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RESUMEN

La presente investigacion tiene como objetivo principal evaluar la actividad antiinflamatoria y
citotoxica in vitro del extracto hidroalcohdlico de Roupala ferruginea Kunth, para lo cual se
siguio una metodologia estandarizada. El estudio de fenoles totales se llevd a cabo mediante el
método colorimétrico de Folin — Ciocalteu, elaborando previamente una curva de calibracion con
soluciones estandares de acido galico a diferentes concentraciones (20, 40,60, 80 y 100 ppm). El
contenido de fenoles fue de 856.71 £13.38mg GAE/g de planta, el cual es un valor considerable
gue podria estar relacionado con la actividad antiinflamatoria. Los flavonoides totales del extracto
liofilizado representan el 18.77%=0.12; siendo una cantidad apreciable de flavonoides presentes
en la planta. Los extractos presentaron capacidad captadora de radicales libres con una ICso de
190.33 pg/mL. Una vez obtenido el extracto hidroalcoholico liofilizado, se analizo la reduccion
de la sal de tetrazolio (WST-1) a formazan por espectrofotometria para evidenciar las actividades
antiinflamatoria y citotoxica. La actividad citotoxica permitié conocer la viabilidad celular del
extracto a diferentes concentraciones, presentando valores de 52.24% a la minima concentracion
(12.5 ppm) y 84.96% a la maxima concentracion (200 ppm). Sin embargo, en comparacién con
el acido acetilsalicilico presenta menor viabilidad celular (mayor citotoxicidad), ya que la
viabilidad celular del acido acetilsalicilico oscila entre 40,93-99.45%. Se recomienda a futuros
tesistas evaluar la actividad antioxidante de R. ferruginea por métodos diferentes al de captacion

de DPPH, ya que presenta un alto contenido de flavonoides y fenoles.

Palabras Claves: <BIOQUIMICA>, <FARMACIA>, <ANTIOXIDANTE>, <Roupala
ferruginea Kunth>, <CITOTOXICA>, < ANTIINFLAMATORIA>, < FLAVONOIDES>.
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SUMMARY

The objective of the present research was to evaluate the in vitro anti-inflammatory and cytotoxic
activity of the hydroalcoholic extract of Roupala ferruginea Kunth; for which a standardized
methodology was achieved. The study of total phenols was carried out using the Folin- Ciocalteu
colorimetric method, previously preparing a calibration curve with standard solutions of gallic
acid at different concentrations ( 20,40,60,80 and 100ppm). The content of phenols was 856. 71
+13.38mg GAE/g of plant (Gallic acid standard), which is a considertable value that could be
related to the anti-inflamatory activity. The total flavonoids of the lyophilized extract represent
18.77%+0.12; being an apreciable quantity of flavonoids present in the plant. The extracts
presented free radical scavenging capacity with an 1Cso of 190.33 ug/mL. Once the lyophilized
hydroalcoholic extract was obtained, the reduction of the tetrazolium salt (WST-1) to formazan
was analyzed by spectrophotometry to demonstrate the anti-inflammatory and cytotoxic
activities. The cytotoxic activity allowed to know the cell viability of the extract different
concentrations, presenting values of 52.24% at the minimum concentration (12.5 ppm) and
84.96% at the maximum concentration (200 ppm). However, in comparison with acetylsalicylic
acid it has lower cell viability (greater cytotoxicity), since the cell viability of acetylsalicylic acid
ranges from 40.93-99.45%. It is recommended to future thesis students to evaluate the antioxidant
activity of Roupala ferruginea by different methods than the capture of DPPH, since it presents a

high content of flavonoids and phenols.

KEY WORDS: <BIOCHEMISTRY>, <PHARMACY>, <ANTIOXIDANT>, <Roupala
ferruginea Kunth>, <CYTOTOXY>, < ANTI-INFLAMMATORY>, < FLAVONOIDS>.
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INTRODUCCION

La abundante biodiversidad de los diferentes especimenes boténicos en los ultimos afios ha sido
de gran importancia por sus multiples propiedades terapéuticas que ha despertado la curiosidad

del mundo cientifico, el cual busca nuevos conocimientos en la medicina popular.

El Ecuador es un pais multidiverso dado que posee una gran cantidad de flora y fauna en sus tres
regiones lo que ha conllevado a que el 80% de la poblacion ecuatoriana utiliza medicinas basadas
en plantas para mantener un buen estado de salud, esta tendencia crece dia a dia debido,
principalmente, al dificil acceso de la poblacion a una atencion médica y medicamentosa general
en hospitales publicos, causado por la grave crisis de salud del pais asi como también por la
reduccidn del gasto publico en esta area (Bullon, 2014, p. 67), Sin embargo, existen miles de especies
vegetales que carecen de un estudio determinante para poder ser utilizadas como principios

activos para una determinada actividad terapéutica.

En la basqueda de medicinas alternativas se ha obtenido valiosos resultados y con menores efectos
colaterales en relacion a la medicina convencional, y que de ser posible, convertirlo en una
herramienta Gtil para la salud y para mejorar las condiciones socioeconémicas de las
comunidades donde se desarrollen, utilicen y comercialicen este tipo de plantas (Montealegre, 2013, p.

23).

La investigacién de productos derivados de la naturaleza ecuatoriana permitira en el mediano y
largo plazo disminuir la importacién de medicamentos y promovera la autosuficiencia del pais
cuando se los desarrolle como fitofarmacos, convirtiéndose en una alternativa que garantizaria el
buen vivir de la poblacién. Este hecho se puede sustentar en base a que las plantas medicinales y
sus derivados, constituyen al menos el 25 % de los farmacos actuales y el 50 % que son de origen
sintético estan estrechamente relacionados los principios activos aislados de plantas (Moya, 2017, p.
36).

Actualmente, en el mercado existen medicamentos capaces de combatir el proceso inflamatorio
y posibles efectos colaterales. Sin embargo, estos pueden ocasionar la aparicién de otros efectos
adversos ligados a la administracion de los mismos, una de las mas comunes son los dafios

ocasionados a la mucosa gastrica como lesiones, irritacion y ulceraciones.

El estudio de plantas medicinales continla siendo importante como precursor de nuevos activos
para ser utilizados por la industria farmacéutica. Un sin ndmero de plantas originarias de
Latinoamérica ha dado origen a compuestos y posteriormente medicamentos para tratar diversas
enfermedades, sustancias como la quinina utilizada para tratar el paludismo y 19 muchas otras
plantas que estan siendo investigadas actualmente para tratar enfermedades graves como el cancer
o el SIDA.



El estudio de la actividad antiinflamatoria de plantas medicinales ha mostrado gran interés
cientifico en el area de la farmacologia, ya que ciertos compuestos fitoquimicos presentan una
elevada capacidad de interferir en el desarrollo de enfermedades, asociadas a procesos
inflamatorios con un importante reduccion de lesiones a nivel gastrico (Bulién, 2014, p. 12). Algunos
metabolitos secundarios de plantas tales como alcaloides, fenoles, taninos, glucésidos,
terpenoides, saponinas, flavonoides y esteroides han sido implicados en su capacidad para inhibir
la formacion de moléculas de sefializacion pro-inflamatorias tales como prostaglandinas y

leucotrienos.

En esta investigacién se plantea realizar un estudio sobre la Evaluacion de la actividad anti-
inflamatoria y citotdxica in vitro del extracto hidroalcohdlico de la planta Roupala ferruginea

Kunth, para lo cual se ha desarrollo del estudio se ha dividido en cuatro capitulos.

Capitulo I, en donde se establece el marco tedrico se desarrolla las definiciones de las variables
de acuerdo al tema de investigacién sobre la actividad antiinflamatoria y citotdxica in vitro del

extracto hidroalcohdlico.

Capitulo 11, se desarrolla los diferentes ensayos de acuerdo a los objetivos que fueron planteados

dentro del proceso investigativo.

Capitulo 11, en este capitulo se desarrolla los resultados obtenidos de acuerdo a los experimentos

realizados mediante los paradigmas realizados con el tema de investigacion.

Como proceso final se establece las conclusiones y recomendaciones de acuerdo a los objetivos
especificos planteados en el desarrollo de la investigacion, con el fin de conocer cuales fueron los

resultados pertinentes.



ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

La existencia de nuevas alternativas farmacoldgicas ha permitido el desarrollo de estudios sobre
las plantas a través del uso etnobotanico y particularmente de sus metabolitos secundarios, los
cuales representan un alto potencial antiinflamatorio, ya que el mismo permite encontrar nuevos
compuestos de elevada eficacia y seguridad en el tratamiento de enfermedades que cursan con un
proceso inflamatorio. Las plantas medicinales son consideradas como una de las formas mas

antiguas de tratamiento de dolencias (Borrero, 2016, p. 32).

Existen muchos ejemplos que demuestran con evidencia experimental, el papel de estos
metabolitos en el efecto antiinflamatorio y citotoxico, comprobado en diferentes especies de

plantas medicinales (Arango, 2015, p. 23).

La finalidad de esta investigacién servira como una base s6lida para una posible aplicacién en
formulaciones magistrales o farmacéuticas, con el propdésito de innovar y mejorar la produccion
de medicamentos de origen natural y a su vez mejorar la calidad de vida de los consumidores, ya
que son los principales beneficiados al reducir o eliminar los efectos adversos que puedan
generarse por su ingesta. Ademas, de producir un impacto econémico positivo en los agricultores
que se dedican a cultivar este tipo de plantas, ya que seran los principales proveedores de la

materia prima para la industria farmacéutica.



JUSTIFICACION

El Ecuador es un pais con una gran Biodiversidad tanto de Flora y Fauna, en especial por contar
con una gran cantidad de especies de plantas por lo que lo hace un pais muy rico en cultura y
biodiversidad, estas plantas tanto en la antigliedad como en la actualidad son utilizadas en el area
de la curacion, medicina para curar enfermedades, dolencias, heridas etc. Las condiciones calidas
y hiimedas de la selva tropical durante todo el afio proporcionan condiciones 6ptimas para las

plantas (Harling, 2013, p. 76).

Con el uso de plantas medicinales se quiere disminuir el uso irracional de medicamentos
convencionales que en muchos de los casos provocan gran cantidad de efectos adversos,
provocando otro cuadro clinico mas crénico y enfermedades adyacentes y en algunos casos la

muerte.

El uso racional de plantas medicinales va encaminado a beneficiar y a mejorar a la poblacion y
mas para aquellos que se han visto afectados por el uso de medicina convencional como los
AINES, al mismo tiempo se aprovecha los recursos naturales del Ecuador, promoviendo la cultura
y la educacion de conocimientos a la poblacion sobre el cuidado de las plantas, incentivando a un

mayor uso y evitando la extincién de diversas especies ( Hemamdez y Gally , 2013).

Cabe sefialar que la planta Roupala ferruginea Kunth, se encuentra en la region Andina del

Ecuador, provincia de Loja es facilmente encontrada e identificada.

Con esta investigacion se quiere dar un aporte a la ciencia, y a la medicina para fortalecer el uso
racional de las plantas medicinales propias del Ecuador e incentivar el desarrollo y la
investigacion de nuevos establecimientos, y empresas que puedan dedicarse a la fabricacion de

medicamentos en base a plantas medicinales con una actividad terapéutica.



OBJETIVOS

GENERAL

Evaluar la actividad antiinflamatoria y citotdxica in vitro del extracto hidroalcohdlico de Roupala

ferruginea Kunth.

ESPECIFICOS

1. Definir la cantidad relativa de flavonoides totales y fenoles que se encuentren presentes
en el extracto hidroalcohodlico de Roupala ferruginea Kunth, mediante métodos
colorimétricos.

2. Reconocer cualitativamente los grupos fitoquimicos presentes en las hojas de R.
ferruginea mediante screening fitoquimico.

3. Valorar la capacidad de captacién de radicales libres en el extracto hidroalcohélico de R.
ferruginea mediante el ensayo de DPPH.

4. Determinar la actividad antiinflamatoria in vitro del extracto hidroalcohdlico de R.
ferruginea con aislamiento de neutrofilos.

5. Evaluar la actividad citotdxica in vitro del extracto hidroalcohélico de R. ferruginea en

neutréfilos aislados.



CAPITULO |

1.1.MARCO TEORICO

1.2 Plantas medicinales

Son plantas medicinales, todas aquellas que contienen en alguno de sus Grganos, principios
activos, los cuales, administrados en dosis suficientes, producen efectos curativos en las

enfermedades del ser humano (Perez, 2014, p. 18).

En la actualidad las plantas medicinales forman parte del recurso fundamental para la salud de la
poblacidn, sus origenes se remontan desde inicios de la existencia del ser humano, ya que su uso
se destinaba a las curaciones de enfermedades desde dolores de cabeza hasta la cicatrizacion de

heridas cutaneas.

Con el pasar de los afios estos métodos han ido evolucionando, ya que permitieron la generacion
de toda clase de medicamentos a través de la elaboracion de pastillas, tdnicos jarabes entre otros.
Los componentes establecidos en los estudios de las plantas medicinales, se basan en las
sustancias las cuales tiene una funcion farmacoldgica en el ser humano entre los compuestos mas

comunes se encuentran azucares y heterdsidos (Cubay Paz, 2011, pp. 34-89).

Los extractos de las plantas se han utilizado durante siglos y se siguen utilizando en la actualidad
como remedios tradicionales contra diferentes patologias que afectan a la salud. Los productos
naturales usados en la medicina folklorica tradicional, han sido la fuente de conocimientos para
la obtencién de muchas drogas, con una trascendental actividad bioldgica y farmacoldgica al

momento de ser utilizados como agentes terapéuticos (Jaimes, 2011, p. 39).

1.3 Historia de la investigacion botanica en el Ecuador

El Ecuador cuenta con una gran biodiversidad de plantas, las mismas que han permitido que los
ancestros generen un resultado a través de la historia, mediante la llegada de los Incas se genero
uno de los primeros estudios en cuanto a la utilizacion de las plantas como medicina (Ocegueda, 2013,

p. 96).



La variedad de culturas existentes genero la acumulacién del conocimiento sobre la diversidad el
ecosistema, a traves de esto se establecio el descubrimiento y el relato que ha hecho que la mayor
parte de los exploradores e investigadores cumplan con su objetivo como es el conocer la floray
la fauna y lo aportes que generan las mismas para la aplicacién de la medicina natural, y

desemperiar las necesidades (Morales y Paloma , 2014, p. 78).

Los conocimientos acumulados con el pasar del tiempo mediante las diversas culturas existentes
en el ecosistema ecuatoriano ha permitido el descubrimiento para lo cual el relato ha sido uno de

los objetivos para mucho de los exploradores e investigaciones en las distintas épocas.

A través del paso de los afios, los espafioles se desinteresaron por el estudio de las plantas por lo
cual decidieron proseguir varias misiones, entre las cuales se encuentran las mas importantes son
el descubrimiento del uso de las plantas medicinales, asi como las especies que se utilizan para la

agricultura (Ocegueda, 2013, p. 49).

En los ultimos afios se ha profundizado atin mas el estudio de las plantas, ya que el descubrimiento
de sus usos ha permitido la cura de varias enfermedades patdgenas para el ser humano, la
poblacién en general como las nuevas generaciones han permitido que las investigaciones se
lleven a cabo también mediante la experimentacion en los animales estableciendo de esta manera

el potencial uso que las plantas tienen como medicina.

1.4 Estudio etnobotanico en el Ecuador

La etnobotanica es aquella que permite el estudio entre las plantas y el hombre, lo cual ayuda a la
toma de decisiones desde la manera en que las personas que lo utilicen establezcan la influencia

ante el ambiente natural en las culturas que aprovechen los recursos (Fonnegra, 2015, p. 12).

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

en las culturas que aprovechan este recurso (Garcia, 2012, p. 67).

El Ecuador debido a su gran variedad biol6gica y cultural, es considerado un pais con gran
potencial en cuanto a la medicina tradicional, con lo cual es importante determinar algunos
aspectos como las formas en que se usa cada planta y los beneficios curativos que se adquiere a

partir éstas.

El uso de medicina tradicional, con base en el conocimiento etnoboténico es una practica llevada
a cabo desde épocas ancestrales y ha demostrado ser una de las mejores opciones en cuanto a

cuidados de la salud, particularmente en el &rea rural, que es donde més se lo practica, debido a



la limitada posibilidad econémica de estas regiones, donde en ocasiones no es facil tener acceso

a la medicina convencional (vega, 2016 , p. 78).

1.5 Uso de las plantas medicinales en el Ecuador

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

culturas mantienen, hace de las plantas medicinales poderosas herramientas de uso terapéutico
(Pérez, 2014, p. 45).

En el Ecuador el uso de plantas medicinales todavia se mantiene, debido a que la cultura de la
gente aun hace que mantengan confianza en éstas (Fernandez, 2012, p. 12). Generalmente, las plantas
medicinales y su uso son llevadas a cabo por personas “especializadas” como curanderos o

shamanes aunque en nuestros dias el uso en mercados de la ciudad aun se ve vigente.

A nivel de la zona andina del Ecuador se han descrito gran cantidad de plantas medicinales,

gracias a los estudios de herbolarios, colecciones botanicas y el conocimiento etnoboténico.

De alli se tienen datos de 432 especies medicinales de las cuales 273 corresponden a aquellas
plantas que se expenden en los mercados y 255 son plantas silvestres. Se ha determinado que las

plantas que pueden conseguirse en los mercados sirven para tratar 77 dolencias y las silvestres 74
(Arango, 2015, p. 78).

1.6 Uso de las plantas medicinales en el mundo

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

los procesos para su uso.

Actualmente, en el mercado mundial apenas el 20% de las plantas tienen 6 finalidades terapéuticas
siendo un aproximado de 10.000 plantas medicinales, la mayoria utilizadas de forma tradicional,

sin embargo, solo un pequefio porcentaje se utiliza en cantidades significativas ( Hernamdez & Gally,
2013, p. 21).

Los principales paises productores son paises en desarrollo de América, Africa y Asia y van

dirigidos al mercado de paises desarrollados como EEUU y Japon.



1.7 Género Roupala

El género Roupala fue establecido por Salisbury en el afio de 1989, basado en un ejemplar
recolectado en Guayana y descrito como hameliaefolia. En Colombia se conoce hasta ahora por
el registro de 7 especies de las cuales cuatro son comunes en Ecuador lo cual establece una

distribucion principalmente en el norte de Centroamérica (Gutierrez, 2015, p. 67).

El género Roupala consta de 20 especies distribuidas desde Costa Rica hasta el sur del Brasil. En
el Ecuador estan representadas 3-5 especies ampliamente distribuidas; en los bosques andinos se

han registrado 3 especies.

El género Roupala esta distribuido de manera general en la parte norte de Suramérica en las areas
como Venezuela, Colombia, Ecuador y explicitamente se lo encuentra en la selva amazénica de
Per( y Brasil. Existen estudios que determinan que también se lo encuentran en tierras bajas como
Bolivia. Esta planta se la registra distribuida en zonas montafiosas de las selvas amazonicas y las

cordilleras (cruz, 2013, p. 18).

1.8 Familia de las Proteaceae

Las plantas compuestas por esta familia se encuentran constituidas por arboles o matas, las cuales
se caracterizan por poseer hojas simples, verticales alternas. Las flores de este tipo de plantas son
desarrolladas mediante racimos, cabezuelas. El tallo se constituye mediante cuatro partes las
cuales pueden ser constituidas mediante cuatro partes estas pueden ser libres o unidas. El fruto es
un conducto del cual se desarrollan unas capsulas lefiosas y las semillas se caracterizan por ser

varias (Soto, 2011, p. 45).

La familia de las Proteaceae se la considera como las destacadas del hemisferio Sur, se encuentra
establecido alrededor de 75 géneros de las cuales existen una serie de especies extendidas en las
regiones subtropicales y tropicales. Existe una mayor concentracién de estas plantas en Australia,

Sur africa como Sur América.

1.8.1 Especies de la familia Proteaceae

Esta especie cuenta de 75 géneros alrededor de 1350 especies se la encuentra en Argentina a

continuacion se establece las especies.



Tabla 1-1: Especies de la familia Proteaceae

Especies Nativas Nombre Vulgar Especies exdéticas Nombre Vulgar

Embothriumcoccineum notro, ciruelillo Banksiaspinulosa

Gevuina avellana avellano Grevillea robusta roble sedoso

Lomatia hirsuta Radal Leucospermumsp.

Roupala brasiliensis cad-guazl Mimetescucullatus protea Rey
Proteacynaroides

Fuente: Estudios de la familia Proteaceae (Borrero, 2016)

1.8.2 Importancia

Las especies constituidas por esta familia son cultivadas por el gran valor ornamental que poseen
por lo que fueron introducidas de manera exitosa en América del Sur y Central. Esta especie es
cultivada en grandes cantidades con el fin de proporcionar la madera ya que presenta

caracteristicas similares al roble, es de facil utilizacion en la construccion.

1.8.3. Determinacion de los géneros

Tabla 2-1: Claves para determinar los géneros

Flores grandes y vistosas, de mas de 3.5 cm de largo Oreocallis

Flores pequefias, de menos de 2 cm de largo.

Tres glandulas hipdginas; inflorescencia axilar, Lomatia
corta.
Cuatro glandulas hipéginas o disco 4-lobulado;

inflorescencia generalmente terminal y larga.

Foliculo drupéaceo, indehiscente, una semilla sin Panopsis
alas.
Foliculo dehiscente, semillas aladas. Roupala

Fuente: (Gutierrez, 2015, p. 34)
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1.8.4 Botanica

Figura 1-1: Género Roupala
Fuente: (Garcia, et al., 2015)

Roupala se caracteriza por ser un arbol que mide hasta 6m., sus hojas son alternas, verticales,
simples y ovaladas coridceas, borde entero, glabra, peciolo 1-1.5 cm, agudas en la base,
asimétricas, agudas en el apice; 13-15 cm de largo, 6-7 cm de ancho. Inflorescencia en racimo

terminal (Cruz, 2013, p. 41).

Las flores son cortantemente pediceladas, blancas, perianto tubuloso. Fruto un foliculo coriaceo,

esferoide, de hasta 4 cm.

1.8.5 Roupala ferruginea

También conocida como Roupala varelana, sus hojas son lineadas y coriaceas. Las hojas de las
especies de Roupala, general mente corresponde al tipo mesofilo y macrofilo; no obstante, se
observan variaciones dentro de las ramillas de una misma especie. La ldmina generalmente es
sirnétrica, aunque se presentan casos de asimetria ya sea en laminas adultas o juveniles (Gutierrez,

2015, p. 65).
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1.8.5.1 Clasificacion taxonémica

Tabla 3-1: Clasificacion taxonémica Roupala ferruginea

TAXONOMIA
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Protalaes
Familia: Gravilleoideae
Género: Roupaleae
Especie: Roupala

Fuente: (Pérez, 2014, p. 45)
Elaborado por: Ebelin Inca, 2018

1.8.5.2 Habitat

Esta especie es comun encontrarla en los bosques humedos y secundarios, 0 en matorrales de
tierras bajas humedas, especialmente de regiones tropicales, aproximadamente desde 600 hasta
los 1600 metros de altitud (Tebbs, 1993d). ES nativa de México, Centro América, las Antillas y

Sudameérica (Ruiz, 2012, p. 45).

1.8.5.3 Usos comunes

Uno de los usos que cominmente se le da es para lefia, asi como para carbén vegetal de alta
calidad, se utiliza también para la medicina y de manera muy limitada para la carpinteria y la

construccién, existen estudios que determinan que se lo utiliza también como afrodisiaco (Muriel,
2014, p. 41).

Diversas culturas indigenas han usado las especies de proteaceas como sustento, medicina, fuente
de curtientes y tintes, lefla y madera para construccion. Los aborigenes australianos se
alimentaban de los frutos de Persoonia y las semillas de especies de otros géneros, entre
ellos Gevuina y Macadamia, forman parte de la alimentacion no sélo de los indigenas, sino que

se comercializan por todo el mundo (Négera, 2014, p. 34).
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En Java se usan los brotes tiernos de especies de Helicia y en Australia se bebia el néctar de las
inflorescencias de varias especies. Se obtienen farmacos tradicionales mediante la infusion de
raices, corteza, hojas o flores de diversas especies, que se usan para aplicaciones tdpicas en
enfermedades de la piel o en uso interno como ténicos, afrodisiacos, galactégenos, para dolores

de cabeza, tos, disenteria, diarreas, indigestidn, Ulceras de estdmago y enfermedades renales.

1.8.5.4 Usos etnomédicos

En la medicina tradicional boliviana, peruana y brasilefia se utiliza en el tratamiento de patologias
hepaticas, inflamatorias e infecciosas (Quattochi, 2013, p. 67). Algunos de los modos de preparacion
etnofarmacoldgicos para emplear las hojas de esta planta son la maceracién en agua para el
tratamiento de las cefaleas, dolor y fiebre; su coccion para el tratamiento de odontalgias, y su
calentamiento y aplicacion en el cordon umbilical para expulsar la placenta luego del parto. Otra

variante de empleo, es la coccion de la raiz utilizada para disminuir el vémito y como diurético
(Towle, 2011, p. 39).

En la Fitomedicina de la cultura Maya esta planta era empleada para tratar diferentes patologias
como dolores uterinos, hemorragias vaginales, diarrea, dolores corporales y tradicionalmente para

eliminar los malos espiritus que provocaban la constipacion (Fernandez, 2012, p. 45).

1.8.5.5 Usos y antecedentes fitoquimicos

En la literatura este espécimen presenta pocos estudios acerca de sus usos 0 su caracterizacién
Fitoquimica, ya que esta planta solo presenta un estudio enfocado a su taxonomia (Harling, 2013, p.
67).

En la cultura mexicana, las poblaciones indigenas extraen un incienso genuino o resina de copal
de R. ferruginea, el cual es considerado un simbolo sagrado que lo utilizan en ritos religiosos.
Ademas, como pegamento para madera (Solbring, 2013 , p. 34).De acuerdo a Vasques (2014, p. 23),
menciona que en las hojas se presentan compuestos de baja polaridad responsables de los efectos

citotoxicos.

Esta planta conocida en Colombia como "tatamaco" y de acuerdo con la medicina botanica
tradicional posee un gran potencial curativo, por lo cual se le considera efectivo contra dolencias
relacionadas con la préstata en los hombres, calmante de dolores premenstruales en las mujeres y

males relacionados con el cancer (Morales, 2014, p. 34).
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1.9 Inflamacion

1.9.1 Definiciones

La inflamacidn es una respuesta inmunoldgica del organismo y que tiene el objetivo de defenderse
contra las agresiones fisicas, quimicas o biologicas. Los cuatro signos principales de la

inflamacidn son: calor, rubor, tumor y dolor.

La inflamacion es una respuesta de reparaciéon que implica un enorme gasto de energia
metabdlica; cuando la inflamacion no es tratada a tiempo o es mal tratada puede transcurrir a

enfermedades degenerativas como la artritis, arterosclerosis o el cancer (Barreno, 2012, p. 43).

La inflamacion, es una reaccion de defensa que se manifiesta ante cualquier agresion, actla como
un mecanismo homeostatico y tiene como finalidad adaptar al organismo a circunstancias

anormales (vega, 2016, p. 67).

En cualquier caso, la respuesta inflamatoria esta coordinada por un copioso dispositivo de
mediadores que se organizan en complejas redes reguladoras. Para disecar tal entramado, es Util
agrupar esas sefiales en categorias funcionales y distinguir entre inductores y mediadores de la

respuesta inflamatoria.

1.9.2 Generalidades sobre desordenes inflamatorios

La inflamacidn es un factor subyacente comin que contribuye a la exacerbacién de una amplia
variedad de enfermedades que incluyen la artritis, el asma, las enfermedades dérmicas y las

enfermedades cardiovasculares entre otras, lo cual representa un serio problema de salud (Bullon,
2014, p. 22).

Entre las muchas enfermedades que aquejan a la poblacion mundial, las que involucran procesos
inflamatorios representan un importante grupo; enfermedades como la artritis reumatoide, la gota,
el asma o los trastornos neurodegenerativos implican reacciones inflamatorias en algunos casos
incapacidad para quienes las padecen (Colbert, 2015, pp. 23-30). Ademas, muchas otras dolencias
menores que se presentan diariamente involucran procesos inflamatorios como respuesta natural

del organismo ante traumas fisicos y alergias.
Como interfase primaria con el ambiente externo, la piel esta sujeta constantemente a heridas y a

lainvasion de patogenos, lo cual puede traer como consecuencia distintos trastornos inflamatorios

que pueden ocurrir en el curso de la vida. Mientras algunos desordenes inflamatorios de la piel
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suelen ser bien tratados, normalmente no es posible tratar satisfactoriamente las enfermedades

inflamatorias cronicas de la piel, como la psoriasis y las dermatitis atipicas (Sears, 2015, pp. 24-30).

"M Los teiidos
Mdafiados liberan
+* Inistamina,

. Los fagocitos fagocitan
bacterlas y células muentas

4 Las plaquetas sellan
los capliares

2, La histamina aumenta la
permeabilidad capliar,
permitlendo |a llegada de
l0s fagocitos

Figura 2-1: Pasos a la respuesta inflamatoria
Fuente: (Barreno, 2012)

Los desdrdenes inflamatorios incluyen diferentes tipos de enfermedades reumaticas que son
comunes en todo el mundo. Aunque el reumatismo es una de las enfermedades mas antiguas
conocidas de la humanidad la cual afecta a la mayoria de poblacién, no se ha hecho ningln
progreso sustancial para alcanzar una cura permanente (Eladi, 2014, pp. 21-27). La mayor desventaja
que tienen en este momento las potentes medicinas sintéticas disponibles esta en su toxicidad y
en la reaparicion de los sintomas después de la interrupcion. Por lo tanto, el desarrollo y la
seleccion de drogas con actividad antiinflamatoria sigue todavia en progreso, y hay muchas
esperanzas en encontrar medicinas antiinflamatorias a partir de las plantas medicinales de los

indigenas (villalva, 2016 , p. 56).

1.9.3 Importancia del proceso inflamatorio

John Hunter, un respetado cirujano escoceés, afirmé que la inflamacién no es una enfermedad,
sino mas bien una respuesta inespecifica, que tiene un efecto beneficioso en el organismo. De no
ser por la inflamacién, los procesos infecciosos no podrian ser controlados, la curaciéon y
reparacion de heridas seria imposible, asi como la recuperacion del 6rgano afectado (Barreno, 2012,

p. 32).

El autor (Barreno, 2012, p. 45), expresa que las enfermedades en que la inflamacién juega un papel

patoldgico importante son:
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e Anafilaxis

e  Artritis

e Asma

o Dermatitis atdpica

o Enfermedad de Alzheimer
e Enfermedad de Crohn

e Esclerosis multiple

e (ota

e Lupus eritematoso

e Sarcoidosis

Infeccion ., . Estrés o disfuncidn
Lesidn testicular

A

INFLAMACION

Defensa del Respuesta

. Adaptacion al estrés
organismo

de reparacion

Figura 3-1: Escenarios de actuacion de la inflamacién
Elaborado por: Ebelin Inca, 2018

1.9.4. Fases de la infamacion

De acuerdo con (Colbert, 2015, p. 33), divide a la inflamacion en cinco etapas que son las siguientes:

1. Liberacion de mediadores: la liberacion de mediadores se caracteriza por una liberacion de
moléculas, la mayor parte de las mismas se encuentran determinadas por el mastocito esto se
lo realiza mediante la realizacion de varios estimulos.

2. Efecto de los mediadores: se encuentra dentro de la segunda etapa y una vez que son
liberadas las moléculas producen alteraciones vasculares los efectos se establecen ante la
llegada de las moléculas generando el foco inflamatorio.

3. Llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio: esto sucede a través de la
llegada de la sangre, asi como también de las zonas circulantes al foco.

4. Regulacién del proceso inflamatorio: en esta fase se determina una de las mayores partes
de las respuestas inmunes, este fenémeno contempla una serie de componentes que permiten

equilibrar o finalizar el proceso.
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5. Reparacion: es una fase constituida mediante los fendmenos que van establecer la curacién
0 reparacion total o parcial de los tejidos que han sido dafiados por la proporcion a la respuesta

inflamatoria.

1.9.5. Factores de la inflamacion

Tabla 4-1: Factores endogenos exdgenos de la inflamacion

Factores endogenos Factores exdgenos
Necrosis tubular Mecanismos (corte)
Rotura ésea Fisicos (quemaduras)

Quimicos (corrosivos)

Bioldgicos (microorganismos)

Inmunolégicos (hipersensibilidad)

Fuente: Barreno (2012)
Elaborado por: Ebelin Inca

1.9.6 Proceso de inflamacion

El proceso de inflamacion, inicia después de la lesion inicial lo que hace la generacion de
vasodilatacion, lo cual hace el desencadenamiento y enrojecimiento de la temperatura para la

entrada de microbios y los compuestos end6genos y exdgenos (Barreno, 2012, p. 54).

Tradicionalmente se ha considerado a la inflamacién por cuatro signos. El calor y rubor dados
por las alteraciones vasculares, donde se observa una acumulacion sanguinea en el sitio de la
inflamacion. El tumor producido por la acumulacion de células inmunes y el dolor por la accion

de determinados mediadores sobre terminaciones nerviosas del dolor.

1.9.7 Liberacion de mediadores de la inflamacion

Estas moléculas son sintetizadas y liberadas por el mastocito gracias a estimulos. EI mastocito,
una célula procedente de la medula dsea, contiene en el citoplasma granulos con mediadores
preformados, los mismos que son liberados cuando la inflamacion progresa y se acumulan en el
tejido suficientes factores activados del complemento (C3a y C5a), actuando sobre los receptores

de membrana (Toledo, 2014 , pp. 45-54).

Otro mecanismo por el cual se activaria el mastocito para que libere los mediadores, seria

mediante la IgE, la misma que es captada por la membrana del mastocito. Los mediadores que se
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encuentran preformados en los granulos en el mastocito, son principalmente histamina, el factor

quimiotactico del eosindfilo, factor quimiotactico del neutréfilo y la heparina.

El 4cido araquiddnico que se forma, sigue dos vias metabodlicas; el ciclo de la enzima
ciclooxigenasa mediante la cual se producen prostaglandinas y tromboxanos y el ciclo de la

lipooxigenasa que produce leucotrienos (Toledo, 2014, p. 21).

Los compuestos mencionados anteriormente forman parte de un grupo importante de mediadores
de la inflamacion de naturaleza lipidico, que son sintetizados en el mastocito. Los basofilos son
otras células responsables de liberar los mediadores quimicos de la inflamacién, los mismos que

se activan por mecanismos idénticos al mastocito.

1.9.8 Efecto de los mediadores de inflamacion

La liberacion de los mediadores produce alteraciones y efectos quimiotacticos en las células
inmunes para que logren alcanzar el foco de la inflamacion. Los mediadores mas importantes que

acttan en la inflamacion se describen a continuacion:

e Histamina: Es un mediador que producen vasodilatacion e incremento de la permeabilidad
cuando actGa sobre los receptores H2, produce efectos inhibidores o reguladores de la
inflamacion. Son liberados por el mastocito y el basofilo.

e Enzimas proteoliticas: Son enzimas liberadas por el mastocito, empezando por la
kininogenasa; que actla sobre proteinas de la sangre llamadas kinindgenos que se desdobla
en péptidos denominados kininas, que producen vasodilatacion, aumento de la permeabilidad
vascular, y estimulan las terminaciones nerviosas del dolor.

e Factores quimiotacticos de la inflamacion: Son los encargados de atraer y activar a
eosindfilos y neutrofilos al lugar de la inflamacion.

e Heparina: Inhibe la coagulacion facilitando la llegada de los mediadores y células al lugar
de la inflamacion.

e Prostaglandina E2: Actla produciendo vasodilatacién y dolor.

e Leucotrienos B4: Es un factor quimiotactico de los eosinéfilos, mastocitos, macréfagos y
neutrdfilos.

e Factor activador de plaguetas: Es el encargado de activar a las plaquetas para de esta
manera liberar mediadores e iniciar con los procesos de coagulacién. Es un factor

quimiotactico y activador de neutr6filos (Leon, 2014, p. 31).
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1.9.8.1 Llegada de moléculas y células inmunes al lugar de la inflamacion

Las células inmunes junto con los mediadores provienen de la sangre y llegan al sitio de la

inflamacion en dos fases:

1. Fase inicial: Esta fase describe la llegada de las moléculas al lugar de la inflamacién, a través

de mecanismos de alteracion vascular, que favorecen el trasvase de moléculas y la formacion del

edema. Las moléculas que intervienen en esta fase son:

Inmunoglobulinas: Se unen al agente para bloguearlo, tales como la IgM e IgG, que se
encargan de activar al complemento por la via clasica. Ademas, la 1gG potencia la fagocitosis.
Factores del complemento: EI complemento se activa por la via alternativa, alcanzando la
via comun y produciendo la lisis del antigeno.

Proteina C reactiva (PCR): Activa el complemento por la via clasica y fija antigenos como

el neumococo (Toledo, 2014, p. 89).

2. Fase tardia: En esta fase acttan las células sanguineas especificamente la llegada de las células

inmunes mediante alteraciones vasculares y la liberacién de mediadores, cuya funcion se describe

a continuacion:

Basofilo: Contribuye en la liberacion de mediadores.

Neutrdfilos: Cumple con funciones relacionadas con la fagocitosis del antigeno.

Monocito: Cumple también con funciones relacionadas a la fagocitosis. EI monocito en los
tejidos se diferencia en macréfago, célula que ademas de cumplir con la fagocitosis de
antigenos, también acta como célula presentadora del antigeno a las células T y B.
Linfocitos T y B: Las células B sintetizan IgE que conjuntamente con el baséfilo, potencian
la inflamacién. Por otro lado, las células T producen linfoquinas que promueven la respuesta
inmune.

Eosindfilo: En el proceso inflamatorio, tiene una funcion reguladora (Lesn, 2014, pp. 23-26).

1.9.8.2 Regulacién de la respuesta inflamatoria

Fase en la cual se regula la respuesta inflamatoria con la finalidad de evitar una respuesta

exagerada. A continuacion, se detalla los mediadores capaces de inhibir y equilibrar la respuesta

inflamatoria:

Histamina: Actua sobre los receptores H2, inhibe la liberacion de mediadores por el baséfilo

y mastocito, inhibe la actividad del neutréfilo y activa las células T supresoras.
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e Prostaglandina: Inhibe los mediadores liberados por el mastocito y basofilo e inhibe la
proliferacion y diferenciacion de linfocitos.

e Agonistas autonomicos: El mastocito y el basofilo presentan receptores o y B-adrenérgicos
que regulan de forma auténoma la liberacion de mediadores. El receptor B-adrenérgico
produce inhibicion mientras que la a-adrenérgico induce la estimulacién.

e Heparina: Activa los factores del complemento e inhibe la coagulacion.

e Eosindfilo: Esta célula acude al lugar de la inflamacion para liberar enzimas que degradan
mediadores de la inflamacidn; asi tenemos, la histaminasa que act(ia sobre la histamina, la

arilsulfatasa sobre los leucotrienos y la fosfolipasa sobre el factor activador de plaquetas (Paima,
2014, p. 23).

1.9.8.3 Proceso de reparacion

Una vez que el agente inflamatorio ha desaparecido se inician los procesos de la reparacion. Este
proceso inicia cuando al lugar donde ocurri6 la inflamacidn llegan fibroblastos, activados por la
interleucina-1, los mismos que proliferan y sintetizan colageno, promueven la proliferacion de

células epiteliales y de vasos en la herida (Garcia, 2012).

1.9.9 Tipos de inflamacién

1.9.9.1 Inflamacién aguda

Presenta un periodo de tiempo relativamente corto; se caracteriza por la migracion de leucocitos

especialmente los neutréfilos al lugar de la inflamacion y por la exudacion de fluidos plasmaticos
(Valencia, 2015).

1.9.10 Mecanismos de la inflamacion aguda

1) Células circundantes son aquellas que se encuentran alojados en la sangre, tales como los

neutrofilos, eosinéfilos, baséfilos, monocitos, linfocitos y plaquetas.

2) Células en tejido conectivo como lo son mastocitos que se encuentran alrededor de los vasos
sanguineos, los fibroblastos en el tejido conectivo y en ocasiones macrofagos y linfocitos

residentes (Aguire, 2011).

La inflamacion aguda inicia con tres sucesos secuenciales que son: alteraciones en el calibre de

los vasos sanguineos (vasodilatacion), lo que ocasiona un aumento en el flujo sanguineo, la
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permeabilidad vascular y migracion de los leucocitos al foco de lesion donde se acumulan (Cortéz,
2014, p. 23).

La alteracion del flujo sanguineo y del calibre de los vasos se produce de forma répida tras
producirse la lesion y evolucionan en dependencia a la intensidad de la lesion (Borges, 2011, p. 17).
Primero se genera un periodo inconstante y transitorio de vasoconstriccion de las arteriolas,
posteriormente se ocasiona una vasodilatacion afectando las arteriolas, provocando la apertura de
lechos vasculares en la zona de lesion, dando lugar al enrojecimiento e incremento del calor en la

Z0Nna (American College , 2015, p. 12).

1.9.11 Inflamacion Cronica

Se caracteriza por presentarse por un tiempo prologado. Ocasionalmente la evolucion de la
inflamacién aguda suele ser causante de este tipo de inflamacién. Cuando no se ha podido

eliminar el agente causal 0 no se ha detenido el proceso de reparacion (valencia, 2015).

1.9.12 Finalidad de la inflamacion

e Ubicar y recluir el agente causal para luego ser eliminado y asi poder reparar el dafio
producido por el agente y el proceso.

e Evitar la proliferacion de la infeccion /agente causal

1.10 Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)

En la actualidad, los AINES son los medicamentos convencionales de mayor uso para tratar
dolencias de tipo inflamatorio, especialmente musculo esqueléticos y articulares. En este grupo
aungue no presentan relacion quimica alguna entre si, comparten actividades terapéuticas y

efectos secundarios (Vega, 2016, p. 18).

1.10.1 Mecanismo de accion
Como mecanismo de accion, los AINES se encargan de inhibira la enzima ciclooxigenasa,

reduciendo la formacion de prostaglandinas y tromboxanos, con lo cual se disminuye el dolor,

fiebre e inflamacién en la zona afectada (Garcia, 2012).
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En la via de las ciclooxigenasas, la COX — 1 interviene con la participacion de las prostaglandinas
y tromboxanos en las funciones fisiologicas; mientras que la COX-2 es una enzima que actlia en

la inflamacién inducida por citoguinas y mediadores (Garcia, 2012).

Los AINES tienen como finalidad inhibir la actividad enzimética tanto de la COX-1 como la
COX-2; pero cuando la inhibicion de la COX-1 es mayor aparecen efectos secundarios a nivel

gastrico, renal y en la coagulacion.

1.10.2 Efectos adversos

La inhibicion de la ciclooxigenasa, sobretodo de la COX-2; esta relacionada con los efectos

adversos de los antiinflamatorios no esteroides. Estos efectos adversos pueden ser:

e Efectos a nivel del SNC: Cefalea, mareo, adormecimiento, insomnio.

o Efectos a nivel hematolégico: Anemia, trombocitopenia, neutropenia. La aspirina inhibe de
forma irreversible la agregacion plaquetaria.

e Efecto hipertensivo: Se ha demostrado que producen un incremento de la presion arterial en
5 mm Hg ademas, los AINES antagonizan el efecto de los hipertensivos en especial beta
bloqueadores y vasodilatadores.

o Efecto a nivel renal: Nefritis, sindrome nefrotdxico, falla renal, retencion de fluido y de sodio
debido a la inhibicion renal de prostaglandinas necesaria para mantener la hemodindmica
renal. El abuso de estos farmacos esta asociado con nefropatia.

1.10.3 Clasificacién de los antiinflamatorios no esteroidales

Los Antiinflamatorios no Esteroideos presentan una estructura quimica compleja lo que impiden
la sintesis de prostaglandinas mediante la inhibicién de la enzima COX. Ademas, suprime los
signos y sintomas ocasionado por la inflamacion. Adicionalmente, pueden ejercer acciones

analgésicas como antipiréticas (malgor, 2014, p. 27).

Tabla 5-1: Clasificacién quimica de los antiinflamatorios no esteroides

Salicilico: Farmaco prototipo: acido acetilsalicilico
Enolicos: Farmaco prototipo: Fenibutazona
Pirazolonas: Farmaco prototipo: Peroxicam

Pirazolidindionas:

Oxican:

Acético:
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Indolacético Farmaco prototipo: Indometacina
Pirrolacético Farmaco prototipo: Ketorolac
Finalacético Farmaco prototipo: Diclofenaco
Piranoindolacético Farmaco prototipo: Naproxeno
Propidnico Farmaco prototipo: Naproxeno
Antranilico Farmaco prototipo: Acido mefenamico
Sulfonilidas: Farmaco prototipo: Nimesulida
Alcanonas Farmaco prototipo: Nabumetona
Paraaminofenoles: Farmaco prototipo: Paracetamol

Fuente: Garcia, 2012

1.11 Manifestaciones de la reaccion Inflamatoria

e Dolor: El aumento del dolor se debe a la presion del liquido sobre las terminaciones nerviosas
y a la irritacion nerviosa provocada.

o Fiebre: Considerada con una respuesta comin de la inflamacion inducida por una variacién
del centro regulador de la temperatura a nivel del hipotalamo.

e Rubor: Enrojecimiento progresivo de la piel estimulado una dilatacion de los vasos de la zona

afectada.

e Hinchazon o Tumor: Se debe a la acumulacién anormal de fluidos en las areas extravasculares

presentes en foco de la inflamacién.

Disminucidn de la funcionalidad (Montealegre, 2016 , p. 23).

1.12 Modelos de evaluacion in vitro de la Actividad Antiinflamatoria

Los leucocitos polimorfos nucleares (PMN) tienen un papel muy importante modulando la
iniciacion y persistencia del proceso inflamatorio. Los macr6fagos modulan la inflamacion
sintetizando mediadores biol6gicos como prostaglandinas y no, que exhiben efectos inflamatorios

como cardiovasculares (Gomez, 2013, p. 45).

Los leucocitos (PMN y los macréfagos) identifican los estimulos de la membrana mediante la
sintesis y liberacion extracelular de especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrdgeno (RNS);
este proceso es conocido como estallido oxidativo provocado por el incremento en la recaptacion

de O2, seguida por la reduccion de un e de oxigeno a superéxido (O2) por medio del uso de

nicotinamida, adenina, (NADPH), (Noreica, 2015, p. 34).
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1.12.1 Métodos colorimétricos in vitro de sales de tetrazolio

El método colorimétrico in vitro esta determinado mediante la aplicacion de sales de tetrazolio, a
través de neutrofilos los cuales son convertidos a la accion metabolica sobre deshidrogenasas
mitocondriales, con la finalidad de que se pueda determinar el grado de la viabilidad celular
(Vinueza , et al., 2017 ).L0S ensayos utilizados son técnicas que se las utiliza para que se establezca la
reduccidn intracelular. Estos métodos son utilizados para la sensibilidad mediante una baja masa

molecular y un alto coeficiente de extincion.

1.13 Compuestos antiinflamatorios de origen natural

Los compuestos antiinflamatorios de origen natural realizados mediante la utilizacion de las
plantas medicinales, son establecidos como una terapia alternativa ya que permiten la generacién
de efectos para la curacion de los malestares y dolencias causados por la infamacion. En la
actualidad se ha generado un sin nimero de estudios que han permitido que se deje de lado la
utilizacién de quimicos y se los remplace por antiinflamatorios naturales es decir a base de

plantas.

1.13.1 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son aquellos que intervienen como los agentes antioxidantes de forma
natural, se encuentra asociado al papel de reactor en las enfermedades cardiovasculares. El
comportamiento antioxidante fenélico permite que se encuentre relacionado con la capacidad

necesaria para el mantenimiento o incremento de la actividad catalitica para a su vez reducirla
(Porras, 2014, p. 15).

En la actualidad las hierbas culinarias son cada vez mas populares debido a las caracteristicas que
las determina por ser de una gran cantidad de alimentos, siendo estas fuentes importantes de las

composiciones de las necesidades estudiadas.

La mayor parte de las plantas y los alimentos contienen una gran variedad de derivados fendlicos
determinados por los fenoles simples, derivados del acido, estilbenos, y ligninas ademés los

fenoles establecidos por una parte de los acidos carboxilicos.

Entre las propiedades que se determina a los fenoles se encuentran situadas la funcién como
antibiotico, el uso mediante pesticidas naturales, determinantes como agentes protectores de los

rayos y aislantes en las paredes celulares.
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1.13.2 Compuestos de flavonoides

Los flavonoides se encuentran compuestos por fendlicos constituyentes de la parte no energética,
en principio estos fueron considerados como sustancias que no generaban ninguna reaccion
beneficiosa, sin embargo, con el pasar del tiempo bajo ciertos estudios estos se establecieron

efectos positivos debido a la accidn antioxidante generada (Pefiarrieta , et al., 2014).

Los antioxidantes se encuentran ampliamente distribuidos ante las plantas en las frutas, verduras
y en varias bebidas que representan los componentes necesarios como parte energética para el ser
humano. Estos compuestos fueron descubiertos en el afio de 1930 mediante un premio Nobel
llamado Szent — Gyogy.

Los flavonoides determinan en su estructura quimica un sin nimero de variables de grupos de
hidroxilo, fendlico el cual contiene excelentes propiedades de quelacion de hierro como de otros

metales de trasmision lo que hace que se genere grandes cantidades de antioxidantes.

1.13.3 Estructura Quimica

Los flavonoides son establecidos mediante un bajo peso molecular, de los cuales se comparten
bajo un gran esqueleto mediante (C6-C3-C6), establecidos mediante los anillos de fenilos (A 'y

B). Las propiedades base determinan los radicales flavonoides mediante un medio acido.

Flavona

Flavonol

=% ]
==~ oH

Antocianidina

Figura 4-1: Estructura y tipos de los flavonoides

1.13.4 Accidn antioxidante de los flavonoides

La capacidad de los polifenoles vegetales ante la actuacién como antioxidante entre los sistemas
bioldgicos fue establecida en los afios treinta, tomando en consideracién que el mecanismo
antioxidante fue ignorado en la mayor parte. En la actualidad el interés determinado de los

flavonoides se debe a una apreciacion alta de una actividad farmacologica.
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Entre las actividades que son destacadas se encuentran las acciones antivirales, y antialérgicas,

asi como las propiedades antitrombética y antiinflamatoria (Turién & Jorge , 2013, p. 38).
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CAPITULO 1

2.1 MARCO METODOLOGICO.

2.2 Lugar de la investigacion

Esta investigacién fue realizada en el laboratorio de Productos Naturales, Fitoquimica y Analisis
Instrumental de la Facultad de Ciencias de la Escuela de Bioquimica y Farmacia que pertenecen

a la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

2.3 Recoleccion del material vegetal

El material vegetal (hojas) de Roupala ferruginea Kunth se recolectd 2 muestras completas del
espécimen en la provincia de Loja, parroquia Cajanuma a 1451 m.s.n.m las mismas que se
encuentran ubicadas a las siguientes coordenadas: Latitud: 3°59'35” S y Longitud: 79°12'15" O;

las mismas que reposan en el laboratorio de productos naturales.

Esta investigacion se llevo a cabo gracias al CONTRATO MARCO DE ACCESO A LOS
RECURSOS GENETICOS DEL PROGRAMA DE INVESTIGACION CIENTIFICA
DENOMINADO: “ESTUDIO DE LA BIODIVERSIDAD EN EL ECUADOR, ECOLOGIA,
CONSERVACION Y SU POTENCIAL USO SOSTENIBLE” CELEBRADO ENTRE EL
MINISTERIO DEL AMBIENTE, A TRAVES DE LA SUBSECRETARIA DE
PATRIMONIO NATURAL Y LA ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE
CHIMBORAZO asignado con el Nro. MAE-CNB-CM-2018-0086.

2.4 ldentificacién del material vegetal

Para la identificacion veraz de la muestra vegetal se tom6 dos muestras, las mismas que se
identificaron en el Jardin Botanico y Herbario “Reinaldo Espinosa” que pertenece a la
Universidad Nacional de Loja, el mismo que se encuentra responsable el Ing. Zhofre Aguirre
Mendoza, Ph.D.
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2.5. Materiales, equipos y reactivos

Para la realizacion de este trabajo de investigacion se hizo uso de los siguientes materiales,

equipos, Y reactivos que se explican a continuacion:

2.5.1. Material Vegetal

Se usaron Unicamente las hojas de la planta de Roupala ferruginea Kunth, la misma que se
procedi6 a limpiar cuidadosamente con el fin de eliminar cualquier material extrafio que no sea
de las hojas de la planta, luego fue secada a una temperatura de 50°C usando la estufa por un
tiempo de 12 horas, una vez secada las hojas, fue triturada en el molino de marca Arthur H.
Thomas, hasta obtencién de particulas muy pequefias las cuales se utilizaron para los diferentes
ensayos de control de calidad de la droga, obtencion de extractos, extracto hidroalcohdlico,
tamizaje fitoquimico, y ensayos de actividad antiinflamatoria y citotdxico.

2.5.2. Material Biolégico

Dentro del material biol6gico utilizado para este trabajo de investigacion fue sangre humana de
un paciente sano, lo que ayudo a realizar el ensayo de la actividad antiinflamatoria y citotoxico

in vitro.

2.5.3. Material farmacoldgico

Se us6 acido acetilsalicilico de 100mg como blanco comparativo con el extracto de Roupala

ferruginea Kunth, para el ensayo de actividad antiinflamatoria y citotoxico in vitro.

2.5.4. Materiales de laboratorio utilizados.

Tabla 6-2: Descripcion de los materiales utilizados

ENSAYOS MATERIALES
CONTROL DE | Reverbero Pinzas Cépsulas de | Desecador. Piseta.
CALIDAD DE LA porcelana Crisoles
MUESTRA
TAMIZAJE Embudos. Frasco | Tripodes. Vasos de | Tubos Gradillas
FITOQUIMICO Papel filtro. | ambar | Tubos de | precipitacion de | de Pipetas.
de ensayo. 250ml. ensayo
250ml.
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EXTRACTO Vasos de | Frasco Picndmetro. Probeta | Pipeta. Capsula
HIDROALCOHOLICO | precipitacion. | ambar Pinzas. de Micropipeta. | de
CONTROL DE de 50ml. porcelana.
CALIDAD 1000ml.
CUANTIFICACION Pipeta. Balon de aforo | Micropipeta | Vasos de | Tubos | Papel
DE FLAVONOIDES de 25y 100ml. | de 100 pL y | precipitacion | de aluminio.
TOTALES Y FENOLES 1000 pL. Puntas para | ensayo.
micropipeta
ENSAYO Alcohol. Aguja de | Puntas para | Jeringuillas Curita.
ANTIINFLAMATORIO | Torniquete. vancuntainer. | micropipeta. | de 3,5,10ml. | Tubos de vidrio.
Y CITOTOXICO in | Capsula. Micropipeta Pacillos. Toallas
vitro. automatica absorbentes.
1000uL.
ENSAYO Gradilla. Papel Micropipeta. | Balones Tubos de
ANTIOXIDANTE  in | Pipetas aluminio. aforados. ensayo.
vitro. graduadas.
Elaborado por: Ebelin Inca, 2018
2.5.5. Equipos.
Tabla 7-2: Equipos usados.
ENSAYOS EQUIPOS
TAMIZAJE FITOQUIMICO | Sonicador | Mufla IVYMEN | Estufa Balanza Molino
Y CONTROL DE CALIDAD | Marca N-8LITROS analitica Arthur
DE LA MUESTRA Branson 1100°C H.
2510 Thomas
C.O
EXTRACTO Rotavapor Liofilizador Refractdmetro pH-metro
HIDROALCOHOLICO ThermoScientific
CONTROL DE CALIDAD
CUANTIFICACION DE | Centrifuga | Balanza Espectrofotometro Voértexmixer | Estufa
FLAVONOIDES TOTALES analitica ThermoScientific Memmert
Y FENOLES. SNB40
ENSAYO
ANTIINFLAMATORIO Y
CITOTOXICO in vitro.

Elaborado por: Ebelin Inca, 2018
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2.5.6. Reactivos

Tabla 8-2: Descripcidn de reactivos

ENSAYOS

REACTIVOS

CONTROL DE
CALIDAD DE LA
MUESTRA

Acido clorhidrico al 10%

Agua destilada

TAMIZAJE
FITOQUIMICO

Cloruro de sodio (polvo).
Carbonato de sodio.
Hidréxido de sodio al 5%.
Acido sulfarico concentrado.
Magnesio metalico.

Alcohol amilico.

Anhidrido acético.

Acido clorhidrico al 1%.
Acido clorhidrico concentrado.
Cloroformo.

Reactivo para Catequinas.
Reactivo de Borntrager.
Reactivo de FeClI3.

Reactivo de Fehling Ay B.
Reactivo de Lieberma-Burchard.
Reactivo de Baljet.

Reactivo de Wagner.
Reactivo de Mayer.

Reactivo de Dragendorff.
Reactivo Sudan I11.

Agua destilada.

Etanol al 96%.

Eter etilico.

EXTRACTO
HIDROALCOHOLIC
O CONTROL DE
CALIDAD.

Agua destilada

Etanol 70%

CUANTIFICACION | Reactivo Solucione | Triclorur | Nitrito Agua Hidroxid | Carbonato

DE FLAVONOIDES | de Folin- | s de | 0 de | de Sodio | destilad | odesodio | de sodio al

TOTALES Y | Ciocalteu. | quercetina | aluminio | 5% a. 1M 7,5%

FENOLES. 10% (NaNO2) (NaOH). | (Na2COs).
(AICl3).

ENSAYO Solucion de | Agua Ficoll- Zymosan Reactivo Dimetilsulfoxi

ANTIINFLAMATOR | Acido bidestilada | Paque. A WST-1 do 5%
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10 Y CITOTOXICO | Acetilsalicilic | Heparina Cloruro de | Triton X- Solucién
in vitro. o (Aspirina). | Sodica. Amonio 100 modificada de
Hanks.

Elaborado por: Ebelin Inca, 2018

2.6. Técnicas y métodos

2.6.1. Determinacion de los parametros de control de calidad de la droga cruda

Una vez recolectada la planta se realiz6 el ensayo de control de calidad de la droga cruda, cada
uno de los ensayos se lo efectud por triplicado para garantizar seguridad y eficacia de cada
proceso, haciendo uso de métodos fisico-quimicos. De esta forma se describe a continuacién cada
uno de los procedimientos, los cuales fueron basados en el folleto de Farmacognosia y Productos

Naturales (Miranda , 2006, p. 31).

2.6.1.1. Determinacion del contenido de humedad

Es un parametro indispensable para analizar la calidad de la muestra que va a ser analizada. De
esta forma un increment6 en el contenido de agua en la droga vegetal provoca un riesgo de
hidrolisis de metabolitos secundarios que estén presentes en la droga y a la vez contaminacién

microbiana provocando de esta manera que la muestra se deteriore con una mayor facilidad.

Por lo tanto, es importante realizar éste ensayo porque permite saber la estabilidad de la muestra
por ende la estabilidad de los componentes quimicos que estén presentes, en especial aquellas
muestras que presentan un elevado porcentaje de humedad. Para lo cual se hace uso del método
gravimétrico, por una mayor facilidad; pero no se lo debe utilizar en muestras de drogas que

presentan sustancias volatiles (Miranda , 2006, p. 34).

Procedimiento:

Se pesaron 2g, de droga (seca, cruda, y molida) con una desviacién alrededor de 0.5mg, se
procedid a colocar en una capsula de porcelana previamente tarada a cada una de las muestras,
después se ubico en la estufa a una temperatura de 105 °C durante 3 horas, consecutivamente se
dejo enfriar las capsulas con el fin de evitar que haya un choque energético y se las introdujo en

el desecador por un tiempo de 15mn, donde se pesd. Luego se llevd nuevamente las muestras a la
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estufa por una hora mas, se vuelve a repetir el mismo proceso hasta obtener finalmente un peso

constante de cada muestra (Miranda , 2006, p. 34).

Para realizar el calculo y determinar el contenido de humedad de la droga se aplico la siguiente
ecuacion:

_ M1-M2

=Mi M * 100

Donde:

H = Pérdida en peso por desecacion.
M = Masa de la capsula vacia.
M1 = Masa de la capsula con la muestra de ensayo (Q)

M2 = Masa de la capsula con la muestra de ensayos desecada (g)

2.6.1.2. Determinacién de cenizas totales

Se llama cenizas totales al residuo inorganico es decir es el contenido total de minerales, que
gueda mediante el proceso de incineracion de los compuestos organicos de la muestra seca. Este

ensayo se realiz6 gravimétricamente (Miranda , 2006, p. 34).

Procedimiento:

Se pes6 2g + una desviacion de 0.5mg de droga molida, tamizada, cruda, y seca, se afiadio cada

una de las muestras en un crisol de porcelana que estaba previamente tarado.

Se carbonizé cada una de las muestras con la ayuda de un reverbero hasta que esté ya no emane
humo, se coloc6 cada muestra en la mufla a una temperatura de 750°C para su incineracién

completa, durante 2-3 horas aproximadamente.

Si a pesar que ha transcurrido este tiempo y el residuo presenta aun trozos de carbon, afiadimos
unas gotas de perdxido de hidrégeno concentrado se calienta hasta que se evaporen los solventes.

Se observa que al dejar enfriar el crisol conjuntamente con el residuo este es de color blanco.

Se deja enfriar el crisol por unos segundos antes de colocar en el desecador para evitar un chogue
energético posterior a ello se pesa, repitiéndose el proceso las veces que sean necesarias hasta
tener dos pesadas consecutivas que no difieran mas de 0.5mg. Para determinar el porcentaje de
cenizas totales de la droga cruda se lo realiza con la siguiente ecuacion (Miranda , 2006, p. 32).

_M2-M

_—Ml_M*wo
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Donde:

C = Porcentaje de cenizas totales.
M = Masa del crisol vacio (g)
M1= Masa del crisol con la porcién de ensayo (Q)

M2= Masa del crisol con la ceniza (g)

2.6.1.3. Determinacion de cenizas solubles en agua

Tiene como fin determinar el material inorganico cuantitativamente existente en las cenizas
totales.

Procedimiento:

Una vez obtenidas las cenizas totales con el ensayo anterior se colocé 15mL de agua en el crisol,
el cual se tapd con la ayuda de un vidrio reloj el mismo que se dejo hervir durante 5 mn.
Transcurrido este tiempo se filtro el residuo (papel filtro libre de cenizas). Después el residuo y
el papel filtro se coloco en un crisol, y se calentd hasta su completa carbonizacion, posterior a
esto se introdujo la muestra incinerada a la mufla a una temperatura 6ptima de 750°C en un tiempo
de 2 horas. Pasado este tiempo se coloco el crisol en el desecador y se pesé. Este procedimiento

lo repetimos hasta obtener un peso constante se lo hace en intervalos de 30mn aproximadamente
(Miranda , 2006, p. 36).
Para realizar el célculo y poder determinar el porcentaje de cenizas totales de la droga cruda se lo

realiza con la siguiente ecuacion:

M2 — Ma

=wi—m 100

Ca

Donde:

Ca = Porcentaje de cenizas solubles en agua.

M = Masa del crisol vacio.

M1 = Masa del crisol con la muestra de ensayo (g)
M2 = Masa del crisol con las cenizas totales (g).

Ma =Masa del crisol con las cenizas insolubles en agua (g)

2.6.1.4. Determinacién de cenizas insolubles en acido clorhidrico

El objetivo de este ensayo es el determinar el contenido de minerales insolubles en &cido

clorhidrico que contiene la droga cruda.
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Procedimiento:

Al crisol que contiene las cenizas totales se afiadié 3 mL de 4cido clorhidrico al 10%. Se procedid
a taparlo con un vidrio reloj y calentarlo en agua hirviendo durante 10 minutos, se procedié a
lavar el vidrio reloj con agua caliente (5 mL) uniendo esto a la totalidad del contenido del crisol.
Filtramos la solucidn con la ayuda del papel filtro libre de cenizas, se procedi6 al lavado del
residuo con agua caliente mientras que la solucién filtrada acidulada con &cido nitrico se
colocaron dos gotas de nitrato de plata 0, 1 mol/L no haya la presencia de cloruros. Se deseco el

residuo y filtrado en la estufa a 105°C y se coloc6 en el crisol.

El crisol obtenido en el apartado anterior se introdujo en la mufla a una temperatura dptima de
750°C durante 2 horas y posterior a una estufa 105 °C durante 15 minutos. Se dejo enfriar el crisol

en el desecador y se pesd hasta tener peso constante (Miranda , 2006, p. 33).

Para realizar el célculo y poder determinar el porcentaje de cenizas totales de la droga cruda se lo

realiza con la siguiente ecuacion:

g=M2-M oo
“M1I-M

Donde:

B= Porcentaje de cenizas insolubles en &cido clorhidrico.
M = Masa del crisol vacio ()
M1= Masa del crisol con la muestra de ensayo (g)

M2= Masa del crisol con las cenizas insolubles en &acido clorhidrico (g)

2.6.2. Tamizaje fitogquimico

El tamizaje fitoquimico o también llamado “screening” nos ayuda a reconocer cada uno de los
metabolitos presentes en la droga vegetal ya sean estos primarios y secundarios, con reacciones
colorimétricas o precipitados. Cada método se caracteriza por ser rapido, sencillo y eficaz para
determinar los componentes fitoquimicos de la muestra vegetal. Una vez que se culmina con los
parametros de calidad de la muestra vegetal o droga vegetal se procede a preparar los extractos

del screening fitoquimico (Miranda , 2006, p. 38).
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Procedimiento:

Una vez que la planta esta seca y molida, se procede a extraer de una manera continua con
solventes de polaridad ascendente como se detalla a continuacion en el esquema de Normas

Ramales de drogas crudas, tinturas y extractos (miranda , 2006, pp. 30-64).

30-50 gMATERIAL VEGETAL

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

FILTRAR
|

EXTRACTO ETEREQ

Medir wolumen ycalculr concentracion

RESIDUQ SOLIDO
Secar ypesar

I
EXTRAER COM 3 VECES EL PESO DEL RESIDUC
ENVOLUMEN CON ETANOL POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS. |

FILTRAR
|

KTRACTO ALCOHOLICO |

Medr wolumen ycakulr concentracion

RESIDUQ SOLIDO
Secary pesar

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

FILTRAR
]

ACTO ACUDS

Medir wolsmen ycalcular concen tracion

RESIDUD SOLIDO
Secar, pesary desechar

Figura 5-2: Protocolo para elaborar los extractos para el tamizaje fitoquimico
Fuente: (Miranda , 2006, p. 39)

Una vez conseguidos los diferentes extractos se procede a realizar diferentes pruebas de
identificacion de los metabolitos, basados en Las Normas Ramales de drogas crudas, extractos y

tinturas (Miranda , 2006, p. 39).
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EXTRACTO ETEREQ

|
DIVIDIR EN FRACCIONES

A
ENSAYD DE SUDAN
(ACEITES ¥ GRASAS)

15 mL (dividir en 3
ENSAYOS DE DRAGEMDORFF

T

EMSAYO DE BALJET
(LACTONAS ¥ COUMARINAS)

f'mL

0rones) NSy DE LIEBERMANN-BUCHART

MAYER Y WAGNER

(TRITERPENOSE STEROIDES)

(ALCALOIDES)

Figura 6-2: Protocolo para la realizacion del tamizaje fitoquimico de extracto etéreo
Fuente: (Miranda , 2006, p. 40)

EXTRACTO ALCOHOLCD

I
DN IDIR EN FRACCIONES
]

iml 2mlL 2|'|'_
ENSAYO DE ENSAYODE ahe EMSAYOD DE ML e
CATEQUINAS _ FEHLMG EMEAYO DE 3 Fe B MLen 3 pociones
reneaicesf ENSAVODE re ENSAYOS OE DRAGENDORFF
A 0 FETEM L MOSE SIERCHLES Y MAYER ¥ "\.lﬁ' SHNER
T . ALE ALEWLES: |
RESMAS 3 _\I\‘Iﬂl\r‘g{jq-{ 2ml
- e o ENSAY O DE
"\l._-."'.‘r'{:l } _._n"'._ET A IR ANTOCIAMIDINA
2'ml
EMSAYD ESPLMA 2l
SR AT ENSAYO DE
3 |NCI.."'.

Figura 7-2: Protocolo para realizar el tamizaje fitoquimico de extracto alcohélico
Fuente: (Miranda , 2006)

EXTRACTO ACUOS0O

DNVIDIR EN FRACCIOMES

porciones

EMSAY DE DRAGENDORFF 10 mL
MAYER Y WAGNER ENSAYO DE
BLCALCIDES) MUCILAGOS

2mL
ENSAY Q DS SHINODA 162 comas
EMSAY O DE
2 mL PRIMNCIPIOS AMARGOS
EMSAY O DE FEHLIMNG
[AZ REDUCTORES)

2mL
EMSAYQ DE CLORURO
FERRICO

TANMING S}

2mbL
EMNSAY O DE ESPUMA
[SAF ONIMAS)

Figura 4-2. Protocolo para realizar el tamizaje fitoquimico de extracto acuoso
Fuente: (Miranda, 2006n, pag. 41)

Cada ensayo descrito anteriormente para tamizaje fitoquimico de cada uno de los extractos
analizados se detalla a continuacion en base a Normas Ramales de drogas crudas, extractos y

tintura (Miranda , 2006, pp. 40-45).
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2.6.2.1. Ensayo de Sudan

Determina la presencia de compuestos grasos que estan presentes en la muestra vegetal, donde se
afiadié 5ml de extracto en un tubo de ensayo al mismo tubo se le integro un 1ml de sudan Il y en
caso de no haber sudan IV, posteriormente se evaporo en bafio maria es positivo el ensayo si se

observa gotas o un color rojo (Miranda, 2006, pp. 39-40).

2.6.2.2. Ensayo de Dragendorff

Analiza la presencia de alcaloides, donde se tom6 una alicuota de extracto, si el extracto es
organico se lo debe evaporar hasta sequedad, una vez obtenido el residuo se colocé 1ml de &cido
clorhidrico al 1% en agua, se incorpora a la solucién acuosa 3 gotas de Dragendorff, es positivo

si hay opalescencia (+), turbidez definida (++) y precipitado (+++) (Miranda , 2006, p. 40).

2.6.2.3. Ensayo de Mayer

El ensayo de Mayer analiza si existe alcaloides, y realizamos el mismo procedimiento de
Dragendorff, introducimos una migaja de cloruro de sodio en polvo se agito, y filtro y finalmente
se afiade 3 gotas del reactivo de Mayer. El ensayo es positivo cuando existe opalescencia (+),

turbidez definida (++) y precipitado (+++) (Miranda, 2006, p. 40)

2.6.2.4. Ensayo de Wagner

Identifica si existe la presencia de alcaloides, se procede de la misma manera que los ensayos
anteriores forma hasta obtener la solucion &cida. Después, se afiadié 3 gotas del reactivo de
Wagner. El ensayo es positivo cuando se observa opalescencia (+), turbidez definida (++) y

precipitado (+++) (Miranda, 2006, p. 41).

2.6.2.5. Ensayo de Baljet

Con la ayuda de este ensayo se identifica compuestos lactonicos, como lo son las cumarinas. Se
tomé una alicuota del extracto, si no esta disuelto en alcohol se evapora en bafio mariay el residuo

procedemos a re-disolver con 1ml de alcohol etilico, luego se coloc6 1 mL de reactivo de Baljet.
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El ensayo es positivo cuando aparece una coloracion rojiza (++) o un precipitado rojo (+++)
(Miranda , 2006, p. 41).

2.6.2.6. Ensayo de Liebermann-Burchard

Determina si existen compuestos triterpenicos y/o esteroides, ya que los dos presentan un nucleo
androstano, insaturado en el anillo B posicion 5y 6. Se procedio afiadir una alicuota de extracto,
se dejé evaporar hasta sequedad en bafio maria y una vez obtenido el residuo se volvi6 a re-
disolver con 1ml de cloroformo y 1ml anhidrido acético y se mezcl6. Después se coloco
lentamente y con cuidado 3 gotas de &cido sulflrico concentrado, el ensayo es positivo si hay un

cambio rapido de coloracion como se detalla a continuacion:

e Rosado - Azul (muy réapido).
e Verde intenso - visible (aunque rapido).

e Verde oscuro — negro - final de la reaccion (Miranda , 2008, p. 42).

2.6.2.7. Ensayo de Catequinas

Se procedié a coger una gota del extracto etanolico con la ayuda de un capilar y se coloc6 encima
del papel filtro y se adiciono 1 gota de solucion de carbonato de sodio sobre la mancha del
extracto. Este ensayo es positivo cuando se introduce el papel filtro en una cdmara de UV vy se

observa una mancha de color verde carmelita (Miranda, 2006, p. 42).

2.6.2.8. Ensayo de resinas

Se adiciono 10ml de agua destilada a una alicuota de extracto etanélico este ensayo es positivo si

se observa un precipitado (Miranda, 2006, p. 42).

2.6.2.9. Ensayo de Fehling

Analiza la presencia de azucares reductores en el extracto de la muestra. Se procedio a evaporar
el solvente hasta llegar a sequedad y se re-disolvi6 el residuo con 2ml de agua después afiadimos
2ml de reactivo de Fehling y se calentd a bafio maria en un tiempo de 10mn. Este ensayo es

positivo si cambia a un color rojo o precipitado rojo (Miranda, 2006, p. 42).
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2.6.2.10. Ensayo de la Espuma

Este ensayo de la espuma nos permite identificar la presencia de saponinas tanto esteroidales
como triterpénicas. Se procedié a colocar 2mL del extracto etanolico en un tubo de ensayo se
disolvid con 5 veces su volumen en agua, se mezcld y se agitd durante un tiempo de 10 minutos.
Esto es positivo si hay presencia de espuma en la superficie del liquido de mas de 2 mm de altura

y dura un tiempo minimo de 2 minutos (Miranda , 2006, p. 42).

2.6.2.11. Ensayo de cloruro férrico

Con la ayuda de este ensayo se puede determinar si existen compuestos fendlicos y taninos.
Determinamos la presencia de fenoles y taninos exclusivamente en el extracto etanélico y en el
acuoso solo taninos. Se tomo una alicuota del extracto y se lo neutralizo afiadiendo acetato de
sodio (solo en el extracto acuoso). Después se colocd 3 gotas de solucion de tricloruro férrico al
5% en solucién salina. Es positivo si hay un cambio en la coloracion indica la presencia de los

siguientes componentes:

e Coloracién rojo-vino, compuestos fenolicos en general.
e Coloracion verde intensa, taninos del tipo pirocatecolicos.

e Coloracidn azul, taninos del tipo pirogalotanicos (Miranda, 2006, p. 43).

2.6.2.12. Ensayo de Borntrager

Detecta la presencia en los extractos vegetales de quinonas. Se tom6 una alicuota del extracto y
se procedié a evaporar a bafio maria hasta sequedad, una vez obtenido el residuo se re-disolvio
con 1 mL de cloroformo, se afiadié 1 mL de hidréxido de sodio al 5% en agua, se homogenizo,
agito, y se dejd en reposo hasta que se dé la separacion de las fases. Es positivo cuando en la fase

superior (fase acuosa alcalina) toma una coloracion rosada (++) 0 roja (Miranda, 2006, p. 42).

2.6.2.13. Ensayo de la Ninhidrina

Determina la presencia de los aminodcidos libres o aminas en general procedemos a tomar 1ml
del extracto en alcohol o su residuo de la concentracion a bafio maria si se encuentra el extracto
en otro solvente se procede adicionar 2ml de la solucion de Ninhidrina al 2% en agua, esto se

calienta de 5 a 10mn en bafio maria. Esto es positivo cuando se torna de un color azul-violaceo.
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2.6.2.14. Ensayo de Kedde

Analiza la presencia de glicésidos cardiotdnicos. En el extracto etandlico se colocd 1ml del
reactivo de Kedde y se dejé reposar de 5 a 10 minutos. Este ensayo es positivo si da una coloracién

violécea persistente durante 1-2 horas.

Preparacion del reactivo:

Solucién 1: Acido 3,5-dinitrobenzoico al 2% en metanol.
Solucién 2: Hidroxido de potasio al 5,7% en agua.

Las soluciones se mantienen preparadas de forma independiente y se mezclan en proporciones

iguales de volumen de cada una de ellas, en el momento de realizar el ensayo.

2.6.2.15. Ensayo de Antocianidinas

Analiza la presencia de estructuras de secuencia C6-C3-C6 del grupo de los flavonoides. Se tomé
una alicuota de extracto etandlico y se calentd por 10 minutos en conjunto con 1ml de &cido
clorhidrico concentrado, se dejo enfriar y se afiadio 1ml de agua y 2mL de alcohol amilico.
Finalmente se agito y se deja reposar hasta que las fases se separen. Es el ensayo positivo cuando

se torna de un color rojo a marrén en la fase amilica.

2.6.2.16. Ensayo de Shinoda

Indica la presencia de flavonoides en la muestra vegetal. Se diluyo una alicuota de extracto acuoso
o0 alcohdlico con 1ml de &cido clorhidrico concentrado y con un trozo de cinta de magnesio
metalico, se esperd 5mn hasta que la reaccién finalice y después se afiadié 1ml de alcohol amilico,
se mezcld y dejo reposar hasta que se separen las fases. Es positivo cuando el alcohol amilico se

torna amarillo, naranja, carmelita 0 rojo (Miranda , 2006, pp. 40-45).

2.6.2.17. Ensayo de Mucilagos

Indica si existe la presencia de estructuras de tipo polisacarido que forman un coloide alto en
indice de masa y densidad de agua con la cual se extrae. Se tomo una alicuota de extracto y se lo

enfri6 a temperaturas de 0-5°C. En caso de ser positivo presenta una consistencia gelatinosa.
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2.6.2.18 Ensayo de principios amargos y astringentes

Se tom0 1 gota del extracto acuoso, se procedio a saborear y a reconocer el sabor de cada uno de

los principios y finalmente a diferenciarlos al paladar (miranda, 2006, pp. 40-41).

2.6.3. Preparacién del extracto hidroalcohdlico de R. ferruginea

Se prepard en una proporcion de 1:10 donde se pesé 100g de la droga molida, cruda y seca esto
afiadimos en un frasco &mbar en el cual se adiciono 1L de etanol al 70% Yy se dejo en reposo
durante 3 dias durante los mismos se debe agitar suavemente, después se filtré y se concentrd el
extracto en un volumen de ¥ en el rotavapor a una temperatura de 60°C. Finalmente se filtrd,

congelo y se liofilizo el extracto hasta que la muestra quede libre de agua.

2.6.4 Control de calidad del extracto hidroalcohdlico

Con el extracto hidroalcohélico ya filtrado se utiliz6 para poder determinar cada uno de los

parametros de calidad que se realizaron por triplicado y se describen a continuacion:

2.6.4.1. Determinacion de las caracteristicas organolépticas

Se analiz6 color, aspecto, olor y el sabor del extracto.

Determinacion de olor: Se coloc6 una tira de papel en el extracto de esta manera se analizo si el

olor pertenece a las caracteristicas propias del extracto obtenido.

Determinacion de color: Se coloc6 una alicuota del extracto en un tubo de ensayo seco y limpio

y finalmente se define el color y la transparencia.

2.6.4.2. Determinacién de densidad relativa

Es la relacion entre la masa y el volumen de la sustancia que se va a ensayar a una temperatura
de 25°C. De esta manera se procedi6 a pesar el picnémetro vacio y bien seco, a continuacion, se
llend con el extracto y se dej6 reposar en un tiempo no mayor a 15 minutos a una temperatura de
25 °C y finalmente se pesd este ensayo se repite usando agua destilada con el fin de calcular la

densidad del extracto para esto utilizamos esta ecuacion:
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b MM
25 Mz—M

*100

Donde:

D25: Densidad relativa

M1: Peso del picndmetro con la muestra en g
M2: Peso del picnébmetro con el agua en g
M: Peso el picnémetro vacio en g

2.6.4.3. Indice de refraccion

Se afiade en el refractdmetro una gota de la muestra sobre el prisma se enfoca con el compensador

cromatico hasta lograr tener la linea de interseccién entre el campo oscuro y el claro.

2.6.4.4. Medicion del pH

Con un pH-metro digital medimos el pH, previamente ajustando con la solucién buffer reguladora

y de esta manera se introdujo el electrodo en la muestra.

2.6.4.5 Determinacion de sélidos totales

Es el residuo de la muestra que es sometida a evaporacién y al secado en la estufa. Se afiadié 5ml
de extracto en la capsula de porcelana previamente tarada, se evaporo a bafio maria hasta
sequedad, después colocamos en una estufa a 105°C durante 2 horas. Finalmente se dejé enfriar

y se pes6 esto se repite hasta obtener por lo menos dos pesos constantes (Capasso et al., 2011, p. 42).

La proporcion de sélidos totales (ST), se calcul6 en porcentaje utilizando la siguiente ecuacion:
ST=(Pr-P*V)*100

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

Es una reaccion redox donde todos los compuestos fendlicos interaccionan con el reactivo de
Folin-Ciocalteu, pasando de un color amarillo a un color azul intenso. Se prepard soluciones
estandares de 4cido galico a 20, 40, 60, 80 y 100 ppm, se procede a las lecturas con la ayuda de
un espectrofotémetro a una longitud de onda de 765 nm, de esta manera realizar la curva de

calibracion y de igual manera se prepar6 una solucion del extracto (1000 ppm).

Procedimiento:

Se cogid 1 alicuota tanto de la muestra como las soluciones de acido galico, a esto se incorporaron
15ml de agua destilada con 1,25 ml de Folin-Ciocalteu. Se dejé reposar 8 minutos, y luego se
colocd 3,75 mL de solucién de Na2CO3 al 7,5% y aforar con 25 ml de agua destilada, se procede
a vorterizar durante 1 minuto y se dej6 en reposo durante 2 horas en oscuridad. Finalmente se

realizé las lecturas con una longitud de onda de 765nm (Vinueza, et al., 2017, p. 2).

2.6.6. Cuantificacién de flavonoides totales mediante un método colorimétrico

Se prepar0 soluciones estandares de quercetina a concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm, se
realiza las lecturas con la ayuda del espectrofotometro a una longitud de onda de 510 nm, para

construir la curva de calibracion de igual forma se preparé la solucion de extracto (1000 ppm).

Procedimiento:

Se cogi6 una cantidad tanto de la muestra y las soluciones estandares de quercetina, se colocd
4ml de agua destilada y 300 ul de nitrito de sodio al 5%. Se dej6 pasar 5mn y se incorporé 300
ul de cloruro de aluminio al 10%, se vorteriz6 por un tiempo de 1 minuto y se dejo reposar durante
5 minutos en oscuridad. Finalmente se coloc6 2ml de hidréxido de potasio (KOH) 1M, se

homogeniza y se lee las absorbancias de cada muestra a una longitud de 510nm (vinueza et al., 2017,
p. 2).

2.6.7. Determinacion de la actividad antioxidante mediante ensayo de eliminacion de DPPH

Es una reaccion de éxido-reduccién entre el DPPH y un dtomo de hidrogeno del antioxidante
(extracto/ estdndar de acido galico), lo que ocasiona la reduccion de DPPH* a DPPH2 provocando
un cambio de color de purpura a amarillo y a una reduccién de las absorbancias cuando se lee a
una longitud de onda de 517 nm. Se prepar6 soluciones estandares de acido galico con diferentes
concentraciones (10, 20, 50, 100, 200, 500 y 1000 ppm) y de la misma manera se preparé la

solucion del extracto a las mismas concentraciones.
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Procedimiento:

Se prepar6 250 ml de una solucion de reactivo DPPH, donde se disolvié 5.9 mg de DPPH en
metanol, a continuacién, se dejo reposar en oscuridad durante 2 horas para que el reactivo se
estabilice y este con absorbancias de 0.6-0.8. Se afiadi6 en un tubo de ensayo 100 pL de la
solucion de la muestra en etanol se homogeniza con 3.9 mL de la solucion de DPPH, después se
incuba a bafio maria con una temperatura de 37°C por 20 minutos. Finalmente se hace las lecturas

de las absorbancias a una longitud de onda de 517 nm (Alhakmanient, et al., 2014, pp. 657-658).

La inhibicion de los radicales libres DPPH* en porcentaje (% 1) se calculé con la siguiente

ecuacion:

ABS control-ABS muestra
*100

%l=
¢ ABS control

Donde:

% | = Porcentaje de inhibicion

ABS control= La absorbancia de la muestra control
ABS muestra= Absorbancia del extracto de ensayo

2.6.8. Ensayo antiinflamatorio y citotdxico in vitro

2.6.8.1. Aislamiento de neutroéfilos

Se tomd un tubo de ensayo limpio y seco se afiadié 0.5 mL de heparina sodica al 5%, y después
se extrajo 6ml de sangre venosa y a esto se incorporé 4ml de solucién modifica de Hank’s (MHS)
y se homogeniza despacio por un lapso de 1mn. Se cogi6 otro tubo de ensayo y se afiadié 3ml de
Ficoll-paque, se tom6 4ml de sangre extraida afiadiéndola despacio por las paredes del tubo y se
dejo en reposo durante 5mn y centrifugar a 1500 RPM durante 30 minutos. A continuacion, en
otro tubo de ensayo se separé los neutrdfilos y se re-disolvié en MHS en una porcion de 1:2 y se
centrifuga. Después se desechd el sobrenadante y se diluyé con 1ml de MHS y con gotas de
cloruro de amonio se centrifugd y finalmente desecho el sobrenadante y el precipitado obtenido

se reconstituyd con 1ml de MHS a una concentracién de 107 células/mL (vinueza, etal., 2017, p. 2).

2.6.8.2. Ensayo antiinflamatorio in vitro sobre neutréfilos aislados

Con el extracto liofilizado se prepard soluciones de diferentes concentraciones (100, 200, 500,

800 y 1000 pg/mL), con Dimetilsulféxido al 5% disuelto en MHS, con la ayuda de matraces de
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aforo de 25 ml. A continuacién, se prepard Triton X-100 al 0.1% con una solucién modificada de
Hank’s y con concentraciones de 12.5, 25, 50,100 y 200 pg/mL de &cido acetilsalicilico, disueltos
en solucion modificada Hank'’s.

Para este ensayo se prepard los controles:
Control Positivo: Solucion al 5% Dimetilsulféxido en MHS.
Control Negativo: Solucion al 0.1% Tritén X-100 en MHS.

Se determina mezclando 140ul de neutréfilos aislados en MHS (pH 7.4), 10ul WST-1 y 100ul,
cada disolucién se incuba a 37 °C durante 30 minutos. Después de este lapso de tiempo se afiade
50 uL de una solucién de Zymosan A opsonizado iniciando la reaccion e incubar a 37°C, por 1
hora. Finalmente se procede a leer cada una de las absorbancias a una longitud de a 450nm

mediante un lector de microplacas (Choudhary and Jalil, 2005 , p. 2349).
Para calcular el porcentaje de inhibicion inflamatoria se emplear la siguiente formula:

100

% Inh. Inflamatoria = 100 — (AM * DMSO

)

Donde:

AM Corresponde a la absorbancia de la muestra/ ADMSO a la absorbancia del control.

2.6.8.3. Ensayo de citotoxicidad in vitro sobre neutrdéfilos aislados

Se prepararon soluciones de extracto liofilizado con Dimetilsulfoxido al 5% disuelto en MHS en
diferentes concentraciones (100, 200, 500, 800 y 1000 pg/mL), se prepar6 Triton X-100 al 0.1%
con solucion modificada de Hank’s y soluciones de acido acetilsalicilico con concentraciones de
12.5, 25, 50,100 y 200 pg/mL disueltos en solucion modificada de Hank's.

Para el ensayo se prepar6 los siguientes controles:
Control Positivo: Solucion de Dimetilsulfoxido al 5% en MHS.
Control Negativo: Solucion de Triton X-100 0.1% en MHS.

La actividad antiinflamatoria in vitro se determind mezclando 140ul de una suspension de
neutroéfilos aislados en MHS (pH 7.4), 10ul WST-1 y 100ul de cada una de las diluciones
preparadas se incub6 a 37 °C durante 3 horas. Finalmente se leyd la absorbancia en un

espectrofotometro a una longitud de onda de 450nm mediante un lector de microplacas (Berridge ,
etal., 2008 , pp. 15-16).
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Para calcular el porcentaje de viabilidad celular se empleara la siguiente ecuacion:

% ViabilidadCelular = 100

AM
—_— %
ADMSO

Donde: AM corresponde a la absorbancia de la muestra/ ADMSO a la absorbancia del control.
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CAPITULO 111

3.1 MARCO DE RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.2. Control de calidad de la muestra vegetal (R. ferruginea)

Una vez realizado el control de calidad de la droga cruda por triplicado se obtuvo los siguientes

valores:

Tabla 9-3: Parametros de calidad de la droga cruda

Referencia de la Real

Parametros Hojas de R. ferruginea

Farmacopea Espafiola
Humedad 6.26+ 0.07 <14%
Cenizas Totales 2.34£0.02 <12%
Cenizas Solubles en Agua 0.54+ 0.05 <7%

Cenizas Insolubles en
Acido Clorhidrico
Elaborado por: Ebelin Inca, 2018

1.21+0.02 <5%

El control de calidad permite determinar si la muestra vegetal cumple con los requisitos dptimos
para ser utilizada en estudios cientificos. En la tabla 1-3 se pueden observar los resultados
obtenidos en el analisis de cada parametro de calidad de las hojas de R.ferruginea. Para el
parametro de humedad presenta un valor de 6.26% + 0.07, encontrandose dentro de los limites
establecidos por la real farmacopea espafiola. Este valor obtenido indica que la muestra vegetal
fue procesada adecuadamente (secado, conservacion y almacenamiento), con lo cual se evita la

degradacion de los componentes fitoquimicos presentes en la planta de R.ferruginea.

El porcentaje de cenizas totales fue de 2.34% = 0.02; que esta constituida por sales minerales e
inorganicas (fosfatos, carbonatos, etc.). Estos son lo que se encuentran con mayor prevalencia);
al igual que algunos &cidos organicos tales como los acidos: acético, oxalico, entre otros.

El ensayo de cenizas solubles en agua presenta un valor de 0.54% =+ 0.05; el cual, nos permite
conocer la cantidad de sales solubles presentes en la muestra, mientras que el porcentaje de
cenizas insolubles en &cido clorhidrico fue de 1.21% + 0.02; que nos permite saber la cantidad de
carbonatos u oxalatos que presenta la muestra de esta manera si los valores sobre pasan los limites
establecidos se asocia a una contaminacién por algin objeto extrafio (tierra, silice, mala
recoleccidn, etc.). Los resultados cumplen con los requisitos establecidos en la Real Farmacopea

Espafiola, mostrando la ausencia de contaminantes en la droga cruda.
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3.3. Tamizaje Fitoquimico

Para la identificacion de los diferentes compuestos fitoquimicos, la muestra se sometié a una
extraccion continua en solventes de polaridad creciente (hexano, etanol y agua), permitiendo la
extraccion de componentes tanto hidrofilos como lipéfilos. La presencia de uno u otro
componente fitoquimico difiere en cada extracto en dependencia del solvente aplicado,

obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 10-3: Resultados del Tamizaje Fitoquimico de hojas de R. ferruginea

ENSAYOS EX. EX. EX.
ETEREO ETANOLICO ACUOSO

SUDAN (Aceites -grasas) + NA NA
DRAGENDORFF (Alcaloides) + + +
MAYER (Alcaloides) - + +
WAGNER (Alcaloides) - + +
BALJET(Latonas- cumarinas) + ++ NA
LIEBERMAN-BURCHARD (Triterpenos-esteroides) + + NA
NIHIDRINA (Aminoacidos) NA + NA
BORNTRAGER (Quinonas) NA . NA
KEDDE (Glicésidos cardioténicos) NA - NA
ANTOCIANIDINAS (Secuencia del grupo de los NA +++ NA
flavonoides)

CATEQUINAS NA - NA
RESINAS NA + NA
SHINODA (Flavonoides) NA ++ +
FEHLING (Azucares reductores) NA + +
CLORURO FERRICO (Fenoles-taninos) NA + -
ESPUMA (Saponinas) NA - -
MUCILAGOS (Polisacéridos) NA NA +
PRINCIPIOS AMARGOS NA NA -

Nota: (N/A) No aplica, (-) Ausencia, (+) Presencia, (++) Moderado, (+++) Abundante
Elaborado por: Ebelin Inca, 2018

En la tabla 2-3, se puede observar los resultados obtenidos para cada una de las diferentes
extracciones. Se determiné en el extracto etéreo la presencia de compuestos grasos, alcaloides,
triterpenos y esteroides; que fueron positivos en los ensayos de Sudan, Dragendorff, y Lieberman-
Burchard, respectivamente. Mientras que en el extracto etanélico se determind la presencia de
aminoacidos, triterpenos, cumarinas, esteroides, quinonas, catequinas, fenoles, taninos,
flavonoides y azlcares reductores, siendo positivos para Mayer, Wagner, Baljet, Ninhidrina,

Lieberman-Burchard, Borntrager, Cloruro Férrico, Antocianidinas, Shinoda y Fehling
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respectivamente; en el anélisis de este extracto, se pudo ver la presencia dominante de compuestos
fendlicos, flavonoides, y de azcares reductores, ya que los resultados para los ensayos de Cloruro
férrico, Shinoda y Fehling, respectivamente fueron positivos. Finalmente, en los ensayos para el
extracto acuoso se pudo observar la existencia de alcaloides, polisacaridos, flavonoides y azicares
reductores; identificados por los ensayos de Dragendorff, Mayer, Wagner, Mucilagos, Shinoda y
Fehling. Los alcaloides, flavonoides y azucares reductores presentan una mayor dominancia en
cada uno de los diferentes extractos de la muestra vegetal.

La especie vegetal R. ferruginea no presenta ningun estudio farmacologico y fitoquimico con el
cual se pueda comparar. Sin embargo, existen pequefias investigaciones sobre algunos géneros
esta familia, por ejemplo Darlingia darlingiana y Darlingia ferruginea que demuestra la
presencia de un unico alcaloide (darlingine) en su composicidn (Yang, Zhao and Carroll, 2017, p. 1). Otro
es Grevillea robusta que en su estudio menciona la presencia de flavonoides y fenoles en una alta

cantidad, seguido de cumarinas y aminoacidos (wang et al., 2008, pp. 452-453).

3.4. Control de calidad del extracto alcohdlico

Con las hojas de R.ferruginea se prepar6 un extracto hidroalcoholico al 70% y se determing los

siguientes parametros de calidad.

Tabla 11-3: Control de calidad de las hojas de R.ferruginea.

Parametros de calidad Resultados
Aspecto Liquido
Color Verde intenso

Caracteristicas

Organolépticas Olor Caracteristico
Sabor Dulce
PH 5.04 +0.01
Caracteristicas Densidad 0.93+0.08
Fisico-Quimicas indice de Refraccion 1.368 £ 0.01
Sélidos Totales 2.05+0.01

Elaborado por: Ebelin Inca, 2018

Para el control de las caracteristicas organolépticas del extracto hidroalcohélico al 70% se analiz6
el aspecto (liquido), color (verde intenso), olor (caracteristico de la planta) y sabor (dulce), cada

una de estas propias de la planta y del solvente utilizado. El pH de la muestra analizada fue de
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5.04 £ 0.01 que indica la presencia de &cidos débiles, la densidad relativa fue de 0.93 % * 0.08
que al compararla con el etanol al 70% (0.68) se ve un incremento significativo lo que significa

gue hubo una adecuada extraccion de los componentes fitoquimicos solubles.

El valor del indice de refraccion obtenido (1.36 + 0.01) fue superior al indice de refraccion del
agua cuyo valor es de 1, por lo que se asume la presencia de metabolitos secundarios como
azUcares. Finalmente, el resultado obtenido de sélidos totales es de 2.05 % * 0.01; que nos indica
una adecuada extraccién de metabolitos secundarios de tal forma que sobrepasa el porcentaje

minimo de 1.20%, el limite establecido en la normativa de la Real Farmacopea Espafiola.

3.5. Cuantificacion de fenoles totales

Se aplicé el método colorimétrico de Folin — Ciocalteu, el mismo que permitio la elaboracion de
la curva de calibracion con soluciones estandar de acido galico a diferentes concentraciones (20,
40,60, 80 y 100 ppm), dando la siguiente ecuacion de la recta: A= 0.0014C + 0.0144 y un
coeficiente de correlacion de Rz = 0.99.

Curva de Calibracion de Acido Galico

0,18

0,16 0,1541

0,14 0,1258

0,12

0,0973
0,1 y =0,0014x + 0,0144

R?=0,9997
0,08 0,0693

ABSORBANCIA

WL 0,0431
0,04

0,02

0 20 40 60 80 100 120
CONCENTRACION, (ug/mL)

Grafico 1-3: Curva de calibracion de acido galico, determinado en el eje de las “x™ las

concentraciones (ug/mL) vs la absorbancia.
Elaborado por: Ebelin Inca, 2018

Para determinar la cantidad de fenoles totales, se procedio a interpolar el valor de las absorbancias
de la muestra con la curva de calibracion de &cido gélico (Gréfico 1-3), dando resultados en mg

de acido galico por cada “g” del extracto liofilizado.
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Tabla 12-3: Método de Folin-Ciocalteu cuantificacion de fenoles totales

. L Fenoles totales expresados como mg
Extracto hidroalcohdlico liofilizado ) o . ]
. equivalentes de &cido gélico por g de Porcentaje
de R.ferruginea oo
extracto liofilizado

1000 pg/mL en etanol al 70% 187.71+ 1.24 18.77+0.12

Elaborado por: Ebelin Inca, 2018

Los resultados representados en la tabla 4-3 nos indica la cantidad de fenoles totales expresados
como mg equivalentes de acido galico por g de extracto liofilizado de hojas de R. ferruginea es
de 187.71% 1.24, los fenoles totales del extracto liofilizado representan el18.77% * 0.12; siendo
una cantidad moderada de fenoles presentes en la planta. No existen datos bibliograficos que
permitan verificar estos datos, ya que no existen estudios realizados.

3.6. Cuantificacion de flavonoides totales

Para cuantificar los flavonoides totales, se utiliz6 el método colorimétrico de tricloruro de
aluminio (AICI3), y se elaboré una curva de calibracién con soluciones estandar de quercetina a
diferentes concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm; presentando la siguiente ecuacion de la
recta A= 0.0014C + 0.0144 y con un coeficiente de correlacion de R2 = 0.99.

Curva de Calibracion de Quercetina

0,18
0,16
0,14 0,1258

0.12 0,0973

0,1 y =0,0014x + 0,0144
a2 0,0693 R2 = 0,9997
0,06 0,0431
0,04
0,02

0,1541

ABSORBANCIA

0 20 40 60 80 100 120
CONCENTRACION, (ug/mL)

Grafico 2-3: Curva de calibracion de acido galico, establecido en el eje de las “x” la

concentracion (ug/mL) vs absorbancia.
Elaborado por: Ebelin Inca, 2018
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Se calcul6 el valor de flavonoides totales mediante interpolacion del valor obtenido de la
absorbancia de la muestra vegetal con la curva de calibracion de quercetina (Grafico2-3), en la
cual se obtuvo el siguiente resultado expresado en mg equivalentes de quercetina por “g” del

extracto liofilizado.

Tabla 13-3: Método de tricloruro de aluminio para la cuantificacion de flavonoides totales.

. o Flavonoides totales expresados como
Extracto hidroalcohdlico liofilizado ) . .
) mg equivalentes de quercetina por g de Porcentaje
de R. ferruginea o
extracto liofilizado

1000 pg/mL en etanol al 70% 856.71+ 13.38 85.67+ 1.34

Elaborado por: Ebelin Inca, 2018

En la tabla 5-3 se determina la concentracion de flavonoides totales con un valor de 856.71+
13.38, es expresado en mg de quercetina por cada g de extracto liofilizado de R. ferruginea. El
cual es un valor elevado que posiblemente se relaciona con la actividad antiinflamatoria. Ademas,
no existen referencias bibliograficas que ayuden a corroborar estos datos obtenidos, ya que no
existen estudios relacionados con esta planta.

Existe un estudio realizado a 3 especies (L. tasmanica, L. tinctoria y L. polymorpha) del género
Lomatia (Proteaceae) en el cual nos menciona la presencia de una elevada cantidad de flavonoides
especialmente aquellos que se derivan de la quercetina (quercetin 3-O-B-D-glucose,
Dihydroquercetin 3-O-p-D-xyloside, etc..), lo cual justifica una mayor cantidad de flavonoides

en comparacion a los fenoles (Deans et al., 2018, pp. 75-76)

3.7. Actividad Antioxidante

Se determiné la actividad antioxidante con la ayuda del método DPPH, el que nos indica la
capacidad de eliminacion de radicales libres en el extracto hidroalcohdlico de las hojas
R.ferruginea a diferentes concentraciones para obtener la concentracion inhibitoria media (1C50)

del extracto.
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Tabla 14-3: Resultados de la actividad antioxidante del extracto liofilizado de
R.ferruginea.

Concentracion, (ppm) Captacion de Radicales Libres, (%)
10 9.59
20 10.25
50 14.38
100 21.97
200 52.33
500 65.78
1000 92.94

Elaborado por: Ebelin Inca, 2018

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
100,00 92,94

80,00 65,78 l
60,00 52,33 .

40,00 B =

% CAPTACION DE
RADICALES

14,38 2197
20,00 9,59 10,25 ' .
| ] | ] [ ]
0,00
10 20 50 100 200 500 1000

CONCENTRACION

Grafico 3-3: Porcentaje de captacion de radicales libres (DPPH-) a diferentes

concentraciones vs el porcentaje de captacion de radicales.
Elaborado por: Ebelin Inca, 2018.

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE (1C50)
100,00%

80,00%

60,00%
y = 0,1837In(x) - 0,4642

% CAPTACION DE RADICALES

40,00% R*=10,8846
20,00%
0,00%
0 200 400 600 800 1000 1200
-20,00%

CONCENTRACION

Grafico 4-3: Representacion de la concentracion inhibitoria media (1C50) de la
captacion de radicales libres establecido en el eje de las x la concentracion vs él %

de captacion de radicales.
Elaborado por: Ebelin Inca, 2018
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El poder antioxidante se debe a la capacidad de eliminar los radicales libres del agente oxidante,
los resultados que se obtuvieron muestran una alta capacidad de captacion de los radicales libres,
ya que estd alrededor del 99% comparado a un estudio de la vitamina C presente en la uchuva, el
cual demostrd un porcentaje de captacion de radicales libres de 39.37%, esto se debe a una alta
cantidad de flavonoides y fenoles presentes en el extracto de la planta. Se determind la
concentracion inhibitoria media (IC50) de la actividad antioxidante que es de 190,33 ug / ml; es
decir se requiere de esta concentracién del extracto para alcanzar el 50% de la actividad
antioxidante.

3.8. Actividad antiinflamatoria in vitro

Una vez obtenido el extracto hidroalcohdlico liofilizado, se analiz6 con el método colorimétrico
gue mide la reduccion de sales de tetrazolio (WST-1) a formazan por espectrofotometria, con

neutrofilos aislados como lo que describen Tan y Berridge. En la tabla 7-3 se observa el porcentaje
de inhibicion inflamatoria.

Tabla 15-3: Porcentaje de actividad anti-inflamatoria del extracto hidroalcohdlico de
R.ferruginea y acido acetilsalicilico.

R. ferruginea; o o
3 Acido acetilsalicilico;
CONCENTRACION, (ppm) INHIBICION INFLAMATORIA
INHIBICION INFLAMATORIA (%)
(%)
200 97.19+01.57 64.91+3.53
100 77.62+2.04 35.09+3.78
50 58.22+1.59 24.39+1.96
25 36.15+1.18 9.19+1.49
12,5 18.44+1.69 5.41+2.36

Elaborado por: Ebelin Inca, 2018
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ACTIVIDAD ANTI-INFLAMATORIA
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Grafico 5-3: Porcentaje de la Inhibicion Inflamatoria del extracto liofilizado de R.
ferruginea y el acido acetilsalicilico con diferentes concentraciones vs la inhibicion

infamatoria
Elaborado por: Ebelin Inca, 2018
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Gréfico 6-3: Extracto hidroalcohdlico liofilizado de R. ferruginea de la actividad
anti-inflamacién y curva de concentracién inhibitoria media.

Elaborado por: Ebelin Inca, 2018

Se observa en el grafico 5-3 una comparacion del porcentaje de la inhibicién inflamatoria entre
los resultados del extracto de R. ferruginea liofilizado con el &cido acetilsalicilico, demostrando
una relativa superioridad en el porcentaje de inhibicion inflamatoria del extracto hidroalcohélico

con referencia al acido acetilsalicilico, aun cuando las concentraciones utilizadas son las mismas.

Cada uno de los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente con el programa SPSS 23
mediante un disefio completamente aleatorio, el test de ANOVA de un factor para saber si existe

0 no diferencias entre el porcentaje de inhibicion inflamatoria con las concentraciones del
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extracto. Primeramente, se utiliz6 el test de Kolmogorov-Smirnovy la prueba de Levene, para
constatar si cumplen los datos con los fundamentos de estos métodos de la estadistica paramétrica,
homogeneidad de varianzas, distribucién normal.

Para el resultado del test de Kolmogorov-Smirnov, se obtuvo un nivel de significancia de p>0,05
como se demuestra en el (Grafico 1 F). Por lo cual, se acepta la hip6tesis nula (Ho) que verifica
gue no presenta diferencias significativas en la actividad antiinflamatoria, de esta manera se
concluye que los datos presentan una distribucién normal. Mientras que, en el test de Levene
presenta un valor mayor a 0.05 (Gréafico 2 F), lo que demuestra que no existen diferencias
significativas entre cada uno de los grupos de datos obtenidos en este estudio, ya que poseen una

variabilidad similar (equivalente).

Una vez cumplido con los requisitos de la estadistica paramétrica se analizaron los datos con el
test de ANOVA de un factor para identificar si existen diferencias significativas en los diferentes
casos , como se muestra en el ( Grafico 3 F) , nos indica un “p” con un valor de cero, de tal manera
que se rechazé la hipdtesis nula y se acepté la hipétesis alternativa, donde nos dice que si hay
diferencias significativas entre los diferentes grupos de concentracién y de actividad
antiinflamatoria. Finalmente se analizd los datos con el test de Tukey como se muestra en el
(Grafico 4 F), de comparacion multiple, indicando una significancia menor a 0.05 para cada uno
de los grupos de datos de tal manera que el porcentaje de inhibicion inflamatoria si son diferentes

para cada concentracion al igual que para el acido acetilsalicilico.

Se detalla en la tabla 7-3 que a la maxima concentracion (200 ppm) el porcentaje de inhibicion
inflamatoria para el acido acetilsalicilico es de 64.91+3.53; mientras que, para el extracto
liofilizado presenta un valor de 97.19+01.57. Se observd que el extracto de R.ferruginea
liofilizado presenta una mayor capacidad de inhibicion inflamatoria con respecto al acido
acetilsalicilico, ya que tienen un alto contenido de flavonoides y otros grupos fitoquimicos que al

interactuar en sinergismo provocan una potencial actividad antiinflamatoria.

En el grafico 6-3 se detalla la curva de concentracion inhibitoria media de la actividad
antiinflamatoria para el extracto liofilizado, presentando un valor de 38.45 ppm para alcanzar el
IC50. Por ende, se requiere de pequefias concentraciones para alcanzar la actividad

antiinflamatoria deseada.
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3.9. Citotoxicidad in vitro

Una vez obtenido el extracto hidroalcohélico liofilizado, se analizdé con el método colorimétrico
gue mide la reduccion de sales de tetrazolio (WST-1) a formazan por espectrofotometria, con
neutrdfilos aislados como lo que describen Tan y Berridge. En la tabla 8-3 se observa el porcentaje

de viabilidad celular.

Tabla 16-3: Porcentaje de actividad citotdxica in vitro de R.ferruginea y acido acetilsalicilico.

Concentracién, (ug/mL) R. ferruginea Acido Acetilsalicilico
200 52.24+4.43 40.93+2.01
100 62.60+4.09 67.37+1.55
50 79.77+1.12 87.34+0.78
25 84.00+3.78 98.10+0.91
125 84.96+5.58 99.45+0.69

Elaborado por: Ebelin Inca, 2018
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Gréfico 7-3: Porcentaje de viabilidad celular extracto liofilizado de R. ferruginea y

el &cido acetilsalicilico con diferentes concentraciones.
Elaborado por: Ebelin Inca, 2018
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Grafico 8-3: Curva de concentracion letal media de la citotoxicidad para el extracto
hidroalcohdlico liofilizado de R. ferruginea, determinando en el eje de la “X” las

concentraciones en ppm vs la viabilidad celular en porcentaje.
Elaborado por: Ebelin Inca, 2018

Se observa en el grafico 7-3 una comparacion de la citotoxicidad entre los resultados expresados
como porcentaje de viabilidad celular del extracto de R. ferruginea liofilizado con el &cido
acetilsalicilico, demostrando menor viabilidad celular (mayor citotoxidad) del extracto con

respecto al acido acetilsalicilico, aun cuando las concentraciones utilizadas son las mismas.

Cada uno de los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente con el programa SPSS 23
mediante un disefio completamente aleatorio, el test de ANOVA de un factor para saber si existe
0 no diferencias entre el porcentaje de viabilidad celular con las concentraciones del extracto.
Primeramente, se utilizo el test de Kolmogorov-Smirnov y la prueba de Levene, para constatar si
cumplen los datos con los fundamentos de estos métodos de la estadistica paramétrica,

homogeneidad de varianzas, distribucién normal.

Para el resultado del test de Kolmogorov-Smirnov, se obtuvo un nivel de significancia de p>0,05
como se demuestra en el (Grafico 1 G) Por lo cual, se acepta la hip6tesis nula (Ho) que verifica
que no presenta diferencias significativas en la actividad citotdxica, de esta manera se concluye
que los datos presentan una distribucién normal. Mientras que, en el test de Levene presenta un
valor mayor a 0,05 (Gréfico 2 G), lo que demuestra que no existen diferencias significativas entre
cada uno de los grupos de datos obtenidos en este estudio, ya que poseen una variabilidad similar

(equivalente).

Una vez cumplido con los requisitos de la estadistica paramétrica se analizaron los datos con el
test de ANOVA de un factor para identificar si existen diferencias significativas en los diferentes

casos como se muestra en el (Grafico 3 G), nos indica un “p” con un valor de cero, de tal manera

que se rechazd la hipotesis nula y se acept6 la hipdtesis alternativa, donde nos dice que si hay
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diferencias significativas entre los diferentes grupos de concentracion y la viabilidad celular.
Finalmente se analiz6 los datos con el test de Tukey como se muestra en el (Grafico 4 G) De
comparacion multiple, indicando una significancia menor a 0.05 para las concentraciones de 200
y 100 ppm, mientras que, las concentraciones de 50, 25y 12.5 presentan un nivel de significancia
superior al 0.05 entre si, con lo cual aceptamos la hip6tesis nula donde se expresa que no existen
diferencias significativas en el porcentaje de viabilidad celular al relacionar estos grupos de

concentraciones.

Se detalla en la tabla 8-3 que a la maxima concentracion (200 ppm) el porcentaje de viabilidad
celular para el acido acetilsalicilico es de 40.93+2.01; mientras que, para el extracto liofilizado
presenta un valor de 52.24+4.43. Se observo que el extracto de R.ferruginea liofilizado presenta
una mayor viabilidad celular con respecto al &cido acetilsalicilico. Sin embargo, a la
concentracion mas baja (12.5 ppm) el &cido acetilsalicilico presenta mayor viabilidad celular que
el extracto.

En el gréafico 8-3 se detalla la curva de concentracion letal media de la actividad citotoxica para
el extracto liofilizado, presentando un valor de 310.57 ppm para alcanzar la LC50. Por ende, se

requiere de pequefias concentraciones para alcanzar el 50% de citotoxicidad.

En la ESPOCH se realiz6 el estudio de la especie vegetal Oreocallis grandiflora (Proteaceae) por
la sefiorita Martha Yanza, donde se evalu6 la actividad antiinflamatoria y citotoxica. Al comparar
los resultados de esta investigacion experimental se concluye que los valores obtenidos son

similares, ya gue estos especimenes pertenecen a la misma familia.
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CONCLUSIONES

e Una vez que se ha desarrollado el control de calidad tanto del extracto hidroalcohdlico como
de la droga cruda se concluyé que cada uno de los parametros de calidad tienen uniformidad
es decir que estan dentro de los limites establecidos como lo indica la Real Farmacopea
Espafiola. Los metabolitos secundarios representativos, en el tamizaje fitoquimico son
azUcares reductores, fenoles, flavonoides, cumarinas, y alcaloides presentes en las hojas de
R. ferruginea. De igual forma en el extracto acuoso se identificd la presencia de compuestos
como flavonoides, azucares reductores, alcaloides y polisacaridos mientras que en el extracto
etanolico se presentaron compuestos como alcaloides, cumarinas, aminoacidos, guinonas,
flavonoides, fenoles y azlcares reductores

e Se obtuvieron valores de fenoles totales de 856.71+ 13.38 mg equivalentes de acido galico
por g de extracto, representando el 85.67% del extracto liofilizado y flavonoides totales con
un valor de 187.71+ 1.24 como mg equivalentes de &cido galico por g de extracto,
representando el 18.77% del extracto liofilizado, cuantificados por espectrofotometria por
métodos colorimétricos.

e Se comprobé que el extracto hidroalcohdlico de R. ferruginea presenta un potencial
interesante para captar radicales libres de DPPH (actividad antioxidante), ya que a su maxima
concentracion de 1000 pg/MI capta el 92.94% de DPPH. Esto ocurre debido a que el
espécimen se recolectd en una zona elevada (1451m.s.n.m.), lo cual favorece la sintesis de
compuestos fitoquimicos necesarios para adaptarse a este ambiente, especialmente los
compuestos fendlicos y flavonoides responsable de la actividad antioxidante.

e Se determind la capacidad anti-inflamatoria del extracto hidroalcohdlico de R. ferruginea a
diferentes concentraciones, la misma que presento un alto porcentaje de inhibicion
inflamatoria a 200ppm siendo superior al &cido acetilsalicilico. EI porcentaje de inhibicion
inflamatoria para el extracto varia entre valores de 18-97%.

e La actividad citotoxica permitido conocer la viabilidad celular del extracto a diferentes
concentraciones, presentando valores de 52.24 a la minima concentracion (12.5 ppm) y
84.96% a la maxima concentracién (200 ppm). Sin embargo, en comparacion con el acido
acetilsalicilico, R. ferruginea presenta menor citotoxicidad, ya que la viabilidad celular del

acido acetilsalicilico oscila entre 40.93-99.45%.
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RECOMENDACIONES

e Se recomienda realizar un estudio in vivo evaluando la actividad antiinflamatoria ya que
presenta excelentes resultados en los ensayos in vitro.

e Se recomienda aislar y cuantificar los diversos componentes fitoquimicos que se
encuentra en la plantan, para poder determinar con exactitud el compuesto quimico
responsable de la actividad antiinflamatoria.

e Serecomienda a futuros investigadores evaluar la actividad antioxidante de R. ferruginea
ya gue presenta un alto contenido de flavonoides y fenoles por otros métodos diferentes
al de DPPH.

e Se recomienda realizar mas estudios cientificos de la familia de las Proteaceae, ya que

presentan gran cantidad de compuestos fitoquimicos tiles para el campo de la salud.
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ANEXOS

Anexo A: Materia prima vegetal de Roupala ferruginea Kunth

Anexo B: Control de calidad de la droga vegetal
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Anexo C: Control de calidad del extracto alcoholico
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Anexo D: Extracto hidroalcoholico liofilizado de Roupala ferruginea Kunth.
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Anexo E: Actividad antiinflamatoria y citotoxica
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Anexo F: Antiinflamatorio

Gréficos 1 F Comparaciones multiples

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

INH_INF
L

N 15
Parametros normales®” Media 57,5253
Desviacion estandar | 29,16944

Maximas diferencias Absoluta ,156
extremas Positivo ,156
Negativo -,134

Estadistico de prueba ,156
Sig. asintdtica (bilateral) ,200°¢

a. La distribucién de prueba es normal.

b. Se calcula a partir de datos.

c. Correccidn de significacion de Lilliefors.

d. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.




Gréfico 2 F: Prueba de muestras independientes

Prueba de muestras independientes
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Levene
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varianza
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INFLAMATO varianzas iguales L3) 2 28| 27| ,008| 26,776 %3317 45,923 | 7,629
RIA 29159 69 14 2 25 03
No se asumen - - - -
varianzas iguales 2,8 249 009 | 26,776 9,4053 46,150 | 7,402
47 e 14 ‘ 26 03




Gréfico 3F: Andlisis ANOVA de un factor para el ensayo de inhibicion inflamatoria

ANOVA
INHIBICION_INFLAMATORIA
Suma de Media
cuadrados al cuadrética F Sig.
Entre grupos 15156,359 4 3789,090 12,878 ,000
Dentro de grupos 7061,270 24 294,220
Total 22217,629 28
Grafico 4 F: Comparaciones multiples Inhibicion inflamatoria
Comparaciones multiples
Variable dependiente: INHIBICION_INFLAMATORIA
95% de
intervalo de
Diferenc confianza
m ) ia de Error Limite | Limite
CONCENTRACIO CONCENTRACIO medias | estanda | Sig | inferio | superi
NES NES (1-J) r r or
HSD 200 100 21,1216 10,3865 | ,28 -151,720
Tuke 7 5| 1(9,4774 8
y 50 36,1716 (10,3865 | ,01 66,770
- sl & 5,5726 o
25 54,8133110,3865 | ,00| 24,214 | 85,412
3 5/ 0 2 4
12,5 65,5550 10,3865 | ,00 | 34,955 [ 96,154
0 5/ 0 9 1
100 200 - -
21,1216 10,9865, 28 51,720 | 9,4774
7 |t 8




50

15,0500 56 44,225
9,90319 14,125
0 0 1
1
25 33,6916 01 62,866
“19,90319 45166
7 8 8
12,5 44,4333 00| 15,258 | 73,608
“19,90319
3 1 2 4
50 200 - -
10,3865 ,01 -
36,1716 66,770
) 5| 5 5,5726
7 8
100 - -
56 14,125
15,0500|9,00319| " 144,225 )
0 1
25 -
18,6416 35 47,816
9,90319 10,533
7 3 8
4
12,5 29,3833 04 58,558
9,90319 2082
3 8 4
25 200 - - -
10,3865 | ,00
54,8133 85,412 | 24,214
] 5| 0
3 4 2
100 - -
01 -
33,6916 |9,90319 62,866
8 45166
7 8
50 - -
35 10,533
18,6416 |9,90319 47,816
3 4
7 8
12,5 ]
10,7416 81 39,916
9,90319 18,433
7 3 8
4
12,5 200 - - -
10,3865 | ,00
65,5550 S| o 96154| 34,955
0" 1 9




100

50

25

44,4333
3*
29,3833
3*
10,7416
]

9,90319

9,90319

9,90319

15,258

-,2082

18,433

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Gréfico 5 F: Inhibicion inflamatoria

INHIBICION_INFLAMATORIA

CONCENTRACIONE

Subconjunto para alfa = 0.05

S 1 2 3 4
HSD Tukey*® 12,5 6| 11,9250

25 6| 22,6667

50 6| 41,3083 41,3083

100 6 56,3583 | 56,3583

200 5 77,4800

Sig. ,054 578 ,256
TukeyB?P 12,5 6| 11,9250

25 6| 22,6667| 22,6667

50 6 41,3083 | 41,3083

100 6 56,3583 56,3583

200 5 77,4800

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

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armoénica = 5,769.

b. Los tamafios de grupo no son iguales. Se utiliza la media arménica de los tamafios de grupo.

Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.




Grafico 6 F: Concentraciones inhibicion inflamatoria

Media de INHIBICION_INFLAMATORIA

20,00

Anexo G: Citotéxico

T
a0

CONCENTRACIONES

Gréfico 1 G: Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

VIAB_CE
L

N 15
Parametros normales®® Media 72,4493
Desviacion estandar 14,29561

Maximas diferencias Absoluta ,266
extremas Positivo ,108
Negativo -,266

Estadistico de prueba ,266
Sig. asintotica (bilateral) ,005¢

a. La distribucién de prueba es normal.

b. Se calcula a partir de datos.

c. Correccion de significacion de Lilliefors.




Gréfico 2 G: Prueba de muestras independientes

Prueba de muestras independientes

Prueba de
Levene
de calidad
de
varianzas prueba t para la igualdad de medias
95% de
intervalo de
Diferenc | confianza de la
Sig. |Diferenc| iade diferencia
Sig (bilater | iade error | Inferio | Superio
F t gl al) medias | estandar r r
VIABILI Se asumen B
DAD_C varianzas iguales P01 021 800 509 | 4,72290| 7,05694 | 9,7567 192025
ELULA 19 c 6
R No se asumen -
varianzas iguales '6? 23’02 503 | 4,72290| 6,93764 | 9,6265 19’0722
5

Grafico 3 G: Andlisis ANOVA de un factor para el ensayo de inhibicion inflamatoria

ANOVA
VIABILIDAD_CELULAR
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 8913,959 4 2228,490 54,331 ,000
Dentro de grupos 984,414 24 41,017
Total 9898,374 28




Gréfico 4 G: Comparaciones multiples

Comparaciones multiples
Variable dependiente: VIABILIDAD_CELULAR

95% de
intervalo de
Diferenc confianza
M @) ia de Error Limite | Limite
CONCENTRACION CONCENTRACION | medias | estand | Sig [ inferio | superi
ES ES (1-J) ar r or
HSD 200 100 - -
3,8781]| ,00 -
Tuke 20,2703 31,695
. of O 8,8453
y 3 3
50 - - -
3,8781] ,00
38,8403 ol o 50,265 27,415
3 3 3
25 - - -
3,8781]| ,00
45,5170 56,942 | 34,092
. of O
0 0 0
12,5 - - -
3,8781] ,00
48,3053 ol o 59,730 36,880
3 3 3
100 200 20,2703 3,8781]| ,00 31,695
. 8,8453
3 of O 3
50 - -
3,6976| ,00 -
18,5700 29,463
. 2 0 7,6767
0 3
25 - - -
3,6976| ,00
25,2466 ol o 36,140 14,353
7 0 4
12,5 - - -
3,6976| ,00
28,0350 ol o 38,9281 17,141
0" 3 7
50 200 38,8403 3,8781| ,00| 27,415 50,265
3 of O 3 3




100 18,5700 3,6976( ,00 29,463
7,6767
0 21 O 3
25 -
3,6976| ,39
-6,67667 17,570 4,2166
21 4
0
12,5 -
3,6976| ,11
-9,46500 20,358 1,4283
21 O
3
25 200 45,5170 3,8781 | ,00| 34,092 | 56,942
0 0l O 0 0
100 25,2466 | 3,6976 | ,00| 14,353 36,140
7 21 O 4 0
50 3,6976| ,39 -| 17,570
6,67667
2 4]4,2166 0
12,5 -
3,6976( ,94
-2,78833 13,681 8,1050
2 1
6
12,5 200 48,3053 3,8781| ,00| 36,880 59,730
3 of O 3 3
100 28,0350 3,6976| ,00| 17,141 38,928
0 21 O 7 3
50 3,6976| ,11 -1 20,358
9,46500
2( 0]1,4283 3
25 3,6976| ,94 -| 13,681
2,78833
21 1]8,1050 6

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.




Gréfico 5 G: Comparaciones multiples

VIABILIDAD_CELULAR

CONCENTRACIONE

Subconjunto para alfa = 0.05

S 1 2 3
HSD Tukey®® 200 5| 44,7180

100 6 64,9883

50 6 83,5583

25 6 90,2350

12,5 6 93,0233

Sig. 1,000 1,000 122
TukeyB?P 200 5| 44,7180

100 6 64,9883

50 6 83,5583

25 6 90,2350

12,5 6 93,0233

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

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armoénica = 5,769.

b. Los tamafios de grupo no son iguales. Se utiliza la media armonica de los tamafios de

grupo. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.




Grafico 6 G: concentraciones

Media de VIABILIDAD_CELULAR
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