: Pedro Garcia, 2008c, pp. 91-159.

15.4. Proceso de inflamacion

El proceso inflamatorio inicia después de la lesion inicial, lo que genera vasodilatacion
desencadenando enrojecimiento e incremento de temperatura por la entrada de microbios y
compuestos exdgenos o0 enddgenos (Gomez et al. 2011a, pp. 182-217) en la zona afectada
desencadenado por mediadores bioquimicos como la histamina, cininas y prostaglandinas que
generan una reaccién en cascada cuyos efectos son la hinchazén o tumoracion y la pérdida de

funcidn del tejido u 6rgano.(Cafiavate, 1995b, pp. 80-85)

Tradicionalmente se ha considerado a la inflamacion por cuatro signos de Celso: Calor, Rubor,
Tumor y Dolor. El calor y rubor dados por las alteraciones vasculares, donde se observa una
acumulacién sanguinea en el sitio de la inflamacion. EI tumor producido por la acumulacion de
células inmunes y el dolor por la accién de determinados mediadores sobre terminaciones

nerviosas del dolor.(Bordés et al, 2010a, pp. 9-12)

14



ESTIMULO

[ FOSFOLIPIDOS DE MEMBRANAS CELULARES |

PL-A,

ACIDO I LISO-PAF |
ARAQUIDONICO

l
5-10 l1s-m ln—m jm PAF
| l
!

LEUCOTRIENOS PROSTAGLANDIN HISTAMINA
|
TROMBOXAN
. COMPLEMENTO

l POLIMORFONUC RES

l VASODILATACION
MOﬁONUCI.EARES h

IlNCREMENTO PERMEABILIDAD I
VASCULAR
RADICALES LIBRES
ENZIMAS
ﬂ - ‘ ..... ANTIGENOS ------ REACCION
[DANO TISULAR .=
DANOTISULAR J & 1| ANTIGENO-ANTICUERPO

Figura 5-1 Proceso de la inflamacién

Fuente: Rios J, 2012. pp. 12

agresion
actua
organismo
provoca
lesion
induce
respuesta | proceso homeostatico | “mision” :
inmediat controlar lesién
ple-9 “T —— | neutralizar agresor
.nm'g“m retornar situacién de partida
ADN » R-ADN
> celular individual/aislada acervo génico

estructura nativa
proteinas ———————————p HS-R

mediadores quimicos
-» tisular o inflamatoria ~ = cooperativa [vasos «—scélulas]
sist. amplificacién/cascada

hipotdlamo ——» fiebre, RG-NEI

-» sistémica — o6rgano especifica/coord,
higado ——————p APR

Figura 6-1 Respuesta del organismo a agresiones
Fuente: Pedro Garcia, 2008d, pp. 91-159.
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1.5.4.1. Liberacion de mediadores. el mastocito

El mastocito es la principal fuente de mediadores de la inflamacion, que se hallan en los granulos
en el citoplasma de éste. Procede de la médula 6sea, se hallan casi en todos los tejidos, aunque

sus mecanismos de diferenciacion no son bien conocidos.

Cuando son activados, liberan dichos factores, junto con otros de caracter lipidico, sintetizados
de novo. Todos estos factores son hallados principalmente en las cercanias de pequefios vasos,

sobre los cuales actuaran al ser liberados.

La liberacién de agentes mediadores tienes su origen en distintos procesos; sin embargo, quiza el
mas frecuente es el ataque directo a la célula por el agente agresivo. Cuando se activa la
inflamacion en primer lugar se activan factores del complemento el C3a y el C5a, los cuales
actan sobre los receptores de membrana, activando al mastocito y con ello la liberacion de

mediadores.

Otro mecanismo frecuente es mediante la IgE, cuando ésta es captada en la membrana del
mastocito, que presenta receptores para la porcion Fc de esta inmunoglobulina (FceR). Este
antigeno activa al mastocito cuando dos IgE contiguas se conectan especificamente sobre la

membrana.

Un mecanismo no muy conocido se produce en la membrana, con la activacion de adenilato-
ciclasat+ y fosfolipasa A2. La adenilato-ciclasa incrementa en un inicio la concentracion
intracitoplasmatica de CAMP vy la fosfolipasa A2 ataca a los lipidos de la membrana, lo cual
genera acido araquidonico. Al mismo tiempo se incrementa la permeabilidad del calcio Ca** y

con esto la concentracién en el citoplasma.

El incremento en la cantidad de cCAMP y Ca++, permiten la formacion de microtibulos en el
mastocito y la movilizacion de mediadores al espacio extracelular. Siendo estos mediadores
histamina, enzimas proteoliticas, el factor quimiotactico del eosinofilo (ECF-A, eosinophil
chemotactic factor), factor quimiotactico del neutréfilo (NCF, neutrophil chemotactic factor) y

heparina.
Existen dos vias metabdlicas para el &cido araquidonico, ambas con resultados de caracter

lipidico. La primera de la enzima ciclo-oxigenasa, que permite la produccion de prostaglandinas

(PG) y tromboxanos. La segunda de la enzima lipooxigenasa que culmina en la formacion de
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leucotrienos. Son un segundo grupo de mediadores importantes de la inflamacion, sintetizadas de

novo por el mastocito.

Asimismo, el baséfilo es una célula sanguinea que colabora con el mastocito en la liberacion de
mediadores, ya que sigue procesos similares a ésta, con la produccion de metabolitos equivalentes

a los producidos por los mastocitos. (Bordés et al, 2010b, pp. 9-12)

Fibras neryiosas
~—= Neuropéptidos ———=

Mediadores preformados

in'p!asas. qJ’lnioqo‘;inas‘ ILs]

Sistemas de contacto
[C’, quininas, coagulacion)

Productos intracelulares
[Hsps, HMGB1, f-péptidos]

x—‘

/‘ PP " Estallido respiratorio
IF-;, TNF, ILs, quimioquinas [especies reac:vl:s de O,
GM-CSF (defensinas]

Desgranulacion

[proteinasas, inactivadores de inhibidor
de proteinasas)*

Figura 7-1 Flujo de informacién desencadenado por una herida contaminada
Fuente: Pedro Garcia, 2008e, pp. 91-159.

1.5.4.2. Efecto de los mediadores

Mediadores preformados

» Histamina: Se halla en todo el organismo, producido por descarboxilacion del aminoacido
histidina, actGa sobre los receptores H1, produciendo vasodilatacion e incremento de la
permeabilidad y sobre los receptores H2 produciendo efectos inhibidores o reguladores de la

inflamacion.

» Enzimas proteoliticas: La més importante la kininogenasa, la cual actia sobre proteinas
sanguineas llamadas kinindgenos, donde se rompen en péptidos Ilamados kinina, las cuales
producen vasodilatacion, aumento de la permeabilidad y estimulan terminaciones nerviosas

del dolor.
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» Factores quimiotacticos: EI ECF-A, atraen a eosinofilos al foco inflamatorio, activandolas al

mismo tiempo. Mientras que el NCF, atrae y activa al neutrofilo.

» Heparina: Es un factor regulador, inhibe la coagulacion con lo que favorece la llegada de

moléculas y células al foco inflamatorio.

Mediadores sintetizados de novo

» PGEZ2: Prostaglandina més importante en la inflamacion, genera inflamacién y dolor, junto
con el factor C5a y LTB4 incrementa la permeabilidad vascular.

» LTB4: Factor quimiotactico para neutréfilos, eosinoéfilos, mastocitos y macréfagos.

» Factor activador de plaquetas (PAF): Es un poderoso quimiotactico y activador de neutrdfilos,
activa la agregacion plaquetaria, libera mediadores para el proceso de coagulacion, ademas
produce vasodilatacion y aumento de la permeabilidad vascular. (Bordés et al, 2010c, pp. 9-12)

1.5.4.3. Llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio

Otros mediadores
inflamatorios
A
l N ) e e
i ;-"_‘"- q - o o
PAF LA L
R
Neutréfilo
F. Tisular
Micro particulas
1 Factor Xa
A Protrombina -
IXa WVilia
fy Factor X
T T S S SRR
Yy ¢
NO IL-6

Figura 8-1 La activacion del receptor activado por proteasa del subtipo 1

Fuente: Pedro Garcia, 2008f, pp. 91-159.

18



Fase inicial. Llegada de moléculas

Se producen cambios vasculares que facilitan la migracién de moléculas desde la sangre hacia el

foco inflamatorio y la formacién de edema.

» Inmunoglobulinas: La IgM e 1gG activan el complemento por via clasica, al mismo tiempo la
1gG se une a los receptores de membrana por la porcién Fc (FcR), con lo que se potencia la

fagocitosis.

» Factores del complemento: AL activarse el complemento, produce la lisis de la célula extrafia
inductora de la inflamacion. Los factores C3a y C5a activan mastocitos y baséfilos, 1o que
permite la liberacion de mediadores y con esto amplifican la inflamacidn. El factor C5a es un
potente agente quimiotactico mientras que el factor C3b potencia a fagocitosis al unirse a

receptores de membrana.
» Kinindgenos: Dan origen a las kininas, cuando acttan sobre estas las kininogenasas.

> Proteinas de la fase aguda: Destaca la proteina C Reactiva (PCR) que fija determinados

gérmenes y activa el complemento por via clasica.

» Factores de coagulacion.

Q00eCOE¢

Figura 9-1 Ensamblaje y activacion del sistema calicreina-quinina (KKS) plasmatico.

Fuente: Pedro Garcia, 2008g, pp. 91-159.
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Sistema calicreina-quinina

Sistema renina-angiotensina

HK-PK
PRCP l {angiotensinasa)
quininégenos Fixtia prorrenina
calicreina —
HKa € ‘
c angiotensinégeno
TENING  —
+
BK angiotensina |
\ BK (1-5) b5 /
angiotensina Il
rombina PRCP =+
fibrinolisis
' angiotensina Il (1-7]
> PA | PAI
v \_—/ 1
vasodilatacion vasoconstriccion

:' NO, PGI2 =

Figura 10-1 Interaccion entre los sistemas calicreina-quinina (KKS) y renina-angiotensina

Fuente: Pedro Garcia, 2008h, pp. 91-159.

Fase tardia. Llegada de células

Lﬁm

(RAS) plasmaéticos.

B cn o |

we B 42) 22 ) an

[Cks CI¥1 coiula endotelial superficial
t

mastocitos

[Cks CXCla]

Figura 11-1 Cascada de adhesion leucocitaria

Fuente: Pedro Garcia, 2008i, pp. 91-159.

20



1 Transmigracion

|

2 Activacion PMNs / M®
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Explosion respiratoria

Qranub secundano

Figura 12-1 Fagocitosis por Neutrofilo

Fuente: Pedro Garcia, 2008j, pp. 91-159.

» Basofilo: Libera mediadores junto con el mastocito.

» Neutrdéfilo: Es una de las primeras células en llegar al foco inflamatorio. Elimina el germen

mediante fagocitosis 0 mediante factores tdxicos presentes en sus granulos.

» Monocito/Macréfago: Llegan al foco inflamatorio mas tardiamente, act(ian de manera similar
al neutréfilo pero ademas, actla como célula presentadora del antigeno a células especificas

T y B, iniciando de esta forma la respuesta especifica.
El macrofago sintetiza interleucina 1 (iL-1), es una hormona del sistema inmune, que
determina la aparicion de fiebre, probablemente induciendo la sintesis de PGE en las células

endoteliales de los vasos sanguineos del hipotalamo.

Asimismo, favorece la neutrofilia, actla sobre el centro termorregulador de la médula 6sea, e

incrementa la sintesis de proteinas de la fase aguda.

De forma local la IL-1 activa la proliferacion y diferenciacion de linfocitos T y B, con lo que
contribuye a la respuesta especifica. Finalmente activa la proliferacion de fibroblastos y
colageno, indispensables en la fase de reparacion.

» Linfocitos T y B: Son los responsables de iniciar la respuesta especifica. Los linfocitos B
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sintetizan IgE, que conjuntamente con el mastocito o baséfilo, se potencia la inflamacion. Los
linfocitos T producen linfoquinas las que prolongan la inflamacién mediante una respuesta

inmune mas elaborada.

» Eosindfilo: Tiene una funcién reguladora en la inflamacidn. (Bordés et al, 2010d, pp. 9-12)

1.5.4.4. Regulacién de la respuesta inflamatoria.

» Histamina: Actla sobre los receptores H2, inhibiendo la liberacion de mediadores del
mastocito y el basofilo, limita la actividad del neutréfilo, inhibe la quimiotaxis y activa los
linfocitos T supresores.

» PGE: Inhibe la liberacion de mediadores de los mastocitos y la diferenciacion y proliferacion
de linfocitos.

» Agonistas autonomicos: Células como el mastocito y basofilo presentan receptores a y B-
adrenérgicos y B-colinérgicos, lo que indica que la liberacién de mediadores tendria una
regulacion autonoma. Los receptores B-adrenérgicos producen una inhibicion y los receptores

a-adrenérgicos y B-colinérgicos inducen la estimulacion.
» Heparina: Limita la activacion de factores del complemento e inhibe la coagulacion.

» Eosindfilo: Libera una serie de enzimas que degradan determinados mediadores
potenciadores de la inflamacién. La fosfolipasa actia sobre el PAF, la arilsulfurasa sobre los

leucotrienos y la histaminasa sobre la histamina. (Bordés et al, 2010e, pp. 9-12)

1.5.4.5. Reparacién
Se inicia cundo el agente causante ha sido eliminado. En estos procesos se contempla la llegada
a la zona de fibroblastos que sintetizan colageno, proliferacion de células epiteliales y vasos

dentro de la herida. Aunque no se conocen los mediadores de este proceso, se considera que puede

ser laiL-1 la responsable de la activacion de fibroblastos. (Bordés et al, 2010f, pp. 9-12)

1.55. Tipos de inflamacion

La clasificacion de la inflamacion de realiza considerando el tiempo de duracion, caracter del

exudado, etiologia, caracteristicas morfoldgicas y localizacion.
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1.5.5.1. Por laduracion

» Inflamacion aguda

Es una respuesta a un agente causal, en un tiempo relativamente corto, se caracteriza por la
presencia de exudado de fluidos plasmaticos y la migracién de leucocitos principalmente de
neutrofilos. (Klinger et al, 2005, pp. 120-129)

Generalmente se produce una respuesta aguda en la que se presenta un cuadro clinico
caracterizado por malestar, fiebre, asi como modificaciones en el perfil de proteinas y células
mediadoras como los leucocitos, sin embargo en ocasiones la inflamacion aguda local puede
generalizarse en un proceso que se denomina Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica en
el cual mediante una secuencia de reacciones como una espiral sin control (Inflamacién maligna),

termina en fracaso multiorganico, muriendo el individuo.(Garcia, 2008b, pp. 91-159)

» Inflamacion cronica

Es una respuesta a un agente causal, que se diferencia de la aguda por el tiempo de duracion mas
prolongado que puede ser semanas, meses 0 afios y se caracteriza por la infiltracion de linfocitos
y macro6fagos con la proliferacién de tejido conectivo y vasos sanguineos. (Guimaraes et al, 2009, pp.
304-310)

1.5.5.2. Por el caracter de exudado

> Trasudado

Caracterizada por la prevalencia de liquido extravascular, con un bajo contenido de proteinas,

producido por un cambio ligero en la permeabilidad vascular. (Wendie, 2014e, pp. 2261-2265)

> Exudado

Presencia de liquido inflamatorio extravascular, con alto contenido de proteinas, con alta

permeabilidad en los vasos sanguineos. (Wendie, 2014f, pp. 2261-2265)

1.5.,5.3. Por laetiologia

» Infecciosas: ya sea por bacterias, virus, parsitos o por toxinas microbianas
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A\

YV V V V V V

Traumaticas como golpes intensos con respuesta inmediata o tardia, como ocurre con los
esguinces o higromas.

Térmicas resultantes de, quemaduras por calor o congelamiento.

Irradiaciones.

Por exposicion a agentes quimicos ambientales.

Necrosis tisular.

Presencia de cuerpos extrafios como astillas.

Inmunitarias o reacciones de hipersensibilidad, a alérgenos comunes 0 procesos

colagenopaticos. (Wendie, 2014g, pp. 2261-2265)

1.5.5.4. Por sus caracteristicas morfolégicas

A\

Serosa: por acimulo de liquido tisular de bajo contenido proteico.

Fibrinosa: con presencia de exudado con grandes cantidades de fibrindgeno.

Supurativa o purulenta: se caracteriza por la produccion de exudados purulentos que consta
de leucocitos y células necréticas.

Abscesos: presenta tejido inflamatorio purulento acompafiado de necrosis licuefactiva.

Ulceras: producidas por esfacelamiento de tejido necrtico inflamado. (Wendie, 2014h, pp. 2261-
2265)

1.5.5.5. Por su localizacién

>

Focales

Se producen en areas y 6rganos especificos, en donde para nombrarlos se utiliza el sufijo (itis).
(Wendie, 2014i, pp. 2261-2265)

>

Diseminados

Se producen por la expansion de varios procesos inflamatorios persistentes, ya sea por via

canalicular, fistulizacion o metastasis. (Wendie, 2014j, pp. 2261-2265)
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1.5.6. Terapia antiinflamatoria

1.5.6.1. Terapia convencional

Antiinflamatorios Esteroideos o Glucocorticoides

Son los antiinflamatorios mas potentes, inducen su actividad antinflamatoria reduciendo el
namero de eosinodfilos y la activacion de estos, produciendo apoptosis, disminuyen la
proliferacion de células T, monocitos, mastocitos, células dendriticas, y otras células inflamatorias
(Gomez et al, 2011b, pp. 182-217), limitando la cantidad de citoquinas y mediadores proinflamatorios
y disminuyendo ciertos factores quimiotacticos como las IL-3 y 5, el factor estimulador de
colonias de granulocitos y macréfagos eotaxina y la citoquina RANTES (citoquina de células T).

Farmacos: hidrocortisona, cortisona, mometasona, dexametasona, prednisona, prednisolona,

metilprednisolona.(Montoya, 20064, pp. 123-126)

Analgésicos, antipiréticos, antiinflamatorios no esteroideos (AINES).

Los AINES son sustancias de composicion quimica diferente que actdan inhibiendo la sintesis de
prostaglandinas, mediante la inhibicion de las enzimas COX. Su uso esta relacionado con de la

intensidad del dolor.(Gémez et al, 2011c, pp. 182-217)

Farmacos: Paracetamol, ibuprofeno, é&cido acetil salicilico, indometacina, diclofenaco,

meloxicam, piroxicam, entre otros. (Montoya, 2006b, pp. 123-126)

1.5.6.2. Fitoterapia

El uso de plantas medicinales como terapia alternativa para el tratamiento de la inflamacion,
permite mejorar el proceso y en ocasiones resolverlo completamente sin necesidad de efectos

secundarios o adversos. (Gémez et al, 2011d, pp. 182-217)

Las ventajas de utilizar fitoterapia en comparacion con la terapia convencional ademas de la
reducida aparicion de efectos secundarios, la posibilidad de actuar en varios niveles del proceso
inflamatorio, que a pesar que las plantas poseen un efecto reducido con respecto a los
medicamentos convencionales, la diversidad de compuestos que las plantas poseen, permite tener

una accion potenciada del efecto farmacol6gico deseado. (Gémez et al, 2011e, pp. 182-217)
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Las sustancias responsables de la actividad antiinflamatoria en las plantas son compuestas
fendlicos, flavonoides, alcaloides, terpenos, saponinas y compuestos relacionados, lignanos, entre

otros. (Gomez et al, 2011f, pp. 182-217)

1.6. Alcaloides

1.6.1. Actividad biolégica

Los alcaloides son el grupo méas grande de metabolitos secundarios que contienen las plantas.
Poseen diversas actividades beneficiosas, aunque algunas tdxicas también. Entre las actividades
bioldgicas de los alcaloides tenemos: eméticos, anti-colinérgicos, antitumorales, diuréticos,
simpaticomiméticos, antivirales, antihipertensivos, hipno-analgésicos, antidepresivos, mio-

relajantes, antitusigenos, antimicrobianos y antiinflamatorios. (Souto et al, 20114, pp. 8515-8534)

1.6.2. Actividad antiinflamatoria

La warifteina, un alcaloide bisbencilisoginolina, aislado de Cissampelos sympodialis inhibe la
incorporacion de eosindfilos, la eotaxina y la produccion de cisteinil leucotrieno en los pulmones

de ratones alérgicos, asi como la limitacion de la produccién de mediadores de 6xido nitrico.

La matrina y oxymatrina, alcaloides de quinolizidina aislados de Sophpora subprostrata, inhiben

la ciclooxigenasa y poseen una apreciable actividad antioxidante in vitro.

Alcaloides ind6licos como la brucina y brucina-N-6xido, han demostrado poseer propiedades
antiinflamatorias y analgésicas en varios modelos. Son inhibidores del enema producido por
carragenano. Disminuyen la permeabilidad vascular inducida por acido acético e inhibido la

liberacion de PGE2 sobre el tejido inflamado.

El caulerpin, un alcaloide bisindélico encontrado en las algas Caulerpa racemosa, demostré tener
actividad antiinflamatoria al ser administrado por via oral en una concentracién de 100 pmol/kg.

Este efecto probablemente por su nucleo farmaco-félico bisinddlico.

Alcaloides como la riparina I (N-benzoil tiramina) y 11 (N-(2-hydroxybenzoil) tyramina), hallados
en el fruto maduro de Aniba riparia, disminuyeron el edema inducido por carragenano. Al parecer

el grado de hidroxilacion del resto benzoilo incrementa la actividad antiinflamatoria. (Souto et al,
2011b, pp. 8515-8534)
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1.6.3. Estudios in-vitro que describen la actividad antiinflamatoria

Los estudios antiinflamatorios se han realizado en células leucocitarias y macréfagos, que
responden a estimulos ocasionando la liberacion de especies reactivas del oxigeno y el nitrégeno

en un proceso denominado estallido oxidativo.

1.6.3.1. Ensayo colorimétrico con sales de tetrazolio

El estallido oxidativo dado por los neutréfilos, se mide mediante espectrofotometria y en tejidos
por la determinacion de sales de tetrazolio que se reduce intracelularmente en formazan insoluble,

mediada por el NADPH oxidasa.

Ensayos realizados con WST-1, muestran una mayor sensibilidad, debido a la baja absorbancia
de fondo y su eficiente reduccion por el superoxido a formazan soluble en agua con gran

capacidad de absorcion molar.

Hay que considerar que las sales de tetrazolio han sido los méas estudiados en cuanto a actividad
metabdlica celular, ya que la reduccion de sales de tetrazolio por el NADH se relaciona con las

mitocondrias, sus membranas y el citoplasma.

Con ello el uso de sales de tetrazolio adquiere una gran importancia en el desarrollo de

investigaciones sobre el metabolismo celular y sus aplicaciones en biologia celular. (Tan & Berridge,
2000a, pp. 59-68)

1.7. Citotoxicidad

La citotoxicidad es el dafio causado a las células mediante la accién de agentes quimicos. Los
estudios in vitro sobre citotoxicidad se realizan mediante términos de viabilidad celular, es decir,
células que son viables metabdlicamente 0 que se encuentren metab6licamente activas con su

membrana totalmente intacta. (Nair et al, 2016a, pp. 107-156)

La citotoxicidad tiene su importancia en estudios llevados a cabo en lineas celulares tumorales y

cancerosas, donde la investigacion y experimentacion con nuevas moléculas se vuelve primordial.

1.7.1. Estudios in-vitro que describen la actividad citotoxica

Los estudios de citotoxicidad in vitro se realizan con el uso de células y otros seres vivos como al
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artemia salina, en el cual se describe la citotoxicidad mediante el nimero de organismo o células

gue se mantienen vivas.

1.7.1.1. Ensayo colorimétrico con sales de tetrazolio

El WST-1 es una sal de tetrazolio (4-[3-(4-lodofenil)-2-(4-nitrofenil)-3H-5-tetrazolio]-1,3-
disulfonato de benceno) el cual se transforman en formazan por la rotura de un enlace por el
complejo sistema mitocondrial-succinato-tetrazolio-reductasa, que es activo Unicamente en
células viables. De alli resulta la relacién directa entre la cantidad producida de formazan con el

namero de células vivas, medidas espectrofotométricamente. (Venderrel & Serra, 2008, pp. 42-43)
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CAPITULO I

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Lugar de la investigacion

Se realiz6 en el Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de Ciencias de la Escuela

Superior Politécnica de Chimborazo.

2.2. Recoleccidn del material vegetal.
Se recolectaron muestras de la planta Crinum x amabile, en la playa del canton Muisne, en la

provincia de Esmeraldas, verificandose las coordenadas geogréficas: 0°36°09.5” N 80°01°30.1”
W.

2.3. Identificacion del material vegetal
Se tomaron dos muestras diferentes del material vegetal, las mismas que fueron analizadas e

identificadas en el Herbario de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, por el Ing. Jorge

Caranqui y posteriormente las muestras se trasladaron al Laboratorio de Productos Naturales.

2.4. Materiales, equipos y reactivos

Para el desarrollo de la presente investigacion, fueron necesarios los siguientes materiales,

equipos y reactivos detallados a continuacion.

2.4.1. Material vegetal

Se utilizaron las hojas y el bulbo de la planta Crinum x amabile. La planta fue secada a temperatura
ambiente, en un lugar seco fuera del alcance de los rayos del sol. Posteriormente fue triturada en
un molino marca Arthur H. Thomas C.O hasta obtener particulas de 2 — 3 mm, para poder

utilizarla en la obtencion de extractos pertinentes.
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2.4.2. Material Biologico

Para el ensayo de la actividad antiinflamatoria y citotoxica fue necesario aislar neutrofilos a partir

de sangre humana.

2.4.3. Material farmacologico

Se utiliz6 100 mg de acido acetil salicilico sin cafeina como control positivo en el ensayo de la

actividad antiinflamatoria.

2.4.4, Materiales de laboratorio utilizados

Tabla 1-2 Materiales de laboratorio

Analisis Materiales

Cépsulas de porcelana

Piseta
Control de Calidad de Materia Reverbero
Prima Crisoles de porcelana

Pinzas para capsula
Frascos &mbar de 1000MI

Embudos simples

Pipetas graduadas de 1mL, 5mL y 10mL
Gradilla
Tamizaje Fitoquimico Tubos de ensayo

Vasos de precipitacion de 250mL

Tripodes

Algodoén

Papel Filtro

Pipetas de 5mL y 10mL
Probeta de 250mL

Obtencion del Extracto bruto Embudo Buchner

Kitasato

Frasco tapa rosca de 10mL

Embudos de separacion 150mL

Tubos de ensayo
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Extraccion de Alcaloides

Vaso de precipitacion de 250mL

Balones esmerilados de 150mL

Pipetas Pasteur

Pipeta graduada 10mL

Ensayo Antiinflamatorio y
Citotoxico

Alcohol antiséptico

Algodon

Jeringas 1mL, 3mL, 5mL, 10mL y 20mL

Torniquete

Tubos de ensayo

Microposillos

Micropipeta automatica graduable 10uL - 100uL

Micropipeta automatica graduable 100uL - 1000
ML

Puntas azules

Vasos de precipitacion de 25mL

Puntas amarillas

Ensayo actividad antioxidante

Balones aforados 10mL y 250mL

Tubos de ensayo

Pipetas 5mL y 10mL

Paleta
Piseta
Realizado por: Santiago Portero, 2017.
2.4.5. Equipos
Tabla 2-2 Equipos de laboratorio
Andlisis Equipo
Molino Arthur H. Thomas C.O
Control de Materia Primay Tamizaje Estufa Memmert SNB400
Fitoquimico Sonicador Marca Branson 2510

Mufla IVYMEN N-8LITROS 1100°C

Desecador

Balanza analitica Radwag

Obtencion del extracto bruto

Rotavapor BUCHI R110 & B-465 Water
Bath

Vortex mixer MRC S1 — 100
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Sonicador Marca Branson 2510

Agitador magnético Dragon LAB MS-S

Extraccion de Alcaloides

Sonicador Marca Branson 2510

Estufa Memmert SNB400

Ensayo Antiinflamatorio, Citotdxico y

Antioxidante

Vortex mixer MRC S1 — 100

Sonicador Marca Branson 2510

Agitador magnético Dragon LAB MS-S

Lector de microplacas

Centrifuga

Balanza analitica Radwag

Realizado por: Santiago Portero, 2017.

2.4.6. Reactivos

Tabla 3-2 Reactivos

Analisis

Reactivos

Tamizaje Fitoquimico

Reactivo de Dragendorff

Reactivo de Mayer

Reactivo de Wagner

Reactivo de Baljet

Reactivo de Liberman Buchard

Reactivo para catequinas

Reactivo para resinas

Reactivo de Fehling

Reactivo de FeCls

Reactivo de Borntrager

Reactivo de Shinoda

Reactivo de antocianidinas

Magnesio metalico

Cloruro de sodio

Obtencion del extracto bruto

Metanol

Extraccion de Alcaloides

Metanol

Acido sulfarico al 2%

Eter etilico

Hidréxido de amonio al 25%

Acetato de etilo

32




Sulfato anhidro de sodio

Goma arabiga

Agua destilada

Ficoll Pagque

Zimozan

Ensayo Antiinflamatorio Reactivo WST-1

Solucién modificada de Hans al 9.5g/L

Dimetil sulfoxido al 5%
Tritén X al 0.1%

Solucién de aspirina

Agua destilada

Ficoll Pague

Ensayo Citotdxico Reactivo WST-1

Solucién modificada de Hans al 9.5g/L

Dimetil sulfoxido al 5%
Tritén X al 0.1%

Solucion patrén de acido galico

Ensayo Antioxidante Metanol
Solucion de DPPH

Agua destilada

Realizado por: Santiago Portero, 2017.

2.5. Técnicas y métodos

2.5.1. Determinacidn de los parametros de control de calidad de la droga cruda

Una vez recolectada la planta en cantidades suficientes, se realizé el control de calidad de la droga
cruda, para lo cual se realiz6 ensayos por triplicado, en base a métodos fisicoquimicos, con lo
cual se garantizé la calidad de la droga. Se detalla los procedimientos que se realiz6 establecidos

en el folleto de Farmacognosia y Productos naturales.

2.5.1.1. Determinacion del contenido de humedad
Es un analisis que nos permite determinar la cantidad de agua que posee la planta, como indicador
de estabilidad es de gran importancia ya que un exceso de humedad puede incrementar el riesgo

de contaminacion microbiana al igual que la hidrdlisis de ciertos metabolitos que pueda presentar
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la droga.

El método més utilizado es el gravimétrico, por su sencillez, aunque no es recomendable hacerlo

cuando la muestra presenta drogas volatiles.

Procedimiento

Se pesaron 2 g de droga seca y triturada en una balanza analitica, a esta se la coloc6 en una cépsula
de porcelana previamente tarada. Se desec6 la muestra en la capsula a 105 °C en una estufa de
aire caliente, durante tres horas, luego se la coloc6 en un desecador durante 15 minutos hasta que

se enfrio, la pesamos y nuevamente se la llevo a la estufa durante una hora mas.

Se sacO nuevamente la capsula y se la dejé enfriar en el desecador, pesando cada cierto tiempo

hasta que se obtuvo un peso constante.

Expresion de Resultados

M2 — M1

He=— "=
M2 —M

x100

Donde:

Hg = pérdida en peso por desecacion (%).

M2 = masa de la capsula con la muestra de ensayos (g)

M1 = masa de la capsula con la muestra de ensayo desecada (Q)
M = masa de la capsula vacia.

100 = factor matematico.

2.5.1.2. Determinacién de cenizas totales

Las cenizas totales son todo el contenido inorgénico que presenta la droga y que es detectada al

incinerarla. Este contenido inorganico pertenece a los minerales que posee la droga.
Procedimiento:
Se peso 2 g de la muestra pulverizada en un crisol de porcelana previamente tarado. Se calentd

suavemente la muestra hasta carbonizar y posteriormente se incineré en una mufla a 750 °C

durante dos horas.
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Se enfrio el crisol en un desecador y se peso, repitiéndose el proceso hasta que dos pesadas no

difirieron en més de 0.5 mg por g (masa constante).

Fue necesario afadir perdxido de hidrégeno concentrado para blanquear la muestra, debido a que

nos quedaron trazas de carbon.

Expresion de resultados:

C= MX].OO
M2 —M

Donde:

C = porcentaje de cenizas totales en base hidratada.

M = masa del crisol vacio (g)

M1= masa del crisol con la porcién de ensayo (Q)

M2= masa del crisol con la ceniza (Q)

100= factor matematico para los calculos.

2.5.1.3. Determinacion de cenizas solubles en agua
Son parte de las cenizas totales, con la diferencia que se disuelven en agua.
Procedimiento:

A las cenizas totales obtenidas en el apartado anterior se le afiadié 15 mL de agua, se tapé el crisol
y se hirvidé suavemente con el mechero durante 5 minutos. Se filtr6 y las cenizas restantes se
colocaron nuevamente en el crisol inicial, se carbonizé e inciner6 nuevamente en la mufla por 2
horas més. Se enfrié el crisol en un desecador y se pesd, repitiéndose el proceso hasta que dos

pesadas no difirieron en méas de 0.5 mg por gramo.

Expresion de resultados:

M2 — M1
= mxwo
Donde:

Ca = porcentaje de cenizas solubles en agua en base hidratada.
M2 = masa del crisol con las cenizas totales (g).

Ma =masa del crisol con las cenizas insolubles en agua (g)
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M1 = masa del crisol con la muestra de ensayo (g)
M = masa del crisol vacio.

100 = factor matematico.

2.5.1.4. Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico.

Es el residuo que se obtiene después de disolver las cenizas restantes en &cido clorhidrico al 10%.
Procedimiento:

Una vez se obtuvo las cenizas totales, se le afiadié 2 — 3 mL de &cido clorhidrico al 10% en un
crisol, luego éste se tap6 con un vidrio reloj y se calentd en un bafio de agua hirviente durante 10

minutos.

Se lavo el vidrio reloj con 5 mL de agua caliente y unido al resto del crisol. Se filtré a través de
papel filtro, se lavo el residuo con agua caliente hasta que el filtrado acidulado con &cido nitrico
al cual se afiadio dos gotas de nitrato de plata 0.1 mol/L no mostré presencia de cloruros.

Se desec6 en una estufa a 105 °C por 2 horas, posteriormente se colocé en un desecador y se peso,

repitiéndose el proceso hasta que dos pesadas no difirieron en mas de 0.5 mg por gramo.

Expresion de resultados:

_M2-M1

¢= M2 —wm

Donde:

B= porcentaje de cenizas insolubles en acido clorhidrico en base hidratada.
M = masa del crisol con la porcién de ensayos (g)

M2= masa del crisol con la ceniza (g)

100= factor matematico.

2.5.2. Tamizaje Fitoquimico

El “screening” o tamizaje fitoquimico, es una de las etapas iniciales de la investigacion, que

permite la determinacion cualitativa de los principales grupos quimicos presentes en las plantas.

Consiste en la maceracion con solventes de diferente polaridad con el fin de maximizar la

36



extraccion de metabolitos. Permite una evaluacion rdpida, con reacciones sensibles, reproducible
y de bajo costo.

Sin embargo los resultados del tamizaje fitoquimico son unicamente una orientacion que debe ser
interpretada en conjunto con los resultados de screening farmacoldgico o con bases cientificas de
sus posibles acciones terapéuticas.

Procedimiento:

Las hojas y bulbos de la planta seca trituradas, por separado, se extrajeron con solventes de
diferente polaridad como se muestra en el siguiente esquema basado en las Normas Ramales de

drogas crudas, extractos y tinturas. (Rodriguez & Moran, 2008a, pp. 19-23)

Protocolo para elaborar los extractos para el tamizaje fitogquimico.
30 - 50 g MATERIAL VEGETAL

EXTRAER CON 90 -150 mL DE ETER ETILICO POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE

|
FILTRAR
|

EXTRACTO ETEREO

Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO

Secary pesar

EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO
EN VOLUMEN CON ETANOL POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS. |

FILTRAR
|

EXTRACTO ALCOHOLICO

Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO

Secary pesar

EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO .
EN VOLUMEN CON AGUA DESTILADA POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS. |

FILTRAR
|

EXTRACTO ACUOSO

Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO
Secar, pesar y desechar

Figura 1-2 Proceso de extraccion para tamizaje fitoquimico

Fuente: (Miranda, 2006, pp. 40a)
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Una vez obtenidos todos loes extractos, se procedié a realizar la identificacion de metabolitos

secundarios, basdndose en los esquemas Ramales de drogas crudas, extractos y tinturas. (Rodriguez
& Moran, 2008b, pp. 19-23)

EXTRACTO ETEREO

|
DIVIDIR EN FRACCIONES

5mL

ENSAY%I%LE SUDAN ENSAYO DE BALJET
(ACEITES Y GRASAS) (LACTONAS Y COUMARINAS)

- . 5'mL
15 mL (dividir en 3 porciones)
ENSAYOS DE DRAGENDOREF ENSAYO DE LIEBERMANN-BUCHARIL

MAYER Y WAGNER (TRITERPENOS-ESTEROIDES)
(ALCALOIDES)

Figura 2- 2 Protocolo para la realizacion del tamizaje fitoquimico de extracto etéreo.

Fuente: (Miranda, 2006, pp. 40b)

EXTRACTO ALCOHOLICO

|
DIVIDIR EN FRACCIONES

imL 2'mL 2mL 2mL
ENSAYO DE ENSAYO DE 2L ENSAYO DE ENsi% oE | ENSAYO DE 6 ML en 3 porciones
ATEQUINA FEHLING KEDDE
CATEQUINAS (AZ. REDUCTORES) ENSAYO DE Cl Fe BORNTRAGER| (CARDENOLIDOS) ENSAYOS DE DRAGENDORFF

R L BUCHARD, [FENOLES ¥ TANINOS) (QUINONAS) MAYER Y WAGNER

(ALCALOIDES)

2mL
EEhAS ENSAYO DE 2mL
RESINAS m
ENSAYS DE BALIET NINHIDRINA ENSAYO DE
(AMINOACIDOS;
LACTONAS) ( ) ANTOCIANIDINA

ENSAYO ESPUMA 2mL
(SAPONINAS) ENSAYO DE

SHINODA
(FLAVONOIDES)
Figura 3-2 Protocolo para realizar el tamizaje fitoquimico de extracto alcohdlico.

Fuente: (Miranda, 2006, pp. 40c)
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EXTRACTO ACUOSO

DIVIDIR EN FRACCIONES

6 ML en 3 porciones

ENSAYOS DE DRAGENDORFF 10 mL
MAYER Y WAGNER
(ALCALOIDES) I%/INUSCEAIIYA%[())E
2 mL
ENSAYO DE SHINODA .

(FLAVONOIDES) 10 2 GOTAS

ENSAYO DE

2mL PRINCIPIOS AMARGOS

ENSAYO DE FEHLING
(AZ. REDUCTORES)

2mL
ENSAYO DE CLORURO 2mL
FERRICO ENSAYO DE ESPUMA
(TANINOS) (SAPONINAS)

Figura 4-2 Protocolo para realizar el tamizaje fitoquimico de extracto acuoso.

Fuente: (Miranda, 2006, pp. 41d)

2.5.2.1. Ensayo de Sudan

El ensayo de Sudan revela la presencia de compuestos grasos.

Procedimiento:

Se tomaron 5 mL del extracto al que le afiadimos 1 mL de colorante de Sudan Il o Sudan IV y se

calent6 en un bafio de agua hasta que se volatilizo el solvente.

Resultado positivo:

Se considera positivo cuando se observa la presencia de gotas o una fina laminilla coloreada de

color rojo en el liquido o a su vez en las paredes del tubo de ensayo.

2.5.2.2. Ensayo de Dragendorff

Es un ensayo que permite la deteccion de alcaloides.

Procedimiento:

Se tomd una alicuota del extracto y se lo evaporé hasta eliminar todo el solvente, a ese residuo se

le afiade 1 mL de &cido clorhidrico al 1% en agua. Si es el extracto acuoso, se afiadio una gota de

acido clorhidrico concentrado y se adicion6 3 gotas de reactivo de Dragendorff.
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Resultado positivo:

Se considera positivo a tres niveles, (+) cuando hay opalescencia, (++) turbidez definida y (+++)
si presenta precipitado.

2.5.2.3. Ensayo de Mayer

Es un segundo método para detectar alcaloides.

Procedimiento:

Se procedid de la misma manera que en el ensayo de Dragendorff, pero a lo que obtuvimos la
solucion &cida, se afiadio una pizca de cloruro de sodio en polvo, se agité y filtro, y finalmente se
agrego6 3 gotas de reactivo de Mayer.

Resultado positivo:

Se considera positivo a tres niveles, (+) cuando hay opalescencia, (++) turbidez definida y (+++)

si presenta precipitado.

2.5.2.4. Ensayo de Wagner

Es un tercer método de deteccion de alcaloides.

Procedimiento:

Se tomd una alicuota del extracto y se lo evaporé hasta eliminar todo el solvente, a ese residuo se
le afiadio 1 mL de &acido clorhidrico al 1% en agua. Si es el extracto acuoso, se afiadié una gota
de acido clorhidrico concentrado y se adicion6 3 gotas de reactivo de Wagner.

Resultado positivo:

Se considera positivo a tres niveles, (+) cuando hay opalescencia, (++) turbidez definida y (+++)

si presenta precipitado.
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2.5.2.5. Ensayo de Baljet

Detecta la presencia de compuestos que posean grupos lactonicos, como las cumarinas.

Procedimiento:

Se tomo una alicuota del extracto y se lo evaporé hasta eliminar todo el solvente, a ese residuo se

le afladié 1 mL de alcohol etilico y se homogenizd y se adiciond 1 mL de reactivo de Baljet.

Resultado positivo:

Se considera positivo, (++) cuando se produce una coloracion rojiza y (+++) cuando hay presencia

de un precipitado rojo.

2.5.2.6. Ensayo de Libermann-Burchard

Nos permite detectar la presencia de compuestos triterpénicos y o esteroidales.

Procedimiento:

Se tomo6 una alicuota del extracto y se lo evaporé hasta eliminar todo el solvente, a ese residuo se
le afladié 1 mL de cloroformo, posteriormente se afiadié 1 mL de anhidrido acético, se mezcl6 y
se dejo resbalar por las paredes del tubo de ensayo 3 gotas de &cido sulfurico concentrado sin
agitar.

Resultado positivo:

Se considera positivo al existir un brusco cambio de coloracion:

» Rosado - Azul (muy rapido).

» Verde intenso - visible (aunque réapido).

» Verde oscuro — negro - final de la reaccién

2.5.2.7. Ensayo de resinas

Como su nombre lo indica, permite detectar resinas.
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Procedimiento:

Se tomd una alicuota del extracto etandlico, al que se afiadié 10 mL de agua destilada y se dejé
reposar.

Resultado positivo:

Se considera positivo al observarse la aparicion de un precipitado.

2.5.2.8. Ensayo de la espuma

Detecta la presencia de saponinas esteroidales y triterpénicas.

Procedimiento:

Se tomo 2 mL de extracto etandlico, diluyéndolo en 5 veces su volumen de agua, se mezcld y
agité por 10 minutos.

Resultado positivo:

Se considera positivo si se observa la presencia de espuma de mas de 2 mm de altura en la

superficie del liquido y persiste por un tiempo.

2.5.2.9. Ensayo de Cloruro Férrico

Permite reconocer la existencia de compuestos fenolicos y taninos en el extracto alcohdlico y mas

aln en el acuoso.

Procedimiento:

Se tomd una alicuota del extracto al que se afiadié acetato de sodio para neutralizarlo, de alli se

afiadio 3 gotas de cloruro férrico al 5% en solucion salina.

Resultado positivo:

Se considera positivo al presenciar un cambio de coloracion:
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» Desarrollo de una coloracién rojo-vino, compuestos fendlicos en general.
» Desarrollo de una coloracion verde intensa, taninos del tipo pirocatecoélicos.
» Desarrollo de una coloracion azul, taninos del tipo pirogalotanicos

2.5.2.10. Ensayo de Shinoda

Permite detectar le presencia de flavonoides en el extracto.

Procedimiento:

Se diluyd una alicuota del extracto etandlico y/o acuoso con 1 mL de &cido clorhidrico
concentrado y una peguefia tira de magnesio metalico. Se esper6 hasta que terminara la reaccion
de alli se adicion6 alcohol amilico, se mezclé y se dejo reposar hasta la separacion de sus fases.

Resultado positivo:

Se considera positivo cuando el alcohol amilico se tifie de color amarillo, naranja, carmelita o

rojo.

2.5.2.11. Ensayo de Borntrager

Detecta la presencia de quinonas en los extractos.

Procedimiento:

Se tomé una alicuota del extracto y se lo evapor6 hasta eliminar todo el solvente, a ese residuo

se le afiadié 1 mL de cloroformo, posteriormente se afiadio 1 mL de hidroxido de sodio al 5% en

agua. Se mezclé y dejé reposar hasta que se separaron sus fases.

Resultado positivo:

Se considera positivo cuando la fase superior 0 acuosa alcalina toma una coloracion rosada.

2.5.3. Obtencion del extracto metandlico

Se realizo el extracto con metanol por su capacidad de extraccion de compuestos.
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Procedimiento:

Se pes6 20 g de bulbos y hojas secos y triturados, fueron colocadas cada muestra en una botella
ambar de 1 L, luego se coloc6 400 mL de metanol concentrado, se sonicd durante 2 horas y se
dej6 macerando por 72 horas. AL término de la maceracion se colocé otros 400 mL de metanol y

se sonico nuevamente por 1 hora mas.

Se procedié a filtrar con algodon en un embudo, recogiendo toda la porcién liquida en otro
recipiente. A esta solucidn se le concentré usando el rotavapor y finalmente se guardé en un frasco

tapa rosca.

2.5.4. Extraccion de alcaloides

Los alcaloides son bases solubles en solventes organicos y practicamente insolubles en agua,

mientras que sus sales son lo contrario.

Asi podemos mencionar que la extraccion de alcaloides se podré realizar después de poner en
libertad la base de sus combinaciones por un alcali o haciendo actuar un &cido por sus pasajes

sucesivos del alcaloide de la fase acuosa a la organica, después de acidificarlo. (Nina 2014)

Procedimiento:

Al tener el extracto metandlico concentrado de hojas y bulbos, se disolvié cada uno en 150 mL

de 4cido sulfarico al 2%, obteniendo el extracto acido.

Se procedid a desengrasar con éter etilico colocando 50 mL de extracto acido en un embudo de
separacion juntamente con 50 mL de éter, se mezcld y separd la porcién etérea de la fase acuosa

acida. Fue realizado por cuadriplicado cada desengrase.

Se basificé la fase acuosa acida con hidréxido de amonio al 25% hasta que se alcanz6 un pH de

10 y se obtuvo la fase acuosa basica.

Se procedi6 a realizar lavados con acetato de etilo colocando 50 mL de fase acuosa basica con 20
mL de acetato, repitiendo 4 veces cada 50 mL de muestra. Finalmente se recogi6 la porcion con

acetato. Se le coloco sulfato de sodio anhidro y goma arabiga y se filtrd con algodon.

Finalmente se concentré la solucion en el rotavapor y almacenado en un frasco tapa rosca.
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Extracto Bruto
MeOH

Disolver en H2S04 2% en agua v/v
Ecrea Particionar/Eter etilico o Eter de Petréleo ficiosa
Extracto EtOAC | particionar / EtOAC fase
Acido Acuosa
Extracto EtOAc NH40H 25% en agua (v/v), pH=10
Rico en Alcaloides | Particionar / EtOAc Fase acuosa

Figura 5-2 Diagrama del procedimiento de extraccion de alcaloides.

Realizado por: Santiago Portero, 2017.

2.5.5. Ensayo antioxidante

2.5.5.1. Ensayo de actividad antioxidante

El método de eliminacion de radicales libres a, a-difenil-p-picrilhidrazil (DPPH), ofrece el primer
enfoque que permite evaluar la actividad antioxidante los extractos. El ensayo se basa en la

medicion de la capacidad de eliminacion de antioxidantes hacia ella.

El electrén impar de atomo de nitrégeno en DPPH se reduce recibiendo un atomo de hidrégeno

de antioxidantes a la hidrazina correspondiente. (Kedare & Singh, 2011a, pp. 451-456)

DPPH se caracteriza como un radical libre estable en virtud de la deslocalizacion del electron de
repuesto sobre la molécula en su conjunto (Figura 1), de modo que las moléculas no dimerise, al
igual que la mayoria de los otros radicales libres. La deslocalizacion también da lugar al color
violeta intenso, con una absorcidn en solucion de etanol en torno a 520 nm. Al mezclar la solucion
de DPPH con una sustancia que puede donar un atomo de hidrégeno, da lugar a la forma reducida
con la pérdida de color violeta. Representando el radical DPPH por Z  y la molécula donante por

AH, la reaccion primaria es: (Kedare & Singh 2011b, pp. 451-456)
Z°+AH=ZH+A°
Procedimiento:
Se prepar6 soluciones madre en metanol de cada uno de los extractos a partir de los cuales se

obtuvo concentraciones de 10, 50, 100, 200, 500, 1000, 2000, 5000 y 10000 ppm. Luego se

prepar6 soluciones patrdn de acido galico a concentraciones de 10, 20, 40 60, 80 y 100 ppm.
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Se preparo la solucion estandar de DPPH, mezclando 5.9 mg de DPPH s6lido con 250 mL de
metanol. Se tuvo que esperar que esta solucion se estabilizara en una absorbancia entre 0.6 — 0.8

en un lapso de 1 hora, realizando para ello varias mediciones en el espectro.

Luego se procedio a realizar las diluciones de cada solucion preparada en sus diferentes
concentraciones, mezclando 3.9 mL de solucion de DPPH + 100 pL de solucién muestra o

estandar.

Finalmente se dejé reposar por una hora en absoluta obscuridad para medirlos en el

espectrofotometro a 515 nm.

Ademas, se preparo soluciones de quercetina a concentraciones de 1, 10, 25, 50, 125 y 250 ppm,
con el fin de realizar una comparacién con las soluciones muestra, siguiéndose el mismo

procedimiento.

2.5.6. Ensayo antiinflamatorio y citotdxico

El ensayo antiinflamatorio y citotoxico in vitro se realizé a los cuatro extractos obtenidos 2
extractos brutos y 2 extractos alcaloidales.

2.5.6.1. Aislamiento de neutroéfilos

Procedimiento:

Se extrajo 20 mL de sangre venosa de un paciente sano en un tubo de ensayo al que previamente
se colocd 2 mL de heparina sddica al 5%. Se coloc6 MHS en relacion 1:1 con la cantidad de

sangre y se homogenizé.

Se coloco sangre suavemente sobre ficoll paque previamente adicionado en el tubo en relacion

4:3 en 8 tubos de ensayo.

Se dejo reposar durante 5 minutos y se centrifugaron a 1500 RPM durante 30 minutos.

Se separo al paquete de neutrofilos en otro tubo de ensayo, al que se colocé MHS en relacion 1:3
y se someti6 a centrifugacion durante 30 minutos a 1500 RPM, se desecho el sobrenadante, se
guardo el suero sobrante y se lisé las células rojas restantes con una solucién de cloruro de amonio
al 0.83%. Se centrifugd nuevamente el tubo de ensayo por 20 minutos y al finalizar se elimin el

sobrenadante.
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Finalmente, los neutréfilos fueron resuspendidos con cantidad suficiente de MHS para obtener
una concentracion de 107 células/mL y almacenados a 37 °C.

2.5.6.2. Ensayo antiinflamatoria in vitro

La evaluacién de la actividad antiinflamatoria de los extractos estudiados en la presente

investigacion, se realizo en base al protocolo definido por Tan y Berridge.

Se prepar6 soluciones madre de cada uno de los extractos a partir de los cuales se obtuvo
concentraciones de 12.5, 25, 50, 100 y 200 ppm, todos ellos fueron disueltos en solucién de
DMSO al 5%.

Posteriormente fue necesario la preparacion de los controles:

» Control Positivo: Solucién de Dimetilsulféxido al 5% en MHS

» Control negativo: Solucion de Triton X-100 0.1% en MHS

> Control positivo comparativo: Acido acetilsalicilico a 200 ppm (mg/L) en DMSO 5%

Fue necesario la utilizacion de Microposillos para esta determinacion en la cual se colocaban los

diferentes controles y muestras en el siguiente orden.

Tabla 4-2 Esquema para la realizacion del ensayo antiinflamatorio in-vitro

Tratamiento Compuesto de Suspension de WST-1, uL

prueba / controles, celulas, pL

L

100

Control Tritén X — 100 100 140 10
0.1%

Control aspirina 200 100 140 10
ppm

100 140 10

100 140 10

100 140 10

100 140 10

100 140 10

Fuente: Tan y Berridge, 2000, pp. 59-68

Realizado por: Santiago Portero, 2017.

Se dejo incubar los Micropocillos en una estufa durante 1 hora a 37 °C, a los cuales se les afiadio
50 pL de Zymosan A opsonizado.
La opsonizacion del Zymosan se realizo colocando 1.5 mL de suero sobre 3.8 mg de Zymosan en
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polvo, luego se centrifugd a 3000 RPM durante 5 minutos y resuspendido en MHS.
Luego de colocado el Zymosan, se dejo incubar los micropocillos por 1 hora a 37 °C. Al término
de éste, se midieron las absorbancias en un lector de placas.

Calculo del porcentaje de inhibicion inflamatoria

Absorbancia de la muestra
Absorbancia del DMSO 5%

% inhibicién inflamatoria = 100 — ( )X].OO

2.5.6.3. Ensayo de citotoxicidad in vitro

La evaluacion de la actividad citotoxica de los extractos estudiados en la presente investigacion,

se realiz6 en base al protocolo definido por Berridge et al.

Se prepararon soluciones madre de cada uno de los extractos a partir de los cuales se obtuvo
concentraciones de 12.5, 25, 50, 100 y 200 ppm, todos ellos fueron disueltos en solucion de

DMSO al 5%. Posteriormente fue necesario la preparacion de los controles:

> Control Positivo: Solucion de Dimetilsulfoxido al 5% en MHS
» Control negativo: Solucion de Triton X-100 0.1% en MHS

Fue necesario la utilizacion de Micropocillos para esta determinacion en la cual se colocaban los

diferentes controles y muestras en el siguiente orden.

Tabla 5-2 Esquema para la realizacion de la actividad citotéxica in-vitro

Tratamiento Compuesto de Suspension de WST-1, uL
prueba / controles, células, puL

L
Control DMSO 5%

Control Triton X — 100
0.1%

Fuente: Berridge et al. 1996: pp 4-9

Realizado por: Santiago Portero, 2017.

Se dej6 incubar los microposillos en una estufa durante 3 horas a 37 °C. Al término de éste, se
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midieron las absorbancias en un lector de microplacas.

Calculo del porcentaje de Viabilidad Celular

Absorbancia de la muestra
Absorbancia del DMSO 5%

% viabilidad celular = ( )xlOO
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CAPITULO Il

w

MARCO DE RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS.

3.1. Parametros de control de calidad de hojas.

Tabla 1-3 Resultados del control de calidad de las hojas de Crinum x amabile

481+0.0351 Max 5%
2.02+0.0361 Max 2%
1.01£0.0100 Max 1%

19.31+0.0321 Max 14%

Realizado por: Santiago Portero, 2017.

Los resultados obtenidos en la presente tabla, indican que los valores conseguidos de cenizas
totales, cenizas solubles en agua e insolubles en &cido clorhidrico de las hojas de Crinum x
amabile, se encuentra dentro de los valores aceptables con respecto a la normativa de la (Real
Farmacopea Espaiiola, 2002), 1o que indica que las hojas fueron recolectadas, secadas y almacenadas
de forma adecuada. Las cenizas totales representan el contenido de sales como fosfatos,
carbonatos, nitritos, etc. Las cenizas solubles en agua pueden determinar el contenido de metales
pesados y las insolubles en acido clorhidrico pueden representar a silicatos provenientes de arena

y tierra silicea. (World Health Organization, 1998, pp. 29)

La cantidad de humedad obtenida fue de 19.31%, valor que excede al expuesto en la Real
Farmacopea Espafiola, lo cual puede deberse a la gran cantidad de mucilago que las hojas
presentan, debido a que la funcién del mucilago es almacenar el agua en grandes cantidades, como

una fuente de reserva para la planta, y en las semillas en estado de germinacion, etc. (Cabrera et al.
2013, 567 - 574)

No existen datos obtenidos sobre estudios realizados en Crinum x amabile sobre pardmetros de
calidad con los que se pueda comparar.
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3.2. Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico de los extractos obtenidos de bulbos y hojas de Crinum x amabile se

realiz6 en base a las Normas Ramales de drogas crudas, extractos y tinturas (Miranda, 2006, pp. 38-

64), con los siguientes resultados:

3.2.1. Tamizaje fitoquimico de hojas de Crinum x amabile

Tabla 2-3 Resultados obtenidos del tamizaje fitoquimico de las hojas de Crinum x amabile.

Determinacion de Indicadores Tipo de extracto
metabolitos ETEREO ALCOHOLICO ACUOSO
SUDAN Coloracion roja (+) +)

(Aceites - grasas)

BALJET Rojo (++) Precipitado rojo (++) (++)

(Lactonas - cumarinas) (+++)

DRAGENDORFF +) *) (++4)
(Alcaloides) Opalescencia (+) Turbidez
WAGNER definida (++) (++) (++) (+)
(Alcaloides) Precipitado (+++)

MAYER (++) (++) )
(Alcaloides)

LIEBERMANN Rosado-azul (+++) (+++)

BURCHARD Verde intenso

(Triterpenos- esteroides) Verde oscuro negro (+)

CATEQUINAS Mancha verde carmelita (+) (+++4)

RESINAS Precipitado (+) )

FEHLING Rojo +) *)
(Azucares reductores) Precipitado rojo (+)

CLORURO FERRICO Rojo &) *)
(Fenoles -taninos) vino Verde intenso

Azul (+)

ESPUMA Presencia de espuma por mas de “) )
(Saponinas) 2 minutos.

NINHIDRINA Azul violéaceo (+) )

(Aminoécidos libres o

aminas)

BORNTRAGER Rosado (++) Rojo (+++) (+4)

(Quinonas)

SHINODA Amarillo - +) +)
(Flavonoides) Naranja Carmelita o Rojo (+)

ANTOCIANIDINAS Rojo (++) )

(Secuencias de grupos de Marrén (+++)

flavonoides)

MUCILAGOS Consistencia gelatinosa (+) (+++)
PRINCIPIOS AMARGOS Y +)

ASTRINGENTES

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

Realizado por: Santiago Portero, 2017.
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3.2.2.

Tamizaje fitoquimico de bulbos de Crinum x amabile

Tabla 3- 3 Resultados obtenidos del tamizaje fitoquimico del bulbo de Crinum x amabile.

Determinacion de Indicadores Tipo de extracto
metabolitos ETEREO ALCOHOLICO ACUOSO
SUDAN Coloracion roja (+) (+)

(Aceites - grasas)

BALJET Rojo (++) Precipitado rojo ) “)

(Lactonas - cumarinas) (+++)

DRAGENDORFF ) (+++) (++)
(Alcaloides) Opalescencia (+) Turbidez
WAGNER definida (++) ) (++) (++)
(Alcaloides) Precipitado (+++)

MAYER ) (++4) ©)
(Alcaloides)

LIEBERMANN Rosado-azul ) “)

BURCHARD Verde intenso

(Triterpenos- esteroides) Verde oscuro negro (+)

CATEQUINAS Mancha verde carmelita (+) )

RESINAS Precipitado (+) )

FEHLING Rojo ) (+)
(Azucares reductores) Precipitado rojo (+)

CLORURO FERRICO Rojo “) ©)
(Fenoles -taninos) vino Verde intenso

Azul (+)

ESPUMA Presencia de espuma por mas de (+) )
(Saponinas) 2 minutos.

NINHIDRINA Azul violéceo (+) (NA)

(Aminoécidos libres o

aminas)

BORNTRAGER Rosado (++) Rojo (+++) )

(Quinonas)

SHINODA Amarillo - ) )
(Flavonoides) Naranja Carmelita 0 Rojo (+)

ANTOCIANIDINAS Rojo (++) (+)

(Secuencias de grupos de Marrén (+++)

flavonoides)

MUCILAGOS Consistencia gelatinosa (+) ()
PRINCIPIOS AMARGOS Y )

ASTRINGENTES

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

Realizado por: Santiago Portero, 2017.

En el ensayo de Sudan la coloracidn roja evidenciada en los extractos etéreos de bulbos y hojas
de Crinum x amabile se interpreta como resultado positivo. No se encontrd investigaciones

anteriores que informen de la presencia de aceites y grasas en esta planta.

Los ensayos de Dragendorff, Mayer y Wagner en los tres extractos fueron positivos. En cuanto a
las hojas se evidencid una mayor cantidad de alcaloides mediante los ensayos de Mayer y Wagner,
sin embargo, el resultado més evidente provino del ensayo de Dragendorff en el extracto acuoso.
Se ha reportado la presencia de alcaloides en C. asiaticum una especie del género Crinum de la

cual es hibrido Crinum x amabile (Asmawi et al, 2011a, pp. 1-5). En cuanto al bulbo, podemos
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mencionar que los alcaloides son los metabolitos que en mayor abundancia se encuentran y son
el grupo més representativo que posee esta planta, ademas de ser los responsables de los efectos
terapéuticos que esta tiene. Se ha descubierto que existe una gran variedad de alcaloides que
componen al bulbo entre ellos los més representativos estan la licorina, bufanisina, augustina,
ambelina, flexinina, crinamabina (Pham et al, 1998d, pp. 371-376), amabilosida (Cordell, 1993b, pp. 4-7) ¥
otros en cantidades inferiores como galantamina, narvedina, galantina, hipeastrina, crinidina,
crinamina (Kittisak et al. 1993, pp.1331-1338). Un estudio anterior demostrd que el tipo y proporcion
de alcaloides puede diferir entre las especies del género Crinum, de alli la diferencia en la

actividad bioldgica que éstos poseen (Refaat et al. 2013,pp.1239-1252).

El ensayo de Baljet nos da evidencia del contenido de estructuras con un grupo funcional lactona.
En las hojas se obtuvo una apreciable evidencia de lactonas en ambos extractos, sin embargo, no
se describe su presencia en estudios previos. En el bulbo no se obtuvo evidencia alguna de
lactonas. Se ha descrito resultados similares sobre Crinum macowanii (Uche-Okereafor;Nkemdinma et
al, 2016a, pp. 4172) y Crinum giganteum (Elizabeth et al. 2016a,pp.22-25) en los cuales existe ausencia de
lactonas en el tamizaje de sus bulbos, sin embargo no se encontrd datos sobre el ensayo de Baljet

para lactonas en Crinum x amabile.

La prueba de Libermann Burchard da evidencia de triterpenos y esteroides. Se demostrd una
elevada presencia en las hojas, contrario con el bulbo en el cual no se encontré presencia alguna
de estos. Se ha demostrado la ausencia de triterpenos en las hojas de Crinum giganteum (Elizabeth
et al, 2016b, pp. 22-25) y Crinum asiaticum (Chen et al, 2011, pp. 411-419). Estudios anteriores describen
la presencia de esteroides en el bulbo de Crinum macowanii (Uche-Okereafor;Nkemdinma et al, 2016b,
pp. 4172). Sin embargo, no se encontrd datos anteriores sobre la evidencia de triterpenos y esteroles

en Crinum x amabile.

El ensayo de catequinas da evidencia de un subgrupo de flavonoides, los flavan-3-oles (Kricun
2011a, pp. 249-255). Se determinG una muy elevada evidencia de catequinas contenidos en las hojas,

mientras que no se hall6 evidencia en el bulbo.

El ensayo de Fehling confirmoé la presencia de azlcares reductores, en hojas y bulbos. Son
polisacaridos propios de las plantas (Avila et al, 2012, 129-135); se ha reportado la presencia de
Amabilosido, un glucésido presente en el bulbo de Crinum x amabile (Cordell, 1993c, pp. 4-7), asi
mismo se ha descrito la presencia en bulbos de Crinum macowanii mediante screening
fitoquimico (Uche-Okereafor, et al. 2016, pp. 4182). En otras especies como C. giganteum (Elizabeth et al,
2016¢, pp. 22-25) y C. asiaticum (Asmawi et al. 2011b, pp. 1-5), e ha descrito la presencia de glicosidos

contenidos en las hojas.
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El ensayo de cloruro férrico demostrd la presencia de fenoles y taninos. Se evidencio su presencia
en hojas, pero se halld que estéa ausentes en el bulbo. En investigaciones anteriores se describe la
presencia de taninos en el bulbo de C. macowanii (Uche-Okereafor;Nkemdinma et al. 2016¢, pp. 4172),
compuestos fendlicos como &cido trans-cafeico, acido-4-caumatico, acido 4-hidroxibenzénico,
etil-4-hidroxibenzoato, 2-(3,4-dihydroxyfenil)1,3-benzodioxole-5-carboxaldehido (Sun et al, 2009a,
pp. 447-449) 1-(2-hydroxy-4-hydroxymetil)fenil-6-O-caffeoil-b-D-gluco-piranosido (Sun et al, 2008,
pp. 432-437) encontrados en el bulbo de C. asiaticum y una cantidad minima de compuestos
fenolicos descubiertos en el bulbo de C. bulbispermum (Ramadan et al, 2000, pp. 981-986). Estudios
realizados en hojas de C. asiaticum (Asmawi et al, 2011c, pp. 1-5) Y C. giganteum (Elizabeth et al, 20164,
pp. 22-25) demostraron que no hay evidencia del contenido de fenoles en las hojas de estas, sin
embargo hay que considerar que a pesar de no coincidir con los resultados gque se obtuvieron, es

necesario realizar nuevas investigaciones para poder confirmarlos.

El ensayo de espuma permitié la determinacion de saponinas en el extracto etandlico del bulbo,
gue son glucésidos hidrosolubles propias de las plantas (Mena et al, 2015a, pp. 106-116). En contraste
con datos de investigaciones previas sobre otras especies, datan la presencia de saponinas en hojas
de C. giganteum (Elizabeth et al, 2016e, pp.22-25); y bulbos de C. macowanii (Uche-Okereafor;Nkemdinma
et al, 2016d, pp. 4172).

El reactivo de Borntrager permitié evidenciar quinonas en extracto alcohélico de las hojas y la
ausencia en el bulbo. No se hallaron datos anteriores de su evidencia en Crinum x amabile y otras

especies de Crinum.

El resultado positivo para la prueba de Shinoda indica la presencia de flavonoides, resultado que
coincide con la informacion bibliografica disponible para otra especie. C. asiaticum, donde se
especifican flavonoides como (2S)-3’,7-dihydroxy-4’-methoxyflavan, 7-hydroxyflavanone, 4°,7-
dihydroxyflavone (Sun et al, 2009b, pp. 447-449) C. giganteum (Elizabeth al, 2016e, pp. 22-25) y C.
macowanii (Uche-Okereafor;Nkemdinma et al, 2016e, pp. 4172), en los cuales se describe la presencia de

flavonoides.
Se encontré ademas antocianidinas, mucilagos y principios amargos, el primero en hojas y bulbo

y los demés solo en hojas. No se hallaron datos anteriores de su evidencia en Crinum x amabile y

otras especies de Crinum.
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3.3. Ensayo antioxidante

La capacidad antioxidante de Crinum x amabile fue evaluada mediante el método de barrido de
radicales libres DPPH*. Fue necesario un tiempo de espera de 60 minutos para que la medicion

de la absorbancia sea estable.

En este estudio el efecto del estudio de barrido de radicales libres de los cuatro extractos de se
compararon con el &cido gélico como estandar.

Se utilizé el software B-LeSq, para medir el valor de 1C50.

Actividad Antioxidante de Acido Galico

0,600
0,500
0,400
0,300

0,200

Actividad Antioxidante, %

0,100

0,000
0 20 40 60 80 100 120

Concentracion del extracto, ppm

Figura 1-3 Curva de actividad antioxidante de Acido Galico.

Realizado por: Santiago Portero, 2017.

Tipo de extracto

EBB EBH EAB EAH
344 213 361 3,77
344 393 361 377
3,77 4,10 4,10 4,43
410 459 525 475
459 574 689 852
590 836 1574 12,62
8,03 1246 26,07 21,97
12,62 24,10 50,33 47,87
1590 4393 81,48 79,34

Tabla 4-3 Porcentaje de actividad inhibitoria de radicales libres.
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Resultado Actividad Antioxidante de Extracto
Bruto de Hojas
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Actividad Antioxidante, %

Realizado por: Santiago Portero
Figura 2-3 Curva del porcentaje de actividad antioxidante del extracto bruto de bulbo.

Realizado por: Santiago Portero, 2017.

Resultado Actividad Antioxidante de Extracto
Bruto de Hojas
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Figura 3- 3 Curva del porcentaje de actividad antioxidante del extracto bruto de hojas.
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Resultado Actividad Antioxidante de Extracto
Alcaloidal de Bulbo
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Figura 4-3 Curva del porcentaje de actividad antioxidante del extracto alcaloidal de
bulbo.

Realizado por: Santiago Portero, 2017.

Resultado Actividad Antioxidante de Extracto
Alcaloidal de Hojas
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Figura 5-3 Curva del porcentaje de actividad antioxidante del extracto alcaloidal
de hojas.

Realizado por: Santiago Portero, 2017.

Entre nueve mediciones diferentes utilizadas (10 a 10000 ppm) (ANEXO J), se obtuvieron los
siguientes IC 50: 5.04 x10” ppm (E.B.B.), 112080.7 ppm (E.B.H.), 6818.24 ppm (E.A.B.), 8344.1
ppm (E.A.H.), que al compararlos con el &cido gélico con un IC 50 de 36.8, indica que todos los
extractos obtenidos de Crinum x amabile poseen capacidad de neutralizar radicales libres, sin
embargo lo realiza a concentraciones muy elevadas. Existe una marcada diferencia en la

comparacion entre el estandar y los diferentes extractos.
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3.4. Ensayo antiinflamatorio in vitro

El ensayo antiinflamatorio se llevo a cabo mediante el método colorimétrico modificado (Tan &
Berridge 2000b, pp. 59-68), en el cual se mide la reduccion de sales de tetrazolio (WST-1 [2- (4-
Yodofenil) -3- (4-nitrofenil) -5- (2,4-disulfofenil) -2H- Tetrazolio]) a compuestos de formazéan

coloreados por succinato-tetrazolim reductasa, en presencia de neutréfilos aislados activados.

La inhibicion de (ROS) % hace referencia a las especies reactivas de oxigeno captadas por los
extractos.

Después de realizado las mediciones espectrofotométricas se obtuvo los siguientes resultados
detallados en las siguientes tablas.

Actividad Antinflamatoria de Extracto Bruto de
Bulbo

58,00

56,00 o
54,00 o}

52,00

50,00

48,00 ®

46,00

44,00

42,00
0 50 100 150 200 250

Concentracion de extracto, ppm

Inhibicion de ROS, %

Figura 6-3 Curva del porcentaje de inhibicion inflamatoria del extracto bruto de bulbo.

Realizado por: Santiago Portero, 2017.

Tabla 5-3 Resultados de la evaluacion de la actividad antiinflamatoria in vitro, expresada en
porcentaje de inhibicién antiinflamatoria para diferentes concentraciones del extracto bruto del
bulbo.

AAS 200ppm 70.28 £0.24
200 ppm 56.35+0.24
100 ppm 53.97+0.19
50 ppm 51.13+0.15
25 ppm 47.52+0.19
12.5 ppm 43.07 £0.15

Realizado por: Santiago Portero, 2017.
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Actividad Antinflamatoria de Extracto Bruto de
Hojas

36,00
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Figura 7-3 Curva del porcentaje de inhibicidn inflamatoria del extracto bruto de hojas.

Realizado por: Santiago Portero, 2017.

Tabla 6-3 Resultados de la evaluacion de la actividad antiinflamatoria in vitro, expresada en
porcentaje de inhibicion antiinflamatoria para diferentes concentraciones del extracto bruto de
hojas.

Concentraciones % medio de Inhibicion inflamatoria

AAS 200ppm 69.83 £ 0.24
200 ppm 35.66 + 1.16
100 ppm 33.79+0.24
50 ppm 32.17+£0.29
25 ppm 30.75+£0.15
12.5 ppm 29.91+0.19

Realizado por: Santiago Portero, 2017.

Actividad Antinflamatoria de Extracto
Alcaloidal de Bulbo

58,00
56’00 .........................................................
200 e @
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Concentracidon de extracto, ppm

Inhibicion de ROS, %

Figura 8-3 Curva del porcentaje de inhibicion inflamatoria del extracto alcaloidal de
bulbo.

Realizado por: Santiago Portero, 2017
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Tabla 7-3 Resultados de la evaluacion de la actividad antiinflamatoria in vitro, expresada en
porcentaje de inhibicion antiinflamatoria para diferentes concentraciones del extracto alcaloidal
del bulbo.

AAS 200ppm 69.70 £ 0.14
200 ppm 57.12+0.14
100 ppm 54.30+0.14
50 ppm 51.48 + 0.24
25 ppm 46.92 £ 0.34
12.5 ppm 42.36 £ 0.10

Realizado por: Santiago Portero, 2017

Actividad Antinflamatoria de Extracto Alcaloidal

de Hojas
25,00
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X
% 20,00 .
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0 50 100 150 200 250

Concentracion de extracto, ppm

Figura 9-3 Curva del porcentaje de inhibicion inflamatoria del extracto alcaloidal de
hojas.

Realizado por: Santiago Portero, 2017.
Tabla 8-3 Resultados de la evaluacién de la actividad antiinflamatoria in vitro, expresada en

porcentaje de inhibicion antiinflamatoria para diferentes concentraciones del extracto alcaloidal
de hojas.

Concentraciones % medio de Inhibicién inflamatoria |

AAS 200ppm 69.38 + 0.24
200 ppm 22.93 £5.57
100 ppm 18.96 £ 0.24
50 ppm 15.18 £ 0.34
25 ppm 10.62 £ 0.15
12.5 ppm 4.04 £0.78

Realizado por: Santiago Portero, 2017.

Los resultados obtenidos, se analizaron estadisticamente utilizando un disefio factorial, para poder
determinar si existen diferencias significativas entre la inhibicion inflamatoria con respecto a la

parte de la planta, tipo de extracto y concentracion utilizada.
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Después de realizado el andlisis univariado, mediante el grafico de pruebas de efectos intersujetos
se determind que existen diferencias significativas en los resultados de la inhibicion inflamatoria
al aplicar diferentes partes de la planta con diferentes tipos de extracto a diferentes
concentraciones, por lo que se obtuvo un valor de p=0 en todos los casos, se rechaza la hipétesis
nula (Ho: No existen diferencias en el porcentaje de inhibicion inflamatoria por efecto de la
aplicacion de concentracion, tipo de extracto, parte de la planta y sus interacciones. p>0=0.05.).

La prueba de Tukey, determin6 que todas las concentraciones utilizadas son diferentes, es decir
que el porcentaje de inhibicién inflamatoria difiere de acuerdo a la concentracion que se utilice,
teniendo resultados diferentes con cada concentracién. La prueba de Tukey no se pudo analizar
para los factores: parte de la planta y tipo de extracto, ya que hay menos de tres grupos en cada

uno de ellos.

Los resultados obtenidos en el primer grafico de perfil, demuestran que los extractos tanto brutos
como alcaloidales del bulbo poseen mejor actividad inhibiendo la inflamacién frente al de las
hojas; de igual forma nos indica que la concentracion a 200 ppm es la que mayor actividad

antiinflamatoria presenta tanto en el extracto bruto como alcaloidal.

Asi mismo, en el siguiente grafico de perfil, se indica que los extractos brutos son superiores a
los alcaloidales en cuanto a inhibicién inflamatoria y que la concentraciéon a 200 ppm es la que

mayor actividad antiinflamatoria presenta tanto en el bulbo como en las hojas.

Estudios de actividad antiinflamatoria con otras plantas del género Crinum datan el potencial
antiinflamatorio que poseen. Extracto alcohdlico de hojas y bulbo de Crinum asiaticum (Rahman et
al, 2013b, pp. 212-218)(Rahman et al, 2011, pp. 34-37), extracto acuoso del bulbo de Crinum glaucum (Okpo
et al, 2001, pp. 207-211), extracto acuoso del bulbo de Crinum giganteum (Kapu et al, 2001, pp. 7-13), SON
algunas de las investigaciones que datan de la potencial actividad antiinflamatoria que posee este

género de plantas.

La actividad antiinflamatoria de los alcaloides presentes en el bulbo de Crinum x amabile ha sido
demostrada en otras investigaciones en las cuales se describen a la licorina con una potencial
actividad antiinflamatoria, en algunos casos, mayor que el &cido acetil salicilico en estudio en
ratas (Saltan Citoglu et al, 2012, pp. 81-87). En otro estudio al analizar la actividad antiinflamatoria en

ratas la licorina no presenta un gran potencial antiinflamatorio (Citoglu et al, 1998a, pp. 205-206).
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Entre 5 mediciones del IC50 (ANEXO K) cabe destacar que los valores obtenidos del bulbo 46.28
ppm (E.B.B.), 48.59 ppm (E.A.B.), fueron superiores con respecto a las hojas con valores de
86297.1 ppm (E.B.H.), 1319.6 ppm (E.A.H.).

Hay que considerar la posibilidad de sinergismos con otros compuestos, ya que la actividad
antiinflamatoria no es exclusiva de los alcaloides, sino también de otras moléculas como lactonas
(Ruiz-reyes & Suarez, 2015, pp. 9-24), saponinas (Mena et al, 2015b, pp. 106-116), catequinas (Kricun, 2011b,
pp. 249-255), antocianidinas (Ortiz et al, 2011, pp. 16-22), flavonoides, taninos, cumarinas, terpenos
(Mohammed et al, 2014a, pp. 275-285). Considerando que en el tamizaje fitoquimico tabla 3-3 se
encontré en el bulbo: saponinas y flavonoides y las hojas tabla 2-3: cumarinas, flavonoides,
taninos, terpenos, es muy probable que la superioridad de la actividad antiinflamatoria sea de los

extractos brutos por su variedad de metabolitos secundarios.

Los flavonoides han sido catalogados como agentes con gran potencial antinflamatorio. Se ha
descubierto que poseen actividad sobre fases proliferativas y exudativas de la inflamacién. Posee
actividad sobre células inflamatorias como los mastocitos, asi como un gran potencial modulando

diversos mediadores de la inflamacion por diversos procesos (Citoglu et al, 1998b, pp. 205-206).

Taninos y cumarinas también han sido descritos como metabolitos con gran actividad
antiinflamatoria, primordialmente por su capacidad antioxidante, relacién descrita en el marco

tedrico. (Mohammed et al, 2014b, pp. 275-285)

Se ha descrito que las saponinas tienen actividad corticomimética directa, inhiben la degradacion
de corticoides, inhiben la formacion enzimatica y liberacion de mediadores de la inflamacion.
Similar a estos son los terpenos, por lo cual se debe considerar en el analisis antiinflamatorio de

extractos brutos. (Mohammed et al, 2014c, pp. 275-285)
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3.5. Ensayo Citotoxico in vitro

Actividad Citotdxica de Extracto Bruto de Bulbo
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Figura 10-3 Curva del porcentaje de viabilidad celular del extracto bruto de Bulbo.

Realizado por: Santiago Portero, 2017.

Tabla 9-3 Resultados de la evaluacién de la citotoxicidad in vitro expresada en porcentaje de
viabilidad celular para diferentes concentraciones del extracto bruto del bulbo.

200 ppm 32.85+0.54
100 ppm 35.94+0.23
50 ppm 40.27 + 0.46
25 ppm 45.21 +0.23
12.5 ppm 53.55+0.23

Realizado por: Santiago Portero, 2017.

Actividad Citotoxica de Extracto Bruto de Hojas
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Figura 11-3 Curva del porcentaje de viabilidad celular del extracto bruto de hojas.

Realizado por: Santiago Portero, 2017.
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Tabla 10-3 Resultados de la evaluacion de la citotoxicidad in vitro expresada en porcentaje de
viabilidad celular para diferentes concentraciones del extracto bruto de hojas.

Concentraciones 9% medio viabilidad celular

200 ppm 41.40+0.31
100 ppm 46.55 + 0.46
50 ppm 52.73+0.23
25 ppm 56.95 +0.23
12.5 ppm 60.25 + 0.31

Realizado por: Santiago Portero, 2017.

Actividad Citotdxica de Extracto Alcaloidal de
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Figura 12-3 Curva del porcentaje de viabilidad celular del extracto alcaloidal de bulbo.

Realizado por: Santiago Portero, 2017.

Tabla 11-3 Resultados de la evaluacion de la citotoxicidad in vitro expresada en porcentaje de
viabilidad celular para diferentes concentraciones del extracto alcaloidal del bulbo.

200 ppm 47.80+0.31
100 ppm 52,92 +0.15
50 ppm 57.01+0.23
25 ppm 63.05 +0.23
12.5 ppm 65.71+£0.31

Realizado por: Santiago Portero, 2017.
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Actividad Citotdxica de Extracto Alcaloidal de

Hojas
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Figura 13-3 Curva del porcentaje de viabilidad celular del extracto alcaloidal de hojas.

Realizado por: Santiago Portero, 2017.

Tabla 12-3 Resultados de la evaluacion de la citotoxicidad in vitro expresada en porcentaje de
viabilidad celular para diferentes concentraciones del extracto alcaloidal de hojas.

Concentraciones % medio viabilidad celular

200 ppm 43.88 + 0.38
100 ppm 50.92 +0.38
50 ppm 54.39+£0.15
25 ppm 61.22 +0.31
12.5 ppm 65.41 £ 0.31

Realizado por: Santiago Portero, 2017.

Los resultados obtenidos, se analizaron estadisticamente utilizando un disefio factorial, para poder
determinar si existen diferencias significativas entre la inhibicién inflamatoria de acuerdo a la

parte de la planta, tipo de extracto y concentracion utilizada.

Los resultados obtenidos del andlisis univariado, mediante la prueba de efectos intersujetos
indican que existen diferencias en cuanto al porcentaje de viabilidad celular con un p<0.05 al
aplicar diferentes partes de la planta con diferentes tipos de extracto a diferentes concentraciones,
sin embargo, al analizar el tipo de extracto con la concentracién se obtuvo que no hay diferencias

significativas entre ellos con un p=0.380.

Posteriormente la prueba de Tukey, demostré que todas las concentraciones utilizadas son
diferentes, es decir que el porcentaje de viabilidad celular difiere de acuerdo a la concentracion
que se utilice, teniendo resultados diferentes con la aplicacion de cada concentracion. La prueba
de Tukey no se pudo analizar para los factores: parte de la planta y tipo de extracto, ya que hay

menos de tres grupos en cada uno de ellos.
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En el primer gréfico de perfil, se obtuvo que los extractos alcaloideos poseen una mayor viabilidad
celular frente a los extractos brutos tanto en bulbo como en hojas, siendo los alcaloides del bulbo

los que mejor viabilidad celular presentan o a su vez la que posee menor actividad citotdxica.

El segundo gréfico de perfil indica que la concentracién de 12.5 ppm presenta el mayor porcentaje
de viabilidad celular tanto en bulbo como en hojas, observandose que es superior en las hojas.

El tercer gréfico de perfil indica que la concentracion de 12.5 ppm presenta un mayor porcentaje
en cuanto a viabilidad celular respecto a los extractos brutos y alcaloidales, observandose una

ligera ventaja por parte del extracto alcaloidal.

Asimismo, entre los tres graficos de perfil tenemos que la actividad citotdxica es mas pronunciada
en concentraciones mas altas, al utilizar extractos brutos, siendo superior los del bulbo. Esto puede
explicarse por la variedad de metabolitos secundarios que presenta el bulbo y las hojas de Crinum
x amabile, previamente analizados en los tamizajes fitoquimicos, tablas 2-3 y 3-3 en los cuales se

hallan diversos metabolitos secundarios con gran capacidad citotdxica.

Entre 5 mediciones del LC50 (concentracion del compuesto que causa el 50% de reduccion de la
viabilidad celular) (ANEXO L), donde se observa que el extracto bruto de bulbo posee el valor
mas bajo con 11.02 ppm (E.B.B.) frente a los demés extractos: 62.78 ppm (E.B.H.), 150.84 ppm
(E.A.B.), 82.62 ppm (E.A.H.).

Los alcaloides son el principal grupo de metabolitos secundarios presentes en Crinum x amabile
(Pham et al. 1998e, pp. 371-376). Se ha observado que estos metabolitos tienen una potencial actividad
citotoxica evaluada en lineas celulares tumorales, principalmente augustina, crinamina y licorina
(Kittisak et al. 1993b, pp. 1331-1338). lgualmente, estudios previos han demostrado la actividad
antitumoral de los alcaloides de la familia Amaryllidaceae en general, (Nair et al. 2016b, , pp. 107-156),
y otros especificos sobre plantas de la misma especie Crinum como C. latiflium (Nguyen 2001, pp.
21-23), C. augustumy C. bubispermum (Hajiz et al. 1991, pp. 437-439), en los cuales se ha demostrado

la capacidad antitumoral.

En el caso de las hojas la presencia de triterpenos y esteroides, podrian contribuir a la actividad
citotoxica en el caso del extracto bruto, ya que se ha mostrado importantes efectos citotoxicos
sobre lineas tumorales: carcinoma gastrico (EPG85-257), pancreéatico (EPP85-181) y colon (HT-
29) (Lage et al. 2010, pp. 441-448). De igual manera las saponinas ya que se han mostrado importantes
efectos citotoxicos sobre células tumorales A549, HelLa, HL-60, KB (Hernandez Sosa et al. 2013, pp.

93-101).
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Otros metabolitos que se identificaron en los extractos son los flavonoides que han sido muy
estudiados por su potencial efecto antitumoral, ademas de actividad antioxidante. Esto es un
indicativo de que los flavonoides son potenciales candidatos con actividad antioxidante y
citotoxica, lo que podria tener implicaciones en los extractos brutos de Crinum x amabile,

favoreciendo la citotoxicidad y la actividad antioxidante.

De otro modo, la evaluacién de la citotoxicidad demuestra la bioseguridad de los extractos,
mostrandose como viabilidad celular frente a neutrdfilos aislados. De esta forma podemos
destacar que las concentraciones a 12.5 ppm son las que presentan mejor viabilidad celular, siendo
similar a estudios citotdxicos en estudios posteriores donde se destaca que la viabilidad celular es

inversamente proporcional a la concentracion utilizada.
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CONCLUSIONES

» Se evidencid que la droga analizada cuantitativamente en el control de calidad, se encuentran

dentro del rango de los pardmetros de calidad establecidos en Real Farmacopea Espafiola.

» El anélisis fitoquimico demostrd que en el bulbo estan presentes metabolitos como aceites,
flavonoides, antocianos, alcaloides y en las hojas aceites, lactonas, alcaloides, mucilagos,
triterpenos, fenoles, entre otros; los cuales podrian responder a la superioridad en relacion a
los valores hallados en la evaluacion de la actividad antiinflamatoria y citotdxica de los

extractos brutos frente a los alcaloideos.

» Se demostro estadisticamente la superioridad de los extractos brutos frente a los alcaloideos
en cuanto a inhibicién inflamatoria; mientras que los extractos alcaloideos se destacan por

presentar los mayores valores en viabilidad celular.

» Se demostro estadisticamente la superioridad del extracto bruto del bulbo a una concentracion
de 200 ppm con una inhibicion de la inflamacion del 56.35% con respecto a los demas
extractos, frente al 4.04% de inhibicién inflamatoria obtenido del extracto alcaloideo de las

hojas a 12.5 ppm representando el resultado menos significativo.

» La evaluacion de la actividad citotdxica, obtenida mediante el porcentaje de viabilidad
celular, se demostrd, mediante andlisis estadistico, que el extracto alcaloideo de las hojas a
una concentracion de 12.5 ppm lidera, con un 65.41% y que el extracto bruto del bulbo a 200
ppm presenta un promedio de 32.85% en viabilidad celular, siendo el mas citotoxico

estadisticamente.

» En cuanto a la actividad antioxidante, los resultados obtenidos indican que Crinum x amabile
posee actividad poco significativa de captacion de radicales libres, evidenciada al presentar
actividad antioxidante a concentraciones muy elevadas en cuanto a concentracion inhibitoria

media.
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RECOMENDACIONES

» Se recomienda que para investigaciones futuras se realice estudios antiinflamatorios y

citotéxicos in vivo, tanto para los extractos brutos y alcaloideos.

» Se recomienda realizar investigaciones que demuestren la potencialidad citotdxica de los

extractos de Crinum x amabile frente a células tumorales.

» Es necesario realizar analisis para determinar las estructuras de los compuestos que puedan
estar presentes en las hojas y bulbos de Crinum x amabile y su relacién con la actividad

antiinflamatoria y citotoxica.

» Es necesario realizar investigaciones de extractos a diferentes polaridades a fin de determinar
las porciones que poseen mejores resultados en cuanto a la actividad antiinflamatoria y
citotoxica.
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ANEXOQOS:

ANEXO A: Recoleccién de material vegetal (Grafico 1A)

ANEXO B: Tamizaje fitoquimico bulbo (Grafico 1B) y hojas (Grafico 2B)

Grafico 1B: Tamizaje fitoquimico bulbo
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Gréfico 2B: Tamizaje fitoquimico hojas

ANEXO C: Maceracion (Gréafico 1C) y sonicacion (Gréafico 2C)
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Grafico 1C: Maceracion Gréfico 2C: Sonicacion
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ANEXO D: Extraccién de alcaloides. Extraccion con éter etilico (Gréfico 1D); extraccion con
acetato de etilo (Gréafico 2D); acidificacion con acido sulfurico 2% (Grafico 3D); concentracion
de soluciones en rotavapor (Gréafico 4D); soluciones concentradas después de rotavapor (Grafico
5D); extracto concentrado y almacenado (Gréfico 6D)

Gréfico 1D: Extraccion con eter etilico Grafico 2D: Extraccion con acetato de
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Gréfico 5D: soluciones concentradas Gréfico 6D: extracto concentrado y
después de rotavapor almacenado

ANEXO E: Actividad antioxidante in vitro. Disolucion de extractos (Gréafico 1E); disoluciones
de extractos (Gréafico 2E); Ensayo colorimétrico (Grafico 3E).

Gréfico 1E: Disolucion de extractos

Grafico 2E: disoluciones de extractos



Gréfico 3E: Ensayo colorimétrico

ANEXO F: Aislamiento de Neutrofilos. Extraccion sanguinea (Grafico 1F); Disolucion con MHS
(Gréfico 2F); disolucidn con ficoll (Gréafico 3F); separacion del paquete globular (Gréfico 4F);
neutrofilos aislados con MHS (Gréfico 5F).

Gréfico 1F: Aislamiento de Neutréfilos. Extraccion sanguinea



Gréfico 2F: Disolucion con MHS Gréfico 3F: Disolucion con ficoll

Grafico 4F: separacion del paquete Grafico 5F: neutrofilos aislados con MHS
globular



ANEXO G: Actividad antiinflamatoria y citotoxica in vitro. Zymosan en suero (Gréfico 1G);
colocacion de reactivos en microposillos (Grafico 2G); microposillos en placa previo a
incubacion (Grafico 3G); microposillos en placa posterior a incubacion (Grafico 4G); disolucién
en tubos de ensayo con MHS (Gréfico 5G); medicidn en espectro UV (Gréfico 6G).

Gréfico 1G: Zymosan en suero Grafico 2G: Colocacion de reactivos
en microposillos

Grafico 3G: Microposillos en placa previo Grafico 4G: Microposillos en placa
a incubacion posterior a incubacion



ANEXO H: Andlisis estadistico de la actividad antiinflamatoria. Factores intersujetos (Gréfico
1H); pruebas de efectos intersujetos (Grafico 2H); comparaciones multiples (Grafico 3H); prueba
de tukey (Gréfico 4H); medidas marginales 1 (Grafico 5H); medidas marginales 2(Grafico 6H);
medidas marginales 3(Grafico 7H).

Etiqueta de
valor N
Parte_de_la_planta 1 Bulbo 30
2 Hojas 30
Tipo_de_extracto 1 Bruto 30
2 Alcaloidal 30
Concentracion 12,5 12
25,0 12
50,0 12
100,0 12
200,0 12

Gréafico 1H: Factores intersujetos

Variable dependiente: Inhibicion inflamatoria

Tipo 1
de
suma
de Media
[0i+++++++++++++++++++++HH -+ | cuadrad | g | cuadrat Si
+++++++++++++0rigen 0s | ica F g.
Modelo corregido 14328,8| 1| 754,15 | 1537,29| ,0
562 9 0 4 00
Interseccion 83177,0 1 83177, | 169551, | ,0
33 033 813 00
Parte_de_la_planta 10411,9 1 10411, | 21224,1 | ,0
39 939 66 00
Tipo_de_extracto 1057,47 1 1057,4 | 2155,60 | ,0
6 76 7 00
Concentracion 1499,15 374,78 ,0
4 763,985
3 8 00
Parte_de_la_planta * Tipo_de_extracto 1056,80 1 1056,8 | 2154,23 | ,0
5 05 8 00
Parte_de_la_planta * Concentracion 0
23,021 | 4| 5,755 | 11,732
00
Tipo_de_extracto * Concentracion ,0
164,748 4| 41,187 | 83,958
00
Parte_de_la_planta * Tipo_de_extracto * Concentracion 0
115,714 | 4] 28,929 | 58,969 00




Error

Total

Total corregido

19,623

97525,5
12
14348,4
79

491

© 00 O o O b»

a. R al cuadrado =,999 (R al cuadrado ajustada = ,998)

Variable dependiente:

Grafico 2H: Pruebas de efectos intersujetos

Inhibicién_inflamatoria

HSD Tukey
Intervalo de confianza al
95%

) J) Diferencia de Error Limite Limite
Concentracion  Concentraciéon medias (I-J) estandar | Sig. inferior superior
12,5 25,0 -3,9750" ,28594 ,000| -4,7917 -3,1583
50,0 -7,5108" ,28594 ,000| -8,3275 -6,6942

100,0 -10,2758" ,28594 ,000| -11,0925 -9,4592
200,0 -14,4900" ,28594 ,000| -15,3067 -13,6733

25,0 12,5 3,9750" ,28594 ,000 3,1583 4,7917
50,0 -3,5358" ,28594 ,000( -4,3525 -2,7192

100,0 -6,3008" ,28594 ,000( -7,1175 -5,4842

200,0 -10,5150" ,28594 ,000( -11,3317 -9,6983

50,0 12,5 7,5108" ,28594 ,000 6,6942 8,3275
25,0 3,5358" ,28594 ,000 2,7192 4,3525

100,0 -2,7650" ,28594 ,000| -3,5817 -1,9483

200,0 -6,9792" ,28594 ,000( -7,7958 -6,1625

100,0 12,5 10,2758" ,28594 ,000( 9,4592 11,0925
25,0 6,3008" ,28594 ,000( 5,4842 7,1175

50,0 2,7650" ,28594 ,000 1,9483 3,5817

200,0 -4,2142" ,28594 ,000| -5,0308 -3,3975

200,0 12,5 14,4900" ,28594 ,000| 13,6733 15,3067
25,0 10,5150" ,28594 ,000 9,6983 11,3317

50,0 6,9792" ,28594 ,000 6,1625 7,7958

100,0 4,2142" ,28594 ,000 3,3975 5,0308

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = ,491.

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.

Grafico 3H: comparaciones multiples




HSD Tukey2P

Subconjunto
Concentracion N 1 2 3 4 5

12,5 12 29,9825

25,0 12 33,9575

50,0 12 37,4933

100,0 12 40,2583

200,0 12 44,4725
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

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

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = ,491.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 12,000.

b. Alfa = 0,05.

Grafico 4H: Prueba de tukey
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Gréafico 5H: Medidas marginales 1




Medias marginales estimadas
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Grafico 6H: Medidas marginales 2
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Gréfico 7H: Medidas marginales 3



ANEXO I: Anadlisis estadistico de la actividad citotoxica. Factores intersujetos (Grafico 11);
pruebas de efectos intersujetos (Grafico 2l); comparaciones multiples (Gréafico 3l); prueba de
tukey (Grafico 4l); medidas marginales 1 (Gréafico 51); medidas marginales 2(Grafico 6l);
medidas marginales 3(Grafico 71).

Etiqueta de
valor N
Parte_de_la_planta 1 Bulbo 30
2 Hojas 30
Tipo_de_extracto 1 Bruto 30
2 Alcaloidal 30
Concentracion 12,5 12
25,0 12
50,0 12
100,0 12
200,0 12

Gréfico 11: Factores intersujetos

Variable dependiente: Viabilidad Celular

Tipo Il de suma de Media
Origen cuadrados gl cuadratica F Sig.
Modelo corregido 4979,0712 19 262,056 142,582 |,000
Interseccion 157172,757 1 157172,757 |85515,872|,000
Parte_de_la_planta 273,109 1 273,109 148,596 |,000
Tipo_de_extracto 1302,284 1 1302,284 708,557 |,000
Concentracion 2842,086 4 710,522 386,587 |,000
Parte_de_la_planta * Tipo_de_extracto 493,239 1 493,239 268,365 |,000
Parte_de_la_planta * Concentracion 32,788 4 8,197 4,460 ,004
Tipo_de_extracto * Concentracion 7,934 4 1,984 1,079 ,380
Parte_de_la_planta * Tipo_de_extracto
* Concentracion 27,630 4 6,908 3,758 ,011
Error 73,517 40 1,838
Total 162225,345 60
Total corregido 5052,588 59

a. R al cuadrado =,985 (R al cuadrado ajustada = ,979)

Grafico 2I: Pruebas de efectos intersujetos

Variable dependiente: Viabilidad_Celular
HSD Tukey

0] J) Diferencia de Error Intervalo de confianza al

Concentracion  Concentracion medias (I-J) estandar | Sig. 95%




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

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 1,838.

a. Utiliza el tamarfio de la muestra de la media arménica = 12,000.

Limite Limite
inferior superior
12,5 25,0 5,4517" ,55346 ,000 3,8709 7,0324
50,0 10,1217" ,55346 ,000 8,5409 11,7024
100,0 14,6367" ,55346 ,000| 13,0559 16,2174
200,0 19,7283" ,55346 ,000| 18,1476 21,3091
25,0 12,5 -5,4517" ,55346 ,000| -7,0324 -3,8709
50,0 4,6700" ,55346 ,000| 3,0893 6,2507
100,0 9,1850" ,565346 ,000| 7,6043 10,7657
200,0 14,2767" ,55346 ,000| 12,6959 15,8574
50,0 12,5 -10,1217" ,55346 ,000| -11,7024 -8,5409
25,0 -4,6700" ,55346 ,000| -6,2507 -3,0893
100,0 4,5150" ,565346 ,000| 2,9343 6,0957
200,0 9,6067" ,565346 ,000| 8,0259 11,1874
100,0 12,5 -14,6367" ,55346 ,000| -16,2174 -13,0559
25,0 -9,1850" ,55346 ,000| -10,7657 -7,6043
50,0 -4,5150" ,55346 ,000| -6,0957 -2,9343
200,0 5,0917 ,55346 ,000| 3,5109 6,6724
200,0 12,5 -19,7283" ,55346 ,000| -21,3091 -18,1476
25,0 -14,2767" ,55346 ,000| -15,8574 -12,6959
50,0 -9,6067" ,55346 ,000| -11,1874 -8,0259
100,0 -5,0917" ,55346 ,000| -6,6724 -3,5109
Se basa en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica(Error) = 1,838.
*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
Gréfico 31: Comparaciones mltiples
HSD TukeyaP
Subconjunto
Concentracion N 1 2 3 4 5
200,0 12 41,4408
100,0 12 46,5325
50,0 12 51,0475
25,0 12 55,7175
12,5 12 61,1692
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000




b. Alfa = 0,05.
Gréfico 4l: Prueba de Tukey
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Gréfico 51: Medidas marginales 1
Gréfico 6l
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Gréfico 61: Medidas marginales 2



Medias marginales estimadas de Viabilidad_Celular
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Gréfico 71: Medidas marginales 3

ANEXO J: Determinacion del IC 50 de actividad antioxidante. Acido galico (Grafico 1J); E.B.B.
(Gréfico 2J); E.B.H. (Gréfico 3J); E.A.B. (Gréfico 4J); E.A.H. (Gréfico 5J).
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GréficolJ: IC 50 Actividad antioxidante Acido galico

IC 50 Actividad Antioxidante

Tipo de Extracto IC50

Acido gélico 36.8
E.B.B 5,04 E7
E.B.H 112080,7
E.AB 6818,24

E.AH 8344,1
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Gréfico 4J: IC 50 Actividad antioxidante Extracto alcaloidal de bulbo
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Gréfico 5J: IC 50 Actividad antioxidante Extracto alcaloidal hojas



ANEXO K: Determinacion del IC 50 de actividad antiinflamatoria. E.B.B. (Gréfico 1K); E.B.H.
(Gréfico 2K); E.A.B. (Grafico 3K); E.A.H. (Gréfico 4K).

Tipo de Extracto IC 50
E.B.B 46,28
E.B.H 86297,1
E.AB 48,59
E.AH 1319,6

15t Serie

Probit Regression

R =049696

ECeg= 46,28 [32 2466 26)

200

Gréfico 1K: IC 50 Actividad antiinflamatoria Extracto bruto de bulbo
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Gréfico 2K: IC 50 Actividad antiinflamatoria Extracto bruto de hojas

200

Gréfico 3K: IC 50 Actividad antiinflamatoria Extracto alcaloidal de bulbo
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Gréfico 4K: IC 50 Actividad antiinflamatoria Extracto alcaloidal de hojas

ANEXO L: Determinacion del LC 50 de actividad citotdxica. E.B.B. (Gréfico 1L); E.B.H.
(Gréfico 2L); E.A.B. (Gréfico 3L); E.A.H. (Gréfico 4L).

LC 50 Actividad Citotoxica

Tipo de Extracto LC 50
E.B.B 11,02
E.B.H 62,78
E.AB 150,84
E.AH 82,62

Logit Regression
R =09323
ECeg=11.02 (B 5:16.09)

200

Gréafico 1L: LC 50 Actividad citotoxica Extracto bruto de bulbo

1st Serie

Logit Regression

R =0.8884

ECg= 6278 (50.47+70.39)
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Gréfico 2L: LC 50 Actividad citotdxica Extracto bruto de hojas
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Priobit Regression

R=09343

ECq= 15054 (128.03+179.33)

AE0 200

Gréfico 3L: LC 50 Actividad citotoxica Extracto alcaloidal de bulbo

15t Serie

Probit Regression
R=07444

ECq B2 62 (24 02:302 94)
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Grafico 4L: LC 50 Actividad citotdxica Extracto alcaloidal de hojas



