ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA

“EVALUACION DE LA ACTIVIDAD, ANTIOXIDANTE Y
ANTIINFLAMATORIA In vitro DE EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS Y FLORES DE
Tropaeolum majus”

Trabajo de Titulacion tipo: Trabajo Experimental.

Para optar al Grado Académico de:

BIOQUIMICO FARMACEUTICO

AUTOR: ANGEL RICARDO MARQUEZ ALTAMIRANO
TUTORA: BQF. GISELA PILCO BONILLA, M.Sc.

Riobamba-Ecuador
2018



©2018, Angel Ricardo Marquez Altamirano
Se autoriza la reproduccion parcial o total, con fines académicos, por cualquier medio o

procedimiento, incluyendo la cita bibliografica del documento, siempre y cuando se reconozca
el Derecho de Autor.



ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA

El Tribunal de Trabajo de titulacion certifica que el trabajo de investigacion: “EVALUACION
DE LA ACTIVIDAD, ANTIOXIDANTE Y ANTIINFLAMATORIA In vitro DE
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS Y FLORES DE Tropaeolum
majus” de responsabilidad del sefior egresado Angel Ricardo Marquez Altamirano, ha sido
prolijamente revisado por los Miembros del Tribunal del Trabajo de titulacién, quedando

autorizada su presentacion.
FIRMA FECHA
BQF. Gisela Pilco, M.Sc.

DIRECTORA DE TRABAJO
DE TITULACION

BQF. Diego Vinueza, M.Sc.
MIEMBRO DEL TRIBUNAL




Yo, Angel Ricardo Marquez Altamirano, declaro que el contenido, ideas, doctrinas que se
presentan en este proyecto de titulacion son de mi responsabilidad, los resultados son veridicos
y el patrimonio intelectual de este proyecto de titulacion, pertenece a la ESCUELA SUPERIOR
POLITECNICA DE CHIMBORAZO.

ANGEL RICARDO MARQUEZ ALTAMIRANO



DEDICATORIA
El presente trabajo de titulacion va dedicado, en primer lugar a Dios, por concederme la gracia 'y
bendicion de tener una familia amorosa.

A mis padres y mi hermana porque gracias a su apoyo incondicional, he logrado llegar hasta

aqui, y conseguir esta meta.

A mi sobrina, Sophia con tu llegada llenaste de alegria y luz todo nuestro hogar.

Ricardo.



AGRADECIMIENTO

En primer lugar debo agradecer a Dios por darme la dicha de poder estudiar y la fortaleza para

culminar una meta mas en mi vida.

A mis padres y mi hermana por su apoyo incondicional en cada momento de mi vida, por ser mi
fuerza y mi pilar para seguir adelante en cada momento dificil y también gracias por todos los
momentos felices que he vivido a su lado, este logro es también de ustedes.

Mis agradecimientos mas profundos a la BQF. Gisela Pilco por su apoyo y colaboracion en este
trabajo a pesar de todas las dificultades busco asistirnos siempre y se preocup0 activamente en

el desarrollo de este trabajo, sin sus conocimientos seria imposible la terminacion del mismo.

De igual manera agradecer profundamente al BQF. Diego Vinueza sin su valioso aporte y
experiencia no hubiera sido posible la realizacion de este proyecto, gracias por su apoyo en los

laboratorios, y despertar en nosotros la pasion por la investigacion cientifica.

A todos mis amigos que han formado parte de este gran camino desde el inicio Gabriel, Mary, y
los que se han sumado al final como ustedes NP, hasta culminar en esta meta, ustedes han hecho

este camino mas llevadero, convirtiéndose en mi familia lejos de casa.

A la ESPOCH por permitirme crecer intelectualmente y como persona en el interior de sus aulas

e instalaciones.



TABLA DE CONTENIDO

DEDICATORIA ..ottt e s b e e b e e s b e e s b e e s b e e sbeesbeesbeesbeenbeenaeesneenneenneas iv
AGRADECIMIENTO ...ttt bbbttt bbbt bbb e e Vv
RESUMEN ...ttt bttt bbbt bbbt b bbb ettt n e bt et Xiv
SUMMARY ettt et e st e s b e e s b e e s be e s b e e s b e e be e b e e be e Re e Ee e s beenbe e be e teenreenreea XV
INTRODUCCION ....couuiiiiiriiserisessssssss st 1
OBUIETIVOS ...ttt bbbt e b et bbbt e bt e bRt bt ettt et r e b ebe et 3
CAPTTULO | oottt 4
1.- MARCO TEORICO REFERENCIAL ....ooeveveveveeeeieeee e ves e es s 4
1.1.- LaBiodiversidad ECUALOIIANE .........ccceveiiiriiiiiiecse ettt 4
1.2.- TrOP@EOIUIM MEJUS ..o.veniinieiiiieite ettt sttt ettt b ettt b ettt st se et et nbe b e 5
1.2.1.- Distribucion Yy HADITAL. ........ccoiiiiiii e e 6
I - V(o 1o 1 1 - TSR 6
G T TSt o T To] T 1K= Vo )4 o RS 6
1.2.4.- USOS TrAQICIONAIES ......c.eeuiiiiiieieiieiesie ettt bbb bbbt b b 7
1.2.5.- Actividades Bioldgicas COMProbDadas. .........ccoerveiriiinieiieisese ettt 7
1.3.- LA INFIAMACION ...t bbb ettt bbb b 8
1.3.1.- Fases de 1a INFlamacCion .........c.ovoiiiiiiei et 8
1.3.2.- TIp0S de INFIaMEACION. .....c.ciciiiiiiieice e ettt 9
1.3.2.1.- Por el tiempo de AUIACION ..........ociiiriiieice sttt ettt 9
1.3.2.2.- Por el caracter del @XUAA0 ..........ooueiriririieeriee et 9
I T oo I =1 o] oo - SRS 10
1.3.2.4.- Por sus caracteristicas MOrfolOgiCas ........ccovreirireriieie e 10
1.3.2.5.- POr SU IOCAIIZACION.......cuiiiiiiieiice ettt 10
1.3.3.- Mediadores de la Respuesta INflamatoria............cccoeveeiiiiiniieisiceneese e 11
1.3.3.1.- Liberacion de Mediadores. EI MaStOCITO .........cccccvviriiieiiiie e s 11
1.3.4.- Efectos de 105 METIAAOIES.........ccuiiiiieieere et 12
1.3.4.1.- Mediadores Preformados ..........ccciveieiiiiieeie e 12
1.3.4.2.- Mediadores Sintetizad0S 08 NOVO .......cvcoviiriirieieiiesieee et 12
1.3.5.- Llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio............ccccceceeviiicieiniieiennne. 13
1.3.5.1.- Fase inicial. Llegada de MOIECUIAS...........ccciveriiiiiicee s 14
1.2.5.2.- Fase tardia. Llegada de CEIUIAS ..........c.cceciiiiicici i 14
1.3.6.- Regulacion de la Respuesta INflamatoria ..........cccccoceveieieiiieicici s 15
1.3.7.- REPAIACION. ...ttt bbb bbb bbbt b e 16

Vi



1.4.- Tratamiento para la INflamacion.............ccccoveii i 17

1.4.1.- Tratamiento FArmacolOQiCO .........ccoeiiiiiiiieeie bbb 17
1.4.1.1.- Analgésicos Antiinflamatorios no Esteroideos. (AINES) .........cccceevvivviieisiennncsee e 17
1.4.1.2.- GIUCOCOITICOIURS ....vveiiiteieeeieste ettt bbbttt b bbb b nnens 19
1.4.2.- Tratamiento N0 FarmacOlOQICO ........cc.eiiiiiriirieire e s 19
1.4.2.1.- COMEZA 8 SAUCE.......cuiiuiititeieiiet ettt bbbttt bbb bbbt b b s 19
1.4.2.2.- HArPAGOTILO ....cveveeeeece bbb bttt sb et e 20
e e Y (011 - V2= W N T | LT PP 20
1.4.2.4.- Otras plantas de uso comln en el ECUAAON..........cccccverieivieiiieice e 20
1.4.2.5.- Otras tECNICAS COMUNES.........eviirterteteeeiestesteseesesteste st eesesbesbesbe e besbesbe e esesbesbesbeseebesbesbeneens 20
1.5.- Metabolitos Secundarios con Propiedades Antiinflamatorias y Antioxidantes. ................. 20
LT B =T o] T OSSOSO 20
1.5.2.- FIAVONOIUES........eetiiiieiiete bbb bbb bbb bbb 21
1.6.- Algunos Métodos para evaluar la Actividad Antiinflamatoria. .............cccooeviiiiiecncnnn, 23
1.6.1.- Sistemas celulares in Vitro y metabolismo del Acido Araquidonico (AA). ........cc.ccceeveeerens 23
1.6.1.1.- MEtodo de EStIMUIACION..........cviiiiiiice e et 23
1.6.2.- Método de cuantificacion de eicosanoides mediante cromatografia liquida de alta

[E=TSTo [0 Tod o I (O I 2 = SRR 24
1.6.3.- Edema plantar inducido POr CarrageniNg .........cccccererieieierienie et see e seens 24
1.6.4.- Modelo de induccién de edema con aceite de crotén en la oreja del raton...........c..cccuenee. 24

1.6.5.- Reactivo de proliferacion celular (WST-1) para la actividad citotdxica y antiinflamatoria 24

1.7.- ANTIOXIANTE. ...t bbb b bbb bbbt bbbt b e ens 25
L.7. 1 RAAICAI LIDIE......oceieeee bbb bbb 25
1.7.2.- ESIIES OXIHALIVO. ... ceeieeieieiiieteeiete ettt ettt ettt a e et et st nesaene e 26
1.7.3.- Capacidad captadora de radicales libres. Método DPPH ' ......................cccoccvnviniininnnnnnnn. 26
LOF N o I 10 1 0 T PRSPPI 27
2.- MARCO METODOLOGICO.......coouoieieieieeeeeie et 27
2.1.- Lugar de INVESTIGACION........ccciveeeieieieie sttt ettt eete sttt enestesre e e e 27
2.2.- Recoleccion de la materia VEGETal ...........coooviiriiiiiiree e 27
2.3.- Identificacion de Material Vegetal..........c.cccoe e e 27
2.4.- Materiales, EQUIPOS Y REACLIVOS ........cccveiuiiiiicieic sttt 27
2.4.1.- Material Vegetal, Bioldgico y Farmacol8giCo...........ccccevvviiiiiiieiese e 27
2.4.2.- Material de LaDOratorio..........ccouiiiiriieiieie e 28
2.4.3.- EQUIPOS ...ttt bbb bbb bbb bbb bbbt b e 29
2.4 4= REACTIVOS ...ttt b bbbt b e bt bbb b bbb bbb e e 30
2.5.- TECNICAS Y IMELOTOS ......veiiiiteetee e bbb bbbt 31

vii



2.5.1.- Secado y Molienda del Material Vegetal ...........cccoocvvieiiiiiiiiieie e 31

2.5.1.0.- SECAAD ...ttt bbb R bbb r et b r e 31
2.5.1.2.- MOHIEBNGA ...ttt 31
2.5.2.- Control de Calidad de 1a Droga Cruda.........ccceieiereeieneseseesesese e sre e see e e 31
2.5.2.1.- Determinacion del contenido de humedad (Método gravimétrico)..........ccocevevevvrvrerienenn, 31
2.5.2.2.- Determinacion de Cenizas tOtalES. .........covoueireerireiiee e 32
2.5.2.3.- Determinacion de cenizas SOIUDIES €N aQUA..........ccoiiciriiiiee e 33
2.5.2.4.- Determinacion de cenizas insolubles en &cido clorhidrico..........ccocecrviiiciiecincee 33
2.5.3.- Tamizaje FitOQUIMICO.....ccuiiuiieiiterie ettt bbb bbb 34
2.5.4.- Obtencion del Extracto HidroalcohOlico...........ccooeiiiiiiiniice e 36
2.5.4.1.- Determinacion de 10s requisitos 0rganol&PtiCOS.........ccovvvreririeirie s 36
2.5.4.2.- Determinacion de densidad relatiVal ...........ccocccerreiieiineie e 36
2.5.4.3.- Determinacion del indice de refraCcCion..........ccocvviiieinie i 36
2.5.4.4.- DeterminaCion del PH ..o e 37
2.5.4.5.- Determinacion de SOlId0S tOLAIES ..........cccouririeiririiiee e e 37
2.5.5.- Obtencion del extracto lOFIliZado ..........ccccoeoiieiiree e 37
2.5.6.- Cuantificacion de fenoles tOtalES ...........coovruiiiieiireire e 37
2.5.7.- Cuantificacion de flavonoides totales...........cceveiiiiiiciiieieee e 38
2.5.8.- ENSAY0 ANLIOXIAANTE ......oiviiiieiicie ettt 39
2.5.9.- Ensayo ANtiiNflamatorio........c.ccoviieiiere s 39
CAPTTULO HI oottt 40
3.- MARCO DE RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS. ................. 40
3.1.- Parametros de control de calidad de la droga cruda de hojas y flores de Tropaeolum
L= USROS 40
3.2.- Tamizaje FItOQUIMICO. ...c..civiiiiiiice et e et re e 41
3.3.- Parametros de calidad del EXTFACO ..........covviiiriiieiie e 46
3.4.- Cuantificacion de Fenoles TOAlES.........cc.coiriiiieiree e 47
3.5.- Cuantificacion de flavonoides tOtales ............ccoovreirieiiriiice e 48
3.6.- Ensayo de Actividad ANtIOXIAANTE. ........c.eiiiiiriieee e 49
3.7.- Ensayo de la Actividad Antiinflamatoria............cccccovveieiiieicc s 50
CONGCLUSIONES ...ttt ettt e ettt s e et st ea e e e reseete e eae e eeere e 56
RECOMENDACIONES ... ..ottt st sbee et be e st e e nrae e snbe e snbe e s reeenres 57
BIBLIOGRAFIA

ANEXOS

viii



INDICE DE TABLAS

Tabla 1-1.
Tabla 2-1.
Tabla 3-1.
Tabla 4-1.
Tabla 5-1.
Tabla 6-1.
Tabla 1-2.
Tabla 2-2.
Tabla 3-2.
Tabla 4-2.
Tabla 1-3.
Tabla 2-3.
Tabla 3-3.
Tabla 4-3.
Tabla 5-3.
Tabla 6-3.
Tabla 7-3.

Taxonomia de Tropaeolum MAJUS .......c.ceruierirerieiniee e 6
Mediadores de 1a INflamacCiON..........ccoveiiiii i 13
Clasificacion de los AINE segun su estructura qUimMICa........c.evrveereereiinerenenesesennens 18
Clasificacion de los AINE segun vida media plasmatica. ............cooeevireincincnncnene, 18
Fenoles comunes en plantas medicinales y sus propiedades.. ..........cccccovvrvnirenencnnenn 21
Flavonoides comunes en plantas medicinales y sus propiedades.. ..........ccocuvvrerereenne. 21
Descripcién del Tipo de Material usado en la investigacion. ..........cc.cccocvevveveiecieieinns 28
Descripcién del Material de laboratorio usado en la investigacion. ..........ccccccoeveeevenene 28
Descripcidn de los Equipos de laboratorio usado en la investigacion.. ............cccceevenee. 29
Descripcidn de los Reactivos usados en la investigacion. ...........cccocvvevviveieiecceseenns 30
Resultados de los pardmetros de calidad.. ...........cccveiiiiiiicniiiccc e 41
Resultados del tamizaje fitoquimico de hojas de Tropaeolum majus........c.cccceeveverrenene 42
Resultados del tamizaje fitoquimico de flores de Tropaeolum majus.. .........ccccceevevvennene 43
Parametros de calidad del extracto de hojas y flores de Tropaeolum majus.. ................ 47
Cuantificacion de fenoles totales por espectrofotometria.. ........ccoceovrvireiicinenncie, 48
Cuantificacion de flavonoides por espectrofotometria... .......cccoovvvirviiieincincince, 49
e U] Lo (o1 (=] I LSRR 50

Tabla 8-3. Porcentaje de inhibicion de la inflamacion de muestras de hojas y flores de

Tropaeolum majus a diferentes CONCENIIACIONES. .. ......ccviiriereiieieieis e 51

Tabla 9-3. Porcentaje de inhibiciéon de la inflamacion de muestras de Aspirina a diferentes

CONCENETACIONES. . 1 veeeeeeeee ettt et e e e e e ettt eeeeesesa e eeeeeeeesee e ntaeeeeeesssaasaeaeeeeeesesaasssaeeeeeesenansnneseeeeeessnanns 51



INDICE DE FIGURAS

Figura 1-1.
Figura 2-1.
Figura 3-1.
Figura 4-1.
Figura 1-2.
Figura 2-2.
Figura 3-2.
Figura 4-2.
Figura 5-2.
Figura 6-2.

Especie Tropagolum MEJUS ........ccverieiriiiieriesie et 5
Fases en que se lleva a cabo el proceso inflamatorio. .........ccccovveieiiinininiccees 16
Mecanismo de accion antiinflamatoria producida por el WST-1........cccccovvviiirnnnes 25
Mecanismo de acCion del DPPH ..o 26
Protocolo de tamizaje fitoQUIMICO. .......cccoviiiiiiecece e 35
Protocolo para la realizacion del tamizaje fitoquimico de extracto etéreo.................... 35
Protocolo para la realizacion del tamizaje fitoquimico de extracto alcohdlico............. 36
Protocolo para la realizacion del tamizaje fitoquimico de extracto acuoso. ................. 36
Fundamento de la reaccion de Folin CioCalteu. ..........ccoovvviiiiniieicieeecce e 38
Fundamento de la reaccion de Tricloruro de AIUMINIO........c.ccovieiviinicinicie s 39



INDICE DE GRAFICOS

Gréfico 1-3. Porcentaje de inhibicion de la inflamacion obtenida de flores y hojas de
Tropaeolum majus a diferentes concentraciones frente a la aspiring...........ccoccoveveeenienieerencesne e 52
Graéfico 2-3. Media de porcentaje de inhibicion de la inflamacion obtenida de flores y hojas de

TrOPACOIUM MAJUS.....euveiveetiiite ettt ettt st e e sreese et e s se et e sbe e st e st s e e e e et e et eae e eae e areneens 54
Grafico 3-3. Media de porcentaje de inhibicion de la inflamacién obtenida de flores y hojas de

Tropaeolum majus, comparada con Aspirina a 200 PPM. .....eccveveeieeiienieeie e e eeeeereeeraeenena.2. 5

Xi



INDICE DE ANEXOS

Anexo A. Localizacion, y proceso de secado de hojas y flores de Tropaeolum majus. (Grafico

1A Lugar de Recoleccion) y (Grafico 2A Secado de hojas y flores de Tropaeolum majus.)

Anexo B. Hojas y flores secas de Tropaeolum majus obtenidas de los extractos (Grafico 1B

Extracto Etéreo), (Gréafico 2B Extracto alcohodlico) y (Gréafico 3B Extracto acuoso).

Anexo C. Extractos de Hojas y Flores de Tropaeolum majus (Grafico 1C Extracto Etéreo),

(Gréfico 2C Extracto alcohélico) y (Grafico 3C. Extracto acuoso)

Anexo D. Tamizaje Fitoquimico de las Hojas y Flores de Tropaeolum majus del Extracto
Etéreo. (Grafico 1D Hojas de Tropaeolum majus del Extracto Etéreo), (Grafico 2D Flores de
Tropaeolum majus del Extracto Etéreo), (Grafico 3D Hojas de Tropaeolum majus del Extracto
Alcohdlico), (Gréfico 4D Flores de Tropaeolum majus del Extracto Alcohélico), (Grafico 5D
Hojas de Tropaeolum majus del Extracto Acuoso) y (Grafico 6D Flores de Tropaeolum majus

del Extracto Acuoso).

Anexo E. Determinacion de la Humedad de Hojas y Flores de Tropaeolum majus. (Gréafico 1E
Muestras para la Determinacion de la Humedad), y (Grafico 2E Peso de las muestas de

Humedad de Hojas y Flores de Tropaeolum majus).

Anexo F. Determinacion de Cenizas Totales, Solubles e Insolubles, (Grafico F1 Calcinacion de
Muestras de Hojas y Flores de Tropaeolum majus) y (Gréafico F2 Determinacion de Cenizas
Totales de Hojas y Flores de Tropaeolum majus), (Grafico F3 Cenizas Solubles e Insolubles de

Hojas y Flores de Tropaeolum majus).

Anexo G. Extractos Hidroalcohdlicos de Hojas y Flores de Tropaeolum majus. (Grafico G1
Extractos Hidroalcohdlicos), y (Gréafico G2 Determinacion de la Densidad Relativa de los

Extractos Hidroalcohdlicos)

Anexo H. Liofilizacién de los Extractos Hidroalcohdlicos. (Grafico H1 Proceso de Liofilizado),

y (Grafico H2 Extracto Hidroalcohdlico de Flores de Tropaeolum majus Liofilizado.)

Anexo I. Soluciones de Hojas y Flores de Tropaeolum majus para determinacion de Fenoles y

Flavonoides._(Gréafico 11 soluciones madres), (Grafico 21 Curva de calibracion de acido galico

Xii



utilizada para la cuantificacion de fenoles totales) y (Gréfico 31 Curva de calibracion de

quercetina utilizada para la cuantificacion de flavonoides).

Anexo J. Determinacion de Capacidad Antioxidante de Hojas y Flores de Tropaeolum majus
para Grafico 1J Soluciones Madres. (Tabla 1J Captacion de DPPH % de Hojas de Tropaeolum
majus, (Tabla 2J Captacion de DPPH % de Flores de Tropaeolum majus).

Anexo K. Ensayo de la Actividad Antiinflamatoria de Tropaeolum majus. (Gréfico 1K
Muestras de Hojas y Flores de Tropaeolum majus y Aspirina a diferentes concentraciones),
(Gréfico 2K Muestras previo a la Incubacién), (Grafico 3K Muestras posterior a la Incubacion)
y (Gréfico 4K Equipo de Lectura de Absorbancias).

Anexo L. Pruebas de Normalidad para los datos obtenidos de hojas, flores de Tropaeolum
majus y Acido Acetilsalicilico. (Grafico 1L Prueba de Normalidad de hojas y flores de
Tropaeolum majus) y (Grafico 2L Prueba de Normalidad de hojas, flores de Tropaeolum majus
y Aspirina)

Anexo M. Prueba de Homogeneidad de Varianzas de los datos.(Grafico 1M. Prueba de
Homogeneidad de Varianzas de hojas y flores de Tropaeolum majus.) y (Grafico 2M. Prueba de

Homogeneidad de Varianzas de hojas, flores de Tropaeolum majus y Aspirina)

Anexo N. Prueba de ANOVA de los datos. (Grafico 1N. Prueba de ANOVA de hojas y flores
de Tropaeolum majus) y (Gréafico 2N. Prueba de Homogeneidad de Varianzas de hojas, flores

de Tropaeolum majus y Aspirina.)

Anexo O. Prueba Post Hoc (TUKEY) para hojas, flores de Tropaeolum majus y Aspirina.
(Gréfico 10 Descriptivos de la Prueba Tukey.), (Gréafico 20 Comparaciones multiples entre los

grupos.), (Gréafico 30 Subconjuntos Homogéneos) y (Grafico 40 Grafico de Medias).

Xiii



RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar la actividad antioxidante y antiinflamatoria in vitro de los
extractos hidroalcohdlicos de hojas y flores de capuchina (Tropaeolum majus). Una vez
recolectadas las hojas y las flores se secaron y trituraron por separado. Para obtener los
extractos, hojas y flores se maceraron con etanol al 70% v/v, y finalmente se concentraron en
evaporador rotatorio en condiciones controladas, para posteriormente liofilizar los residuos, y
obtener asi los extractos hidroalcohdlicos. Se  cuantifico los  flavonoides
espectrofotométricamente a través del método del Tricloruro de Aluminio, obteniendo los
siguientes resultados: 16817,714+ 94,026 mg Eq Q/g de extracto liofilizado para hojas y
14418,286+ 188,051 mg Eq Q/g de extracto liofilizado para flores. La determinacion de fenoles
se realiz6 por el método de Folin-Ciocalteu arrojando los resultados de 11877,778+ 192,450 mg
Eq GAE/g de extracto liofilizado de hojas y 4438,889+ 96,225 mg Eq GAE/g de extracto
liofilizado de flores. Los extractos presentaron una capacidad captadora de radicales libres a una
ICso de 501,69 pg/ml con un rango que va de 354,55 - 723,87 pg/ml para las hojas y 11119,35
pg/ml con un rango entre 6985,69 - 18701,46 pg/ml para las flores, ambos evaluados por el
método de DPPH". El ensayo de actividad antiinflamatoria se llevo a cabo por el método in vitro
de neutrofilos aislados, por medio de la determinacién de una sal de tetrazolio estable (WST-1).
Las hojas de Tropaeolum majus, presentaron actividad antiinflamatoria a una 1Cs, de 835,04
pg/ml con un rango que va de 743,97 - 943,01 pg/ml, siendo més activas que las flores que
mostraron un resultado de 1763,89 ug/ml con un rango entre 1436,83 - 2242,68 pg/ml. La
concentracion de 1000 ppm presentd mejor porcentaje de inhibicion inflamatoria para hojas con
52,98% + 1,35, mientras que para flores fue de 36,19% + 2,41. Sin embargo, estos porcentajes
son menores en comparacion con el acido acetilsalicilico usado como referenc ia que a 200 ppm

present6 68,88% + 3,90. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Palabras clave: <CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES>, <BIOQUIMICA>,
<CAPUCHINA (Tropaeolum majus)>, <SAL DE TETRAZOLIO (WST-1)>, <ASPIRINA>,
<DPPH>, <INHIBICION DE INFLAMACION>, <ANTIOXIDANTE>.
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SUMMARY

The main objective was to evaluate the antioxidant and anti-inflammatory activity in vitro of the
hydroalcoholic extracts of leaves and flowers of nasturtium (Tropaeolum majus). Once the
leaves and flowers were collected, they were dried and crushed separately. For obtaining the
extracts, leaves, and flowers were macerated with 70% v/v ethanol, and finally, they were
concentrated in a rotary evaporator under controlled conditions, so subsequently lyophilize the
waste, and to obtain the hydroalcoholic extracts. The flavonoids were quantified
spectrophotometrically through the Aluminum Trichloride method, obtaining the following
results: 16817,714 + 94,026 mg Eq Q/g of lyophilized extract for leaves and 14418,286 +
188,051 mg Eq Q/g of lyophilized extract for flowers. The determination of phenols was
performed by the Folin-Ciocalteu method showing the results of 11877,778 + 192,450 mg Eq
GAE/qg of a lyophilized extract of leaves and 4438,889 + 96,225 mg Eq GAE/g of a lyophilized
extract of flowers. The extracts presented a free radical scavenging capacity at an 1Cs, of 501,69
pg/ml with a range of 354,55 — 723,87 ug / ml for the leaves and 11119,35 pg/ml with a range
between 6985,69 — 18701,46 ug/ml for flowers, both evaluated by the DPPH method. The anti-
inflammatory activity test was carried out by the in vitro method of isolated neutrophils, by
means of the determination of a stable tetrazolium salt (WST-1). The leaves of Tropaeolum
majus presented anti-inflammatory activity at an I1Cs, 0f 835,04 pg/ml with a range from 743,97
— 943,01 pg / ml, being more active than the flowers that showed a result of 1763,89 ug/ml with
a range between 1436,83 — 2242,68 ug / ml. The concentration of 1000 ppm showed a better
percentage of inflammatory inhibition for leaves with 52,98% =+ 1.35, while for flowers it was
36,19% + 2,41. However, these percentages are lower compared to the acetylsalicylic acid used

as a reference, which at 200 ppm showed 68,88% + 3,90. The tests were carried out in triplicate.

Keywords: <EXACT AND NATURAL SCIENCES>, <BIOCHEMISTRY>, <CAPUCHINE
(Tropaeolum majus)> <TETRAZOLIAN SALT (WST-1)>, <ASPIRIN>, <DPPH>,
<INFLAMMATION INHIBITION>, <ANTIOXIDANT>.

XV



INTRODUCCION

El Ecuador es considerado uno de los paises méas biodiversos del planeta, debido a la gran
cantidad de flora y fauna que presenta por kilbmetro cuadrado. Y es justamente, la variedad
bioldgica de las especies vegetales, 1o que les permite poseer una multiplicidad de metabolitos
secundarios. La ubicacion territorial también influye en la cantidad y tipo de compuestos que

contienen,.

El pais posee gran variedad climatica, esto se debe a la influencia de la cordillera de los Andes,
el Océano Pacifico y la selva Amazonica, dando lugar a una serie de climas, subclimas y

microclimas a lo largo de todo el territorio (INOCAR, 2012, Inocar.mil.ec).

Aproximadamente 80% de la poblacién ecuatoriana aprovecha las diferentes especies vegetales
con fines alimenticios, ornamentales y medicinales. Cada dia aumenta la cifra de personas que
usan plantas para mejorar su salud, debido a la facilidad de acceso y al valor econémico

considerablemente menor a la medicina sintética (Butrén X, 2004a: p.136).

Hoy en dia la bisqueda de plantas con efectos antiinflamatorios suscita un gran interés para los
investigadores, la razén es encontrar drogas vegetales con actividad biol6gica pero que causen

el menor nimero de efectos adversos, respecto a los principios activos sintéticos. (Lépez, 2003a,
p.118).

El conocimiento etnobotanico de las poblaciones indigenas es fundamental para iniciar el
estudio de diferentes especies vegetales, que han sido usadas desde hace miles de afios para
tratar dolencias. La comprobacion de los efectos bioldgicos serviria para determinar principios
activos, y asi sintetizar compuestos especificos. De esta manera en un futuro, el pais podria auto
sustentar la demanda de medicamentos requeridos por la poblacién, mejorando el nivel y la

calidad de vida de los pacientes.

Estudios de este tipo han permitido el desarrollo de nuevos principios activos a base de plantas,
gue han sido y pueden seguir siendo usados por la industria farmacéutica; un campo que esta en
expansion. Latinoamérica una de las regiones mas ricas en biodiversidad del planeta, ha
aportado con recursos naturales para el descubrimiento de sustancias tales como: la quinina
utilizada para tratar el paludismo, el &cido acetilsalicilico farmaco antiinflamatorio més usado
desde finales del S. XIX, los corticoides, obtenidos en los afios cuarenta de las visceras de los
animales y de la planta de verbasco son potentes antiinflamatorios, ademas de muchas otras
plantas que estan siendo investigadas actualmente para tratar enfermedades graves como el

cancer o el SIDA (Butrén X, 2004b: p.136).



Segun el INEC (2013), entre las primeras 298 causas de ingresos hospitalarios se encuentran
varios tipos de enfermedades inflamatorias como: enfermedades inflamatorias del sistema
nervioso central, artritis reumatoide y otras poliartropatias inflamatorias, enfermedad
inflamatoria del cuello uterino, hepatitis, inflamacion del péarpado. Algunas otras patologias
como enfermedades reumaticas, neoplésicas, infecciones, gota, dermatitis, colitis y neuropatias
etc., vienen acompafiadas por una respuesta inflamatoria definida como una reaccion
fisiopatologica fundamental y normal en el organismo producida por diversos estimulos o

agresiones gue pueden ser aisladas como un traumatismo (Rodriguez, 2008a: p. 77).

El proceso inflamatorio patoldgico (eritema, calor, hinchazén, dolor y pérdida funcional),
presenta un grave problema social y econdmico para la poblacién en general. El dolor afecta a la
vida diaria de las personas limitando la ejecucién de tareas bésicas y sencillas, como por
ejemplo levantar objetos, subir escaleras, caminar, correr, sentarse e incluso permanecer guieto,

desembocando en pérdidas laborales y afectacion de su economia (Rodriguez, 2008b: p. 77).

“Entre los farmacos capaces de reducir los signos y sintomas de la inflamacién se encuentran
los AINES vy los glucocorticoides” (Rodriguez, 2008c: p. 77). El uso indiscriminado de estos
medicamentos, ha potenciado la presencia de efectos y reacciones adversas, por lo que la
investigacion de nuevos principios activos a base de plantas podria permitir un tratamiento méas

eficiente y una reduccion de los efectos adversos.

Esto ha elevado el interés cientifico principalmente en el area de la farmacologia, en virtud de la
capacidad potencial de ciertos compuestos presentes en las plantas, de interferir en la evolucion
de enfermedades que cursan con procesos inflamatorios (Gémez Estrada et al., 2011a: pp. 190-197)
efecto que ha justificado investigaciones en especies tales como Euphorbia peplis , Bryophyllum

pinnatum, Clerodendron serratum, Cedrus deodara, Urera baccifera y Oreocallis grandiflora
(Boeris et al. 2004).

Diversas investigaciones han demostrado gque, algunos metabolitos secundarios presentes en las
plantas, entre los que podemos mencionar a flavonoides y fenoles, han sido capaces de inhibir

una serie de enzimas que se activan en el curso del proceso inflamatorio (Gonzalez, 2007: p. 3).

Tropaeolum majus conocida vulgarmente como capuchina ha sido utilizada en medicina por su
capacidad antioxidante, para el correcto funcionamiento del corazon, para desinfectar las
heridas favoreciendo su curacion y cicatrizacion, se ha empleado ademas como alimento; se han
realizado estudios que han comprobado la actividad diurética, sin embargo son escasos los

estudios farmacoldgicos o in vitro que hayan evaluado el potencial antiinflamatorio (Espinoza et
al., 2013a: p.60).



OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la actividad antioxidante y antiinflamatoria in vitro del extracto hidroalcohdlico de
hojas y flores de Tropaeolum majus

Obijetivos especificos

1. Determinar la presencia de los principales metabolitos secundarios en los extractos etanolico,
etéreo y acuoso de las hojas y flores de Tropaeolum majus mediante tamizaje fitoquimico.

2. Establecer la cantidad de flavonoides y fenoles presentes en el extracto hidroalcohoélico tanto
de hojas y flores de Tropaeolum majus usando un método espectrofotométrico.

3. Evaluar la capacidad antioxidante del extracto hidroalcoh6lico de hojas y flores de

Tropaeolum majus mediante el ensayo de DPPH".

4. Comprobar el grado de actividad antiinflamatoria de hojas y flores de Tropaeolum majus
mediante la disminucion de la formacion de especies reactivas de oxigeno (anion superdxido)

expresada como porcentaje de inhibicion inflamatoria.



CAPITULO |

1.- MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1.- La Biodiversidad Ecuatoriana

El término biodiversidad fue expresado por primera vez por Edward O. Wilson, en el primer
foro de diversidad bioldgica organizado en 1986 por el National Research Council of America
(NRC), para referirse al conjunto de organismos que existen en una region.

Por biodiversidad se entiende la cantidad, variedad y variabilidad de organismos vivos que
habitan los ecosistemas terrestres, marinos y otros ecosistemas acuaticos, asi como las
complejas relaciones ecoldgicas que se establecen entre ellos; incluyendo la diversidad dentro
de una especie (diversidad genética), entre distintas especies (diversidad de especies) y entre
ecosistemas (CDB, 1992, p.94), (Lopez et al., 2012, p.93-96).

Ecuador; a pesar de su tamafio; es considerado como “campeén” de la biodiversidad, debido a
varias causas, gque se remontan desde los inicios mismo del planeta. La razén principal para tan
alta cantidad de especies animales y vegetales, en un espacio territorial tan reducido es su
posicién tropical que permite un clima mas o menos estable a lo largo de todo el afio (Mena,
2011a, p.26).

De igual forma la de la Cordillera de los Andes, proporciona una gran cantidad de pisos
climaticos, similar a una escalera en la que cada peldafio presenta condiciones diferentes que

potencian el desarrollo de determinadas especies (Mena, 2011b, p.26).

Todo lo anteriormente mencionado sumado a las corrientes marinas del litoral, que generan un
clima seco en el sur del pais y en Galapagos y himedo al norte, permiten que el pais tenga

alrededor de un décimo de todas las especies vegetales del mundo (Mena, 2011c, p.26).

La Constitucion de Montecristi y el Plan Nacional del Buen Vivir sefialan que los ecuatorianos
deben proteger toda la biodiversidad existente en el pais, como se menciona en la primera
Estrategia Nacional de Biodiversidad 2001-2010 en donde se menciona que “...1a biodiversidad
es un recurso estratégico para el desarrollo humano sustentable del Ecuador y constituye una

oportunidad aprender a conocerla, respetarla y utilizarla sustentablemente” (MAE, 2001, pp.30-35).



Debido a esto, la biodiversidad del pais es considerada como un recurso estratégico para el
desarrollo y bienestar de los ecuatorianos, por medio del fomento de la investigacion se
permitiria la producciéon de nuevos productos con potencial en distintos campos

biotecnoldgicos, agricultura, medicina, etc. (Estrategia Nacional de Biodiversidad 2015-2030, 2016, pp.72-
75).

1.2.- Tropaeolum majus

Figura 1-1. Especie Tropaeolum majus

Fuente: (Heirloom and Perennial, 2018, https://www.foodforests.eu

Realizado por: Ricardo Marquez, 2018

Tropaeolum majus L. (Tropaeolaceae) se conoce como capuchina, berro indio, alcaparras,

semillas de lombriz, balsamo de jardin, flor sangrienta, berro mexicano y gran capuchina (Corréa
1926, p.23), (Font Quer 1993, p.15), (Dematti y Coan 1999, p.2).

Esta especie es ampliamente utilizada como planta medicinal y ornamental; es durable,
melifero, se usa como tinte natural, como hierba no convencional para cocinar, y tiene una

enorme importancia para la apicultura comercial (Ortiz de Boada y Cogua 1989, p.78).

Debido a la belleza de sus flores y hojas, se usa en proyectos de paisajismo (Bremness, 1993, p.85)

y para un uso alimenticio, con sus hojas y flores siendo utilizadas en ensaladas y sandwiches
(Sangalli et al., 2004, p.3).



1.2.1.- Distribucion y Habitat.

La familia Tropaeolaceae se encuentra desde el sudeste de México hasta la region extratopical
templada de Chile, raramente son encontradas en bosques de tierras bajas tropicales. Las
especies de Tropaeolum, son mayormente de distribucién Andina, extendidas principalmente

por Colombia, Ecuador y Peru (Universidad de la Reptblica, 2011, thecompositaehut.com).

La especie Tropaeolum majus, probablemente es nativa de América del Sur, vive en lugares
iluminados y en suelos bien drenados, de manera silvestre en las vertientes occidentales andinas,
asi como en jardines, campos agricolas y matorrales en los que ha intervenido el hombre. Fue
introducida en Espafia durante el siglo XVI desde Ecuador, Perd y Colombia, donde los indios
la usaban para curar heridas. Es adaptable a cualquier tipo de suelo y de clima, se reproduce
tanto sexual como asexualmente al romperse ramas de la planta, por estas razones es muy

invasiva e incluso peligrosa para determinados ecosistemas, florece durante casi todo el afio

(Asturnatura, 20164, asturnatura.com).

1.2.2.- Taxonomia

Tabla 1-1. Taxonomia de Tropaeolum majus

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnolipsida
Orden Geraniales
Familia Tropaeolaceae
Género Tropaeolum
Especie majus

Nombres vulgares | capuchina, berro indio, alcaparras,
semillas de lombriz, balsamo de
jardin, flor sangrienta, berro mexicano

y gran capuchina

Fuente: (PERU ECOLOGICO, 2000).
Realizado por: Ricardo Marquez, 2018.

1.2.3.- Descripcion Taxondmica

Terdfito anual o perenne, de tallo delgado, postrado o trepador por medio de los peciolos
foliares que acttan como zarcillos. Hojas alternas, con limbo de nerviacion orbicular o
ligeramente anguloso, de 4-15 cm, peltadas. Flores grandes, 3-6 cm de diametro, zigomorfos,

con largos pedunculos, solitarios en las axilas de las hojas. Corola pentdmera de pétalos libres,



grandes, amarillos o anaranjados hasta casi rojos. Androceo con 8 estambres y gineceo con
ovario supero trilocular con un primordio seminal en cada l6culo, que forma un esquizocarpo en

la fructificacion. Florece durante la primavera y el verano (Asturnatura, 2016b, asturnatura.com).

1.2.4.- Usos Tradicionales

Tradicionalmente los nativos de la zona andina colocaban una hoja de “capuchina” en las
heridas con la intencion de cicatrizarlas y desinfectarlas. Cuando la planta fue introducida al
viejo mundo, empez6 a ser cultivada en varios jardines con fines principalmente ornamentales,
no fue sino hasta que el holandés Bewerning en 1684 aconsej0 usarla como verdura y

condimento (Plantas Morenal, 2016, http://plantasmorenal.blogspot.com).

En el Ecuador el uso de esta planta tanto medicinal como alimentario, no estd muy bien
documentado, sin embargo, segun Balslev et al., (2008, pp.67-69), muchas de las hierbas y
condimentos que forman parte habitual de la alimentacidon en todas las regiones del Ecuador son
especies introducidas, cultivadas y a veces comercializadas, entre las que se cuenta Tropaeolum
majus, que se afiade comunmente en la preparacion de distintos tipos de sopas y platos
preparados con carne, pescado y verduras.

Comunmente, la poblacién utiliza esta planta para los estados gripales, inflamacion de garganta;
e infeccidn urinaria, en forma de infusién en la cual 1 cucharada del vegetal se coloca en 1 litro
de agua recién hervida, se bebe 1 taza 3 veces en el dia. De modo externo se usa para heridas,
lesiones de la piel y moretones, ademas para la caida del cabello. La hoja fresca machacada se

usa como cataplasma en hematomas y moretones (Ministerio de Salud de Chile, 2009, pp.69-70).

1.2.5.- Actividades Biol6gicas comprobadas

Varios estudios experimentales han sido llevados a cabo con Tropaeolum majus. DeMedeiros et
al. (2000, p.9) informan de la actividad antitrombina de cloruro de metileno y extractos de

metanol preparados a partir de las hojas de Tropaeolum majus.

Binet (1994, p.5) observa que el isotiocianato de bencilo, detectado en la planta, tiene un efecto
antibiotico sobre las infecciones del tracto urinario, lo que se confirma con el estudio de Goos et
al. (2006, p.8) en el cual emplean un producto preparado, comercializado y que contiene

Tropaeolum majus para tratar la infeccion del tracto urinario.

Pint&o et al. (1995, p.234) han demostrado que el glucosinolato de bencilo presente en Tropaeolum
majus presenta ademas efecto anticancerigeno in vitro contra una variedad de lineas de células

tumorales humanas y murinas. Picciarelli et al. (1984, p.75) y Picciarelli y Alpi (1987, p.85)



informan que las cucurbitacinas triterpénicas propias de la especie vegetal son responsables de

las actividades antineoplasicas.

El extracto de Tropaeolum majus exhibe importantes propiedades diuréticas in vivo (Gasparotto
Junior et al., 20093, p.24), en cuanto a las actividades cardiovasculares potenciales, experimentos in

vitro han demostrado actividad inhibidora de la Enzima Convertidora de Angiotensina (ACE)
(Han et al., 1991, p.34).

Aunque los estudios farmacoldgicos evidencian el potencial efecto terapéutico de Tropaeolum
majus, solo dos estudios de toxicidad aguda fueron conducido con esta planta. En uno de estos
estudios, los ratones recibieron dosis hasta de 5000 mg / kg de extractos etan6licos 0 acuosos de

Tropaeolum majus y no presentaron signos de toxicidad aguda (Zanetti et al., 2003, p.43).

Resultados similares se encontraron en un estudio, donde no se hallaron signos de toxicidad
aguda en ratas machos y hembras, después de la administracion de Extracto Hidroalcohélico por

via oral (5000 mg / kg) o por via intraperitoneal (1000 y 3000 mg / kg) (Gasparotto Junior et al.,
2009b, p.26).

1.3.- La Inflamacion

La inflamacién es un proceso tisular constituido por una serie de fendmenos moleculares,
celulares y vasculares de finalidad defensiva frente a agresiones fisicas, quimicas o bioldgicas
(Bordes et al., 20144, p.1).

Entre los aspectos basicos de este proceso, se encuentran la focalizacién de la zona afectada
para limitar el radio de accion del proceso. En segundo lugar, la respuesta inflamatoria es
inmediata, urgente y por lo tanto en su mayor parte inespecifica, aunque puede ser el punto de
partida para una accién especifica posterior. En dltimo lugar se desencadenara la llegada de
células inmunes desde los tejidos cercanos y las alteraciones vasculares permiten la llegada de

moléculas inmunes a la sangre (Bordes et al., 2014b, p.1).

En la inflamacién de forma clésica se considera las 4 fases de Celso: Calor, Rubor, Tumor y
Dolor. Las primeras dos son producidas por alteraciones vasculares, el tumor es provocado por

el edemay el dolor por diversos mediadores celulares (Bordes et al., 2014c, p.1).

1.3.1.- Fases de la Inflamacién

Esquematicamente se puede dividir la inflamacion en las siguientes etapas:



1- Liberacion de mediadores. Moléculas sintetizadas o liberadas por el mastocito, por la
presencia de determinados estimulos, la mayor parte de dichas moléculas son de estructura

elemental (Bordes et al., 2014d, p.1).

2- Efecto de los mediadores. Cuando estas moléculas se liberan son las encargadas de producir
alteraciones vasculares y efectos quimiotéacticos que permiten la llegada de moléculas y células

inmunes al foco inflamatorio (Bordes et al., 2014e, p.1).

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

la sangre, pero también de las zonas circundantes al foco (Bordes et al., 2014f, p.1).

4- Regulacion del proceso inflamatorio. El proceso consta de una serie de mecanismos
inhibidores que finalizan o equilibran la inflamacion, este rasgo es comun en la mayoria de las

respuestas inmunes (Bordes et al., 2014g, p.1).

5- Reparacion. Consta de la fase formada por fenémenos que van a reparar total o parcialmente
el tejido afectado por el agente agresor o por el propio proceso inflamatorio (Bordes et al., 2014h,
p.1).

1.3.2.- Tipos de Inflamacion

La inflamacion puede clasificarse en base a varios criterios: tiempo de duracion, caracter del

exudado, etiologia, caracteristicas morfolégicas y localizacion: (Villalba, 2014a: p.2261-2265).

1.3.2.1.- Por el tiempo de duracion

a) Agudas: Se trata de una respuesta inflamatoria inmediata al agente que lo produce y que
tiene como obijetivo liberar mediadores de defensa del organismo en el area afectada cuyo

comienzo es rapido y cursa una duracion corta (Villalba, 2014b: p.2261-2265).

b) Cronicas: Se trata de un mecanismo extendido, que provoca destruccion tisular, inflamacién

activa y un repetitivo intento de reparacion (Villalba, 2014c: p.2261-2265).

1.3.2.2.- Por el caracter del exudado

a) El primero se trata de liquido extravascular con bajo contenido proteico, como consecuencia

de un ligero cambio en la permeabilidad vascular (Villalba, 2014d: p.2261-2265).



b) Exudado, Trasudado: Se trata de un liquido inflamatorio extravascular con alto contenido

proteico, provocando aumento en la permeabilidad de los vasos sanguineos (Villalba, 2014e:
p.2261-2265).

1.3.2.3.- Por su etiologia

a) Infecciosas: Causada por bacterias, virus, parasitos o por toxinas microbianas (Villalba, 2014f:
p.2261-2265).

by Traumaticas producto de golpes intensos con respuesta inmediata o tardia, como ocurre con

los esguinces (Villalba, 2014g: p.2261-2265).

c) Térmicas resultantes de, quemaduras por calor o congelamiento (Villalba, 2014h: p.2261-2265).

d) Inmunitarias o reacciones de hipersensibilidad, a alérgenos comunes o0 procesos

colagenopaticos (Villalba, 2014i: p.2261-2265).

1.3.2.4.- Por sus caracteristicas morfol6gicas

a) Serosa: por acimulo de liquido tisular de bajo contenido proteico (Villalba, 2014j: p.2261-2265).

b) Fibrinosa: Con presencia de exudado con grandes cantidades de fibrindgeno (Villalba, 2014k:
p.2261-2265).

¢) Supurativa o purulenta: se caracteriza por la produccién de exudados purulentos que consta

de leucocitos y células necréticas (Villalba, 20141: p.2261-2265).

d) Abscesos: presenta tejido inflamatorio purulento acompafiado de necrosis licuefactiva
(Villalba, 2014m: p.2261-2265).

e) Ulceras: Producidas por esfacelamiento de tejido necrdtico (Villalba, 2014n: p.2261-2265).

1.3.2.5.- Por su localizacién

a) Focales: De localizacion en zonas y érganos especificos, en cuyo caso se utiliza el sufijo —
itis, por ejemplo, faringitis, otitis, laringitis, conjuntivitis, peritonitis (Villalba, 20140: p.2261-
2265).

b) Diseminados: Resultado de la propagacion de procesos inflamatorios persistentes ya sea

por fistulizacion o metéstasis (Villalba, 2014p: p.2261-2265).
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1.3.3.- Mediadores de la Respuesta Inflamatoria
1.3.3.1.- Liberacion de Mediadores. EI Mastocito

Todos los tejidos atacados por un agente agresor, liberan mediadores de la inflamacion, que
tienen su génesis en el mastocito, una célula inmune inespecifica que también procede de la
meédula 6sea, y que posee granulos que contienen mediadores de la inflamacion preformados,
aunque los mecanismos de su diferenciacion no son bien conocidos. Cuando se activa, son
liberados, junto con otros de caracter lipidico que son sintetizados de novo. El mastocito es
detectado en casi todos los tejidos, especialmente alrededor de los vasos pequefios sobre los que

actuan dichos mediadores (Gallin, 1989a, pp.721-733), (Ishizaka, 1984a, p.245-256), (Roit, 1992a, p.45).

La causa mas comun de la liberacion de los mediadores es la lesion directa a la célula, aunque
no es la Gnica. La acumulaciéon en el lugar de la infeccién de suficientes factores activados del
complemento, el C3a y el C5a, actuando sobre receptores de membrana, inducen la activacion

del mastocito y la consiguiente liberacidn de los mediadores (Ishizaka, 1984b, p.245-256).

Existe otro mecanismo de activacion a través de la captacion de la IgE en la membrana del
mastocito, el cual tiene receptores para la porcién Fc de dicha inmunoglobulina (FceR). El

mastocito se activa cuando conecta con dos IgE contiguas sobre su membrana (Koo et al., 1989a,
p.191).

Los mecanismos bioquimicos que determinan dicho proceso no son bien conocidos, aunque se
cree que todo el mecanismo se inicia en la membrana con activacion de adenilato-ciclasa y de
fosfolipasa A2. La adenilato-ciclasa aumenta inicialmente la concentracién intracitoplasmatica
de cAMP, mientras que la fosfolipasa ataca a los lipidos de membrana produciendo acido

araquidénico (Martinez, 1992a, p.567), (David et al., 1984a, p.335).

Esta serie de activaciones bioquimicas aumenta la permeabilidad de membrana al Ca™,
produciendo un incremento de su concentracion en el citoplasma. (Martinez, 1992b, p.567). El
incremento de la concentracion tanto de Ca™ y de cAMP desemboca en la creacion de
microtibulos en el mastocito, ademas del movimiento de granulos citoplasmaticos hacia la
membrana celular, produciéndose la fusion con ésta y libera mediadores al espacio extracelular.
Estos mediadores, que se encuentran preformados en los granulos, son principalmente
histamina, enzimas proteoliticas, el factor quimiotactico del eosinéfilo (ECF-A, eosinophil
chemotactic factor), factor quimiotactico del neutréfilo (NCF, neutrophil chemotactic factor) y

heparina (Ishizaka, 1984c, pp.245-256).

El &cido araquidonico formado puede seguir dos vias metabolicas, la de la enzima ciclo-

oxigenasa que determina la produccion de prostaglandinas (PG) y tromboxanos y la de la
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lipooxigenasa que conduce a la formacion de leucotrienos (LT). (Martinez, 1992c, p.568). Todas
estas sustancias de carécter lipidico, sintetizadas de novo por el mastocito, son un segundo
grupo importante de mediadores de la inflamacion (Bordes et al., 2014i, p.1).

El baséfilo es una célula principalmente sanguinea que se dirige a los tejidos inflamados y
constituye un apoyo para la liberacion de los mediadores, pues se activa por los mismos

mecanismos que los mastocitos y libera mediadores muy similares a éste (Roit, 1992b, p.45).
1.3.4.- Efectos de los Mediadores
1.3.4.1.- Mediadores preformados

1. Histamina. Es un mediador que se halla distribuido por todo el cuerpo, aunque se lo ubica
principalmente en el mastocito y baséfilo. Se obtiene por la descarboxilacion del aminoécido
histidina. Al actuar sobre los receptores de histamina 1 (H;) de los vasos produce vasodilatacion
y aumento de la permeabilidad. Cuando actta sobre los receptores de histamina 2 (H,) tiene una

funcidn regulatoria o inhibitoria de la inflamacién (Gallin, 1989b, pp.721-733), (Gallin et al., 1988a,
pp.845-895).

2. Enzimas proteoliticas. De la variedad de estas enzimas que libera el mastocito, quizés la
kininogenasa sea la mas interesante, ya que actla sobre las proteinas procedentes de la sangre,
produciendo su ruptura en péptidos mas pequefios denominados kininas. Las kininas inducen
vasodilatacion, aumento de la permeabilidad vascular y estimulan las terminaciones nerviosas

del dolor (Gallin et al., 1988b, pp.845-895).

3. Factores quimiotacticos. EI ECF-A lo conforman dos tetrapéptidos que son los encargados
de atraer eosinofilos al foco inflamatorio, provocando ademas la activacion de dichas células. El

NCF es una proteina con capacidad de atraer y activar al neutr6filo (Synderman y Pike, 1984a p.287).

4. Heparina. Es la encargada de inhabilitar la coagulacién, permitiendo que desde la sangre

lleguen moléculas y células. También es un factor de regulacién de la inflamacién (Bordes et al.,
2014j, p.2).

1.3.4.2.- Mediadores sintetizados de novo

1. PGE,. Es la prostanglandina més importante y la encargada de producir vasodilatacion y
dolor. En conjunto con el factor C5a 'y LTB4 aumenta la permeabilidad de los vasos sanguineos.
El efecto de la aspirina, uno de los farmacos méas usados en los procesos inflamatorios, es que

bloguea la via de la ciclo-oxigenasa e impide la formacién de esta prostaglandina (David et al.,
1984b, p.335), (Larsen y Henrison, 1983a, p.385).
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2. LTB4.- Es un factor quimiotactico para eosinofilos, neutrofilos, mastocitos y macréfagos.

3. Factor activador de plaquetas (PAF: Platelets Activating Factor). Tiene varias funciones una
de ellas liberar las plaguetas, activarlas y por consiguiente favorecer la llegada de los distintos
mediadores a la zona afectada, constituyéndose en el inicio de la coagulacion. Produce ademas,
vasodilatacion y aumento de la permeabilidad vascular. Es, por otra parte, un potente factor
quimiotactico y activador de neutrofilos (Ishizaka, 1984d, pp.245-256), (Larsen y Henrison, 1983b, p.385).

4. Bradicininas Se forman en las plaquetas y causan contraccion de los musculos lisos, aumento

de la permeabilidad capilar, dilatacion arterial, etc. (Bordes, 2014k: pp.9-12).
5. Citocinas.- Su accion principal es regular el mecanismo de la inflamacion (Bérdes, 20141: pp.9-12).

Tabla 2-1. Mediadores de la inflamacion

Sustancia Origen Efecto

Histamina | Mastocitos, células cebadas y Flujo sanguineo incrementado,

basofilos edema y picazén

Anafilotoxina C3a Fijacion del complemento Liberacion de histamina

Anafilotoxina Cba Fijacion del complemento Liberacion de histamina

Prostaglandinas PGE Plaquetas Edema y dolor
y PGF

Leucotrienos LTC4 y Monocitos Edema
LTD4

Fuente: (Garcia de Lorenzo y Mateos et al., 2013e: p359).
Realizado por: Ricardo Marquez, 2018.

1.3.5.- Llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio

La inflamacion puede explicarse de manera cronoldgica por dos fases, en la que los mediadores
participan activamente. En una fase temprana, se provocan alteraciones vasculares que facilitan
la llegada de distintas moléculas desde la sangre a la zona de inflamacion y la consiguiente
formacion de edema caracteristico. En la fase tardia, las alteraciones vasculares provocan la

llegada de células inmunes desde la sangre o desde los tejidos circundantes (Gallin et al., 1988c,
pp.845-895), (Male et al., 1991a, pp220-245), (Roit et al., 1992c, p.45).
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1.3.5.1.- Fase inicial. Llegada de moléculas

1. Inmunoglobulinas. Los anticuerpos se unen al agente agresor. La IgM e 1gG activan la via
clasica del complemento. Ademés la 19gG se une a los receptores por la porcion Fc (FcR),
contribuyendo a la fagocitosis (Male et al., 1991b, pp220-245).

2. Factores del complemento. La via alterna del complemento es activada por productos
liberados por el propio agente agresor. Cuando la via del complemento se activa por una u otra
forma, llega a su via comun provoca la lisis de la célula extrafia o agente inductor de la
inflamacion. Los factores C3a y Cb5a, activan al mastocito y al basoéfilo actuando en los
receptores de su membrana, liberando los mediadores y aumentando el fenémeno inflamatorio.
El C5a es un potente factor quimiotactico, mientras que el C3b, uniéndose a receptores de

membrana de los fagocitos, potencia la fagocitosis (Gallin, 1989c, pp.721-733), (Gallin et al., 1988d,
pp.845-895).

3. Kinindgenos. Sobre estas moléculas actian las kininogenasas liberadas por el mastocito y
basofilo dando lugar a las kininas (Ishizaka, 1984e, pp.235-246).

4. Proteinas de la fase aguda. Una de ellas, es la proteina C Reactiva (PCR) que tiene la
capacidad de fijar determinados gérmenes como el neumococo, y de activar el complemento por
la via clasica (Roit et al., 1992d, p.45).

5. Factores de la coagulacion.
1.2.5.2.- Fase tardia. Llegada de células

1. Basofilo. Libera a los mediadores en conjunto con el mastocito.

2. Neutrofilo. Es una de las primeras células en llegar a la zona afectada. Se encarga de eliminar
el agente agresor a través de la fagocitosis, o liberando factores tdxicos que contiene en sus

granulos citoplasmaticos, provocando la muerte extracelular (Male et al., 1991c, pp.220-245).

3. Monocito/Macréfago. Con origen en la sangre el monocito y en los tejidos proximos el
macrofago, llegan de forma tardia al foco de la inflamacion. En los tejidos, el monocito se
diferencia en macréfago. Dicha célula tiene funciones similares a las del neutréfilo, actuando
ademés como célula presentadora de antigenos a las células especificas T y B, empezando asi la

respuesta especifica (Koo et al., 1989b, p.191), (Synderman y Pike, 1984b, p.287).

La interleucina 1 (IL-1), es un péptido inespecifico sintetizado por el macréfago y que se
constituye en una verdadera hormona del Sistema Inmune, ya que actta con diversos efectos en

varias partes del cuerpo una vez que ha pasado a la sangre. Produce fiebre, por la induccion de
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la sintesis de PGE en las células endoteliales de los vasos sanguineos que cubren al hipotdlamo;
actlia ademas sobre el centro termorregulador. Es la responsable de la produccion y liberacion
de los neutrofilos en la médula dsea. En el higado incrementa la sintesis de proteinas de la fase
aguda (Gallin, 1989d, pp.721-733), (Male et al., 1991d, pp220-245).

Otra funcion importante de la IL-1 es la activacion de la proliferacién y diferenciacion de las
células responsables de la respuesta especifica como lo son las células T y B. Activan la

proliferacion de fibroblastos y coldgeno, esenciales en la fase de reparacion de la inflamacion
(Bordes, 2014m: pp.9-12).

4. Linfocitos T y B. Las células B tienen su origen en los tejidos linfoides, sintetizan IgE, que se
une a mastocitos y baséfilos potenciando la inflamacion. Por otra parte los linfocitos T producen

linfoquinas que prolongan la inflamacion cuando se requiere una respuesta mas prolongada (Roit
etal., 1992, p.45).

5. Eosindfilo. A pesar de ser una célula citotdxica, en las infecciones parasitarias se cree que

tiene una funcién regulatoria de la inflamacion (Bérdes, 2014n: pp.9-12).

1.3.6.- Regulacion de la Respuesta Inflamatoria

La regulacion del proceso inflamatorio, como cualquier proceso inmune, esta delicadamente
regulado para; de esta manera, evitar una respuesta exagerada que puede desembocar en un
mecanismo perjudicial. Algunos mediadores al variar sus concentraciones pueden provocar la
inhibicién, modulando de esta forma el proceso inflamatorio. Los siguientes factores intervienen

en esta regulacion (Gallin, 1989, pp.721-733), (Male et al., 1991e, pp220-245), (Roit et al., 1992f, p.45).

1. Histamina. Al actuar sobre los receptores H,, inhibe la liberacién de mediadores producidos
por el mastocito y el baséfilo, ademas de inhibir la actividad del neutréfilo, la quimiotaxis y

activa las células T supresoras (Bordes, 20140: pp.9-12).

2. PGE. En células como el mastocito y el basofilo, inhibe la liberacién de los mediadores de

inflamacidn, proliferacion e impide la llegada de los linfocitos (Bérdes, 2014p: pp.9-12).

3. Agonistas autondmicos. Las células liberadoras de mediadores como lo son el mastocito y el
basofilo, poseen receptores a, 3-adrenérgicos y colinérgicos, lo que puede dar a suponer que su
regulacién es autondmica. El receptor B-adrenérgico provoca inhibicion de los mediadores,
mientas que el a adrenérgico y colinérgico induce la estimulacion de 1os mismos (Bérdes, 2014q:
pp.9-12).

4. Heparina. Inhibe la coagulacion y la activacion de los factores del complemento (Bérdes, 2014r:
pp.9-12).
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5. Eosinofilo. Esta célula, atraida por el ECF-A, produce una serie de enzimas que degradan
ciertos mediadores de la inflamacidén. La histaminasa act(ia sobre la histamina, la arilsulfatasa
sobre los leucotrienos y la fosfolipasa sobre el PAF (Larsen y Henrison, 1983c, p.385), (Male et al.,

1991f, pp.220-245).
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Figura 2-1. Fases en que se lleva a cabo el proceso inflamatorio.

Fuente: (Gibon et al., 2017: p.32).
Realizado por: Ricardo Méarquez, 2018.

1.3.7.- Reparacion

Cuando el agente agresor ha sido eliminado por la propia respuesta inflamatoria, se inicia con
los procesos de reparacion de los tejidos afectados. Estos procesos estan constituidos por la
llegada de fibroblastos a la zona afectada para sintetizar y proliferar colageno, células epiteliales

y vasos sanguineos dentro de la herida (Gallin, 1989f, pp.721-733).

Parece ser que la IL-1 es la responsable de la activacion de los fibroblastos, aunque esto no ha

sido comprobado (Gallin et al., 1988, pp.845-895).

Si la homeostasis no se reestablece aparece una reaccion sistémica masiva en la que las

citocinas activan numerosas cascadas humorales de mediadores inflamatorios que perpettan la
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activacion del sistema reticulo endotelial, provocando pérdida de la integridad microcirculatoria

y lesion de diversos drganos (Bérdes, 2014s: pp.9-12).
1.4.- Tratamiento para la Inflamacion

1.4.1.- Tratamiento Farmacol6gico

El tratamiento farmacoldgico de los procesos inflamatorios abarca diversos grupos de farmacos,
entre los que se encuentran los Antiinflamatorios no Esteroideos (AINES), los glucocorticoides,

antirreumaticos, y antigotosos, los de uso comun (Rodriguez, 2008d, p. 79).
1.4.1.1.- Analgésicos Antiinflamatorios no Esteroideos. (AINES)

Los AINES son un conjunto de farmacos que poseen diversas estructuras quimicas pero que
comparten como caracteristica comun la capacidad de inhibir la ciclooxigenasa (COX), y por lo
tanto detienen la produccion de prostaglandinas y tromboxanos (Rodriguez, 2008g, p. 79).

Este grupo contiene diversos fArmacos de uso comun, quizés el mas representativo sea el acido
acetilsalicilico, sin embargo, también se puede mencionar a otros como el diclofenaco,
fenilbutazona, ibuproféno, ketorolaco, naproxeno, etc. Todos los anteriores, ademas de poseer
propiedades antiinflamatorias, son antipiréticos y analgésicos. A este grupo también pertenece
un farmaco extensamente conocido, el acetaminofén, que se diferencia de los anteriores porque

sus propiedades antiinflamatorias son minimas (Rodriguez, 2008f, p. 79).

Inhiben la prostaglandina-sintetasa, afectando a la transformacion del acido araquiddnico en
prostaglandinas, prostaciclina y tromboxano, que actGan como mediadores de la inflamacion.

Se conocen 2 isoformas de la enzima COX: COX-1y COX-2 (Rosas et al., 2008a, p.469).

a) COX-1. Se trata de una enzima constitutiva, encontrada en gran parte de los tejidos. Su
funcion es la de regular proceso como la proteccién gastrica, agregacion plaquetaria, funcion
renal y la homeostasis vascular. Por lo que su inhibicién provoca efectos secundarios a todos

es0s niveles (Rosas et al., 2008b, p.469).

b) COX-2. Esta enzima aparece de forma inducida en estados de inflamacion, y no se detecta
habitualmente en los tejidos. Es inhibida por todos los AINES y también por los corticoides.
Debido a esta razon los AINES selectivos de la COX-2 producen un efecto antiinflamatorio sin

las reacciones adversas que provoca inhabilitar la COX-1 (Rosas et al., 2008c, p.469).
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Tabla 3-1: Clasificacion de los AINE segun su estructura quimica

Grupo Terapéutico

Farmaco

Salicilatos Acido acetilsalicilico, salsalato, diflunisal, fosfosal, acetilato
de lisina.
Pirazolonas Fenilbutazona

Indolacéticos

Indometacina, tolmetin, sulindaco, acemetacina

Arilacéticos

Diclofenaco, aceclofenaco, nabumetona

Acrilpropidnicos

Ibuprofeno, naproxeno, ketoprofeno, flurbiprofeno

Oxicams y analogos

Piroxicam, tenoxicam, meloxicam

Fenamatos

Acido mefenamico, meclofenamato

Inhibidores selectivos de
COX-2

la

Celecoxib, etoricoxib, lumiracoxib.

Fuente: (Rosas et al., 2008d, p.470).

Realizado por: Ricardo Marquez, 2018.

Tabla 4-1: Clasificacion de los AINE segun vida media plasmatica

Analgésicos Vida media corta Vida media larga
(< 6 horas) (> 6 horas)

Acido acetilsalicilico, | Diflunisal, fosofosal
Salicilatos

salsalato,

acetilato de lisina

-- Fenilbutazona

Pirazolonas

Indolacéticos

Indometacina, tolmetin

Sulindaco

Diclofenaco Aceclofenaco, nabumetona
Avrilacéticos

Ibuprofeno, ketoprofeno, Naproxeno
Avrilpropionicos .

prop Flurbiprofeno
-- Piroxicam, tenoxicam,
Oxicams y analogos .
meloxicam
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Inhibidores selectivos de la -- Celecoxib, etoricoxib,
COX-2 lumiracoxib

Fuente: (Rosas et al., 2008e, p.470).
Realizado por: Ricardo Marquez, 2018.

1.4.1.2.- Glucocorticoides

Son un grupo de medicamentos que poseen fuertes propiedades antiinflamatorias e
inmunosupresoras. Previenen y suprimen las manifestaciones tanto tempranas como tardias de
los procesos inflamatorios. Los dos grupos que mas destacan en esta seccion son los
glucocorticoides de accién intermedia (prednisona, prednisolona, triamcinolona), cuyo efecto
persiste por 18 a 36 h, y los de larga duracion (betametasona, dexametasona), cuyos efectos

pueden persistir de uno a tres dias (Rodriguez, 2008g, p.80).

El mecanismo de accidn de estos farmacos, se basa en la union a receptores citosolicos (GRa y
GRp); una vez unidos forman el complejo fa&rmaco-receptor, atraviesa la membrana nuclear y se
une a sitios especificos en el ADN, asi reprimen la transcripcién de los genes de la COX,
impidiendo la liberacion de acido araquiddnico y la formacién de prostaglandinas, tromboxanos
y leucotrienos, el traslado de neutrofilos, la permeabilidad capilar, el edema, y la acumulacion
de mastocitos en los sitios de inflamacidn, reducen la funcién de los fibroblastos y de los
osteoclastos (Rodriguez, 2008h, pp.80-81).

1.4.2.- Tratamiento no Farmacoldgico

El tratamiento no farmacolégico para la inflamacion, consta principalmente de la incorporacién
de diversas plantas, cuyos efectos han sido conocidos y transmitidos a través de generaciones en
distintas culturas a lo largo del planeta, buscando la eliminacion de los efectos primarios y
secundarios sobre el organismo, como el dolor, el calor y el edema, procesos que se generan de

manera natural (Lépez, 2003b, p.118).
1.4.2.1.- Corteza de Sauce

Es una de las plantas principalmente usadas, y cuyo potencial antiinflamatorio se conoce hace
siglos. Su caracteristica principal es la de generar &cido salicilico en el organismo y se la obtiene
de varias especies del género Salix, cuyos metabolitos se transforman en profarmacos al interior
del cuerpo hasta generar acido salicilico con accidn analgésica, antipirética y antiinflamatoria

(L6pez, 2003c, p.118).
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1.4.2.2.- Harpagofito

La raiz de esta planta es ampliamente usada en varias partes de Europa y América por sus
actividades antiinflamatorias, analgésicas, espasmoliticas, hipolipemiantes, y diurético
uricosurico, siendo los metabolitos secundarios responsables de inhibir prostaglandinas
sintetasas, disminuyendo asi el dolor considerablemente (Lépez, 2003d, p.118).

1.4.2.3.- Mostaza Negra

Las semillas de esta especie vegetal tienen un efecto rubefaciente importante, que puede
disminuir la inflamacion considerablemente cuando se aplica por via topica, ya que por via

interna es toxica (Lépez, 2003e, p.118).
1.4.2.4.- Otras plantas de uso comdn en el Ecuador

El Ecuador con su riqueza tanto botanica como etnofarmacoldgica posee diversas especies que
son usadas por la poblacion para calmar los efectos del proceso inflamatorio, podemos
mencionar algunas de las mas importantes: achira, tepazan, llantén, ruda, achira, anis estrellado,
boldo, borraja, escancel, guayaba, hierbabuena, iso, linaza, manzanilla, matico, pelo de choclo,

pino, toronjil (Mazon et al., 1997, plegable s/np).
1.4.2.5.- Otras técnicas comunes

e El uso de hielo en la zona afectada, sobre todo en procesos inflamatorios externos puede
resultar de gran ayuda para disminuir el dolor, y el calor generado (Pérez, 2018a,
drugs.com).

e Las técnicas de relajacion pueden ayudarle a distenderse, aliviar el estrés y disminuir el
dolor, provocado por la inflamacion (Pérez, 2018b, drugs.com).

o La terapia de la acupuntura usa agujas muy delgadas para equilibrar los canales de

energia en el cuerpo. Se cree que esto ayuda a aliviar el dolor y otros sintomas (Pérez,
2018c, drugs.com).

1.5.- Metabolitos Secundarios con Propiedades Antiinflamatorias y Antioxidantes.
1.5.1.- Fenoles

En el reino vegetal, existen varios metabolitos secundarios con distintos nucleos fenélicos, sin
embargo, entre ellos se iniciard con los fenoles sencillos, encontrados principalmente en forma
de glicésidos. La mayoria de estos compuestos poseen importantes propiedades
antiinflamatorias, al poseer la capacidad de inhibir varios mediadores de la inflamacién por

diversos métodos (Fern et al. 1977a, pp.9-20).
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Tabla 5-1: Fenoles comunes en plantas medicinales y sus propiedades.

Fenoles Propiedades
Pirogalol Antioxidante, inhibidor de COX — 2
Eugenol Antioxidante, inhibidor de COX — 2
Acido cafeico Antioxidante, inhibe la produccion de NO, inhibe la 5 LO, captura

peroxinitrito

Acido cumérico Antioxidante, inhibe la produccion de NO
Acido ferlico Antioxidante, inhibe la produccion de NO
Acido clorogénico Antioxidante, captura peroxinitrito

Acido siringico Antioxidante

Acido vainillinico Antioxidante

Acido gentisico Antioxidante, inhibidor de COX - 2
Acido Antioxidante,, inhibe NOSi

protocatequinico

Fuente: (Fern et al. 1977b, pp.9-20).
Realizado por: Ricardo Marquez, 2018.

1.5.2.- Flavonoides

Estos metabolitos secundarios se pueden hallar en cualquier especie vegetal mayor y en casi
cualquier parte de la planta. La mayoria de flavonoides de origen natural posee alguno de estos
doce nucleos: flavona, flavonol, flavanona, flavanonol, isoflavona, catequina, antocianidina,
leucoantocianidina, aurona, chalcona, dehidrochalconas y neoflavonas. Todos los anteriores

pueden encontrarse en forma de glicdsidos (Fern et al. 1977¢, pp. 9-20).

Tabla 6-1: Flavonoides comunes en plantas medicinales y sus propiedades.

Flavonoides Propiedades

Genisteina Antioxidante, inhibe la expresion de COX — 2, inhibe la expresion de NOSI,

inhibidor de tirosina y serina treoina quinasas.

Apigenina Antioxidante, inhibe la expresion de COX — 2, inhibe la expresion de NOSi

Kanferol Antioxidante, inhibe la COX - 1 inhibe la expresion de COX — 2, inhibe la
expresion de NOSi
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Biochanina

Antioxidante, inhibe la expresion de COX — 2, inhibe la expresion de NOSiI,

inhibidor de tirosin y serina treoina quinasas

Formononetina

Antioxidante, inhibidor de serin treonin quinasa

Luteolina Antioxidante, inhibidor de tirosin quinasa, inhibe la expresion de NOSI,
inhibido de FI3Q

Quercetina Antioxidante, Inhibe el metabolismo del acido araquiddnico, es inhibidor de
FI3Q y FI5Q, inhibe la expresién de NOSI, regula la expresion e MAIC - 1

Hipolaetina Antioxidante, inhibidor de COX -1y 5L0O

Delfinidina Antioxidante, inhibe la produccion de NO

Miricetina Antioxidante, inhibe la expresién de COX — 2, y de NOSi

Rutina Antioxidante, Inhibe el metabolismo del acido araquiddnico, es inhibidor de
FI3Q y FI5Q, inhibe la expresion de NOSi, regula la expresion e MAIC - 1

Miricetina 1 Antioxidante, inhibe la expresion de COX — 2, y de NOSi

ramnosido

Astilbina Antioxidante

Hispidulina Antioxidante

Escutellareina

Antioxidante

Fuente: (Fern et al. 1977d, pp.9-20).
Realizado por: Ricardo Marquez, 2018.

La quercetina es el flavonoide con actividad antiinflamatoria mas representativa, ademas posee

actividad antioxidante, es decir, reduce la formacion de Especies Reactivas del Oxigeno (ERO),

las ERO son desencadenantes de muchos otros mediadores para la inflamacién. Quercetina

inhibe la produccién del &cido araquidoénico, provocando de esta manera su accién analgésica,

reduce la concentracion de NO, y elimina la segregacion de segundos mensajeros de varios

mediadores (Fern et al. 1977e, pp.9-20).
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1.6.- Algunos Métodos para evaluar la Actividad Antiinflamatoria.

1.6.1.- Sistemas celulares in Vitro y metabolismo del Acido Araquidénico (AA).

Los receptores ubicados en las membranas de las células fagociticas, (leucocitos y macrofagos),
son activados por la produccién y liberacion extracelular de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y especies reactivas de nitrogeno (RNS). Esta cadena de reacciones bioquimicas se inicia
por un aumento en la recaptacion de oxigeno, seguida por la reduccion de un electron del
oxigeno a superdxido (O,) usando nicotiamida-adenina dinucleétido fosfato (NADPH) o la
ubiquinona oxidorreductasa (NADH) como el donador del electron, en una reaccion catalizada
por la oxidasa dependiente de NADPH. Los macrofagos son los encargados del inicio y
regulacién del proceso inflamatorio, debido a que son responsables de la generacion de diversos
mediadores biologicos, como prostaglandinas, los cuales tienen numerosos efectos

cardiovasculares e inflamatorios (Gémez Estrada et al., 2011a: p.187).

En un proceso inflamatorio, la isoforma inducible de 6xido nitrico sintasa (NOS) (iNOS)
generan una enorme cantidad de NO, junto a una gran obtencion de ROS, lo que podria cambiar
la quimica del NO hacia ONOO" y anhidrido nitroso (N,Os), que son potentes oxidantes,

nitrantes y nitrosantes (Gémez Estrada et al., 2011b: p.187).

El anélisis del metabolismo de AA puede realizarse a través de dos métodos: los sistemas
complejos como la sangre entera y los sistemas simples con uno o dos células en tampones
fisioldgicos. El primero seria el mas cercano a la realidad, pero a su vez el mas complejo por la
variabilidad en la cantidad y proporcion de células presentes en la sangre y el uso de

anticoagulantes (Fern et al. 1977f, pp.9-20).

Por contrario el uso de células aisladas tiene la ventaja de poder brindar la estandarizacion del
método, al poder detectar con mayor facilidad el nimero de células en una determinada cantidad

0 concentracion (Fern et al. 1977g, pp.9-20).
1.6.1.1.- Método de Estimulacion

Existen varios compuestos quimicos menos fisioldgicos pero més potentes para estimular la via
del AA, entre los més importantes tenemos: el mismo AA exdgeno, el iondforo de calcio
A23187, la ionomicina y el TPA. Estimulos mas fisiol6gicos los proporcionan la formil-
metionil-leucil-fenilalanina (fMLP), el zimosan, la fitohemoaglutinina y los lipopolisacaridos

bacterianos (Fern et al. 1977h, pp.9-20).

El compuesto quimico mas usado es el ionéforo de calcio A23187, que estimula la via 5-LOX

en neutrdfilos peritoneales de rata preferencialmente sobre la COX (Fern et al. 1977i, pp.9-20).
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1.6.2.- Método de cuantificacién de eicosanoides mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (CLAR).

Este método permite la cuantificacion de tres enzimas importantes para el proceso inflamatorio:
la PLA2, la LOX y la COX. El proceso se basa en la deteccion de un marcador; el acido 5-
HETE, LTB4 y sus isdbmeros o productos de oxidacion; que comprueba el hallazgo de
inhibidores de la via 5-LOX. Todos ellos son grupos croméforos que absorben a 235 6 274-280
nm siendo detectables y cuantificables con facilidad (Fern et al. 1977j, pp.9-20).

1.6.3.- Edema plantar inducido por carragenina

Consiste en la induccion de un edema en la region subplantar de la pata de la rata por la
inyeccion de carragenina, provocando una respuesta inflamatoria en dos fases una temprana y
otra tardia, en ésta Ultima es el tiempo ideal para el ensayo de AINES, que tienden a reducir el
edema, actuando sobre los derivados del AA (Fern et al. 1977k, pp.9-20).

1.6.4.- Modelo de induccion de edema con aceite de croton en la oreja del ratdn.

Se usa el aceite de crotén; proveniente de la especie Croton tiglium L posee importantes efectos
proinflamatorios y productor de tumores por poseer TPA (éster de forbol). Esta sustancia
produce todos los efectos propios de la inflamacién, en los que se puede evaluar las sustancias

potencialmente inflamatorias in vivo (Fern et al. 19771, pp.9-20).

1.6.5.- Reactivo de proliferacion celular (WST-1) para la actividad citotoxica y

antiinflamatoria

Es una herramienta utilizada para determinar el grado de inhibicién o induccion de la
proliferacion celular en cualquier modelo in vitro. El ensayo se fundamenta en la escision
enzimatica de la sal de tetrazolio (WST-1) a formazan por deshidrogenasas mitocondriales
presentes en células viables (neutrdfilos). Una expansion en el nimero de células viables
provoca un aumento de la actividad global de la deshidrogenasa mitocondrial en la muestra que
conduce a un incremento en la cantidad de colorante de formazan formado (correlaciona
directamente con el ndmero de células metabdlicamente activas en el ensayo) el cual se

cuantifica mediante un espectrofotometro de barrido multiple (lector de ELISA) (Roche, 2007a:
p.2), (Tany Berridge, 2000a, p.62).
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Y Reduccion por \Y
deshidrogenasas celulares

SO.Na SO-Na
WST-1 FORMAZAN
(Amarillo paido) (Amarillo oscuro)

Figura 3-1. Mecanismo de accion antiinflamatoria producida por el WST-1.

Fuente: (Roche, 2007h: p.2).
Realizado por: Ricardo Méarquez, 2018

1.7.- Antioxidante

Consideramos como antioxidante a cualquier molécula lo suficientemente estable, capaz de
retrasar o prevenir la oxidacion de un sustrato oxidable actuando como donador de electrones
(agente reductor) a un radical libre, formando un radical menos toxico, disminuyendo e

inhibiendo la capacidad de dafio celular (Alhakmani et al., 2013a, p. 626).

Los antioxidantes son los agentes capaces de neutralizar efectivamente el efecto de los radicales
libres al interferir con el proceso de oxidacion, quelar metales cataliticos y también actuando

como eliminadores de oxigeno (Arul Ananth et al. 2013a, p.1).

1.7.1 Radical Libre

Los radicales libres son especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ROS /RNS) que se producen
continuamente en el cuerpo humano como un subproducto de la respiracion aerdbica celular. La
produccion excesiva de ROS / RNS conduce a una exposicion de sustancias oxidantes, falla en

los mecanismos de defensa o dafio a biomoléculas como ADN, lipidos o proteinas (Arul Ananth et
al. 2013b, p.1).

25



1.7.2.- Estrés Oxidativo.

El estrés oxidativo, es resultado del desequilibrio de la generacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y la actividad de enzimas antioxidantes, dicho desequilibrio puede inducir dafio
en los tejidos, actuando sobre lipidos, proteinas, y acidos nucleicos, y por lo tanto, juega un
papel critico en enfermedades relacionadas con los humanos, incluyendo céncer, asma,
enfermedades respiratorias, y arteriosclerosis Cuando una célula sufre estrés oxidativo, los
antioxidantes se presentan en la célula para apagar las especies reactivas de oxigeno (ROS). Las
enzimas metabdlicas interactlian con compuestos extrafios y tdxicos en el cuerpo, por lo tanto,
son importantes para regular el equilibrio entre la sobreproduccion y la destruccion de ROS
dentro de la célula (Farhat et al. 2018, p287).

1.7.3.- Capacidad captadora de radicales libres. Método DPPH’

El ensayo DPPH es el mas usado para evaluar la actividad antioxidante de compuestos o
extractos especificos, estos Ultimos pueden reaccionar con un radical estable, 2,2-
difenilpicrilhidrazilo (DPPH °) en una solucidn de metanol (Brand-Williams et al. 1995a, pp.25-30).

La reduccién de DPPH ° es controlada por la disminucién de su absorbancia en una longitud de
onda caracteristica durante la reaccion. En su forma radical, DPPH ° absorbe a 515 nm, pero
después de la reduccién por un antioxidante (AH) o una especie radical (R °), la absorcién
desaparece (Brand-Williams et al., 1995b, pp.25-30).

DPPH ° + AH ~ DPPH-H + A °

DPPH ° + R ° ~ DPPH-R

e Ue Q0
= + A-H —_— MH + A
O = MOy (M - Ny
= =
MO 1‘:\.{-.!;
DPPH DFPH-H
2.2 —difenil-1-picrilhidracil 2.2 —difenil-1 -picrilhidrazina
(Vieleta) (Am arillo)

Figura: 4-1. Mecanismo de accion del DPPH®

Fuente: (Mishra et al., 2012: p.1038).
Realizado por: Ricardo Marquez, 2018.
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CAPITULO 11

2.- MARCO METODOLOGICO

2.1.- Lugar de Investigacion

La investigacion se realizé en la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, Facultad de
Ciencias, Escuela de Bioquimica y Farmacia, Laboratorio de Productos Naturales y Laboratorio

de Analisis Instrumental.
2.2.- Recoleccién de la materia vegetal

La materia vegetal fue recolectada en el mes de Octubre de 2017 en el canton Ambato,
provincia de Tungurahua, a 2571 m.s.n.m. La ubicacidon corresponde a las siguientes
coordenadas geograficas:

» Latitud: 1°25'12.32" S
» Longitud: 78°6423.25" O

2.3.- Identificacion de Material Vegetal

La muestra vegetal recolectada fue identificada en la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Técnica de Ambato campus Queracocha, por el Ing. Pedro Pablo Pomboza

Tamaquiza PhD coordinador de investigacion de dicha facultad.
2.4.- Materiales, Equipos y Reactivos
2.4.1.- Material Vegetal, Biol6gico y Farmacolédgico

Tabla 1-2: Descripcion del Tipo de Material usado en la investigacion.

Material Vegetal | Se utilizaron las hojas y flores de Tropaeolum majus. La planta fue secada
en estufa a 35°C. Para posteriormente ser triturada en un molino marca
Arthur H. Thomas C.O ubicado en el laboratorio de Productos Naturales de

la ESPOCH, para ser empleada en la obtencion de extractos.

Material Para la realizacion del ensayo in vitro de la actividad antiinflamatoria se
Bioldgico —
g requirié el uso de sangre humana.
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Material Se us6 100 mg de acido acetil salicilico sin cafeina como control positivo

Farmacologico . .. .
g en el ensayo de la actividad antiinflamatoria

Realizado por: Ricardo Marquez, 2018.
2.4.2.- Material de Laboratorio

Tabla 2-2: Descripcion del Material de laboratorio usado en la investigacion.

Control de Calidad de Materia Prima

Reverbero Piseta Cépsulas de | Crisoles de

Picndmetro de 10 ml | Espétula porcelana porcelana

Pinzas para capsula Vidrio Reloj

Tamizaje Fitoquimico

Frascos ambar de | Embudo Simple Pipetas graduadas de | Gradilla
1000 ml ImL, 5mLy 10mL
Tubos de ensayo Papel Filtro Tripodes Algodon

Vasos de Precipitacion de 600, 250 y 100 mi

Obtencion del Extracto Hidroalcohdlico

Balones esmerilados | Embudo Simple Papel Filtro Vaso de
de 50 ml Precipitacion  de
600 ml
Probeta de 500 ml
Ensayo Antiinflamatorio y Citotoxico
Alcohol antiséptico | Algodén Jeringas 1mL, 3mL, | Torniquete
5mL, 10mL y 20mL
Tubos de ensayo Micropocillos Micropipeta Micropipeta
automatica graduable | automatica
10uL - 100uL graduable 100uL
—1000 pL
Puntas azules Vasos de | Pipeta Multicanal Puntas amarillas
precipitacién de
25mL
Ensayo actividad antioxidante
Balones  aforados | Tubos de ensayo Pipetas 5mL y 10mL | Paleta
10mL y 250mL
Piseta

Realizado por: Ricardo Mérquez, 2018.
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2.4.3.- Equipos

Tabla 3-2: Descripcion de los Equipos de laboratorio usado en la investigacion.

Analisis

Equipo

Molienda, Secado, Control de Materia Prima y

Tamizaje Fitoquimico

Molino Arthur H. Thomas C.O

Estufa Memmert SNB400

Sonicador Marca Branson 2510

Mufla IVYMEN N-8LITROS 1100°C

Desecador

Balanza analitica Radwag AS 220.R2

pH metro Sper Scientific.

Refractometro

Obtencidn del Extracto Hidroalcoholico Rotavapor BUCHI R110 & B-465
Water Bath

Obtencion del Extracto Liofilizado Liofilizador Thermo Electron

Corporation.

Refrigerador General Electric Profile
PSMS3KEF

Equipos para el ensayo citotoxico,

antiinflamatorio y antioxidante

Camara de Neubauer Marienfeld.

Microscopio Zeiss Primo Star.

Centrifuga Dynac.

Lector de Thermo

Scientific Multiskan Go.

Microplacas

Sonicador Marca Branson 2510

Vortex mixer MRC S1 — 100
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Realizado por: Ricardo Marquez, 2018.

2.4.4.- Reactivos

Tabla 4-2: Descripcion de los Reactivos usados en la investigacion

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 FeCI3

Reactivo de Borntrager

Reactivo de Shinoda

Reactivo de antocianidinas

Magnesio metalico

Cloruro de sodio

Agua destilada

Acido clorhidrico

Alcohol

Alcohol amilico

Eter

Etanol

Control de calidad

Acido clorhidrico 10%

Acido nitrico

Peréxido de hidrogeno

Nitrato de amonio 10%

Agua destilada

Ficoll Paque

Zimosan
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Reactivo WST-1
Ensayo

antiinflamatorio Solucién modificada de Hans

al 9.5g/L

Dimetil sulfoxido al 5%

Tritén X al 0.1%

Solucién patrén de é&cido

galico

Ensayo Antioxidante | Metanol
Solucion de DPPH
Agua destilada

Realizado por: Ricardo Marquez, 2018.
2.5.- Técnicas y Métodos
2.5.1.- Secado y Molienda del Material Vegetal

2.5.1.1.- Secado

Las hojas y flores de Tropaeolum majus previamente recolectadas, fueron separadas, lavadas y

secadas a una temperatura de 35°C en una estufa de aire caliente.
2.5.1.2.- Molienda

Se llevé a cabo en un molino de marca Arthur H. Thomas C.O, para obtener trazas de
aproximadamente 3 mm de espesor, tanto de hojas como de flores por separado, para la

realizacion adecuada de todos los ensayos.

2.5.2.- Control de Calidad de la Droga Cruda

Todos los ensayos detallados a continuacion fueron realizados por triplicado, en base a métodos

fisico-quimicos con la finalidad de confirmar la calidad de la droga vegetal cruda.
2.5.2.1.- Determinacién del contenido de humedad (Método gravimétrico)

Es un indicador de la estabilidad de la droga vegetal, pues permite detectar la cantidad de agua

que posee, y que puede ser un factor desencadenante para la contaminacion microbiana.
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Procedimiento

Se pes6 2 g de muestra molida (hojas y flores) y se transfirié a una capsula de porcelana
previamente tarada a 105 °C (desecada hasta masa constante). Posteriormente se desecé durante
3 h, se enfrio la capsula con la muestra en el desecador y se pes6. Se colocd nuevamente el

crisol en la estufa durante 1h (Se repitié el procedimiento hasta mantener una masa constante)
(Miranda, 2006a: p.28).

Célculo
(mz -m,)
0 = |—=___ 27
SS (%) [(mz_m)]x 100
En donde:
SS= sustancia seca en porcentaje en masa.
m = masa de la capsula vacia en g

m;= masa de la capsula con la muestra de ensayo desecada en g

m,= masa de la capsula con la muestra en g
2.5.2.2.- Determinacion de cenizas totales

Muestra todo el contenido inorganico (minerales) que contiene la droga vegetal, y puede

detectar al incinerarla.

Procedimiento

Se pes6 2g de muestra molida (hojas y flores), en un crisol previamente tarado, se calent6 en un
reverbero hasta carbonizacion, posteriormente se incinero en una mufla a 700 °C, durante 2
horas, se enfrid el crisol en un desecador y se peso (Se repitio este procedimiento hasta obtener

un masa constante) (Miranda, 2006b: p.27).
Célculo:

o _ [ -m)
we = [(mz—m)

] x100
En donde:
%C = contenido de cenizas en porcentaje de masa

m = masa del crisol vacio en g

m; = masa del crisol con la muestra después de la incineracién en g
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m, = masa del crisol con la muestra antes de la incineracion en g
2.5.2.3.- Determinacién de cenizas solubles en agua
Parte de las cenizas totales, que se caracterizan por ser solubles en agua.

Procedimiento

A las cenizas obtenidas en cenizas totales, se afiadio 15 mL de agua destilada y se hirvid
suavemente durante 5 min. A la muestra hervida se filtrd y se carboniz6 en un reverbero para
posterior incineracion en la mufla a una temperatura de 700°C durante 2h. (Se repiti¢ el
procedimiento hasta obtener una masa constante) (Miranda, 2006c¢: p.27).
Calculo:

- ma)

0 _ [(my
hca = [

]x 100
En donde:

%Ca = Porcentaje de cenizas solubles en agua en base hidratada
m = masa del crisol vacio en g

m,= masa del crisol con la ceniza insoluble en agua en g

m; = masa del crisol con la muestra en g

m, = masa del crisol con la ceniza total en g

2.5.2.4.- Determinacion de cenizas insolubles en acido clorhidrico

Es el residuo obtenido al disolver las cenizas sobrantes en acido clorhidrico al 10%.
Procedimiento

A las cenizas obtenidas de cenizas totales se afiadio 2 mL de acido clorhidrico al 10%, se tapo el
crisol con un vidrio reloj y se procedié a hervir durante 10 min en un reverbero. Se lavo el
vidrio reloj con 5 mL de agua caliente y se uni¢ al contenido del crisol. Se filtra el contenido del
crisol, se lavd el residuo con agua caliente hasta que el filtrado acidulado con &cido nitrico (se
afiadi6 2 gotas de nitrato de plata 0,1 mol/L) no presente cloruros. El filtrado con el residuo se
desecd a 105°C y se transfirié al crisol inicial en el cual se procede a incinerar en una mufla a
700 ° C durante 2 h. Finalmente se transfirio a un desecador hasta que se enfrié (Se repite el

procedimiento hasta obtener masa constante) (Miranda, 2006d: p.28).
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Calculo:

%} x 100

B=|
En donde:
B = Porcentaje de cenizas insolubles en &cido clorhidrico
m = muestra utilizada en g

m; = masa del crisol con la muestra en g

m, = masa del crisol con la ceniza insoluble en &cido clorhidrico en g
2.5.3.- Tamizaje Fitoquimico

Consiste en una serie de pruebas para determinar los principales grupos quimicos presentes en
las plantas a través de una determinacidn cualitativa. Se basa en la maceracién con solventes de
polaridad creciente para garantizar la maxima extraccion de los metabolitos. Sin embargo, a
pesar de su utilidad, el screening fitoquimico debe ser considerado solo como una orientacion,

gue debe ser comprobado mediante otros ensayos méas profundos.

30 - 50 g MATERIAL VEGETAL

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

[
FILTRAR
|

CTO ETEREO

EXTRA o
Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO

Secar y pesar

I
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

Secar y pesar

EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO B
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. Protocolo de tamizaje fitoquimico.
Fuente: (Miranda, 2006e: p.32).
Realizado por: Ricardo Méarquez, 2018.
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Realizado el protocolo anterior para obtener los tres distintos tipos de extractos, se procedi6 a la

realizacion de ensayos y pruebas para la identificacion de los metabolitos secundarios presentes

en la planta en base a cambios de color
cabo en cada uno de los extractos se obs

y formacion de precipitados. Las reacciones llevadas a

erva a continuacion.

Ex tracto stéreo
Driwvidir en fraccionss

5mI.
Enz=poo de STTAT

ACeites v Br=s=s)

M=rper, Waener

15 ml. 5mL
{Driwvidirs en tres porcionas]) Enzayos de Lishermann
Ens==wos de DrapendordT {Triterperos ¥ esberoidass]

Sml.
En=z=poos da Baljet
{Lacton=s ¥ ousnarinss)

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

Fuente: (Miranda, 2006f: pp.34-37).
Realizado por: Ricardo Marquez, 2018.

Extracto zlcohalico

Drividir en fracciones

lal . 1ol ~| lal
o lal Enszyvos de e - 1ol
Encayode | Ensayode Lisbermann | Emstyode | Zosbods Ensayo &
cateqminas Fenling Tritepenpaw | Ninhidrinz Bomtrager Shinoda
{Az Beductorss) . astera] i das.j-- Aminoacidos) (Quinonzs) (Flzvonoidas)
ol lal 1 ml
E:r.s-a]-'asdaEaI_!at  EnsavodsClLF: —— Ensvods
Jml (Lectonzs ¥ cumarings]  Fengles v taninos) Ezpumz
Ensayo de (Szpoins) 1zl
fazinzs Sl Enzayode
(Dividir en tres porcionss) Antociznidinzs
Enzzvos das Drasndoddd

hlaver, Waener

Figura 3-2 Protocolo para la realizacion del tamizaje fitoquimico de extracto alcohélico.

Fuente: (Miranda, 2006g: pp.34-37).
Realizado por: Ricardo Marquez, 2018.

Extracto aouoso

Dividir en fraccionss

I
SmL
{DHwidir en bres pogcioqnss)
Enz=ywos da Draendord
hlzver, Wamner

2ml
Enzzro de
{Taninos)

1 ml. 1 Ll
Enzzyo de Enz=yode
Shinoda Es -
(Flavomnodidas) (Szpominzs)
sF= Tl
Enz=wo da 132 sotas
Fenling Brincipics
{Az Reductoras) =marEe

Figura 4-2 Protocolo para la realizacio

Fuente: (Miranda, 2006h: pp.34-37).
Realizado por: Ricardo Marquez, 2018.

n del tamizaje fitoquimico de extracto acuoso.
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2.5.4.- Obtencién del Extracto Hidroalcoholico

Para la obtencidn del extracto hidroalcoholico se procedid a pesar 100 g de planta, se introdujo
en un frasco &mbar, se afiadié 1000 mL de etanol al 70% (1:10), se dejé macerar durante 72 h,

posteriormente se sonico durante 1hy se filtro.

El filtrado fue utilizado para la determinacién de los pardmetros de calidad detallados a

continuacion:
2.5.4.1.- Determinacién de los requisitos organolépticos

Se determind el aspecto, color, olor y sabor del extracto.

Determinacion de olor: Se tomd una tira de papel y se introdujo en los extractos, se procedié a
percibir el aroma para determinar si pertenece a las caracteristicas propias del extracto obtenido
(Miranda, 2006i: p.27).

Determinacion de color: En un tubo de ensayo completamente seco y limpio se trasvaso las
muestras de ensayo (extracto de hojas y flores), hasta las % y se observo el color, la

transparencia y si era el caso separacion de capas (Miranda, 2006j: p.27).
2.5.4.2.- Determinacion de densidad relativa

Se pesé un picnémetro vacio y seco, posteriormente se llend el picnémetro con el extracto y se
introdujo en una estufa a 25°C durante 15 min. Transcurrido ese tiempo se enfrid y se pesé
cuidadosamente el picndmetro con la muestra (Miranda, 2006k: p.37).

Se repitié el mismo procedimiento usando agua destilada.

Calculo:

_ [(my —m)

D,5 = 100
25 (my-m ]x

En donde:
Dys= Densidad relativa

m = masa del picnémetro vacio en g
m;= masa del picnémetro con la muestra en g

m,= masa del picndmetro con el agua en g
2.5.4.3.- Determinacion del indice de refraccion

Se coloco una gota de la muestra de analisis sobre el prisma de medicion, se enfoco la luz
moviendo el compensador cromatico hasta lograr obtener la interseccion entre los campos claro

Y 0scuro (Miranda, 2006l: p.37).
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2.5.4.4.- Determinacion del pH

Se ajustd el pHmetro con las soluciones buffer reguladoras y se procedié a medir el pH. Se

introdujo el pHmetro sobre la muestra a analizar.
2.5.4.5.- Determinacion de solidos totales

En una cépsula de porcelana previamente tarada, se afiadi6 5 mL del extracto alcohdlico, se
evapord el contenido de la capsula en bafio de agua hasta que el residuo se encuentre

aparentemente seco. Se pasa a una estufa hasta que alcance un peso constante (Miranda, 2006m:
p.38).
Calculo:

En donde:
Pr = masa de la capsula mas el residuo en g
P = masa de la capsula vacia en g

V = volumen de la porcién de ensayo en mL.

2.5.5.- Obtencién del extracto liofilizado

Del extracto hidroalcohdlico obtenido anteriormente, se procedi6 a concentrar en el rotavapor a
una temperatura de 50 °C, el concentrado se filtrd, se congeld con nitrégeno liquido en el vaso
de liofilizacién (el congelado se lo hizo de tal manera que el extracto quede por las paredes del
vaso para obtener un buen liofilizado) y se colocd en el liofilizador.

Nota: Se debia mantener la muestra congelada hasta que el extracto este completamente seco.

2.5.6.- Cuantificacion de fenoles totales

La cuantificacion de fenoles totales es una técnica basada en el método de Folin-Ciocalteu, se
fundamenta en una reaccion redox, donde los compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo
de Folin-Ciocalteu de color amarillo que al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a un

complejo de color azul intenso, cuya intensidad es medida a 765 hm (Alhakmani et al., 2013b: p.625).
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Figura 5-2. Fundamento de la reaccion de Folin Ciocalteu
Fuente: (Alhakmani et al., 2013c: p.625).

Realizado por: Ricardo Marquez, 2018.
Los resultados fueron expresados en mg de &cido galico por cada 100 g de extracto liofilizado.

2.5.7.- Cuantificacion de flavonoides totales

El cation de aluminio forma complejos estables con flavonoides en etanol, que se producen en
el analisis espectrofotométrico un desplazamiento hacia longitudes de onda mayores y una
intensificacion de la absorcion. Asi, es posible determinar la cantidad de flavonoides, evitando
la interferencia de otras sustancias fendlicas, especialmente acidos fendlicos, que

invariablemente acompafian a los flavonoides en los tejidos vegetales (Amaya & Portillo 2013a,

p.53).
0 L4
( A
AlC | 0
3 ’.‘/%’
HO. —_— 3 il
:| | | '
\H"“‘-..’-"{;ﬁ‘“-.-""—‘
| i
O 0
N
Al

Figura 6-2. Fundamento de la reaccion de Tricloruro de Aluminio
Fuente: (Amaya & Portillo 2013b, p.53).

Realizado por: Ricardo Marquez, 2018.
Se prepard como solucion estdndar de quercetina a concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm

en metanol, para la realizacion de la curva de calibracion. Posteriormente se prepar0 las
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soluciones problema (extracto liofilizado de Hojas y Flores) a una concentracion de 100 ppm en

etanol al 70%, y se midio la absorbancia a 510 nm.

2.5.8.- Ensayo Antioxidante

Para evaluar la actividad antioxidante de compuestos o extractos especificos, estos ultimos
pueden reaccionar con un radical estable, 2,2-difenilpicrilhidrazilo (DPPH °) en una solucion de
metanol. La reduccion de DPPH ° se controla por la disminucién de su absorbancia a una
longitud de onda caracteristica durante la reaccion. En su forma radical, DPPH ° absorbe a 515
nm, pero tras la reduccién por un antioxidante (AH) o una especie radical (Re), la absorcion

desaparece (Cuvelier & Berset 1995a, p.28).

Se prepararon soluciones de muestra a concentraciones de 10, 20, 50, 100, 200, 500, 1000 ppm
para hojas y flores, (el diluyente fue metanol); 6,9 mg de DPPH" se diluy6 en un volumen de
250 mL con metanol. (La absorbancia de esta solucion debia oscilar entre 0,6 a 0,8 por lo que se

espero6 hasta que se estabilice y alcance la absorbancia adecuada para la realizacion de ensayo)
(Cuvelier & Berset, 1995b: p.28).
Absorbancia del control positvo (DPPH") — Absorbancia muestra

% Inhibicion = X 100
% Inhibicton Absorbancia del control positvo (DPPH")

2.5.9.- Ensayo Antiinflamatorio

El ensayo antiinflamatorio se lo realizo siguiendo la metodologia expuesta por (Choudhary & Jalil
2005; p.23-48), la cual se fundamenta en la reduccién de la sal de tetrazolio (WST-1), altamente
soluble en agua en presencia de neutréfilos aislados (1 x 10" neutréfilos /mL), cuyo resultado

fue expresadas como porcentaje de inhibicién inflamatoria.

Absorbancia muestra
X100

% Inhibicion = (100—
% Inhibicton Absorbancia del control positvo (DMSO)
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CAPITULO Il

3.- MARCO DE RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS.

3.1.- Parametros de control de calidad de la droga cruda de hojas y flores de Tropaeolum

majus.

Tabla 1-3. Resultados de los parametros de calidad.

Parametro Hojas de Flores de Limites aceptados por la
Tropaeolum majus | Tropaeolum majus Real Farmacopea
(%) (%) Espafiola
Humedad 9,59+0,31 9,59 +0,35 14%
Cenizas Totales 1,58 + 0,88 1,55 +0,15 5%
Cenizas Solubles en 0,88 £0,27 0,85+ 0,22 2%
Agua
Cenizas insolubles 0,30+ 0,05 0,35+0,10 1%
en &cido clorhidrico

Realizado por: Ricardo Marquez, 2018.

En la tabla 1-3 se observa los resultados obtenidos en las pruebas del control de calidad
realizado a las hojas y flores de Tropaeolum majus. La humedad representa el contenido de
agua en la planta, un valor mayor al 14%, puede derivar en un crecimiento de bacterias, hongos
e incluso hidrdlisis de algunos componentes de interés. Las cenizas totales indican 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 &cido clorhidrico pueden representar a
silicatos provenientes de arena y tierra silicea (World Health Organization, 1998, pp. 29). Los resultados
obtenidos de las hojas y de las flores se encuentran dentro de los parametros presentados por la
Real Farmacopea Espafiola (2002a). Esto demuestra que la recoleccion, limpieza, secado y
almacenamiento de la especie vegetal fue adecuada y de esta forma se garantizan los ensayos

posteriores.

Los resultados obtenidos del control de calidad de T. majus son menores en comparacion con

los obtenidos en la investigacion de Cabezas (Cabezas, 2014a, p.53), esto puede deberse a tres
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razones principales, el lugar de recoleccion, el clima donde crecen las especies y la altitud.
Cabezas recolecto la muestra en la provincia de Chimborazo, canton Guano, mientras que la
muestra vegetal usada en la presente investigacion fue recolectada en la provincia de
Tungurahua canton Ambato, ambas zonas geograficas cuentan con diferencias apreciables en las
condiciones del suelo. Ambato es mayormente arenoso con gran capacidad de retencion de agua
e influenciada en gran medida por la ceniza volcénica, son suelos permeables y altamente
desarrollados (Plan Provincial de Riego Tungurahua 2014-2029, 2014, p.30). Mientras que, los suelos en el
Canton Guano son suelos inceptisoles (apenas inician su desarrollo), con menor retencion de
agua e influenciados por la erosién (Memoria Técnica del Canton Guano, 2012, p.2). Respecto a la
recoleccién, la temperatura media en el canton Ambato es de 15°C (Climate Data Org, 2018,
https://es.climate-data.org); mientras que en el cantén Guano es de 14°C, (Climate Data Org, 2018,
https://es.climate-data.org), otro factor importante es la altitud que difiere en 220 msnm (Instituto
Ecuatoriano de Estadisticas y Censos, 2017, http://www.ecuadorencifras.gob.ec), con cambios en la presion

atmosférica que puede influenciar en la cantidad y el tipo de metabolitos secundarios que posee.
3.2.- Tamizaje Fitoquimico.

El tamizaje fitoquimico de las hojas y flores de Tropaeolum majus, fue realizado con solventes
de polaridad creciente (éter, etanol y agua), en base a las Normas Ramales de drogas crudas,
extractos y tinturas (Miranda, 2006n, pp. 3864), l0s resultados se expresan en las siguientes tablas:

Tabla 2-3. Resultados del tamizaje fitoquimico de hojas de Tropaeolum majus.

Ensayo a Compuesto a identificar Extracto Extracto Extracto

realizar etéreo etandlico acuoso

Dragendorff Alcaloides (+) (+) O]
Opalescencia | Opalescencia

Mayer Alcaloides ) ) (++)

Turbidez

Wagner Alcaloides (+) +) (+)
Opalescencia | Opalescencia Opalescencia

Sudan Compuestos grasos () N/A N/A

Baljet Lactonas (Cumarinas) (++) ) (++)
Coloracion Coloracion roja
roja

Liebermand — Triterpenos y/o esteroides (+++) (+++) N/A

Buchard Verde Verde oscuro-
oscuro-negro | negro final
final

Catequinas Catequinas N/A (-) N/A

Resinas Resinas N/A (-) N/A

Fehling Azlcares reductoras N/A (+) +)

Precipitado rojo | Precipitado rojo
Espumas Saponinas N/A (-) ()
Ninhidrina Aminoacidos libres o N/A ) N/A
aminas

Tricloruro Fenoles y taninos N/A (+++) (++4)

férrico Verde intenso Verde intenso

Borntrager Quinonas N/A () N/A

Shinoda Flavonoides N/A (+) (+4)

Antocianidinas Flavonoides N/A (+) N/A

Mucilagos Polisacaridos N/A N/A ()
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Principios Principios amargos y N/A N/A )
amargos astringentes
(N/A) No aplica, (-) Ausencia, (+) Escaso, (++) Mediadamente abundante, (+++) Abundante

Realizado por: Ricardo Mérquez, 2018.

Tabla 3-3. Resultados del tamizaje fitoquimico de flores de Tropaeolum majus.

Ensayo a Compuesto a identificar Extracto Extracto Extracto acuoso
realizar etéreo etandlico
Dragendorff Alcaloides ) (++) )
Opalescencia | Turbidez
Mayer Alcaloides ) ) )
Wagner Alcaloides ) (++) (+)
Turbidez Opalescencia
Sudan Compuestos grasos (+++) N/A N/A
Baljet Lactonas (Cumarinas) (++4) ) (+)
Precipitado
color rojo
Liebermand — | Triterpenos y/o esteroides (+) ) N/A
Buchard Azul muy
rapido
Catequinas Catequinas N/A +) N/A
Resinas Resinas N/A “) N/A
Fehling Azlcares reductoras N/A (+) (+)
Precipitado Precipitado rojo
rojo
Espumas Saponinas N/A ) )
Ninhidrina Aminoacidos libres o aminas N/A ) N/A
Tricloruro Fenoles y taninos N/A (+++) (+++)
férrico Verde Verde intenso
intenso
Borntrager Quinonas N/A ) N/A
Shinoda Flavonoides N/A ) (+++)
Antocianidinas | Flavonoides N/A (+) N/A
Mucilagos Polisacaridos N/A N/A )
Principios Principios amargos y N/A N/A “)
amargos astringentes

(N/A) No aplica, (-) Ausencia, (+) Escaso (++) Mediadamente abundante (+++) Abundante
Realizado por: Ricardo Marquez, 2018.

Las tablas 2-3 y 3-3 muestran los resultados obtenidos para las diferentes pruebas del tamizaje
fitoquimico tanto de hojas como de flores de Tropaeolum majus. Actualmente no existen
investigaciones que reporten datos sobre el analisis de las flores de esta especie vegetal, por lo

que se confrontaran los datos obtenidos de las hojas, con la investigacion de Cabezas (2004b,
p.54).
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El ensayo de Sudan que determina la presencia de compuestos grasos dio resultados negativos
para las hojas de T. majus, esto concuerda con lo expresado por Cabezas (2004c, p.54), Sin
embargo, para las flores el ensayo resulto positivo.

Se observa la presencia de alcaloides en las hojas, identificandolos principalmente en el extracto
acuoso mediante el ensayo de Mayer, lo que concuerda con la investigaciéon de Cabezas (2004d,
p.54); que expresa ensayos positivos para los extractos etandlico y acuoso, de igual forma se
obtuvieron resultados similares en el extracto alcohdlico de los tubérculos de Tropaeolum
tuberosum (Inostroza et al., 2015a, p.86). En el extracto etandlico de las flores de T. majus también se
evidencia la presencia de alcaloides; y una presencia escasa en los otros dos extractos, esto
puede ser comparado con una investigacién efectuada por Sanabria Galindo et al. (19974, p.18), en

el cual en el extracto etandlico de la parte aérea de la planta se report6 abundantes alcaloides.

El ensayo de Baljet evidencid la existencia de estructuras con grupo funcional lactona en el
extracto etéreo y acuoso de hojas y flores, los resultados coinciden con Cabezas (2004e, p.54) para
el extracto acuoso de hojas de Tropaeolum majus. Mientras que el extracto etanélico no posee

metabolitos con este grupo funcional, concordando con lo expuesto por Sanabria Galindo et al.
(1997b, p.18).

La prueba de Libermann Burchard evidencia la existencia de triterpenos y esteroides. En los
extractos etéreo y acuoso de las hojas se detecté la presencia de este tipo de compuestos;
coincidiendo con lo que reporta Cabezas (2004f, p.54) y Sanabria Galindo et al. (1997c, p.18).
Mientras que en las flores se detectd ligera presencia en el extracto etéreo; que no puede ser
comparada por ausencia de investigaciones o reportes para esta parte de la planta. El contenido
de triterpenos tiene relacién con algunas propiedades importantes de tipo anticancerigeno,

inmunomodulador, antiinflamatorio, hipoglucemiante, hipolipemiante y hepatoprotector

(International Mycotherapy Institute, 2014, http://www.imispain.com).

El ensayo de catequinas identifica la presencia de los flavan-3-oles, que son un subgrupo de
flavonoides (Kricun 2011a, pp. 249-255). No se reportd la presencia significativa de este tipo de

compuestos en las hojas o en las flores de T. majus, concordando con lo expuestos por Cabezas
(2004g, p.54).

El resultado positivo para la prueba de Shinoda indica la presencia de flavonoides en los
extractos etandlico y acuoso tanto de las hojas como de las flores de la especie vegetal. Estos
resultados concuerdan con los reportados por Cabezas (2004i, p.54), que indica la presencia de
flavonoides en los extractos alcoholicos y acuosos; Bazylko et al. (2013c, p.88) reporta la
caracterizacion de algunos flavonoides presentes en hojas de Tropaeolum majus entre los que se

mencionan: hexoside de quercetina, derivado de quercetina, hexoside de kaempferol,
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isoquercitrina, derivado de Kaempferol, astragalina, derivado de metoxiquercetina. Sanabria
Galindo et al. (1997d, p.18) indica la presencia regular de flavonoides en partes aéreas de
Tropaeolum majus. En otras especies como Tropaeolum tuberosum se expresa una presencia

abundante de flavonoides en el tubérculo (Inostroza et al. 2015c, p.86).

Garzon et al. (20154, p. 1803), elucidaron algunas estructuras de flavonoides presentes en las flores
de capuchina entre las que podemos nombrar estan: delfinidina-3-hexdsido, cianidina-3
soforoside, soforoside de 3- pelargonidina, miricetina dihexosido, miricetina acetil dihexosido,
miricetina hexosido, quercetina dihexosido, quercetina acetil dihexosido, kaempferol

dihexosido, kaempferol acetil dihexosido, kaempferol hexosido, kaempferol acetil hexosido.

Se ha demostrado que la quercetina es un excelente antioxidante con capacidades
antinflamatorias, antiproliferativas y de expresion génica in vitro. Posee efectos
antiinflamatorios y antioxidantes in vivo, especialmente en personas con hipertension y
sarcoidosis. Se atribuye una actividad antioxidante alta a su O-dihidroxiestructura en el anillo B
y un grupo -OH en la posicion 3, que da como resultado la capacidad de la quercetina para

transferir un &tomo de hidrégeno a los radicales (Garzdn et al. 2015b, p. 1809).

Aunque el kaempferol tiene solo un grupo OH, posee de igual manera actividad antioxidante,
sin embargo, su potencia es menor en comparacién con la quercetina, segun los estudios
epidemioldgicos, in vitro e in vivo se muestra una asociacion positiva entre el consumo de
kaempferol 'y sus glucosidos y las actividades farmacoldgicas antiinflamatorias,
antimicrobianas,  anticancerosas,  cardioprotectoras,  neuroprotectoras,  antidiabéticas,

antialérgicas y antiasmaticas (Garzon et al. 2015c, p. 1809).

Se ha informado que la miricetina es el flavonoide bioactivo durante los ensayos in vivo. La
administracion de extractos acuosos y etandlicos de glucosidos de miricetina de Myrtus
communis L. muestra efectos hipoglucemiantes, antiinflamatorios y antinociceptivos

significativos (Garzén et al. 2015d, p. 1809).

El ensayo de Fehling confirm6 la presencia de azlcares reductores en hojas y flores. En
Tropaeolum majus se ha reportado la presencia de compuestos de azufre como la
glucotropaeolina (Bazylko et al. 2013a, p.88), este es un glucosinolato presente principalmente en las
verduras cruciferas, que tras la actividad enzimética, se transforma en isotiocianato de bencilo
(BITC). Los isotiocianatos se estan estudiando por su toxicidad frente al cancer, debido a que

las células cancerigenas son mas sensible a las toxinas que las células sanas (Higdon, 2005,
http://Ipi.oregonstate.edu).
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El bencilglucosinolato se acumula en altas concentraciones en plantas maduras de Tropaeolum
majus. La capacidad de biosintesis de bencilglucosinolato y su contenido total depende de la
parte de la planta, encontrandose en mayor cantidad en las hojas (Lykkesfeldt & Muller 1993, p. 609).
Se encontr6 que un producto de hidrolisis del glucésido de bencilo, es el isotiocianato de
bencilo (BITC), el cual modula la localizacion intracelular del factor de transcripcion Forkhead
box O 1 (FOXO1). Los factores de transcripcion de FoxO pueden antagonizar los efectos de la
insulina y desencadenar una variedad de procesos celulares implicados en la supresion del
tumor, la longevidad, el desarrollo y el metabolismo (Guzman-Pérez et al. 2016, p.34). EI BITC, que
se encuentra en Brassicales, ha mostrado en células animales potencial quimiopreventivo y
propiedades contra el cancer. Sin embargo, el destino de BITC en el cuerpo humano no se ha
estudiado exhaustivamente. El analisis de metabolitos de BITC en plasma y orina deberia

revelar informacion sobre su reabsorcidn, metabolismo y excrecion (Platz et al. 2016, p.625).

El ensayo de cloruro férrico sirvi6 para determinar la presencia abundante de fenoles y taninos
tanto en hojas como en flores. En estudios previos para T. majus se ha reportado la presencia de
acidos fenolicos (acido clorogénico), acido 3-p-cumaroilquinico, acido 3-cafeoilquinico, acido
4-cafeoilquinico, &cido 5-cafeoilquinico, acido 4-p-cumaroilquinico, acido 5-p-cumaroilquinico
(Bazylko et al. 2013b, p.88); ademas de cucurbitacinas triterpénicas (Picciarelli y Alpi, 1987, p.85). Sin
embargo, la caracterizacion de los grupos quimicos de este género no es comin en

investigaciones cientificas, pues la mayoria ha centrado su estudio en otros metabolitos.

El reactivo de Borntrager permite identificar la presencia de quinonas, en el caso de Tropaeolum
majus en hojas y en flores este metabolito secundario esta ausente. Sin embargo, investigaciones
previas realizadas en el extracto etandlico de las hojas (Cabezas 2004h, p.54); se reportd la
presencia de quinonas, concordando con Inostroza et al. (2015b, p.86) para la especie Tropaeolum
tuberosum (mashua), que indica la presencia de pequefias cantidades de quinonas en el extracto
etanodlico de los tubérculos de dicha planta. Al no coincidir los resultados de la presente
investigacion con los expuestos previamente en la bibliografia, se recomienda realizar mas
exploraciones en este aspecto con otros tipos de ensayos como: la o-fenilendiamina, reduccion
con bidéxido de azufre, ensayo de Beilstein, acetilacion, metilacién, etc., aunque las causas del
diferimiento pueden deberse al lugar de recoleccion que como ya se menciond previamente;
poseen distintas caracteristicas climatolégicas y de superficie, ademas que T. tuberosum se
recolecto en el Perl en el distrito de Pazos a una altitud de 3840 msnm, una diferencia de 1340

m con el cantdn Ambato lugar de recoleccién de T. majus.

Para la prueba de Antocianidina, el resultado fue positivo tanto en hojas como en flores
coincidiendo con lo presentado por Cabezas (2004j, p.54), mientras que Inostroza et al. (2015d, p.86)

identifico la presencia del metabolito en los tubérculos de Tropaeolum tuberosum.
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Para los ensayos de espuma, ninhidrina, mucilagos y principios amargos los resultados fueron
negativos tanto para hojas y flores de la especie vegetal lo que concuerda con la tesis presentada
por Cabezas (2004k, p.54), no se encontraron mas referencias bibliogréaficas sobre estos ensayos

para especies del género Tropaeolum.

3.3.- Pardmetros de calidad del extracto

Tabla 4-3. Parametros de calidad del extracto de hojas y flores de Tropaeolum majus.

Parametro Hojas Flores
Aspecto Opalescente Transparente
Requisitos Color Café oscuro Anaranjado
organolépticos Olor Alcohdlico, ligeramente picante | Alcohélico

Sabor

Amargo, ligeramente

astringente

Amargo, ligeramente astringente

Densidad relativa 0,93 £ 0,002 0,90 + 0,005
Indice de refraccion 1,365 1,364

pH 6,12 5,64
Solidos totales 1,52 £ 0,06 0,92 + 0,05

Realizado por: Ricardo Marquez, 2018

En la tabla 4-3, se observa las caracteristicas organolépticas del extracto hidroalcohélico. Los
resultados fueron atribuidos a las particularidades propias de las hojas y flores de la especie,
ademas del solvente usado.

Los resultados obtenidos del extracto de hojas de la planta se asemejan mucho a los valores
presentados por Cabezas (20041, p.54), sin embargo para las flores no se encontré referencias para

compararlas.

La densidad relativa del extracto hidroalcohdlico de hojas y flores fue de 0,93 y 0,90
respectivamente; valor mayor al del solvente usado (etanol al 70%) que es de 0,68, este valor
indica la presencia de metabolitos disueltos en el solvente, que podrian ser capaces de

interrelacionarse de forma quimica.

El indice de refraccion tuvo una variacion insignificante entre las partes analizadas, siendo de
1,365 para hojas y 1,364 para flores, valores mayores que el indice de refraccion del agua que es
de 1, lo que confirma la existencia de sustancias o solidos (azucares) solubles en el extracto,
cabe sefialar que la Farmacopea Argentina (2013, p.164) indica que, el indice de refraccion de

drogas vegetales debe estar en un rango de 1,3y 1,7.

46



La cantidad de solidos totales fue de 1,52 + 0,06 para hojas y 0,92 + 0,05 para flores, esto
permite estimar el contenido de materia disuelta y suspendida presente en cada extracto
hidroalcohdlico.

El pH fue de 6,12 y 5,64 para los extractos hidroalcohdlicos de hojas y flores respectivamente,
lo que indica que ambos extractos son ligeramente A&cidos, esto podria deberse a las
caracteristicas acidas débiles de los metabolitos extraidos (flavonoides, fenoles, taninos, entre

otros) por el solvente (Dehesa, 2011 p: 142-143).
3.4.- Cuantificacion de Fenoles Totales

La cuantificacion de fenoles, fue realizada por el método de Folin—Ciocalteu, basada en una
medicion espectrofotométrica, para esto fue necesaria la realizacion de una curva de calibracion
de acido galico a concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm obteniéndose la siguiente
ecuacion de larecta A = 0,001 C + 0,0017 (R?* = 0,999).

La concentracion de fenoles totales expresada en mg Eq GAE/100 g de extracto liofilizado, fue
obtenida por la sustitucion del valor de la absorbancia medida espectrofotométricamente de una
solucion madre a 100 ppm (extracto liofilizado de hojas y flores), en la curva de calibracién

obtenida previamente.

Tabla 5-3. Cuantificacion de fenoles totales por espectrofotometria.

Muestra analizada Fenoles Totales
mg Eq GAE/g de Extracto Porcentaje (%0)
liofilizado
Hojas de Tropaeolum majus 11877,778+ 192,450 11,878+ 0,192
Flores de Tropaeolum majus 4438,889+ 96,225 4,439+ 0,096

Realizado por: Ricardo Marquez, 2018.

Los valores de la tabla 5-3 exponen los resultados de la cuantificacién de fenoles totales
obtenidos mediante el método de Folin—Ciocalteu para hojas y flores de Tropaeolum majus.
Investigaciones previas sefialan que se realiz6 la cuantificacion de fenoles, a pétalos de
Tropaeolum majus de tres colores diferentes, en el cual se recalca el valor obtenido en las flores
de color amarillo con 0,44202 + 0,00509 mg Eq GAE/mg de muestra (Lino et al. 2015a, p.323).
Garzon & Wrolstad (2009a, p.44) indican que, en las flores naranjas de capuchina recolectadas en
Colombia, la cantidad de fenoles totales fue de 406 mg GAE/100 g Flores. Ambos valores se
asemejan al obtenido en el presente trabajo. Sin embargo, se debe considerar, que se presentan
en unidades de medida distintas y no se conoce con detalle el tratamiento ni la seleccién de la

especie vegetal.
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Bazylko et al. (2014d, p.22) reportaron en el extracto hidroalcoholico liofilizado de una mezcla de
hojas y flores (relacion 7:3) una cantidad de fenoles totales de 0,0356 + 0,0036 mg Eq GAE/mg
de muestra, este valor difiere significativamente con el valor obtenido en la presente
investigacion. Debido a que no se encontraron otros estudios de cuantificacion de fenoles

exclusivamente de hojas, no se pudo realizar un analisis mas profundo.
3.5.- Cuantificacion de flavonoides totales

La cuantificacién de flavonoides totales se realiz6 espectrofotométricamente mediante el
método de tricloruro de aluminio, para lo cual se elabor6 una curva de calibracion con estandar
de quercetina a diferentes concentraciones 20, 40, 60, 80 y 100 ppm y se empleé la siguiente
ecuacion de larecta A = 0,0014C + 0,0144 (R* = 0,9990).

Para obtener la concentracion de flavonoides totales en el extracto liofilizado se sustituyé el
valor de la absorbancia obtenida espectrofotométricamente a 300ppm (extracto liofilizado de
hojas) y 600 ppm (extracto liofilizado de flores), los cuales fueron expresados en mg Eq Q/100g
de extracto liofilizado y en porcentaje.

Tabla 6-3. Cuantificacion de flavonoides por espectrofotometria.

Muestra a analizar Flavonoides Totales
mg Eq Q/g Extracto Porcentaje (%0)
liofilizado
Hojas de Tropaeolum majus 16817,714+ 94,026 16,821 +0,094
Flores de Tropaeolum majus 14418,286+ 188,051 14,418 +0,188

Realizado por: Ricardo Méarquez, 2018.

En la tabla 6-3 se presentan los valores obtenidos en la cuantificacion de flavonoides presentes
tanto en hojas como en flores de Tropaeolum majus, el porcentaje obtenido es similar para las
dos partes de la planta. Bazylko et al. (2014e, p.22), reporta que, el contenido de flavonoides en un
extracto hidroalcohdlico de hojas y flores en relacion 7:3 de capuchina fue de 26,0 £ 0,6 mg/g.
En la investigacion de Bazylko et al., se realiz6 la cuantificacion de una mezcla de hojas y
flores, y no se evaluo el contenido de cada parte de la planta, por lo que no se puede realizar una

comparacion objetiva.

Cabezas (2004m, p.58), indicO que la absorbancia de las hojas medidas espectrofotométricamente
a una A de 510 nm fue de 0,3253, mientras que para T. majus fue de 0,0375. Sin embargo,
Cabezas no detalla las concentraciones a las que se realizd la curva de calibracion, otro factor

influyente en la diferencia de valores, podria deberse a la época de recoleccion; Cabezas realizo
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su recoleccion en junio, siendo la estacion seca en la Sierra; y para el presente estudio, la
recoleccion se realizd en octubre que es el inicio de la estacién lluviosa. Por lo que se podria
sefialar que existe mayor cantidad de flavonoides en presencia de mayor radiacion U.V, ya que
los compuestos fendlicos ante mayor incidencia solar intentan proteger a la planta. Los
responsables de la radioproteccion son los flavan-3-oles, pertenecientes a la familia de los

flavonoides, metabolitos presentes en una gran cantidad de plantas (Castillo Sanchez & Benavente-
Garcia 2009, p. 26).

En cuanto a las flores Lino et al. (2015b, p.323), sefialaron que el contenido de flavonoides en los
pétalos de flores amarillas es de 0,0867 mg Eq Q/100 g de muestra. Aungue el método
empleado es el mismo, detalles como las concentraciones de la curva de calibracion no fueron
reveladas, por lo que podria ser posiblemente una de las razones por las cuales la diferencia
entre ambos resultados es tan notoria, ademas que el lugar de recoleccion del material empleado

por Lino et al. es Perd.
3.6.- Ensayo de Actividad Antioxidante

Para evaluar la actividad antioxidante de hojas y flores de Tropaeolum majus, se utilizd el
método de DPPH'. Método que se basa en la reduccién de DPPH™ a DPPH, por la aceptacion de
un a&tomo de hidrégeno (H); que es donado por la molécula antioxidante, con el consiguiente
cambio de color de purpura a amarillo junto con la disminucion de la absorbancia a 515 nm

(Mishra et al., 2012c: p. 1041). Se calculd las concentraciones I1Cs utilizando el programa BLeSq.

Tabla 7-3. Resultados del ICx,.

Tipo de muestra | Resultado de IC 5, Rango
HOJAS 501,69 pg/ml 354,55 - 723,87 pg/ml
FLORES 11119,35 pg/ml 6985,69 - 18701,46 ug/ml

Realizado por: Ricardo Méarquez, 2018.

Cuvelier & Berset (1995¢) y Anthony & Saleh (2013), sefialan que mientras menor sea el 1Cs, de
una muestra, mayor sera su capacidad antioxidante. Por lo tanto, segun la tabla 7-3 las hojas de
Tropaeolum majus poseen mayor actividad que las flores, ademas que se observa un mayor
rango en estas Ultimas, por lo que se puede decir que las flores poseen poca capacidad

antioxidante.

La actividad antioxidante de un compuesto se basa principalmente en su capacidad de eliminar

la formacion de radicales libres, a través de la donacion de a&tomos de hidrégeno o de electrones
(Shem-Tov et al., 2012, p.303).
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El alto potencial antioxidante de los compuestos de tipo fendlico, se debe a la presencia de
sustituyentes donadores de electrones en la estructura ciclica, asi como la cantidad y la
disposicion de los grupos hidroxilo (Bajalan et al., 2016, p.258). Las hojas de T. majus presentan una
mayor cantidad de fenoles y flavonoides respecto al resto de partes de la planta, lo que explica
gue posea, mayor actividad antioxidante que las flores.

Bazylko et al. (2013, p.92), al realizar la evaluacion del potencial antioxidante de los extractos
acuoso e hidroalcohdlico, llegaron a la conclusion de que la actividad de eliminacion de DPPH
de los extractos probados fue insignificante (entre 25% y 37% a una concentracion de 500
g/ml). Sin embargo, los extractos mostraron una fuerte actividad antioxidante en experimentos

ex vivo en neutréfilos humanos.

En una investigacion similar de Bazylko et al. (2014, p.22), la actividad de barrido de DPPH de
los extractos probados fue baja, a una concentracion de 100 g / ml fue de 24.1 + 0.7 para el
extracto acuoso y 37.5 £ 2.4 para el extracto hidroalcoh6lico. Mientras que en un ensayo
realizado por Garzon & Wrolstad (2009b, p.48) en flores naranjas de Tropaeolum majus la

actividad de barrido de radicales DPPH fue 91.87 um trolox eq / g Flores.

Como se puede apreciar de las investigaciones previas, es baja la capacidad antioxidante tanto
de hojas como de flores de capuchina en los ensayos in vitro, de varios tipos de extracto. Sin
embargo, los resultados difieren significativamente en ensayos ex vivo, en el cual el potencial se

considera superior.

3.7.- Ensayo de la Actividad Antiinflamatoria
Tabla 8-3. Porcentaje de inhibicion de la inflamacién de muestras de hojas y flores de

Tropaeolum majus a diferentes concentraciones.

Concentraciones utilizadas Inhibicion inflamatoria de hojas | Inhibicion inflamatoria de flores
(%) (%)
200 ppm 22,28 + 3,26 10,10 £5,34
400 ppm 34,83+ 2,25 18,36+ 1,48
600 ppm 42,63 + 1,59 2555+ 3,74
800 ppm 50,20 +1,88 32,25 +2,63
1000 ppm 52,98 +1,35 36,19 £2,41
ICso 835,04 1763,89
Rango 743,97 - 943,01 1436,83 - 2242,68

Realizado por: Ricardo Méarquez, 2018.
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Tabla 9-3. Porcentaje de inhibiciéon de la inflamacion de muestras de Aspirina a diferentes

concentraciones.

Concentraciones utilizadas Inhibicion inflamatoria (%6)
12,5 ppm 9,40+0,74
25 ppm 20,69 + 5,36
50 ppm 32,62+1,61
100 ppm 54,37 + 0,51
200 ppm 68,88 + 3,90

Realizado por: Ricardo Marquez, 2018.

En base a los resultados de la tabla 8-3 se observa que las hojas presentan mejores porcentajes

de inhibicion inflamatoria que las flores para cada una de las concentraciones evaluadas.

No se compar6 los resultados de hojas y flores con las soluciones de aspirina, debido a que al
preparar soluciones de aspirina a mas de 200 ppm, estas perdieron actividad y presentaban
valores incongruentes. ElI mejor resultado de porcentaje de inhibicion inflamatoria de la aspirina
fue a 200 ppm, mientras que un porcentaje de inhibicidn aceptable de hojas y flores de T. majus

se obtuvo a una concentracion de 1000 ppm.

Bazylko et al. (2013, pp.92-94) evallo la actividad antiinflamatoria de una mezcla de hojas y flores
de Capuchina por dos métodos. EI primero por la determinacion de la actividad inhibitoria sobre
la hialuronidasa y el segundo la determinacion de la inhibicién de la actividad de la
ciclooxigenasa 1. Los extractos acuoso e hidroalcohdlico, no mostraron actividad inhibidora
sobre la hialuronidasa, pero curiosamente, se encontrd inhibicion de la actividad de la
ciclooxigenasa 1 por ambos extractos. Los extractos obtenidos de la hierba liofilizada inhibieron
con mayor fuerza la actividad de COX1 (entre el 29% y el 68%) a una concentracién de 50
ug/ml, y mostraron un efecto comparable al de la indometacina 2 uM (60,66 + 1,48%).

Los resultados obtenidos en el estudio de Bazylko (2013, pp.92-94) no difieren mucho de los que
se pueden observar en la tabla 8-3, ya que se encontrd un rango de inhibicién en las hojas de
22,28% a 52,98%, en un rango de concentraciones entre 200 y 1000 ppm, a pesar de ser

evaluado por otro método y separar las hojas de las flores.
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Gréfico 1-3. Porcentaje de inhibicion de la inflamacion obtenida de flores y hojas de

Tropaeolum majus a diferentes concentraciones frente a la aspirina.
Realizado por: Ricardo Méarquez, 2018.

Los datos obtenidos en el ensayo se evaluaron estadisticamente usando el programa SPSS. Se
realizé un andlisis previo de los resultados, sometiéndolos a pruebas de: balanceo, normalidad y

homocedasticidad de varianzas.

Los resultados obtenidos del porcentaje de inflamacion de los extractos de hojas y flores de
Tropaeolum majus, se sometieron a una prueba de normalidad. El valor obtenido de p=0,398 es
mayor a 0,05 por lo que se acept6 la hip6tesis nula (Ho: pl=p2=p3= p4) que dice que los datos
siguen una distribucion normal y se rechazé la hipdtesis alternativa (Ha= pl1#u2#u3+# pd), que

expone que los datos no siguen una distribucion normal. (Anexo L)

En lo referente a la prueba de homocedasticidad de varianzas, el valor de p=0,595 nos indica

que no podemos rechazar la hipétesis nula (p mayor a 0,05).

H,:0f =0; =---=0}
H, :al menosuna varianzadifiere

Y concluimos que se cumple el supuesto de homocedasticidad. (Anexo M)

Una vez analizados estos requisitos se realizd una prueba de ANOVA para determinar la
similitud en las medias de los datos obtenidos para los extractos de hojas y flores, se plantearon

las siguientes hipotesis:
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Ho iy =t == 14
H, : al menosdosmediasnosoniguales.

El valor de p=0,000, nos lleva a rechazar la hipétesis nula (p menor a 0,05); por lo que las
medias son distintas, al tratarse de dos grupos y no de tres no se puede realizar una prueba post
hoc. Sin embargo, en la generaciéon del gréfico se puede observar que estadisticamente el
porcentaje de inflamacion del extracto de hojas es 1,68 veces mayor que el extracto de flores.
(Anexo N).
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Grafico 2-3. Media de porcentaje de inhibicion de la inflamacidn obtenida de flores y hojas de

Tropaeolum majus.
Realizado por: Ricardo Méarquez, 2018.

Se comparé ademas el porcentaje de inflamacién de los extracto de hojas, flores y acido
acetilsalicilico para determinar si existe diferencias significativas entre los mismos. Previamente
se realiz6 el andlisis de balance, normalidad y homocedasticidad de varianzas siguiendo el

mismo proceso.

Para la prueba de normalidad, los valores obtenidos fueron de p=0,165 para hojas, p=0,467 para

flores y p=0,999 para aspirina, los tres son mayores a 0,05 (nivel de confianza) se acept6 la
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hipétesis nula (Ho: pl=p2=p3= p4) que dice que los datos siguen una distribucion normal en
cada caso y se rechazo la hipdtesis alternativa (Ha= pl#u2#u3# u4), que expone que los datos

no siguen una distribucion normal. (Anexo L)

En lo que tiene g ver con la prueba de homocedasticidad de varianzas, el valor de p=0,137, nos
indica que no podemos rechazar la hip6tesis nula (p mayor a 0,05).

H,:00=0,==0}
H, :al menosuna varianzadifiere

Y concluimos que se cumple el supuesto de homocedasticidad. (Anexo M)

Una vez analizados estos tres requisitos se realiz6 una prueba de ANOVA para determinar la

similitud en las medias de los datos obtenidos, se plantearon las siguientes hipotesis:

Ho iy =t == 14
H, : al menosdosmediasnosoniguales.

Por el valor de p=0,000, se rechaz6 la hip6tesis nula (p menor a 0,05). Por lo que se concluye
gue las medias son distintas, entonces la pregunta siguiente es: ¢cuales medias difieren?, para
responderla se realizd un Test post hoc de Tukey en el que se concluyd que son
significativamente diferente los tres grupos evaluados: el porcentaje de inflamacion de flores,

hojas y aspirinas, siendo mejor el del grupo del acido acetilsalicilico. (Anexo N), (Anexo O)
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Gréfico 3-3. Media de porcentaje de inhibicion de la inflamacion obtenida de flores y hojas de
Tropaeolum majus, comparada con Aspirina a 200 ppm

Realizado por: Ricardo Marquez, 2018.
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CONCLUSIONES

Se recolectd la cantidad suficiente de hojas y flores de Tropaeolum majus, tomando en cuenta la
localizacion, las condiciones geograficas y climaticas del lugar, para evaluar y discutir los
resultados de forma apropiada, ya que son un factor influyente en la presencia o ausencia de
metabolitos secundarios en la planta.

Al realizar el tamizaje fitoquimico, los principales metabolitos secundarios que se hallaron
fueron: triterpenos y/o esteroides, compuestos fendlicos, taninos y flavonoides, ademas se

encontraron pequefias cantidades de alcaloides.

La liofilizacion tanto de hojas como de flores, sirvié para concentrar los metabolitos

secundarios, y asi determinar su cantidad espectrofotométricamente.

Se cuantificaron tanto flavonoides como fenoles totales, se encontré una mayor cantidad de
flavonoides que fenoles, presentando valores de 16817,714 mg Eq Q/g Extracto de Hojas y
14418,286 mg Eq Q/g Extracto de Flores para flavonoides y de 11877,778 mg Eq GAE/g de
Extracto de Hojas y 4438,889 mg Eq GAE/g de Extracto de Flores para fenoles.

La capacidad antioxidante de flores y hojas de Tropaeolum majus, se evalud por el ensayo de
captacion de radical DPPH’, encontrandose que las hojas tienen mayor actividad captadora de
radicales libres que las flores, con valores de ICs, de 501,69 pg/ml para hojas, y 11119,35 pg/ml

para flores.

La capacidad inflamatoria de hojas y flores de Tropaeolum majus se expresé a través del I1Csg, ¥
se hallé que el extracto liofilizado de hojas tiene mayor actividad que el extracto de flores, con
valores de 835,04 ug/ml para hojas y 1763,89 pg/ml para flores, considerando a éstas Ultimas

menos activas por las posibles interaccion de varios metabolitos secundarios.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda aislar los compuestos presentes en cada parte de la planta, ya que en la mayoria
de ensayos realizados hasta ahora se han usado mezclas de hojas y flores y no se han tratado de
manera individualizada, descubrir por medio de técnicas cromatograficas y RMN acoplada con
espectrometria de masas, las estructuras basicas que determinan la actividad antiinflamatoria a

concentraciones altas.

En estudios previos, se ha determinado que la actividad ex vivo puede presentar mejores
resultados que la actividad in vitro, por lo que seria recomendable realizar este tipo de ensayos
con esta especie de crecimiento en la regién andina y que no ha sido muy estudiada para
comparar su rendimiento con estudios de plantas del mismo género recolectadas en otras partes

del mundo.

Tropaeolum majus es una especie vegetal que ha sido objeto de diversos estudios en los cuales
se han descubierto algunas actividades ya sea en mayor o menor medida tales como:
antiinflamatorias, antimicrobianas, anticancerosas, cardioprotectoras, neuroprotectoras,
antidiabéticas, antialérgicas y antiasmaticas, que aun se estdn indagando para conocer su
verdadera dimensién y si pueden ser un aporte importante para la sociedad. Sin embargo, en la
actualidad se han hallado nuevas propiedades que deben ser estudiadas a profundidad; ya que
abren la posibilidad de tratar una patologia tan grave como el céncer, el descubrimiento del
isotiocianato de bencilo (BITC) en la capuchina debe investigarse para conocer su efecto en el

organismo humano y su posible uso para tratar el cancer.
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ANEXOS
Anexo A: Localizacidn, y proceso de secado de hojas y flores de Tropaeolum majus.

Gréfico 1A Lugar de Recoleccion
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Gréfico 2A Secado de hojas y flores de Tropaeolum majus.

Anexo B. Hojas y flores secas de Tropaeolum majus obtenidas de los extractos.

Gréfico 1B Extracto Etéreo




Gréfico 2B Extracto alcohdlico.

Gréafico 3B Extracto acuoso.

Anexo C. Extractos de Hojas y Flores de Tropaeolum majus.

Gréfico 1C Extracto Etéreo




Gréfico 2C Extracto alcohdlico.

Gréfico 3C. Extracto acuoso.

Anexo D. Tamizaje Fitoquimico de las Hojas y Flores de Tropaeolum majus del Extracto
Etéreo.

Grafico 1D Hojas de Tropaeolum majus del Extracto Etéreo.




Gréfico 2D Flores de Tropaeolum majus del Extracto Etéreo.
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Gréfico 4D Flores de Tropaeolum majus del Extracto Alcohdlico.
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Gréfico 6D Flores de Tropaeolum majus del Extracto Acuoso.




Anexo E. Determinacion de la Humedad de Hojas y Flores de Tropaeolum majus.

Grafico 1E Muestras para la Determinacion de la Humedad

Grafico 2E Peso de las muestas de Humedad de Hojas y Flores de Tropaeolum majus.




Anexo F. Determinacion de Cenizas Totales, Solubles e Insolubles

Gréfico F1 Calcinacion de Muestras de Hojas y Flores de Tropaeolum majus.




Anexo G. Extractos Hidroalcoholicos de Hojas y Flores de Tropaeolum majus.

Gréafico G1 Extractos Hidroalcohdlicos

Gréafico G2 Determinacion de la Densidad Relativa de los Extractos Hidroalcoholicos




Anexo H. Liofilizacion de los Extractos Hidroalcohdlicos.

Gréafico H1 Proceso de Liofilizado

Grafico H2 Extracto Hidroalcohdlico de Flores de Tropaeolum majus Liofilizado.




Anexo |. Soluciones de Hojas y Flores de Tropaeolum majus para determinacion de Fenoles y
Flavonoides.

Gréfico 11 Soluciones Madres

Grafico 21 Curva de calibracién de acido galico utilizada para la cuantificacion de fenoles
totales
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Gréfico 3l Curva de calibracién de quercetina utilizada para la cuantificacion de flavonoides.
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Anexo J. Determinacién de Capacidad Antioxidante de Hojas y Flores de Tropaeolum majus
para Gréfico 1J Soluciones Madres

Tabla 1J Captacion de DPPH % de Hojas de Tropaeolum majus

Concentraciones | Captacion de DPPH %
utilizadas (ppm) (hojas)

10 2,04
20 3,33
50 5,16
100 10,39
200 18,95
500 41,98

1000 83,22




Tabla 2J Captacion de DPPH % de Flores de Tropaeolum majus

Concentraciones Captacion de DPPH %
utilizadas (ppm) (flores)

10 1,63

20 2,24

50 3,13

100 3,53

200 5,84

500 12,98

1000 24,86

Anexo K. Ensayo de la Actividad Antiinflamatoria de Tropaeolum majus.

Grafico 1K Muestras de Hojas y Flores de Tropaeolum majus y Aspirina a diferentes
concentraciones




Gréfico 2K Muestras previo a la Incubacion
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Gréfico 3K Muestras posterior a la Incubacién




Anexo L. Pruebas de Normalidad para los datos obtenidos de hojas, flores de Tropaeolum
majus y Acido Acetilsalicilico.

Gréfico 1L Prueba de Normalidad de hojas y flores de Tropaeolum majus.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnoy? Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico al Sig.
COMPILATORIO 080 30 ,2[][]' 64 a0 388
* Esto es un limite inferior de 1a significacidn verdadera.
a. Correccidn de significacidn de Lilliefors
Gréfico 2L Prueba de Normalidad de hojas, flores de Tropaeolum majus y Aspirina
Pruebas de normalidad
Kalmogorov-Smirnoy? Shapiro-Willk
resumen | Estadistico al Sia. Estadistico al Sia.
Compilatorio Hojas J166 15 ,2[][]' 16 15 V165
Flores A87 16 ,2[][]' 846 16 46T
Aspirina ATA 3 . 1,000 3 Rzl

* Esto es un limite inferior de la significacidn verdadera.
a. Correccidn de significacidn de Lilliefors

Anexo M. Prueba de Homogeneidad de Varianzas de los datos

Gréafico 1M. Prueba de Homogeneidad de Varianzas de hojas y flores de Tropaeolum majus.

Pruebha de homogeneidad de varianzas

cOMPILATORIO
Estadistico
de Levene all al2 Sig.
2849 1 28 J5E5

Gréafico 2M. Prueba de Homogeneidad de Varianzas de hojas, flores de Tropaeolum majus y

Aspirina.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Compilatorio

Estadistico
de Levene al ql2 Sig.

2,126 137

[
Lad
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Anexo N. Prueba de ANOVA de los datos.

Grafico 1N. Prueba de ANOVA de hojas y flores de Tropaeolum majus.

ANOVA
cOMPILATORIO
Sumade Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 204022 1 204022 17,088 000
Dentro de grupos 3343120 28 119,397
Total 5383345 28

Grafico 2N. Prueba de Homogeneidad de Varianzas de hojas, flores de Tropaeolum majus y

Aspirina.
ANOVA

Compilatorio

Suma de Media

cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 5681,602 2 2840,801 25,263 000
Dentro de grupos 3373462 30 112,449
Total 49055,064 3z

Anexo O. Prueba Post Hoc (TUKEY) para hojas, flores de Tropaeolum majus y Aspirina.

Grafico 10 Descriptivos de la Prueba Tukey.

Descriptivos
Compilatario
95% del intervalo de confianza
para la media
Desviacidn Error . Limite

M Media estandar estandar Limite inferior superior Minimao Maxirmo
Haojas 15 | 40,5833 11,65779 3,01003 341275 47,0382 18,87 54,35
Flores 15 | 24,0900 10,14348 261904 18,4727 28,7073 575 38,45
Aspirina 3 | 6B,BTAET 3,858500 2,24878 58,2009 78,5524 64,58 7277
Total 33 | 356585 16,82173 292829 29,6938 41,6232 5,75 72,77




Gréafico 20 Comparaciones multiples entre los grupos.

Comparaciones miltiples

Variable dependiente: Compilatorio
Intervalo de confianza al 95%
Diferencia de Error Limite
(I Resurnen  (J) Resumen medias (-J) estandar Sig. Limite inferior superior
HSD Tukey  Hojas Flores 16,49333‘ 387210 001 6,9476 26,0391
Aspirina -28,29333‘ G,70G68 001 -44 8271 -11,75986
Flores Hojas -16,49333‘ 387210 001 -26,0391 -6,9476
Aspirina -44, 78667 670668 ,aon -61,3204 -28,2528
Aspirina Hojas 28,29333‘ 6,70668 001 11,7596 44 83271
Flores 44,?866?‘ 6,70668 oo 28,2529 61,3204
* La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05,
Gréfico 30 Subconjuntos Homogéneos
Compilatorio
Subconjunto para alfa=0.05
Resumen N 1 2 3
HSD Tukey™®  Flores 15 | 24,0800
Hojas 15 40,5833
Aspirina 3 63,8767
Sig. 1,000 1,000 1,000
Tukey B*® Flores 15 | 24,0800
Hojas 15 40,5833
Aspirina 3 63,8767

Sevisualizan las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = §,428.

b. Los tamafios de grupo no son iguales. Se utiliza 1a media armdnica de
los tamafios de grupo. Los niveles de error de tipo | no estan

garantizados.




Gréfico 40 Gréfico de Medias
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